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RESUMO

Foram realizados estudos comparados do proventriculo, ventriculo, ileo e tubulos de
Malpighi de trés espécies pertencentes ao género Cephalotes: C. atratus, C. pusillus e C.
clypeatus, objetivando buscar relagdes entre elas, assim como, diferengas histoquimicas e
ultra-estruturais tanto da parede como do conteudo destas por¢des do trato digestivo, que
pudessem ser utilizadas para a melhor compreensdo da fun¢do intestinal, bem como esclarecer
quais e como os recursos alimentares sao aproveitados em cada parte do trato digestivo.

As caracteristicas ultra-estruturais do ventriculo de Cephalotes atratus, C. clypeatus e
C. pusillus, mostram que o epitélio do ventriculo repousa sobre uma lamina basal continua e ¢
formado basicamente por trés tipos celulares, sendo estas as células digestivas, as células
regenerativas e as goblet cells. Nestas formigas, o reticulo endoplasmatico rugoso além de
atuar na producdo de enzimas digestivas também estd envolvido na estocagem de ions em
vacuolos especializados presentes no ventriculo. Estas concrecdes sdo os esferocristais e
podem estar contribuindo com a estabilizagdo do pH e permanéncia das bactérias simbiontes
presentes por entre as microvilosidades.

Secgoes realizadas ao longo do ileo revelaram diferencas entre trés principais regides:
proximal, mediana e distal. As especializa¢des estruturais presentes no ileo destas trés
espécies de formigas resultam em implicagdes especialmente relacionadas com as bactérias

simbiontes ai hospedadas.

Também foram realizados testes para verificar a diversidade da microbiota intestinal das
por¢des em questdo, usando a técnica DGGE. Assim sendo, o perfil molecular dos simbiontes
do ventriculo e ileo de Cephalotes atratus, C. clypeatus e C. pusillus foi obtido analisando a
regido varidvel V3 do gene 16S do rDNA bacteriano. Foram estudadas duas amostras de C.
atratus, trés de C. clypeatus e seis de C. pusillus. Os resultados mostram que as amostras
entre os simbiontes de C. atratus e C. clypeatus embora coletadas em locais geograficamente
distantes, apresentaram indices de similaridade entre 80 e 94%.

A variabilidade de simbiontes encontradas nas amostras de C. pusillus oscilou entre 45
e 71%, tanto em amostras proximas como em amostras distantes. Neste estudo, verificamos
que as técnicas moleculares de PCR e DGGE mostraram-se eficazes para o propdsito da
pesquisa e puderam ser consideradas ferramentas versateis para analises de microbiotas

intestinais.



ABSTRACT

This study compared the proventriculus midgut, ileum, and Malpighian tubules of three
ants of the genus Cephalotes: C. atratus, C. pusillus, and C. clypeatus, by examining
histochemical and ultrastructural differences in the wall and the content of these portions that
could be used to better understand the intestinal function, as well as clarify which and how
food resources are used in each part of the digestive tract.

The ultrastructural analysis of the midgut of Cephalotes atratus, C. clypeatus, and C.
pusillus reveled that the epithelium of the midgut lays on a basal lamina and is composed
basically of three cell types: digestive cells, generative cells, and goblet cells. In these ants,
the rough endoplasmic reticulum, in addition to producing digestive enzymes, is involved in
ion storage in specialized vacuoles present in the midgut. These concretions are spherocrystals
and may contribute to stabilize the pH and to maintain symbiotic bacteria found in between
microvilli.

Sections along the ileum revealed differences among the three main regions: proximal,
medial, and distal. The structural specializations present in the ileum of these three ants have
implications especially to the symbiotic bacteria.

The DGGE method was also performed to assess the diversity of the intestinal
microbiota of the portions of the digestive tract. The molecular profile of the symbionts of the
midgut and ileum of Cephalotes atratus, C. clypeatus, and C. pusillus was obtained using the
variable region V3 of the bacterial 16S rDNA gene sequence. Two samples of C. atratus,
three of C. clypeatus, and six of C. pusillus were analyzed. The results showed similarity
indices from 80% to 94% between the samples of symbionts from C. atratus and C. clypeatus,
despite being collected in sites geographically distant.

The variability of symbionts found in the samples of C. pusillus ranged from 45% and
71% in samples geographically close as well as distant. In this study, PCR-DGGE was
efficient for the purpose of this study and can be considered a versatile tool to analyze the

intestinal microbiota.



INTRODUCAO

1.1- Morfologia geral do trato digestivo

No trato digestivo dos insetos existem trés regides principais com esfincteres (valvulas)
controlando o movimento do alimento entre estas regides. Tais regides sdo o intestino anterior
(estomodeu), intestino médio (meséntero) e o intestino posterior (proctodeu) (GULLAM &
CRANSTON, 2000).

O intestino anterior e posterior, de origem ectodérmica, sdo revestidos por uma fina
camada cuticular denominada intima. Entretanto, o intestino médio possui origem
endodérmica, ndo sendo revestido pela camada cuticular observada nas demais regides,
porém, ai existe a membrana peritrofica que reveste e o protege contra injurias (mecanicas ou
quimicas) que possam vir a ocorrer pela passagem do bolo alimentar nesta regido do trato
digestivo (CHAPMAN, 1975).

O intestino anterior dos insetos adultos ¢, em geral, composto das seguintes partes:
cavidade bucal, faringe, esofago, papo e proventriculo; o intestino médio ¢ composto pelo
ventriculo e cecos gastricos ¢ o intestino posterior pelo intestino fino (ou ileo) e o reto
(SNODGRASS, 1935; CAETANO 1984; CHAPMAN, 1975).

Os estudos realizados com formigas mostram que, de um modo geral, o trato digestivo
apresenta-se muito semelhante ao das abelhas, com faringe revestida com delicados espinhos
voltados para traz, com funcdo de sugar o alimento liquido em alguns casos, € em outros de
apenas ajudar na degluticdo e comunicar a cavidade bucal com o eso6fago. No final do seu
trajeto, o esofago abre-se em um saco periforme, o papo, com paredes finas nas quais, como
no esdfago, encontra-se uma camada de musculatura circular e longitudinal externamente ao
epitélio. Ndo existem glandulas no papo e a camada cuticular impede qualquer absor¢do de
alimento nessa regido deixando-lhe a funcdo exclusiva de armazena-lo.

O proventriculo ¢ a parte do intestino anterior que maior grau de diversificagdo
apresenta de uma para outra espécie. Segundo Emeri (1888) € possivel delimitar subfamilias
através das caracteristicas do proventriculo. Esta por¢do do trato digestivo em muitos casos
apresenta nitidamente trés regides: o bulbo que fica dentro do papo; o pescogo ligando este ao

ventriculo, formado por um tubo delgado que em alguns casos se dilata abruptamente e



finalmente, a valvula estomodeal ou cardiaca que se situa no lumen da extremidade anterior
do ventriculo (CAETANO, 1984).

Segundo Wheeler (1926), o proventriculo detém grande importancia social ao permitir o
represamento de alimento liquido no papo, este, com finalidade de transporte e alimentagao de
outros individuos da colonia.

O bulbo do proventriculo pode ser dividido em lobos, que se fecham pela pressdo do
liquido contido no papo (processo passivo) ou por acdo da musculatura circular ai presente
(processo ativo). O limen do bulbo apresenta-se em forma de cruz de malta e pode ser
obliterado pela contragdo dos musculos circulares presentes no pescoco do proventriculo
(EISNER, 1957). Assim, acredita-se que o desempenho adequado da funcdo social do papo
estd relacionado com a eficiéncia do bulbo do proventriculo (EISNER, 1957;
WIGGLESWORTH, 1974 ¢ CAETANO, 1984 ¢ 1988). Caetano et al., (1998) acreditam que
o principal responsavel pelo mecanismo de trofalaxia nas formigas seja o esofago, o qual
apresenta forte musculatura obliqua externa.

Nas formigas estudadas até o presente momento, o bulbo do proventriculo mostra-se
constituido por quatro labios moveis, fato este que parece indicar que o aspecto quadripartido
¢ constante para a familia Formicidae (TOMOTAKE, 1996). Entretanto Eisner (1957)
observou a presenga de seis labios moveis em Amblyopone australis, fato unico dentre os
Formicidae.

Os representantes das subfamilias Dolichoderinae, Pseudomyrmicinae e Formicinae
apresentam o bulbo do proventriculo altamente elaborado, com a ctpula do bulbo bastante
espessa e com projegdes cuticulares com forma de espinhos cuja fungdo provavel seria a de
barrar a passagem de particulas sélidas para o ventriculo (EISNER, 1957; CAETANO, 1984).

O pescoco do proventriculo nas formigas apresenta-se como um tubo delgado que liga o
proventriculo ao ventriculo, geralmente € revestido por duas camadas de musculatura, uma
longitudinal e outra circular (CAETANO, 1984 ¢ 1988; TOMOTAKE, 1996). Entretanto
Eisner (1957) observou véarias camadas de musculos longitudinais em representantes da
subfamilia Formicinae.

A vélvula cardiaca é a ultima por¢do do proventriculo e situa-se no interior do
ventriculo. E formada por uma projegdo do epitélio do intestino anterior, que dobra sobre si
mesmo e tem como fun¢do impedir o retorno do alimento contido no ventriculo (EISNER,
1957; WIGGESWORTH, 1974; CAETANO, 1984, 1988 ¢ 1989).

O ventriculo ou estdbmago apresenta-se como um saco relativamente pequeno, globular

cuja parede é glandular e com capacidade de dilatagdo média (CAETANO, 1984). No



ventriculo de algumas espécies da subfamilia Dolichoderinae, existem simbiontes, cuja
fungdo ainda é desconhecida (CAETANO et al, 2002).

A histologia do intestino médio ¢ bastante uniforme e as variagdes que ocorrem Sao
mais relacionadas ao tamanho das células digestivas, as quais podem apresentar-se como
sendo de dois tipos: aquelas com inimeras microvilosidades longas, com corpos de laminagao
concéntrica e corpos mielinicos geralmente multiplos (absor¢do e excre¢do) e um segundo
tipo com poucas e curtas microvilosidades, granulos de secrecdo e corpos mielinicos simples
(CAETANO & CRUZ LANDIM, 1983). Em Formica, (JEANTET, 1971) descreve também
dois tipos de células dentre as chamadas células digestivas.

As células digestivas sdo colunares, com nucleo na posicdo mediana e apresentam
citoplasma vacuolizado. As células regenerativas sdo pequenas e distribuem-se aos grupos na
base das células digestivas sobre a 1amina basal. Externamente a 1amina basal sdo encontradas
fibras musculares circulares e/ou longitudinais (CAETANO, 1984 e 1988) e obliquas (ARAB
& CAETANO, 2001).

Segue-se ao ventriculo, o ileo que apresenta aspecto muito semelhante ao proventriculo
quando em corte transversal (CAETANO, 1984). Em Pachycondyla (=Neoponera) villosa, o
ileo apresenta células sem microvilosidades na sua por¢do inicial. Essas células possuem
invaginagdes da membrana basal bastante pronunciada e com poucas mitocondrias. Um
segundo tipo de célula surge logo apos a primeira regido e apresentam-se com muitas e longas
microvilosidades. Essa regido contém também inumeras mitocondrias alongadas. Estas
células sdo mais altas do que aquelas da primeira regido. Em ambos os tipos celulares
observa-se interdigitagdes das membranas laterais, extremamente elaboradas, mostrando ser
esta uma regido com grande mobilidade, talvez por a¢do da forte musculatura circular ai
presente. O primeiro tipo de célula parece estar relacionado com absor¢do de material da
hemolinfa e o segundo tipo com a absor¢do de material do lumen (CAETANO, 1989).

Quanto a histologia, Caetano (1988), descreve o ileo sendo composto por uma cuticula
fina que recobre o epitélio formado por células cubicas. Este epitélio assenta-se sobre a
lamina basal bastante delgada e abaixo desta encontra-se a musculatura circular e longitudinal
mais externa. Em Dinoponera gigantea e Panaponera clavata (CAETANO et al., 1986/87;
CAETANO et al., 2002), descrevem que nesta regido ocorrem espinhos cuticulares arranjados
em fileiras longitudinais que desaparecem no ponto onde a musculatura circular regride de
volume. Tais espinhos parecem ter a fun¢do de puxar e perfurar a membrana peritrofica.

Ap6s o ileo segue-se o reto que se apresenta como uma estrutura saculiforme com uma

camada fina de musculatura recobrindo-o. O reto abre-se no exterior por meio do anus que ¢



dotado de um esfincter muscular. Encontra-se ainda na parede do reto as papilas retais
(WHEELER, 1926). Estas papilas sdo responsaveis pela absor¢do de agua, ions de sais e
aminoacidos (WIGGLESWORTH, 1974).

O numero de papilas retais é constante dentro da subfamilia, exceto Pheidole
(Myrmicinae) que tém numero igual ao das formigas de correi¢do (Ecitoninae e Dorylinae).
Podemos encontrar, também, formas aberrantes como no caso dos machos de Atta sexdens
rubropilosa, os quais apresentam duas papilas longas e duas redondas, estas resultantes da

divisdo incompleta de uma longa (CAETANO 1984 ¢ 1988; CAETANO et al., 2002).

1.2- A Tribo Cephalotini

A tribo Cephalotini (subfamilia Myrmicinae) compreende formigas arbdreas detentoras
de peculiaridades bioldgicas complexas de grande importancia na fauna neotropical, que
freqlientemente tem causado especulagdes aos mirmecologistas a respeito de sua anatomia
unica que ¢ associada habitos alimentares incomuns (HOLLDOBLER & WILSON,1990).

No final do século XIX, Emeri relatava notaveis plasticidades estruturais observadas em
proventriculos de diferentes espécies de formigas. Descrigdes sobre o proventriculo de
formigas da tribo Cephalotini feitas por Caetano (1988), mostram uma estrutura altamente
complexa, cuja funcdo parece ser a de separar o alimento liquido do s6lido a fim de permitir a
passagem daquele para o ventriculo.

Caetano (1984) remete a fragil musculatura do bulbo do proventriculo de Cephalotes
atratus e C. (= Zacryptocerus) pusillus a uma fun¢éo filtradora, e ndo a de um separador de
alimentos como visto em abelhas, cuja musculatura apresenta-se bem desenvolvida.

O referido autor descreve para o proventriculo de C. pusillus, musculatura bem
desenvolvida e com a presenga de inumeras proje¢des cuticulares arborescentes grandes, que
podem completar a agdo do bulbo.

Anélises sobre as caracteristicas anatomicas da valvula cardiaca de C. atratus e C.
pusillus realizadas por Caetano (1984), demonstra que esta ¢ uma estrutura de tamanho
diminuto que se projeta para o interior do ventriculo.

Geralmente, cada uma das regides do trato digestivo das formigas apresenta uma por¢ao
globosa: no intestino anterior ¢ o papo, no intestino médio é o proprio ventriculo e no
intestino posterior € o reto (CAETANO & LAGE FILHO, 1982).

Entretanto nas formigas da tribo Cephalotini hd uma quarta por¢ao globosa, o ileo, que

se apresenta dilatado para abrigar bactérias (CAETANO, 1984 ¢ 1989).



Caetano (1989) descreve o ileo de C. atratus como sendo uma estrutura portadora de
profundas dobras na intima em direcdo ao limen. Esta caracteristica, frente as grossas
camadas de musculatura circular e longitudinal, somadas a grande quantidade de traqueiolas
infiltradas nos tecidos, sugere o aumento da superficie de absor¢do e fixa¢do de bactérias e
elevado metabolismo.

Nas formigas desta tribo, existem indicios de que a a¢do da forte musculatura circular
sirva também para aumentar o contato dos microrganismos com o material contido no limen
(CAETANO et al., 2002).

A fungio destas bactérias ¢ desconhecida, mas Caetano & Cruz-Landim (1982) sugerem
que estas exer¢am alguma forma de mutualismo alimentar com suas formigas hospedeiras.

A maneira pela qual estes microrganismos se alojam no trato digestivo destas formigas
parece estar relacionada com uma forma de trofalaxia abdominal de ocorréncia entre operarias
adultas e as recém emergidas, no qual a extrusdo de uma gota de liquido retal pela operaria é
consumida pelo individuo recém emergido. Este comportamento ¢ comum em cupins, nos
quais, os individuos jovens adquirem bactérias e protozoarios necessarios para a digestdo de
celulose (ROCHE & WHEELER, 1997)

O fenomeno, observado em Zacryptocerus varians, ¢ iniciado apos a emergéncia das
novas operarias (HOLLDOBLER & WILSON, 1990). O caracteristico comportamento
trofalaxico existente entre individuos recém emergidos e operdrias dessa tribo chamou a
atencdo devido a constatacdo do desenvolvimento de coloragdo apds a realizacdo desta
trofalaxia. Assim sendo, as jovens operarias que num primeiro momento apresentavam-se
desprovidas de coloragdo, iniciam um processo de aquisi¢do da mesma apds a realizagdo da
trofalaxia abdominal (WHEELER, 1984; BANDAO et al., 1987). Estes ultimos autores
verificaram que os individuos recém nascidos apresentam o ileo dilatado, porém sem a
caracteristica mancha escura presente nos adultos (CAETANO, 1984), o que quer dizer que
estavam livres de microrganismos.

A auséncia de informagdes sobre os aspectos mais refinados do trato digestivo de
formigas desta tribo levou-nos a vdarias perguntas as quais esperamos contribuir com os
resultados deste estudo.

Deste modo realizamos o estudo comparado do ventriculo e ileo de trés espécies
pertencentes ao género Cephalotes: Cephalotes atratus, C. pusillus e C. clypeatus.
Paralelamente estudos da ultra-morfologia do proventriculo foram realizados com intuito de

buscar relagdes entre as trés espécies.



1.3- Bacterias simbiontes em formigas

As formigas sdo de interesse particular ndo s6 por causa do papel ecologico diante de
muitos ecossistemas terrestres, mas também devido ao fato delas possuirem repertdrios
impressionantes de comportamentos sociais (HOLLDOBLER & WILSON, 1990). Uma das
caracteristicas do sucesso evolutivo das formigas ¢ a habilidade de formarem sociedades
complexas com divisdo de trabalho entre os individuos da colonia. Além destas interagdes
sociais complexas, elas também mostram a capacidade extraordindria para constituir
associacdes com outros organismos tais como outros insetos, plantas, fungos e bactérias
(ZIENTZ et al., 2005).

