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RESUMO

As formigas constituem a familia Formicidae, essas possuem um sistema exdcrino
extremamente desenvolvido. As secre¢des exdcrinas sao conhecidas por desenvolverem
atos como alarme e defesa, trilha, atragdo sexual e outros. Este estudo tem como objetivos,
descrever a morfologia e histologia da glandula de Dufour de Paraponera clavata
(Fabricius, 1775), bem como, observar a funcionalidade comportamental dessa glandula.
As operarias foram coletadas, no povoado Condave, 3° distrito de Caxias, Maranhao,
Brasil e transferidas ao Laboratério de Mirmecologia/LAMIR, Campus Caxias/UEMA.
Para analises morfoldgicas e histologicas, os espécimes foram crioanestesiados, fixados
em placas de petri com parafina. As glandulas foram fixadas, desidratadas em gradiente
de etanol e embebidas em historesina JB-4, em seguida polimerizadas, seccionadas e
coradas. Para os estudos funcionais da secrecdo da glandula de Dufour, foram realizados:
i. Teste de trilha ii.Teste de alarme e defesa. Para o teste de trilha, foi confeccionada uma
arena de acrilico, dividida em duas trilhas paralelas (T1- 20 Glandula de cada ninho +
Hexano e T2- Hexano), somente um espécime lancado na arena. Para a realizagdo dos
testes de alarme, houve extracdos (T1- 20 Glandula + Hexano e T2- Hexano). Em seguida
as operarias foram lancadas em um recipiente forrado com papel filtro e coberto com uma
tampa de vidro transparente, a cada trés formigas lancadas na arena uma foi destacada na
regido do gaster.Com os resultados histoloégico da glandula Dufour de P. clavata, foi
possivel observar que essa, ¢ como um tubo simples, composto por um epitélio glandular,
formado por camada uUnica de células secretoras colunares. Durante os testes
comportamentais o ato “Dobrou gaster”, foi observado em todos os ninhos, sendo esse
um comportamento relacionado ao alarme e defesa em formigas. Os resultados obtidos
proporcionaram um esclarecimento sobre a glandula Dufour das operdrias, assim como

respostas comportamentais indicando a provavel fun¢do dessa glandula.

Palavras chave: Etologia. Formigas. Glandulas exdcrinas.



ABSTRACT

Ants make up the Formicidae family, they have an extremely developed exocrine system.
Exocrine secretions are known to develop acts such as alarm and defense, trail, sexual
attraction and others. This study aims to describe the morphology and histology of the
Dufour gland of Paraponera clavata (Fabricius, 1775), as well as observe the behavioral
functionality of this gland. The workers were collected in the village of Condave, 3rd
district of Caxias, Maranhdo, Brazil and transferred to the Myrmecology
Laboratory/LAMIR, Campus Caxias/UEMA. For morphological and histological
analyses, the specimens were cryoanesthetized and fixed in petri dishes with paraffin. The
glands were fixed, dehydrated in an ethanol gradient and embedded in historesin JB-4,
then polymerized, sectioned and stained. For functional studies of Dufour's gland
secretion, the following were carried out: i. Trail test ii.Alarm and defense test. For the
trail test, an acrylic arena was made, divided into two parallel trails (T1- 20 Gland from
each nest + Hexane and T2- Hexane), with only one specimen released into the arena. To
carry out the alarm tests, there were extractions (T1- 20 Gland + Hexane and T2- Hexane).
Then the workers were released into a container lined with filter paper and covered with
a transparent glass lid. For every three ants released into the arena, one was highlighted
in the gaster region. With the histological results of the Dufour gland of P. clavata, it was
It is possible to observe that this is like a simple tube, composed of a glandular epithelium,
formed by a single layer of columnar secretory cells. During the behavioral tests, the act
“Dobrou gaster” was observed in all nests, which is a behavior related to alarm and
defense in ants. The results obtained provided insight into the workers' Dufour gland, as

well as behavioral responses indicating the probable function of this gland.

Keywords: Ethology. Ants. Exocrine glands.
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1. INTRODUCAO

Os insetos sdo considerados excelentes bioindicadores, por apresentarem
ampla distribui¢do, possuirem papéis fundamentais nos ecossistemas, e por serem
sensiveis as mudangas ambientais (FORISTER et al., 2019). Entre os insetos, as formigas,
conhecidas como insetos eusociais, sdo consideradas como um dos grupos com maior
sucesso ecologico e numericamente abundantes (SILVA et al., 2020; FEITOSA et al.,
2021).

As formigas estdo situadas em varios lugares inclusive em uma grande
diversidade de vegetacdo, por isso merecem uma maior atengdo, por apresentarem uma
facil interagdo com diversos seres vivos como plantas, artropodes entre outros (SILVA,
2021). A familia Formicidae ¢ constituida por 22 subfamilias, agrupadas em 502 géneros
e 16.597 espécies, no Brasil sdo encontradas 12 subfamilias, agrupadas em 124 géneros
e cerca de 1.655 espécies (ANTWEB, 2023).

A espécie Paraponera clavata (FABRICIUS, 1775), € a tnica representante
viva da subfamilia Paraponerinae, pertencente a tribo Paraponerini. P. clavata ¢é
popularmente conhecida como tucandeira ou tocandira, esta espécie ¢ utilizada como
elemento folclorico, na regido Norte do Brasil, indios Sateré-Maw¢ utilizam as
tucandeiras em rituais de passagem para a vida adulta (DELABIE et al.,, 2015).

A ecologia de P. clavata, tais como nidificagdo e alimentacdo sdo bem
documentadas na literatura (JANZEN & CARROLL, 1983; BREED et al., 1987,
LONGITO & HANSN, 1995; LATTKE, 2003; JANDT et al.,2013; MCGEE & EATON,
2013). No entanto, estudos morfofisioldgicos das glandulas exocrinas de P. clavata sdo
€scassos.

Entre os formicideos, o comportamento e a assepsia da colonia sdo mediados
por compostos produzidos por cerca de 84 glandulas exocrinas (ADAMS et al., 2012;
BILLEN & SOBOTNIK 2015; ANDRADE et al., 2019; GUARDA & LUTINSKI, 2020).
Dentre a variedade dessas glandulas exdcrinas, o presente estudo destaca a glandula
Dufour, que se encontra anexada ao aparelho do ferrdo dos himendpteros aculeados.

A glandula Dufour ¢ classificada como uma glandula abdominal comum que
fica conectada ao sistema reprodutor feminino das formigas (ZHOU et al., 2018). A
glandula Dufour possui fungdes distintas entre as diferentes espécies de formigas, as

substancias secretadas sdo usadas como: (i) feromonios de trilha, (ii) secrecao para defesa
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(i11)) marcagdo territorial, (iv) recrutamento e (v) sexo (PASTEELS et al., 1989;
CAMMAERTS et al., 1981; MITRA, 2013).

A fungdo basica da glandula de veneno e Dufour ¢ armazenar ou reservar
varios tipos de secrecdes quimicas que quando armazenadas apresentam uma fungao,
porém, ao ser secretadas, podem adquirir modificagdes (XU et al., 2022).

A glandula Dufour produz principalmente compostos de carater lipidico, onde
os hidrocarbonetos de cadeia longa estdo entre os principais compostos. Muitos dos
compostos produzidos pela glandula Dufour estdo envolvidos no mecanismo de
comunica¢do quimica das espécies (SERRAO, 2015). Essas glandulas produzem e
armazenam feromonios e os colocam para fora do corpo da formiga de forma controlada
(DE SOUZA et al, 2018).

