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RESUMO GERAL
Os Hymenoptera sdo capazes de sintetizar compostos quimicos que sdo denominados
veneno. Estes compostos atuam na defesa da colonia e sdo utilizados para a captura de
presas, sendo essenciais quando os insetos deixam os trabalhos no interior do ninho e
passam a realiza-los fora, expondo-se frequentemente a situagdes de perigo. Desta
forma, a funcdo do veneno, sua acdo bem como sua composi¢do sdo distintas entre
diferentes grupos de insetos. O objetivo deste trabalho, portanto, foi avaliar a variacao
intra e interespecifica da composicado de veneno de vespas sociais e formigas por meio
da Absorcio Optica no Infravermelho Médio. Para avaliar a importancia dos
componentes genéticos e exdgenos para compor as diferencas entre os venenos de
vespas e formigas, amostras dos dois grupos foram coletas nos mesmos ambientes. Os
resultados demonstram que formigas e vespas apresentam diferencas evidentes na
composicdo de seus venenos, mesmo entre amostras de um mesmo ambiente. Portanto,
0 componente genetico parece ser preponderante para determinar 0S compostos
encontrados em uma e outra espécie. Isto prova que a composicdo de veneno varia de
uma familia para outra nos Hymenoptera e pode, portanto, ser usado de certa forma
como ferramenta taxondmica auxiliar. Por outro lado, fatores exdgenos, como a dieta,
em diferentes ambientes devem ser responsaveis pelas diferencas intraespecificas,
sobretudo em vespas. A Absor¢do Optica no Infravermelho Médio, assim como em
trabalhos com compostos quimicos cuticulares mostrou-se confidvel para avaliar as

diferencas da composicdo de veneno de Hymenoptera sociais.

Palavras-chave: Insetos sociais, Infravermelho médio, Polistinae, Formicidae,

Componentes genéticos, Componentes ex0genos.



GENERAL ABSTRACT
The Hymenoptera are capable of synthesizing chemical compounds that are named
venom. These compounds act on the defense of the colony and are used for capturing
prey, being essentials when insects stop working inside the nests and begin to work
outside, often exposing themselves to dangerous situations. Although the function of the
venom and its action are similar between different groups of insects, its composition
may not be similar. Therefore, the aim of this study was to assess intra and interspecific
variation in the venom composition of social wasps and ants by FTIR-PAS technique.
To assess the importance of genetic and exogenous components to compose the
differences among the venoms of wasps and ants, samples from the two groups were
collected in the same environments. The results demonstrate that ants and wasps show
clear differences in the composition of their venoms, even among samples of the same
environment. Therefore, the genetic component appears to be preponderant to determine
the compounds found in one or another species. This proves that the venom
composition varies from one family to another in Hymenoptera and can therefore be
used as an auxiliary taxonomic tool. On the other hand, exogenous factors, such as diet,
in different environments might be responsible for intraspecific differences, particularly
in wasps. The FTIR-PAS technique, as well as in work with cuticular chemical
compounds proved to be reliable and effective to evaluate the differences in the

composition of social Hymenoptera venom.

Key-words: Social insects, Spectroscopy, Polistinae, Formicidae, Genetic component,

Exogenous components.



INTRODUCAO GERAL

Insetos eusociais Sd0 0S organismos que apresentam o grau mais elevado de
socialidade, sendo definidos por trés caracteristicas basicas: a divisdo reprodutiva de
trabalho; cuidado cooperativo com a prole e sobreposicao de geracoes (Wilson, 1971).

Para que a divisdo de trabalho dentro da colonia seja eficiente, de forma a
coordenar estas atividades estes insetos desenvolveram ao longo da evolugdo um
complexo sistema de comunicacdo, sendo capazes de sintetizar substancias quimicas,
chamadas de ferdmonios que permitem mediar as interacOes entre companheiras da
colonia (Izzo et al. 2010; Khidr et al. 2013). Dentre os feroménios destacam-se alguns
tipos como: o feromdnio sexual para atrair parceiros durante a copula; feroménio de
alarme que informa a aproximagdo de um potencial inimigo; feromonio de defesa que
serve para avisar aos individuos da colonia que devem atacar o intruso; feroménio de
agregacao que atrai os membros da col6nia para uma fonte de alimento ou novo local
para nidificacdo e o feromdnio de trilha para demarcar o caminho até uma fonte de
alimento (Billen e Morgan, 1998).