Limitagdes impostas pelas plantas ao seu uso como recurso alimentar (defesas
quimicas e mecéanicas), impde as formigas e a outros insetos a necessidade de possuirem
mecanismos que lhes permitam contornar essas limitagdes. Um dos tipos mais interessantes
de mecanismos adotados pelos insetos para lidar com essas limitagdes € o estabelecimento de
relacdes simbidticas com microrganismos (JONES, 1983). Estas relagdes que envolvem
bactérias, fungos e protozoarios, podem variar desde mutualismo até comensalismo
(DOUGLAS, 1998; AMANN et al., 1995). Assim, acredita-se que a microbiota intestinal
evoluiu como um valioso recurso metabolico para alguns insetos com dietas subnutridas. Para
muitas espécies de insetos, a relagdo com suas microbiotas permanecem indefinidas, a
excecdo ocorre em cupins, baratas e recentemente formigas, que constituem os trabalhos mais
elucidativos a respeito desta relagdo.

Bactérias simbiontes t€ém sido descritas em diversas espécies de formigas. No género
Camponotus (SCHRODER et al., 1996), tais bactérias estdo situadas no interior de células
especializadas denominadas de “bacteridcitos”, presentes no ventriculo. Essas bactérias,
primeiramente observadas por Blochmann (1882), apresentam caracteristicas semelhantes aos
“endocytobionts” presentes no ventriculo de Odontomachus bauri (Ponerinae) descritas por
Caetano et al., (2008).

Embora tenha sido descoberta em torno de vinte anos, a flora bacteriana do aparelho
digestivo das formigas da tribo Cephalotini ainda ¢ muito pouco conhecida, tanto no que diz
respeito a sua composicdo quanto ao seu papel. Um dos fatores responsdveis por esta
deficiéncia sdo as metodologias dependentes de cultivo empregadas nos estudos das
comunidades bacterianas que, em geral, ndo sdo capazes de detectar todas as bactérias
presentes na comunidade. Assim sendo o estudo ora proposto, teve a intencdo de buscar

maiores informagdes sobre estas formigas com seus simbiontes pela via ultra-estrutural e



histoquimica de trés formigas do género Cephalotes — as espécies C. atratus, C. clypeatus e

C. pusillus.

A fim de contornar este problema utilizamos para o estudo destas comunidades a
técnica PCR/DGGE para amplificacdo e separagdo do rDNA 16S bacteriano. Por dispensar a

etapa de cultivo, esta técnica permitiu elaborar o perfil da microbiota em estudo.
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MORFOLOGIA COMPARADA DO TRATO DIGESTIVO
DE FORMIGAS CEPHALOTES

Resumo: Noés conduzimos estudos morfoldgicos comparativos do trato digestivo de
Cephalotes atratus, C. clypeatus e C. pusillus, buscando descrever semelhangas, assim como
diferencas histoquimicas, enzimaticas e ultra-morfoldgicas tanto da parede como do contetido
do trato digestivo entre as trés espécies, objetivando contribuir para o entendimento entre os

simbiontes e seus hospedeiros.

Palavras-chave: Microrganismos, Histoquimica, Ultra-morfologia, Cephalotes.

Abstract: We conducted comparative morphological studies of the digestive tract of
Cephalotes atratus, C. clypeatus and C. pusillus, aiming at describing the relationships among
these three species, as well as the histochemical, enzymatic, and ultra-morphological
differences of the wall and the contents of the digestive tract, therefore contributing for the

understanding of the relationships between symbionts and their host.

Keywords: Microorganisms; Histochemistry; Ultramorphology; Cephalotes.

1. Introducdo:

Aproximadamente 185 espécies de formigas pertencem a tribo Cephalotini
(subfamilia Myrmicinae). Dos quatro géneros inicialmente constituintes desta tribo (KEMPF,
1951 e 1973), apenas Cephalotes e Procryptocerus sdo reconhecidos nos dias de hoje
(ANDRADE & BARONI URBANI, 1999), sendo os géneros Cryptocerus e Zacryptocerus
sinonimizados a Cephalotes.

Apesar da grande variabilidade de habitos alimentares dos formicidae, o trato
digestivo destes insetos mostra pouca variagdo (CAETANO, 1984, 1988 e 1989). Assim, este
padrdo tem motivado diversos estudos que sdo utilizados para a compreensdo da fungdo
intestinal. Por meio destes estudos, torna-se possivel esclarecer quais € como 0s recursos

alimentares sdo aproveitados em cada parte do trato digestivo.
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1.1 Proventriculo

Himendpteros adultos sdo distintos em seus hdbitos alimentares, subsistindo em sua
maioria de alimentos liquidos (EISNER, 1957). Quando as operarias da tribo cephalotini
forrageiam para suprir as demandas nutricionais da coldnia, parte dos nutrientes liquidos
obtidos ndo passa diretamente para o ventriculo. Ao invés disso, primeiro ¢ retido
temporariamente no papo; de tempos em tempos, o proventriculo permite a passagem de
pequenas quantidades de nutrientes. Estes fluem do papo para o ventriculo, conferindo ao

proventriculo a importante fun¢do no controle do fluxo de alimento no trato digestivo

(EISNER 1957; CAETANO, 1988).

De acordo com Caetano (1988), este 6rgdo é a porcdo do intestino anterior que
apresenta maior grau de diversificacdo dentre os Formicidae. Na maioria dos casos mostra
nitidamente trés regides: o bulbo que fica dentro do papo; o pescogo ligando este ao
ventriculo, formado por um tubo delgado e finalmente, a valvula estomodeal que se situa no

limen da porg¢do anterior do ventriculo.

Nas formigas estudadas at¢ o momento, o bulbo do proventriculo mostra-se
constituido por quatro labios moveis, fato este que parece indicar que o aspecto quadripartido
¢ constante para a familia Formicidae (TOMOTAKE, 1996). Entretanto EISNER (1957)
observou a presenga de seis labios moveis em Amblyopone australis, o unico dentre os
Formicidae.

Apesar da constancia da organizacdo do trato digestivo, o proventriculo ¢ o exemplo
de uma estrutura que varia de maneira exacerbada dentre os Formicidae. Darwin, em sua
teoria sobre a origem das espécies, descreve que ao longo da evolugdo, estruturas que nio
atuam como fator decisivo na sele¢do natural poderiam variar bastante quanto a sua
morfologia. Eisner (1957) acredita que a analise morfolégica do proventriculo ¢ um fator que
pode auxiliar na determinacdo de subfamilias e até géneros dentre as formigas, assim sendo,

tem grande importancia para estudos de filogenia.

Os representantes das subfamilias Dolichoderinae, Pseudomyrmicinae e Formicinae
apresentam o bulbo do proventriculo altamente elaborado, com a ctipula do bulbo bastante
espessa e com projecdes cuticulares com formas de espinhos. A fun¢do provavel destas
projecdes cuticulares seria a de barrar a passagem de particulas so6lidas para o ventriculo

(EISNER, 1957; CAETANO, 1984).
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O pescogo do proventriculo nas formigas apresenta-se como um tubo delgado, que
liga o proventriculo ao ventriculo, geralmente revestido por duas camadas de musculatura,

uma longitudinal e outra circular (CAETANO, 1984 e¢ 1988; TOMOTAKE, 1996).

A valvula estomodeal ou cardiaca ¢ a ultima por¢do do proventriculo e situa-se no
interior do ventriculo. Ela ¢ constituida por uma projecdo do epitélio do estomodeu, que se
dobra sobre si mesmo e tem como funcdo impedir o retorno de alimento contido no

ventriculo (EISNER, 1957; WIGGLESWORTH, 1974; CAETANO, 1984, 1988 ¢ 1989).

1.2 Ventriculo

O intestino médio ¢ de origem endodérmica, ndo sendo, portanto, revestido por
cuticula. Entretanto, existe a membrana peritréfica que reveste o intestino médio e o protege
contra injurias (mecanicas ou quimicas) que possam vir a ocorrer pela passagem do bolo
alimentar (CHAPMAN, 1975; CAETANO, 1984 ¢ 1988; ZARA & CAETANO, 1998,
CAETANO et al., 2002). Além desta fungdo, a membrana peritréfica compartimentaliza o
intestino médio, permitindo a circulagdo eficiente de enzimas nos compartimentos endo e
ectoperitréficos (TERRA & FERREIRA, 1994 ¢ TERRA et al., 1996; TERRA, 2001).

De acordo com a composicdo, esta pode ser classificada como gel ou matriz (TERRA
& FERREIRA, 1994; TERRA, 2001). A membrana peritréfica possui poros que permitem a
passagem de pequenas particulas alimentares e bactérias que vao de encontro as células desta
por¢do do intestino (GULLAM & CRANSTON, 2000). Para Caetano et al., (1994) as
vesiculas de secre¢do produzidas no ventriculo de Pachycondyla striata atravessam a
membrana peritrofica. Assim que atinge o espago endoperitrofico tais vesiculas comegam a
mostrar sinais de desintegragao.

O ventriculo nas formigas é composto de uma Unica camada de células que repousa
sobre a continua lamina basal (CAETANO, 1984, 1988; LEHANE & BILLINGSLEY, 1996).
Histologicamente as células digestivas sdo colunares e podem se apresentar como sendo de
dois tipos fisiologicos distintos: aquelas com inumeras microvilosidades longas, com corpos
com laminag¢do concéntrica (esferocristais) e corpos mielinicos geralmente multiplos
(absor¢do e excrecdo) e um segundo tipo com poucas e curtas microvilosidades, granulos de
secrecdo e corpos mielinicos simples (CAETANO & CRUZ-LANDIM, 1983).

Outro tipo celular encontrado junto as células digestivas sdo as células regenerativas.

Tais células sdo pequenas e distribuem-se aos grupos na base das células digestivas sobre a
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lamina basal (CAETANO & CRUZ LANDIM, 1983; CAETANO, 1984, 1988; CAETANO
etal., 2002).
Externamente a ldmina basal sio encontradas fibras musculares circulares e

longitudinais (SNODGRASS, 1935; CAETANO, 1984 e 1988).

1.3 1leo

Tipicamente, cada uma das regides do trato digestivo das formigas apresenta uma
porcdo globosa: no intestino anterior € o papo, no intestino médio é o proprio ventriculo e no
intestino posterior € o reto (CAETANO & LAGE FILHO, 1982). Entretanto nas formigas da
tribo Cephalotini héd uma quarta por¢ao globosa, o ileo, que se apresenta dilatado para abrigar
microrganismos como bactérias e fungo filamentoso (CAETANO, 1989).

O ileo em conjunto com o reto, compde o intestino posterior nos insetos. A func¢io
deste, junto com os tubulos de Malpighi estd relacionada com o processo excretor e
homeostase de ions e dgua (WIGGLESWORTH, 1974; CHAPMAN, 1975). Segundo
Wheeler (1926), os tubulos de Malpighi nada mais sd@o do que evaginacdes da parede do ileo.

No processo excretor dos insetos, a urina primadria, isosmotica, ¢ formada nos tibulos
de Malpighi e liberada no ileo, onde o volume e a composicio desta urina vai sendo ajustada
ao longo do intestino posterior de acordo com as necessidades do inseto. Assim sendo, ocorre
reabsor¢do de substancias tais como agua, ions e residuos metabolicos do material contido no
limen (WIGGLESWORTH, 1974; PHILLIPS, 1981; IRVINE et al, 198S;
LECHELEITNER & PHILLIPS, 1989).

Bactérias endosimbidticas tém sido descritas em diversas espécies de formigas do
género Camponotus (SCHRODER et al., 1996). Entretanto tais bactérias estdo situadas no
interior de células denominadas de “bacteridcitos”, presentes no ventriculo. Essas bactérias
foram observadas por Blochmann (1882), e sdo diferentes dos microrganismos presentes no
trato digestivo de formigas da tribo Cephalotini estudadas por Caetano (1984), Caetano e
Cruz-Landim (1985) e Jaffé et al., (2001), as quais consistem de uma complexa populacdo de
bactérias e fungo.

Devido a esta particularidade, a presenca e a fun¢do de simbiontes no ileo de formigas
da tribo Cephalotini, descritos pela primeira vez por Caetano (1984), e adquiridos por meio
da trofalaxia abdominal realizada entre individuos adultos e recém emergidos (BRANDAO et

al., 1987) tem sido motivo de especulagdes entre os mirmecologistas. Porém, pouco se sabe
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sobre as caracteristicas desta relagdo, principalmente no que concerne ao aspecto
histoquimico, enzimoldgicos e também ultra-morfologicos.

Assim, ndés conduzimos estudos comparativos do ileo, assim como outras porgdes
como o proventriculo e ventriculo de C. atratus, C. clypeatus e C. pusillus, com objetivo de
mostrar relacdes entre as trés espécies, bem como, diferencas histoquimicas, enzimoldgicas e
ultra-morfoldgicas tanto da parede como do conteudo destas por¢des do trato digestivo, no

intuito de contribuir para o entendimento das relagdes entre os simbiontes e seus hospedeiros.

2. Materiais e métodos

2.1 Materiais:

Operarias maiores de Cephalotes pusillus e operarias de C. clypeatus foram coletadas
em arvores localizadas no campus UNESP/ Rio Claro, enquanto que as operdrias maiores de
C. atratus foram coletadas em arvores localizadas as margens do Rio Jacaré-pepira, no

municipio de Brotas, Estado de Sdo Paulo/Brasil.

2.2 Métodos
2.2.1 Ultra-morfologia (MEV):

Os proventriculos, ventriculos e ileos foram removidos e fixados em glutaraldeido 4%
durante 24h, desidratado em uma série crescente de alcool (70 a 100%), dois banhos de
acetona 100% e desidratado no ponto critico (Balzers CPD 030). Apds desidratagdo, o
material foi vaporizado com ouro no sputtering Balzers SD 050. Os proventriculos,

ventriculos e ileos foram examinados no S.E.M. Jeol P 15.

2.2.2 Histologia:

As formigas foram dissecadas em fixador paraformoldeido 4% em tampao Fosfato de
Sédio 0,1 M (pH 7,4) durante duas horas, sendo posteriormente lavada pelo mesmo tampao,
desidratado em alcool (70, 80, 95%), embebido e incluido em resina Leica.

Os cortes histologicos com 6-8um de espessura foram recolhidos em laminas e

corados com Hematoxilina e Eosina (JUNQUEIRA & JUNQUEIRA, 1983).
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2.2.3 Histoquimica:

Parte das laminas foram coradas com PAS (JUNQUEIRA & JUNQUEIRA, 1993)
para carboidratos neutros e polissacarideos contendo ligagdes 1-2 glicol; o Azul de Toluidina
pH 3,5 (JUNQUEIRA & JUNQUEIRA, 1983) para polissacarideos acidos e DNA;
Picrossirius red (=Direct red- 80) (JUNQUEIRA & JUNQUEIRA, 1983) para fibras
colageno; Azul de Bromofenol (PEARSE, 1960) e Xilidine Ponceau (MELLO & VIDAL,
1980), para proteinas, principalmente as basicas; Tricromico de Mallory (JUNQUEIRA &
JUNQUEIRA, 1983), para detec¢do de estruturas basoéfilas e acidofilas, e a técnica de von
Kossa (PEARSE, 1960), para detec¢do de céalcio. Todas as ldminas foram examinadas no
fotomicroscopio Leica. As imagens foram capturadas com o capturador de imagens Leica

DFC 280 e digitalizadas usando-se o programa Leica Image Manager 50.

2.2.4 Testes Enzimoldgicos:

As formigas foram imobilizadas por resfriamento e imediatamente dissecadas. Os
proventriculos, ventriculos e ileos foram removidos e submetidos a solugdo fixadora
(glutaraldeido 0,5% e tampao cacodilato de so6dio 0,2M, pH 7,2), a 4°C por 1 hora.

Apds fixagdo, o material foi rapidamente lavado no mesmo tampdo cacodilato e
incubado por 45min. a 37 °C, no meio descrito por LEWIS & KNIGHT (1977). Apds
incubagdo, o material foi lavado em tampao Tris maleato a 4°C, e pds-fixado em solucdo
neutra tamponada de formalina: acetona (9:1), por 20 min. Foi efetuada rapida lavagem em
acetona pura, seguida por desidratacdo em uma série crescente de etanol (70 a 95%), seguida
de inclusdo em resina acrilica (LEICA). Todas as laminas foram examinadas no
fotomicroscopio Leica. Cortes com 6-8um de espessura foram recolhidos em ldminas e
lavados por 4 min. com uma solu¢do de sulfeto de amonia 1%, secas e montadas em balsamo

do Canada. As imagens foram capturadas e digitalizadas usando-se o programa Leica Qwin.

3. Resultados e discussao

3.1. Proventriculo

A imagem do bulbo do proventriculo mostra uma estrutura de aparéncia delicada,
semelhante a um cogumelo (Figura 1B). Tal caracteristica estd de acordo com o descrito por
Caetano (1984). Entretanto a homogeneidade da superficie do bulbo desaparece quando o

material amorfo que recobre esta estrutura nao € preservado ou ¢ removido. A auséncia deste
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material revela uma superficie repleta de estriagdes e proje¢des com formato de espinhos
(Figuras 1C a IF).

As projecdes cuticulares sdo estruturas ocas e sdo observadas atravessando a camada
de material amorfo que as recobre (Figura 1F), fornecendo assim, uma excelente base de
sustentacdo para esta camada. Caetano (1984 e 1988) descreve a provavel funcdo destes
espinhos como sendo a de impedir a passagem de alimentos solidos para o ventriculo.

O material amorfo observado recobrindo o bulbo do proventriculo, parece atuar
otimizando a capacidade de filtracdo atribuida as projecdes cuticulares. Tal fun¢do parece ser
a de constituir uma barreira que fica entre o alimento contido no limen e as projecdes
cuticulares. O alimento apos ultrapassar a camada amorfa e as proje¢des cuticulares, flui para
uma das diversas estriacdes que sdo observadas por toda a superficie do bulbo (Figura 1E),
para entdo ser conduzido ao lumen do proventriculo e posteriormente ao ventriculo.