As formigas exercem papéis muito importantes em nosso meio, tais como:
Polinizagao das flores, dispersar sementes e equilibrar a cadeia alimentar, por isso, ¢ de
suma importincia a obtengdo de informagdes relacionadas ao modo de vida,
comportamento e diversas outras atividades por elas exercidas.

Estudar sobre a fun¢do das glandulas exdcrinas presentes no corpo de cada
individuo ¢ muito importante, com isso, este estudo pode fornecer informagdes altamente
relevantes e consequentemente futuros desenvolvimentos, como ¢ o caso da produgdo de
medicamentos e diversos outros beneficios.

Diante da caréncia de estudos morfofisiologicos da glandula Dufour de P.
clavata, o presente estudo, tem como proposta, suprir informacdes expressivas para a
compreensao de aspectos fisioldgicos, evolutivos € comportamentais intra e intercolonial
de P. clavata mediante a secre¢do produzida pela glandula Dufour, relacionadas as
respostas comportamentais exercidas pelas operarias através de testes comportamentais
de alarme e defesa, teste de trilha, assim como a morfologia da glandula em estudo.

Este trabalho também pode apresentar uma resposta bastante satisfatoria,
tendo em vista a escassez de informagdes sobre esta glandula. Com isso, este trabalho tem
como objetivos: Descrever a morfologia e a fisiologia da glandula Dufour de P.clavata,
bem como, observar a fun¢do desta glandula no ato comportamental; caracterizar a
morfologia externa da glandula dufour da P. clavata; descrever a histologia da glandula
dufour das P. clavata; analisar a influéncia das substancias da glandula dufour de P.
clavata no comportamento de alarme e no comportamento de trilha intracolonial e

intercolonial.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

O referencial tedrico abaixo enfatiza os seguintes temas: (2.1) Formicidae —
aborda a ecologia geral da familia formicidae (2.2) Subfamilia Paraponerinae — destaca
a ecologia e as caracteristicas dos representantes da subfamilia Paraponerinae (2.3)
Paraponera clavata — introduz a espécie como grupo de estudo deste trabalho, abordando
sua ecologia (2.4) Glandulas exdcrinas — caracterizamos os tipos de glandulas exdcrinas
e as provaveis fungdes das substancias secretadas pelas mesmas (2.5) Glandulas
exdcrinas em formigas — faz mengao da diversidade de glandulas exdcrinas encontradas
nas formigas, assim como, a composi¢ao da secrecdo glandular e suas diversas fungdes.
(2.6) Glandula Dufour de Formigas — destaca os tipos de comportamentos relacionados

a secre¢do glandular, os compostos presentes nas mesmas.

2.1. Formicidae

As formigas pertencem a familia Formicidae Latreille, (1809), ao filo
Arthropoda, subfilo Hexapoda, classe Insecta, ordem Hymenoptera, subordem Apocrita
e superfamilia Vespoidea. A familia Formicidae € rearranjada com base em
caracteristicas que sao compartilhadas por seus membros, permitindo assim, um esbogo

conjecturado de um suposto ancestral (URBANI, 1989).

Com a abundancia de formigas existentes, as mesmas se distribuem em 22
subfamilias, sendo estas agrupadas em clados como: leptanildides, poneroides e
formicoides. O clado poneroide apresenta mais de 1.500 espécies descritas, com
distribuicao em 6 subfamilias diferentes, sendo essas subfamilias; Agroecomyrmecinae,
Apomyrminae, Amblyoponinae, Paraponerinae, Ponerinae e Proceratiinae. Esse clado
apresenta uma abundancia em espécie que por conseguinte 80% dessas espécies
apresentam-se vivas na natureza (BOROWIEC et al., 2020).

Dentro da ordem Hymenoptera as formigas, abelhas e vespas, portam
caracteristicas de insetos verdadeiramente sociais, possuem muitas modificacdes
evolutivas ao longo do tempo, sendo, uma caracteristica chave desta ordem,
principalmente por serem aculeados, ou seja, a regido do ovopositor destes insetos,
sofreram modifica¢des, tornando-se um orgdo chamado ferrdo, utilizado para injetar
veneno produzido pelos individuos (BOROWIEC et al., 2020).

As formigas se diferenciam dos demais himendpteros por possuir

caracteristicas especificas, que sdo importantes para sua classificagdo, como por exemplo,
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a presenca do peciolo nodoso e a presenca da glandula metapleural, que faz uma
separagao total desses individuos com os demais himenopteros (BACCARO et al., 2015).
No entanto, foi encontrado na espécie Pelecinus polyturator (DRURY., 1773), da familia
Pelecinidae, uma glandula com as mesmas caracteristicas € composi¢des quimicas que a
glandula metapleural presente em formigas (ULMER et al., 2023).

Consideradas como insetos verdadeiramente sociais, as formigas cooperam
no cuidado das formas jovens, havendo uma divisdo reprodutiva do trabalho, com os
individuos estéreis, trabalhando em prol dos individuos férteis (SCHMIDT et al., 2012).

A forma na qual as formigas vivem, pode variar de acordo com a espécie,
algumas espécies podem ndo possuir moradia fixa, entretanto, outras podem ser
extremamente sedentarias, € consequentemente apresentar uma vida sedentaria, fatores
externos ou internos podem fazer com que haja a mudanga ou deslocamento das colonias
para outros locais (RODRIGUEZ et al., 2022).

A diversidade de formigas ¢ imensa, algumas estimativas sugerem que o
planeta abriga cerca de 20 quatrilhdes de formigas (SCHULTHEISS e al. 2022),
abundando assim outros insetos e aumentando seus graus evolutivos, com isso, esses
insetos sdo vantajosos por ocupar um maior espaco, principalmente obter maiores nichos

alimenticios, seja no solo ou na vegetagio (HOLLDOBLER e WILSON, 1990).

2.2. Subfamilia Paraponerinae

Paraponerinae ¢ uma subfamilia na qual duas espécies fazem parte, P. clavata
(FABRICIUS, 1775), espécie rica em numero de individuos, e P. dieteri (BARONE-
URBANE, 1994), espécie extinta havendo assim, a existéncia apenas de fosseis desses
individuos atualmente (DELABIE, ef al., 2015).

A subfamilia Paraponerinae apresentam caracteristicas proprias, como a
presenca de biparticdo nos escombros antenais, machos e fémeas apresentam em sua
fisiologia um peciolo com um pedunculo anterior longo, antenas com 12 segmentos, a
mandibula dos espécimes machos ¢ lobada e dentada, assim como o hipopigio dos
mesmos sao biaculeados (BOLTON, 2003).

De acordo com Baccaro et al., (2015), os individuos pertencentes a subfamilia
Paraponerinae, ganham destaque devido ao método de defesa por eles utilizados para sua
sobrevivéncia, como ¢ o caso de ferroadas extremamente dolorosas, € junto a essas

ferroadas sintomas preocupantes, tais como: enjoos, vomitos, tonturas, febres e desmaios.
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2.3. Paraponera clavata

Paraponera clavata é atinica representante viva da subfamilia Paraponerinae,
estd provavelmente entre as formigas mais conspicuas das florestas tropicais (DELABIE
et al, 2015). Esse fato nao estd relacionado com sua abundancia local, que raramente ¢
considerada alta, mas sim, com o tamanho das operarias ¢ o local de forrageio (BAADER,
1996).

