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Introducéo geral

Nas sociedades de insetos os individuos vivem em uma complexa organizacdo, com
divisdes de trabalho pré-estabelecidos, de acordo com castas definidas, na qual um individuo néo

pode viver fora da col6nia em que se desenvolveu (Ruppert et al. 2005).

Para o0 desenvolvimento das diversas tarefas nas colonias 0s insetos sociais
desenvolveram mecanismos de comunicacdo quimica e neste contexto os receptores olfativos sao
amplamente utilizados nesse processo (Ferreira-Caliman et al. 2007). Estes compostos,
denominados feromdnios agem no individuo receptor, como gatilhos fisiologicos de reacdes
comportamentais especificas. Em uma nomenclatura mais generalista, estas substancias sdo
denominadas de semioquimicos. E através da deteccdo e emissdo destes compostos que 0s
insetos encontram parceiros para o acasalamento, alimento ou presa, escolhem local de
oviposicdo, se defendem contra predadores e organizam suas comunidades, no caso dos insetos

sociais (Leal 2005).

Entre os insetos, diferentes tipos de feromdnios sdo reconhecidos atraves dos
comportamentos que estes compostos produzem no receptor da mensagem. Os comportamentos
mais comuns mediados por feromdnio sdo: a atracdo de individuos do sexo oposto para
acasalamento, denominados de feromdnios sexuais; a agregagdo de individuos de ambos os
sexos para um local especifico para alimentacéo e/ou de acasalamento, através de feroménios de
agregacao; a demarcacéo de espaco ou formacéo de trilhas, comportamento comum em formigas,
atraves de feromonios classificados como de marcagédo ou trilha. Além destes, 0s insetos sociais

utilizam uma variedade de feromdnios para organizar as atividades na colénia (Jurenka 2004).

Dessa forma os feromonios executam uma funcdo chave em muitos aspectos da vida de
um inseto e sdo geralmente divididos em dois tipos: substancias leves e volateis secretadas por

glandulas e cadeias de hidrocarbonos encontradas na cuticula (Howard 1993).
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Os hidrocarbonos cuticulares (HC) estdo agrupados numa classe de compostos volateis
conhecidos como “feromonios de superficie”. Estes feromonios sdo importantes para oS insetos
sociais, por permitirem o reconhecimento dos membros da mesma espécie, além do
reconhecimento dos ninhos, e até mesmo, membros de diferentes castas. Geralmente, 0s
feroménios aparecem absorvidos pela superficie do corpo e sdo percebidos por outros insetos,
por meio de distancias pequenas ou podem ser detectados por contato direto (Abdalla et al.
2003). Esses sdo compostos geralmente relacionados a identificacdo dos papéis dos individuos
dentro da colbnia, ou seja, a qual casta pertence, quais sdo os individuos geneticamente
relacionados, qual a sua funcdo na coldnia e outras questdes comportamentais (Singer et al.

1998).

Assim, os hidrocarbonos presentes na cuticula constituem o grupo de compostos
quimicos de importancia fundamental para a sinalizacdo intra e inter-colonial formando uma
identidade quimica especifica para cada col6nia (Ferreira-Caliman et al. 2007). Além da funcéo
de proteger a cuticula e conseqlientemente o animal como um todo da desidratacdo (Lockey

1988).

A organizacéo social das colbnias dos insetos indica a importéncia de informacgdes que
normalmente ndo é necessario em insetos solitarios como por exemplo, a presenca e a fertilidade
de uma rainha afeta fortemente o comportamento de operarias na organizacdo da colonia. A
concorréncia reprodutiva em col6nias exige uma correta avaliagdo da posicéo de cada individuo.
Todas essas informacgdes sobre o estado de fertilidade e/ou o status de dominancia pode ser

codificado no perfil de HC de formigas, vespas, e em col6nias de abelhas (Liebig 2010).

Em abelhas, por exemplo, o perfil de hidrocarbono é em parte, geneticamente
determinado, diferindo entre subfamilias, sugerindo que sejam utilizados pelas operarias como

"assinaturas” para seu reconhecimento (Arnold et al. 2000). A respeito disto, constatou-se que 0s
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individuos das coldnias da vespa Polistes fuscatus emergem sem o perfil de hidrocarbono
caracteristico de sua coldnia, que passa a ser adquirido em alguns dias, pela ativacdo de genes,

sendo ndo mais aceitas por individuos de outras col6nias (Panek et al. 2001).

Ja estudos com formigas como o de Locher et al. (2009) com Ectatomma brunneum
concluiram que as operarias ao limparem os recém-emergidos, lambendo-os, podem transmitir,
nesse momento, o odor da col6nia para esses individuos. De fato, Panek et al. (2001) sugere que
os individuos recem-emergidos da espécie Polistes fuscatus nascem sem assinatura da colénia,
obtendo-a algumas horas ap0s a sua emergéncia, podendo ser esse, um indicio de que talvez ao

serem lambidos esses insetos passem a apresentar a assinatura caracteristica de sua colénia.

Durante os Ultimos anos, numerosos trabalhos tém explorado o mecanismo de
reconhecimento dos individuos nas colbnias de diversos insetos sociais (Panek et al. 2001). Ja
foram descritos, por exemplo, que em muitas espécies, 0s HC dos adultos variam de acordo com
a colonia, a fisiologia (Blomquist et al. 1998; Lenoir et al. 1999) e entre castas, como na abelha
Melipona bicolor (Abdalla et al. 2003) e na formiga Ectatomma vizottoi (Antonialli-Junior et al.
2007). Contudo, estudos de perfis de HC em vespas sdo bastante recentes, destes as espécies
mais estudadas tem sido, ainda, do género Polistes. Em P. dominulus, por exemplo, (Cotoneschi
et al. 2009) foi observado a possibilidade das operarias distinguirem o sexo de seus
companheiros de ninho através do HC, em P. biglumis bimaculatus (Lorenzi et al. 1997) a
capacidade de reconhecimento intra-especifico, em P. fuscatus, 0 momento em que é adquirido a
assinatura colonial (Panek et al. 2001), e ainda, constatou-se que P. semenowi imita o odor de P.

dominulus para invadir a coldnia hospedeira (Lorenzi et al. 2004).

Algumas técnicas tém sido utilizadas para avaliar os perfis de hidrocarbono cuticulares
em insetos sociais, sendo uma das mais recentes, a cromatografia gasosa (Dietermann et al.

1992), que apesar de ser uma técnica muito confidvel e capaz de fornecer boas andlises
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quantitativas, requer diversas etapas de preparacdo de amostras, e dependendo da amostra pode
demorar na obtencéo de resultados além de ser destrutivel. Recentemente tem sido estudado a
utilizacdo da técnica de Espectroscopia Optica por Transformada de Fourier no Infravermelho
Médio por Deteccdo Fotoacustica (FTIR-PAS, “Fourier Transform-Infrared Photoacoustic
Spectroscopy”), para estudo da distingdo de castas e sexo (Antonialli- Junior et al. 2007) e

também de espécies de formigas (Antonialli-Junior et al. 2007, 2008).

A técnica (FTIR-PAS) é uma medida da radiacdo absorvida pela amostra, suas vantagens
sdo muito interessantes para sua aplicacdo em materiais de grande fragilidade, como materiais
bioldgicos, devido a intensidade da radiacdo ser baixa ndo provoca a destruicdo da amostra.
Além disso, pode ser empregada em medidas de amostras com dimensdes reduzidas (Greene et
al. 1992).

Além dessas caracteristicas, o aparelho utilizado, espectrofotdmetro com transformada de
Fourier (Fig.1), ndo emprega métodos dpticos dispersivos em sua varredura espectral, assim a
obtencdo dos espectros pode ser realizada em poucos minutos, dessa forma, um grande nimero
de amostras podem ser analisadas (Greene et al. 1992). Esta técnica ja foi empregada com
sucesso na andlise do fungo Aspergillus flavus (Gordon et al. 1997) que ataca o milho, na
diferenciacdo de microorganismos constituintes da superficie da maca (lrudayaraj et al. 2002),
foi também empregada para distin¢do de castas de insetos sociais (Antonialli- Junior et al. 2007),
na distingdo entre as variedades convencionais e transgénicas de soja (Caires et al. 2008) e
também na detec¢do da ferrugem asiatica nas folhas de soja infectadas com o fungo Phakopsora
pachyrhizi (Andrade et al. 2008). E uma técnica universal capaz de ser empregada em Vvarios
materiais como, solidos, liquidos, gases, pé e polimeros podem ser analisados. De modo geral,
para analise de muitos materiais, a técnica de espectroscopia infravermelha é relativamente

rapida, de facil manuseio, possui alta sensibilidade e boa resolucdo (Skoog et al. 2002).
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A espectroscopia Optica é realizada na regido espectral do infravermelho médio
compreende a faixa espectral de 4000 a 400 cm™ (Skoog et al. 2002; Silverstein et al. 2000). Esta
regido é sensivel as vibracGes e rotaces de grupos quimicos moleculares e, sendo assim, é capaz
de identificar e distinguir radicais moleculares e os tipos de liga¢cGes quimicas envolvidas em
determinada amostra, sendo este, 0 aspecto mais vantajoso dessa técnica (Smith 1999).