O teste de H.E. permitiu a visualizacdo histoldgica do proventriculo, o qual apresenta
o bulbo com cuticula de coloragéo laranja, sendo sulcado em toda a superficie. Nestes sulcos,
a cuticula apresenta espinhos com aspecto arborescente (Figura 2A). Segundo Caetano
(1984), as células epiteliais do bulbo apresentam ligeira basofilia e 0 mesmo ocorre com as
células epiteliais do pescoco do proventriculo. O referido autor descreve que revestindo o
limen do pescoco do proventriculo hd uma cuticula bem desenvolvida, facilmente vista em

cortes transversais.

Na detec¢ao de compostos protéicos, as técnicas do Azul de Bromofenol (PEARSE,
1996) e Xilidine Ponceau (MELLO & VIDAL, 1980) resultaram nas coloragdes azul e
vermelho-alaranjado respectivamente (Figuras 2B e 2C). Ambas as reagdes para a detecg¢do
de proteinas evidenciam intensa coloragdo tanto para o tecido epitelial, quanto para o material

amorfo que recobre o bulbo do proventriculo.

Os testes para polissacarideos com a aplicacdo das técnicas de P.A.S. (JUNQUEIRA
& JUNQUEIRA, 1983) e Azul de Toluidina 4cido (JUNQUEIRA & JUNQUEIRA, 1983)
mostraram reagdes positivas para polissacarideos e glicoconjugados. A primeira técnica
baseia-se na capacidade do dacido periddico oxidar as ligagdes carbono-carbono das
seqiiéncias 1-2 glicol dos hidratos de carbono, produzindo aldeidos. Estes, entdo s@o
revelados pelo reagente Schiff (JUNQUEIRA & JUNQUEIRA, 1983). A reagdo P.A.S.
evidenciou granulos positivos no citoplasma das células epiteliais € no espago subcuticular,

demonstrando a presenga dos referidos compostos nesta regido (Figuras 2D e 2F).
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A técnica Picrossirius red (JUNQUEIRA & JUNQUEIRA, 1983), detectou a presenga
de colageno e de fibras reticulares delineando toda a regido basal das proje¢des cuticulares do
bulbo e pescogco do proventriculo (Figura 2F). O epitélio do bulbo e a musculatura do
pescoco do proventriculo reagiram com intensidade mediana a esta técnica, portanto pouco

colageno deve estar associado ao érgdo.

O proventriculo demonstra ser algo mais que a simples ligagdo do papo para o
ventriculo. Ele ¢ a estrutura responsavel pelo represamento do alimento liquido, que devera
permanecer no estdmago social ou papo, o qual tem as funcdes de transportar controlar a
alimentag@o dos demais membros da coldnia, assim sendo, o proventriculo tem fung¢éo social

muito importante (EISNER, 1957; WIGGLESWORTH, 1974).

Outro aspecto atribuido ao proventriculo, diz respeito a ponto de vista filogenético.
Segundo Eisner (1957), a presenca de um bulbo do proventriculo elaborado serve como
caracteristica adaptativa ao demonstrar ser uma estrutura refinada e especializada para o
processo de selecdo de nutrientes. A eficiéncia deste filtro parece ser otimizada pela presenga
de uma cobertura amorfa, que reveste toda a superficie do bulbo do proventriculo. A analise
histoquimica desta estrutura demonstrou que esta ¢ composta de polissacarideos e proteinas,

0s quais s@o constituintes fundamentais de muco.

Toda esta regido do trato digestivo apresenta-se intensamente esclerotizada. Segundo
Chapman (1975), quanto mais esclerotizada for a quitina, mais dificil é a coloragdo desta,

razdo pela qual a cuticula apresentou sua colorag@o natural amarela ou castanha.

Nao se detectou diferengas entre as trés espécies estudadas quanto a natureza

histoquimica, porém a ultra-morfologia permitiu diferenciar o bulbo das trés espécies.

2.2. Ventriculo

O ventriculo ¢ alongado, muito amplo quanto a largura em C. atratus (Figura 5D) ao
passo que ele possui comprimento similar ao de C. clypeatus. As fibras da musculatura
circular estdo localizadas abaixo da musculatura longitudinal, seguindo o padrio encontrado
para outras espécies de formigas (CAETANO, 1984 e 1988). Traquéias penetram o
ventriculo, sendo indicativo de elevada demanda de oxigénio e intenso metabolismo

(LEHANE, 1996).
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O epitélio do ventriculo das trés espécies € formado por dois tipos celulares: as células
digestivas e as regenerativas (Figuras 3A e 3C) assim como observado por Caetano & Cruz-

Landim (1983) e Caetano (1984, 1988 e 1989) para outras espécies de formigas.

Entretanto em C. atratus, C. clypeatus e C. pusillus, um terceiro tipo de célula é
observado na regido de transi¢do do epitélio do proventriculo para o ventriculo, constituindo
um epitélio de transicdo (Figura 3B). Este tipo celular, junto com a valvula cardiaca ou
estomodeal, esta envolvido na produgdo da membrana peritrofica, assim como o observado
para larvas e adultos das formigas Ectatoma edentatum e Pachycondyla (=Neoponera)
villosa, respectivamente (CAETANO, 1988; ZARA & CAETANO, 1998; CAETANO &
ZARA, 2001). A membrana peritrofica em C. atratus, C. clypeatus ¢ C. pusillus pode ser
classificada como do tipo I, isto, devido as caracteristicas como local de producédo e tipo de

secrec¢do (microapocrina) (TERRA, 2001).

As células digestivas se apresentam com dois tipos histoldgicos distintos ao

microscdpio Optico, sendo elas as células colunares e as goblet cells (Figuras 3A, 3C, 3E, 3F)

O epitélio do ventriculo mostra-se com grande quantidade de células regenerativas
basofilas com forma globular, constituindo pequenos grupos na base das células digestivas
(Figuras 3A e 3C). Esta caracteristica indica que seu citoplasma apresenta grande atividade do

reticulo endoplasmatico rugoso, ribossomos ¢ RNAs.

As células colunares sdo altas e geralmente apresentam nucleo na por¢do mediana
(Figuras 3A e 3C), assim como numerosas vesiculas que se coram diferentemente pelo H.E.,
fato que caracteriza estas células como secretoras, assim como descrito por Chapman (1975) e
Wigglesworth (1974). Estas, diferentemente das células regenerativas, sdo estruturas
acidofilas, que freqlientemente apresentam as extremidades apicais dilatadas e com vesiculas
de grande tamanho eliminadas de maneira apocrina (Figuras 3A e 3C). Este mecanismo de
secregdo ¢ igual ao observado em adultos de Pachycondyla striata (CAETANO et al., 1994) e
larvas de P.(=Neoponera) villosa (CAEATANO & ZARA, 2001). Para estes autores tais
vesiculas contém enzimas digestivas, as quais sdo descarregadas sobre o alimento no espaco
endoperitréfico, apos fusdo com a membrana peritrofica. Assim, C. atratus, C. clypeatus e C.
pusillus (subfamilia Myrmicinae) apresentam a mesma caracteristica observadas para larvas e
adultos da subfamilia Ponerinac (CAETANO, 1988; ZARA & CAETANO, 1998 ¢
CAETANO & ZARA, 2001), sendo esta subfamilia considerada como uma das menos
derivadas por Holldobler & Wilson (1990). Desta maneira, tal padrdo de secre¢do parece ser o

modelo basico para os Formicidae.
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Outro grupo de células digestivas, as goblet cells, tem a regido basal alargada e
profunda invaginacdo do apice, formando uma cavidade. Esta cavidade mostra-se revestida
por muitas microvilosidades longas, as quais sdo facilmente observadas na maioria das

técnicas empregadas (Figuras 3A, 3C-3F).

O Azul de Toluidina (JUNQUEIRA & JUNQUEIRA, 1983), possibilitou-nos observar
fortes reagdes nas vesiculas das células digestivas de C. atratus, C. clypeatus e C.pusillus
(Figura 3D).

Os resultados obtidos com Azul de Bromofenol ¢ Xilidine Ponceau mostraram reagdes
de intensidade mediana no citoplasma de células digestivas. Entretanto, as vesiculas presentes
no citoplasma das células digestivas mostraram rea¢des muito fracas, quase imperceptiveis
(Figuras 3E e 4A). O resultado apresentado pelas vesiculas indica a existéncia de pequena

concentrag@o de proteinas complexadas com polissacarideos acidos.

Estudos realizados por Jeantet (1971) com Formica e por Caetano (1988) com
diversas formigas tais como Ectatomma quadridens, Pachycondyla (=Neoponera) villosa,
Camponotus rufipes e Azteca bicolor, observaram o mesmo padrdo quanto a intensidade fraca
das reagdes (CAETANO, 1988). Schumaker et al. (1993) descreve o contetido destas
vesiculas em himenopteros como sendo proteases constituidas apenas por serina (tripsina e
quimotripsina). Por outro lado, sdo inlimeras as carboidrases presentes (o-amilase, celulases,

hemicelulases, dentre outras).

Com o uso do PAS, foi possivel detectar grandes concentragdes de glicoproteinas
contendo grupamentos 1-2 glicol presentes na periferia das vesiculas (Figura 3F). Reacdes de
baixa intensidade ao PAS foram encontradas no interior das vesiculas, opondo-se as
descrigdes feitas por Caetano (1988) em E. quadridens, Pachycondyla (=Neoponera) villosa,
C. rufipes, A. bicolor e por Jeantet (1971) em estagios larvais até imago de operarias, machos
¢ rainhas de Formica. O citoplasma das células digestivas mostrou reagdes medianas para o
PAS, o que pode indicar a presenga de glicogénio. Segundo Junqueira & Junqueira (1983),

esta técnica marca com precisdo glicogénio contendo o grupamento 1-2 glicol.

A membrana peritrofica apresenta reagdes positivas quando submetida a aplicagdo das
técnicas para detecg@o de proteinas (Xilidine) e polissacarideos neutros (PAS) e acidos (Azul
de toluidina). Além destes compostos protéicos detectados, o coldgeno foi positivamente
corado diante da aplicagd@o da técnica picrossirius red. A presenga do coldgeno na composi¢ao

da membrana peritréfica ¢ perfeitamente compreendida, pois sua propriedade possibilita
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flexibilidade e resisténcia a esta estrutura. Reid & Lehane (1984) descrevem outro composto
constituinte da membrana peritréfica que apresenta propriedades semelhantes as do colageno,
a peritrofina. O emprego desta técnica para detec¢do de coldgeno resultou em fortes reacdes
para a periferia das vesiculas digestivas (Figura 4B), o que indica a correspondéncia entre a

periferia das vesiculas e a membrana peritréfica.

King & Akai (1982 e 1984), propde que na ldmina basal dos insetos sé foi identificado
colageno 1V, sendo que em C. atratus, C. clypeatus e C. pusillus tem-se a presenca destes
elementos fibrilados do tecido conjuntivo (ldmina basal) (Figura 4B). Todas as técnicas

empregadas demonstraram reagdes positivas na lamina basal.

Em geral, as formigas alimentam-se preferencialmente de fluidos compostos
principalmente de polissacarideos, desta maneira a presenga de microrganismos no ventriculo
seria necessaria para a complementacdo de sua dieta (CAETANO, 1989; ROCHE &
WHEELER, 1997). Jones (1983) descreve que nos casos em que a base do recurso alimentar
fornece baixa qualidade nutricional, hd a possibilidade de organismos que sofrem estas
limitagdes alimentares, adotarem mecanismos que possibilitem otimizar o uso deste recurso.
Assim, o mecanismo adotado por estas formigas, a exemplo de outros insetos como cupins,

baratas e besouros, ¢ a simbiose estabelecida com microrganismos intestinais.

Esta estratégia descrita por Caetano (1990) para C. atratus ¢ van Borm et al., (2002)
para formigas do género Tetraponera, também estd presente em cupins (POTRIKUS &
BREZNAK, 1981) e em afideos (SASAKI & ISHIKAWA 1995; DOUGLAS, 1998).

A atividade das enzimas digestivas estd diretamente relacionada com o pH do
conteido ventricular (TERRA, 1994). Desta maneira, no ventriculo de C. atratus, C.
clypeatus e C. pusillus assim como nos demais himendpteros, o pH ¢ acido. Esta caracteristica

pode ser observada por meio da aplicacdo da técnica de Tricromico de Mallory (Figura 4C).

Terra (2001), Schumaker et al. (1993) e Wigglesworth (1974) descrevem valores de
pH entre 5 e 6 para himendpteros, havendo também um decréscimo do pH em direcdo a
regido posterior do ventriculo. Nossos dados sugerem que este pH levemente acido, o qual se
aproxima do pH neutro, ¢ menos acido perto do apice das células digestivas do que na regido

central do limen do ventriculo (Figura 4C).

O pH préximo ao neutro perto da regido apical das células digestivas pode ser oriundo
da secre¢do de calcio (Figuras 4D, 4E) mostrado através do teste de von Kossa. A

predominancia da secrecdo de calcio provém de esferocristais, os quais podem estar
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associados a outros compostos, entretanto, alguns ions de calcio livre sdo possiveis de se
observar no lumen e no interior de células digestivas, entre as vesiculas (Figura 4E). A intensa
secrecdo de fons Ca™ observada por meio da aplicacdo da técnica de von Kossa, indica que
este composto pode estar relacionado com a estabilizacdo do pH levemente acido, e assim
sendo, pode ser um fator que contribui com a permanéncia dos microrganismos nesta por¢ao

do trato digestivo.

3.3. 1leo

Na maioria dos insetos o ileo consiste de um tubo indiferenciado, com epitélio coberto
por cuticula e se liga ao reto. Esta descri¢do faz com que ndo se desperte interesse por esta
por¢do do intestino posterior, porém dados relativamente recentes tem mostrado que o ileo €
muito mais do que um simples tubo com a fun¢do de terminar a digestdo iniciada no
ventriculo (CAETANO, 1984, 1988, 1989, 1990, 1998). O ileo possui mesma origem
embriondria (ectoderma) que o intestino anterior, mas as células epiteliais sdo usualmente
mais largas e freqlientemente apresentam conspicuas estriagdes da lamina basal
(WIGGLESWORTH, 1974; CHAPMAN, 1975) e microvilosidades da por¢do apical
(CAETANO, 1989).

A imagem do ileo em C. atratus, C. clypeatus e C. pusillus mostra que essa estrutura
representa a maior porcdo do intestino posterior, assim como descrito por Caetano (1984)
(Figura 5A). O referido autor descreve o ileo de C. atratus como sendo uma estrutura
portadora de profundas dobras na intima em dire¢do ao Ilumen (Figura 5B). Esta
caracteristica, somada a grossas camadas de musculatura circular e longitudinal, além da
grande quantidade de traqueiolas infiltradas nos tecidos, sugere o aumento da superficie de

absor¢do e adesdo de bactérias (CAETANO, 1989).

Na regido mediana o ileo apresenta musculatura circular muito desenvolvida,
diminuindo & medida que se dirige para a regido distal. Caetano (1984) acredita que tal
musculatura bem desenvolvida sirva para misturar o alimento com os simbiontes nessa regido,

facilitando o contato destes com o material a ser digerido.

O ileo para as trés espécies em estudo apresentam aspecto muito semelhante ao
proventriculo quando em corte transversal (Figura 5B). Ambas as estruturas sdo de origem
ectodérmicas e, portanto, s3o revestidas por cuticula (WIGGLESWORTH, 1974;

CHAPMAN, 1975). Entretanto, a cuticula presente sobre a superficie do limen do ileo é mais
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delgada do que a cuticula que reveste o proventriculo. Isto explica a sua permeabilidade, por
ser uma das vias de absorcdo e excre¢do conhecidas nesta por¢do do trato digestivo
(WIGGLESWORTH, 1974, CHAPMAN, 1975; PHILLIPS, 1977; PHILLIPS et al., 1986 ¢
1988).

As células epiteliais sdo baixas na regido proximal e aumentam a medida que se
dirigem para a regido posterior do ileo. Isto faz supor seu papel na absor¢do do material
digerido na regido precedente. Este epitélio assenta-se sobre a lamina basal bastante delgada,
e abaixo desta encontra-se a musculatura circular e longitudinal mais externa, assim como
descrito por Caetano (1988), para diferentes espécies de formigas. Esta musculatura € espessa

na regido mediana e vai regredindo a medida que se dirige para a regido posterior.

A massa de material fibroso presente no ileo de C. atratus, C. clypeatus e C. pusillus é
constituida de microrganismos e foi descrita por Caetano (1984, 1988, 1989 e 1990) e
Caetano & Cruz-Landim (1985) para as espécies C. atratus, C. (=Z.) clypeatus. Os referidos
autores constataram que esta estrutura era constituida de aproximadamente 10 tipos diferentes
de bactérias e um tipo de fungo filamentoso ndo septado, cuja fungdo provavel seria a de
atuar como simbiontes. Jaffé et al., (2001) estudando C. atratus e C. pusillus, observou
interagdes metabolicas entre os microrganismos e seus hospedeiros.

Em geral, as formigas alimentam-se de fluidos ricos em polissacarideos e ou lipidios,
desta maneira a presenga de microrganismos no ileo seria necessaria para a complementacao
de sua dieta (CAETANO, 1989; ROCHE & WHEELER, 1997). Jones (1983) propde que nos
casos onde o recurso alimentar tem baixa qualidade nutricional, existe a possibilidade dos
organismos adotarem mecanismos que possibilitem otimizar o uso deste recurso.

Para estes autores, fica claro que a procura de fezes de passaros seja destinada ao
suprimento da demanda de compostos nitrogenados, os quais seriam utilizados pelos
microrganismos presentes no ventriculo (BUTION et al., 2006) e ileo (BUTION &
CAETANO, 2008). Os compostos nitrogenados ao serem assimilados pelos microrganismos
podem fornecer como subproduto de seu metabolismo alguns sais e aminoacidos que carecem
nas dietas destas formigas, as quais s@o onivoras.

