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RESUMO

Um dos fatores que proporcionaram aos insetos o seu sucesso evolutivo foi & habilidade
que desenvolveram para perceber e interpretar 0 meio ambiente por meio de sistemas
sensoriais complexos. Varios mecanismos sdao empregados em sua comunicacao, sendo
os mais efetivos os sinais quimicos, que facilitam as interacdes sociais durante o
reconhecimento de companheiros de ninhos. A assinatura quimica é especifica de cada
coldnia ou mesmo de cada individuo é adquirida ao longo do desenvolvimento, ou seja,
desde o estagio de ovo até a fase adulta. Esta assinatura também pode estar relacionada
a composicao dos materiais utilizados na construcdo de seu ninho, que é uma mistura de
diversos tipos de secrecdes, sobretudo as salivares com material vegetal. O veneno é
importante para manutencdo das colonias de vespas. Sua composi¢do pode variar de
acordo com varios fatores, entre eles a propria idade da operaria. Portanto, o objetivo
deste estudo foi avaliar a variacdo da composicdo quimica da cuticula da vespa
Protopolybia exigua ao longo dos estagios de desenvolvimento, do ninho e do veneno
das operéarias em diferentes idades. Com esse fim, emprega-se a técnica de
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. De acordo com o0s
resultados obtidos, os compostos quimicos cuticulares dos diferentes estagios de
desenvolvimento e do ninho de P. exigua sdo iguais em termos qualitativos, porém
diferentes em termos quantitativos, mostrando que estes compostos devem ser usados
como sinais para o reconhecimento de coespecificos nas col6nias. Por outro lado, a
variacdo desses compostos entre diferentes col6nias ndo € significativa, embora este
fato, provavelmente esteja relacionado ao nivel de parentesco entre elas e ao
compartilhamento dos mesmos recursos. Os compostos apolares do veneno variaram
significativamente de acordo com a idade das operarias, provavelmente em fungéo do
tipo de tarefa executada por elas, sendo que ha um claro aumento da complexidade dos
compostos na medida em que as vespas ficam mais velhas, quando executam tarefas de

maior risco, como o forrageamento, havendo maior necessidade do uso do veneno.

Palavras-chave: hidrocarbonetos cuticulares, ontogenia, polietismo temporal.



ABSTRACT

One of the factors responsible for the evolutionary success of insects was the ability to
sense and interpret the environment by means of their complex sensorial systems
Several mechanisms are employed in its communication, the most effective being the
chemical signals that facilitate social interactions during the recognition nest mates. The
specific chemical signature of each colony or even of each individual is acquired along
their development, that is, since the egg to the adult stage. This signature can also be
related to the composition of the materials employed in the construction of the nest,
which is a mixture of secretions of various types, especially the salivary with plant
material. The poison is also important chemicals for maintenance of wasp colonies. Its
composition may vary according to several factors, among them the very age of the
worker. Therefore, the objective of this study was the evaluation of the chemical
composition of the Protopolybia exigua wasp along its different development stages,
from the nest substrate to the poison of the worker adults with different ages. To
achieve this goal, it is employed the gas chromatography coupled to the mass
spectrometry. According to the obtained results, the chemical cuticular compounds for
the different stages of development and of the nest of P. exigua are qualitatively similar,
but quantitatively different, demonstrating that these compounds can be used as signals
for the identification of coespecific individuals in the colonies. On the other hand, the
variations in these compounds between different colonies are not significant, although
this fact may be related to the parental level between them and to the sharing of the
same resources. The non-polar compounds of the poison vary significantly according to
the age of the workers, probably due their different tasks, in which there is a clear
increase in the complexity of the compounds as the wasps become older, when they

execute higher risk activities, such as foraging, and need to make more use of poison.

Keywords: cuticular hydrocarbon, ontogeny, temporal polyethism.



1° CAPITULO- CONSIDERACOES GERAIS

Vespas sociais: Caracteristicas gerais

As vespas consideradas eussociais apresentam trés caracteristicas que definem
este comportamento: a sobreposic¢do de geracdo, o cuidado cooperativo com a prole e a
divisdo reprodutiva de trabalho entre as castas (Wilson, 1971). Os vespideos sociais da
familia Vespidae sdo classificadas em trés subfamilias: Stenogastrinae, Vespinae e
Polistinae (Carpenter, 1988; Carpenter, 1991). Dentre elas, a subfamilia Polistinae tem
distribuicdo cosmopolita, com sua maior diversidade na regido tropical, especialmente a

Neotropical (Carpenter & Marques, 2001).

No Brasil ha registro de vinte e dois géneros de Polistinae, distribuidos desde a
Floresta Amazbnica até Mata Atlantica (Carpenter & Marques, 2001). Dentro da
classificacdo atualmente mais aceita, essa subfamilia é dividida em quatro tribos:
Epiponini, Mischocyttarini, Ropalidiini e Polistini (Carpenter, 1993) sendo que essas
quatro tribos apresentam comportamento eussocial, mas diferem entre si quanto aos
detalhes da vida social (Montagna, 2009). Dentre as espécies que compdem a tribo
Epiponini ocorrem algumas variagdes nos sistemas de diferenciacdo de castas. Em
alguns casos as rainhas apresentam tamanho corporal maior que as operérias (Carpenter
& Marques, 2001), ou as rainhas podem ser menores que as operarias como em Polybia
dimidiata (Shima et al., 1996), ou ainda apresentar pequenas varia¢des ou nenhuma em
relacdo as operarias. Nestes casos, a diferenciacdo é feita somente por andlise do

desenvolvimento ovariano (Noll & Zucchi, 2000).

O tipo de fundacdo de colonias nesta tribo é realizado por enxameamento, na
qual um grupo composto por varias fémeas férteis (rainhas), acompanhadas por dezenas
de fémeas estéreis (operarias e intermediarias) fundam uma nova colénia (Machado,
1974). As rainhas sdo responsaveis pela oviposicdo e as operarias selecionam o novo
local para o ninho e fazem o deslocamento, marcando o caminho por meio feromonios
de trilha (Naumann, 1975; Jeanne, 1981; West-Eberhard, 1982).

Nas vespas sociais e em outros insetos que vivem em sociedade, 0s ninhos

servem como defesa contra predadores, manutencdo das condi¢des microclimaticas,



além disto, favorece as interacOes sociais e preservacdo de integridade estrutural
(Jeanne, 1977).

Ha uma grande variedade nos formatos dos ninhos dentro desta tribo como de
forma geral ocorre também na subfamilia Polistinae (Souza & Sanuncio, 2012). Para a
construcdo do ninho na maioria das vespas sociais utilizam de fibra vegetal e unem-nas
a uma secrecdo oral (Gullan & Cranston, 2010; Prezoto & Clement, 2010). Possuem
uma coloracdo clara e suas colonias apresentam uma duracdo relativamente curta
(Prezoto & Clement, 2010). Em particular os ninhos na espécie de Protopolybia exigua
séo construidos debaixo ou entre folhas. S&o ninhos com um namero variavel de favos,
todos recobertos por um involucro e sustentados por varios pedinculos internamente
(Prezoto & Clement, 2010).