As posicbes dos atomos que compde uma molécula ndo sdo fixas e podem variar de
acordo com as vibragdes e rotacdes que ocorrem na molécula, quando a freqiéncia incidida
corresponde a freqliéncia de vibracdo da mesma (Andrade et al. 2008). Estas vibracoes
moleculares podem ser de estiramento ou de dobra. A Figura 2 mostra um exemplo de vibracéo
de estiramento cuja variacdo periddica da distancia interatbmica entre os atomos causa um
movimento ritmico ao longo do eixo da ligagdo, que pode ser simétricas ou assimétricas (Smith

1999, Barbosa 2007, Andrade et al. 2008).

As vibracdes de dobra (Fig. 3) caracterizam-se pela variacdo ritmada do angulo entre
duas ligacdes, sem que a posicdo relativa dos atomos se altere. Estas vibracdes de deformacao
angular podem ser de quatro tipos: tesoura, balanco, agitacdo e tor¢do (Smith 1999, Barbosa

2007, Andrade et al 2008).

Para as analises de HC em Mischocyttarus consimilis o FTIR-PAS foi realizado
diretamente no gaster (Fig. 4), por ser a regido de maior concentracdo dos HC (Cuviller-Hot et
al. 2001). Para isso os gasteres foram extraidos e depositados separadamente em placas de petri
(Fig. 4). Em seguida, foram colocados em estufa a vacuo por 48 horas para minimizar a
umidade, que interfere no espectro (Fig. 5).

Um espectro de referéncia de corpo negro (background) obtido de uma amostra de
carbono foi coletado para a normalizacdo da intensidade espectral. Logo apds, espectros de
absorcéo optica no infravermelho médio (regi&o entre 4000 e 400 cm™) foram realizado nas

vespas para analise de HC (Fig. 6).
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Os gésteres foram entdo colocados no suporte caracteristico da célula fotoacustica e
purgados com gas hélio (Fig. 7), que tem como finalidade maximizar o sinal fotoacUstico, além
de, remover 0 CO, e vapor de &gua do interior do espectrofotdbmetro (Gordon et al 1997).

Os dados foram processados com o Software Omnic fornecido pelo préprio fabricante do
equipamento. Os gréaficos foram gerados e processados com auxilio de programas gréficos.
Devido a intensidade de o sinal fotoacUstico ser em unidades arbitrarias, os gréaficos gerados apds
a plotagem foram normalizados a partir do valor da area de cada espectro. A partir de todos 0s
espectros foram separadas as linhas de absorcdo entre 400 e 4000 cm™ que apresentam as
informacdes que se pretendeu analisar.

Posteriormente os dados foram submetidos a Andlise de Fungdo Discriminante ou
Andlise de varidveis Candnicas, para indicacdo da possivel separacdo dos grupos analisados. A
distribuicdo multivariada é especificada por um vetor de médias, que contém os valores médios
para todas as variaveis consideradas, e uma matriz de covariancias, as quais medem o quanto
todos os pares de variaveis estdo relacionados (Manly, 2008). A eficiéncia no método de varias
variaveis, utilizadas no processo de “discriminacdo” dos grupos definidos € calculada a partir da
estatistica Wilk’s lambda. O estimador Wilk’s lambda varia entre 0 e 1, sendo que valores
préximos a zero ocorrem quando 0s grupos sdo facilmente diferenciados entre si, por outro lado,
se o valor de Wilk’s lambda for proximo de um os grupos sdo muito sobrepostos, ou seja, nao

séo diferencidveis por meio das variaveis utilizadas (Manly 2008).

16



Figura 1. Espectrofotdmetro infravermelho utilizado na analise de HC por FTIR-PAS.

Vibracées de Estiramento:

A\ \N\g*

Simétrico Assimétrico

Figura 2. llustracdes das vibracGes de estiramento do tipo Simétrico e Assimétrico.
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Vibracdes de Dobra:

A 3 oY

Tesoura no plano Balangono plano
+ .
+ -
Agitag&oforado plano Torgéo forado plano

Figura 3. llustracdes das vibracdes de dobra do tipo tesoura, balanco, agitacéo e torgéo.

Figura 4. Géasteres de individuos de M. consimilis preparados para analises de HC por

FTIR-PAS.
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Figura 5. Estufa a vacuo utilizada para retirar a umidade dos gasteres antes das analises

de HC por FTIR-PAS.
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Figura 6. Espectro de um Background tipico.
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Figura 7. Célula fotoacustica e em detalhe o suporte caracteristico do espectrofotdmetro,

onde é colocado o gaster para medidas de HC por FTIR-PAS.
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Resumo

Uma das condigdes que favoreceram a evolugdo e manutencdo da socialidade nos insetos é a
habilidade de reconhecimento dos companheiros de ninhos de outros individuos. O
reconhecimento entre 0s insetos sociais € mediado por sinais quimicos que sdo adquiridos logo
apos a emergéncia do adulto e variam de acordo com as tarefas desempenhadas pelos individuos
nas colbnias. Neste contexto, este trabalho teve como objetivo avaliar o momento em que
adultos da vespa M. consimilis adquirem a assinatura quimica de suas coldnias e a variacdo dos
perfis de hidrocarbono cuticular entre rainhas, operarias e machos. O método utilizado, ndo
usual, foi espectroscopia Optica por transformada de Fourier no infravermelho médio por
deteccdo fotoacustica (FTIR-PAS) diretamente no gaster de cada individuo. Foi possivel concluir
por meio das analises que individuos jovens levam de 3 a 4 dias para adquirirem a assinatura
quimica da col6nia e que este perfil varia entre as castas e o0 sexo, sendo que o perfil de operarias
foi mais proximos aos de rainhas, o que provalvemente relaciona-se a maior similaridade de
tarefas executadas por esses individuos na colonia.

Palavra-chave: Feromo6nios de superficie, Divisdo de trabalho, Repertério

comportamental, Identidade colonial.
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Abstract

One of the conditions that had favored the evolution and maintenance of the socialidade in the
insects is the ability of recognition nestmate other individuals. The recognition between the
social insects is mediated by chemical signals that are soon acquired after the emergency of the
adult and vary in accordance with the tasks played for the individuals in the colonies. In this
context, this work had as objective to evaluate the moment where adult of wasp M. consimilis
they acquire the chemical signature of its colonies and the variation of the profiles hydrocarbons
to cuticular between queens, laborers and males. The used method, not usual, was optic Fourier
transform infrared photoacoustic spectroscopy detention (FTIR-PAS) directly in géster of each
individual. It was possible to conclude by means of the analyses that young individuals lead of 3
the 4 days to acquire the chemical signature of the colony and that this profile varies between
chaste and the sex, being that the profile of laborers was next to the ones to queens, which
probably it becomes related bigger similarity of tasks executed for these individuals in the
colony.

Keywords: Surface pheromones, Division of work, Mannering repertoire, Colonial identity.
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Introducgéo

Na sociedade dos insetos a divisdo reprodutiva de trabalho representa um importante
papel na manutencdo da estrutura da colbnia: operarias cooperam com suas rainhas, que séo
geralmente morfologicamente distintas tendo como papel a reproducdo e usam um elaborado
sistema de comunicagdo para coordenar o comportamento das operarias (Wilson 1971). Uma das
condigbes que favoreceram a evolugdo e manutencdo deste sistema é a habilidade de
reconhecimento dos companheiros de ninhos de outros individuos (Hamilton 1987).

A alocagdo de tarefas nos insetos é um sistema que tem sido bastante estudado, por
exemplo em formigas cortadeiras (Pogonomyrmex barbatus) e é regulado por padrbes de
interacdo entre as operarias que executam diferentes tarefas, sendo identificadas atraves de pistas
presentes na cuticula e detectados através de contatos antenais, como uma mistura de
hidrocarbonos estimulando o forrageio (Greene e Gordon 2003, 2007). Nos Trabalhos realizados
com a formiga Solenopsis invicta por Vinson et al. (1980), Thompson et al. (1981) e Vander
Meer et al. (1982) e Antonialli-Junior et al. (2007) com Ectatomma vizottoi foi demonstrado a
presenca de hidrocarbonos diferenciados nas cuticulas, de acordo com cada casta especifica
destas espécies.

Esses trabalhos demonstram que o reconhecimento das funcbGes exercidas
individualmente e pelos individuos em coldnias de insetos sociais &€ mediado por sinais quimicos,
que eventualmente sdo adquiridos logo apos sua emergéncia (Gamboa et al. 1996). Gamboa et al.
(1986) constatou que adultos de colonias da vespa Mischocyttarus mexicanus acumulam odor
com a idade a partir de sua emergéncia. Por outro lado, a aceitacdo de individuos de outras
colonias diminui & medida que envelhecem.

Experimentos com insetos sociais demonstram que individuos recém-emergidos podem
ser transferidos de uma colénia para outra (Litte 1976, vespas; Morel et al. 1988, formigas;

Breed et al. 1988, abelhas), ou até mesmo entre espécies como descrito por Stuart (1992),
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sugerindo que os individuos recém-emergidos ainda ndo possuem o odor da sua col6nia, ndo
sendo rejeitados por outras (Jaisson 1985).