Em C. atratus, C. clypeatus e C. pusillus, a regido de passagem do ventriculo para o
ileo ¢ delimitada de um lado pela valvula pildrica, e de outro por uma dobra do epitélio
(segunda valvula) (Figura 6A e 6B). Nesta regido entre as duas valvulas desembocam os
tabulos de Malpighi. Apds a segunda dobra do epitélio, o ileo se estreita abruptamente e

forma uma bolsa na qual se observa a presenga de microrganismos, como ja descrito nos
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trabalhos de Caetano anteriormente mencionados. Caetano (1984) a denominou de “bexiga”.
O epitélio da segunda valvula apresenta-se com caracteristica secretora (Figura 6B), mas sua

real fungdo permanece desconhecida.

O pH do conteudo do trato digestivo ¢ uma importante propriedade que a principio
poderia afetar os microrganismos ai presentes. O ileo apresenta-se ligeiramente mais acido
que o ventriculo e isto se d4 particularmente devido as secrecdes dos tiibulos de Malpighi
(CHAPMAN, 1975). De acordo com Erthal et al., (2004), o pH do ileo em Acromyrmex
subterraneus varia de 5,0 - 4,5, havendo uma gradual acidificagdo em direcdo ao reto.

Segundo os autores, o reto apresenta pH em torno 5,0 - 3,0.

A técnica de Tricrdmico de Mallory mostrou que o ileo possui pH acido (ao redor do
neutro) (Figura 6C). Este pH levemente acido no lumen do ileo deve estar relacionado com a
liberag@o de célcio no ventriculo que chega até o ileo, o qual foi detectado com a técnica de
von Kossa (Figura 6D) para este ion. Assim sendo, este pH levemente acido (corrigido pelo
calcio ai presente) pode explicar a permanéncia destes microrganismos no ileo destas

formigas, sem que sejam destruidos por um pH extremamente acido.

A maior parte do célcio eliminado via células do ventriculo estdo complexadas com
outros ions formando os esferocristais (CAETANO & CRUZ-LANDIM, 1985; CAETANO,
1990) e parte parece estar livie (BUTION & CAETANO, 2008). Assim sendo, a natureza
acida do ileo parece ser lentamente corrigida pela agdo deste composto sobre os esferocristais
dissolvendo-os. Tal hipdtese deve-se ao fato dos esferocristais serem comuns no ventriculo
(células digestivas e limen), nos tibulos de Malpighi (células e limen), mas ndo serem

observados no lumen do ileo.

Este decréscimo no gradiente do pH ao longo do trato digestivo, também ¢ descrito na
maioria dos insetos (WIGGLESWORTH, 1974; CHAPMAN, 1975; TERRA & FERREIRA,
1994). Desta maneira, acreditamos que C. atratus, C. clypeatus e C. pusillus apresentam este
mesmo padrido de decréscimo no pH, pois a auséncia de microrganismos no reto, somada a
fortes reacdes para o carater acido observados mediante a técnica de tricromico de Mallory,
evidenciam um provavel decréscimo no gradiente do pH, quando comparado ao ileo ou a
qualquer outra regido do trado digestivo. Estas condi¢des na regido do reto parecem ser mais

austeras para os microrganismos se abrigarem quando em comparacéo ao ileo.
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Dentre os testes histoquimicos aplicados, Picrossirius red (colageno) teve reagdes
fortemente positivas ao logo de toda a superficie e ldmina basal do epitélio do ileo (Figura

6E), mas em especial, no local onde desembocam os tibulos de Malpighi.

A presenga de coldgeno nesta regido de conexdo do ileo com os tubulos de Malpighi é
perfeitamente compreendida, pois suas propriedades estruturais conferem certa resisténcia a
esta regido, particularmente sujeita a tracoes (JUNQUEIRA & JUNQUEIRA, 1983;
LEHNINGER et al., 1993). A flexibilidade ¢ resisténcia permitem a livre movimentagido da
extremidade distal dos tibulos de Malpighi na hemolinfa sem que haja comprometimento, por

ruptura na extremidade proximal, junto ao ileo.

Como a maioria das técnicas empregadas, o Picrossirius red também reagiu com a
delgada lamina basal. De acordo com King & Akai (1982 e 1984), na lamina basal dos insetos
ocorre colageno IV. Desta forma, esta técnica ¢ bastante precisa para a detec¢do de colageno

nos tecidos dos insetos.

Xilidine Ponceau e azul de bromofenol foram utilizadas na detec¢do de proteinas
totais, ambas as técnicas mostraram reagdes de intensidade média para o epitélio e o lumen.
Entretanto, tanto a ldmina basal quanto a massa de microrganismos contida no ldmen,

mostraram fortes reagdes a estas técnicas (Figuras 6F e 7A).

Polissacarideos acidos e neutros foram detectados mediante a aplicagdo das técnicas
de azul de toluidina e PAS. Reagdes de intensidade mediana para ambas as técnicas foram
vistas no citoplasma das células epiteliais (Figuras 7B e 7C). Entretanto, vesiculas presentes
neste epitélio foram fortemente coradas apenas para o PAS, indicando serem estas, compostas

basicamente de polissacarideos neutros (Figura 7C).

Acreditamos que tais vesiculas se apresentam em digestdo, pois a técnica para enzimas
de fosfatase acida mostraram-nas presentes nas areas correlatas do citoplasma das células
epiteliais. Assim, este teste detectou a presenca deste grupo de enzimas por todo o epitélio do

ileo de C. atratus, C. clypeatus e C. pusillus (Figura 7D).

Na regido proximal do ileo, onde as células epiteliais sdo baixas, o teste de ATPase
detectou a presenc¢a desta enzima préxima a lamina basal (Figura 7E). Isto parece indicar que
esta regido estd relacionada com a absor¢do de substiancias da hemolinfa, as quais sdo
dirigidas para o lumen, onde sdo liberadas ou reaproveitadas pelos microrganismos. Esta
regido poderia estar atuando na excre¢do. Caetano (1998) mostrou figuras de excre¢do nas

células do ileo de Dinoponera australis. Entretanto, na regido distal do ileo, as reagdes
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ocorreram na parte apical das células epiteliais, denotando a funcdo de absor¢ao desta porgao
(Figura 7F).

Esta afirmagdo encontra apoio em (CAETANO, 1989) para o ileo de Pachycondyla
villosa, o qual apresenta na sua porgdo inicial células sem microvilosidades. Essas células
possuem invaginacdes da membrana basal bastante pronunciada e com muitas mitocondrias.
Um segundo tipo de célula surge logo apos a primeira regido e apresentam-se com muitas €
longas microvilosidades. Essa regido contém também inumeras mitocondrias alongadas.
Estas células sdo mais altas do que aquelas da primeira regido. Em ambos os tipos celulares
observa-se interdigitagdes das membranas laterais, extremamente elaboradas, mostrando ser
esta uma regido com grande mobilidade, talvez por ag¢do da forte musculatura circular ai
presente. O primeiro tipo de célula parece estar relacionado com absor¢do de material da

hemolinfa e o segundo tipo com a absor¢do de material do [umen.

Estudos ultra-estruturais de C. (=Z.) rohweri ¢ Formica nigricans realizados por
Roche & Wheeler (1997) e Villaro (1999) respectivamente, mostram caracteristicas
semelhantes as descritas por Caetano (1989), indicando ser este o padrdo ultra-estrutural

comum dentre os Formicidae.

A presenga macica de microrganismos no ileo, frente as adaptagdes morfoldgicas que
garantem um elevado suprimento de oxigénio e de metabdlitos, somadas a capacidade
absortiva e digestiva observadas nas células epiteliais, nos leva a acreditar que esta regido do
trato digestivo ¢ uma estrutura bastante especializada e adaptada para abrigar microrganismos,

estabelecendo com eles uma legitima simbiose.

4. Figuras
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Figura 1. (A) Corte longitudinal do proventriculo de C. atratus (cuticula arborescente - ca; camada
de material amorfo que recobre o bulbo - Cam; epitélio do bulbo - Ep; epitélio do papo - Epp; limen
- L e musculatura - M do pescogo, musculatura circular - MC; longitudinal - ML ¢ interna - Mit do
bulbo do proventriculo. (B) Micrografia Eletronica de Varredura (MEV) da superficie anterior do
proventriculo de C. pusillus; note que o aspecto liso do bulbo do proventriculo deve-se a presenca de
uma camada de material amorfo - Cam, que recobre toda esta estrutura. (C,D) MEV da superficie
anterior do proventriculo de C. pusillus; nessas imagens, a camada que o recobre foi parcialmente
removida, evidenciando a superficie coberta por projecdes cuticulares arborescentes — ca e os labios
méveis - Lm. (E) MEV da superficie do proventriculo de C. clypeatus; mostrando estria¢des que
conduzem ao pescogo do proventriculo; orificio central (Oc). (F) MEV de proje¢Ses cuticulares
atravessando a camada que o recobre; a cuticula arborescente parece fornecer sustentacdo a esta
camada.



30

Figura 2. Cortes longitudinais do proventriculo de C. atratus, mostrando diversas reacdes para as
técnicas utilizadas. (A) H.E; (B) Xilidine Ponceau (para proteinas totais); (C) Azul de Bromofenol
(para proteinas); (D) PAS (para polissacarideos); (E) Azul de Toluidina acido (para polissacarideos);
(F) Picrossirius red (para colageno).
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Figura 3- Cortes histolégicos do ventriculo de Cephalotes atratus, C. clypeatus e C. pusillus. (A) H.E. em
C. clypeatus: O epitélio mostrando as células colunares (cc), as células regenerativas (cge) e as "goblet
cells" (glc), sobre a lamina basal (Ib). A musculatura circular interna (mc), a musculatura longitudinal
externa (ml), nucleo (n), a membrana peritrofica (mp) e o lumen (lu).(B) H.E. em C. clypeatus: regido
anterior do ventriculo mostrando o epitélio de transicdo (et) e a valvula estomodeal (vle), esta ultima
produzindo a membrana peritrofica (mp). (C) H.E. em C. pusillus: Detalhe do epitélio do ventriculo
mostrando as células regenerativas(cge) com citoplasma fortemente corado com Hematoxilina; as células
colunares (cc), com numerosas vesiculas (ve) coradas diferentemente pelo H.E. Observe as "goblet cells"
(glc).(D)Azul de toluidina em C. atratus: esta figura mostra as células colunares (cc) com vesiculas (ve) e
lamina basal (Ib) bastante corada. (E) Azul de bromofenol em C. atratus: Células colunares (cc) com
nucleo (n) na regiio mediana, e vesiculas (ve) pouco coradas. (F) PAS em C. clypeatus: baixa intensidade
na reag¢do de PAS foi observada no interior das vesiculas (ve).
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Figura 4. (A) Xilidine Ponceau em C. pusillus: As vesiculas (ve) foram fracamente coradas. (B)
Picrossirius red em C. pusillus: A forte reagdo na ldmina basal (1b), indicando a presenga de colageno.
(C) Tricréomico de Mallory em C. atratus: As células epiteliais (ce) estdo em amarelo (pH basico) e o
limen levemente acido-azul-(lu). (D) von Kossa em C. atratus: Observe as rea¢des positivas nas
vesiculas (ve), mostrando a secre¢do de calcio pelas células colunares (cc). (E) Detalhe da figura
anterior.
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Figura 5- Comparagdo do trato digestivo de formigas Cephalotes. (A) Visdo geral do trato digestivo de
Cephalotes pusillus, mostrando: o papo (p), proventriculo (pv), o corpo gorduroso (cg), ventriculo (v),
tubulos de Malpighi (tm), ileo (i), bolsa de microrganismos (bm) e o reto(re).(B) Corte transversal da regido
distal do ileo de C. atratus. Observe as profundas dobras do epitélio em dire¢do ao limen. Esta
caracteristica mostra o aumento da area de absor¢do e adesdo de microrganismos. (C) Vista da dilatagdo na
regido anterior do ileo em C. atratus. Esta, denominada de bolsa de microrganismos. (D)Visdo geral do
trato digestivo de C. clypeatus, mostrando o papo (p), proventriculo (pv), ventriculo (v), tibulos de
Malpighi (tm), ileo (i), bolsa de microrganismos (bm) e ovario (ov) e traquéia (tr). (E) Imagem do ileo de
C. pusillus mostrando a regido anterior dilatada e regido distal mais estreita e tubular, a qual se liga ao reto.
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Figura 6- Sec¢des histologicas do ileo de Cephalotes atratus, C. clypeatus e C. pusillus. (A) H-E em
C. clypeatus. Visdo geral mostrando parte do epitélio do ventriculo (epv), a bexiga (b), os tubulos de
Malpighi (tm) desembocando nesta regido, ileo (i) com a presenga de microrganismos (mi) em seu
lamen (lu). (B) H-E em C. pusillus. Detalhe da bexiga (b), mostrando a valvula pildrica (vp), [laimen
(lu) com a presenga de microrganismos (mi), e a segunda dobra do epitélio (ep), o qual tem
caracteristica secretora. (C) Tricromico de Mallory em C. atratus. Visdo geral do ileo (i), mostrando
as células epiteliais (ep) em amarelo e o pH acido do lamen -azul (Iu). (D) von Kossa em C. clypeatus.
Note as fortes reagdes no Ilumen do ileo (i), mostrando a presencga de secreg¢do de calcio oriundas do
ventriculo (v). (E) Picrossirius red em C. atratus: As fortes reagdes na lamina basal (Ib), indicam a
preseng¢a de colageno. (F) Xilidine Ponceau em C. atratus: O citoplasma das células epiteliais
apresentam reacdes medianas, enquanto que a lamina basal e os microrganismos apresentam fortes
reacdes para esta técnica.
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Figura 7. (A) Azul de bromofenol em C. atratus: o epitélio apresenta reagcdes medianas, enquanto que
0o liumen possui fortes rea¢des. (B) Azul de toluidina em C. atratus: Reagdes fortes nos
microrganismos (mi) e lumen (lu), entretanto o epitélio (ep) possui rea¢des medianas. (C) PAS em C.
atratus: Os mesmos resultados da figura anterior também sio vistos aqui, entretanto, ha a presenca de
vesiculas no citoplasma. (D) Fosfatase acida em C. pusillus: Note a presen¢a destas enzimas por todo
o epitélio (ep) e tubulos de Malpighi (tm). (E) ATPase em C. pusillus: A presenga destas enzimas na
regido proximal do ileo sdo observadas na lamina basal (Ib). (F) ATPase em C. pusillus: A presenga
destas enzimas na regifo distal do ileo sdo observadas no &pice das células epiteliais. Estas tltimas s&o
mais altas que as células da regido proximal.
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CAPITULO 2

CONTRIBUICAO DOS TUBULOS DE MALPIGHI PARA A
MANUTENCAO DE MICRORGANISMOS SIMBIONTES EM
FORMIGAS CEPHALOTES.
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CONTRIBUICAO DOS TUBULOS DE MALPIGHI PARA A MANUTENCAO DE
MICRORGANISMOS SIMBIONTES EM FORMIGAS CEPHALOTES.

Resumo: Baseado na importancia fisioldgica dos tibulos de Malpighi para a homeostase nas
formigas, este estudo objetivou caracterizar a enzimologia, a histologia, a histoquimica e a
ultra-morfologia dos tibulos de Malpighi de operarias de Cephalotes atratus, C. clypeatus e
C. pusillus, visando contribuir para o entendimento deste orgdo nas formigas acima
mencionadas e assim poder esclarecer como os tibulos de Malpighi contribuem para a

manutengdo de microrganismos simbiontes no ileo destas formigas.

Palavras-chave: Tubulos de Malpighi, formigas, microrganismos simbiontes, ileo.

Abstract: Given the physiological importance of the Malpighian tubules to homeostasis in
ants, this study aimed to characterize the enzymology, histology, histochemistry, and
ultramorphology of the Malpighian tubules of Cephalotes atratus, C. clypeatus, and C.
pusillus, as a contribution for the understanding of this organ, as well as to examine its role in

the maintenance of symbiotic microorganisms in the ileum of these ants.

Keywords: Malpighian tubules, Ants, Symbiotic microorganisms, Ileum

1. INTRODUCAO

Bactérias endosimbioticas t€ém sido descritas em diversas espécies de formigas do
género Camponotus (SCHRODER et al., 1996). Entretanto tais bactérias estdo situadas no
interior de células denominadas de “bacteridcitos”, presentes no ventriculo. Essas bactérias
foram observadas por Blochmann (1882), e sdo diferentes dos microrganismos presentes no
trato digestivo de formigas da tribo Cephalotini estudadas por Caetano (1984, 1988) e
Caetano & Cruz-Landim (1985), as quais consistem de uma complexa populagdo de bactérias
e fungo.

A presenca ¢ a funcdo de simbiontes no ileo de formigas da tribo Cephalotini,
descritos pela primeira vez por Caetano (1984), e adquiridos por meio da trofalaxia

abdominal realizados entre individuos adultos e recém emergidos (BRANDAO et al., 1987)
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tem sido motivo de especulagdes entre os mirmecologistas. Porém, pouco se sabe sobre as
caracteristicas desta relacdo, principalmente no que concerne ao aspecto histoquimico,
enzimologico e também ultra-morfolédgico.

Assim, foram realizados estudos com os tibulos de Malpighi de C. atratus, C.
clypeatus e C. pusillus, com objetivo de mostrar relagdes entre as trés espécies, bem como,
diferencas histoquimicas, enzimoldgicas e ultra-morfologicas tanto da parede como do
conteudo desta por¢do do sistema excretor, no intuito de contribuir para o entendimento das

relacdes entre os simbiontes e seus hospedeiros.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Material:

Operarias maiores de Cephalotes pusillus e operarias de C. clypeatus foram coletadas
em arvores localizadas no campus UNESP/ Rio Claro, enquanto que as operarias maiores de
C. atratus foram coletadas em arvores localizadas as margens do Rio Jacaré-pepira, no

municipio de Brotas, Estado de Sdo Paulo/Brasil.

2.2 Métodos
2.2.1 Ultra-morfologia (MEV):

Os tabulos de Malpighi foram removidos e fixados em glutaraldeido 4% durante 24h,
desidratados em uma série crescente de alcool (70 a 100%), dois banhos de acetona 100% e
desidratados no ponto critico (Balzers CPD 030). Apods desidratagdo, o material foi
vaporizado com ouro no Sputtering Balzers SD 050. Os tabulos de Malpighi foram
examinados no S.E.M. Jeol P 15.