As operarias forrageiam arboricamente em todas as alturas do dossel, os
ninhos sdo subterraneos nas bases das arvores, ou ocasionalmente em acumulos de himus
no dossel (AntWiki 2023).

Espécimes de P. clavata em especial as operarias, possuem uma diversidade
alimentar ampla, podendo apresentar habitos predatorios e aumentando assim, sua
diversificacao alimenticia, como ¢ o caso de néctar extrafloral que fazem parte de seus
recursos alimentares naturais, com essa diversificacdo na alimentacao, as mesmas sofrem
modificagdes internas, como as pressoes seletivas para impulsionar o instavel mecanismo
de defesa da glandula metapleural (MARTINS et al., 2022).

A coldnia desta espécie de formiga ¢ caracterizada por apresentar tamanho
variado e uma populagdo de individuos de 200 a 3.000 espécimes de operarias, assim
como sua nidificagdo acontece geralmente na superficie do solo, em proximidades a

arvores ou troncos (DELABIE et al., 2015).

2.4. Glandulas exocrinas

As glandulas exdcrinas tegumentares podem se dividir em trés classes, sendo
as classes i, ii e iii. Nas classe 7) apresentam-se células da epiderme, que sdo células com
a funcdo de liberar secrecdo para fora do corpo dos individuos através das cuticulas; classe
ii ) sao células que também eliminam secrecdo para fora do corpo, mas que, diferente das
células presentes na classe i, as células ndo passam primeiro pelas cuticulas mas por uma
célula epidérmica, e as células da classe iii) diferente das demais classes, as glandulas nao
se incorporam a epiderme, embora sejam oriundas dela (NOIROT & QUENNEDEY,
1974).

Os feromodnios mais citados em literaturas, e mais conhecidos atualmente, sdo
os feromonios de alarmes, de trilhas e os feromodnios sexuais. Os feromonios de alarme

sdo geralmente produzidos em glandulas que se abrem proximo de mecanismos de defesa
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dos insetos, como as mandibulas (ex. glandulas mandibulares, glandula frontal), e/ou na
regido do ferrdo (ex. glandula de veneno, glandula pigidial) (BILLEN, 2008).

As substancias volateis, dependendo da quantidade liberada no meio
ambiente, podem atrair individuos para acasalamento, ou at¢ mesmo repelir esses
individuos a curta distancia, sdo denominadas de feromonios sexuais (VILELA E DELLA
LUCIA, 2001).

A glandula de veneno produz toxinas que, em sua maior parte, nas
poneromorfas, ¢ de carater proteico (PALMA, 2006). Essas toxinas sdao injetadas em
outros individuos como defesa e/ou captura de presas (SERRAO et al, 2015).

As diversas substincias excretadas exercem diferentes fungdes, como a
marcacao de territorio, acasalamento, formacgao de trilhas e alarme (CAETANO et al.,
2002). Portanto a forma mais evidente utilizada por insetos sociais durante atos de
comunicacdo, acasalamento, higiene, protecdo e até mesmo discernir individuos de
coldnias diferentes, se d4 por meio dos feromonios presentes ao longo de seu corpo

(BILLEN., 2006).

2.5. Glandulas Exdcrina de formigas

As formigas apresentam uma diversidade de glandulas em todas as regides de
seu corpo, contudo, apesar dessa variedade de glandulas, atualmente sdo conhecidas
apenas 84 glandulas exocrinas (BILLEN E SOBOTNIK, 2015). As glandulas apresentam
varias funcdes diferentes, dependendo da glandula e da fungdo da mesma, como a
glandula pos-faringea que de acordo com a literatura, ¢ primordial em fontes de
hidrocarbonetos cuticulares, sendo os mesmos distribuidos ao longo do corpo das
formigas (WANG et al., 2016).

Em formigas as glandulas exdcrinas sdo classificadas de acordo com a regiao
no qual estdo localizadas. Nas glandulas cefalicas encontram-se as glandulas
mandibulares, pos-faringeas, profaringeas e intramandibulares entre outras; ja as
glandulas Mesossomais ficam localizadas as glandulas Salivares e Metapleurais; nas
glandulas Metassomicas, encontram-se as glandulas de veneno, glandula pigidial,
glandula Dufour, Retal, Intestinal, Veneno, Pavan e as glandulas pos-espigidial
(BILLEN., 2019).

Em estudos realizados com formigas cortadeiras (Atta e Acromyrmex)

Marinho et al. (2006), afirmam que os feromonios utilizados por essas formigas para
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defesa e protecao das colonias foram produzidos nas glandulas mandibulares das mesmas,
visto que, os feromonios podem possuir varias fungdes como; Alarme, reconhecimento
dos espécimes ou das trilha, do territério e dos ambientes no qual as mesmas ja tiveram
contato.

Em estudos realizados com formigas tecela do género Oecophyla, observou
que a comparacao do efeito da glandula de veneno em formigas da espécie Oecophylla
longinoda (LATREILLE, 1802), apresenta em sua composi¢ao, acido formico em grande
quantidade, ja a mesma glandula para a espécie Oecophylla smaragdina (FABRICIUS,
1775), o principal componente presente nessa glandula ¢ uma secrecdo Undecano; J& a
glandula Dufour presente em ambas as espécies, apresentam em sua composi¢ao
undecano e hidrocarbonetos, ambos importantes para comportamentos de alarme e defesa

principalmente da espécie O. longinoda (MEKONNEM et al., 2021).

2.6. Glandula Dufour de Formigas

A glandula Dufour e o aparato de ferrdo estdo interligados, isto acontece em
todas as fémeas pertencentes a ordem Hymenoptera (MARTIN et al, 2005). Os
feromonios presentes nas glandulas fazem com que espécimes de formigas exercam
comportamentos importantes; como toque de antena, que tem a fun¢do de informar os
individuos do ninho sobre o novo ninho ou nova coldnia que estdo vivenciando pela
primeira vez, ou até mesmo a questdo de limpeza dos espécimes (RODRIGUES et al.,
2022).

A glandula Dufour produz principalmente composig¢des de carater lipidico,
onde os hidrocarbonetos de cadeia longa estdo entre os principais compostos, muitos dos
componentes produzidos pela glandula Dufour estdo envolvidos no mecanismo de
comunicacdo quimica das espécies (SERRAO, 2015). Estas glandulas produzem e
armazenam feromonios e os colocam para fora do corpo da formiga de forma controlada
(DE SOUZA et al., 2018).

As formigas mesmo ndo exercendo nenhuma reagdo, ja demonstram um ato
comportamental, visto que, o comportamento das mesmas e as riquezas dos detalhes
exercidos por elas, despertam inumeras apreciagdes, como € o caso da construcdo de
ninhos, os detalhes das galerias com capacidade da entrada de ar, comida e a locomogao
das mesmas, assim como, organizacdo da colonia e a comunicagdo entre as mesmas

(BARBOSA et al., 2023).



23

3. MATERIAL E METODO

Oito ninhos de P. clavata foram localizados no povoado Condave Municipio
de Caxias, Maranhdo, Brasil (Figura 1). Apods as coletas, o material bioldgico foi
transferido para o Laboratério de Mirmecologia/LAMIR, do Campus Caxias, da

Universidade Estadual do Maranhdo/UEMA.

Figura 1: Localizagdo do povoado Condave 3° distrito de Caxias- MA.
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Fonte: PEREIRA, 2020.