Outro fator que tem se mostrado importante para sinais de reconhecimento é o odor do
proprio material do ninho, bem documentado por Espelie et al. (1990) que relata existir
compostos ricos em hidrocarbono capazes de serem transferidos entre individuos e utilizados
como uma forma de assinatura para reconhecimento da col6nia. Assim, em vespas sociais,
processos de reconhecimento sdo mediados pelo cheiro da superficie do ninho, que por sua vez é
coberta por hidrocarbonos cuticulares (HC) produzidos por membros da colonia. O cheiro do
ninho é usado como referéncia por vespas quando elas aprendem o odor da de sua coldnia e
formam um modelo de reconhecimento de emergéncia (Gamboa et al. 1996).

Neste contexto este trabalho teve como objetivos avaliar 0 momento em que adultos da
vespa M. consimilis adquirem a assinatura quimica de suas colénias e a variacdo dos perfis de

HC entre rainhas, operarias e machos.

Materiais e métodos

Para execucdo dos experimentos na avaliacdo de quando a assinatura quimica da colénia
é adquirida pelos adultos, foram utilizadas 10 colénias de M. consimilis localizadas no Campus
da UFGD, Dourados, Mato Grosso do Sul (22°13°16 “S, 54°48°20” W). Para o monitoramento
das idades, todos os individuos recém-emergidos das col6nias foram marcados com tinta atoxica
no torax (Fig. 1). Foram analisados 10 individuos de cada idade, coletados de diferentes coldnias,
desde recém-emergidos até 5 dias de vida baseado nos resultados de transferéncia
comportamentais encontrados por Panek et al. (2001).

Para avaliar a variagdo dos HC de operarias, rainhas e machos foram utilizadas 6
coldnias, e a diferenciacdo entre machos e fémeas foi realizada atraves das antenas, uma vez que

0s machos possuem uma antendémero a mais, apresentando dessa forma uma curvatura na antena
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(Fig. 2) . Foram utilizadas duas col6nias de uma regido rural da Bodoquena (-20°32°19°°S, -
56°42°54°°, duas do campus da UFGD- Dourados (-22°13’16”’S, -54°48°20”W), e duas da &rea
urbana do municipio de Bataypora (-22°17°96°S, -53°77°02°°W). No Total foram utilizados 10
rainhas 30 operarias e 12 machos.

Todos os insetos utilizados para ambas as analises, apos coleta, eram sacrificados e
conservados por congelamento, evitando-se assim o uso de qualquer tipo de fixador ou

conservante quimico que poderia reagir com os elementos quimicos da cuticula.

Para analise do perfil de HC, foram extraidos os gasteres de cada individuo. O gaster foi
utilizado por ser a regido de maior concentracdo dos HC (Cuviller-Hot et al. 2001).

A técnica aplicada foi Espectroscopia Optica por Transformada de Fourier no
Infravermelho Médio por Deteccdo FotoacUstica (FTIR-PAS segundo Antonialli-Junior et al.
(2007 e 2008) até agora, ndo usual para este tipo de trabalho, que, no entanto, tém se mostrado
confiavel, como descrito pelos trabalhos de Antonialli-Junior et al. (2007 e 2008).

A técnica (FTIR-PAS) é uma medida da radiacdo absorvida pela amostra, suas vantagens
sdo muito interessantes para sua aplicacdo em materiais de grande fragilidade, como materiais
bioldgicos, devido a intensidade da radiacdo ser baixa ndo provoca a destruicdo da amostra, além
de, poder ser empregada para medida de amostras com dimensdes reduzidas (Greene et al. 1992).

A FTIR-PAS ¢ realizada na regido espectral do infravermelho médio que compreende a
faixa espectral de 4000 a 400 cm™ (Skoog et al. 2002; Silverstein et al. 2000) . Esta regido é
sensivel as vibracOes e rotagcBes de grupos quimicos moleculares e, sendo assim, € capaz de
identificar e distinguir radicais moleculares e os tipos de ligacbes quimicas envolvidas em
determinada amostra, sendo este, 0 aspecto mais vantajoso dessa técnica (Smith 1999).

Para minimizar a umidade que pode interferir na leitura do espectro, as amostras foram
colocadas em estufa a vacuo por 48 horas. Em seguida, os gasteres foram colocados no suporte

caracteristico da célula fotoacustica, e purgado com gas Hélio. Foi obtido o espectro resultante
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para cada abddmen pela média de 64 espectros com resolucdo de 8 cm™. Posteriormente, foram
separadas as linhas de absorcdo entre 400 e 4000 cm™, aquelas relacionadas s vibracdes de
hidrocarbonos, que podem trazer as informagdes que se pretende analisar.

Todos os dados foram avaliados por meio de andlise discriminante stepwise, a qual pode
revelar o conjunto de variaveis que melhor explicam os grupos avaliados caso exija diferenga,
sendo indicada pela Wilk’s Lambda, medida de diferenca caso exista, entre os grupos (Quinn e

Keough 2002).

Resultados e discussao

Os resultados da analise descriminante demonstram que os individuos das col6nias de M.
consimilis comecam a adquirir a assinatura quimica de sua coldnia entre o terceiro e quarto dias
apos sua emergéncia, havendo, ainda uma modificacdo do perfil de HC no quinto dia (Fig.1)
corroborando os dados descritos por Panek et al. (2001), os quais constataram através de
transferéncias comportamentais entre individuos de diferentes colénias que os membros das
colénias de Polistes fuscatus adquirem sua assinatura quimica entre 48 e 72 horas apos a

emergéncia do adulto.

Os resultados mostram que a primeira raiz candnica explicou 73% dos resultados e a
segunda 27% somadas as duas explicaram 100% dos resultados. A analise discriminante
mostrou-se significativa com Wilks's Lambda = 0, 005; F=8.988; P<0.001, na qual dos 18 picos
analisados, 7 foram significativos para separacdo dos grupos (1030, 1157, 1450, 1524, 1651,

2634, 2877).

Os espectros referentes aos gasteres analisados através da técnica FTIR-PAS mostram
que os grupos funcionais significativos entre 4000 e 400 cm™, foram identificados como estando

ligados principalmente a quitina e hidrocarbonos presentes em sua cuticula (Tabela 1.).
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A vibrac&o do N-H de dobra com o comprimento de onda por volta de 1524 cm™ é um
importante grupo, sua intensidade foi quase tdo intensa quanto o de 1651 cm™ correspondente ao
C=0 com o modo vibracional de estiramento (Antonialli-Junior et al. 2007). Portanto, segundo
Antonialli-Junior et al. (2007) a combinacgdo dessas linhas podem ser usadas para diagnosticar a
quitina ou amidos secundarios nas andlises cuticulares, juntamente com a linha de absorcdo de
2634 cm™ com vibragdo de dobra de sobreposicdo. Os demais comprimentos de onda (2877,
1450, 1157 e 1030 cm™) sdo referentes aos hidrocarbonos (C-H) encontrados na cuticula,
variando entre o modo vibracional de estiramento simétrico (2877 cm™) e estiramento

assimétrico de tesoura (1450 cm™), e o de dobra com C-H (benzeno) no plano (1157 e 1030 cm’
1).

Esses resultados corroboram as analises de Panek et al. (2001), cujo autores transferiram
individuos recém-emergidos de diferentes idades entre diferentes coldnias de P. fuscatus e
observaram que as fémeas mais velhas aceitavam essas vespas até 72 horas. Apos esse periodo
os individuos eram expulsos das col6nias agressivamente, demonstrando que, de fato, com o
passar dos dias, os individuos mais jovens adquirem uma assinatura quimica especifica de sua

coldnia.

As andlises do perfil de HC de rainhas, operarias e machos demonstram que estes trés
grupos apresentam variacao significativa (Figura 2.). De fato, a primeira raiz canonica explicou
77% dos resultados e a segunda 23%, somando-se as duas explicaram 100% da separa¢do dos
grupos. Os picos que foram mais significativos foram de nimeros de onda 667, 895, 953, 1030,
1076, e 1115. (Wilks's Lambda = 0, 034; F=12.364; P<0.001). Os nimeros de onda 667, 895 e
953 cm™ (Tabela 2 e Figura 3) correspondem ao grupo funcional C-H de dobra fora do plano
(benzeno) como mostrado na Tabela 2. Ja 0s 1030, 1076 e 1115 cm™ correspondem ao C-H com

dobra no plano (benzeno).
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Como ja descrito por Shorey (1973) os HC estdo incluidos na classe conhecida como
"feromoénios de superficie”, sendo importantes para 0s insetos sociais pois permitem o
reconhecimento de individuos da mesma espécie, os companheiros de ninho, e individuos

aparentados, ou até mesmo membros de diferentes castas.

De acordo com nossos resultados, o perfil de HC das operarias esta mais proximo ao de
rainhas do que dos machos. Provavelmente, isto esta relacionado ao sexo e também ao repertorio
de tarefas realizadas nas coldnias, tanto por rainhas quanto por operarias que tendem a ser mais
proximas entre si, quando comparados aos machos, uma vez que estes ndo precisam de uma
concentracdo alta de hidrocarbonos por ndo haver necessidade de ter seu perfil quimico bem
definido, dado o repertério de comportamentos executados por estes individuos na colbnia
(Antonialli-Junior et al. 2007). Além disto, no trabalho de Lengyel et al. (2007) foi possivel
constatar que operarias de Myrmicaria eumenoides tém seu repertorio de execucdo de tarefas
modificadas na coldnia de acordo com as mudancas gradativas em seu perfil de HC, uma vez que
segundo Wagner et al. (1998) o perfil de HC estéa relacionado ao status reprodutivo e individual

de cada individuo dentro de uma coldnia.