2.2.2 Histologia:

As formigas foram dissecadas e fixadas em fixador paraformoldeido 4% em tampao
Fosfato de Sédio 0,1 M (pH 7,4) durante duas horas, sendo posteriormente lavada pelo
mesmo tampao, desidratado em alcool (70, 80, 95%), embebido e incluido em resina Leica.

Os cortes histologicos com 6-8um de espessura foram recolhidos em laminas e

coradas com Hematoxilina e Eosina (JUNQUEIRA & JUNQUEIRA, 1983).
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2.2.3 Histoquimica:

Parte das laminas foram coradas com PAS (JUNQUEIRA & JUNQUEIRA, 1983)
para carboidratos neutros e polissacarideos contendo ligagdes 1-2 glicol; o Azul de Toluidina
pH 3,5 (JUNQUEIRA & JUNQUEIRA, 1983) para polissacarideos acidos e DNA;
Picrossirius red (JUNQUEIRA & JUNQUEIRA, 1983) para fibras colageno; Azul de
Bromofenol (PEARSE, 1960) e Xilidine Ponceau (MELLO & VIDAL, 1980), para proteinas,
principalmente as basicas; Tricromico de Mallory (JUNQUEIRA & JUNQUEIRA, 1983),
para deteccdo de estruturas basofilas e aciddfilas, e a técnica de von Kossa (PEARSE, 1960),
para detec¢@o de calcio. Todas as ldminas foram examinadas no fotomicroscopio Leica. As
imagens foram capturadas com o capturador de imagens Leica DFC 280 e digitalizadas

usando-se o programa Leica Image Manager 50.

2.2.4 Testes Enzimoldgicos:

As formigas foram imobilizadas por resfriamento e imediatamente dissecadas. Os
tubulos de Malpighi foram removidos e submetidos a solugdo fixadora (glutaraldeido 0,5% e
tampao cacodilato de sddio 0,2M, pH 7,2), a 4°C por 1 hora.

Apds fixacdo, o material foi rapidamente lavado no mesmo tampdo cacodilato e
incubado por 45min. a 37 °C, no meio descrito por LEWIS & KNIGHT (1977). Apds
incubagdo, o material foi lavado em tampao Tris maleato a 4°C, e pds-fixado em solucdo
neutra tamponada de formalina: acetona (9:1), por 20 min. Foi efetuada rapida lavagem em
acetona pura, seguida por desidratacdo em uma série crescente de etanol (70 a 95%), seguida
de inclusdo em resina acrilica (LEICA). Todas as laminas foram examinadas no
fotomicroscopio Leica. Cortes com 6-8um de espessura foram recolhidos em ldminas e
lavados por 4 min. com uma solu¢do de sulfeto de amonia 1%, secas e montadas em balsamo

do Canada. As imagens foram capturadas e digitalizadas usando-se o programa Leica Qwin.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Nas espécies estudadas, existem seis tubulos de Malpighi com a extremidade distal
livre na cavidade do corpo (Figuras 1, la e 2). Histologicamente, os tibulos de Malpighi
possuem células piramidais ou ctbicas, com nticleos na posi¢do mediana ou basal, no qual se
observa a presenca de um a trés nucléolos (Figuras 4 e 4A). Em corte transversal nota-se que
os tibulos de Malpighi possuem até oito células formando seu didmetro (Fig. 4A).
Em C. atratus, C. clypeatus e C. pusillus, a regido de passagem do ventriculo para o

ileo (piloro), € delimitada de um lado pela valvula pilorica, e de outro por uma dobra do
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epitélio (epitélio glandular) (Figura 3). Nesta regido, entre a valvula pilorica e o epitélio
glandular, desembocam os tibulos de Malpighi. Apds a segunda dobra do epitélio, o ileo se
estreita abruptamente e em seguida alarga-se, formando uma bolsa na qual, observa-se a
presenga de microrganismos, como ja descrito nos varios trabalhos de Caetano, anteriormente
mencionados. A fung¢do do epitélio com caracteristica secretora (Figura 3) permanece

desconhecida.

O pH acido do ileo parece ser corrigido pela acdo do calcio excretado pelas células dos
tubulos de Malpighi e pelas células do ventriculo (CHAPMAN, 1975; BUTION et al., 2007).
Tal hipdtese encontra apoio no fato dos esferocristais serem comuns no ventriculo e nos
tubulos de Malpighi, mas ndo serem observados no limen do ileo (Figuras 6, 7, 8). O pH

levemente acido pode facilitar a presenca dos microrganismos nesta regido (Figura 9).

O teste de Picrossirius red (colageno) obteve fortes reacdes na regido onde
desembocam os tubulos de Malpighi (Figura 5). A presencga de coldgeno na regido de conexdo
do ileo com os tabulos de Malpighi confere resisténcia a esta regido, particularmente por ser
sujeita a tracdo. A flexibilidade e resisténcia desta regido permitem a livre movimentacio da
extremidade distal dos tubulos de Malpighi na hemolinfa, pela acdo da musculatura helicoidal

ai presente, sem o comprometimento por ruptura na extremidade proximal.

Xilidine ponceau e azul de bromofenol foram utilizadas na detec¢do de proteinas
totais, ambas mostraram reagdes de intensidade média para o epitélio e o lumen, embora o
azul de bromofenol tenha apresentado fortes reacdes para vesiculas presentes em seu
citoplasma. Tanto a lamina basal, quanto a massa de microrganismos contida no limen,

mostraram fortes reagdes a estas técnicas (Figuras 10 e 15).

Polissacarideos acidos e neutros foram detectados mediante a aplicagdo das técnicas
de azul de toluidina e PAS. Reagdes de intensidade mediana para ambas as técnicas foram
vistas no citoplasma das células epiteliais (Figuras 14 e 16). Entretanto, vesiculas presentes
neste epitélio foram fortemente coradas apenas para o PAS, indicando serem estas, compostas

basicamente de polissacarideos neutros.

A técnica para enzimas de fosfatase acida detectou a presenca deste grupo de enzimas
por todo o epitélio dos Tubulos de Malpighi de C. atratus, C. clypeatus ¢ C. pusillus,
indicando a abundante presen¢a destes compostos, os quais propiciam a quebra entre ligagdes
fosfato-éster (Figura 13). Estes metabdlitos, oriundos do material contido na hemocele,

podem ser estocados e ou simplesmente excretados (WIGGLESWORTH, 1974; PHILLIPS,
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1981). Entretanto hd indicios que os microrganismos presentes no limen do ileo estejam
metabolizando estes excretas, onde os subprodutos deste podem ser reabsorvidos no ileo e nas

papilas retais (BUTION et al., 2007).

O teste de ATPase detectou a presenga desta enzima proxima a lamina basal (Figuras
11 e 12). Isto indica que esta regido estd relacionada com a absor¢do de substincias da
hemolinfa, as quais sdo dirigidas para o limen, onde sdo liberadas e reaproveitadas pelos

microrganismos, como descrito por Bution et al., (2007) para a regido anterior do ileo.

Os resultados enzimoldgicos e histoquimicos apresentaram o mesmo padrdo para todas
as espécies. A presenga maci¢a de microrganismos no ileo da tribo Cephalotini, frente as
adaptagdes morfologicas que garantem o elevado suprimento de metabdlitos oriundos dos
tabulos de Malpighi, somada a capacidade absortiva e digestiva observada nas células
epiteliais do ileo (BUTION et al., 2007), nos leva a acreditar que esta regido do trato digestivo
estabelece com os microrganismos, uma legitima simbiose, o que leva a otimiza¢do dos
recursos alimentares explorados por estas formigas bem como aqueles oriundos das vias de

excrecao.

4. Conclusdes

E sabido que os habitos alimentares das espécies da tribo Cephalotini podem incluir
fezes imidas de passaros, liquidos extraidos de homdpteros, carnica e polen. Os compostos,
parcialmente oriundos dos tubulos de Malpighi, ao serem assimilados pelos microrganismos
podem fornecer como subproduto, alguns sais e aminoacidos ausentes na dieta destas
formigas, como previamente descrito por Jaffé et al., (2001).

A flexibilidade e resisténcia desta regido de conexdo dos tibulos de Malpighi no ileo
sdo provavelmente conferidas pela grande concentracdo de colageno, permitindo desta
maneira, a livre movimentag@o da extremidade distal dos tubulos de Malpighi na hemolinfa,
através da presenca da musculatura helicoidal nesta estrutura, sem que haja comprometimento

por ruptura na extremidade proximal.

Os dados apresentados e discutidos indicam que a adaptacdo estrutural presente no ileo
de formigas da tribo Cephalotini, deve estar relacionada com a utilizagdo de materiais

oriundos do ventriculo e dos tibulos de Malpighi.

5. Figuras
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Figuras 1, 1A e 2. Microscopia Eletronica de Varredura de C. pusillus.Visdo da por¢do terminal do
ventriculo (Vt), regido onde desembocam os tubulos de Malpighi “piloro” (P) e bolsa de
microrganismos (Bm) com traquéias (Tr) em sua superficie. Figuras 3 e 4, Técnica de Hematoxilina-
Eosina em cortes histoldgicos de C. atratus, mostrando a visdo geral de parte do ventriculo, valvula
pildrica (Vp), epitélio glandular (Epg) e tibulos de Malpighi (Tm). Figura 5, A presenca de colageno
na regido que conecta o ileo com os tubulos Malpighi pode conferir resisténcia e for¢ca a esta area,
especialmente por ser sujeita a tensdes C. clypeatus, picrossirius red (seta=colageno). IL= ileo. Mi=
microrganismos.
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Figuas 6, 7, 8. C. clypeatus Técnica de Von Kossa, onde o ¢ mostrado o calcio (Ca) presente no
interior das células e 1dmina basal (Lb). Figura 9. Tricomico de Mallory em C. atratus (azul celeste=
substancias basofilas, amarelo= substincias aciddfilas) mostrando o epitélio (Ep) ¢ o pH levemente
acido no limen do ileo . Figura 10. Xilidine Ponceau (proteinas) mostrou fortes reagdes no ileo (IL),
Epitélio Glandular (Epg) e lumen (Lu).
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Figuras 11 e 12. C atratus, ATPase. A presenca desta enzima ¢ detectada na lamina basal (Lb).
Figuras 13. C. atratus Fosfatase-acida, note a presenga desta enzima por todas as células epiteliais dos
tubulos de Malpighi. Figura 14, C. clypeatus PAS (carboidrato), polissacarideos neutros puderam ser
detectados com esta técnica, principalmente na lamina basal e em vesiculas presentes no epitélio
(setas). Figura 15 C. clypeatus, Azul de bromofenol, (proteinas) mostra fortes reagdes na lamina basal
e Figura 16, C. clypeatus, Azul de toluidina (polissacarideos acidos e DNA), onde esta técnica
mostrou o epitélio dos tubulos de malpighi com intensidade mediana.
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VENTRICULO DE FORMIGAS CEPHALOTES (FORMICIDAE; MYRMICINAE):
ULTRA-ESTRUTURA DO EPITELIO E BACTERIAS SIMBIONTES

Resumo: As caracteristicas ultra-estruturais do ventriculo de Cephalotes atratus, C.
clypeatus e C. pusillus, mostram que o epitélio do ventriculo repousa sobre uma lamina basal
continua e ¢ formado basicamente por trés tipos celulares, sendo estas as células digestivas, as
células regenerativas e as goblet cells. Nestas formigas, o reticulo endoplasmatico rugoso
além de atuar na producdo de enzimas digestivas também esta envolvido na concregdo e
estocagem de ions em vacuolos especializados presentes no ventriculo. Estas concre¢des sdo
os esferocristais e podem estar contribuindo com a estabilizacdo do pH e permanéncia das
bactérias simbiontes presentes por entre as microvilosidades. Detalhes da relacdo das

bactérias com as microvilosidades sdo mostradas e discutidas no texto.

Palavras-chave: Ventriculo, bactérias gram-negativas, esferocristais, formigas.

Abstract: The ultrastructural analysis of the midgut of Cephalotes atratus, C. clypeatus, and
C. pusillus reveled that the epithelium of the midgut lays on a basal lamina and is composed
basically of three cell types: digestive cells, generative cells, and goblet cells. In these ants,
the rough endoplasmic reticulum, in addition to producing digestive enzymes, is involved in
ion storage in specialized vacuoles present in the midgut. These concretions are spherocrystals
and may contribute to stabilize the pH and to maintain symbiotic bacteria found in between
microvilli. Details of the relationship between bacteria and microvilli are shown and discussed

in the text.

Keywords: Midgut, gram-negative bacteria, spherocrystals, ants.

1. Introducéo

O ventriculo das formigas assim como nos demais insetos ¢ de origem endodérmica e
assim sendo, ndo ¢ revestido por cuticula. Entretanto, existe a membrana peritrofica que

reveste € o protege contra injurias (mecénicas ou quimicas) que possam vir a ocorrer pela
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passagem do bolo alimentar (CHAPMAN, 1975; CAETANO, 1984 ¢ 1988; LEHANE &
BILLINGSLEY, 1996; ZARA & CAETANO, 1998, CAETANO et al., 2002). Além desta
funcdo, a membrana peritréfica compartimentaliza o intestino médio, permitindo a circulacao
eficiente de enzimas nos compartimentos endo e ectoperitroficos (TERRA & FERREIRA,
1994 ¢ TERRA et al., 1996; TERRA, 2001).

Caetano et al., (1994) mostrou que as vesiculas de secre¢do produzidas no ventriculo
de Pachycondyla striata atravessam a membrana peritrofica e assim que atinge o espago
endoperitréfico tais vesiculas mostram sinais de desintegragao.

O ventriculo nos insetos ¢ composto de uma Unica camada de células que repousa
sobre uma ldmina basal continua (WIGGLESWORTH, 1974, CHAPMAN, 1975,
CAETANO, 1984, 1988; LEHANE & BILLINGSLEY, 1996). Este epitélio é composto de
células digestivas e células regenerativas, mas em alguns casos, outros tipos celulares como
células enddcrinas e as goblet cells podem estar presentes (SNODGRASS, 1935;
WIGGLESWORTH, 1974; CHAPMAN, 1975; MARTOJA & BALLAN-DUFRANCALIS,
1984).

Funcionalmente estas células diferenciadas estdo envolvidas em um ou mais
processos, tais como a secre¢do, excrecdo, digestdo, absor¢do e estocagem de substincias
diversas (WIGGLESWORTH, 1974, CHAPMAN, 1975; CAETANO & CRUZ LANDIM,
1983; MARTOJA & BALLAN-DUFRANCAIS, 1984; TERRA & FERREIRA, 1994;
TERRA et al, 1996; TERRA, 2001).

Externamente a lamina basal sdo encontradas fibras musculares circulares e
longitudinais (SNODGRASS, 1935; CAETANO, 1984 ¢ 1988 ARAB & CAETANO, 2001).
Estas camadas de musculatura conferem movimentos peristalticos a esta regido do trato
digestivo.

A presenca de bactérias simbiontes poderia incomum no ventriculo de insetos, isto,
devido as caracteristicas enzimaticas presentes nesta regido do trato digestivo que devem
dificultar a sobrevivéncia destes microrganismos. Entretanto, bactérias simbiontes tém sido
descritas no ventriculo de diversas espécies de formigas, dentre as quais, as do género
Cephalotes (CAETANO & CRUZ-LANDIM, 1985), Dolichoderus (CAETANO et al., 1990)
¢ Camponotus (SCHRODER et al., 1996). Neste ultimo caso, tais bactérias estdo situadas no
interior de células especializadas do ventriculo denominadas de “bacteridcitos”.

Essas Dbactérias, primeiramente observadas por Blochmann (1882), sdo
filogeneticamente muito proximas das bactérias endosimbiontes de insetos tais como a

Buchnera aphidicula em afideos, Wigglesworthia glossinidia em moscas “tsé-tsé” Glossina
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palpalis (BAUMANN, 1995; SCHRODER et al., 1996; CHEN et al., 1999). No ventriculo de
Odontomachus bauri, Caetano et al., (2009) descrevem a presenga de bactérias dentro de
células epiteliais denominadas de “endocytobionts”. Os referidos autores sugerem a
participagdo destas bactérias na digestdo de alimento, e assim, agindo como organismos
simbiontes que representam uma nova possibilidade de explorar os recursos alimentares do
ambiente.

Descricdoes de bactérias intestinais também foram feitas para o ventriculo de
Dolichoderus (=Monacis) bispinosus e para o ventriculo das formigas pertencentes a tribo
Cephalotini (CAETANO & CRUZ-LANDIM, 1985; CAETANO, 1989 ¢ 1990; ROCHE &
WHEELER, 1997; BUTION et al., 2006). Os referidos autores remetem a provavel fungio
simbiotica entre as bactérias descritas e suas respectivas formigas hospedeiras.

Assim sendo, as caracteristicas estruturais do ventriculo de Cephalotes atratus, C.
clypeatus e C. pusillus, foram analisadas com o objetivo de mostrar relagdes entre as trés
espécies, bem como, diferengas tanto do epitélio como do conteudo desta por¢do do trato
digestivo, no intuito de contribuir para o melhor entendimento das relagdes entre tais bactérias

e suas respectivas formigas hospedeiras.

2. Materiais e métodos

2.1 Animais:

As operarias de Cephalotes pusillus e C. clypeatus foram coletadas em arvores
localizadas no campus UNESP/ Rio Claro, enquanto que as operarias maiores de C. atratus
foram coletadas em arvores localizadas as margens do Rio Jacaré-pepira, no municipio de

Brotas, Estado de Sdo Paulo/Brasil.

2.2 Microscopia eletrénica de transmissdo (MET)

Os ventriculos de C. atratus, C.pusillus e C. clypeatus foram fixados em glutaraldeido
2,5% em tampdo cacodilato de sédio 0,IM (pH 7,2) durante duas horas em geladeira.
Transcorrido este tempo, foram processadas duas lavagens em tampdo cacodilato de sodio
com duracdo de 15 minutos cada, sendo em seguida feita a pos-fixa¢do em tetroxido de 6smio
a 1%, durante uma hora e, posteriormente, dois banhos no mesmo tampao, com duragdo de 15
minutos cada. O material foi entdo incluido em resina Epon pura e levado para estufa por 72

horas a 60°C para polimerizagdo. Os cortes finos e ultra-finos foram feitos em ultra-
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microtomo Porter Blum. Os cortes semi-finos foram corados com Azur Il (1%) e Azul de
Metileno (1%) e cortes ultra-finos foram colocados em grades de cobre e contrastados com
acetato de uranila por 45 minutos e citrato de chumbo durante 15 minutos.

