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RESUMO

As vespas sociais como outros insetos sociais,ezal, e comunicam por substancias quimicas
conhecidas como feroménios, que atuam de formaigaaio reconhecimento de companheiras
de ninho ou mesmo entre individuos que executaemnetifes funcdes na col6nia. Neste sentido,
cada individuo da col6nia possui uma assinaturenigai propria, que € adquirida ao longo do
seu desenvolvimento, ou seja, desde o0 estagio deat#y a fase adulta. Além disso, essa
assinatura quimica é importante durante as relagiies individuos adultos de algumas espécies
gue ocorrem nos tropicos e que se organizam engadpe, durante uma €época em que O
ambiente esta menos propicio a fundacdo e manwtelg@ma colonia. Dessa forma, um dos
objetivos deste estudo foi investigar a evolucaa@amaposicdo quimica cuticular ao longo de
todos os estagios de desenvolvimento de Polistescatr. De forma complementar também
foram avaliadas as diferencas da quimica cuti@naontradas entre fémeas de agregados desta
espécie, com diferentes condi¢fes fisioldgicas \dio. As analises demonstram que ha uma
variacdo da quimica cuticular, desde ovos até dtadksta variacdo é, de forma geral
guantitativa, embora alguns compostos possam defieihor o estagio de ovo em relacdo aos
demais. Contudo, esta variagdo entre os estagioa foesma entre as diferentes coldnias,
provavelmente efeito de um grau de parentesco p@xou por compartiiharem o mesmo
ambiente. No estudo com agregados houve uma distimg composi¢ao quimica cuticular entre
fémeas com diferentes graus de desenvolvimentaaoarbem como a definicdo que fémeas
oriundas de agregados distintos se diferenciamqétaica de sua cuticula. Também é possivel

diferenciar fémeas fecundadas de néo fecundadstesregregados.

Palavras-chave: cromatografia gasosa, insetosisoassinatura quimica.



ABSTRACT
The social wasps and other social insects genarattynunicate by chemical substances that are
known as pheromones, which act decisively in rettmgnof partners or even among individuals
who perform different functions in the colony. g sense, each individual in the colony has its
own chemical signature that is acquired duringdéselopment, i.e., from the egg stage to
adulthood. Moreover, this chemical signature isongmt for relations between adults of some
tropical species that are organized in clustersindua time when the environment is less
conducive to the rise and maintenance of a coldhys, the aim of this study was to investigate
the evolution of cuticular chemical compositionaihghout all stages of developmentRaflistes
versicolor Complementarily, the differences of cuticular mhheal found in females of
aggregates of this species with different physiialg conditions of the ovary were also
evaluated. The analyzes show that there is a gkr@ation in the cuticular chemistry, from the
egg to adulthood stage. This variation is in gdnguantitative, although some compounds may
better define a stage from another. However, thrsation between stages was the same among
different colonies, probably due to some degrekimghip or to sharing the same environment.
In the study of aggregates there was a distingtidhe cuticular chemical composition between
females with different degrees of ovarian developimas well as the definition that females
whose distinct clusters differ in the chemistrytlodir cuticle. One can also distinguish fertilized
from unfertilized females in these households.

Key words: gas chromatography, social insectsymoted signature.



INTRODUCAO GERAL

Aspectos bionémicos de vespas sociais

Os insetos pertencem ao maior e mais diversificmdpo de animais existentes na terra,
e podem ser encontrados em diversos habitats (@iir®aEngel, 2005). Dentro da classe
Insecta, a ordem Hymenoptera, que incluem as vegethas e formigas, se destaca pela
organizacdo de seus individuos (Wilson, 1971; Buz210; Gullan & Cranston, 2010). Dentre
0S que se organizam em sociedade existem aquetsthexidos como eussociais, que incluem
todas as formigas (Gullan & Cranston, 2010) e gaespécies de abelhas e vespas (Ross &
Matthews, 1991; Gullan & Cranston, 2010).

As vespas sociais compreendem cerca de 4600 espéescritas divididas em seis
subfamilias monofiléticas atuais (Carpenter & Ragni, 1990). Especialmente em Polistinae,
algumas das espécies sdo eussociais com tracadraisc€Carpenter, 1993). A distribuicao de
Polistinae é cosmopolita, sendo sua maior divedsidancontrada na regido tropical, sobretudo,
na regido Neotropical (Carpenter & Marques, 20@irhards (1971) sugeriu que diversos
géneros de Polistinae diversificaram-se nos tr@pasiaticos, e sua distribuicdo em um ambiente
nao tropical, foi conseguida ao longo de sua edalug

No Brasil ha registro de 22 géneros de Polistindisiribuidos desde a Floresta
Amazbnica até o Pantanal e Mata Atlantica (CarpedteMarques, 2001). Dentro da
classificacdo mais atual, essa subfamilia € digigich quatro tribos: Epiponini, Mischocyttarini,
Ropalidiini e Polistini. As espécies dessas quailms apresentam comportamento eussocial,

mas diferem entre si quanto aos detalhes da vidalfRoss & Matthews, 1991).



As vespas Polistinae apresentam, em geral, dalsdgs de fundacdes de colbnias,
fundacado independente e fundacédo por enxameagamnglel991). Em grupos com fundacédo
independente, uma ou mais rainhas ndo acompanpadagperarias, iniciam uma nova colonia,
gue pode ocorrer por ambas as formas, haplometraic pleometrotica (Rodrigues, 1968;
Jeanne, 1991; Nagamati Junior et al., 2010). Enddpdes independentes a dominancia
reprodutiva é exercida principalmente por compogi@ims agressivos da rainha, jA que nesses
grupos ha pouca ou nenhuma diferenciacdo morfa@ogitre as castas (Ross & Matthews,
1991).

Colbnias de fundacédo independente, em geral apgegsgoucos individuos, e 0os ninhos
nao possuem um envelope de cobertura. Esse padrdfoindacdo de colonias pode ser
encontrado em quatro génerd®listes Mischocyttarus Belonogastere Parapolybia e em
algumas espécies Ropalidia(Gadagkar, 1991). Em haplometrose uma Unica féawemdada
da inicio a uma nova col6nia e realiza todas afasmelacionadas a construcdo, manutencao e
defesa do ninho até que as primeiras operariasgeme(Rodrigues, 1968; Jeanne, 1991). Em
pleometrose varias fémeas participam na fase diafdo do ninho, que depois de estabelecido,
uma unica fémea torna-se a dominante e realizadadabalho reprodutivo (Rodrigues, 1968;

Jeanne, 1991).

Habitos de nidificagdo em vespas sociais

A construcdo de ninhos expostos € uma das priscgagiacteristicas da vida social na
maioria das vespas Polistinae (Starr, 1991). Paanstrucdo do ninho essas vespas em grande
parte utilizam um produto tipo-papel, constituidasioamente pela mistura de fibra vegetal
triturada e secrecéo salivar, que pode variar dersvelmente em espessura e textura entre 0s

diversos grupos de vespas (Richards & Richardsl)1¥mntre as vespas sociais Polistinae, o



arranjo arquiteténico dos ninhos em varios aspettos sido relativamente variavel (Wenzel,
1991).

Essas variacOes, principalmente no que se refggeesenca ou ndo do envelope de
cobertura em favos com ou sem pedicelo, constiteemsideravel valor taxondémico, e
substancialmente tem ajudado na classificacdo sla&cies de varios grupos (Richards, 1978;
Wenzel, 1991). Por exemplo, para grupos mais ddowalentro de Polistinae, como o género
Polybia o ninho é formado por varios favos envelopadesds o primeiro fixo diretamente ao
substrato sem a presenca de pedicelo, e para gngross derivados como o géné&alistes o
ninho é formado por um unico favo descoberto, d §dxo ao substrato por um dnico pedicelo
(Jeanne, 1975; Wenzel, 1998). Com poucas excecdesinhos que ndo tem seus favos
protegidos com envelope sé&o suspensos por um fedicagueles que tém seus favos presos
diretamente ao substrato séo protegidos por umape/€leanne, 1975).

Uma das fungbes fundamentais do ninho em inseiomis € promover o controle
homeostético, tido como de fundamental importapaia o desenvolvimento colonial (Jones &
Oldroyd, 2007).

Em ninhos de vespas sociais o0 controle das vasidigicas ambientais € feito na forma
de células individuais (Jeanne, 1975). Hozumi .e28l05) mostraram que a temperatura interna
dos ninhos em trés espéciesRisybia sofre menos variagdo extrema que a temperatueanext
e que essa sofre ainda pequenas variagbes mesrtro denninho. Dados similares foram
obtidos por Jeanne & Morgan (1992) estudando nirdeovespas do géneRolistes Esses
autores sugerem existir um grande esfor¢co entren@sbros da colonia para manter uma
condicao fisica ideal que permita o desenvolvimeiowindividuos.