Pbde-se inferir, portanto, que os individuos mais jovens de M. consimilis levam de 3 a 5
dias para adquirem a assinatura quimica da col6nia representada pelo seu perfil de HC ou
feromdnios de superficie e que este perfil varia entre as castas e sexo, estando relacionado, como

ja descrito em trabalhos anteriores, as fun¢bes desempenhadas por cada individuo na colnia.
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Figura 1. Fémea de M. Consimilis recém- emergida marcada para monitoramento da

idade.

Figura 2. Fémea e Machos de M. consimilis. Em detalhe as antenas, as quais em machos

s&0 maiores por possuirem um antendmero a mais.
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Figura 3. Diagrama de dispersdo dos resultados da analise discriminante mostrando as duas

raizes candnicas de diferenciacdo do HC em diferentes idades da vespa M. consimilis.
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Figura 2. Diagrama de dispersdo dos resultados da andlise discriminante mostrando as

duas raizes canénicas de diferenciagdo de casta e sexo da vespa M. consimilis.
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Tabela 1. Nimero de onda, coeficientes das duas raizes candénicas, grupo funcional, e

modo vibracional dos picos identificados nos espectros de absor¢do no infravermelho dos

géasteres das vespas para analise das idades.

Picos

(D

(2

3)

(4)

(6)
(7

NYdeonda
(em™)

1030

1157

1450

1651
2634

2877

Raiz canénical Raiz candnica?

1.

toud

[

746

141

0,121

-0.419

-0, 943
-1, 825
-0. 015

-0, 178

Grupo Funcional

No plano C-H
(Benzeno)

Noplano C-H
(Benzeno)

C-CH:
C-CH:

-N-H
-C=0
-C-NeN-H

_CH(CH:)

Modo Vibracional

Dobra

Dobra

Dobra assimétrica em tesoura

Dobra
Estiramento
Dobra de sobreposicio

Estiramento simétrico
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Tabela 2. Numero de onda, coeficientes das duas raizes canénicas, grupo funcional, e modo
vibracional dos picos identificados nos espectros de absorcéo no infravermelho dos gésteres das

vespas g analise de casta e sexo

Picos N’Jeonda Raizcandnical Raiz canonica2 Grupo Funcional Modo Vibracional
(cm™)
(1) 667 2,444 0, 242 Fora do plano C-H (benzeno) Dobra
(2) 895 1, 009 0, 200 Fora do plano C-H (benzeno) Dobra
(3) 953 -0, 025 -1, 210 Fora do plano C-H (benzeno) Dobra
4) 1030 - 2,432 -0, 629 No plano C-H (benzeno) Dobra
(5) 1076 2, 896 -0, 291 No plano C-H (benzeno) Dobra
(6) 1115 -0, 146 2, 762 No plano C-H (benzeno) Dobra
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Figura 3. Curva média para cada grupo de espectros de absor¢cdo no infravermelho médio dos

gasteres de operarias, rainhas e machos de M.consimilis com indicacdo dos picos significativos

para separacao dos grupos observados.
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Figura 4. Curva média para cada grupo de espectros de absor¢cdo no infravermelho médio dos
gasteres de diferentes idades de M. consimilis com indicacdo dos picos significativos para

separacao dos grupos observados.
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Resumo

Os hidrocarbonos prestentes na cuticula dos insetos sociais atuam em fungdes comunicativas tais
como o reconhecimento de companheiros de ninho, companheiros sexuais, e de casta, variando
de acordo com os mais diversos fatores principalmente os ambientais, uma vez que a base da
organizacdo desses insetos esta na capacidade individual de reconhecimento dos membros de
seu grupo. Visto que sdo raros os trabalhos que investigaram diferencas entre populagdes
geograficas em espécies de insetos sociais, sobretudo, vespas, este trabalho teve como objetivo
avaliar as diferencas intra-especificas na vespa Mischocyttarus consimilis Zikan (Hymenoptera:
Vespidae) pela andlise dos perfis de hidrocarbono cuticular. Foi possivel detectar que os perfis
de hidrocarbonos cuticulares de populacdes que vivem em ambientes similares se assemelham,
reforcando o entendimento de que em insetos sociais 0 reconhecimento de individuos se da
através dos hidrocarbonos cuticulares que podem ser geneticamente determinados ou adquiridos

através do ambiente, como odor da coldnia e ou influéncia da dieta.

Palavra-chave: variacdo populacional, marcadores bioquimicos, assinatura quimica.
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Abstract

The hydrocarbons present in the cuticle of the social insects act in communicative functions such
as the recognition of friends of nest, sexual friends, and of chaste, varying in accordance with the
most diverse factors mainly the ambient ones, a time that the base of the organization of these
insects is in the individual capacity of recognition of the members of its group. Since the works
are rare that had investigated differences between geographic populations in species of social
insects, over all, wasps, this work had as objective to evaluate the intra-specific differences in the
wasp Mischocyttarus consimilis Zikan (Hymenoptera: Vespidae) for the analysis of the profiles
of hydrocarbon cuticular. Analyzing the results it was possible to perceive that the profiles of
hydrocarbons cuticles of populations that live in similar environments if group, strengthening the
agreement of that in social insects the recognition of individuals if of the one through the
hydrocarbons cuticles that they can genetically be determined or be acquired through the
environment, as odor of the colony and or influence of the diet.

Keywords: Population variation, Markers biochemists, Chemical signature.

43



Introducgéo

Os hidrocarbonos cuticulares (HC) atuam em fungfes comunicativas nos insetos sociais
tais como o reconhecimento de companheiros de ninho, companheiros sexuais, e de casta
(Howard 1993; Clément e Bagneres de 1998; Singer et al. 1998; Vander Meer e Morel 1998).
Estes elementos presentes na cuticula do inseto, variam de acordo com o0s mais diversos fatores,
sobretudo os ambientais (Dahbi et al. 1996).

A variacdo geografica € exibida em quase todas as caracteristicas nos seres Vivos,
incluindo aquelas mais intimamente associadas com o papel ecoldgico das espécies (Futuyma
1992). Contudo a variacdo intra-especifica existe tanto no mesmo local quanto entre locais
diferentes. Se coletarmos um certo numero de individuos de determinada espécie em dado local,
eles podem diferir —variacdo intra-populacional— freqliientemente apresentando uma distribuicdo
normal. Da mesma forma, se coletarmos individuos de uma mesma espécie em diferentes locais,
eles também podem diferir- variacéo entre populacdes ou variacao geografica (Ridley 2006).

Uma das ferramentas utilizadas, recentemente para avaliar variacOes entre populacdes de
insetos é a utilizacdo da composi¢do de HC como um marcador bioquimico (Calderén-Fernandez
et al. 2005). Por exemplo, através de dados de hidrocarbonos e morfometria foi constatado que o
Hemiptera Triatoma dimidiata inclui véarias populacdes submetidas a divergentes caminhos
evolutivos, com o isolamento geografico como uma possivel causa (Marcilla et al. 2001).

Neste contexto, as variagdes no perfil quimico da cuticula foram encontrados em varios
insetos sociais, relacionadas néo s a coldnia, mas também a seu ciclo sazonal, tarefa colonial,
estado reprodutivo e origem geografica (Daportto et al. 2004). Por exemplo, a influéncia da
localizagcdo geografica sobre a composicdo quimica dos perfis de HC da formiga Cataglyphis
iberica foi documentada por Dahbi et al. (1996), enquanto Brown et al. (1996) utilizaram estes

mesmos elementos para distinguir diferentes populacfes do térmita Drepanotermes perniger.
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Com base na variacdo interpopulacional nos perfis de HC de Drosophila mojavensis,
Etges e Jackson (2001) sugeriram que a diferenciacdo pode ocorrer de acordo com a localizagdo
geogréfica, 0 mesmo sendo constatado no trabalho de Calderon--Fernandez et. al (2005), no
qual o padréo de HC provou ser (til para estudar a variabilidade intraespecifica em popula¢6es
de T. dimidiata da Guatemala.

Um dos poucos trabalhos realizados com vespas, analisando diferencas populacionais
usando estes elementos foi o de Dapporto et al. (2004) com Polistes dominulus o qual foi
possivel perceber a relacdo direta do ambiente com as variagfes quimicas.

Visto que sdo raros os trabalhos que investigaram diferencas intraespecificas em espécies
de vespas, este trabalho teve como objetivo avaliar as diferencas entre populacdes geograficas da

vespa Mischocyttarus consimilis Zik&n (Hymenoptera: Vespidae) pela andlise dos perfis de HC.

Materiais e métodos

Foram coletadas 12 col6nias de M. consimilis de diferentes regides de Mato Grosso do
Sul (Bodoquena, Bataypora, Dourados, Maracaju, Eldorado e Sidrolandia). Foram utilizadas de

15 a 25 individuos por coldnia, dependendo do tamanho das coldnias.

Todas as colbnias foram coletadas com auxilio de um saco plastico escuro que era
colocado sobre os ninhos que, em seguida eram desprendidos pelos pedunculos. Todos o0s
individuos eram entdo fixados e conservados por congelamento, evitando, assim, o uso de
qualquer tipo de fixador ou conservante quimico que poderia reagir com os elementos quimicos

da cuticula dos insetos.