As cortes foram observados e fotografadas em microscopio eletronico Philips CM100
do laboratorio de Microscopia Eletronica do Departamento de Biologia do Campus de Rio

Claro-UNESP.

3. Resultados e discussao

O epitélio do ventriculo de Cephalotes atratus, C. clypeatus ¢ C. pusillus repousa
sobre a lamina basal continua e espessa. Este epitélio ¢ formado basicamente por trés tipos
celulares: as células digestivas ou colunares (entre estas podemos encontrar 2 ou 3 tipos
dependendo das caracteristicas ultra-estruturais, o que de certa forma denuncia sua funcio), as
células regenerativas ¢ as “goblet cells” (Figuras 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8). Estes dados estdo de

acordo como o proposto por Caetano & Cruz-Landim (1983), para Camponotus arboreus.

As goblet cells parecem ser constituidas pelo agrupamento de quatro células (Caetano,
IP) que formam a estrutura caliciforme peculiar, possuindo a regido basal alargada e profunda
invagina¢do do apice. Esta evidencia tinha sido sugerida pelas figuras mostradas em Caetano
et al., (1994), em Pachycondyla striata. A formagdo desta “célula” ocorre por uma depressio
da membrana apical e a cavidade formada mostra-se revestida por muitas microvilosidades

longas, as quais foram facilmente observadas com a técnica empregada (Figura 1).

A caracteristica estrutural das goblet cells reflete sua fun¢do no processo de regulagdo
i6nica, promovendo a troca de K*, Na'e H' entre a hemolinfa e o lamen do ventriculo. Para
King & Akay (1984) as goblet cells também estdo envolvidas no transporte ativo de ions de
calcio provenientes das células colunares adjacentes. Posteriormente estes compostos sdo
direcionados para o limen do ventriculo. Assim, o excesso destas substincias descritas acima
pode ser regulado em parte pelas goblet cells e em parte pelos tubulos de Malpighi
(CHAPMAN, 1975; KLEIN et al., 1996).

As células regenerativas estdo situadas junto a lamina basal, onde se apresentam em
diferentes estagios de desenvolvimento e mostram o citoplasma com poucas organelas
diferenciadas (Figura 2). O nucleo ¢ irregular, grande em relagdo ao citoplasma e com

cromatina dispersa, indicando seu elevado metabolismo de sintese. Caracteristicas
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semelhantes a estas também foram descritas para células regenerativas de S. saevissima
(ARAB & CAEANO, 2001). Assim sendo, as células regenerativas apresentam desde seu
primérdio as caracteristicas que vao defini-las quando de seu estado maduro — muitas
mitocondrias, reticulo endoplasmatico rugoso bem desenvolvido e nucleo com forma
irregular.

As células digestivas ou colunares constituem o tipo celular mais abundante
encontrado no epitélio ventricular e apresentam inimeras dobras na membrana plasmatica
basal, as quais constituem o labirinto basal que ¢ interposto por muitas mitocondrias (Figura
3). Estas sdo caracteristicas que mostram a intensa atividade nesta regido. De acordo com
King & Akai (1984) e Caetano & Cruz-Landim (1983), a ultra-estrutura destas células é
bastante variada e depende particularmente das multiplas fungdes que esta célula pode exercer
durante o ciclo de vida. Tais células podem estar envolvidas na secre¢do de enzimas, de
mucopolissacarideos, na absor¢do e armazenamento de produtos organicos e inorganicos. Nas
figuras 4, 5, 6,7, 8,9, 15, 16 e 17 os aspectos que definem sua, ou suas atividades, podem ser
confirmados.

Em C. atratus, C. clypeatus, C. pusillus assim como em outros insetos descritos por
King & Akai (1984), as células colunares também podem atuar excretando e acumulando
concre¢des de minerais em multicamadas conhecidas como esferocristais (Figuras 5, 9, 10 e
11). Estes esferocristais sdo compostos principalmente de cations (Ca™ e Mg, de fosfatos,
de carbonatos e clorideos absorvidos do alimento (WIGGLESWORTH, 1974; CAETANO &
CRUZ LANDIM, 1983; KING & AKAI, 1984; ARAB & CAEANO, 2001).

O citoplasma das células colunares nestas formigas apresenta o reticulo
endoplasmatico rugoso (R.E.R.) bem desenvolvido e justaposto a este o complexo de Golgi
(Figuras 11, 12, 13). Tais caracteristicas demonstram a sintese protéica de enzimas digestivas.
Em C. atratus, C. clypeatus, C. pusillus, o R.E.R. também esta envolvido na estocagem de
fons em vacuolos especializados presentes no ventriculo. Estas concre¢des originam os
esferocristais (Figuras 9, 10, 11).

Em Formica polyctena, os esferocristais sdo secretados junto com parte do citoplasma
apical (JEANTET, 1971). Caracteristicas semelhantes a estas sdo encontradas em C. atratus,
C. clypeatus, C. pusillus, onde parte dos esferocristais secretados para o lumen se origina de
células colunares que apresentam a secre¢@o como sendo do tipo apocrino.

A presenca de esferocristais no limen do ventriculo das formigas estudadas pode estar
contribuindo com a estabiliza¢do do pH e por conseguinte, com a permanéncias das bactérias

nesta regido do trato digestivo (Figura 5). Esta afirmagdo baseia-se no fato de que os
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esferocristais apresentam-se vazios no lumen mostrando que ocorreu a remog¢do total ou
parcial de seu conteudo, o que viria a contribuir para a alteracdo do pH da regido envolvida,
como temos proposto.

Uma das mais interessantes fungdes exercidas pelas células colunares foi descrita por
Jeantet (1971). Este estudo mostra que quando formigas sio contaminadas com metais
toxicos, muitos lisossomos sdo formados na parte apical das células colunares, e estes, em
conjunto com os esferocristais acumulam os metais e asseguram a desintoxicagao.

Corpuisculos multi-vesiculares s@o vistos no citoplasma das células colunares (Figura
14). Estes corptsculos sdo vactolos que contém substancias de duas origens distintas, sendo
elas, substancias de vesiculas pinocitoticas originadas na superficie da membrana plasmatica e
de lisossomos primdrios oriundos do complexo de Golgi (KING & AKAI, 1984). As fung¢des
provaveis s@o a reciclagem da membrana plasmatica e digestdo de proteinas intracelulares.
Estes corpusculos multi-vesiculares por atuarem na reciclagem de membranas estio
associados principalmente as células secretoras, isto, devido a necessidade de grandes
reposi¢cdes de membrana utilizadas nas invaginag¢des da superficie, na formagado de vesiculas e
em sistemas reticulares (KING & AKAI 1984).

No espaco ectoperitrofico, existem iniimeras bactérias por entre as microvilosidades
(Figuras 1, 4, 5, 15, 18 e 19). Essa localizagdo ¢ estratégica, pois evita o contato destas
bactérias com as enzimas digestivas, visto que as vesiculas de secrecdo circulam com suas
membranas integras pelo espago ectoperitrofico até atravessarem a membrana peritrofica.
Assim que atinge o espago endoperitréfico tais vesiculas comegcam a mostrar sinais de
desintegracdo como o descrito por Caetano et al., (1994).

A ultra-estrutura destas bactérias mostra-nos que a presenca do duplo envelope
corresponde a caracteristicas de bactérias do tipo gram-negativas, de acordo com Caldwell
(1995) (Figuras de 18 a 23). Varias destas bactérias demonstrando sua grande adaptabilidade
a esta regido do trato digestivo apresentam-se em divisdo (Figuras 18, 20, 23). Para Caldwell
(1995), esse duplo envelope possui propriedades estruturais e funcionais distintas das
encontradas na parede celular das bactérias do tipo gram-positivas descritas para o ileo de C.
atratus, C. clypeatus, C. pusillus (JAFFE et al., 2001).

A parede celular das bactérias gram-positivas ¢ quimicamente menos complexa que o
envelope celular das bactérias gram-negativas e é composta basicamente de mureina
(peptideoglicano) que fica exposta para o meio (CALDWELL, 1995). Como conseqiiéncia, as
enzimas hidroliticas como a lisozima sdo mais efetivas contra as bactérias gram-positivas. Isto

¢ um indicio de que a presenga de enzimas digestivas como a lisozima no ventriculo de C.
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atratus, C. clypeatus e C. pusillus possa ser um fator determinante para localizagdo de tipos
distintos de bactérias simbiontes ao longo do trato digestivo. Essa hipotese se da pelo fato de
haver a presenca de bactérias gram-negativas apenas no ventriculo e de bactérias gram-
positivas somente no ileo destas mesmas formigas. Estas ultimas bactérias, devido a
constituicdo de sua parede celular, seriam facilmente lisadas pela a¢do de enzimas presentes
no ventriculo. Isto também nos leva a crer que estas enzimas ndo devem seguir ativas pelo
trato digestivo afora, e sim terem seu dominio somente no ventriculo.

A regido entre a membrana plasmatica externa e a membrana plasmatica interna das
bactérias gram-negativas contém uma rara e Unica regido fluida, o periplasma (CALDWELL,
1995). O referido autor descreve o periplasma como sendo responsavel por grande parte dos
eventos fisioldgicos que sdo criticos a sobrevivéncia destas bactérias, assim como apresentar
receptores de membrana e outras proteinas que mediam o transporte de substancias através do
envelope bacteriano. Este periplasma pode ser facilmente visto nas bactérias presentes no

ventriculo de C. atratus, C. clypeatus e C. pusillus (Figuras 20, 21, 22 ¢ 23).

Jones (1983) descreve que nos casos em que a base do recurso alimentar fornece baixa
qualidade nutricional, ha a possibilidade de organismos que sofrem estas limitagcdes
alimentares, adotarem mecanismos que possibilitem otimizar o uso deste recurso. Assim, o
mecanismo adotado por estas formigas, a exemplo de outros insetos como cupins, baratas e

besouros, ¢ a simbiose estabelecida com microrganismos intestinais.

Em geral, as formigas alimentam-se preferencialmente de fluidos compostos
principalmente de polissacarideos e desta maneira a presenca de microrganismos simbiontes
no ventriculo de C. atratus, C. clypeatus e C. pusillus favoreceria a complementagdo de sua

dieta.

Para as trés espécies estudadas as semelhangas ultra-estruturais sdo conspicuas,

mostrando ser este, o padrao adotado para o género Cephalotes.

4. Figuras
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Figura 1: Micrografia eletronica do epitélio do ventriculo de C. clypeatus. Estas células epiteliais se
mostram recobertas por muitas microvilosidades longas (Mv), por entre as quais sdo vistas muitas bactérias
(Bac). Célula digestiva (Cd) Lamina basal (Lb), limen (Lu), membrana plasmatica (Mp), mitocondrias
(Mit). Figura 2: Epitélio do ventriculo de C. pusillus, mostrando células regenerativas (Cg) em diferentes
estagios de desenvolvimento. Note o formato irregular do nucleo (N) e o grande desenvolvimento do
nucléolo (Nuc), evidenciando seu elevado metabolismo. Fibra muscular (Fm).
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Figura 3: Micrografia eletronica da regido basal do epitélio do ventriculo de C. pusillus. Nesta regido a
membrana plasmatica sofre inimeras dobras que formam o labirinto basal (Lbb). Este labirinto mostra
muitas mitocondrias (Mit) e vesiculas elétron-lucidas (Ve), indicando absor¢do de substancias da
hemolinfa. Adjacente a lamina basal (Lb) encontra-se fibras musculares (Fm) e traquéias (Tr). Nucléolo
(Nu). Figuras de 4 a 8: Micrografias eletronicas do epitélio do ventriculo de C. clypeatus (figura 4) e C.
pusillus (figuras de 5-8), mostrando que a ultra-estrutura destas células ¢ bastante variada particularmente
devido as multiplas fun¢des que este tipo de célula pode exercer durante o ciclo de vida. Tais fungdes
podem envolver a secre¢do de enzimas, de mucopolissacarideos, absor¢do e armazenamento de produtos
organicos e inorganicos. Reticulo endoplasmatico rugoso (Rer), lipidio (Li) e lisossomos (Lis).
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Figuras de 9 a 11: Micrografias eletronicas do epitélio do ventriculo de C. clypeatus (figuras 9 e 11) e
C. pusillus (figura 10), evidenciando células colunares envolvidas na produgdo, estocagem e secrecdo
de esferocristais (Ec). Nestas formigas, os esferocristais sao originados pelo reticulo endoplasmatico
rugoso (Rer). Figuras 12 e 13: Detalhes do citoplasma de células colunares do ventriculo de C.
clypeatus, mostrando a grande quantidade de reticulo endoplasmatico rugoso (Rer) que esta envolvido
na formagdo de esferocristais e na sintese de enzimas digestivas. Complexo de Golgi (G).
Polirribossomos (Prb) e gotas lipidicas (Li). Figura 14: Detalhe do citoplasma de célula colunar do
ventriculo de C. pusillus, evidenciando corpusculo multivesicular (Cmv) proximo a mitocondria (Mit)
em inicio de estado degenerativo.
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Figuras de 15 a 17: Micrografias eletronicas da regido apical do epitélio do ventriculo de C. pusillus,
mostrando as microvilosidades e as bactérias adjacentes. Note que a figura 17 mostra detalhes do apice
celular, onde sobre as microvilosidades (Mv) pode-se visualizar o glicocalice (Gc).
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Figuras de 18 a 23: Micrografia eletrénica do espago ectoperitrofico do ventriculo de C. pusillus,
mostrando os detalhes ultra-estruturais das bactérias entre as microvilosidades. A membrana interna
(Mi) e membrana externa (Me) sdo constituintes peculiares do envelope de bactérias gram-negativas.
Entre tais membranas do envelope bacteriano observa-se o periplasma (P). Algumas destas bactérias
estdo em processo de divisdo, evidenciando a presenca do septo de divisdo (Sd) e dois nucledides
(Nuc).
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BACTERIAS SIMBIONTES E AS ESPECIALIZACOES ESTRUTURAIS NO ILEO
DE FORMIGAS CEPHALOTES (FORMICIDAE: MYRMICINAE)

Resumo: O emprego da microscopia Optica em conjunto com a microscopia eletronica de
varredura e de transmissdo possibilitou-nos examinar a ultramorfologia e ultra-estrutura do
ileo de Cephalotes atratus, C. clypeatus e C. pusillus. Sec¢des realizadas ao longo do ileo
revelaram diferencas entre trés principais regides: proximal, mediana e distal. As
especializagdes estruturais presentes no ileo destas trés espécies de formigas estdo
relacionadas com as bactérias simbiontes ai hospedadas. As trés espécies estudadas sdo muito
semelhantes em seus aspectos histologicos e ultra-estruturais. Detalhes das caracteristicas

desta estrutura sdo discutidas.

Palavras-chave: Ultra-estrutura, ileo, simbiontes, Cephalotes, formigas.

Abstract: Light microscopy combined with scanning and transmission microscopies were
used to examine the ultramorphology and ultrastructure of the ileum of Cephalotes atratus, C.
clypeatus, and C. pusillus. Sections along the ileum revealed differences among the three
main regions: proximal, medial, and distal. The structural specializations present in the ileum
of these three ants have implications especially to the symbiotic bacteria. Details of the

characteristics of this structure are discussed.

Keywords: Ultrastructure, ileum, symbionts, Cephalotes, ants.

1. Introducéo

O ileo em conjunto com o reto, compde o intestino posterior nos insetos. Além de sua
funcdo primordial na absor¢do de nutrientes, a outra funcdo deste, junto com os tubulos de
Malpighi estd relacionada com o processo excretor ¢ homeostase de ions e dagua
(WIGGLESWORTH, 1974; CHAPMAN, 1975).

A diversidade ou plasticidade estrutural do ileo tem mostrado novas implicagdes

fisiologicas, entre as quais fazem parte a absor¢do de metabdlitos oriundos do ventriculo, da
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hemolinfa, troca de metabolitos com microrganismos simbiontes hospedados em alteragdes
morfologicas no ileo, como o descrito para cupins e algumas formigas (WIGGLESWORTH,
1974, CAETANO & CRUZ-LANDIM, 1985; CAETANO, 1988; ROCHE & WHEELER,
1997; BUTION et al., 2007; BUTION & CAETANO, 2008).

Em Ectatoma quadridens, Neoponera villosa e N. obscuricornis o ileo apresenta
hipertrofia muscular na regido proximal e o epitélio apresenta dobras pouco evidentes. A
medida que se dirige para a regido posterior do ileo, as dobras epiteliais vao ficando mais
evidentes e a musculatura circular fica mais delgada (CAETANO, 1988). Nesta regido em
Dinoponera gigantea e Panaponera clavata, existem espinhos cuticulares dispostos em
fileiras longitudinais que desaparecem onde a musculatura circular regride de volume
(CAETANO et al., 1986/87). Tais espinhos ocorrem em outras espécies de formigas menos
derivadas. Estes parecem ter a funcdo de puxar e perfurar a membrana peritréfica oriunda da
regido precedente, facilitando assim a troca e a saida de contetido envolvido pela membrana
(CAETANO et al., 1986/87). Caracteristicas semelhantes, exceto pela fileira de espinhos,
foram também descritas para Odontomachus affinis, O. bauri e O. minutus (CAETANO &
LAGE-FILHO, 1982). Assim sendo, este parece ser o padrdo geral encontrado em formigas

da subfamilia Ponerinae.

Em Cephalotes atratus, C. clypeatus e C. pusillus o ileo representa ndo s6 a maior
por¢do do intestino posterior, mas também a maior por¢do de todo o trato digestivo. De
acordo com estudos morfoldgicos realizados por Caetano (1984), o ileo C. atratus e C.
(=Zacryptocerus) clypeatus detém cerca de 30% do tamanho total do trato digestivo.