Diante dessa necessidade de controle homeost&iomhos de vespas sdo construidos

preferencialmente em locais que promovem menoagao ambiental. Este fato pode explicar



em parte o alto indice de nidificagcbes em ambieategpicos, ja que nesses locais as vespas
encontram em geral as condi¢cdes fisicas necesgdai@s 0 desenvolvimento da col6nia.
Entretanto, ndo é incomum encontrar populacdesedpag sociais ocorrendo em ambientes

naturais (Hunt et al., 1995).

Comunicacéo quimica e feromoénios superficiais

Como todo animal que vive em grupo, 0s insetosaspadesenvolveram sistemas de
comunicacdo por meio de sinais sonoros, tateisiaiise quimicos, sendo que neste ultimo,
utilizam substancias quimicas que lhes permitenectet a presenca de presas, inimigos,
parceiros sexuais e até diferencas de status sa@aindividuos da propria colonia (Vilela &
Della Lucia, 1987; Krasnec & Breed, 2013). As sébsias quimicas utilizadas pelos insetos sao
denominadas de semioquimicos (sinais quimicos),sgudividlem em aleloquimicos que séo
responsaveis pelas interacdes interespecificapmdaios que sdo responsaveis pelas interacdes
intraespecificas (Ferreira & Zarbin, 1998; ZarbifR&drigues, 2009).

Os feromonios sé@o substancias que quando seggtadaim individuo, provocam no
receptor uma reacéo especifica (Gullan & Crang6m0). E devido a ac¢&o dos feroménios que
os individuos de uma col6nia apresentam comportamagregacao, alarme, demarcacéo de
espaco, oviposicao, entre outros aspectos compentais e fisiolégicos (Vilela & Della Lacia,
1987; Millor et al., 2006; Zarbin & Rodrigues, 2Q0®llard, 2010).

Dentre os diversos tipos de feromdnios usadosonaugicacao por insetos (Zarbin &
Rodrigues, 2009), existem aqueles que sdo chamdelauperficiais. Estes feromonios sdo
encontrados na camada superficial da cuticula sletan e sdo compostos por varios tipos de
substancias (Gullan & Cranston, 2010). Essas &nbisis sdo primordiais na protecdo a

desidratacédo (Said et al., 2005; Blomquist & BageeR010; Ferreira-Caliman et al., 2013),



principalmente os hidrocarbonetos que estao preserat cuticula externa (Gullan & Cranston,
2010).

Os hidrocarbonetos cuticulares, por outro ladoamat nos processos de sinalizacéo
guimica tanto dentro, como entre colonias (Locké&g88; Blomquist & Bagnéres, 2010), além
da diferenciacdo de companheiros e ndo companhggrasnho (Gamboa, 2004; Lucas et al.,
2005; Cotoneschi et al., 2007; Ferreira-Calimaal.e2010; Kroiss et al., 2011; Bos et al., 2012;
Costanzi et al., 2013), funcionando, portanto, coma assinatura quimica.

Portanto, os hidrocarbonetos estdo diretamendeldg tanto a identificacdo dos papéis
dos individuos dentro da colénia bem como da dgfmida assinatura quimica da propria
colénia (Krasnec & Breed, 2013). Ainda segundo Keas& Breed (2013) as analises dos perfis
de hidrocarbonetos cuticulares tém fornecido dapm@satestam que cada col6nia possui perfil
cuticular especifico. Por outro lado, varios estudpontam diferencas nos hidrocarbonetos
cuticulares, até mesmo entre as castas (Dapporab,€2005; Antonialli-Junior et al., 2007,
Antonialli-Junior et al., 2008; Lorenzi et al., 20Ferreira et al., 2012; Neves et al., 2012).

Ainda, alguns estudos descrevem que, com baseom@osicdo de hidrocarbonetos
cuticulares consegue-se também diferenciar larpapas e adultos, como foi descrito por
Cotoneschi et al. (2007) avaliando as diferencasongosi¢do quimica entre larvas e adultos de
Polistes dominulug por Brow et al. (1991) que também identificadiferencas quantitativas
nas composicdes de hidrocarbonetos cuticularesrdasl, pré-pupas, pupas e adulto¥dspula
germanica

Golebiowski et al. (2012) avaliaram diferencas njiativas entre as substancias
cuticulares de diferentes estagios da espécie deahocilia sericata Yoon et al. (2012), além
disto, avaliaram que a assinatura quimica compgketam inseto é adquirida ao longo de todos os

estagios de seu desenvolvimento.



Para analisar as substancias cuticulares em ssetyomatografia gasosa € uma técnica
comumente empregada (Gamboa et al., 1996; Lorérmi, 2004; Kroiss et al., 2011; Costanzi
et al., 2013). A cromatografia gasosa apresentdqasinantagens como técnica de analise, tais
como: grande resolucdo e alta sensibilidade, padesed usada em substancias volateis ou
facilmente volatilizaveis e que sejam estaveis imamente, efetuando a separacdo e
identificacdo de diversos componentes nas amostnaBin¢cdo dos detectores empregados nas
analises e também permite a quantificacdo dos itgingts em nivel de tracos nas amostras
(Collins et al., 2006).

Especificamente em vespas, varios autores empregamomatografia gasosa como
instrumento de analise, como Bonckaert et al. (RQL2 analisaram a composic¢ao cuticular do
ovo deVespula vulgarisDapporto et al. (2004) avaliaram a variacdo da @®migao quimica
cuticular de diferente populacbesRledominuluse outros trabalhos utilizaram esta técnica para
avaliar as diferencas nos compostos cuticulares eastas (Dapporto et al., 2005; Dapporto et
al., 2007; Dapporto et al., 2008). Mais especifieata, Cotoneschi et al. (2007) investigaido
domunulusanalisaram o perfil cuticular de larvas e adylidapporto et al. (2006) avaliaram a
relacdo de dominancia efRopalidia opifex,Costanzi et al. (2013) em experimento com
usurpacao em colbénias &e dominulugpor Polistes nimphusalém deFerreira et al. (2012) em
estudo sobre perfis de hidrocarbonetos cuticul@®estrés espécies de vespas do género
Mischocyttarus

Mais recentemente outra técnica, a espectrosaggiea de absorcdo fotoacustica por
transformada de Fourier, vem sendo utilizada peatiaat a quimica cuticular em himendpteros
sociais (Antonialli-Junior et al., 2007; Antoniallunior et al., 2008; Neves et al., 2012; Neves et
al., 2013). Esta técnica ndo permite identificarsalstancias presentes na amostra, e sim 0s

picos que podem ser atribuidos a varios gruposidoais presentes nas mesmas, Como



hidrocarbonetos cuticulares Esta técnica apreseme principais vantagens nao ser necessario
qgualquer preparo prévio da amostra, tempo redudrdanalise e ndo ser destrutiva (Greene et al.
1992). Sendo considerada de facil manuseio, alénamtesentar alta sensibilidade e boa

resolucao (Skoog et al. 2002).

Objetivos

Objetivo geral
Avaliar a evolucdo da assinatura quimica desdeagiesde ovo até o adulto e as

diferencas da quimica cuticular entre fémeas degagios d®. versicolor

Objetivos especificos
- Investigar as mudancas que ocorrem na composigaguimica cuticular, ao
longo do desenvolvimento da vedpaversicolorempregando cromatografia gasosa.
- Avaliar as diferencas quimicas entre fémeas degagos com diferentes

condicOes de fisiologia reprodutiva.
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CAPITULO 1 — EVOLUCAO DA ASSINATURA QUIMICA CUTICUL AR AO LONGO
DOS ESTAGIOS DE DESENVOLVIMENTO DA VESPA Polistes

versicolor

Resumo

As vespas sociais pertencem a uma sociedade qumngemate complexa e diversificada,
destacando-se pela organizacdo social e cuidado aqgmole. Estas usam as substancias
guimicas em sua comunicacdo diaria que atuam dwafoncisiva no reconhecimento de
companheiras e ndo companheiras de ninho ou mestr® iadividuos de diferentes castas.
Dessa forma foi realizado um estudo da composigéioutar ao longo do desenvolvimento da
vespaPolistes versicolordesde o estagio de ovo até a fase adulta, cometivible avaliar as
mudanc¢as que ocorrem na assinatura quimica daiespégpregando a cromatografia gasosa
com detector de ionizacdo em chama e cromatoggafiasa com detector de massas. Na analise
cuticular foram identificados alcanos lineares,aatis ramificados e alcenos que foram
importantes para distinguir os varios estagios ekenvolvimento d@. versicolor A partir de
analises estatisticas com estes compostos fointiesato que o estagio de ovo, ja possui
caracteristicas de sua colénia. O estagio deastégios larvais, pré-pupas e pupas apresentam

diferenciacéo entre si e também em relacdo a thdtaala espécie.