Para andlise do HC foram extraidos os gasteres dos individuos, e depositados
separadamente em placas de Petri. Posteriormente foram colocados em estufa a vacuo por 48
horas para minimizar a umidade. A técnica aplicada foi a Espectroscopia Optica por
Transformada de Fourier no Infravermelho Médio por Deteccdo Fotoacustica (FTIR-PAS
segundo Antonialli-Junior (2007 e 2008).

A técnica (FTIR-PAS) é uma medida da radiagdo absorvida pela amostra, suas vantagens
sd0 muito interessantes para sua aplicagdo em materiais de grande fragilidade, como materiais
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bioldgicos, devido a intensidade da radiagdo ser baixa, ndo provoca a destruicdo da amostra,
além de, poder ser empregada para medida de amostras com dimensdes reduzidas (Greene et al.
1992).

A FTIR-PAS ¢ realizada na regido espectral do infravermelho médio que compreende a
faixa espectral de 4000 a 400 cm™ (Skoog et al. 2002; Silverstein et al. 2000) . Esta regido é
sensivel as vibracOes e rotacBes de grupos quimicos moleculares e, sendo assim, € capaz de
identificar e distinguir radicais moleculares e os tipos de ligagcbes quimicas envolvidas em
determinada amostra, sendo este, 0 aspecto mais vantajoso dessa técnica (Smith 1999).

A FTIR-PAS foi realizada diretamente no gaster, porque é nesta parte do corpo onde mais

se concentram os HC (Cuvillier-Hot et al. 2001).

Para determinacdo dos espectros de infravermelho médio das vespas das colnias das
diferentes populacdes, os gasteres foram colocados no suporte caracteristico da celula
fotoacUstica, a qual foi purgada com géas Hélio. O espectro resultante para cada gaster foi obtido
pela média de 64 espectros com resolucio de 8 cm™. Posteriormente, foram separadas as linhas
de absorcdo entre 400 e 4000 cm™, principalmente aquelas relacionadas as vibragbes de

hidrocarbonos, que podem trazer as informagdes que se pretende analisar.

A analise de diferenciacdo das espécies foi realizada utilizando a funcdo discriminante
stepwise, indicada por selecionar um conjunto de variaveis que melhor diferenciam (caso exista
diferenca) os grupos analisados (Quinn e Keough 2005). Nesta andlise a estatistica Wilk’s
Lambda é utilizada como medida da diferenca entre os grupos, sendo que valores proximos a
zero indicam que 0s grupos nado se sobrepdem enquanto valores proximos a um indicam elevada

sobreposicao entre 0s grupos e consequente inexisténcia de diferenca significativa entre eles.
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Resultados e discussao

A andlise discriminante para as diferentes populacbes mostrou-se significativa com
Wilks's Lambda = 0, 001; F=15, 401; P<0.001, na qual 8 dos 18 picos foram importantes para a
separacdo dos grupos ( Tabela 1. e Figura 2.). Os resultados da primeira raiz canénica
explicaram 57% dos resultados, e da segunda raiz 43% totalizando 100% da explicacdo dos

resultados (Tabela 1.)

Contudo, pelo grafico de dispersdo (Figura 2) é possivel observar que 0s espectros

obtidos na andlise de FTIR-PAS sdo bem similares, apresentando diferengas sutis.

Os picos mais importantes para a separacdo dos grupos foram 667, 895 e 953 cm™ que
correspondem ao grupo funcional C-H (benzeno) com dobra fora do plano, sendo o primeiro
pico (667cm™) uma banda mais larga em relaco as outras duas. Os picos 1030, 1076 e 1157 cm’
! que também correspondem ao grupo funcional C-H (benzeno) com dobra no plano sdo picos
mais expressivos com vibracdo um pouco mais intensa em relacdo aos picos citados
anteriormente, porém, provavelmente todos correspondentes aos hidrocarbonos presentes na
cuticula dessa espécie. O pico 1238 cm™ com valor também significativo para separacdo das
populagdes corresponde ao grupo funcional C-N com modo de vibragéo de estiramento e 0 pico
1524 cm™ corresponde ao grupo funcional N-H com vibragdo em estiramento entrando no grupo

das amidas.

Analisando os resultados foi possivel perceber que ocorreram agrupamentos de acordo
com o tipo de ambiente onde foram coletadas as coldnias. Resultados similares foram descritos
por Dahbi et al. (1996) estudando populaces da formiga Cataglyphis iberica. Neste trabalho
foram avaliados os comportamentos antagonistas entre as formigas pertencentes a diferentes
coldnias de uma mesma populagéo e entre as formigas de colonias de diferentes populagdes que

apresentaram perfis quimicos distintos.
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As colbnias coletadas em um corrego (Cérrego Jancdo) localizado em Maracaju
separaram-se das demais, provavelmente porque foi a Unica populagdo na qual as colénias foram
coletadas em uma regido, na qual predominava um ambiente de mata, sem entorno rural. Pelo
mesmo motivo a populacdo de Bataypora distinguiu-se das outras porque estavam em uma area

urbana, no centro da cidade (Figura 1).

As populacbes de Sidrolandia, Eldorado e Dourados encontravam-se em area urbana
periférica, proximas a areas rurais (Figura.1l). Também pelo mesmo motivo, provavelmente,
estas populacdes se sobrepuseram a de Bodoquena (Figura 1), pois esta populacéo foi coletada

em uma area rural de fazenda.

Esses resultados apontam a influéncia que o ambiente exerce sobre estas diferentes
populacdes que estdo sob diferentes pressdes ambientais. De fato, segundo Mayr (1963) cada
populacdo difere das demais, e o grau de diferencas entre diferentes populagdes de uma espécie
varia da quase completa identidade até uma diferenciacdo quase a nivel de espécies.

Nos insetos sociais o reconhecimento de individuos da mesma colénia se da através dos
hidrocarbonetos cuticulares (Gamboa et al. 1996; Lahav et al. 1999; Wagner et al. 2000; Lenoir
et al. 2001) que podem ser geneticamente determinados (Beye et al. 1998; Suarez et al. 2002;
Guerrieri e D’Ettorre 2007; Thurin e Aron 2008) ou adquiridos através do ambiente, como odor
da colbnia (Carlin e Holldobler 1983) e influéncia da dieta (Liang e Silverman 2000;
Buczkowski e Silverman 2006; Sorvari et al. 2008) ou pela combinacdo dos dois componentes
(Jutsum et al. 1979; Crosland 1989; Pirk et al. 2001; Suarez et al. 2002). Estes sinais sao
compartilhados pelos individuos da colonia atraves das interagdes sociais como trofalaxia,

“grooming” e contato fisico (Soroker et al. 1998; Lahav et al. 1999).

A variagdo geogréfica existe em todas as espécies e pode ser causada por adaptacao as

condicdes locais (Ridley 2006). Neste caso, portanto, parece que os fatores ambientais sdo
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aspectos importantes pra distincdo dessas populagdes. Os fatores ambientais podem afetar
diferentes aspectos de populagdes sobre diferentes pressdes ambientais (Berven et al. 1979).

De fato, a variacao de perfis de HC, em diferentes populac@es geograficas ja foi descrita
no trabalho de Etges e Ahrens (2001), estudando a espécie Drosophila mojavensis o qual
revelaram variagdes importantes nos perfis quimicos entre populagdes geogréficas isoladas.

Resultados similares foram encontrados por Dapporto et al. (2004), os quais encontram
diferencas quantitativas e qualitativas entre o perfis quimicos da cuticula de individuos de
Polistes dominulus de trés diferentes localidades e demonstraram que individuos de localidades
vizinhas apresentaram mais semelhancas em seus perfis epicuticular do que os de localidade
mais distante, os autores afirmam ainda que essas semelhancas entre as duas populacdes vizinhas
podem ser atribuida a componentes ambientais e similaridade genética, o que mais uma vez
reforca os resultados obtidos aqui, os quais destacam a influéncia das diferentes condicGes
ambientais, sobretudo, a qualidade de presas disponiveis (Liang e Silverman 2000; Buczkowski e

Silverman 2006; Sorvari et al. 2008) e também fatores genéticos Beye et al. 1998; Suarez et al.

2002; Guerrieri e D’Ettorre 2007; Thurin e Aron 2008) inerentes a cada populacao.
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Figura 1. Diagrama de dispersdo dos resultados da analise discriminante mostrando as
duas raizes canénicas de diferenciacdo entre diferentes populacdes geograficas da vespa M.

consimilis.
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Figura 2. Curva média para cada grupo de espectros de absor¢cdo no infravermelho médio dos

gasteres de individuos de diferentes populacGes geogréaficas de M. consimilis com indicacdo dos

picos significativos para separacdo dos grupos observados.
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Tabela 1. Numero de onda, coeficientes das duas raizes canénicas, grupo funcional, e modo
vibracional dos picos identificados nos espectros de absor¢do no infravermelho do gasteres de

vespas de diferentes populacbes geograficas de M. consimilis.