Descri¢gdes morfoldgicas realizadas para o ileo das formigas da tribo Cephalotini, sdo
semelhantes as realizadas para o ileo de Cataulacus sp. Tais semelhangas incluem a regido
mediana especialmente dilatada para abrigar microrganismos, a forte musculatura circular e a
regido distal mais estreita e tubular (CAETANO, 1984, 1988, CAETANO et al., 1994;
ROCHE & WHEELER, 1997; HOLLDOBLER & WILSON, 1990).

Em Dolichoderus attelaboides, o ileo apresenta-se dilatado na regido mediana e
afilado na regido proximal e distal (CAETANO et al.,1990). Tal configuragdo estrutural e

suas implicacdes fisioldgicas sdo ainda desconhecidas.

Outra estrutura peculiar foi descrita para intestino posterior de algumas espécies da
subfamilia Pseudomymecinae. Neste caso, um diverticulo abriga bactérias simbiontes no ileo
de Tetraponera attenuata, T. binghami e T. nitida (BILLEN & BUSCHINGER, 2000; VAM
BORM et al., 2002).
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Os resultados obtidos com o ileo de Cephalotes atratus, C. clypeatus e C. pusillus,
teve por objetivo mostrar relagdes entre as trés espécies, bem como, diferencas histologicas,
ultra-morfoldgicas e ultra-estruturais tanto do epitélio, como do conteudo desta por¢do do
trato digestivo, no intuito de contribuir para o entendimento das relacdes entre os organismos

envolvidos nesta relagdo simbiontica.

2. Materiais e métodos

2.1. Material

Operarias maiores de Cephalotes pusillus e operarias de C. clypeatus foram coletadas
em arvores localizadas no campus UNESP/ Rio Claro, enquanto que as operdrias maiores de
C. atratus foram coletadas em arvores localizadas as margens do Rio Jacaré-pepira, no

municipio de Brotas, Estado de Sdo Paulo/Brasil.

2.2. Métodos

2.2.1. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Os ileos foram removidos e fixados em glutaraldeido 4% durante 24h, desidratado em
uma série crescente de alcool (70 a 100%), dois banhos de acetona 100% e desidratado no
ponto critico (Balzers CPD 030). Apos desidratacdo, o material foi vaporizado com ouro no

sputtering Balzers SD 050. Os ileos foram examinados no S.E.M. Jeol P 15.

2.2.2. Microscopia eletrénica de transmissdao (MET)

Os ileos de C. atratus, C.pusillus e C. clypeatus foram fixados em glutaraldeido 2,5% e
tampao cacodilato de so6dio 0,1M (pH 7,2) durante duas horas em geladeira.Transcorrido este
tempo, as amostras foram processadas: duas lavagens em tampao cacodilato de sédio com
duracdo de 15 minutos cada, sendo em seguida feita a pos-fixacdo em tetrdxido de 6smio a
1%, durante uma hora e, posteriormente, dois banhos no mesmo tampao, com duracio de 15

minutos cada.
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Para a contratacio em bloco, o material foi submetido ao acetato de uranila 1%
dissolvido em alcool 10%, por um periodo de oito horas, sendo, em seguida, desidratado em
uma seqiiéncia progressiva de alcoois (70 a 100%) e, posteriormente, embebido em resina
Epon mais acetona (1:1), onde permaneceu por 24 horas, sob agitagao.

O material foi entdo incluido em resina Epon pura e levado para estufa por 72 horas a
60°C para polimerizacao.

Os cortes finos e ultrafinos foram feitos em ultramicrétomo Porter Blum. Os cortes
semi-finos foram corados com Azur II (1%) e Azul de Metileno (1%) e cortes ultrafinos
foram colocados em grades de cobre e contrastados com acetato de uranila 1% por 45 minutos
e citrato de chumbo 1% durante 15 minutos.

As grades foram observadas e fotografadas em microscopio eletronico Philips CM100
do laboratdrio de Microscopia Eletronica do Departamento de Biologia do Campus de Rio

Claro-UNESP.

2.2.3. Microscopia Optica

As formigas foram dissecadas em fixador paraformoldeido 4% em tampao Fosfato de
Sédio 0,1 M (pH 7,4) durante duas horas, sendo posteriormente lavada pelo mesmo tampao,
desidratado em alcool (70, 80, 95%), embebido e incluido em resina Leica.

Os cortes histologicos com 6-8um de espessura foram recolhidos em laminas e
corados com Hematoxilina e Eosina (JUNQUEIRA & JUNQUEIRA, 1983). As laminas
foram examinadas com um fotomicroscopio Leica. As imagens foram capturadas e

digitalizadas com o software Image Manager 50.

3. Resultados e discussao

O emprego da microscopia Otica em conjunto com a microscopia eletronica de
varredura e de transmissdo foi utilizado para estudos do ileo de Cephalotes atratus, C.
clypeatus e C. pusillus. Apesar de didaticamente o ileo ter sido, por nés divido em 3 regides,
algumas caracteristicas serdo descritas em conjunto para duas ou até para as trés regides

quando for o caso das similaridades o permitirem.



73

3.1. Regido proximal do ileo

A primeira por¢do do ileo é continua com a desembocadura dos tubulos de Malpighi e
seu epitélio € composto de células colunares com caracteristicas de células secretoras como
descrito por Bution & Caetano (2008) (Figuras 1, 2, 2a, 3 e 5). Testes histoquimicos
realizados neste epitélio glandular mostraram a presenca de proteinas, sendo indicio que
sejam produzidas enzimas nesta regido do ileo.

Esta regido ¢ delimitada de um lado pela vélvula pildrica e de outro por uma dobra do
epitélio que se dirige ao lamen. Tal regido, descrita para jardineiras de Atta, foi denominada
de “bexiga” por Caetano (1984).

Na regido basal da célula epitelial observam-se nucleos arredondados, entretanto em
alguns casos os nucleos podem ser alongados, acompanhando a forma colunar das células
(Figuras 3, 5 e 6). Ao redor do nucleo, o citoplasma perinuclear distingue-se por apresentar
maior elétron-densidade do que o observado para o restante do citoplasma (Figuras 3, 5 ¢ 6).

O epitélio do ileo, nas trés espécies, assenta-se sobre a lamina basal espessa (Figuras
3, 5, 8 e 8a). Este epitélio exibe caracteristica glandular e a membrana plasmatica basal
origina um conspicuo labirinto basal (Figuras 3, 5 e 6). Essas caracteristicas somadas a
presenca grandes quantidades de mitocondrias em especial na regido basal, microtubulos,
lisossomos e muitas vesiculas, sdo indicios de elevada atividade de absor¢do de substancias da
hemolinfa.

No citoplasma das células epiteliais desta regido nota-se a grande quantidade de
ribossomos que podem estar envolvidos na sintese de proteinas, as quais sdo aproveitadas na
estrutura celular (Figuras 7, 8, 8a, 9 ¢ 10).

Proxima a regido basal, pode observar-se fibras nervosas neuro-secretoras com
vesiculas elétron-densas (Figuras 3 e 4). Essas fibras nervosas terminam entre as fibras
musculares e as células epiteliais, sendo responsaveis pela condugdo dos estimulos nervosos

que resultam no peristaltismo intestinal.

3.2. Regido mediana do ileo.

A regido mediana apresenta epitélio com células baixas, as quais aumentam de altura a
medida que se dirigem para a por¢do posterior do ileo. Este epitélio assenta-se sobre a ldmina
basal relativamente delgada, quando comparada a lamina basal da regido precedente (Figuras
12, 13, 14 e 15). Externamente a esta lamina basal encontra-se a forte musculatura circular e

externamente a esta a musculatura longitudinal. Esta musculatura € espessa na regido mediana
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e vai regredindo a medida que se dirige para a regido posterior do ileo (Figuras 2b, 13, 14 ¢
15), assim com descrito previamente por Caetano (1984 ¢ 1988).

Estas descri¢des apresentam caracteristicas estruturais semelhantes as descritas para o
ileo de Cataulacus sp. (CAETANO et al., 1994). Embora esta e outras sinapomorfias estejam
presentes, tais formigas encontram-se separadas por um hiato geografico. As formigas do
género Cataulacus colonizam o continente Africano e Asiatico, enquanto as formigas da tribo

Cephalotini colonizam as Américas (HOLLDOBLER & WILSON, 1990).

Em alguns locais do ileo, entre o epitélio e a musculatura existe uma conspicua
especializacdo da lamina basal que se projeta em direcdo a linha Z das fibras musculares
adjacentes (Figuras 15 e 16). Essa projecdo atua como suporte de ancoragem para as
principais proteinas constituintes da linha Z, como a a-actinina e tropomiosina, descritas por
Sainsbury e Bullard (1980). Tal especializagdo funciona como um “apodema ndo cuticular”
para inser¢do da musculatura visceral adjacente ao ileo. A grande quantidade de colageno
presente na lamina basal no ileo de C. atratus, C. clypeatus ¢ C. pusillus descritas por Bution
e Caetano (2008) ¢ perfeitamente compreendida, pois suas propriedades estruturais conferem
resisténcia a esta estrutura de suporte, particularmente por estar sujeita as tragdes peristalticas.

As células epiteliais estdo recobertas por uma cuticula delgada ou intima (Figuras 18,
19 e 20). Em certas regides do ileo, a microbiota intestinal forma uma massa viscosa e densa,
a qual parece estar aderida a cuticula por um muco secretado pelo proprio epitélio do ileo ou
por biofilme secretado pelas bactérias (Figuras 17, 18, 19, 20 e 21). Estas imagens também
mostram vesiculas secretadas pelo epitélio trafegando por entre as bactérias, as quais estdo
aderidas a intima (Figuras 18, 20, 25 ¢ 26).

As células epiteliais da regido mediana apresentam grande quantidade de mitocondrias
proximas a lamina basal (Figura 12). A membrana basal forma um intrincado labirinto nesta
regido. Estas caracteristicas indicam ser, esta regido, uma regido de franca absor¢do de
substancias da hemolinfa (BUTION & CAETANO, 2008).

O epitélio da regido mediana exibe longas ¢ delgadas dobras em dire¢do ao lumen, as
quais foram por nés denominadas de vilosidades. Estas vilosidades conferem maior superficie
de contato tanto para adesdo das bactérias quanto para absorcdo e excre¢do de metabdlitos.
Estas delgadas vilosidades s@o constituidas de células que se achatam e que sdo irrigadas por
ramos de traquéia por todo o comprimento. Isto denuncia a elevada atividade metabdlica

destas especializacdes. Esse aumento na superficie de contato quando somado as fortes fibras
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musculares adjacentes, possibilitam uma eficiente mistura do conteido do limen com as
bactérias ai presentes (Figuras 12, 13, 14 ¢ 15).

Caracteristicas semelhantes a estas foram descritas para Ectatoma quadridens,
Neoponera villosa e N. obscuricornis (CAETANO, 1988), e também foram observadas em C.
(=Zacryptocerus) rohweri em estudos realizados por Roche & Wheeler (1997).

O epitélio da regido mediana assim como o epitélio da regido posterior do ileo das trés
espécies estudadas apresenta grande nimero de vactolos digestivos em diferentes fases de
maturag¢do espalhados por todo o citoplasma. De acordo com o grau de matura¢do foram
denominados oportunamente como vacuolos autossomicos, corpusculos multi-vesiculares,

lisossomos e inclusdes multi-lamelares (Figuras de 23 a 32).

3.3. Regido distal do ileo.

Na regido distal do ileo de C. atratus, C. clypeatus e C. pusillus as células epiteliais
sd0 mais altas e as fibras musculares sdo poucas e menos desenvolvidas que as da regido
precedente (Figuras 1, la, 2 e 2c). A presenga de mitocondrias na regido apical das células
epiteliais indica fun¢do de absor¢do de substancias provenientes do limen do ileo (Figuras 21
e 29). Estas caracteristicas também foram descritas para o ileo de Pachycondyla (Neoponera)
villosa (CAETANO, 1989).

Em algumas regides do epitélio do ileo s@o observadas inumeras vesiculas (Figuras 24,
25 e 26). Estas, em alguns casos parecem se fundir para formar um vactiolo maior com
caracteristicas de um grande reservatorio celular (Figuras 24 e 25).

Assim como a regido mediana, a regido distal do ileo apresenta profundas dobras do
epitélio que vao em direcdo ao lumen. Essas dobras ou vilosidades possuem traqueiolas em
seu interior que as ddo suporte para evitar seu dobramento. As traqueiolas se estendem até o
apice da vilosidade e atua tanto no suprimento da demanda de oxigénio exigido pelo
metabolismo celular do ileo quanto para grande parte das bactérias ai aderidas. (Figuras 13,
14, 21, 22 ¢ 24). Sabemos que grande parte das bactérias cultivaveis em C. atratus, C.
clypeatus e C. pusillus sdo aerodbicas, fato que explica a farta rede de traquéias presentes no
epitélio do ileo (Figuras 1, 21, 22 e 24).

O intestino de alguns insetos digere bactérias como fonte de nutrientes. Esta ¢ uma
caracteristica conhecida para os ancestrais dos dipteros Cyclorrhapha (LEMOS & TERRA,
1991). Esses autores descrevem que bactérias presentes nos ventriculos de larvas de Musca

domestica sdo lisadas por uma combinagdo que envolve pH baixo, lisozima e proteases e
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servem de alimento para seu hospedeiro. Nestes estudos, a lisozima ¢ descrita como sendo
extremamente letal para bactérias gram positivas (LEMOS & TERRA, 1991).

Talvez a presenca de enzimas como a lisozima no ventriculo de C. atratus, C.
clypeatus e C. pusillus possa esclarecer o fato de haver a presenga de bactérias gram-negativas
no ventriculo destas formigas em detrimento do ileo, onde prevalecem bactérias gram-
positivas. Portanto, lisozima ndo deve ocorrer nesta por¢ao do trato digestivo destas formigas.
O primeiro tipo de bactérias, as gram-negativas, sdo menos suscetiveis ao ataque enzimas
digestivas como a lisozima, isto, devido a constituicio de seu envelope possuir menos
receptores de ligacdo para esta enzima (SCHAECHTER et al., 1997).

Devido a essas peculiaridades, acreditamos que a diversidade da microbiota em C.
atratus, C. clypeatus e C. pusillus deve relacionar-se em parte ao efeito do pH, a agdo das
enzimas digestivas encontradas em diferentes regides do trato digestivo e ao tipo de alimento
ingerido por estas formigas, assim como descrito por Dillon & Dillon (2004), para insetos no
geral. Somam-se a estas caracteristicas, as adaptacdes estruturais como as descritas neste
estudo, que possibilitam estas formigas abrigarem esta densa microbiota de bactérias

simbiontes.

4. Conclusdes

O ileo de C. atratus, C. clypeatus e C. pusillus possui trés regides distintas: a regido
proximal, mediana e distal.

As vilosidades possuem traqueiolas que atuam tanto no suprimento da demanda de
oxigénio quanto como suportes que evitam o dobramento das vilosidades.

Estruturas como as vilosidades que apresentam peculiaridades como a lamina basal
que se projeta para ancorar a linha Z da musculatura adjacente e a dilatacdo no ileo destas
formigas sdo adaptagdes estruturais que contribuem para a permanéncia destas bactérias
simbiontes.

As trés espécies estudadas sdo muito semelhantes em seus aspectos histologicos e

ultra-estruturais.