Palavras-chave: insetos sociais, instares lafea@nonios superficiais.
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Introducéo

VespadPolistes versicolosdo neotropicais e podem ser encontradas desdsta Rica
até a Argentina (Richards, 1978). Sdo caracterizgmisncipalmente por sua eussocialidade,
apresentando ninhos com unico favo (Rodrigues, )138flendo haver coldnias fundadas por
uma unica fémea fertilizada ou com duas ou maieésniertilizadas e poedeiras (Rodrigues,
1968; Nagamati Junior et al., 2010). Seu desenvarto é do tipo holometabolo, com larvas de
cinco diferentes instares (Rodrigues, 1968; PreZdimbbi, 2005).

Assim como outras vespas sociais, apresentanmédide trabalho, cooperacédo entre os
seus membros no cuidado com a prole, além de ubmemsicdo de geracdo, caracteristicas que
contribuem para manutencdo da coesao de suas aol@nilson, 1971; Gullan & Cranston,
2010).

O principal fator que influencia a coesdo denteoudha coldnia de insetos sociais € a
capacidade de comunicacao entre eles, que pogersereio de sinais visuais, sonoros, tateis e
guimicos, sendo que estes ultimos sdo os maivesetienominados de semioquimicos e usados
para vérias funcdes, como defesa, forrageamentrnteacao de tarefas, entre outros (Vilela &
Della Lucia, 1987; Lorenzi et al., 2004; Zarbin &dRigues, 2009; Ferreira-Caliman et al.,
2013).

Esses compostos quando utilizados na comunicat@es$pecifica sdo denominados de
feromonios (Zarbin & Rodrigues, 2009), sendo queuh@tipo em especial denominado de
feroménios superficiais, encontrados na cuticulairk®to e que atuam primariamente na

protecdo contra a desidratacao (Said et al., Zo€¥5eira-Caliman et al., 2013).
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Estes ferombnios, no entanto, também atuam nosegsos de sinalizacdo tanto na
colénia como entre colbnias (Lockey, 1988; BlompuisBagneres, 2010), na distingdo de
companheiros e ndo companheiros de ninho (Gami@d, 2ucas et al., 2005; Cotoneschi et
al., 2007; Ferreira-Caliman et al., 2010; Kroissakt 2011; Bos et al., 2012; Costanzi et al.,
2013;).

De fato, interacdes mediadas por feromonios supest ocorrem entre 0s insetos em
geral, e varios estudos vem sendo conduzidos éspetente com vespas do génétolistes
(Dapporto et al., 2004; Dapporto et al., 2005; Geszhi et al., 2007; Dapporto et al., 2007;
Dapporto et al., 2008; Cotoneschi et al., 2009¢gbar et al., 2011).

Durante a comunicacao, sobretudo, para distingeimbros de sua colbnia e as tarefas
por eles executadas, as vespas se utilizam desvawiastancias quimicas presentes em sua
cuticula (Blomquist & Bagneres, 2010). Essas sub&8 sdo compostas basicamente por
hidrocarbonetos, principalmente por alcanos lireaakeanos ramificados e alcenos (Howard &
Baker, 2004; Dapporto et al., 2005; Devigne & Bige2012; Gagbiowski et al., 2013; Olaniran
et al., 2013).

Os hidrocarbonetos cuticulares segundo Krasneeceed(2013), podem ser especificos
para cada colbnia, podendo apresentar tanto vasagdalitativas quanto quantitativas de uma
coldnia para outra, e esses compostos podem eariango dos estagios de desenvolvimento.

Neste sentido, alguns trabalhos ja demonstrarara@ssinatura quimica cuticular difere
entre 0s varios estagios de desenvolvimento, cameaso do percevejiptortus pedestri®io
gual foram analisados a composic¢ao cuticular de,daovas e adultos, identificando diferencas
qualitativas entre a cuticula de ovos e demaigestaalém de diferencas quantitativas em todos

0s estagios de desenvolvimento (Yoon et al., 20&E8). estudo com mosdaucilia sericata

20



foram relatadas diferencas quantitativas entre amapostos cuticulares analisados entre o0s
estagios de desenvolvimento dessa espécie (Golgkiietval., 2012).

Em vespas sociais, Brow et al. (1991) identificaraiferencas quantitativas na
composicdo de hidrocarbonetos cuticulares de lamaEspupas, pupas e adultos \despula
germanica tornando possivel diferenciar seus estagios dengelvimento, além de poder
distinguir entre machos, fémeas e até entre as faggais da espécie. Segundo Lorenzi et al.
(2004) os hidrocarbonetos cuticulares encontrado®elistes dominulugumentam de forma
guantitativa apos a emergéncia da fase adulta.

Em estudo realizado por Dapporto et al. (2007) ogwpasP. dominulus foram
analisados os perfis quimicos de ovos e da cutidelafémeas beta e alfa em colonias
experimentais, sendo que o perfil quimico de caga e ovo correspondeu ao perfil da
respectiva fémea que o colocou. Da mesma forma ledemret al. (2008) avaliando a cuticula
de ovos e operarias férteis de formiGasmmptogenys striatuldeterminaram que ovos possuem
composicao cuticular similar aos das fémeas quzaeam a oviposicao.

Para andlises de compostos cuticulares de ins&togecessarios métodos e técnicas com
alta precisdo. Técnicas de grande resolucdo s&tarfuentais para determinar a composicao
cuticular de insetos, pois podem propiciar uma orelompreensdo do funcionamento da
fisiologia e sua interacdo com outros de sua esf€mlebiowski et al., 2013).

Um método comumente utilizado para este fim ématografia gasosa (Gamboa et al.,
1996; Lorenzi et al., 2004; Kroiss et al., 2011rr&ea et al., 2012; Costanzi et al., 2013). Esta
técnica pode ser usada para compostos volateascdménte volatilizaveis e que sejam estaveis
termicamente, além de seu alto poder de resolugéuite a quantificacdo de substanaias

ordem de picogramas (Collins et al., 2006).
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Portanto, uma vez que ha poucos trabalhos datlira que ja investigaram a composicao
guimica cuticular desde ovo até adulto em vespssoeiais, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar
a evolucdo que ocorre na composi¢cao quimica caticab longo do desenvolvimento da vespa

Polistes versicoloempregando cromatografia gasosa.

Materiais e Métodos

Coleta e selecao de material

Foram utilizadas 10 colbnias, em fase de operdeayespad?. versicolorcoletadas,
entre fevereiro e marco de 2013 em uma regido da dwFazenda Coqueiro, localizada no
municipio de Dourados/MS (S 22° 12’ 43”; W 54° %8"). Estas colonias foram extraidas de
seu sitio de nidificacdo durante o periodo notuemeplvendo-as com um recipiente plastico em
torno do ninho e em seguida despregando o pedurdmlsubstrato de fixacdo. Toda a
populacdo, em seguida, foi levada ao laboratéamezenada em geladeira a 4° C por até cinco
dias, periodo em que as amostras dos estagiossdavibdvimento foram pesadas e catalogadas
antes do processo de extragdo e analise quimica.

Foi analisada a composi¢cdo quimica cuticular dedms estdgios de desenvolvimento do
inseto: ovos, larvas, pré-pupas, pupas e adultasa Bonfirmar os cinco instares larvais da
espécie (Rodrigues, 1968), foram empregadas addaweda largura da capsula cefélica de 758
larvas, com média de 75 larvas por coldnia comliauwé estereomicroscopio Zeiss Stemi 2000-
C, equipado com ocular micrométrica e camera digla valores obtidos foram comparados
com os resultados encontrados por Pinheiro e2@lL1) para esta espécie e as larvas foram

classificadas em cinco (I, II, lll, IV e V) instare
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No estagio definido como pré-pupa foram utilizadss individuos que ja estédo
envelopados, porém ainda se encontram na formallaBamargo (2002) definiu pré-pupas
como individuos no final da fase larval quando laéé operculada e a larva fica sem
alimentacéo, ficando reta e imével dentro do casulo

Todos os individuos (ovos, larvas, pré-pupas, pwpasiultos) foram sacrificados por
congelamento e conservados a - 5° C até a etapatidgdo. A extracdo dos hidrocarbonetos
cuticulares ocorreu 5 dias apés a coleta do matefi realizada utilizando o individuo inteiro
independente do estagio de desenvolvimento.

Para avaliar possiveis variacbes na composicadcdeocs lineares por cromatografia
gasosa com detector de ionizacdo em chama (CG{p&SEntes na cuticula ao longo de todos
0s estagios de desenvolvimento foram usadas cmosteas de cada estagio por colénia: ovos,
todos os instares larvais, pré-pupas, pupas eoadtdtalizando 450 amostras em 10 colbnias. A
cromatografia gasosa acoplada a espectrometricadsas) (CG-EM) foi empregada para avaliar
alcanos lineares, alcenos e alcanos ramificaddsédeamostras, de cada estagio, por col6nia,

totalizando 270 amostras nas 10 coldnias.