Além destes, outro tipo de feromdnios de superficie que atua como uma
assinatura caracteristica para cada espécie, colénia e casta (Antonialli- Junior et al.,
2007, 2008; Neves et al., 2012, 2013)

Outros compostos sintetizados pelos Hymenoptera e também importante para
manutencdo das coldnias sdo 0s venenos. Estes compostos atuam na defesa da col6nia e
sdo utilizados para a captura de presas, sendo essenciais quando os insetos deixam 0s
trabalhos no interior do ninho e passam a realiza-los fora, expondo-se frequentemente a
situacOes de perigo (Ortiz e Camargo-Mathias, 2006).

Além disso, em trabalho realizado por Mateus (2011) com Parachartergus
fraternus, o autor observou que vespas do género Parachartergus utilizam o veneno
para marcar um novo local para a fundacdo da coldnia, antes do inicio da migracao,
assim o veneno também ¢é utilizado na comunicacao entre os individuos.

Dependendo do animal e de sua propria funcdo estes compostos podem variar
em composicdo. Dentre os fatores que podem influenciar as diferencas da composicéao
do veneno, prevalecem na literatura as variacdes geograficas, genéticas, ambientais
(clima, altitude, solo), sexuais, idade e sazonais (Daltry et al., 1997; Badhe et al., 2006;
Abdel-Rahaman et al., 2009); alem da possibilidade da variacdo ter influéncia da dieta

(Abdel-Rahman et al., 2009 e 2010). Alguns estudos, de fato, demonstram ainda, que



animais sequestram elementos quimicos do ambiente e o utilizam para compor seu
veneno (Savitzky, 2012).

Os trabalhos, até o momento, realizados para avaliar compostos quimicos de
insetos, como a composicao de veneno, tém utilizado técnicas cromatograficas (Santos
et al., 2011; Pinto et al., 2012; Cologna et al., 2013; Jacomini et al., 2013). Entretanto,
atualmente uma proposta recente que vem sendo utilizada para analise de compostos
quimicos em insetos sociais (Antonialli- Junior et al., 2007, 2008; Neves et al., 2012,
2013) é a técnica de Espectroscopia Fotoacustica no Infravermelho por Transformada
de Fourier (FTIR-PAS, “Fourier Transform—Infrared Photoacoustic Spectroscopy”).

Esta técnica corresponde a uma medida da radiacdo na faixa espectral do
infravermelho médio absorvida pela amostra, que apresenta como vantagens a aplicacdo
em materiais de grande fragilidade como materiais bioldgicos, podendo ser empregada
em medidas de amostras com dimensdes reduzidas e em relativamente pouco tempo,
comparada a outras técnicas para este fim, j& que esta técnica ndo emprega métodos
Opticos dispersivos na sua varredura espectral, de forma que a obtencdo dos espectros
pode ser realizada em poucos minutos, permitindo a analise de um grande nimero de
amostras (Greene et al., 1992).

Portanto, uma nova proposta para 0 uso desta técnica é avaliar as variacGes intra

e interespecifica na composicdo de veneno de formigas e vespas sociais.

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Formigas e vespas sociais

Formigas e vespas sociais sdo da ordem Hymenoptera que é dividida em duas
subordens: Symphyta e Apocrita; os Symphyta apresentam abddémen séssil, trocanter
ditroco, asas com nervacdo complexa, ovipositor serreado, larvas eruciformes e
fitéfagas; enquanto que os Apocrita possuem abddémen livre ou pedunculado, trocanter
simples ou ditroco, nervacdo simples, ovipositor estiliforme e larvas apodas (Gallo et
al., 2002; Triplehorn e Jonnson, 2011; Rafael et al, 2012).