Picos NYdeonda Raizcanbnical Raiz candnica2 Grupo Funcional Modo Vibracional
(cm™)

1) 667 0, 609 1, 247 Out-of-plane C-H Dobra
(benzeno)

2 895 1,247 0, 545 Out-of-plane C-H Dobra
(benzeno)

3) 953 1,264 -0, 066 Out-of-plane C-H Dobra
(benzeno)

4) 1030 1,439 -0, 528 In-plane C-H (benzeno) Dobra

(5) 1076 0, 230 1, 200 In-plane C-H (benzeno) Dobra

(6) 1157 -1, 327 -0, 974 In-plane C-H (benzeno) Dobra

Estiramento
@) 1238 1, 327 -0, 362 -C-N
(8) 1524 1,304 -0,535 -N-H Dobra
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CAPITULO III

O papel do perfil de hidrocarbono cuticular de Mischocyttarus

consimilis como estratégia para parasitar colénias de Mischocyttarus cerberus
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Resumo

Vérios insetos sociais reconhecem seus companheiros de ninho através de sinais quimicos, sendo
que o perfil quimico para cada col6nia é especifico, adquirido por cada individuo, provavelmente
logo ap6s a sua emergéncia. Este trabalho teve como objetivo avaliar se a espécie
Mischocyttarus consimilis mimetiza o perfil de hidrocarbono de Mischocyttarus cerberus como
estratégia para parasitar suas colénias. Como método avaliou-se o perfil de hidrocarbono
cuticular pelo método de espectroscopia dptica por transformada de Fourier no infravermelho
médio por deteccao fotoacustica (FTIR-PAS). Foram avaliadas coldnias das duas espécies, com e
sem interacdo. Os resultados demonstraram que, pelo método utilizado, as duas espécies
possuem nitida distingdo entre seus perfis de hidrocarbono cuticulares, quando avaliadas colonias
sem nenhum tipo de interacdo. No entanto, quando avaliadas col6nias, as quais continham as
duas especies interagindo, o método aponta que os individuos possuem perfis semelhantes.
Podemos concluir, portanto, que M. consimilis, além de exibir padrdes morfologicos e
comportamentais similares a M. cerberus, 0 que provavelmente sdo estratégias que colaboram

para 0 sucesso durante as interaces entre as duas espécies, também mimetizam sua assinatura
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quimica, o que deve facilitar ainda mais o comportamento de parasitismo das colénias do

hospedeiro.

Palavras — chave: Distin¢do de espécies, assinatura quimica, interacdo social.

Abstract

Some social insects recognize nestmates through chemical signals, being that the chemical
profile for each colony is specific, acquired for each individual, probably soon after its
emergency. This work had as objective to evaluate if the Mischocyttarus consimilis species
mimecs the profile of hidrocarbono of Mischocyttarus cerberus as a strategy for parasite its
colonies. As method the profile of hydrocarbon was evaluated to cuticular for the method of
optic spectroscopy optic Fourier transform infrared photoacoustic spectroscopy detention (FTIR-
PAS). Colonies of the two species had been evaluated, with and without interaction. The results
had demonstrated that, for the used method, the two species possess clear distinction enter its
profiles of hidrocarbono cuticles, when evaluated colonies without no type of interaction.
However, when evaluated colonies, which contained the two species interacting, the method
points that the individuals possess similar profiles that if had grouped. We can to conclude,
therefore, that M. consimilis, beyond to show standards morphologic and mannering similars to
M. cerberus, what probably they are strategies that collaborate for the success during the
interactions between the two species, also mimic its chemical signature, what must still more

facilitate the behavior of parasitism of the colonies of the host.

keywords : Distinction of species, chemical signature, social interaction.
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Introducéo

Vespas eusociais menos derivadas iniciam suas col6nias de forma solitaria ou agregam-se
a outros ninhos estabelecidos ajudando a fundadora, ou ainda, podendo apossar-se dos ninhos

que apresente por parte da(s) fundadora(s) baixa motivacéo defensiva (Nonacs e Reeve 1995).

Vérios insetos sociais reconhecem seus companheiros de ninho através de sinais
quimicos (Gamboa et al. 1996). O perfil quimico para cada colénia é especifico, sendo adquirido
por cada individuo logo apds a sua emergéncia, ou entre trés primeiros dias (Panek et al. 2001).
Segundo Espelie et al. (1990) e Gamboa et al. (1996) os componentes absorvidos do ninho
contribuem para assinatura caracteristica da coldnia, promovendo o reconhecimento dos

individuos.

O parasitismo facultativo é uma forma de parasitismo, no qual a rainha é substituida por
outra de outra colbnia que acaba se favorecendo dos recursos usurpados para sua prépria
reproducdo, sendo descrita em maior namero nos Hymenoptera sociais (Wilson 1971;
MacDonald e Matthews 1975; Jeanne 1977; Fisher 19873, b). Este tipo de interacdo pode ocorrer
em espécies de vespas sociais pela atracdo que os ninhos e a prole exercem sobre outras fémeas
que estejam buscando locais de nidificacdo (Roseler 1991), representando uma alternativa viavel
de reproducdo, pois o usurpador economiza tempo e esforgo na construcdo do ninho, além de

contar com a prote¢do e a manutencao das operarias (Klahn 1988).

Em vespas sociais o parasitismo facultativo envolvendo a tomada de controle de col6nias
estabelecidas por fémeas reprodutivas estranhas, € um tipo de parasitismo social facultativo, que
pode ocorrer por uma ou outra forma intra ou interespecifica (Wilson 1971; Klahn 1988).
Ambas as formas foram documentadas em todas as trés subfamilias de vespas sociais em

Vespidae (Wilson 1971). Especificamente em Polistinae o parasitismo intraespecifico foi

60



descrito nos géneros Polistes (P. metricus (Klahn 1979); P. exclamans (Strassmann 1981) e
Mischocyttarus (M. flavitarsus (Litte 1979)), enquanto, o interespecifico foi descrito somente no
género Polistes, no qual, por exemplo, colonias de P. instabilis foram usurpadas por P.
canadensis (O’Donnell e Jeanne 1991); P. versicolor por P. lanio (Giannotti 1995); P. gallicus

por P. dominulus (Cervo e Dani 1996); P. dominulus por P. nimphus (Cervo et al. 2004).

Estudos revelam que algumas espécies de parasitas de insetos sociais conseguem integrar
a coldnia hospedeira imitando seu odor (revisado por Dettner e Liepert 1994), ou seja, através da
aquisicdo de componentes especificos da espécie hospedeira. Outra estratégia de uso do
hidrocarbono por espécies parasitas, tem sido proposta por Lenoir et al. (2001), no qual os
parasitas sociais utilizam o “cheiro”, para ocultar sua identidade através de hidrocarbonos
cuticulares (HC) quantitativamente reduzidos. Os autores ainda citam a formiga Polyergus
rufescens, (parasita social do género Formica), cujo perfil epicuticular parece ser pobre em
hidrocarbono no momento em que esta espécie entra no ninho do hospedeiro, podendo
representar uma forma do parasita ndo ser reconhecido pelo hospedeiro (D'Ettorre e Errard
1998).

Portanto, 0 mimetismo quimico é uma forma de enganar o hospedeiro, para que a espécie
parasita seja bem sucedida (Lorenzi e Bagnéres 2002), reforcando a importancia do perfil de HC
no reconhecimento dos insetos.

Mischocyttarus cerberus € uma vespa Neotropical de ocorréncia na regido centro-oeste e
sudeste do Brasil. Esta espécie foi descrita por Richards (1940) e tem sua historia de vida mais
detalhadamente descrita nos trabalhos de Giannotti (1998); Giannotti (1999); Silva e Noda
(2000), Togni e Giannotti (2007) e Togni e Giannotti (2008). Fémeas de M. cerberus
compartilham caracteristicas morfoldgicas com fémeas de M. consimilis, diferindo tdo somente
no padréo de coloracdo do abddmen, sendo totalmente na cor preta em M. cerberus e listrado na

cor preta e amarelo em cada segmento em M. consimilis.
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Mischocyttarus consimilis, descrita por Zikan (1949) é uma vespa Neotropical de
distribuicéo, desde entdo restrita ao Paraguai, mas que atualmente tém se dispersado pela regiédo
sul do Estado de Mato Grosso do Sul. Relativamente pouco se sabe sobre a historia de vida desta
espécie considerando que os primeiros trabalhos foram desenvolvidos nos ultimos dois anos

(Montagna et al. 2009; Montagna et al. 2010).

Em habitats nos quais ambas as espéecies estdo presentes, a ocorréncia de parasitismo
facultativo do ninho de M. cerberus por M. consimilis, parece ser uma regra geral. Portanto,
neste sentido, este trabalho teve como objetivo avaliar se parasitas facultativas da espécie M.

consimilis usam como estratégia mimetizar a assinatura quimica das col6nias de M. cerberus.

Material e Métodos

Foram coletadas 3 col6nias de M. cerberus e 3 M. consimilis de diferentes regifes
(Bodoquena/MS, Baytapord/MS, Dourados/MS e Piracicaba/SP), sem qualquer indicio de
interacdo entre as duas espécies. Destas foram utilizadas de 6 a 10 individuos por col6nia,
dependendo do tamanho da colénia. Assim, avaliando colbnias de diferentes populacdes
podemos ter resultados mais confiaveis quanto ao perfil médio de HC destas espécies. Para
avaliarmos o efeito do contato fisico da espécie parasita com o ninho e com individuos da
espécie hospedeira, analisamos o perfil de HC de todos os individuos de duas coldnias

parasitadas.