Extracéo

Os constituintes cuticulares, de cada amostrapf@draidos com 1 mL de hexano (grau
HPLC, TEDIA) por 2 minutos, empregando banho emasfiom e apds filtracdo o solvente foi
eliminado em capela de exaustdo. Cada extratoi$spldido em 50 pL de hexano para as

analises cromatograficas.

Andlise quimica
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A mistura padrao de £Cs3; (Sigma Aldrich com pureza 90%), foi preparada na
concentracéo de 10 pg mMiem hexano (grau HPLC-TEDIA).

As amostras e a mistura padrdao de alcanos lindaras analisados empregando um
cromatografo a gas com detector de ionizacdo emmal{@hermo Scientific — Focus GC, San
Jose, CA, USA), com coluna capilar OV-5 (Ohio Valigpecialty Company, Marietta, OH,
USA) 5% fenil dimetilpolisiloxano (30 m de comprinte x 0,25 mm de diametro x 0,25 um de
espessura). Injecdo de 1 pL em modo splitless. €atyas do injetor e detector a 280 °C,
usando M como géas carregador (99,999% e velocidade de filex@,0 mL mift). Rampa de
aquecimento com temperatura inicial de®60por trés minutos alcancando 280°C°@ &in e
permanecendo a 280°C por 15 minutos. Os cromategrdaram registrados pelo programa
Chrom Quest 5.0 e analisados pelo programa Woittst@hrom Data Review.

Para identificar a presenca de outras substaratéas, dos alcanos lineares nas amostras,
foram realizadas anélises empregando-se um cromfdogasoso (GC-17A, Shimadzu, Kyoto,
Japéao) com detector de massas (QP 5050), usandealuma capilar DB-5 (J & W, Folsom,
California) 5% de fenil dimetilpolisiloxano (30 de comprimento x 0,25 mm de diametro x
0,25 um de espessura). As condi¢cdes de andliaenfagds carregador de hélio (99,999% e
velocidade de fluxo de 1,0 mL mijy volume de injecdo de 1 uL, modo de injecéo legkt
Rampa de aquecimento com temperatura inicial d¥C50or trés minutos alcancando 280°C a
3°C min* e permanecendo na temperatura final por 15 minTr@speratura do injetor, detector
e da linha de transferéncia foram 280°C. Os parasde varredura do EM incluiram voltagem
de ionizacdo de impacto de elétron de 70 eV, uira tle massa de 45 a 600 m/z e um intervalo

de varredura de 0,5 s. Em relagédo aos alcanosicados
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e alcenos para esta espécie foi realizada a ioewgtifo das proporcdes desses compostos

presentes na cuticula sem especificar o compaodiddnalmente.

Tratamento dos dados

Os alcanos lineares analisados por CG-DIC nosiestdg desenvolvimento da vedpa
versicolor foram identificados por comparacdo com os temmosetencédo dos padrdes de C
C3;|_.

Para as amostras analisadas por CG-EM, as ideigties dos alcanos lineares foram
realizadas por comparacdo dos tempos de reteng@@atlrdes com 0s picos presentes nas
amostras associadas a analise dos espectros dasm&@s demais componentes foram
caracterizados por comparacao dos espectros desnalssdos com a base de dados da NIST

2.0, indice de retencéo e dados da literatura (Agdag01).

Andlises estatisticas

Tanto os dados obtidos por CG-DIC quanto por CGillgram suas areas percentuais
relativas submetidos primeiramente a andalise déanaa multivariada (MANOVA) para
obtencédo dos valores individuais de P e F. Na swmiméfoi realizada uma andlise de
componentes principais (PCA) seguido de uma MANOp@, meio do Software SYSTAT 12.

Apds a analise estatistica, os dados selecionfadasy Wilk's lambda, F e P. Wilk's
lambda que s&o usados como parametros de avatlacédiberenca entre os grupos, sendo que
valores préximos de 0 (zero) indicam que ndo héepaisicdo dos grupos e valores préximos de
1 (um) indicam alta sobreposicdo entre os grupasir@/et al., 2009). Altos valores de F
mostram uma maior significancia dos dados e P réfigigtivo para valores menores que 0.05

(Triola, 2008; Goodpaster & Kennedy, 2011). Folizealo o calculo do desvio padrao relativo,
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sendo que valores menores que 5% indicam que rcecam alteracdes significativas entre as

amostras (Shah et al, 1992).

Resultados
Na analise por CG-DIC foram avaliados 25 alcarinsates com cadeia carbdnica

variando entre &Cs; (Figura 1, Tabela 1).
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Figura 1- Cromatograma representativo da misturdrgoa de alcanos lineares de-Gi;

analisados por CG-DIC e CG-EM.

Os tempos de retencdo médios dos alcanos linem@sados presentes na mistura

padrdo sdo descritos na Tabela 1.
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Tabela 1 -Tempo de retencdo dos alcanos lineare€;de G, por CG-DIC,

analisados nos diferentes estagios de desenvoliordarvespaP. versicolor

Alcano Nomenclatura {min)* + DP
C/Hig n-heptano 4,18 +0,21
CgHis n-octano 5,74 £0,29
CoHzo n-nonano 7,48 +0,39
CioH22 n-decano 9,91 £ 0,50
CiaHz4 n-undecano 11,95+ 0,60
CioHoe n-dodecano 13,84 + 0,69
CisHos n-tridecano 15,63 +0,78
CiqH30 n-tetradecano 17,29 + 0,86
CisHa2 n-pentadecano 18,87 £ 0,94
CigHz4 n-hexadecano 20,36 + 1,02
Ci7Hse n-heptadecano 21,74 £1,09
CigHss n-octadecano 23,09 £ 1,15
CioHa0 n-nonadecano 24,37 + 1,22
CaoHaz n-eicosano 25,60 +1,28
CoiHas n-heneicosano 26,77 £ 1,34
CaoHae n-docosano 27,89 £ 1,39
Co3Hag n-tricosano 28,97 £1,45
Ca4Hs0 n-tetracosano 30,00 +1,50
CasHs2 n-pentacosano 31,00 £1,55
CagHs4 n-hexacosano 31,97 £1,60
CorHsg n-heptacosano 34,27 £1,71
CogHsg n-octacosano 37,06 + 1,80
CaoHs0 n-nonacosano 39,83 + 1,88
CsoHe2 n-triacontano 42,61 + 1,97
Cs1Hes n-hentriacontano 45,48 + 2,02

Tr =Tempo de retengdo. *média de quintuplicatanfezBio. DP=Desvio padrédo

Foram identificados 21 alcanos lineares no estdgimvo (G-Cio, C14-Cs1) € 25 alcanos

lineares nos demais estagios de desenvolvimerio dersicolor(Figura 2).
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adultos deP. versicolorobtidos por CG-DIC.
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Os valores do desvio padréo relativo em termos réa @ercentual relativa foram
menores que 1% em um mesmo estagio, indicando &uecorreram diferencas significativas
entre as quantidades obtidas para os alcanosdsear cada estagio de uma mesma colbnia.

Analisando cada estagio independentemente e congmarantre as 10 coldnias 0s
valores do desvio padrao relativo foram menores 2686 indicando que mesmo entre as
colénias as diferencas nao foram significativas.

Na distincdo empregando MANOVA, somente o alcanedr Gg(F= 5,453 e P= 0,020)
foi significativo para explicar as diferencas erasecol6nias.

De forma geral, as diferencas foram quantitatpas 0s compostos presentes nos varios
estagios de desenvolvimento, sendo que na faseadbomve destaque para os alcanos lineares
Cs, Co4, Co7€ Goo.

Nos instares larvais destacaram-se quantitativenusnalcanos lineares,@,, e do G4
Csoe também os alcenos, principalmente no quartorgainstares larvais.

Nas pré-pupas, pupas e adultos da espécig G4 Cy4, € deCys-Cso, além dos alcanos
ramificados apresentaram maior d&rea percentualtivi@lanos Ultimos estagios de
desenvolvimento (Tabelas 2 e 3).

A Tabela 2 mostra os valores de P e F para os@dmeares analisados por CG-DIC,
bem como os valores médios das areas percentletisas dos vinte e cinco alcanos lineares.
Com base nos valores de P e F, somentg; @ Gg ndoforam significativos para distincdo dos

nove estagios de desenvolvimento analisadoshharersicolor
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Pela Tabela 3, os resultados demostram que h@mifacdo entre os varios estagios de

desenvolvimento dB. versicolor

Tabela 3- Areas percentuais relativas de alcanos lineaaksinos ramificados e alcenos

presentes ao longo do desenvolvimento na espesiersicolorpor CG-EM.