Comunicacao quimica em vespas sociais

3

De forma geral um dos fatores que proporcionaram aos insetos 0 Seu SuCesso
evolutivo foi a habilidade que desenvolveram para perceber e interpretar o meio
ambiente por meios de sistemas sensoriais complexos (Gullan & Cranston, 2010). De
fato estes sistemas proporcionaram aos insetos que vivem em sociedade, incluindo as
vespas sociais, um sistema de comunicagdo usando sinais de diferentes naturezas. Entre
estes sinais estdo os sinais sonoros, tateis, visuais e quimicos, sendo que 0s sinais
quimicos ocorrem de forma muito mais efetiva nos insetos, incluindo os sociais (Gullan
& Cranston, 2010).

Dentre o0s sinais quimicos estdo presentes os feromoOnios volateis e o0s
denominados superficiais. Entre os feromdnios volateis mais estudados aqueles que
desencadeiam reac@es fisiologicas especificas, entre elas, as sexuais, de agregacdo, de
espacamento, de formacdo de trilha e de alarme (Gullan & Cranston, 2010). Os
feromoénios de superficie, por outro lado, encontram-se na cuticula do inseto, sdo
compostos de maior massa moleculares com cadeias mais longas e sdo identificados

pelos companheiros via contato direto (Blomquist, 2010).

A cuticula dos insetos é formada por vérias camadas, sendo que a camada mais
superficial, a epicutiicula, € uma camada composta por diversas classes de compostos

Entre estes os hidrocarbonetos apresentam como funcdo primordial a redugdo da

4



permeabilidade da cuticula de forma a proteger o inseto contra a dessecacdo e patdgenos
(Lockey, 1988; Blomquist, 2010).

Os hidrocarbonetos sdo uma das principais classes de compostos que compdem a
cuticula dos insetos, sobretudo os alcanos, alcanos ramificados e alcenos (Howard &
Blomquist, 2005). Os hidrocarbonetos normalmente sdo misturas complexas que variam
de forma quantitativa e qualitativa (Blomquist, 2010). A diversidade de compostos e
complexidade estrutural desses arranjos permitem que 0S insetos carreguem
informacBes complexas em sua cuticula (Lorenzi et al., 1996). Assim, as possiveis
combinagbes obtidas a partir da variagdo na posi¢cdo metil nos alcanos e posic¢do das
ligacGes duplas nos alcenos podem ter evoluido de modo a aumentar o conteudo
informacional desses arranjos sem prejudicar sua habilidade de retencdo de agua
(Blomquist, 2010).

Nos insetos sociais, estes arranjos de hidrocarbonetos cuticulares constituem um
perfil quimico que funciona como uma verdadeira “assinatura quimica” que €
determinado tanto geneticamente quanto ambientalmente (Khidr et al., 2013). Assim,
diferentes populacbes podem apresentar composi¢c@es quimicas variadas, podendo
diferir de acordo com as diferentes regides (Dapporto et al., 2004; Dapporto et al.,
2009).

As variagOes de hidrocarbonetos cuticulares entre col6nias formam entre os
membros um perfil quimico colonial (Cotoneschi et al., 2007; Constanzi et al., 2013).
Em vespas sociais, pode ser adquirida em poucas horas apos a emergéncia do adulto
pelo contato com o material do ninho (Pfennig et al., 1983, Lorenzi et al., 2004, Neves
et al., 2013), o que pode ser usado no processo de reconhecimento por companheiras de
ninho (Lorenzi, et al., 1996).

Ainda que as col6nias tenham seu préprio perfil quimico, podem ocorrer
diferencas em nivel de individuo, permitindo assim, identificar e ser identificados por
outros individuos. Essas variacbes podem ocorrer quanto a idade, sexo, casta e
fertilidade (Sledge et al., 2001; Cotoneschi et al., 2009; Bonckaert et al., 2012, Neves et
al., 2012).

Estes hidrocarbonetos presentes na superficie dos ovos de vespas podem indicar
se foram ovipositados por rainhas ou operarias (Bonckaert et al., 2012), como nas

especies de Polistes a rainha é capaz de reconhecer seus ovos e realiza oofagia nos ovos



ovipositados por outras fémeas (Gervet, 1964; Lorenzi & Filippone, 2000). O estudo de
Panek & Gamboa (2000) demonstra que em P. fuscatus fundadoras foram capazes de
discriminar suas proprias larvas de parasitas, mesmo quando apresentados fora do
ninho, enquanto que em P. dominula, Cervo et al., (2008) reportam que os adultos sdo

capazes de reconhecer larvas de intrusos das larvas de sua prépria colonia.

Neste sentido na vespa P. fuscatus, o perfil quimico dos adultos sdo similares
aos das larvas (Panek & Gamboa, 2000). Por outro lado, Brown et al., (1991)
encontraram diferencas quantitativas na composicao de hidrocarbonetos cuticulares de
larvas, pupas e adultos da Vespula germanica, havendo portanto, um perfil quimico

especifico para cada um dos estagios de desenvolvimento.

Estas diferencas podem estar relacionadas ao fato que estes estagios de
desenvolvimento se distinguem, sobretudo pelo tipo de dieta. As vespas adultas utilizam
recursos alimentares a base de carboidratos (Bichara-Filho, 2003). Contudo, no estagio
larval a dieta é protéica (Suzuki, 1978), embora possam receber também fluidos
contendo carboidratos (Edwards, 1980).

Portanto, fica claro que cada estagio de desenvolvimento tém seu préprio perfil
quimico cuticular (Cotoneschi et al., 2007) e isto deve permitir que 0os membros das
colbénias mantenham sua coesdo por meio das interacOes entre eles (Constanzi et al.,
2013).

Além disso, 0os compostos cuticulares dos membros das col6nias guardam uma
relacdo intima com os compostos quimicos do préprio ninho (Sumana, et al., 2005).
Durante a construcdo do ninho é usada uma mistura de secrecdes, sobretudo a secrecao
salivar em associacdo ao material vegetal, sendo estes materiais fornecem compostos
para ao perfil quimico da col6nia (Singer & Espelie, 1992). Além do mais outros
compostos presentes nos ninhos podem ser oriundos de excrecfes da glandula de Van
de Vecht, podendo estar relacionado com a protecdo contra ataques de formigas ao
ninho (Post & Jeanne, 1981; Espelie & Hermann, 1990). De modo que Dani (2003)
sugeriu que a composi¢do quimica destas glandulas e dos ninhos sdo similares e séo
fontes de hidrocarbonetos, podendo parte dos compostos da col6nia ocorrer pela relagdo
de troca entre os diferentes estagios de desenvolvimento com o ninho (Brown et al.,
1991).



O veneno também é responsavel pela manutencéo e coesdo das colbnias e esta
presente em uma glandula no abddémen, que por protrusdo e extrusdo do ferrdo é
expelido (Manzoli-Palma & Gobbi,1997). Sua funcdo priméria é a captura de presas,
porém se tornou um eficiente meio de defesa, sobretudo em vertebrados, principalmente

nas espécies sociais (Macalintal & Starr, 1996).