Para a criacdo desses espécimes de formigas em laboratério, foram
confeccionados ninhos artificiais constituidos de caixas plasticas, forradas com parte do
solo/substrato coletado nos ninhos originais (Figura 2 A, B e C). Esses ninhos foram
mantidos em sala com temperatura (27° + 2°C) e luminosidade controlada (ciclo
claro/escuro - 12/12h), os individuos foram alimentados com uma dieta a base de

carboidratos e proteinas a cada dois dias (Figura 2 D e E).



24

Figura 2: A- Coleta de operaria de P. clavata com equipamentos especificos; B- Preparagdo do
ninho artificial; C- Ninho artificial, mantido em condi¢des de Laboratério, D e E - Troca de
alimentacdo e limpeza dos ninhos.

Fonte: AUTORA, 2023.

3.1. Morfologia Externa

Oito operarias de P. clavata por ninho foram crioanestesiadas e suas
glandulas Dufour dissecadas em solugdo fisioldgica (Figura 3). Imediatamente apds a
extragcdo das glandulas, procedeu-se as analises da morfologia externa, para isto, foram
obtidas imagens através de esteromicroscopio Zeiss® Discovery V12, utilizando o

programa Zen® 2012, com camera digital AxionCan ICc1 de 1.4 megapixel acoplada. As
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medi¢oes e escalas foram realizadas no programa Zen® 2012. Estas etapas foram

realizadas no Laboratorio de Estudo dos Invertebrados/LEI do Campus Caxias/ UEMA.

Figura 3: Procedimentos laboratoriais. A- Estereomicroscopio Stemi DV4 (Zeiss). B — Pingas
entomologicas, soro fisiologico e placas de petri; C- Dissecacdo e preparagdo do extrato da
glandula Dufour.

Fonte: AUTORA, 2023.
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3.2. Histologia

Para a realizacdo dos cortes histoldgicos, oito operarias de P. clavata foram
crioanestesiadas e suas glandulas de Dufour dissecadas e transferidas para microtubos
contendo solugdo fixadora de Zamboni (Stefanini ef al., 1967).

Posteriormente as glandulas foram desidratadas em série crescente de etanol
(70%, 80%, 90% e 95%) e embebidas com Historesina (Leica) e dlcool absoluto (1:1) por
12 horas. Apos esse tempo, as amostras foram embebidas em resina pura por mais 12
horas, em seguida o material foi colocado em moldes preenchidos com resina contendo
catalisador (Historesina Leica).

Ap0s a polimerizagao, as amostras foram seccionadas em micrétomo Leica,
com seccdes de 3um de espessura, e transferidas para laminas, onde foi corada com
hematoxilina/eosina. As amostras foram analisadas e fotografadas em microscopio de luz
com camera digital acoplada (Olympus BX-60), com auxilio do programa Q-capture. As
imagens foram editadas com o programa Image-Pro Plus Windows Version 4.2, para a
mensuragao das escalas. Para as analises de morfometria, o nimero de células secretoras
foi contado a partir dos cortes histoldgicos e posteriormente foram realizadas as medidas
de area das células secretoras, do nucleo, do didmetro da borda e realizacao do calculo da
razao nucleo/citoplasma, utilizando o software Imagel. As andlises histologicas foram
realizadas no Laboratorio de Ultraestrutura Celular da Universidade Federal de
Vicosa/UFV.

3.3. Teste Comportamental de Trilha

Para a analise do efeito de trilha, foi confeccionada uma arena de acrilico,
dividida em duas trilhas paralelas (Trilha A e Trilha B), ambas com 60cm de extensdo
por 3cm de largura, e uma “area de langcamento” que consiste num espaco de 20x6cm que
antecede as trilhas (Figura 2). Foram adicionados nas trilhas dois tratamentos:
Tratamento 1 (T1) — Extrato glandular, constituido de 20 glandulas Dufour de operarias
de P. clavata maceradas e dissolvidas em hexano (200 pL). Tratamento 2 (T2) Teste
controle, utilizando apenas o hexano. Os dois tratamentos foram distribuidos na
propor¢ao de 10uL a cada 10cm, colocados antagonicamente nas trilhas, variando
aleatoriamente os dois tratamentos entre as trilhas A e B a cada novo teste.

As formigas foram posicionadas primeiramente na “area de langamento,” e
os bioensaios dessa etapa, ocorreram de forma individual, ou seja, apenas uma formiga

por vez foi submetida a arena de teste, sendo observada durante cinco minutos (no
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maximo) ou até percorrer completamente uma das trilhas. Foram extraidas glandulas de
20 operarias de cada 08 ninho, para realizar os testes comportamentais, sendo testes
intracolonial (n= 4) e intercolonial (n= 4), perfazendo um total de 64 bioensaios, a cada
teste realizado.

As analises desses testes, teve como base a distancia percorrida pela formiga
e a preferéncia de trilha entre os compostos testados. Todas as movimentacdes das
formigas, foram filmadas com camera digital modelo Sonny — Carl Zeiss, 14.1
megapixels, para dar suporte as analises posteriores. Para apresentagdao dos resultados,
foram utilizados graficos de box-plot (“diagrama em caixa’’), que mostram: i) os valores
centrais (mediana), ii) a dispersdo (primeiro e terceiros quartis) e iii) os valores maximos
e minimos. Para essas analises foram utilizadas as analises com o programa PAST, versao
4.0.

Figura 4: Modelo esquematico da arena para bioensaios comportamentais de trilha,
demonstrando as trilhas A e B, onde foram utilizados os tratamentos 1 (extrato da glandula de
Dufour de P.clavata) e 2 (hexano).
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Fonte: ANDRADE, 2018.

3.4. Teste Comportamental de Alarme

Para os testes comportamentais de alarme, foram confeccionada uma arena
composta por um recipiente plastico transparente, com 20 cm de didmetro por 10 cm de
altura, sobreposta por uma tampa de vidro para melhor analise do comportamento das
formigas, a base foi forrada com papel filtro, trocado a cada novo teste (Figura 5). Nestes
bioensaios foram utilizados dois tratamentos (T1 e T2): T1 — Extrato da glandula, 20
glandulas Dufour de operarias de P. clavata, maceradas e dissolvidas em hexano (100
ulL) e T2 — Teste controle, utilizando apenas o hexano como controle. Pedagos de papel

filtro (1cm?), foram embebidos nestes tratamentos e submetidos a arena de teste.
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Diametralmente ao papel com os tratamentos foi colocado outro pedaco de
papel filtro (de mesmo tamanho) na arena, este sem nenhum tratamento. Trés formigas
foram submetidas (juntas) a cada novo bioensaio, sendo apenas uma delas escolhida como
“formiga-teste” marcada com tinta a base de agua, na altura de seu gaster, para melhor
monitoramento de seus atos comportamentais de maneira individual. Os comportamentos
das outras formigas sem marcagdo, submetidas aos bioensaios, ndo foram analisados no
presente estudo, pois as mesmas foram lan¢adas na arena apenas para servir de companhia
para a formiga- teste.

Oito ninhos de P. clavata, foram utilizados neste teste, sendo selecionadas 16
“formigas-testes” de cada ninho (04 para o T1 + 04 para o controle ¢ 04 para o T2+ 04
para o controle). Para cada tratamento, foram realizadas 04 repeti¢cdes de 10 minutos cada,
perfazendo um total de 128 bioensaios. A analise dos bioensaios de alarme, foram
baseadas na observagao de atos comportamentais mediante a utilizagdo dos tratamentos.
Todos os bioensaios foram filmados com camera digital modelo Sonny — Carl Zeiss, 14.1
megapixels. Para as andlises dos testes foi produzida uma tabela Excel (presenca-
auséncia) com os atos comportamentais verificados. Os resultados obtidos foram

comparados por meio do teste de Qui-quadrado.