Dentro dos Apocrita destacamos os Aculeata, um grupo cuja principal
caracteristica que os difere dos demais Hymenoptera é a modificacdo do ovipositor das
fémeas em um aparelho de ferrdo (Macalintal e Starr, 1996). Os ovos desses

himendpteros sdo depositados através de uma abertura na base do ferrdo, ao invés de
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passar por todo o aparelho ferroador; sendo o ferrdo um par afiado e rigido de
gonapofises, cuja base contém um reservatério de veneno (figura 1) (Grimaldi e Engel,
2005).

O aparelho de ferrdo € formado por duas partes funcionalmente diferentes: a
parte glandular, na qual o veneno e outras substéncias sdo produzidas, e a parte motora,
onde estruturas quitinosas e musculares atuam conjuntamente na protrusdo/extrusao do
ferrdo, ejetando o veneno (Manzoli-Palma e Gobbi, 1997). Sua funcdo primaria é a
captura de presas, porém se tornou um eficiente meio de intimidacdo para potenciais
inimigos e adquiriu importante funcdo de defesa, principalmente nas espécies sociais
(Macalintal e Starr, 1996).

A ordem Hymenoptera é representada pelas vespas, formigas, abelhas e sawflies.
Dentre as vespas destaca-se neste trabalho Polybia, especificamente, Polybia paulista e
Polybia occidentalis que sdo vespas eussociais neotropicais de grande abundancia, as
quais podem exibir fundacao por enxameagem (Jeanne, 1991).

Os ninhos neste género podem apresentar diferentes locais de nidificacéo,
podendo ser encontrados na face abaxial de folhas ou presos em ramos vegetais. De
acordo com Carpenter e Marques (2001) Polybia apresenta ninhos fragmocitaros que
ndo possuem pedicelo, portanto, o favo inicial fixa-se diretamente ao substrato
apresentando um involucro protetor construido ao redor. Além disso, o0 ninho apresenta
apenas um orificio de entrada localizado na parte inferior (Wenzel 1998; Carpenter e
Marques 2001).

Polybia paulista Von Ihering, 1896 (figura 2) é uma espécie amplamente
distribuida na América do Sul (Richards, 1978). Em estudo realizado por Noll e Zucchi
(2000) foram registradas colénias com populacdes em torno de 4.500 individuos
durante a fase de emergéncia até 13.000 na fase de producdo de machos. Além disso, as
rainhas podem ser identificadas morfologicamente pelo seu tamanho, embora
apresentem modificacbes morfolégicas com o desenvolvimento da coldnia. Polybia
occidentalis (Oliver, 1791) (figura 3) apresenta ampla distribuicdo geografica,
ocorrendo em grande parte da América tropical (Richards e Richards, 1951; Richards,
1978), sendo encontrada na Venezuela, Guiana, Suriname, Guiana Francesa, Peru,
Bolivia, Argentina, Paraguai e Brasil (Somavilla et al., 2012).

A formiga Ectatomma brunneum Smith, 1858 (figura 4) apresenta extensa
distribuicdo na regido Neotropical, ocorrendo desde o Panama até a Argentina (Kempf,

1972), incluindo o Brasil. E uma espécie que apresenta caca solitaria e ferrdes bem

5



desenvolvidos, os ninhos séo terrestres subterraneos, sendo sua abundancia perceptivel
em campos abertos ou areas degradadas (pastagens, plantaces, gramineas, estradas ndo
pavimentadas e clareiras) (Gomes et al., 2009).

[ gonangulum
tergite 9
[ 2nd gonocoxa

M conoplac
B 2nd gonapophysis
18t ganapophysis

Figura 1. Estrutura do aparelho de ferrdo dos Aculeata, mostrando o ovipositor

modificado em aparelho que injeta veneno. Fonte: Grimaldi e Engel, 2005 (cap. 11,
p.430).