Os insetos sociais sdo capazes de sintetizar compostos para a producdo de
veneno, caracteristica importante principalmente durante a fase da vida em que as
operarias deixam os trabalhos no interior do ninho e passam a realiza-los fora, expondo-

se frequentemente a situac6es de perigo (Ortiz & Camargo-Mathias, 2006).

O veneno é constituido por compostos, que sdo selecionados para a
sobrevivéncia das espécies (Abdel-Rahman et al., 2009). Em particular, o veneno de
Hymenoptera é constituido por complexas moléculas organicas, proteinas, peptideos,
lipideos, aminas vasoativas (norepinefrina, histamina e dopamina) e enzimas como
fosfolipases, hialuronidases e fosfatases (Edstron, 1992; Lima & Brochetto-Braga,
2003). Contudo, pode ser composto predominantemente por aminoacidos ou uma
mistura complexa de compostos de baixa massa molecular (Palma, 2006). Em estudos
de compostos de baixa massa molecular ésteres, alcoois e hidrocarbonetos, podem ser
responsaveis pela agregacdo dos companheiros para a prote¢do do ninho (Sledge et al.,
1999; Dani et al., 1998; Weston et al., 1997; Bruschini et al., 2008, Bruschini & Cervo,
2011).

A composicao do veneno, por outro lado pode variar, de acordo com a idade, em
funcdo que esse individuo executa na colonia (Pacala et al., 1996). Durante a ontogenia
comportamental, as operarias realizam um subconjunto de tarefas em um dado momento
de sua vida, podendo trocar de atividade em resposta as interaces com o ambiente e
com outros membros da col6nia (Pacala et al., 1996). As operéarias jovens trabalham
primeiro em fungdes menos arriscadas dentro do ninho e passam a realizar trabalhos

mais arriscados fora do ninho quando estdo mais velhas (Jeanne & Downing; 1988).

Neste sentido, deve existir uma correlacdo entre a idade da operaria e a tarefa
por ela desenvolvida (Giannotti, 1997; Torres et.al., 2009; Torres et al, 2012). Operérias
mais velhas atuam mais efetivamente na atividade forrageadora e de defesa da colonia,
tarefas que envolvem maiores gastos energéticos e riscos de mortalidade, expondo a

vespa a predadores (Torres et al., 2013).



Portanto, é possivel que a composi¢cdo do veneno de vespas sociais se altere ao
longo da idade da fémea, uma vez que em abelhas ja foi comprovado que essa
composic¢do varia de acordo com a idade da operaria (Owen, 1979; Owen, 1990).

As vespas sociais da tribo Epiponini sdo abundantes no Brasil, mas ainda ha
pouca informacdo quanto a composic¢ao quimica dos compostos cuticulares e do veneno
de Protopolybia exigua. De tal modo este estudo visou investigar o perfil quimico
cuticular dos diferentes estigios de desenvolvimento e se estes mostrariam alguma
relacdo com ninho. Também foram realizadas analises quimicas em relacdo ao perfil
quimico dos compostos apolares do veneno das operarias desta vespa e sua relacdo com

a composicéo obtida em suas diferentes idades.

OBJETIVOS
Objetivo geral

Avaliar a composicdo quimica cuticular ao longo dos estagios de desenvolvimento
e do ninho, e avaliar a relacdo entre a composicao do veneno e a idade das operarias da

vespa P. exigua.
Objetivos especificos

- Analisar as variacbes na composicdo da quimica cuticular ao longo do

desenvolvimento da vespa P. exigua.
- Avaliar a composicdo quimica dos ninhos de P. exigua.

- Avaliar as varia¢fes quimicas da fracdo apolar do veneno de P. exigua, de

acordo com a idade das operarias.
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2°CAPITULO- COMPOSICAO QUIMICA DOS ESTAGIOS DE
DESENVOLVIMENTO, NINHO E VENENO DE Protopolybia exigua
(SAUSSURE, 1854) (HYMENOPTERA, POLISTINAE, EPIPONINI).

INTRODUCAO

Protopolybia exigua (Saussure, 1854) (Hymenoptera, Polistinae) é uma vespa
social neotropical que, no Brasil, ocorre do Acre ao Rio Grande do Sul, pertencente a
tribo Epiponini, cuja fundagdo das col6nias é realizada por enxameamento, na qual um
grupo composto por varias fémeas férteis (rainhas), acompanhadas por dezenas de

fémeas estéreis (operéarias e intermediarias) fundam uma nova colénia (Machado, 1975).

O ciclo de vida desta espécie leva em torno de 41 a 45 dias, sendo que 0 estagio
de ovo dura de 3 a 5 dias, o larval, de 18 a 20 dias e o de pupa 20 dias (Machado, 1975).
Estes estagios de desenvolvimento se distinguem, sobretudo pelo tipo de dieta, sendo
que as vespas adultas utilizam recursos alimentares a base de carboidratos (néctar)
(Bichara-Filho, 2003) e as larvas de proteinas (Suzuki, 1978), embora possam receber
também fluidos contendo carboidratos (Edwards, 1980).

As vespas sociais, como outros animais considerados sociais mantém suas
colbnias coesas por meio de um sistema complexo de comunicacao usando sinais, sendo
eles, acusticos, sonoros, visuais, tateis e 0 mais efetivo, € o sinal quimico (Krashec &
Breed, 2013). Os sinais quimicos sdo responsaveis para carregar informacdes e sao
denominados de semioquimicos (Vilela & Della Lucia, 2001). Quando envolvidos na
comunicacdo intraespecifica, sdo denominados de feroménios, ou em interagdes
interespecificas sdo chamados de aleloquimicos (Ali & Morgan, 1990; Richard & Hunt,
2013). Portanto, os sinais responsaveis pela comunicagdo quimica sédo importantes para
organizacao social, pois estdo envolvidos na coordenacdo de atividades bésicas para a
manutencdo das coldnias, como defesa, recrutamento e forrageamento (Billen &
Morgan, 1998).

Os hidrocarbonetos sdo alguns dos compostos que estdo presentes na cuticula
dos insetos conhecidos como feromonios superficiais, contudo sua fungéo primaria € a

protecdo evitando a dessecagdo ou infeccdo por microrganismos (Blomquist &
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Bagneres, 2010). Estes compostos caracterizam um perfil quimico particular para os
insetos, sobretudo os sociais, dessa forma, é considerada a “impressdo digital” e
permitem o reconhecimento de sinais especificos para cada col6nia e mesmo de cada
individuo, indicando, por exemplo, a idade e a tarefa dentro da coldnia (Denis et al.,
2006; D’Ettorre & Moore, 2008; Blomquist & Bagneres, 2010).

Neste contexto o préprio ninho que abriga as colbnias executa um papel
fundamental nesse sistema de reconhecimento de coespecificos entre companheiras,
sendo que, a composicdo é similar ao dos individuos da colénia (Espelie & Hermann,
1990; Sumana et al., 2005). O perfil quimico da colénia pode estar relacionada a
composicdo dos materiais vegetais utilizados para a sua construcdo associado as
secrecOes de glandulas salivares (Brown et al., 1991), por outras glandulas, como a
glandula de Van de Vecht, que secreta compostos responsaveis a prote¢do do ninho para
evitar ataques de formigas (Post & Jeanne, 1981; Espelie & Hermann, 1990). Além
disto, as interac@es entre individuos e o ninho s&o importantes para obtenc&o deste perfil
quimico (Fortunato et al., 2004; Lorenzi et al., 2007; Neves et al., 2013).