Figura 5: Modelo esquematico da arena para bioensaios comportamentais de alarme em formigas
P. clavata, utilizando o extrato da glandula mandibular (Tratamento 1) e o controle/hexano
Tratamento 2).
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Fonte: ANDRADE, 2018.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Histologia

A glandula Dufour encontra-se localizada na regido do gaster das operarias
de formigas da espécie P. clavata, muito proxima da glandula de veneno das operarias
(Figura 6).

Figura 6: Localizacdo da glandula Dufour em formigas.
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Fonte: SERRAO et al (2015).

Em P. clavata, a glandula de Dufour se apresenta como um tubo simples
composto por um epitélio glandular, formado por uma camada tnica simples de células
secretoras colunares (glandula da classe 1 - G1), semelhante ao longo de todo o tubulo
(Figuras 7 A e B). As células apresentam nucleos esféricos e nucléolo evidente (Figuras
7CeD).

Tabela 1: Dados morfométricos da glandula Dufour de Paraponera clavata.

N°de | Area da célula (média Area do nucleo Dlametror d.a
células + EP, pm?) (média + EP, pm?) | D0Tda (média | RNC
; : + EP, pm?)
+752 231,22+ 90,57 3,30 +£10,998 6,94+ 1,1 0,072

Fonte: AUTORA, 2023.

O numero de células presente na glandula Dufour de formiga da espécie P.
clavata (Figuras 7-D), ¢ de aproximadamente (752) células. Em relagdo a area dessas

células, a mesma apresentou uma média de aproximadamente (231,22 pm?), sendo todas
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essas células ricas em niicleo, no qual os mesmos possuem uma area de 3,30 pm?, e com
um didmetro de borda cuja média é de aproximadamente (6,94 pm?). Em relacdo a
atividade metabolica das células secretoras, calculada pela razdo nucleo/citoplasma, a
mesma apresentou 0,072 (Tabela 1).

Com isso, torna-se evidente que essa glandula é muito importante para
inimeras atividades desenvolvidas pelas operarias, sejam elas reprodutivas, atos de
predagdo bem como estratégias de defesas das mesmas. A glandula Dufour pode fornecer
diversas fungdes aos hymendpteros como marcagdo de territorio, marcagdo de trilhas,
alarme e defesa, seja nas colonias, com sociedade ou individual, escravidao, bem como,

produgdo de hormonios sexuais (XU et al, 2023).

Figura 7. Seccdes histologicas da glandula de Dufuor de Paraponera clavata (corada com eosina
e hematoxilina). A e B. Vista geral da glandula. C e D. Glandula da Classe I representada por
células secretoras colunares, mostrando o epitélio (Ep). Cada glandula possui um nucleo (Nu).
Ao redor do tubo simples ¢ possivel ver células  musculares  Mu.

A glandula Dufour apresenta suas particularidades, com isso, ¢ possivel

perceber a existéncia de diferentes tamanhos de acordo com as espécies, colonias e
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consequentemente funcao. A glandula Dufour pode conter diferentes funcdes e sofrer
diferentes variagdes, como exemplo em individuos do género Periplanetas, as glandulas
acessorias produzem um material bronzeado para depositar os ovos, em gafanhotos as
mesmas glandulas produz uma secre¢ao espumosa, em mosquitos do género Chironomus,
essas glandulas acessorias produzem uma bainha gelatinosa, e em individuos pertencentes
ao género Hydrophillus, essas glandulas produzem seda, formando assim, o casulo onde
s30 depositados os ovos (ABDALLA & CRUZ-LADIM, 2001).

A morfologia da glandula Dufour pode variar entre os grupos de
hymenopteros, sejam eles sociais ou solitarios, onde a estrutura dessa glandula pode ser
um tubo epitelial de camada tinica, cujas células possuem a funcao de secretar material
no lumen da glandula, facilitando assim a emissdo dos compostos quimicos para fora das
mesmas, sendo os musculos, os principais controladores da quantidade de secregao a ser
liberada ao meio externo (MITRA, 2013).

Em estudos realizados com as glandulas Dufour e a glandula de veneno de
formigas da espécie Componotus japonicus (MAYR, 1866), foi possivel observar que a
glandula Dufour, apresenta em sua composi¢do, compostos quimicos que sdo volateis e
semivolateis, alcoois, acidos, compostos aromaticos entre outros compostos quimicos
(XU et al, 2023).

A glandula Dufour das operarias de P. clavata, apresentam como observado
na imagem, varias estruturas como nucleo, epitélio, misculos, entre outras caracteristicas.

Em estudos realizados com formigas da espécie Leptanilla clypeata
(YAMANE & ITO, 2001), observou que a glandula Dufour dessa espécie, apresentam
estruturas em forma de tubos simples, cujas paredes epiteliais contém células glandulares
da classe 1, com espessura em aproximadamente (Sum), e com células epiteliais
compostas por nticleo e varias mitocondrias, todas com revestimento de até (1um), o que
difere das operarias de P. clavata pois as mesmas apresentam um nucleo com area de
(3,30 um), podendo ser explicado devido ao tamanho conspicuo dessas operarias
(BILLEN et al, 2022).

Em estudos realizados com a glandula Dufour de vespas fémeas do género
Myzinum sp., foi possivel observar que as células presentes nessa glandula, forma uma
estrutura com semelhangas a uma ctpula, deixando essa caracteristica restrita apenas as
vespas, essas glandulas possuem o epitélio como por¢ao principal medindo
aproximadamente (10 pm), o nucleo com diametro de (5pum) lateralmente, as células com

diametro de (2pm), o ducto com comprimento de (200um) e largura de (80um) (BILLEN
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et al, 2017). Entretanto, hé caracteristicas presentes nas glandulas das vespas estudadas,
que contém semelhanga em formigas da espécie P. clavata, o ducto da glandula é proximo
ao local da picada, possui um comprimento significativo, o nicleo possui uma area de
(3,30um), o diametro das bordas com uma média de (6,94 um), podendo ser explicado
essa diferenca em tamanhos, questdes relacionadas a alimentagdo, o tamanho conspicuo
dos individuos, bem como a espécie em si.

Ja nas glandulas Dufour de operarias de formigas da espécie Leptanilla
clypeata (YAMANE & ITO, 2001), foi possivel observar células glandulares de classe I
com espessuras de (Sum), revestidas com epitélio de (0,5-1pum), mas nenhum elemento
citoplasmatico foi observado (BILLEN et al, 2022). Em P. clavata as células apresentam
uma area de (231,22 um), um valor superior ao referente a espécie Leptanilla clypeata, o
que pode ser explicado por causa do tamanho das operarias de P. clavata ser superior ao
tamanho das L. clypeata, assim como o habitat, os locais de forrageios entre outros.

Em observacdes realizadas durante estudos feitos com as glandulas Dufour
de individuos da espécie Scaptotrigona postica (LATREILLE, 1807), foi possivel
observar em suas estruturas, uma vasta complexidade, onde a parede do tubo dessas
glandulas apresenta inimeras dobras epiteliais, e em rainhas virgens, essas glandulas
apresentam-se menos convolutas, diferente das rainhas fecundadas, que apresentam as
mesmas estruturas facilmente observada ( ABDALLA & CRUZ- LADIM, 2005).