Figura 2. Vespa P. paulista (A) e seu ninho fragmocitaro caracteristico (B). Fonte:

Mendonca, A.



Figura 3. Vespa P. occidentalis (A) e seu ninho fragmocitaro caracteristico (B). Fonte:

Mendonca, A.

Figura 4. Formiga E. brunneum (A) e a formiga em ambiente natural (B). Fonte:
Mendonca, A. e Firmino, E. L. B.

Veneno de Hymenoptera sociais

O veneno de Hymenoptera € constituido por complexos de moléculas organicas,
proteinas, peptideos, lipideos, aminas vasoativas (norepinefrina, histamina e dopamina)
e enzimas como fosfolipases, hialuronidases e fosfatases (Edstron, 1992; Lima e
Brochetto-Braga, 2003), contudo, pode ser composto predominantemente por
aminodcidos, ou uma mistura complexa de compostos de baixa massa molecular
(Palma, 2006).

O veneno de vespas sociais € composto por aminas biogénicas, peptideos
béasicos e proteinas de elevada massa molecular, principalmente enzimas (Castro et al.,
1994). Estudos mostram que as principais proteinas alergénicas do veneno de vespas
sdo fosfolipases, hialuronidases, antigeno 5 (King et al., 1996; Kolarich et al., 2005 e



Santos et al., 2010) e serino-proteases. Contudo, a qualidade e quantidade de compostos
devem variar, de fato, dentro de uma espécie e, sobretudo, entre as espécies.

A composicdo de veneno j& foi investigada em algumas espécies de vespas
dentre as quais cabe ressaltar os trabalhos com Polybia paulista (Souza et al. 2004,
2005; Paula et al. 2006; Rocha et al. 2007; Brigatte et al. 2011; Pinto et al. 2012;
Jacomini et al. 2013), Polybia occidentalis (Mortari et al. 2007a, b; Czaikoski et al.
2010), Polistes versicolor (Castro et al. 1993, 1994), Polistes dominulus (Bruschini et
al. 2008), Vespa (V. affinis, V. analis, V. basalis, V. ducalis, V. mandarinia, V. velutina
flavitarsus) (Lin et al. 2011) e Protonectarina sylveirae (Brigatte et al. 2011). E o
veneno também ja foi investigado para algumas espécies de formigas como:
Pachycondyla (P. sp. cf. crenata; P. apicalis; P. sp. inversa; P. goeldii; P.
obscuricornis; P. constricta; P. senaarensis; P. cavinodis; P. rostrata; P. stigma; P.
soror; P. harpax) (Orivel e Dejean, 2001); Solenopsis saevissima (Fox et al.; 2012);
Dinoponera quadriceps (Cologna et al.; 2013)

Contudo, a analise da composicdo de veneno destes insetos e de outros animais
tem utilizados técnicas cromatograficas como a cromatografia liquida e gasosa para
identificar seus compostos (Santos et al., 2011; Pinto et al., 2012; Cologna et al., 2013;
Jacomini et al., 2013). Porém, atualmente uma proposta recente que vem sendo utilizada
para analise de compostos quimicos em insetos sociais é a técnica de Espectroscopia
Fotoacustica no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR-PAS, “Fourier

Transform-Infrared Photoacoustic Spectroscopy”).

FTIR-PAS

Sobre a FTIR-PAS, os efeitos fotoacusticos foram observados pela primeira vez
em 1880 por Alexandre Graham Bell, nos seus estudos sobre o “photofone” (Bell,
1880). Graham Bell percebeu que quando incidia luz solar modulada em um sélido
dentro de uma célula, gerava no ar a sua volta sons audiveis que podiam ser
amplificados e captados a partir de um tubo ligado a referida célula (Kerr e Atwood,
1968). Ele interpretou entdo, que a intensidade do sinal fotoacuUstico dependia da
quantidade de luz absorvida pelo material na célula, isto é, dependia do coeficiente de
absorcdo do material.