Dentre os fatores que possibilitam a variacdo deste perfil quimico cuticular é
possivel destacar, o estagio que a coldnia se encontra, 0 ambiente de nidificacdo ou o
estagio de desenvolvimento do individuo. Durante o estagio do ovo ja é possivel
perceber que ha a presenca destes compostos. Como nos estudos de Espelie & Hermann
(1990) que mostram que 0s ovos apresentaram hidrocarbonetos e que com o passar do
desenvolvimento dos estdgios estes foram aumentando, mostrando um aumento da
complexidade de composicdo. Esta variacdo também pode estar relacionada ao
reconhecimento de cada estagio, uma vez que as operarias precisam reconhecer com
quais estagios de desenvolvimento estdo lidando, como para a alimentagdo de larvas
(Torres et al., 2013). Desse modo esta capacidade de reconhecimento deve ser
importante, pois a determinacdo pré-imaginal de castas que ocorre em epiponni, uma
vez que as larvas de potenciais rainhas séo alimentadas diferentemente das larvas de

operarias (Cotoneschi et al., 2007).

A capacidade de reconhecimento de larvas de sua propria colénia, como visto
em P. fuscatus, esta relacionada a similaridade destes compostos entre estes estagios e
os adultos e larvas (Panek & Gamboa, 2000). Por outro lado, Brown et al. (1991)
encontraram diferencas quantitativas entre a composicédo de hidrocarbonetos cuticulares

de larvas, pupas e adultos da Vespula germanica. Além disto, Lorenzi et al. (2004)
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observara que os hidrocarbonetos cuticulares em Polistes dominula aumentam de forma
significativa em poucos dias apds a emergéncia dos adultos, até se completar o perfil

quimico de suas coldnias.

O veneno é importante para manutencdo das col6nias de vespas e, portanto,
responsaveis pelo seu sucesso evolutivo. Sua funcdo primaria € a captura de presas,
tornando-se um eficiente meio de defesa, sobretudo em vertebrados, principalmente nas
espécies sociais (Macalintal & Starr, 1996). O veneno em himendpteros é constituido
basicamente de complexas moléculas organicas, proteinas, peptideos, lipideos, aminas
biogénicas (norepinefrina, histamina e dopamina) e algumas enzimas como fosfolipases,
hialuronidases e fosfatases (Souza et al., 2005), podendo também ser descrito como em
sua maioria constituido por proteinas e peptideos, ou como uma mistura complexa de
compostos de baixa massa molecular (Palma, 2006; Lin et al., 2011; Casewell et al.,
2013).

Além disso, os compostos do veneno de vespas sociais, primariamente sdo
utilizados como mecanismo de alarme e sdo excretados para produzir reacOes
estereotipadas que funcionam para recrutar operarias e acelerar os movimentos e ataque
na coldnia (Ali & Morgan, 1990). A composic¢do do veneno, por outro lado pode variar,
de acordo com a idade, em funcéo da tarefa que executa na colonia (Pacala et al., 1996).
Durante a ontogenia comportamental, as operérias realizam um subconjunto de tarefas
em um dado momento de sua vida, podendo trocar de atividade em resposta as
interacdes com o ambiente e com outros membros da colénia (Pacala et al., 1996). As
tarefas das operarias jovens sdo menos arriscadas no interior do ninho e quando mais
velhas passam a realizar estas no exterior do ninho sendo mais arriscado (Jeanne &
Downing, 1988).

Assim uma vez que a maioria dos estudos com esta espécie exploram apenas
aspectos de sua biologia bésica e algumas informacdes sobre a composicéo polar de seu
veneno (Rocha et al., 2009; Rocha & Giannotti, 2007; Mendes et al., 2005; Mendes &
Palma, 2006). Este estudo teve como o objetivo avaliar a variacdo dos compostos
quimicos cuticulares ao longo dos diferentes estagios de desenvolvimento, além da
composi¢do quimica dos ninhos e a composi¢do quimica do veneno de operarias de
acordo com a sua a idade empregando cromatografia gasosa acoplada a espectrometria

de massas.
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MATERIAIS E METODOS

Coleta de material

Foram coletadas trés colbnias de P. exigua em marco de 2014, no municipio de
Dourados, no campus da Universidade Estadual do Mato Grosso do Sul (UEMS) (S
22°20'23"; W 55°33'46"), todas as colonias estavam de dois a trés metros de distancia
entre elas. Estas coldnias foram extraidas de seu sitio de nidificacdo durante o periodo
diurno, envolvendo-as com um recipiente plastico em torno do ninho e em seguida
despregando o pedunculo de fixacdo. Toda a populacdo, em seguida, foi levada ao
laboratério, onde foram adormecidos por resfriamento em refrigerador a 9°C e em
seguida sacrificados por congelamento. A espécie foi identificada e armazenada no
LABECO (Laboratorio de Ecologia Comportamental) na Universidade Estadual do

Mato Grosso do Sul.

Separacédo nos estagios de desenvolvimento

A composi¢do quimica cuticular foi analisada nos seguintes estagios de
desenvolvimento: ovos, larvas de quinto instar, pupas e adultos, foram utilizados 10
individuos para cada estagio por colénia. O tamanho dos ovos foram padronizados pela
medida de sua largura e comprimento. As larvas de quinto instar foram utilizadas por
ser o instar em que o perfil quimico larval estd completo. A determinacdo do instar foi
feita baseada na medida da cépsula ceféalica que deveria ser do tamanho das pupas
recém encapsuladas e as pupas analisadas estavam na ultima etapa para tornar-se
individuos adultos (Hunt et al., 2007). Todos os individuos adultos eram fémeas

operarias.

A extracdo dos hidrocarbonetos cuticulares e da glandula de veneno ocorreu no

maximo em sete dias ap0s a coleta do material.

Extracdo dos compostos quimicos do ninho e da cuticula dos diferentes estagios de

desenvolvimento
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Foram extraidos os compostos quimicos da cuticula de 10 individuos de cada
estagio por coldnia. Para andlise da composi¢do quimica do ninho foi extraida cinco

amostras de 1cm? da regido das células centrais do ninho.

Os compostos quimicos da cuticula e dos ninhos foram extraidos pela submerséo
das amostras em 1 mL e 4 mL de hexano (Grau HPLC, TEDIA ), respectivamente por 2
minutos. Tanto os extratos dos diferentes estagios, quanto do ninho foram secos e ap6s
a secagem solubilizados separadamente em 100uL de hexano para anélise

cromatografica.

Determinacdo da idade das operarias

As idades das operarias foram determinadas pela analise do apodema do 5°
esternito, por meio da progressao da pigmentacdo que segundo Richards (1971) e West-
Eberhard (1973), indicam que esta acontecendo progressdo na idade dos individuos. As

operarias foram separadas em trés categorias: jovens, intermedidrias e velhas (Figura 1).

2mm

\ B (

Figura 1: ldades relativas da vespa determinada por meio da coloracdo da linha na parte superior do
apodema, quanto mais escura, mais velha a fémea. Apodemas: A: jovem, B: intermediario, C: velha
Fonte: Silva, E.R.S.