4.2. Teste de Trilha

Os resultados presente nas tabelas (4 e 5), contém informagdes relacionadas
a distdncia média percorrida por operdria de P. clavata, com testes compotamentais
intracolonial (Tabela 2), e testes comportamentais intercolonial (Tabela 3), onde os
tratamentos utilizados foram: Tratamento 1 (T1), contendo 20 glandulas Dufour

dissolvidas em 200 pm de hexano, e Tratamento 2 (T2) contendo hexano como controle.
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Tabela 2. Média da distancia percorrida (cm), entre as trilhas com os tratamentos testados, com
operarias de P. clavata no teste comportamental de Trilha intracolonial.

Distancia média percorrida (cm)

Ninhos
T1 - Glandula (G.D) T2 — Controle

1x1 0,15 32,5
2x2 12,5 30
3x3 52,5 30
4x4 35 52,5
5x5 25 32,5
6x6 30 17,5
7x7 30 32,5
8x8 5 7,5

Média total 190,15 235

Tratamento 1(T1)- extrato da Dufour GD . Tratamento 2(T2) Hexano/controle.

Os resultados presentes na (Tabela 2), cujas trilhas sdo realizadas com
formigas intracoloniais, foi possivel observar que a trilha no qual as operarias obtiveram
maior preferéncia para seguir a trilha contendo o tratamento 2 (T2), com uma média de
235,00, um valor superior a média presente no tratamento 1(T1), cuja média foi de apenas

190,15.

Tabela 3. Média da distancia percorrida (cm), entre trilhas com tratamentos testados, com
operarias de P. clavata no teste comportamental de Trilha.

Distancia média percorrida (cm)

Ninhos :
T1 — Glandula (G.D) T2 — Controle

1x2 30 15
2x1 7,5 0
3x4 52,5 30
4x3 40 25
5x6 42,5 42,5
6x5 42,5 35
7x8 27,5 17,5
8x7 5 20

Média total 247,5 185

Tratamento 1- extrato da Dufour GD. Tratamento 2 — hexano/controle.

Para os resultados presentes na (Tabela 3), foi possivel observar, que a média
para o tratamento 1 (T1), foi uma média de 247,5 cujo valor foi superior ao presente no

tratamento 2 (T2), com uma média de apenas 185,00.
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Figura 8. Box-plot dos bioensaios comportamentais para verificagdo do efeito de trilha em
glandulaDufour de Paraponera clavata (Tratamento 1: Glandula e hexano; Tratamento 2:
Hexano como Controle), Ninhos 01 e 02intracolonial e intercolonial.
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Fonte: AUTORA, 2023.

Observando os graficos de box-plots referente aos testes comportamentais
intracolonial (N1xN1 e N2xN2), assim como os testes comportamentais intercolonial
(N1xN2 e N2xN1), ¢ perceptivel uma preferencia das operdrias quando em contato com
os testes intracoloniais pela trilha contendo tratamento 2 (T2), composto de Hexano como
controle, j4 quando os testes comportamentais sdo intercoloniais, hd preferéncia das
operarias em seguir a trilha, contendo tratamento 1(T1), composto por glandulas

dissolvida em hexano.
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Figura 9. Box-plot dos bioensaios comportamentais para verificagdo do efeito de trilha em
glandulaDufour de Paraponera clavata (Tratamento 1: Glandula e hexano; Tratamento 2: Hexano
como Controle), Ninhos 03 e 04 intracolonial e intercolonial.

TESTE TRILHA N3 X N3

-
i

60
[A]
504
45
8 40
'E 354
g
B 307
g 25
'Qr. 20
15
10
s
0
=
554
50
454
8 a0
a N
354
g 304
=
8 254
b
7 204
a
154
10
s

GLAN + HEXANO

TESTE TRILHA N4 X N4

:
I

HEXANO

GLAN +~ HEXANO

HEXANO

Distancia Percomda (cm)

Distincia Percomida (cm)

TESTE TRILHA N3X N4

T
1

GLAN = HEXANO

TESTE TRILHA N4X N3

|
1

HEXANO

GLAN +~ HEXANO

HEXANO

Fonte: AUTORA, 2023.

O gréfico contendo os ninhos intracolonial (N3xN3 e N4xN4), assim como,

os ninhos intercoloniais (N3xN4 e N4xN3), diferente do grafico presente na (Figura 6), ¢

perceptivel uma preferéncia das operarias pelas trilhas contendo o tratamento 1(T1) em

quase todos os bioensaios, exceto o teste intracolonial (N4xN4), cujas operarias optaram

pelo tratamento 2 (T2), composto de hexano como controle.
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Figura 10. Box-plot dos bioensaios comportamentais para verificacdo do efeito de trilha em
glandulaDufour de Paraponera clavata (Tratamento 1: Glandula e hexano; Tratamento 2:

hexano como Controle), Ninhos 05 e 06 intracolonial e intercolonial.
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Para o grafico de Box-plot presente na (Figura 7), cujos bioensaios foram
trabalhados com os ninhos intracoloniais (N5xN5 e N6xN6), e os ninhos intercoloniais
(N5xN6 e N6xNS5), é possivel observar que apenas no bioensaio intracolonial (N5xN5)
as operarias obtiveram uma preferéncia significante para o tratamento 2 (T2) contendo
hexano como controle, os demais bioensaios torna-se evidente uma preferéncia pelo

Tratamento 1(T1), composto de glandulas dissolvidas no hexano.



37

Figura 11. Box-plot dos bioensaios comportamentais para verificagdo do efeito de trilha em
glandulaDufour de Paraponera clavata (Tratamento 1: Glandula e hexano; Tratamento 2:
Hexano como Controle), Ninhos 07 e O8intracolonial e intercolonial.
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Para os resultados presentes nos bioensaios contidos nos graficos de Box-plot
da (Figura 8), € perceptivel uma preferencia pelo tratamento 1 (T1), apenas no bioensaio
(N7xN8), os demais bioensaios, todos apresentaram um desvio padrdo para o tratamento
2 (T2).

A maneira como as formigas lidam com as trilhas fisicas, diz muito sobre os
diferentes meios estratégicos utilizados por elas, sejam de forma individual, ou coletivos
quando os espécimes estdo forrageando um dado ambiente (SILVA, 2011). Com isso,
percebemos assim essa afirmacdo nos resultados intracolonial, onde obtivemos como
resposta das operarias testadas, uma preferéncia pela trilha contendo tratamento 2 (T2),
composto apenas de hexano como controle (Tabela 2), tal resposta pode ter ocorrido,
devido ao reconhecimento das operarias pelos feromonios das demais companheiras de
ninhos, consequentemente optaram por seguir odores novos, como € o caso da trilha
contendo tratamento 2 (T2), visto que, as operdarias testadas ndo entrataram em contato
com as demais que seriam langas na area de langamento.

Em estudos realizados com vespas invasoras da espécie Polister versicolor
(OLIVIER, 1791), ¢ perceptivel a importancia da glandula Dufour desses individuos para
o reconhecimento dos companheiros de ninhos e coespecificos em espécies Polister
dominula (CHRIST, 1791), j& para a espécie Polister fuscatus (FABRICIUS, 1793), a

mesma glandula, exerce a fun¢do de domindncia e interacdo entre os especimes
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(BULGARELLA, 2022).

Os insetos apresentam uma grande capacidade de comunicagdo e intera¢ao
com o meio, com isso, Guermandi (2021), afirma que os meios utilizados por uma
formiga para tracar as rotas entre as colonias e a fonte de alimentagdo delas, se dar por
meio de feromonios que tracam seus perfis olfatorio.