Por algum tempo este assunto foi deixado de lado, entretanto, com a criagdo do

microfone o efeito fotoacUstico voltou a despertar interesse, e em 1938, Veingerov
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comegou a usar o referido fenémeno para estudar a absorcéo de luz por gases na regido
do infravermelho (Veingerov, 1938). Nos anos seguintes (1950 e 1970) surgiram as
fontes de luz laser, que sdo técnicas mais sensiveis utilizadas também para gerar um
sinal fotoacustico (Patel, 1978).

Entretanto, a Espectroscopia com Transformada de Fourier foi desenvolvida
apenas no inicio de 1950 por astrbnomos com a finalidade de estudar os espectros
infravermelhos das estrelas distantes, pois somente esta técnica poderia isolar os sinais
muito fracos dos ruidos distantes (Skoog et al., 2002).

Desta forma, a técnica de FTIR-PAS pode ser empregada no estudo de sélidos,
liquidos, gases e também na andlise de materiais biol6gicos como no presente estudo.

Os primeiros estudos a respeito da técnica de FTIR-PAS para andlises de
compostos quimicos em insetos sociais foram realizados com formigas, focando na
variacdo da composicao de compostos quimicos cuticulares de castas e sexo (Antonialli-
Junior et al., 2007) e entre espécies de formigas (Antonialli-Junior et al., 2008);
posteriormente iniciaram-se estudos com vespas (Neves et al., 2012; 2013). Todos estes
trabalhos comprovaram a eficiéncia desta técnica para este fim. Os compostos quimicos
cuticulares funcionam como uma assinatura quimica e hoje sabe-se que possibilitam
diferenciar castas, colonias e espécies (Antonialli- Junior et al., 2007, 2008; Neves et
al., 2012, 2013).

Assim, atualmente tem se proposto investigar a composi¢céo de veneno de vespas
sociais por meio de FTIR-PAS, ja que é um método que tem mostrado ser confiavel
para analises de compostos quimicos de insetos e que exige, em analises prévias, um
menor ndmero de glandulas, bem como um tempo reduzido para obtencdo dos

resultados comparando-se a outras técnicas.

OBJETIVO GERAL

Analisar a variacdo intra e interespecifica da composicdo de veneno de

Hymenoptera sociais pela técnica de FTIR-PAS.

HIPOTESES

H4 variacdo da composi¢do de veneno entre vespas sociais e formigas.



H& variacdo da composicdo de veneno entre populacdes diferentes de vespas
sociais.
Fatores genéticos bem como ambientais sdo responsaveis pela variagéo do perfil

quimico.
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Resumo

Os Hymenoptera sociais alem de produzirem diversos tipos de compostos quimicos que
servem para mediar interacBes em suas colonias, também sintetizam compostos que
servem para captura de presa e defesa da colonia, denominados de veneno. No entanto,
0 conhecimento sobre a composicdo destes compostos ainda € limitado, pelas
dificuldades de obtencdo das amostras, sua analise e complexidade dos compostos. Para
tentar superar estas dificuldades, recentemente, tem se usado para analise de compostos
quimicos de insetos a técnica de Espectroscopia Fotoacustica no Infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR-PAS). Assim, este trabalho teve por objetivo investigar
a variacdo da composicdo do veneno entre a vespa Polybia paulista e a formiga
Ectatomma brunneum por meio da técnica de FTIR-PAS. Amostras destas espécies de
vespa e formiga foram coletadas nas mesmas areas e tipos de ambientes. Os resultados
demonstram que formigas e vespas apresentam diferencas na composicdo de seus
Venenos, mesmo entre amostras de um mesmo ambiente. Desta forma, o componente
genético parece ser preponderante para determinar 0s compostos encontrados em uma e
outra espécie. Por outro lado, os resultados também demonstram que fatores exdgenos,
como a dieta, também devem ser responsaveis pelas diferengas intraespecificas,

sobretudo em vespas. Além disso, a técnica de FTIR-PAS mostrou-se confiavel para
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avaliar as diferencas intra e interespecificas da composicdo de veneno de Hymenoptera

sociais.