Extracdo de glandulas de veneno

Para analise da variacdo da composicdo do veneno foram utilizados o conteudo
das glandulas de veneno de trés operarias de cada categoria de idade por colbnia. As
glandulas de veneno foram retiradas com pincas finas sob estereomicroscopio acoplada
a uma ocular micrométrica. As glandulas foram estouradas e seu contetdo submergido

em 1mL hexano (Grau HPLC, TEDIA ) por 2 minutos. Apos a filtracdo o solvente foi
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seco em capelas de exaustdo. Para a analise quimica cada extrato foi solubilizado em
100puL de hexano (Grau HPLC, TEDIA).

Analise quimica dos estagios de desenvolvimento, ninho e veneno

Para andlise quimica dos compostos das 3 diferentes fontes de amostragem,
foram realizadas empregando-se um cromatografo gasoso (GC-2010 Plus, Shimadzu,
Kyoto, Japdo) com detector de massas (GC-MS 2010 Ultra) usando uma coluna capilar
de silica fundida DB-5 (60 m de comprimento x 0,25 mm de diametro x 0,25 um de
espessura de filme). As temperaturas do injetor, detector e da linha de transferéncia
foram 250°C, 280°C e 300°C, respectivamente. Volume de injecdo de 1 pL em modo

injecdo splitless. O gas de arraste empregado foi Hélio com o fluxo de 1mL min™.

As condicBes de programacéo de temperatura para as matrizes variaram, para as
amostras de estagios de desenvolvimento e ninho foram: rampa de aquecimento com
temperatura inicial de 100°C alcancando 300°C & 3°C min™ e permanecendo na

temperatura final por 20 minutos.

As condicBes de programacdo para as amostras de veneno foram: rampa de
aguecimento com temperatura inicial de 150°C alcancando 300°C & 3°C min™ e
permanecendo na temperatura final por 10 minutos. Em ambos, 0s cromatogramas
foram registrados pelo programa Chrom Quest 5.0 e analisados pelo programa

Workstation Chrom Data Review.

Os parametros de varredura do espectrometro de massas incluiram voltagem de
ionizacdo de impacto de elétron de 70 eV, na faixa de massa de 45 a 800 m/z e com
intervalo de varredura de 0.5s. A area do pico de cada composto foi determinada por
integracdo manual de cada cromatograma de ions totais (TIC). Em seguida todas as

areas foram transformadas em areas percentuais relativas

As identificagdes dos compostos foram realizadas empregando o indice de
retencdo calculado (Van den Dool & Kratz, 1963) usando uma mistura de alcanos
lineares (> 90% pureza, C14-C3s Sigma Aldrich) como referéncia externa em relagéo ao
indice de retencdo da literatura (Nelson & Carlson, 1986; Lange et al., 1989; Page et al.,

1990; Grunshaw et al., 1990; Brown et al., 1991) associado a interpretacdo dos
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espectros de massas obtidos com as amostras e comparados com as bases de dados
(NIST21 e WILEY229).

Os compostos presentes nas amostras dos estagios de desenvolvimento e no
ninho foram expressos em abundancia percentual relativa e para este estudo foram
considerados minoritarios aqueles que apresentaram abundancia relativa menor que 2%,
intermediarios entre 3% e 6,99% e majoritarios entre 7% e 19%. No veneno foram
considerados como 0s minoritarios quanto apresentaram abundancia menor que 2%,
intermediarios 2% a 6,99% e majoritarios 0s compostos que apresentaram teores entre
7% e 23%.

Analise estatistica

Para avaliar a variacdo dos compostos quimicos cuticulares entre os estagios de
desenvolvimento e ninhos, bem como a variagdo da composi¢do do veneno, de acordo
com a idade da operaria, foram empregadas analises de funcdo discriminante, na qual
Wilk’s lambda é usado como pardmetro de avaliacdo da diferenca entre 0os grupos.
Valores proximos de 0 (zero) indicam que ndo ha sobreposicdo dos grupos e valores
proximos de 1 (um) indicam alta sobreposicdo entre os grupos (Vieira et al., 2009).
Altos valores de F mostram uma maior significancia dos dados e P ¢é significativo para

valores menores que 0,05 (Triola, 2008; Goodpaster & Kennedy, 2011).

RESULTADOS E DISCUSSOES

Perfis quimicos cuticulares dos diferentes estagios desenvolvimento e do ninho.

Os 49 picos determinados nos cromatogramas estdo presentes nas amostras de
todas as colbnias e em todos os estagios de desenvolvimento e no ninho (Tabela 1,
Figura 2). Estes picos estdo compreendidos entre os hidrocarbonetos tetradecano ao
hexatriacontano, sendo que destes 41 picos foram identificados nas amostras
representando entre 95-98% de abundancia relativa, e oito ndo identificados que

representaram 2-5% (Tabela 1).
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Figura 2: Cromatogramas representativos do individuo adulto (A) do ninho (B) de P.exigua.

Na analise estatistica dos estagios de desenvolvimento e o ninho o desvio padréo
relativo dos compostos cuticulares entre os individuos de uma mesma coldnia estes
foram menores que 1%. Entre as diferentes colénias nos estagio de ovo, larva e pupa o
desvio padrdo relativo foi menor que 3%, sendo que no estagio de adultos e o ninho
variaram entre 10% (Tabela 1). Nesse sentido, no estudo de Cotoneschi et al (2007) os
autores avaliaram maior diferenca na assinatura cuticular entre os adultos de uma
mesma col6nia do que entre as larvas de col6nias diferentes. Brown et al (1991)
também descreveram que a composicao quantitativa entre adultos de diferentes col6nias

é maior quando comparada a variacdo entre individuos de uma mesma colonia .

Tabela 1: Comparacdo entre alcanos lineares e alcanos ramificados identificados em diferentes estagios
de desenvolvimento e do ninho de P. exigua analisados CG-EM.

M (%) £DP **

indice*  Compostos Ovos Larvas Pupas Adultos Ninho

1400 tetradecano 042+0,02 007+0,00 0,05+001 0,02+0,01 0,02+0,00
1500 pentadecano 0,21 +£0,02 1,18+0,06 041+0,03 0,02+001 0,01+0,01
1600 hexadecano 0,17+000 068+0,00 057+029 0,20+0,05 0,06+0,03
1700 heptadecano 022+0,04 061+0,01 065+010 043+0,01 0,09+0,03
1802 octadecano 195+002 0,71+006 122+033 055+003 0,19+0,07
1874 3-metiloctadecano 5,36 £ 0,02 167+0,05 053+000 004+001 0,07+0,01
1901 nonadecano 0,85+0,03 026+0,01 142+023 0,62+0,02 0,14+0,03
1965 4-metilnonadecane 0,26 + 0,01 0,03+0,01 0,06+003 004+0,00 0,13+0,03
2000 eicosano 0,30+£0,01 070+0,06 1,72+0,33 0,70+0,04 0,37+0,06
2051 5-metileicosano 0,19+0,01 004+0,00 0,03+001 0,10+0,05 0,01+0,01
2078 3-metileicosano 0,33+0,02 010+0,01 0,12+0,03 0,18+0,01 0,08+0,03
2103 heneicosano 0,37 £ 0,02 0,18 +0,00 163+0,10 0,74+0,04 0,24+0,07
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2206
2299
2333
2400
2498
2555
2599
2698
2730
2801
2832
2898
2929
2999
3100
3130
3154
3199
3245
3275
3298
3324
3351
3356
3400
3466
3494
3543
3594