As coldnias foram coletadas com auxilio de um saco plastico escuro que foi colocado
sobre o ninho, que em seguida foi desprendido pelo pedunculo. Em seguida todos os individuos
foram fixados/conservados por congelamento, assim evitando usar qualquer tipo de fixador ou

conservante quimico que poderia reagir com os elementos quimicos da cuticula.
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Para analise do HC foram extraidos os gasteres dos individuos, e depositados
separadamente em placas de Petri. Posteriormente foram colocados em estufa a vicuo por 48
horas para minimizar a umidade. A técnica aplicada foi a Espectroscopia Optica por
Transformada de Fourier no Infravermelho Médio por Deteccdo Fotoacustica (FTIR-PAS

segundo Antonialli-Junior (2007 e 2008)).

A técnica (FTIR-PAS) é uma medida da radiacéo absorvida pela amostra, suas vantagens
sdo muito interessantes para sua aplicacdo em materiais de grande fragilidade, como materiais
bioldgicos, devido a intensidade da radiacdo ser baixa ndo provoca a destruicdo da amostra, além
de, poder ser empregada para medida de amostras com dimensdes (Greene et al. 1992).

A FTIR-PAS ¢ realizada na regido espectral do infravermelho médio que compreende a
faixa espectral de 4000 a 400 cm™ (Skoog et al. 2002; Silverstein et al. 2000). Esta regi&o é
sensivel as vibracdes e rotacbes de grupos quimicos moleculares e, sendo assim, é capaz de
identificar e distinguir radicais moleculares e os tipos de ligacBes quimicas envolvidas em
determinada amostra, sendo este, 0 aspecto mais vantajoso dessa técnica (Smith 1999).

O FTIR-PAS foi realizado diretamente no gaster, pois é nesta regido do corpo, onde se
concentra os HC (Cuvillier-Hot et al. 2001). Para determinacdo dos espectros de infravermelho
médio das vespas, 0s gasteres foram colocados no suporte caracteristico da célula fotoacustica, a
qual foi purgada com gas Hélio. O espectro resultante para cada gaster foi obtido pela média de
64 espectros com resolucdo de 8 cm™.Posteriormente, foram separadas as linhas de absorcéo
entre 400 e 4000 cm™, principalmente aquelas relacionadas as vibracdes de hidrocarbonos, que

podem trazer as informacdes que se pretende analisar.

A andlise de diferenciacdo das espécies foi realizada utilizando a anélise de funcédo discriminante
stepwise, indicada por selecionar um conjunto de variaveis que melhor diferenciam (caso exista
diferenca) os grupos analisados (Quinn e Keough 2002). Nesta analise a estatistica Wilk’s

Lambda é utilizada como medida da diferenca entre os grupos, sendo que valores proximos a
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zero indicam que 0s grupos ndo se sobrepdem enquanto valores proximos a um indicam elevada

sobreposicao entre 0s grupos e consequente inexisténcia de diferenca significativa entre eles.

Resultados e discussao

As coldnias de M. cerberus sdo fundadas, em geral por uma Unica fémea e 0s ninhos séo
constituidos por um unico favo descoberto preso ao substrato por um Unico pedunculo periférico
(Giannotti 1998) (Fig.1 A). Por outro lado, segundo Montagna (2010) as coldnias de M.
consimilis também sdo fundadas, em geral, por uma Unica fémea e 0s ninhos sdo constituidos por
um unico favo descoberto preso ao substrato, contudo, por um Unico pedunculo centralizado

(Fig.1 B)

Em habitats nos quais ambas as espécies estdo presentes, a ocorréncia de parasitismo
envolvendo o parasitismo facultativo do ninho de M. cerberus por M. consimilis, parece ser uma
regra geral. Foi registrado o evento de parasitismo facultativo em trés areas geograficas distintas
no estado de Mato Grosso do Sul das quais foram coletadas col6nias para as analises de perfis de
HC. Em qualquer uma dessas &reas todas as colbnias de M. cerberus foram parasitadas por
fémeas de M. consimilis. Dados preliminares demonstram que o parasitismo ocorre em todos 0s
estagios do desenvolvimento colonial, entretanto, parece ser mais comum no estagio de pré-
emergéncia quando na maioria dos casos uma uUnica fémea fundadora de M. cerberus esta
presente no ninho (Fig. 1C). Em geral, o parasitismo da colénia no estagio de pré-emergéncia é
executada por uma Unica fémea de M. consimilis (Fig. 1C), enquanto na pds-emergéncia ha
evidencias de agdes sinergisticas de mais de uma fémea. O periodo de tomada de controle da
coldnia é marcado pelo envolvimento das fémeas co-especificas em interagdes antagonistas.
Nesses embates fisicos fémeas de M. consimilis tém se mostrado mais agressivas que fémeas de
M. cerberus e esta interacdo acaba com a total expulsdo da(s) fémea(s) do ninho da espécie

hospedeira (Fig. 1D).
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Os trabalhos j& desenvolvidos com M. consimilis (Montagna et al. 2009; Montagna et al.
2010) sugerem que suas coldnias se estabelecem facilmente em habitats colonizados por vespas

co-especificas e tornam-se predominantes em detrimento a M. cerberus.

Os resultados demonstram que as duas espécies possuem perfis de hidrocarbono distintos
entre si (Fig.2), havendo uma separacéo nitida dos grupos, sendo que a analise de discriminagéo
canonica detectou diferencas significativas entre os espectros no infravermelho-médio das duas
espécies (Wilks's Lambda = 0, 033; F=14.551; P<0.001), havendo assim uma separacdo nitida
dos grupos (Fig.2). Isto reforca a importancia do perfil de hidrocarbono no reconhecimento de
sinais e distincdo de espécies, agindo como uma identidade colonial (Howard e Blomquist

2005).

Também obtivemos um diagrama de dispersdo dos resultados para diferenciacdo das
espécies, no qual o primeiro eixo da Fig.2 explica 61% dos resultados, e somando-se o0s dois
eixos, explicam 100% dos mesmos, esses resultados foram similares aos encontrados por
Antonialli Junior et al. (2007) que estudaram a distingdo dos perfis de HC de castas e sexo na
formiga Ectatomma vizottoi, cuja primeira raiz candnica dos resultados obtidos explicou 67 %

da distingcdo dos grupos.

Como demonstrado na tabela 1, a funcdo discriminante stepwise mostrou que 0s picos
mais significantes dos 18 (Fig.3) para as duas raizes canbnicas foram 667, 895, 1076, 2877,
2931 2962 e 3082 cm™. Essas freqiiéncias correspondem ao composto N-H (3082 cm™) e ao
hidrocarbono (C-H) (667, 895, 1076, 2877, 2931 2962 e 3082 cm™) (Tabelal.) presentes na
cuticula dessas espécies de vespas. Os espectros gerados pela espectroscopia fotoacustica no
infravermelho medio sdo muito similares, apresentando diferencas sutis (Fig.3), demonstrando
que 0s picos que se apresentaram mais significantes para separacdo dos grupos foram

principalmente aqueles correspondentes a banda do hidrocarbono, (Tabela.1, Fig.2).
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Na figura 2 também podemos identificar que a assinatura quimica dos individuos das
duas espécies em col6nias sob interacdo sdo similares, havendo agrupamento dos dados
estatiticos. O que nos leva a inferir que possivelmente, a espécie parasita pode adquirir a

assinatura quimica das coldnias hospedeiras ap0s 0s primeiros contatos com elas.

Com relacdo a este resultado, trabalhos de Lorenzi e Cervo (1992) e Cervo e Lorenzi
(1996) sugerem que as fémeas parasitas adquirem o perfil do hospedeiro mantendo contato com
0 proprio material do ninho que parece apresentar elementos similares aqueles presentes na
cuticula dos individuos da coldnia. Em espécies do género Polistes a exposi¢do ao ninho tem
demonstrado ser importante para que esses insetos possam reconhecer seus companheiros de
ninho (Shellman e Gamboa 1982; Pfennig et al. 1983a, b; Gamboa et al. 1986a, b). Além disso,
ja se comprovou que os hidrocarbonos presentes na superficie do ninho sdo encontrados em
proporcBes semelhantes aos da cuticula das vespas que os constroem (Espelie e Hermann 1988,
1990; Espelie et al. 1990;. Singer et al. 1992). Dessa forma, os hidrocarbonos do ninho servem
como sugestdo de sinais quimicos que sdo aprendidos e, possivelmente adquiridos por vespas
depois que eles emergem no ninho. Este estimulo quimico é utilizado pelas vespas para
discriminar as companheiras e as ndo companheiras de ninho, e também podem ser sinais que

séo utilizados pelas vespas para reconhecer o ninho natal (Singer e Espelie 1992, 1996).

De fato, Cervo e Lorenzi (1996) descreveram que fémeas de P. biglumis ao invadirem
uma coldnia hospedeira exibem significativamente uma maior frequéncia de vibragdo de seus
gaster no ninho. Este comportamento sugere que com esse contato com o envelope a espécie
usurpadora possa adquirir odor similar ao da espécie hospedeira, podendo assim mimetizar o
perfil de hidrocarbono da colonia e assim serem aceitas pelas operarias que ainda irdo emergir.
Esses resultados corroboram os de Espelie et al. (1990), nos quais operarias de P.metricus
foram colocadas em caixas de observacdes com fragmentos de seu préprio ninho e de ninhos de

coldnias diferentes, e os individuos preferiram descansar no material de seu préprio ninho. No
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entanto, quando foram extraidos os hidrocarbonos de ambos os ninhos, as vespas nédo
apresentaram preferéncia alguma, e quando reaplicados os hidrocarbonos, as vespas novamente
preferiram ficar em seu ninho natal, o que sugere, que a hipotese é valida e que os hidrocarbonos
do ninho servem como sinal de reconhecimento das espécies (Espelie et al. 1990) e podem ser

usado como estratégia para mimetizar a assinatura da coldnias em casos de parasitismo social.