Alcanos lineares Alcanos ramificados Alcenos
F=5.212,463 F =5.312,258 F = 203,490
P < 0,000 P < 0,000 P < 0,000
Média area percentual Média area percentual Média area percentual

Estagio relativa (x DP) relativa (x DP) relativa (x DP)
Ovo 45,64 +0,36 13,68 +0,73 7,62 10,26
instar | 43,71 0,40 15,45 0,24 8,99 +046
instar 11 42,54 +0,23 16,61 +0,35 10,52 +0,27
instar 11 41,18 0,40 17,14 +0,30 11,37 +0,23
instar IV 40,42 0,31 17,70 0,23 12,52 +0,28
instar V 40,32 0,54 18,45 +0,23 12,53 +0,42
Pré-pupa 39,07 0,40 19,61 +0,39 11,63 0,29
Pupa 38,03 10,44 20,94 +0,29 11,52 +0,25
Adulto 36,32 0,65 22,85 +0,35 11,21 +1,73

DP= desvio padrdo. Média area percentual relatidas dados obtidos de 30 amostras.

A Figura 3A mostra que ha nove agrupamentos thstinreferentes aos diferentes
estagios de desenvolvimento, com Wilk's Lambda @@ F = 248.203,776 e P < 0,000, de
acordo com a composicao de alcanos lineares. GepdrRC explicando 59% dos resultados, o
segundo PC explicou 37%.

A Figura 3B, resultado das areas percentuaifivetatotais de alcanos lineares, alcanos

ramificados e alcenos também mostra os mesmos grepm Wilk's Lambda de 0,003; P <
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0,000 e F = 587,758, com o primeiro PC explican8&0 & juntamente com o segundo PC

explicam 98% dos resultados.

PC (2) explicando 37%

IO Ovo
Y instar |
A O instar | S
ol A A instar Il 3
O Instar IV o
% instar V '8
> Prépup:
1+ b. W Pup: _| 8
W Adulto =
)
@ D
or O T ~
@)
A o ©
'2_0 Oove o] ]
1 ] Fe hetar instar v A /
% | :'ns:ar :\ EELL:{pupa
o A instar 1l ¥ Adulto v
| | | | O instar IV | | | '
-2 -
-3 -2 -1 0 1 2 3-3 - 0 1 2
PC (1) explicando 59% PC (1 explicando 83¢

Figura 3: (A) Analise de PCA dos n -alcanos andbsapor CG-DIC; (B) alcanos lineares,
alcanos ramificados e alcenos analisados por CGa&Mngo dos estagios de desenvolvimento

deP. versicolor

Discussao

Em termos de quimica cuticular h& diferencas sigatiffas entre os varios estagios de
desenvolvimento da espécie, porém ndo ha diferesigafficativas quando se compara cada
estagio entre as 10 colbnias (Figura 3). Essaaiitidlde pode ser explicada pelo fato de terem
sido colbnias que estavam nidificadas em uma meésezao que de fato, implicaria em colénias
com nivel de parentesco préximo, resultando, ptrfaam uma quimica cuticular relativamente
semelhante. Além disto, pode ser relevante os coames ambientais (Young & Schal, 1997),
uma vez gque 0S componentes exdgenos, provenieatedindentacdo, do substrato do ninho

entre outros, também s&o responsaveis pela corpogigmica da cuticula, o que reforcaria
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estas semelhancas (Liang & Silverman, 2000; Sileer® Liang, 2001; Sorvari et al., 2008;
Zweden et al., 2009).

De fato, Brown et al. (1991) encontraram semelagargualitativas entre a composicéo
dos hidrocarbonetos cuticulares obtidos de difesenbl6nias de mesma populacaov@spula
germanica mas mostraram diferencas quantitativas nas pgoperde alcanos lineares, alcenos e
alcanos ramificados na analise cuticular dessaciespé

Por outro lado, Dapporto et al. (2004) analisahaivocarbonetos ramificados, alcanos
saturados e insaturados presentes na cuticulauli®sade colénias deolistes dominulusle
diferentes populacbes observaram que colbnias @gemesma populacdo apresentavam maior
similaridade na composic&do quimica cuticular emimento daquelas de outras areas.

Por outro lado, tanto os alcanos lineares, quaMhtanos ramificados e alcenos séo
importantes para definir os diferentes estagiodedenvolvimento (Figura 3 A e B).

Estes resultados sdo corroborados pelos de Cotoretsal. (2009) que analisando larvas
de vespasP. dominulus encontrou além de alcanos lineares, compostos caltanos
ramificados e n-alcenos. Estes compostos també&amfanportantes para distinguir a assinatura
guimica de larvas, pupas e adultos de moSadifphora vomitoria(Gotebiowski et al., 2013) e
de vespas parasitoidBsbrachys cavusle diferentes idades (Ruther et al., 2011).

Deve-se destacar que no estagio de ovo nao fatantificados os alcanos lineareg C
Ci1, Ci2 € Ggs (Figura 2A), além de uma menor quantidade de akaamificados e de alcenos
sendo, portanto, que a auséncia destes compositos destagio de ovo, nesta espécie.

Yoon et al. (2012), em estudo com o perceWijortus pedestrisyerificou diferencas
qualitativas na composi¢do cuticular de ovos e derstagios de desenvolvimento, sendo que

somente no estagio de ovo, por exemplo, ndo foetetthdos os compostogs@ G.
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Parte das diferencas encontradas entre ovos emaisl estagios de desenvolvimento
pode ser explicada com base nas substancias mesenglandula de Dufour (Billen, 2008), que
ajudam na diferenciacdo de ovos de diferentes@&aacordo com Bonckaert et al. (2012) em
estudo conVespula vulgarisa composicao cuticular do ovo € similar ao pedilmico cuticular
da fémea ovipositora e também ao da glandula deuddessa fémea.

Ayasse et al. (1999) avaliando a composicao qairoidicular de rainhas, operarias e
0VOS postos por ambas as castas, além de amostgiéndiula de Dufour elBombus terrestris
encontraram diferencas tanto na composicédo quiducastagio de ovo de rainhas e operarias,
guanto dos adultos. Também identificaram semellsaagtre os perfis quimicos cuticulares da
fase de ovo e das glandulas de Dufour dos aduliosla, segundo Dapporto et al. (2007) o
perfil quimico cuticular do ovo esta relacionadanco grau de desenvolvimento ovariano das
fémeas ovipositoras.

Entre os alcanos lineares, os mais significatipasa distinguir quantitativamente os
diferentes instares larvais foram og C,, e do G4-Cgzp (Tabela 2). Por outro lado 0$4°Cy,,

Co Co7 € 0 Gg foram mais pronunciados quantitativamente nasatamo que nos outros
estagios.

Brown et al. (1991) também determinaram difererpemtitativas entre alguns alcanos
lineares de larvas e adultos\Megermanicacom o G;e Gyg. Cotoneschi et al. (2007) em estudo
similar comP. dominulusencontraram diferencas qualitativas e quantitativas compostos
presentes na cuticula de larvas e adultos, sergl@gjlarvas apresentaram alcanos lineares de
C,Cs4 € adultos de £-Css, ainda neste mesmo estudo foi constatado quecasad lineares
foram mais abundantes nas larvas, e nos adulta®hoaior quantidade de alcanos ramificados.

Pré-pupas, pupas e adultos se diferenciaram patés;6es quantitativas, com reducao

de alcanos lineares e aumento significativos denake ramificados e de alcenos. Evidenciando
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gue ocorre uma evolucdo na assinatura cuticulaP deversicolor ao longo de todo seu
desenvolvimento.

Dapporto et al. (2008), além disto observaram mpueuticula dd>. dominulusha um
aumento quantitativo significativo de alcanos rasados apds a emergéncia do adulto. Neves
et al. (2012) também observaram que adultos dava&spalMischocyttarus consimilisomente
adquire a sua total assinatura quimica, cinco d@Es sua emergéncia, devido as interacdes
sociais e com o proprio substrato do ninho.

De fato, variacdes quantitativas de alcanos legassim como ramificados, e de alcenos
lineares foram descritas por Lorenzi et al. (2084)e pupas e adultos e dominuluse emV.

germanica(Brown et al, 1991).

Concluséao

Ao longo do ciclo de desenvolvimento dos individulesta espécie ocorrem variacdes
significativas dos compostos quimicos da cutichlaariacdo em relacdo aos alcanos lineares é
quantitativa, uma vez que a maioria deles estéeptesem todos 0s estagios, com excecdo de
alguns que caracterizam exclusivamente o estagavaoeCom relacdo aos alcanos ramificados
e alcenos, estes variaram também mais significagwnée em termos quantitativos, e aumentam
seus teores ao longo do desenvolvimento da vesgiaando um aumento da complexidade ao
longo do crescimento do inseto. Contudo, ndo hiagé@o significativa entre diferentes col6nias,
provavelmente porque estas sdo de uma mesma paépulacque implica que elas podem

apresentar relacées proximas de parentesco eeegié@stos aos mesmos fatores ambientais.
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CAPITULO 2 - ANALISE CUTICULAR DE AGREGADOS DE VESP AS Polistes

versicolor EMPREGANDO CG-DIC E FTIR-PAS

Resumo

As fémeas de vespas comoRidistes versicolopodem se juntar em agregacdes para enfrentar
mudancas drasticas de temperatura que ocorremtduwanverno. Nessas interacdes ocorrem
principalmente por comunicacao quimica e sdo @adig por feromonios superficiais presentes
na cuticula do inseto. O objetivo deste estudaiailisar a composicdo cuticular de fémeas de
Polistes versicoloem sistema de agregacdo empregando as técnicesndatografia gasosa e a
espectroscopia optica de absorcéo fotoacusticrggmsformada de Fourier. FEmeas oriundas de
agregados distintos se diferenciaram pela quimécaud cuticula. Nos agregados houve uma
distingho na composicdo quimica cuticular entre e#sn com diferentes graus de
desenvolvimento ovariano, bem como foi possivekrdiiciar fémeas fecundadas de nao
fecundadas.