docosano

tricosano
9-metiltricosano
tetracosano
pentacosano
5-metilpentacosano
hexacosano
heptacosano
9-metilheptacosano
octacosano
10-metiloctacosano
nonacosano
9-metilnonacosaneo
triacontano
hentriacontano
9-metilhentriacontano
7-metilhentriacontano
dontriacontano
5-metildontriacontano
3-metildotriacontano
tritriacontano
11-metiltritriacontano
5-metiltritriacontano
4-metiltritriacontano

tetratriacontano

4-metiltetratriacontano

pentatriacontano

0,25+0,01
0,31+0,03
0,73+0,01
0,80 +0,02
1,52+0,01
0,57+0,01
4,60 £ 0,02
17,76 0,02
0,20+0,01
3,35+0,01
11,77 £ 0,02
9,42+0,01
0,20+0,01
6,20 + 0,02
11,73+0,01
3,25+0,01
2,66 0,01
2,72+0,01
0,90 +0,03
0,04 +0,01
3,91+0,02
0,22+0,01
0,19+0,03
0,22 +0,03
0,27 +0,02
0,17+0,01
0,34 +0,03

7-metilpentatriacontano 0,08 + 0,02

hexatriacontano

0,13 +0,02

0,28 +0,02
0,64 +0,01
0,10+0,02
0,78 £ 0,04
7,86 +1,07
4,78 £0,63
2,13+0,04
19,36 +0,27
0,28 + 0,03
1,84 £ 0,04
6,16 + 0,22
7,35+0,16
3,62+ 0,04
1,56 +0,02
3,91+0,52
14,64+0,89
3,84+0,20
1,19+0,01
1,66 +0,18
1,66 +0,03
2,93+0,01
4,37+0,14
1,26 £0,12
0,30 +0,00
0,09 +0,01
0,06 +0,01
0,07 +0,01
0,05+0,01
0,06 0,01

1,81 0,58
2,54+ 0,26
0,05 + 0,00
1,73 £0,02
539+0,14
3,06 £0,06
1,87 £0,45
11,59 £ 0,20
0,41 0,03
1,24+ 0,10
1,34+£0,09
3,17 £0,07
1,96 0,20
3,23 £0,20
5,94 +0,12
17,21 +0,30
13,28 £0,17
0,39 £0,11
0,64 0,01
0,17 +£0,21
5,23 +0,39
2,27 012
0,02 +£0,00
0,02 £0,00
0,08 £0,01
0,02 0,00
1,44+£0,61
0,17 +£0,01
0,01+0,01

0,79 £0,01
0,73 £0,02
0,02 +0,01
0,68 +0,05
0,80+ 0,02
0,06 £ 0,03
0,76 £0,02
4,33+0,10
0,44 0,21
1,09 +0,39
0,79+0,03
4,11+0,07
2,68 £ 0,05
3,52 +£0,03
5,45+0,94
7,17+0,99
1,20+1,81
4,41+042
5,12 +0,42
7,07+£0,13
7,44 £0,04
8,24 +£0,03
2,93 £0,06
1,05 +0,03
7,61 £2,49
5,57 £0,08
4,45 0,12
4,88+0,14
0,44 £ 0,06

0,64 +0,08
0,48 +0,20
0,07+0,01
0,79+0,03
2,74 +0,36
0,17 +0,03
1,73+0,36
14,06 + 0,02
0,63+0,13
1,90 £ 0,07
0,96 +£0,03
6,40 +2,92
1,62+0,38
2,31+0,01
7,36 0,05
10,33+ 2,10
6,63 1,25
2,08 +0,48
0,42+0,31
2,54 +0,05
8,09 £ 0,95
6,94 +£1,80
1,26 +0,49
0,60 + 0,60
0,08 + 0,00
0,67+0,11
6,63 +0,14
8,23 +£1,96
0,46 £0,10

*Indice calculado (Van denDool&Kratz, 1963); ** M: Médias estagio e ninho, n=30; DP: desvio padrao.

Desta forma os resultados indicam que ndo ha diferencas significativas entre 0s

perfis quimicos das amostras entre as diferentes colénias (Wilk's Lambda: 0,985, o F:

0,014 e 0 P: 0,999) (Figura 3).
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Figura 3: Anélise discriminante empregando todos os compostos descritos entre as diferentes col6nias.
Coldnia 1=®, Col6nia 2=, Colénia 3=4A. n=10

Isto pode ser explicado por que as col6nias estavam nidificadas em sitios
préximos da mesma é&rea, podendo, portanto, guardar um grau de parentesco
relativamente proximo entre elas, como sugerido também por Klahn & Gamboa, 1983,
na vespa Polistes fuscatus. Outro fator que poderia influenciar essa similaridade seria a
utilizacdo dos mesmos recursos para manutencao das coldnias, como sugerido no estudo
de Cotoneschi et al. (2007) para vespa Polistes dominula. Ou ainda como descrito no
estudo de Dapporto et al. (2004) com a vespa P. dominula, no qual observaram que a
similaridade de composi¢do quimica cuticular € maior entre col6nias nidificadas em

regibes mais proximas, do que aquelas nidificadas em regides mais distantes.

A analise discriminante entre os estagios e o ninho demonstra que ha diferencas
significativas entre os perfis quimicos de todos os estagios de desenvolvimento e do
ninho com Wilk's Lambda: 0,000, F: 587,635 e P < 0,001. A soma das duas raizes
explicam 100% dos dados, sendo que a primeira raiz explica 76% e a segunda raiz
explica 24% (Figura 4). As diferencas entre os grupos ocorreram em funcdo das
diferencas quantitativas entre as amostras, uma vez que todos 0s compostos estdo

presentes em todos os estagios (Tabela 1).

24



200 I I I I T
Pupas

S 10 # o
<|\|1 Larvas
‘;; Ninhos
RS @ Ovos
= e .
©
2 &,
O
Q
N
100} Adultos =
o

200 | | | |

|
£ &0 e P ¢
Raiz candnica 1=76%

Figura 4: Analise discriminante empregando todos os compostos descritos nos estagios de
desenvolvimento e nos ninhos em P. exigua, n= 30.

Os compostos mais importantes para separagao dos grupos estao entre os alcanos
tetradecano e nonadecano e sdo minoritarios nas amostras. Estes dados diferem do
estudo de Cotoneschi et al. (2007), que concluiram que 0s compostos majoritarios sao
responsaveis para distinguir os diferentes estagios de desenvolvimento da vespa P.

dominula.

Do total dos compostos identificados nos estagios de desenvolvimento e ninho
22 foram alcanos lineares e 19 alcanos ramificados. Os alcanos lineares totais
apresentaram a maior abundancia variando de 48% a 67% e os alcanos ramificados
totais variaram de 26% a 47 %. Houve um declinio no nimero de alcanos lineares entre
0s estagios de ovos e larvas, mantendo-se praticamente constantes nos estagios de larvas

para os adultos, com abundancia em torno de 50 % (Figura 5).