Figura 1. (A) Ninho de M. cerberus mostrando o pedunculo periférico, (B) ninho de M.
consimilis mostrando pedunculo centralizado, (C) usurpagdo do ninho de M. cerberus por M.
consimilis e (D) ninho de M. cerberus usurpado sendo totalmente utilizado por M. consimilis.
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Figura 2. Diagrama de dispersdo dos resultados da analise discriminante mostrando as duas
raizes canénicas de diferenciacdo das duas espécies de vespa do género Mischocyttarus, com
base nos perfis de HC dos gasteres de M.consimilis, M.cerberus com e sem interacao
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Figura 3. Curva média para cada grupo de espectros de absor¢do no infravermelho médio dos
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gasteres (M.consimilis e M.cerberus), com indicacdo dos principais picos observados.
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Tabela 1. Picos analisados, nimero de onda, grupos funcionais e modo de vibragdo dos picos
identificados nos espectros de absor¢do no infravermelho dos gasteres das vespas.

Picos N’Jeonda Raizcandnical  Raiz canonica2 Grupo Funcional Modo Vibracional
(cm™)

(1) 667 1, 706 0, 089 Fora do plano C-H Dobra

(benzeno)
(2) 895 1,124 0, 777 Fora do plano C-H Dobra

(benzeno)
(3) 1076 -1, 945 -1, 770 No plano C-H (benzeno) Dobra
4) 2877 1, 000 0, 560 -C-H(CHjy) Estiramento simétrico
(5) 2931 0,513 1,780 -C-H(CHy,) Estiramento assimétrico
(6) 2962 2,354 -2,617 -C-H(CHjy) Estiramento assimétrico
(7) 3082 0, 101 -2,617 -N-H Estiramento
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Consideracoes Finais

Através das analises de HC pela técnica Espectroscopia Optica por Transformada de
Fourier no Infravermelho Médio por Deteccdo FotoacuUstica (FTIR-PAS) foi possivel verificar
que os individuos mais jovens de M.consimilis levam de 3 a 4 dias para adquirem a assinatura
quimica da col6nia e que este perfil varia entre as castas e o sexo, sendo que o perfil de operarias
foi mais proximos aos de rainhas, o que provalvemente relaciona-se a maior similaridade de
tarefas executadas por esses individuos na coldnia.

Os perfis de HC de populagbes que vivem em ambientes similares se agruparam,
reforcando o entendimento de que podem ser geneticamente determinados ou adquiridos através

do ambiente, como odor da coldnia e ou influéncia da dieta.

Col6nias de M. consimilis e M. cerberus possuem nitida distincdo entre seus perfis de
HC, concordando com dados encontrados na literatura. No entanto, quando avaliadas colonias,
nas quais ocorriam as duas espécies interagindo, os individuos apresentaram perfis semelhantes.
Dessa forma, M. consimilis, além de exibir padrdes morfolégicos e comportamentais similares a
M. cerberus, o que provavelmente sdo estratégias que colaboram para o0 sucesso durante as
interacGes entre as duas espécies, também mimetizam sua assinatura quimica, o que deve

facilitar ainda mais o comportamento de parasitismo das col6nias hospedeiras.
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Anexos : Instrucdes para o envio dos manuscritos a revista cientifica

Journal of Insect Science Online Submissions System

Author Guidelines

Format for text and citations.
Use Rich Text Format (rtf), Times New Roman font, 12 point. Single space. Separate

paragaraphs with a space. Left justify the text.

Include e-mail addresses for all of the authors.

Use bold for titles of major sections (Abstract, Introduction, Methods and Materials, Results,

Discussion, Acknowledgments, References) and sub sections within major sections.

Use of the passive voice helps to put the focus on what was done rather than the person doing it.
For example saying "Smith (1900) has used decapitation to examine the effect of brain factors on
egg development” puts the emphasis on Smith. Restating it in the passive voice focuses on the
technique used: "Decapitation has been used to examine the effects of brain factors on egg
development (Smith, 1900). But there are times when the active voice is more appropriate:

"Figure 1 shows the results".

The Methods and Results should be written in the past tense: " "Total RNA was extracted
using...." " There was a sharp increase...", but reference to tables and figures is in the present
tense: "The data are shown in Table 1" (note that the word data is plural). However, use of the

present tense is sometimes appropriate in the Introduction: "The purpose of this paper is...". In
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contrast, the past tense is best used in the Discussion as when citing previous work done by

others, and in making conclusions from your work.

The past tense is appropriate for scientific reports because the work was done in the past under
conditions that existed in the past. Use of the present tense violates the basic scientific

assumption that it remains to be seen if the results obtained are repeatable.

Avoid the use of personal pronouns (I, we). Say "The insects were collected.” not "I collected the
insects.” The interest of the reader is what you did, not the fact that you did it, which is obvious
from the list of authors. The conclusions drawn from the research should flow directly from the
results, not from your opinion of the results. However, personal pronouns are appropriate when
you are distinguishing your work from the work of other people: "In contrast to Smith (1980) we

found that ...".

Include the taxonomy and authority of the species being studied in both the abstract and text, e.g.
Bombyx mori L. (Lepidoptera: Bombycidae). The taxonomy and author should not be given for
species not used in the study.

The title should include the common name and species name, but not the taxonomy, e.g. the

silkworm, Bombyx mori, not Bombyx mori L. (Lepidoptera: Bombycidae).

Where possible avoid abbreviations. Species names should not be abbreviated. For example in a

paper on the Colorado potato beetle use L. decemlineata, not CPB. Do not use Manduca for
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Tables and figures should be included at the end of the text. But tables and figures should also be

submitted as Excel and tif documents using the specifications described in the checklist.

Citation style in the text:

References in the text should by cited as follows (Smith et al. 2000; Jones 2003; Williams 2005,
2006, 2007). Note the absence of a comma before the year, the use of a semicolon between

citations, and that the references are cited in order with the oldest citation first.

Reference style is shown in the examples below.
Please note that journal names should be fully spelled out in the references. Pay attention to the

location of periods and commas.
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Purcell AH. 2005. Xylella fastidiosa- A scientific community Internet resource on plant diseases
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Books should be cited as follows:
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Zar JH. 1996. Biostatistical Analysis, 3rd edition. Prentice Hall.

Avrticles or chapters in a book should be cited as follows:

Smith WA, Combest WL. 1985. Role of cyclic nucleotides in hormone action. In: Kerkut GA,
Gilbert LI, editors. Comprehensive Insect Physiology Biochemistry and Pharmacology, 8: 263-

299. Pergamon Press.

Bekoff M. 1979. Quantitative studies of three areas of classical ethology: social dominance,
behavioral taxonomy and behavioral variability. In: Hazlett BA, editor. Quantitative Methods in

the Study of Animal Behavior, pp. 1-47. Academic Press.

Submission Preparation Checklist

As part of the submission process, authors are required to check off their submission's
compliance with all of the following items, and submissions may be returned to authors that do

not adhere to these guidelines.

1. The manuscript is an RTF Microsoft Word document file or a OpenOffice file.
2. The format of the manuscripts usually includes an abstract, introduction, materials
and methods, results and discussion. Taxonomic papers and reviews often have a
different format. You may include additional abstracts in languages other than English.
3. The text is single-spaced with a 12-point font. Italics, rather than underlining are

used for species names. Text lines are numbered.
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4. The text adheres to the stylistic and bibliographic requirements outlined above, in
Citation Format.

5. All authors are included. E-mail addresses of all authors of the manuscript must
be provided. All authors agree to its submission. The manuscript is submitted only to JIS.
6. Key words are different from those in the title.

7. A list of abbreviations with definitions is included. Abbreviations should not be
used unless the abbreviation is used repeatedly.

8. Tables are included at the end of the text. Legends are above the table.
Explanatory notes are below the table. All tables are also submitted as Excel files.

9. All figures are included at the end of the text, with their legends below the
figures. Text figures can be jpg. All figures are also sent as tiff files. All figures have a
resolution of at least 350 ppi (pixels per inch) and a width of between 5-6 inches. Color
images are in 24 bit RGB or CMYK format. Black and white halftones are in 256 Gray
(8-bit grayscale).

10. DNA and RNA and deduced amino acid sequences are submitted in Rich Text
Format (rtf) files using Courier font, 10 points. They are not submitted as images.

11. If your files are larger than 25 megabytes in size they can be sent to
jis@insectscience.org using Pando.com (freeware).

12.  Vidoes are submitted as AV files. Sound files are submitted as WAV

13. If your manuscript is accepted for publication JIS charges an author fee of $250 to
cover the cost of editing and formatting the paper for publication. For those who do not
have sufficient funds this fee can be waived, no questions asked.
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execution, analysis, and interpretation. Acquisition of funding, or general supervision of

the laboratory does not confer authorship. Honorary or guest authorship is not acceptable.
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