Palavras-chave: insetos sociais, compostos cutggjlassinatura quimica.
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Introducéo

As vespas Polistinae podem apresentar fundacdependentes que podem ocorrer por
haplometrose, quando as col6nias sao fundadaswwpanica rainha, ou por pleometrose, quando
séo fundadas por duas ou mais (Jeanne, 1991; Nagamiar et al, 2010). De forma que
guando coldnias sdo fundadas por varias fémeasigai® poedeiras, ocorre a dominancia
reprodutiva através de comportamentos hierarquinesjados por processos agonisticos (Pardi,
1948; West-Eberhard,1969; Oliveira & Holldobler909Ross & Matthews, 1991).

Os agregados ocorrem quando normalmente as cesdginaticas ndo sdo as mais
adequadas para que fundem e ou mantenham suasaso{®dannure & Nascimento, 1999),
dessa forma os individuos adultos se unem parampasse periodo (Gonzéalez et al., 2002;
Gobbi et al., 2006). Apos este periodo ocorremigigedsdes das fémeas e o indicativo é um
numero elevado de novas fundacdes (Gobbi et €9)20

As interagbes entre os individuos em agregadosmdemo modo que em outras
associagcles, sdo permeadas por compostos quingous @s feromdnios (Cotoneschi et al.,
2007; Dapporto et al., 2008; Lorenzi et al., 20119.feromo6nios séo definidos como sendo uma
mistura de compostos quimicos que ao serem segsefaat um animal e liberados no meio
ambiente, provocam uma reagdo especifica no individceptor (Paiva & Pedrosa-Macebo,
1985), sendo classificados de acordo com suas ésngé orientacao no inseto (Vilela & Della
Lucia, 1987).

Dentre os feromdnios, existem aqueles denomina@osuperficiais, encontrados na
cuticula do insetoLockey, 1988;Gullan & Cranston, 2010). Varios estudos apontam ol

compostos que compdem a cuticula dos insetos s@mabeente hidrocarbonetos, principalmente
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alcanos, alcanos ramificados e alcenos (Howard KeB&004; Dapporto et al., 2005; Devigne
& Biseau, 2012; Gebiowski et al., 2013; Olaniran et al., 2013).

Os hidrocarbonetos cuticulares, aléem de ajuda@miferenciacdo de castas (Lorenzi et
al, 2004; Zarbin & Rodrigues, 2009; Ferreira-Caling al, 2013), espécies e companheiros de
ninho (Bos et al., 2012; Costanzi et al., 2013jguo ser também um importante indicativo de
dominancia, bem como sinal de fertilidade (Bona@taigourdan et al., 1991; Cuvillier-Hot et
al., 2001; Sledge et al., 2001; Hannonen et a22bloward & Blomquist, 2005).

De acordo com Biseau et al. (2004) os hidrocartosneuticulares de adultos podem
variar de acordo com o desenvolvimento ovariangy bemo, com a fecundacéo, como é o caso
de formigasLinepithema humileonde foram identificadas diferencas nos perfismipos
cuticulares entre fémeas fecundadas e nao fecusidddea Cuvillier-Hot et al. (2001) em estudo
com formigasDiacamma ceylonensas perfis cuticulares podem variar de acordo com a
fertilidade do inseto.

Com base no numero reduzido de trabalhos datliterem relagdo a agregacoes de
inverno, o objetivo deste estudo foi avaliar a cosigho cuticular dos individuos em sistema de
agregacdo empregando as técnicas de cromatogaafisagycom detector de ionizagdo em chama
(CG-DIC) e a espectroscopia Optica de absorcdocadasiica por transformada de Fourier

(FTIR-PAS).

Materiais e Métodos

Coleta de material

46



Para a realizacao deste estudo foram avaliadé&ré€as em dois agregados de inverno da
vespasP. versicolorcoletados no municipio de Dourados/MS (S 22° B2 ¥V 54° 54’ 53”)
entre abril de 2012 e maio de 2013.

Apoés a coleta, os abdomens das fémeas foram Bxadividualmente em alcool etilico
absoluto (VETEC, 99,8%), mantidos em tubos eppdrel@mazenados a 4°C para posterior
analise do desenvolvimento ovariano e fecundacatr&x de cada individuo foi extraido e
pesado utilizando balanca analitica SHIMADZU (modaly220) e em seguida identificado e
conservado por congelamento para posterior andtisecompostos cuticulares, usando FTIR-
PAS e CG-DIC.

O gaster de cada individuo foi dissecado pardavalgrau de desenvolvimento ovariano

e fecundacéo das fémeas.

Andlise da fisiologia reprodutiva

Para a realizacdo da analise da condicdo ovariaran dissecados os abdomens das
fémeas e seus ovarios foram esquematizados paratabekecimento dos padrdes de
desenvolvimento ovariano, com auxilio de esterems@pio Zeiss Stemi 2000-C, equipado
com ocular micrométrica e camera digital.

A classificagéo do estagio de desenvolvimentoad@sios foi realizada de acordo com o
grau de desenvolvimento dos ovariolos (Baio e2@04). Sendo o primeiro grau definido pela
presenca de ovariolos filamentosos, o segundo ceemiotos ligeiramente intumescidos, o
terceiro com ovariolos mostrando odécitos madurdivé®a et al, 2007; Gobbi et al, 2006) e o

guarto apresentando ovarios grandes com odcitoglbeanvolvidos (Gobbi et al, 2006).
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Para avaliar se as fémeas estavam fecundadasaidd o reagente colorimétrico fucsina
basica P.A sobre a espermateca, que adquire catoragaca ou perolada na presenca de

espermatozoidedNpda et al 2003.

Andlise por FTIR-PAS

Cada torax foi colocado em dessecador a vacuogboras, para eliminacdo da umidade
gue é um fator que pode interferir no espectrodgepela técnica de FTIR - PAS. A analise foi
padronizada para a avaliacdo dos compostos cugsutio torax, uma vez que os abdomens
foram destruidos para a analise do grau de desemarito ovariano e condicdo da espermateca.
Os espectros resultantes da FTIR-PAStidos em um Espectrofotdmetro Thermo-Nocolet
Nexus670, combinado com um detector Fotoacustico (MTRQ).3

Cada amostra de torax foi depositada no suportéldéa fotoacustica e purgada com gas
Hélio. Da leitura resultante foi obtido a curva uh@dia de 128 espectros para cada torax
estudado com resolucdo de 16 tnForam selecionados os principais picos de absorca
compreendidos entre 400 e 4000 tmegido espectral do infravermelho médio (Pavialet

2010) e que contém vibracdes das ligagbes quimicas.

Extracéo

Apés os torax terem sidos analisados por FTIR-R&sSmesmos foram submetidos ao
processo de extracdo para posterior analise pdDICG-

Os compostos cuticulares, do torax, foram extratos 1 mL de hexano (grau HPLC,
Tedia), empregando banho ultrassonico por 2 mingitossolvente foi eliminado em capela de

exaustdo. O extrato foi dissolvido em 50 uL de hexzara as analises cromatograficas.
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Analisepor CG-DIC

A mistura padrao de alcanos linearesQzg1, SIGMA ALDRICH com pureza 90%) na
concentracdo de 10 pg fhle as amostras foram analisados empregando um tégra & gas
com detector de ionizacdo em chama (Thermo SdertiFocus GC, San Jose, CA, USA), com
coluna capilar OV-5 (Ohio Valley Specialty Companyarietta, OH, USA) 5% fenil
dimetilpolisiloxano (30 m de comprimento x 0,25 na® didmetro x 0,25 um de espessura).
Injecdo de 1 pL em modo splitless. Temperaturangtor e detector de 280°C, usandg N
como gas carregador (99,999% e velocidade de fliexd,0 mL mif). Rampa de aquecimento
com temperatura inicial de 58C por trés minutos e alcancando 280°C °& 8nin', e
permanecendo a 280°C por 15 minutos. Os cromategrdaram registrados pelo programa

Chrom Quest 5.0 e analisados pelo programa Woitst@hrom Data Review.

Tratamento dos dados

Para as amostras analisadas por FTIR-PAS, asfidag@ies dos picos foram realizados
de acordo com Antonialli-Junior et al. (2007), Amadli-Junior et al. (2008) e Neves et al.
(2012).