5. Figuras
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Figura 1. Imagem de microscopia eletrénica de varredura (MEV), mostrando a ultramorfologia do ileo de rainha
de C. pusillus. Podemos observar a regido distal do ventriculo (V), a inser¢do dos tibulos de Malpighi (Tm) e as
trés regides do ileo, sendo elas: a regido proximal (Rp), a regido mediana (Rm) ¢ a regido distal do ileo (Rd). Na
Figura 1a, podemos observar detalhes da regido distal do ileo, onde so mostradas as dobras do epitélio (Ep) ou
vilosidade (V1) indo em dire¢do ao limen (Lu), assim como as traquéias (Tr) e¢ fibras musculares adjacentes
(Fm). Figura 2. Secgio histoldgica longitudinal do ileo de C. clypeatus (H.E.). A imagem mostra o aspecto geral
do ileo onde podemos observar parte do ventriculo (V) seguido pela valvula pildrica (Vp) que precede a regido
proximal do ileo (Rp), a qual é constituida de epitélio glandular (Epg) continuo com a desembocadura dos
tubulos de Malpighi (Tm). A Figura 2a, mostra detalhes desta regido. A regifo mediana (Rm) compreende a
regido onde se localiza a bolsa de microrganismos. Detalhe desta regifo é mostrado na Figura 2b. A regido
posterior do ileo (Rp) € visto em detalhes na Figura 2c.
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Figura 3. Micrografia eletronica mostrando sec¢do longitudinal da regido proximal do ileo em C.
clypeatus. Note o aspecto ultra-estrutural do epitélio glandular (Epg), N = nucleos; Nu = nucléolos;
Lbb = labirinto basal; Lb = 1amina basal; Eic = espacos intercelulares; Fn = fibras nervosas. Figura 4.
Detalhe da ultra-estrutura das fibras nervosas (Fn). Estas fibras sao envoltas pelas células gliais (Gl) de
aspecto frouxo e no interior das fibras nervosas podem ser visualizados granulos de neuro-secregio
(Gns) com elevada elétron-densidade. Tr = Traquéias; Mit = mitocondrias. Figura 5. Micrografia
eletronica mostrando a ultra-estrutura da regido basal pertencente ao epitélio glandular (regido
proximal do ileo). Mit = MitocOndrias; ImL = inclusdes multi-lamelares.
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Figura 6. Detalhe da ultra-estrutura da regido basal pertencente ao epitélio glandular. Neste detalhe fica evidente
o citoplasma perinuclear (Cpn) com maior elétron-densidade do que o restante do citoplasma. Iniimeras vesiculas
(Ve), grande quantidade de lisossomos (Li) e um complexo labirinto basal (Lab) sdo caracteristicas desta regido
epitelial do ileo de C. clypeatus. Figuras 7, 8, 9. Micrografias mostrando o citoplasma das células epiteliais da
regido proximal do ileo de C. clypeatus, onde podem ser observadas vesiculas digestivas (Vd), lisossomos (Li) e
os corpusculos multi-vesiculares (Cmv). Também podem ser observados polirribossomos (Prb), reticulo
endoplasmatico liso (Rel) e rugoso (Rer), microtubulos (Mtb), mitocondrias (Mit), inumeras vesiculas (Ve) e
ribossomos (Rb). Figuras 10 e 11. Detalhes ultra-estruturais de células epiteliais da regido proximal do ileo de
C. clypeatus. Dobras no epitélio e espagos intercelulares (Eic) podem ser observadas, assim como peroxissomos
(Px).
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Figura 12. Micrografia eletronica mostrando a ultra-estrutura da regido mediana do ileo de C.
clypeatus. Observe que o epitélio (Ep) esta envolto por fibras musculares (Fm) e frequentemente as
dobras do epitélio formam criptas (Cpt) que ficam repletas de bactérias simbiontes (Bac). Figuras 13 e
14. Micrografia eletronica mostrando a ultra-estrutura da regido mediana do ileo de C. pusillus e C.
clypeatus respectivamente. A imagem mostra que as dobras do epitélio ou vilosidades (V1) trazem
consigo traqueiolas (Tr) que se estendem até o apice da dobra epitelial. Note que a linha Z (Lz) da
fibra muscular (Fm) com intensa elétron-densidade.
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Figuras 15 e 16. Micrografia eletronica mostrando detalhes ultra-estruturais do ileo de C. clypeatus. Note a
lamina basal (Lb) se projetar em direcdo a linha Z (Lz) das fibras musculares (Fm) adjacentes. Esta
especializagcdo da lamina basal assume a conformagao estrutural semelhante as garras de um caranguejo.
Tal estrutura atua como um suporte de apoio muscular (Sam), onde a linha Z da musculatura circular é vista
se aderindo. Figuras 17 e 18. Detalhe da regifio mediana do ileo de C. clypeatus. Note como nesta regido as
células epiteliais sdo baixas e as fibras musculares se inserem diretamente na base do epitélio. As bactérias
estdo aderidas sobre a cuticula (Ct) por um tipo de biofilme. Estas bactérias parecem estar absorvendo
pequenas vesiculas liberadas pelo epitélio (setas). No nucleo pode ser observado o nucléolo e varios poros
nucleares (P), indicando seu intenso metabolismo. Figuras 19 e 20. Detalhe da regido mediana do ileo de
C. atratus. As vesiculas (Ve) langadas no limen do ileo sdo vistas primeiramente no espago subcuticular
(Esc) apds brotarem da membrana plasmatica (Mp) das células epiteliais. As imagens mostram em detalhes
a estrutura da cuticula (Ct) que ¢ composta pela epicuticula (Epc), exocuticula (Exc) e endocuticula (Edc).
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Figuras 21 e 22. Micrografia eletronica da regido distal dos ileos de C. atratus e C. pusillus
respectivamente, mostrando a ultra-estrutura das dobras do epitélio. Estas dobras sfo ricamente
irrigadas pelo sistema respiratdrio e seu citoplasma apresenta inumeras vesiculas que em certas
ocasides parecem se unir para constituir um vacuolo (Va) que atua como um grande reservatorio.
Nessas dobras também € comum observar a presenca de vactolos digestivos (Vd) e inclusdes multi-
lamelares (ImL). Figuras 23 a 26. Micrografias eletronicas mostrando detalhes de vesiculas
digestivas e inclusdes multi-lamelares (ImL) encontradas no epitélio mediano e posterior de C.
pusillus. Em seu citoplasma nota-se a presenga de inumeras vesiculas que em certas ocasides parecem
se unir para constituir um vacuolo (Va) que atua como um grande reservatdrio.
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Figuras 27 a 32. Micrografias eletrénicas da regido distal do ileo de C. clypeatus, mostrando detalhes
do citoplasma. As vesiculas digestivas, de acordo com seu estagio de maturacdo, hora sfo
denominadas de corpusculos multi-vesiculares (Cmv), hora sdo denominadas de lisossomos (Li) e

hora sdo denominadas de vactiolo autofagico (Va).
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PERFIL MOLECULAR DOS SIMBIONTES DO VENTRICULO E IEO DE
FORMIGAS DO GENERO CEPHALOTES POR MEIO DE PCR-DGGE

Resumo: O perfil molecular dos simbiontes do ventriculo ¢ ileo de Cephalotes atratus, C.
clypeatus e C. pusillus foi obtido analisando a regido V3 do gene 16S do rDNA bacteriano.
Foram estudadas duas amostras de C. atratus, trés de C. clypeatus e seis de C. pusillus. Os
resultados mostram que as amostras entre os simbiontes de C. atratus e C. clypeatus embora
coletadas em locais geograficamente distantes, apresentaram indices de similaridade entre 80
¢ 94%. A variabilidade de simbiontes encontradas nas amostras de C. pusillus oscilou entre 45
e 71%, tanto em amostras proximas, como em amostras distantes varios quildmetros. Neste
estudo, verificamos que as técnicas moleculares de PCR e DGGE mostraram-se eficazes para
o propoésito da pesquisa e puderam ser consideradas ferramentas versateis para analises de

microbiotas intestinais.

Palavras-chave: Simbiontes, DGGE, PCR, 16S rDNA, Cephalotes.

Abstract: The molecular profile of the symbionts of the midgut and ileum of Cephalotes
atratus, C. clypeatus, and C. pusillus was obtained using the region V3 of the bacterial 16S
rDNA gene sequence. Two samples of C. atratus, three of C. clypeatus, and six of C. pusillus
were analyzed. The results showed similarity indices from 80% to 94% between the samples
of symbionts from C. atratus and C. clypeatus, despite being collected in sites geographically
distant. The variability of symbionts found in the samples of C. pusillus ranged from 45% and
71%, in samples geographically close as well as distant. In this study, PCR- DGGE was
efficient for the purpose of this study and can be considered a versatile tool to analyze the

intestinal microbiota.

Keywords: Symbionts, DGGE, PCR, 16S rDNA, Cephalotes.

1. Introducéo
Entre os insetos, as formigas s2o de interesse particular ndo so por causa da sua funcio

ecoldgica em muitos ecossistemas terrestres, mas também porque elas possuem um grande

repertério de comportamentos sociais (HOLLDOBLER & WILSON, 1990). Para diversos
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autores, uma caracteristica fundamental das formigas ¢ sua habilidade em formar sociedades
complexas com divisdo de trabalho entre os individuos da colonia. As formigas também
mostram a capacidade de constituir associagdes com outros organismos tais como outros
insetos, plantas, fungos e bactérias (ZIENTZ et al., 2005).

As plantas possuem defesas quimicas e mecanicas que impde as formigas € a outros
insetos restricdes ao seu uso como alimento. Um dos mecanismos usados pelos insetos para
lidar com essas limitagdes é o estabelecimento de relagdes simbioticas com microrganismos
(JONES, 1983). Estas relagcdes que envolvem bactérias, fungos e protozoarios, podem variar
desde mutualismo até comensalismo (DOUGLAS, 1998; AMANN et al., 1995).

Os estudos da microbiota intestinal de insetos que utilizaram métodos microbiologicos
tradicionais abordaram esta microbiota intestinal por meio da caracterizagdo fenotipica de
culturas isoladas (BUCHNER, 1965; DASCH et al., 1984; JAFFE et al., 2001; DILLON &
DILLON, 2004). Estas metodologias freqlientemente apresentam uma descri¢do parcial da
microbiota intestinal do inseto, pois apenas microrganismos capazes de crescer em meio de
cultura sdo detectados.

A utilizagdo de marcadores moleculares para a caracterizacdo de bactérias t€m
resultado em uma drastica mudanga na compreensio da diversidade microbiana nos ultimos
20 anos, mostrando que aproximadamente 99% das bactérias em um ambiente ndo podem ser
cultivadas (AMANN et al., 1995; DILLON & DILLON, 2004).

Objetivando analisar e caracterizar o perfil molecular dos simbiontes intestinais de C.
atratus, C. clypeatus e C. pusillus, o estudo da variabilidade dos simbiontes do trato digestivo
destas trés espécies de formigas foi realizado com a amplificagdo da regido varidvel V3,
compreendido entre as posi¢des 338 e 803 do gene 16S rDNA, a partir do DNA total extraido
de um “pool” de operarias de cada colénia. O produto da amplificagdo foi submetido a
eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE). Cada banda foi interpretada como
uma linhagem bacteriana e as similaridades entre as amostras foram calculadas com base no
indice binario de Jaccard, tendo como caracteristica os dados de preseng¢a das bandas no gel.

Mensuracdes de distancias Euclidianas também foram feitas entre os pontos de coletas
e serviram para orientar na correlacdo entre distdncia geografica e a similaridade entre as 11

amostras.

2. Materiais e Métodos
2.1. Material:
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Operarias maiores de Cephalotes atratus e C. pusillus e operarias de C. clypeatus foram

coletadas em diferentes municipios do interior do Estado de Sado Paulo, Brasil (Tabela 1).

As formigas foram anestesiadas sob resfriamento e dissecadas em fluxo-laminar. Os
ventriculos e ileos foram removidos e colocados em um tubo tipo eppendorf contendo 200 ml

de solugdo salina estéril.

2.2. Extracdo do DNA:

Para a extrac@o do DNA bacteriano das amostras foi utilizado o protocolo baseado em

CTAB (Brometo de hexadecil-trimetil Amonio, Sigma no H-6269).

2.3 - Reac0es de Polimerizacdo em Cadeia (PCR):

A amplificagdo do DNA bacteriano foi realizada de acordo com o protocolo descrito
por Muyzer et al., (1996). As condigdes da PCR foram conduzidas nas seguintes condi¢des: 1
ciclo de 98 °C por 1:30min; 10 ciclos de 96 °C por 30s, 60 °C por 40s (-1 °C/ciclo), 72 °C por
1:20min e 30 ciclos de 96 °C por 30s, 50 °C por 40s, 72 °C por 1:20min. Os iniciadores ou
“primers” utilizados neste estudo foram: primer direto: (355) 3’-CGA CGG AGG GCA TCC
TCA-5’ (338) e primer reverso: (803) 3'- CTA CCA GGG TAT CTA ATC C-5’ (785).
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A regido amplificada engloba a regido variavel V3. A principio poderiam ser
utilizados outros primers capazes de amplificar fragmentos maiores, mas estes ndo seriam
adequados para o uso com DGGE, que separa apenas fragmentos com até 500 bp (MUYZER
et al., 1996). Na extremidade 5°do primer direto (338) foi acrescentada a seqiiéncia 3’-GGG
GGG CAC GGG GGC GGG GCG GGC GGC GCG CGC GCG C- 5> (MUYZER et
al.,1996).

Esta seqiiéncia rica em C+G, acrescenta ao produto de PCR um sitio com
temperatura de dissociag@o mais alta que qualquer outro sitio presente na regido amplificada,

o que melhora em muito a sensibilidade do DGGE (SHEFFIELD et al., 1989).

2.4. Eletroforese em Gel de Gradiente Desnaturante (DGGE):

A técnica de eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE) foi conduzida em
um aparato para eletroforese vertical HOFER SE 600. As corridas foram realizadas por 16 h a
60°C e 100 V. Foi empregado o método de coloracio de DNA com prata (PlusOne” DNA
Silver Staining Kit, n® cat. 70-5006-88). A figural mostra um dos géis de poliacrilamida deste
trabalho.

Figura 1. Gel DGGE mostrando o perfil das bandas dos simbiontes intestinais de formigas do género
Cephalotes. Os pogos ou slots de 1 a 8 correspondem a C. pusillus, representadas pelas col6nias VI, VIII, VI, IX,
IX, VII, X, XI respectivamente. Os slots de 9 a 12 correspondem a C. atratus, representadas pelas colonias II, II,
I, T respectivamente. Os slots 13, 14, 16 e 17 correspondem a C. clypeatus, representadas pelas colonias 111, TV,
V, V respectivamente. O slot 15 corresponde ao controle (branco), onde néo foi adicionado amostras de DNA. A
letra L representa os marcadores moleculares (Ladder 50bp) aplicados nas extremidades do gel.
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3- Resultados e Discusséo
3.1.- Anédlise do padréo das bandas.

A figura 2 apresenta os resultados das 11 amostras analisadas. Uma tnica banda (banda 17)
esta presente em todas as amostras, indicando que tal bactéria pode ser obrigatdria e exercer

um papel importante na relagdo simbiotica com suas formigas hospedeiras (Figuras 2 e 3).
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Outras cinco bandas foram detectadas em quase todas as amostras (Figura 3): nas onze
amostras, as bandas 10 e 31 apareceram em oito, a banda 23 apareceu em nove e as bandas 19
e 22 em dez amostras. Tais bactérias também podem ser importantes na relagdo simbidtica
com suas formigas hospedeiras.

Cinco bandas estiveram presentes apenas em uma das amostras, podendo representar
aquisi¢des fortuitas ou, ainda, uma associa¢do especializada para as peculiaridades do

ambiente da colonia.

3.2- Variabilidade de linhagens entre amostras.

O estudo da variabilidade dos simbiontes do trato digestivo de C. atratus, C. clypeatus
e C. pusillus foi realizado por meio do calculo de matrizes de similaridade entre amostras
coletadas em diferentes municipios do interior do Estado de Sao Paulo (Tabela 2).

As similaridades entre as amostras foram calculadas com base no indice bindrio de
Jaccard, tendo como caracteristica os dados de presenga das bandas no gel.

As distancias entre os pontos de coletas foram utilizadas para testar a correlagdo entre

distancia geografica e similaridade da flora bacteriana entre as amostras.
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Cada banda foi considerada como um ribotipo e, portanto, pertencente a uma linhagem
de bactérias.

Considerando que as bactérias sdo relacionadas com a exploragdo de recursos
alimentares, podemos supor que podem variar de acordo com as condi¢des ambientais de cada
ponto de coleta.

As amostras das colonias de C. atratus coletadas nos municipios de Brotas ¢ de Santa
Rita do Passa Quatro encontram-se separadas geograficamente por aproximadamente de 90
Km. No entanto, nossos dados mostram um alto indice de similaridade entre as microbiotas

destas duas amostras.

A influéncia da localizacdo geografica, estacdo do ano, idade e regido do trato
digestivo foram avaliados por Mrazek et al., (2008) em um estudo sobre a diversidade
bacteriana no tato digestivo de abelhas (Apis mellifera), vespas (Vespula vulgaris e Vespa
crabro) e baratas (Nauphoeta cinerea), utilizando-se a técnica de DGGE. Os referidos autores
sugerem que os hdbitos alimentares sdo os fatores primordiais que afetam a flora bacteriana
presente nestes insetos, ocorrendo grandes variagdes entre as espécies onivoras. Entretanto

nenhuma destas espécies possui uma estrutura especializada em abrigar a microbiota intestinal
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como descrito para o ileo de formigas do género Cephalotes (CAETANO & CRUZ-
LANDIM, 1985; CAETANO 1984, 1989 e 1990; BUTION & CAETANO, 2008).

Os exemplares de C. clypeatus foram amostrados em dois pontos de coletas
localizados nos municipios de Campinas e um ponto de coleta no municipio de Rio Claro.
Todas as amostras foram coletadas em ninhos construidos em galhos de arvores popularmente
conhecidas como sibipiruna (Caesalpinia peltophoroides), em perimetro urbano, sendo que a
distancia geografica entre as colonias de Campinas foi de aproximadamente 50 metros e entre
as colonias de Campinas a Rio Claro foi de aproximadamente 100 km.

A similaridade entre os simbiontes de C. clypeatus amostrados em dois pontos de
coletas localizados em Campinas (coldnias III e IV) foi de 88% (Tabela 2).

Comparagdes entre os simbiontes da colonia III coletada em Campinas e simbiontes da
colonia V coletada em Rio Claro mostraram 77% de similaridade e entre a col6nia IV
coletada em Campinas e a colonia V coletada em Rio Claro foi de 87,5%, muito proximo do
indice de similaridade entre as colonias III e IV coletadas em Campinas. Novamente, as
similaridades entre as amostras ndo dependem da sua distancia geografica, podendo ser
indicio de que as condicdes de forrageamento sdo fatores que atuam sobre os simbiontes de C.
clypeatus.

Em C. atratus e C. clypeatus a similaridade entre as amostras vaiou de 19 a 50%,
representando valores inferiores aos encontrados entre as amostras de uma espécie (intra-
especifico).

Os resultados obtidos em C. pusillus mostram 29-55% de similaridade, os quais sdo
mais proximos dos valores obtidos em comparacdes interespecificas do que valores intra-
especificos das demais espécies aqui estudadas.

Talvez o fato de C. pusillus ser dominante em vegetagdes de cerrado e explorar uma
gama maior de recursos do que C. atratus e C. clypeatus, possa ser relacionado a maior
diversidade da sua microbiota intestinal em relag@o as duas outras espécies.

A técnica PCR-DGGE mostrou ser uma ferramenta eficiente na caracterizac¢ao da flora
intestinal de Cephalotes. Com isso, o perfil da microbiota foi apresentado e junto a este, novas

perspectivas quanto a futuros estudos nos foram reveladas.
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Conclusoes

A presen¢a macica de microrganismos no ileo, frente as adaptagdes morfologicas que
garantem um elevado suprimento de oxigénio e de metabdlitos, somadas a capacidade
absortiva e digestiva observadas nas células epiteliais, demonstram que esta regido do trato
digestivo ¢ uma estrutura bastante especializada e adaptada em abrigar microrganismos,
estabelecendo com eles uma legitima simbiose.

A flexibilidade e resisténcia da regido de conexa@o dos tubulos de Malpighi no ileo sdo
provavelmente conferidas pela grande concentragdo de coldgeno, permitindo desta maneira, a
livre movimentagdo da extremidade distal dos tubulos de Malpighi na hemolinfa, através da
presenga da musculatura helicoidal nesta estrutura, sem que haja comprometimento por

ruptura na extremidade proximal.

A técnica PCR-DGGE mostrou ser uma ferramenta eficiente na caracterizag¢do da flora
intestinal das formigas Cephalotes.

O ileo de C. atratus, C. clypeatus e C. pusillus possui trés regides distintas.

As vilosidades ileais possuem traqueiolas que atuam tanto no suprimento da demanda
de oxigénio quanto como suportes que evitam o dobramento das vilosidades.

Para as trés espécies estudadas as semelhancgas estruturais sdo conspicuas, mostrando

ser este, o padrdo adotado para o género Cephalotes.
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