Em estudos realizados com operarias de Atta sexdens, foi possivel observar
que a comunicagdo de forma indireta realizado pelas operarias durante suas atividades de
forrageamento, ocorrem por meio de feromodnios, onde através desses feromonios, ocorre
a troca de informacdes desde o ninho, até o local forrageado (CARMO, 2021). Desde
entdo, ¢ perceptivel a importancia da comunicacdo desses individuos por meio dos
feromonios.

Os odores exalados ao meio ambiente ¢ importante para facilitar o
reconhecimento ou a discriminacdo dos insetos, sendo esses, muito importante na
construgdo de trilhas ou pistas caracteristicos de cada colonia (WILSON, 1971).

Em insetos, tais comos as formigas, esse odor caracteristico das colonias, ou
seja, emitido através das glandulas enddcrinas, tem como principal fungdo, a distin¢do
das companheiras de ninho, sendo a composi¢ao desse odor com caracteristicas
apropriadas de cada colonia ou espécie, dependendo assim de fatores genéticos,

alimentacao entre outros (VILELA & DELLA-LUCIA, 1984).

4.3. Teste de alarme

Os resultados obtidos por meio dos testes comportamentais de alarme, foram
inseridos em duas tabelas com testes comportamentais intracolonial (Tabela 4), e
intercolonial (Tabela 5). Os ninhos foram separados em: Tratamento 1 (T1), composto
com glandulas Dufour de operarias de P. clavata,; Tratamento 2 (T2), com hexano como
controle e Qui-quadrado, representado pela letra (P), cuja média para resultados
significativos ¢ de P<=0,005.

Para ambos os testes comportamentais (Intracolonial e Intercolonial), foi
possivel observar os mesmos atos comportamentais exercidos pelas operarias, sendo eles:
Abrir Mandibula (AM), Toca Companheira (TC), Levantar Antena (Lev. A), Limpar as
Patas (LP), Dobrar o Gaster (DG), Limpar Antena (LA), Enrolar o Gaster (EG) e Ficar
Parada (FP).
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Tabela 4. Repertérios comportamentais intracolonial observados com operarias de formigas da
espécie Paraponera clavata, mediante os tratamentos utilizados em testes comportamentais de
Alarme, com Tratamento 1: Extrato de glandula Dufour; Tratamento 2: Hexano como controle.
AM: Abrir Mandibula. TC: Tocar companheira. Lev. A: Levantar Antena. LP: Limpar as Patas.
DG: Dobrar o Gaster. LA: Levantar Antena. EG: Elevar o Gaster. FP: Ficar Parada.
Tratatamento 1 (T1): Glandulas Dufour. Tratamento 2 (T2): Hexano. (P): Qui-quadrado (P=
ou <0,005).

NIxN1 N2xN2 N3xN3 N4xN4
NINHOS
TI (%) (%) P TI (%) T2 (%) P T1 (%) T2 (%) P TI (%) n% P
AM 25 0 0,002 100 100 0 75 25 0,002 75 25 0
TC 100 100 0 75 100 -0,002 75 50 0,001 100 75 0
Lev.A 100 50 0 50 50 0 50, 0 0,003 0 0 0
LP 75 50 0,0013 50 50 0 100 100 0 100 75 0,002
DG 25 25 0 50 25 0,001 50, 50 0 50 0 0,003
LA 75 100 -0,002 25 100 -0,005 100 50 0,003 25 0 0,002
EG 25 50 0 50 0 0,003 25 0 0,002 0 0 0
FP 25 25 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
N5XN5 N6xN6 N7xN7 N8xN8
NINHOS
TI (%) T (%) P TI (%) 2 (%) P T (%) T2 (%) P TI (%) (%) P
AM 75 75 0 100 100 0 75 100 -0,002 75 100 -0,002
TC 100 100 0 75 100 -0,002 75 75 0 100 100 0
Lev.A 0 0 0 25 25 0 25 25 0 25 50 0
LP 100 100 0 100 75 0,002 100 50 0,003 100 100 0
DG 50 25 0,001 75 25 0,002 25 0 0,002 75 25 0,002
LA 50 50 0 100 25 0,002 100 25 0,002 100 75 0,002
EG 0 25 -0,002 0 0 0 0 0 0 50 50 0
FP 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Fonte: AUTORA, 2024.

Para os resultados intracoloniais, foi possivel observar que houve atos
comportamentais significativos, como os atos comportamentais de LP (Limpar as Patas),
DG (Dobrar o gaster), Lev.A (Levantar a antena), e FP (Ficar parada), foram atos
comportamentais significativos para todos os ninhos testados contidos na (Tabela 4), com
resultados de P = ou < (0,005). Os atos negativos, como ¢ o caso dos atos de Lev. A
(Levantar a antena), nos ninhos 01 e 02, AM (Abrir mandibula), nos ninhos 7 ¢ 8, TC
(Tocar companheira), nos ninhos 2 e 6 ¢ EG (Enrolar o gaster), que foi negativo no ninho
5.

Diferente dos testes comportamentais intracoloniais, os testes intercoloniais,
apresentaram uma maior variedade em nimeros negativos em relagdo aos que foram
significativos (Tabela 5).

Para o ninho intercolonial (N1xN2), os atos comportamentais de AM (Abrir
mandibula), Lev. A (Levantar antena), LP (Limpar as patas) e LA (limpar antenas), foram
atos negativos. Nas colonias (N2xN1), os atos comportamentais de limpar as patas, dobrar
o gaster, e enrolar o gaster, foram negativos para essas colonias testadas. Nos ninhos
(N3xN4), os atos comportamentais de levantar a antena, limpar as antenas e enrolar o

gaster, foram resultados negativos. Nos ninhos (N5xN6), os atos comportamentais de LP
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(Limpar as patas), DG (Dobrar o gaster) e Lev. A (levantar as antenas), foram resultados
negativos, ou seja, nao foram significativos para essas coldnias testadas, ja para os ninhos
(N7xN8), apenas o ato comportamental de DG (Dobrar o gaster), foi um resultado
negativo referente aos demais (Tabela 4).

Com esses dados foi possivel observar que as formigas sdao bastante
inteligentes, e que a cada preferéncia sejam por trilhas ou tratamentos especificos, hd uma
resposta com diferentes formas de se expressar.

Os atos comportamentais que foram negativos, sao atos que as formigas
obtiveram uma preferéncia pelo tratamento 2, ou seja o tratamento composto por hexano
como controle, com isso, ao comparar os testes intracolonial (Tabela 4), com os testes
comportamentais intercolonial (Tabela 5), h4 sim resultados preferenciais das operarias
em executar mais atividades comportamentais quando em contato com o Tratamento 2,
quando submetidas aos testes comportamentais intercoloniais, que os intracoloniais.

Com isso, dentre os oito atos comportamentais realizados quando as operarias
foram submetidas aos bioensaios intracoloniais (Tabela 4), apenas quatro atos
comportamentais foram significativos para todos os ninhos testados, que foram eles:
Lev.A (Levantar Antenas), LP (Limpar as Patas), DG (Dobrar o Gaster) e FP (Ficar
Parada), os demais atos também foram significativos, porém para alguns ninhos testados.

O ato comportamental de levantar antenas exercido pelas operarias, eram
realizados sempre que as operarias eram submetidas a arenas e quando em contato com
qualquer corpo estranho, ou com outras operarias, as mesmas elevavam suas antenas por
alguns segundos. Barros (2013), em estudos realizados com formigas da espécie Atta
sexdens rubropilosa (FOREL 1908), relata os mesmos atos comportamentais exercidos
pelas operdrias, quando passavam proximos a regido e sentiam algum odor, em seguida
elevavam suas antenas por alguns segundos.