Os alcanos lineares analisados por CG-DIC foramtificados por comparagdo com 0s
tempos de retencdo dos padries deCs&z e seus teores foram expressos em area percentual

relativa.

Andlises estatisticas
Os valores das intensidades de picos obtidas ptR-PAS e os valores de éarea
percentual relativa dos alcanos lineares analispdo<G-DIC foram submetidos a andlise de

variancia multivariada (MANOVA) e andlise discriraimte multivariada empregando o Software
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SYSTAT 12. Apés a analise estatistica os dadogiseledos foram Wilk's lambda, F e P. O
Wilk's lambda é um parametro da medida da diferemige os grupos, sendo que valores
préximos de 0 (zero) indicam que nao ha sobreposlod grupos e valores proximos de 1 (um)
indicam alta sobreposicao entre os grupos (Vidi,e2009). Altos valores de F mostram uma
maior significancia dos dados e P é empregado ipdrear se os dados séo significativos ou
nao, sendo que valores menores que 0,05 sdo sanifis (Triola, 2008; Goodpaster &

Kennedy, 2011).

Resultados e discussao

A tabela 1 mostra as condi¢cdes de desenvolvimewsmiano e espermateca de cada

fémeas dos dois agregados.

Tabela I- Classificacéo das fémeas de agregados de indefdoversicolor

Agregado Estagio de desenvolvimento Espermateca
ovariano (EDO)
1° EDO 2°EDO 3°EDO Fecundada N&o Total de
(Fe) Fecundada fémeas
(NF)
Al 52,5 % 40,0% 7,5% 15,0% 85,0% 40
A2 48,3% 48,3% 3,4% 17,2% 82,8% 28

Al = agregado 1; A2 = agregado 2.

No Al, 15% das fémeas estavam fecundadas senddegte total, 33,3% tinha ovarios
classificados como primeiro EDO (Figura 1A), 50%ssgundo EDO (Figura 1B) e 16,7% no
terceiro estagio de desenvolvimento ovariano (RBid@).

No A2, 17,2% das fémeas estavam fecundadas, semddesta porcentagem, 80% tinha

ovarios com grau de desenvolvimento do tipo 1 &2ib tipo 2 (TABELA 1).
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Figura 1- imagens dos estagios de desenvolvimerddamo de fémeas de dois agregados de
vespasP. versicolor A) primeiro estagio de desenvolvimento ovariaBpsegundo estagio de

desenvolvimento ovariano; C) terceiro estagio dedeolvimento ovariano.

Na Tabela 2 estdo dispostos os valores dos nurderoada correspondente a cada pico

identificado nas amostras de téraxRdeversicolor

Tabela 2 -Valores dos n° de ondas de espectros de absog;dfravermelho médio, grupo

funcional e formas de vibracao dos torax de féndeds versicolor

Pico Numero de onda (¢ Grupo funcional Forma de vibracéo

1 3409 -OH ou -NH Banda

2 3293 -NH Estiramento

3 3101 -OH ou -NH Banda

4 2923 -CH Estiramento

5 2854 -CH Estiramento simétrico
6 1743 -C=0 Estiramento

7 1650 -C=0O ou -C=N Estiramento

8 1542 -N-H Banda

9 1457 -CH Banda assimétrica
10 1380 -CH Banda simétrica

11 1241 -CN Estiramento

12 1157 -CH Estiramento esqueleto
13 1110 -CH Estiramento esqueleto
14 1072 -CH Estiramento esqueleto
15 1033 -CH Estiramento esqueleto
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Na tabela 3 estdo dispostos os valores médiositdasidade de sinal de cada pico
selecionado a partir das analises de FTIR-PAS, dmmo os valores de P e F obtidos pelo teste

estatistico MANOVA.

Tabela - — valores médios da intensidade de sinal fotoex)$? e F para agregados,

desenvolvimento ovarino e espermateca dos agregadosersicolor.

Média da Agregados EDO Espermateca
Intensidade de

Pic sinal F P< F P< F P<

1 3,3231 18,950 0,000 11,566 0,001 0,425 0,517
2 3,8185 29,109 0,000 12,804 0,001 0,786 0,379
3 2,3671 13,288 0,001 7,354 0,009 1,046 0,310
4 3,1294 56,970 0,000 2,446 0,123 0,247 0,621
5 2,2526 69,252 0,000 3,901 0,053 0,469 0,496
6 1,6198 51,688 0,000 7,841 0,007 1,268 0,264
7 4,1205 56,784 0,000 9,600 0,003 0,699 0,406
8 3,5126 28,161 0,000 0,068 0,795 1,001 0,321
9 2,7685 17,311 0,000 6,712 0,012 0,579 0,449
10 2,5805 0,907 0,344 3,162 0,080 0,368 0,546
11 2,3072 3,440 0,068 3,612 0,062 0,764 0,385
12 2,2654 20,837 0,000 7,141 0,010 1,525 0,221
13 2,1037 26,695 0,000 7,272 0,009 1,002 0,321
14 2,2903 10,821 0,002 6,503 0,013 0,725 0,398
15 2,1199 10,450 0,002 6,554 0,013 0,370 0,545

A Figura 2 sdo os espectros obtidos por FTIR-PA® ©s 15 picos identificados e
compreendidos entre 4000 e 400 ctmeferentes a possiveis vibracdes de hidrocarbsreto

outros grupos funcionais descritos na (Tabela 2).
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Figura 2 Espectros no infravermelho médio representativocdi#cula de fémeas de dois

agregadosle vespa®. versicolor.

Os grupos funcionais compreendidos entre 4000 e#0d@stédo relacionadas tanto com
a queratina quanto com os hidrocarbonetos preseratesuticula de insetos sociais como
Ectatomma vizottdiAntonialli-Junior et al., 2007) ée vespadlischocyttarus consimili@Neves
et al, 2012).

Sendo que, dos 15 picos selecionados, 8 delesesgougos funcionais pertencentes a
hidrocarbonetos (Tabela 2). Entre os picos seladios, somente dois (1380 e 1241%mao
foram significativos para diferenciar os dois agas (Tabela 3).

Por CG-DIC foram analisados 25 alcanos lineares cadeia carbonica variando entre
C7-Cs1, 0s picoma Figura 3 representam esses compostos, presentesstura padrdo, onde

seus tempos de retencdo foram usados para congmaraas amostras analisadas por esta

técnica.
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Figura 3- Cromatograma da mistura padrao de alclmesres de &Cs; analisados por CG-

DIC.

Sendo que para a distingao entre os agregados) ®gmificativos somente os alcanos
lineares G (F =5,199; P <0,026),%&(F = 4,844; P < 0,031) ex(F = 4,036; P < 0,049).

As variacdes obtidas no perfil quimico cuticuladgm ser devido a varios fatores, pois
0s compostos identificados na cuticula de um insetm podem variar dependendo do status de
fertilidade da fémea (Cuvillier-Hot et al., 2001e&ge et al., 2001; Biseau et al., 2004; Bhadra et
al., 2007; Mitra et al., 2011; Will et al., 2012anto devido ao ambiente (Liang & Silverman,
2000; Silverman & Liang, 2001; Sorvari et al., 20B®%eden et al., 2009).

Pelo teste estatistico MANOVA em relacdo a fecuadg@abela 3), o FTIR-PAS néo
apresentou nenhum pico individualmente signifieatpara separar fémeas fecundadas e nao
fecundadas e por CG-DIC os alcanos lineares stguifios para diferenciar fémeas fecundadas e

nao fecundadas foramy,(Cio, Ci7, Coz, Cog e Gy (Tabela 4).
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Tabela 4- Dados de F e P para os alcanos lineares d€z{obtidos por CG-DIC

empregando as areas percentuais relativas degleigaalos d@. versicolor

Média da area Agregados EDO Espermateca

Alcano F P< F P < F P <
percentual relativa

C/H1e 0,315 5199 0,026 0,180 0,673 0,190 0,664
CgH1sg 12,068 0,021 0,884 0553 0,460 1,152 0,220
CoHzo 0,399 0,258 0,613 0849 0,360 30,967 0,000
CicH22 0,596 0,131 0,719 1631 0,206 2,608 0,111
CiiH24 0,415 0,213 0,646 0371 0,545 3,622 0,062
CizH26 0,704 0,090 0,765 0,018 0,895 5,032 0,028
CiaHag 0,532 0,066 0,798 0112 0,739 0,364 0,548
Ci14H30 0,406 2,543 0,116 0215 0,645 3,067 0,085
CisH32 0,556 0,078 0,781 0282 0,597 1,095 0,299
CieHaa 1,238 0,084 0,773 0617 0,435 0,079 0,780
Ci7H36 0,754 0,063 0,802 0,054 0,817 4,702 0,034
CigHss 0,639 2,589 0,113 2,741 0,103 0,366 0,548
CigHa0 0,716 2,765 0,101 1137 0,290 2,558 0,115
CacHaz 0,343 0,019 0,890 0679 0,413 1,796 0,185
Ca1Haa 1,828 0,422 0,518 3348 0,072 1,413 0,239
CazHae 3,201 0,533 0,468 0254 0,616 1,132 0,193
CosHas 1,286 3,591 0,063 3259 0,076 7,704 0,007
CaoqHsg 2,386 1,481 0,228 0016 0,901 0,004 0,949
CasHs; 2,188 0,047 0,829 0,781 0,380 0,467 0,497
CoeHsa 2,238 4,844 0,031 0000 0,987 0,155 0,695
Co7Hse 2,080 4,036 0,049 0350 0,556 0,522 0,472
CogHsg 2,317 1,946 0,168 0351 0,556 6,553 0,013
CagHeo 4,604 1,825 0,181 0014 0,907 0,392 0,534
CscHez 3,294 1,040 0,312 0,137 0,713 0,151 0,698
CaiHea 2,289 0,003 0,957 0,106 0,746 4,369 0,041