A maior abundéncia de alcanos lineares no estagio de ovo, o que pode indicar
uma necessidade maior de impermeabilizagdo neste momento, uma vez que a de acordo
com alguns estudos (Gibbs, 1998; Gibbs, 2002) a funcéo principal dos alcanos lineares
é evitar a perda de &gua por desidratagdo em detrimento dos ramificados, cuja fungéo
seria a sinalizacdo quimica propriamente dita (Brown et al., 1991; Bultts et al., 1991;

Espelie et al., 1994; Gamboa et al., 1996; Lorenzi et al., 1997), ainda que estas
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definicbes ainda ndo estejam plenamente esclarecidas (Tannure-Nascimento et al.,
2007).
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Figura 5: Percentuais das abundancias totais dos alcanos lineares (AL) e alcanos ramificados (AR)
separados por colbnias de P. exigua.

Nos ovos destacaram-se como compostos majoritarios o heptacosano,
nonacosano, hentriacontano e 10-metiloctacosano (Tabela 1). O mesmo ocorrendo em
Vespula vulgaris (Bonckaert et al., 2012) em que estes mesmos compostos também

foram os que se destacaram neste estagio em ovos de rainhas.

Nas larvas os compostos majoritarios foram o pentacosano, heptacosano,
nonacosano e 9-metilhentriacontano (Tabela 1). Em larvas de P. dominula os alcanos
lineares heptacosano, nonacosano, triacontano e hentriacontano foram os compostos que
mais se destacaram e, inclusive sdo aqueles que podem sinalizar o0 sexo a partir do

estagio larval (Cotoneschi et al., 2009).

Nas pupas 0s compostos majoritarios foram o heptacosano, 9-
metilhentriacontano e 7-metilhentriacontano (Tabelal). Em relacdo a composi¢do de
pupas no estudo de Brown et al. (1991) mostra que 0 heptacosano, 0 nonacosano e o

hentriacontano foram os mais abundantes neste estagio.

Nos adultos os compostos majoritarios foram os 9-metilhentriacontano,
tritriacontano, 11-metiltritriacontano e o tetratriacontano (Tabela 1). Gamboa et al.,
(1996) identificaram alcanos ramificados, sendo estes o 15-metilhentriacontano e o 13,
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15, 17-metiltritriacontano denominados sinais responsaveis para o0 reconhecimento nos

adultos em coldnias de P. fuscatus.

Ao longo dos estagios de desenvolvimento, houve um aumento na abundancia
dos alcanos ramificados de cadeias maiores que 31 carbonos, em torno de 7% a 10%,
sobretudo nos adultos e no material do ninho (Tabela 1). Brown et al. (1991) estudando
a vespa V. germanica, identificou os alcanos ramificados de cadeias carbonicas menores
nos estagios imaturos comparados aos adultos apresentam maior abundancia de

compostos com cadeia carbonica de 29 a 37 carbonos.

Os compostos de cadeias carbdnicas menores, do heptacosano ao hentriacontano
(11-19%) foram mais abundantes em imaturos e os de cadeias carbdnicas maiores que 0
hentriacontano (7-8%) em adultos (Tabela 1). Esses resultados corroboram aos

encontrados por Cotoneschi et al. (2007) entre larvas e adultos da vespa P. dominula.

De fato estas diferencas encontradas entre os perfis quimicos entre os imaturos,
incluindo as larvas, e adultos podem ser explicadas pela diferenca de alimentacéo entre
estes estagios, pois as larvas se alimentam mais de proteina e os adultos mais de
carboidratos (néctar) (Cotoneschi et al., 2007). Nos estudos com formigas Linepithema
humile demonstram que ocorre variacdo do perfil quimico em relacdo a dieta que pode
influenciar no reconhecimento de companheiros (Liang & Silverman, 2000, Liang et al.,
2001, Buczkowski et al., 2005).

De acordo com os resultados, pupas e larvas tem perfis quimicos relativamente
préximos na analise estatistica (Figura 4). Este fato pode ter ocorrido pela pupa ser uma
fase de desenvolvimento em que ndo recebe alimento, utilizando suas reservas
acumuladas durante fase larval (Brown et al., 1991). A proximidade obtida entre pupas,
larvas e 0 ninho pode ser atribuida ao contato durante o seu desenvolvimento (Signorotti
etal., 2014).

Nos ninhos os compostos majoritarios foram o heptacosano, hentriacontano, 9-
metilhentriacontano, tritriacontano e 7-metilpentatriacontano. Os compostos do ninho
apresentam caracteristicas qualitativas e quantitativas similares em relacdo aos adultos.
No estudo de Espelie & Hermann (1990) os perfis quimicos do ninho e adultos de
Polistes annularis também foram similares. O perfil colonial é somente definido no
adulto apoés alguns dias ou horas de emergéncia (Lorenzi et al., 2004), pois esses

individuos executam o comportamento de esfregar seu gaster na superficie do ninho e,
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mesmo em outros individuos, adquirem e transferem compostos entre eles o que
influenciam na caracterizacao do perfil quimico (Dani et al., 1992; Lorenzi et al., 2007;
Neves et al., 2013). Portanto, como ja discutido em alguns trabalhos (Klahn & Gamboa,
1983; Espelie & Hermann, 1990; Brown et al., 1991; Sumana et al., 2005; Cotoneschi
et al., 2007; Lorenzi et al., 2007; Neves et al., 2013), hd uma relacéo clara entre o perfil

quimico do ninho e os membros da col6nia, sobretudo os adultos.

Variacdo da composi¢do quimica dos compostos apolares do veneno em relacéo a

idade de operarias da vespa P. exigua.

Este é o primeiro estudo de composicdo da por¢do apolar do veneno de P.
exigua. Porém na literatura existem estudos com outras espécies de vespa da subfamilia
Polistinae (Sledge et al, 1999; Dani et al., 2000, Fortunato et al., 2004, Bruschini et al.,
2006) e também em outras vespas da subfamilia Stenogastrinae (Dani et al., 1998),
evidenciando que os compostos volateis identificados sdo responsaveis por funcdo de

alarme (Bruschini et al., 2006).

Nos resultados foram obtidos 85 picos nas amostras de veneno analisadas sendo
possivel a identificacdo de 35 compostos. Estes compostos representam mais de 80% do
percentual de abundancia total das amostras. O veneno apresentou diferenga qualitativa

e quantitativa entre as idades das operarias analisadas (Tabela 2, Figura 6).
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Figura 6:Cromatogramas representativos de veneno de operéarias em diferentes idades da vespa P.exigua.
A: Jovem; B: Intermediaria; C: Velha.
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Os compostos identificados pertencem as classes de alcanos lineares, alcanos
ramificados, alcenos e ésteres (Tabela 2). Estes variaram de acordo com a idade sendo
que foram identificados maior nimero de alcanos no veneno de operérias mais jovens,
os alcenos maior numero no veneno de operarias de idade intermediaria e os ésteres
foram identificados apenas no veneno de operarias mais velhas, evidenciando que com
0 aumento da idade ocorreu tanto aumento do numero de compostos identificados no

veneno e também o aparecimento de diferentes classes de compostos.