O ato comportamental de limpar as patas ¢ realizado pelas operarias com o
uso das mandibulas, bem como, as proprias patas, com isso, as formigas esfregam
bastante a pata no seu aparelho bucal removendo totalmente qualquer tipo de sujeita de
acordo com seus graus de higienizagao.

Os mesmos atos comportamentais para limpeza das patas foram realizados
por operarias de formigas da espécie Atta sexdens rubropilosa (FOROEL, 1908), quando
as mesmas utilizaram as pecas bucais varias vezes para limpeza dos primeiros e segundo

par de patas (BARROS, 2013). Corroborando também com estudos realizados com
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formigas da espécie Dinoponera quadriceps (KEMPF, 1971), onde as operarias
realizaram os mesmos atos comportamentais para limpeza corporal (ANDRADE, 2010).

Dobrar o gaster ¢ um ato comportamental realizado pelas operarias para fazer
a limpeza total da regido do gaster, as operarias ficavam em forma de “C”, ou enrolavam
totalmente o abdomen para fazer uma limpeza mais rigorosa, colocando assim, o gaster
nas mandibulas e fazendo a conclusdo dessa limpeza com os primeiros pares de patas, ja
que os 2 ultimos pares de patas, servem para apoiar-se e facilitar essa limpeza. Os mesmos
atos, foram presenciados em estudos realizados com as formigas da espécie Dinoponera

quadriceps realizado por (ANDRADE, 2010).

Tabela 5. Repertorios comportamentais intercolonial observados com operarias de formigas da
espécie Paraponera clavata mediante os tratamentos utilizados em testes comportamentais de
Alarme, com Tratamento 1: Extrato de glandula Dufour; Tratamento 2: Hexano como controle.
AM: Abrir Mandibula. TC: Tocar companheira. Lev. A: Levantar Antena. LP: Limpar as Patas.
DG: Dobrar o Gaster. LA: Levantar Antena. EG: Elevar o Gaster. FP: Ficar Parada.
Tratatamento 1 (T1): Glandulas Dufour. Tratamento 2 (T2): Hexano. (P): Qui-quadrado (P=
ou <0,005).

NI1xN2 N2xN1 N3xN4 N4xN3
NINHOS
T (%) T2 (%) P TI (%) T2 (%) P T1 (%) T2 (%) P T (%) 2 (%) P

AM 0 50 -0,003 50 25 0,001 75 75 0 50 25 0,001
TC 50 100 0,003 100 100 0 75 100) 0,002 100 100 0
Lev.A 50 75 -0,001 75 25 0,002 25 50 0,001 0 25 -0,002
LP 75 100 -0,002 25 75 -0,002 75 75 0 100 100 0
DG 50 50 0 25 50 -0,001 50 25 0,001 25 50 0
LA 50 75 -0,001 50 100 0,003 25 50 -0,001 75 50 0,001
EG 50 50 0 50 75 -0,001 25 50 -0,001 0 50 -0,003
FP 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

N5xN6 N6xXN5 N7xN8 N8XN7

NINHOS
T (%) %) |P T (%) T2 (%) P T1 (%) T2 (%) P T1 (%) 2 (%) P

AM 75 75 0 75 75 0 100 100) 0 75 75 0
(e 100 100 0 100 100 0 50 50 0 100 100 0
Lev.A 0 0 0 0 0 0 25 50 0 50 50 0
LP 25 75 -0,002 75 100 -0,002 100 75 0,002 100 100 0
DG 0 25 -0,002 100 75 0,002 0 100) -0,005 0 50 -0,003
LA 25 50 -0,001 100 75 0,002 100 100) 0 100 100 0
EG 25 0 0,002 25 0 0,002 25 0 0,002 25 25 0
FP 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Fonte: AUTORA, 2024.

Para os resultados intercoloniais, foi possivel observar que para os todos os
atos comportamentais apenas os atos de TC (Tocar companheira) , e FP (Ficar Parada)),
foram atos comportamentais significativos para todos os ninhos testados, ou seja, dentre
oito atos comportamentais, apenas dois foram significativos para todos os ninhos
testados, os demais apesar de serem significativos em alguns ninhos, foram negativos em

outros ninhos testados.
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Tocar a companheira (TC), € um ato comportamental no qual as operarias
utilizam as antenas para trocar informagdes e fazer o reconhecimento por meio dos
feromonios exalados por cada individuo. Com isso, Carmo (2021) afirma que as
informacgdes que as operarias de formigas da espécie Atta sexdens ao iniciar 0 processo
de forragear os primeiros individuos levavam as informacdes para os demais que estavam
na colonia fazendo o recrutamento dos mesmos.

Os comportamentos exercidos pelas operarias como podem variar de acordo
com suas necessidades e com o ambiente, o ato comportamental de FP (Ficar Parada), ¢
um ato no qual as operarias quando submetidas na arena fica sem nenhuma reagdo por
alguns segundos ou até todo o periodo de observagao, e assim com qualquer outro ser as
formigas podem sim, conter reacdes agressivas em contato com perigo, entretanto ficarem
paradas sem nenhuma reagao.

Os comportamentos de alarme e defesa exercido por formigas de acordo com Diehl-Fleig
(1995), consiste em intimeras reacdes, ndo somente a movimentagdes simples, mas
reagoes que sdo desde aquelas mais simples a outras bastante complexas como € o caso

de reagdes emitindo qualquer sinal de alerta, corridas rapidas entre outras.
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CONCLUSAO

Com o estudo realizado da glandula de Dufour de P. clavata, por meio de
métodos histoldgicos, possibilitou concluir que essas glandulas sdo caracterizadas por
células glandulares pertencentes a Classe I (G1) sendo assim, os dados aqui apresentados
sobre a morfologia dessa glandula revelam que elas possuem, corroborando com
diferentes trabalhos, caracteristicas em comum com outras espécies.

Diante dos resultados dos testes comportamentais de alarme e defesa, sugere-
se que a glandula de Dufour de P. clavata insita o comportamento de alarme e defesa
notado no ato “Dobrou gaster”, frequentemente observado.

Ao avaliar a distdncia média percorrida pelas operarias de P. clavata no teste
de trilha, foi possivel observar que no teste intracolonial houve maior preferéncia e maior
distancia percorrida na trilha com o tratamento controle (T2- Hexano), j4 nos testes
intercoloniais houve maior preferéncia e maior distdncia percorrida na trilha com o
tratamento 1 (T1- Glandula). Esse resultado indica que a substancia da glandula de
Dufour atraem mais espécimes de P. c/lavata de outras colonias quando comparada a trilha
com odor da glandula de Dufour provenientes das proprias coldnias.

Esse trabalho demonstrou que a glandula Dufour ¢ fundamental para a
comunicagdo e defesa, vale ressaltar a importancia de realizar novas pesquisas, para
elucidar e conhecer as diferengas funcionais da glandula de Dufour, em espécie distintas,
podendo assim se certificar da real funcdo desta glandula para a comunica¢do das
formigas.

Por fim, o conhecimento da morfologia interna da glandula de Dufour de
formigas pode vir a contribuir para a elucidagdo de mecanismos que envolvem o sistema
exocrino e suas relacdes com os aspectos comportamentais e filogenéticos nas diferentes

espécies de Formicidae.
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