Na Figura 4 tem-se a distribuicdo das respostaa pa espermatecas das fémeas
fecundadas e néo fecundadas dos agregados. Séngiara 4A (Wilks's Lambda = 0,097; F =
47,029 e P < 0,000), referente aos alcanos linesr@ssados por CG-DIC, com o primeiro eixo
explicando 76% e junto com o0 segundo eixo explid®®% dos dados. A Figura 4B (Wilks's
Lambda = 0,208; F = 25,478 e P < 0,000) é referansedados obtidos por FTIR-PAS, com o

primeiro eixo explicando 94% e junto com o0 segueidto explicam 100% dos dados.
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Figura 4-Analise descriminante classica da especaanalisados por CG-DIC (A) e por FTIR-

PAS (B) de dois agregados Beversicolor

Analisando os dados obtidos por CG-DIC (Figura €@AFTIR-PAS (Figura 4B) em
relacdo a fecundacao, foi possivel separar tanténasas fecundadas quanto as ndo fecundadas
em quatro blocos distintos por CG-DIC. Enquanto poeFTIR-PAS a separag¢ao ocorreu por
individuos pertencentes ao mesmo agregado, ndogiistdo as fémeas fecundadas das nao
fecundadas de um mesmo agregado. Essas diferengsisadas na Figura 4 podem ser
atribuidas a diferentes compostos que foram adalspelas duas técnicas, enquanto que por
CG-DIC analisou-se somente alcanos lineares, ptRH¥RAS foram analisadas frequéncias que
podem pertencer a varias outras classes de comsposto

Biseau et al. (2004) analisaram a cuticula de fgasiiinepithema humileg constataram
gue os perfis quimicos de fémeas fecundadas e ndodadas sao diferentes, sendo que as
fémeas fecundadas apresentaram alguns alcanosceatof como o 5-metilhentriacontano, 5-
metildotriacontano, 5-metiltritriacontano e o 5-itbetratriacontano que nao foram observados

nas fémeas néo fecundadas. Em relacéo a alcamaseld) o ¢ e G, foram abundantes em
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fémeas que ainda ndo acasalaram e diminuiram tptasaimente em fémeas fecundadas. Do
mesmo modo, Will et al. (2012) analisaram formiGasdiocondyla obscurigrfecundadas e néo
fecundadas e estas apresentaram uma diferencatagfianinos alcanos lineares;sCCy7, Cog €
Coo, Sendo que os compostos 3-metilpentacosano, 3-egidbosano, 5-metilheptacosano, 11-
/13-metilheptacosano e 12-/14-metilheptacosanovastacorrelacionados aos perfis quimicos
cuticulares das fémeas fecundadas.

Cuuvillier-Hot et al. (2004), com base nos perfisingigos cuticulares de formigas
Streblognathus peetersnostraram que estes diferem quantitativamente edtanos lineares,
alcanos ramificados e alcenos entre fémeas posdei@ poedeiras e inférteis. Fémeas
fecundadas da formig&rematogaster smithioram caracterizadas principalmente pela maior
proporcao do alcano lineag{jue em fémeas nao fecundadas (Oettle et al., 2008)

Para Oppelt & Heinze (2009) em estudo com formlggstothorax gredleriapontaram
diferencas nas proporcbes de compostos cuticulkemé® fémeas virgens, fémeas recém-
fecundadas e apo0s trinta minutos da fecundacadp e os compostos importantes para esta
distingédo foram &, Cy, Co7 € Go que aumentaram e a diminuicdo de alcanos ramificagdos
fecundagéo.

Da mesma forma Nunes et al. (2009) encontraranredi¢@s entre 0s compostos
cuticulares de rainhas virgens e rainhas fisogastrda abelh&chwarziana quadripunctata
onde estas Ultimas apresentaram vestigios de ctmspo®m baixa massa molecular e maiores
guantidades de hidrocarbonetos insaturados emnmaégttdo de rainhas virgens. Foram
identificados ainda, diferengas nos perfis cuti@dade fémeas reprodutoras e demais fémeas de
formigas Platythyrea punctatacaracterizadas quantitativamente, principalmente gloanos

ramificados (Hartmann et al., 2005).
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Neste estudo, também foram analisados os niveidedenvolvimento ovariano das
fémeas dos dois agregados, onde foram identificé€lagas pertencentes a trés niveis de
desenvolvimento ovariano (Tabela 1).

Em estudo realizado por Gobbi et al. (2006) enegaptos deP. versicolor, foram
analisadas fémeas com até quatro graus de desenepte ovariano e estas apresentaram
fémeas fecundadas em menor quantidade do que ématle mesma espécie.

Analisando os estagios de desenvolvimento ovarde® fémeas, dos quinze picos
somente cinco destes, os picos 4 (2923)c# (2854 crit), 8 (1542 crit), 10 (1380 cnt) e 11
(1241 cm') ndo foram significativos para diferenciar os grsip

Em relacdo aos alcanos lineares analisados por ICG+i3io houve nenhum n-alcano
isoladamente significativo para distinguir as fémdas diferentes estagios de desenvolvimento
ovariano.

A Figura 5 é relativa a distribuicdo das fémeasewt&gios de desenvolvimento ovariano
para cada agregado. A Figura 5A (Wilks's Lambda07® F = 49,027 e P < 0,000), com a
primeira raiz canodnica explicando 72%, juntamemte @ segunda explicam 100%. Figura 5C
(Wilks's Lambda = 0,328; F = 9,313 e P < 0,000 @primeira raiz candnica explicando 84%
dos dados, as duas explicando 100%, para os dadlisaalos por CG-DIC.

As Figuras 5B (Wilks's Lambda = 0,156; F = 27,53 < 0,000; a primeira raiz
candnica explicando 69%, juntamente com a seguadacandnica explicam 100%) e 5D
(Wilks's Lambda = 0,115; F = 24,404 e P < 0,000n @ primeira raiz candnica explicando
61%, juntamente com a segunda raiz explicam 100& pa dados obtidos por FTIR-PAS

referente aos agregados 1 e 2, respectivamente.
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Figura 5 - Andlise descriminante classica dos estade desenvolvimento ovariano de dois
agregados d@. versicolorA) Agregado 1, analisados por CG-DIC; B) Agregdd@nalisados

por FTIR-PAS; C) Agregado 2, analisados por CG-BID) Agregado 2, analisados por FTIR-
PAS.

Com base na composi¢cdo quimica cuticular, foi ipebseparar das fémeas e

versicolorpelos niveis de desenvolvimento ovariano (Figira 5

59



Sledge et al. (2001) estudando hidrocarbonetogutates dePolistes dominulys
verificaram que estes sdo usados como pistas dehecimento dos niveis de desenvolvimento
ovariano das fémeas da col6nia. Brunner & HeinZ#9® estudou a formigdemnothorax
unifasciatuse relatou que compostos cuticulares sédo indicatdmsestado reprodutivo das
fémeas, sendo que os alcanos lineares que marsbocdrm para a diferenciacdo foram g €
Coo. Dapporto et al. (2004) encontraram diferencas taiaias na composi¢cao quimica cuticular
de vespad$’. dominulode acordo com seu status reprodytwmede fémeas alfas continham os
compostoLL29:1 e C31:1 e que estavam ausentes em fémeas Bata Sledge et al. (2004) a
atividade ovariana esta correlacionada com asetif@s encontradas nos perfis quimicos da

assinatura cuticular das fémeaddelominulus

Conclusao

Fémeas oriundas de agregados distintos se difararma¢la quimica de sua cuticula em
P. versicolor Nos agregados houve uma distingdo na composigauap cuticular entre fémeas
com diferentes graus de desenvolvimento ovarianttpor CG-DIC como por FTIR-PAS.
Também foi possivel diferenciar fémeas fecundadasn@lo fecundadas, nestes agregados

empregando a técnica de cromatografia gasosa.
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