Em relacdo das idades os compostos majoritarios no veneno de operarias mais
jovens foram o heptacosano, o nonacosano, 11-metilnonacosano e 3-metilnonacosano.
Estes alcanos, com excecdo do heptacosano, estavam presentes em todas as idades como
majoritarios. A partir da idade intermediéria o veneno das operarias apresentou entre os
compostos majoritarios a presenca do alceno, o 1-octacoseno. Nas operarias
categorizadas como velhas, o veneno apresentou dois ésteres, sendo um majoritario o 9-

metil-nonanoato (Tabela 2).

De fato, os ésteres sdo compostos facilmente volatizaveis que podem fazer parte
dos feromonios de alarme que sdo encontrados nos veneno de vespas sociais (Fortunato
et al., 2004; Bilen, 2008). Em estudo do veneno de vespas foram identificados ésteres
apos perturbacdes nas colbnias sendo liberados como sinais de alarme para outros
companheiros, como estratégias de defesa (Veith et al., 1984), ainda estes compostos
foram responsaveis como sinais de comunicacdo ( Bruschini et al., 2006). No estudo de
Fortunato et al. ( 2004) alguns ésteres e alcanos lineares de 13, 14 e 25 carbonos e um
alcano ramificado também foram identificados no veneno de vespas do género
Ropalidia. Alcanos de cadeias lineares foram identificados em col6nias de Vespa
orientalis com cadeias de 10 a 34 carbonos (Saslavasky, 1973). Alcanos lineares e
alcenos foram identificados nos estudos de Sledge et al. (1999) na espécie de vespa
Polybioides raphysgatra com cadeias de 11 a 18 carbonos. No estudo de Dani et al.
(1998) com veneno de 7 espécies diferentes da subfamilia Stenogastrinae foram
identificados hidrocarbonetos com cadeias entre 11 a 17 carbonos. O estudo de Uckan et
al. (2006) com a vespa endoparasita Pimpla turionellae relata que ha mudancas
gradativas no perfil quimico do veneno a medida que a fémea envelhece e estas
mudangas provavelmente estdo relacionadas a alteracdo na realizacdo de determinadas

tarefas ao longo do seu desenvolvimento comportamental.
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Estas variacbes da composicdo quimica do veneno provavelmente estdo
relacionadas a funcao que a fémea exerce na colénia. Estudos de Giannotti (1997), Zara
& Balestieri (2000) e Torres et al. (2013) com de vespas do género Polistes comprovam
que ha um polietismo temporal relativamente claro na casta operaria nas espécies

estudadas que deve existir entre a idade da operaria e a tarefa por ela desenvolvida.

Operérias mais velhas atuam mais efetivamente na atividade forrageadora e de
defesa da colbnia, tarefas que envolvem maiores gastos energéticos e riscos de
mortalidade, expondo a vespa a predadores (Giannotti, 1997; Zara & Balestieri, 2000 e
Torres et al., 2013). Vespas mais velhas, portanto podem apresentar composic¢do do

veneno mais complexa, pois neste momento que elas precisam de fato, usa-lo.

Tabela 2: Composi¢do quimica de compostos apolares do veneno de P. exigua identificados em
diferentes idades por CG-EM

M(%) = DP**

indice* Compostos Jovem Intermedidria  Velha
1900 nonadecano 0,12+0,01  0,14+0,01 0,12+ 0,01
1932 9-metilnonadecano 0,51+0,01 0,09+0,01
1982 2,3-dimetilnonadecano 0,56+0,01 0,39+0,01 0,16+0,01
1998 eicosano 1,48+0,02 0,11+0,01
2100 heneicosano _ 0,1+0,01 0,14+0,01
2149 9 etil-octadecenoato - - 0,16+0,01
2171 9-metil-nonanoato o _ 20,13+0,08
2199 docosano o 0,17+0,01 0,25+0,01
2275 1-tricoseno _ L 0,83+0,01
2300 tricosano _ 0,22+0,01 1,70+0,01
2385 1-tetracoseno _ 0,16+0,01 0,34+0,01
2400 tetracosano o 0,18+0,01 0,23+0,01
2433 11-metiltetracosano - 0,09+0,01 -
2487 1-pentacoseno . 0,24+0,01 0,15+0,01
2501 pentacosane 5,33+0,03 0,97+0,01 0,87+0,01
2575 3-metil-pentacosano 0,12+0,01 0,20+0,01
2601 hexacosane 1,77+0,02 0,50+0,01 0,31+0,01
2699 heptacosano 13,03+0,03 5,77+0,07 3,62+0,02
2732 11,15-dimetilheptacosano  3,10+0,02  0,43+0,01 0,32+0,01
2742 11-metilheptacosano . _ 0,13+0,01
2751 5-dimetilheptacosano 0,33+0,01 0,32+0,01
2775 1-octacoseno 2,8740,01  11,02+0,06 3,89+0,02
2801 octacosano 2,86+0,02 1,69+0,02 0,62+0,01
2832 11-metiloctacosano 0,90+0,01  0,56+0,01 0,14+0,01
2837 10-metiloctacosano 4,5340,02  0,42+0,01 6,46+0,03
2860 6-metiloctacosano _ 0,70+0,01 0,30+0,01
2875 3-metiloctacosano - 0,57+0,01 0,35+0,01
2900 nonacosano 13,15+0,06 11,51+0,06 7,98+0,05
2932 11-metilnonacosano 11,04+0,03 22,59+0,08 7,81+0,05
2952 6-metilnonacosano 1,10 £ 0,01 0,82+0,01
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2966 2-metilnonacosano 1,13+0,01 2,23+0,01

2975 3-metilnonacosano 11,50+0,05 18,8+0,08 13,21+0,05
2984 1-triaconteno 2,16+0,02 0,94+0,01 0,46+0,01
3000 triacontano 5,63+0,04 0,83+0,01 3,47+0,02
Total Identificados 82,54 81,97 78,10

N&o identificados 16,88 18,19 21,97

* indice calculado (Van den Dool & Kratz, 1963);** M: Médias idades, n=9; DP: desvio padrio-

CONCLUSOES

De acordo com os resultados apresentados, 0s compostos quimicos cuticulares
dos diferentes estagios de desenvolvimento e do ninho de P. exigua, sdo iguais em
termos qualitativos e diferentes em termos quantitativos, mostrando que estes
compostos devem ser usados como sinais para o reconhecimento de coespecificos nas
coldnias. Por outro lado a variagdo destes compostos entre diferentes coldnias ndo é
significativa, embora este fato, provavelmente esteja relacionada a nivel de parentesco

entre elas e também porque compartilham os mesmos recursos.

Os compostos apolares do veneno variaram significativamente de acordo com a
idade das operérias, provavelmente em funcdo do tipo de tarefa executada por elas,
sendo que ha um claro aumento da complexidade dos compostos a medida que as
vespas ficam mais velhas, quando elas, de fato, executam tarefas de maior risco e ou
que refletem a maior necessidade do uso do veneno, como a atividade de

forrageamento.
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