Palavas-chave: Polybia, Ectatomma, Componente genético, Componentes exdgenos,

Infravermelho médio.

Inter and intraspecific differences in the composition of ants and

social wasps venom by FTIR-PAS technique

Abstract

The social Hymenoptera, besides producing several types of chemical compounds that
serve to mediate interactions in their colonies, also synthesize compounds that serve to
capture prey and defense, called venom. However, knowledge about the composition of
these compounds is still limited by the difficulties of obtaining samples and their
analysis. To try to overcome these difficulties, recently, it has been used for analysis of
chemical compounds the Fourier Transform Infrared Photoacoustic Spectroscopy
(FTIR-PAS) technique. Thus, this work aimed to investigate the variation in the
composition of the venom between the wasp Polybia paulista and the ant Ectatomma
brunneum by FTIR-PAS technique. Samples of these species of wasp and ant were
collected in the same areas and types of environments. The results show that ants and
wasps differ in the composition of their venoms, even among samples from the same
environment. Thus, the genetic component appears to be preponderant to determine the
compounds found in one or another species. On the other hand, the results also
demonstrate that exogenous factors, such as diet, might also be responsible for
intraspecific differences, particularly in wasps. In addition, the FTIR-PAS technique
proved to be reliable to assess intra and interspecific differences in the composition of

social Hymenoptera venom.

Key-words: Polybia, Ectatomma, Genetic component, Exogenous components,

Spectroscopy.
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INTRODUCAO

Os Hymenoptera sdo compostos por vespas, abelhas, formigas e sawflies,
constituindo umas das maiores ordens de insetos, que € composta em sua grande parte,
pelos denominados insetos eusociais, 0s quais apresentam trés caracteristicas basicas
para a eussocilidade: a divisdo reprodutiva de trabalho, cuidado cooperativo da prole e
sobreposicao de geracoes (Wilson, 1971).

Para que a divisdo de trabalho dentro da col6nia seja eficiente, estes organismos
desenvolveram ao longo de sua evolugdo um eficiente sistema de comunica¢do com o
uso de diversos sinais, entre eles os visuais, sonoros, de tatos e, sobretudo, 0s sinais
quimicos sendo, portanto, capazes de sintetizar substancias, 0s denominados
feromo6nios, que os permitem o reconhecimento, interacdo e comunicagdo entre o0s
individuos da colonia (Izzo et al. 2010; Khidr et al. 2013).

Entre os feromdnios cabe destacar alguns tipos como: o feromonio sexual para
atrair parceiros durante a copula; feroménio de alarme que tem a fungéo de informar a
aproximacao de um inimigo; feroménio de marcacao de trilha que demarca o caminho
até uma fonte de alimento; feroménio de defesa que serve para avisar aos individuos da
colénia que devem atacar o intruso e feromdnio de agregagédo que atrai 0s membros da
colénia para uma fonte de alimento ou novo local para nidificacdo (Billen e Morgan,
1998). e ferombnios de superficie que atua como uma assinatura caracteristica para
cada espécie, colonia e casta (Antonialli- Junior et al., 2007, 2008; Neves et al., 2012,
2013).

Outro traco importante dos Hymenoptera, nos Aculeata, € a presenca do ferrdo
que injeta veneno em presas e inimigos. Este aparelho de ferrdo é uma modificacdo do
aparelho ovipositor de grupos ancestrais. Os ovos desses himenopteros sdo depositados
através de uma abertura na base do ferrdo ao invés de passar por todo o aparelho
ferroador, sendo o ferrdo um par afiado e rigido de gonapdfises, cuja base contém um
reservatorio de veneno (Grimaldi e Engel, 2005).

O aparelho de ferrdo é formado por duas partes funcionalmente diferentes: a
parte glandular, na qual o veneno e outras substancias sdo produzidos, e a parte motora,
onde estruturas quitinosas e musculares atuam conjuntamente na protrusao/extrusao do
ferrdo, ejetando o veneno (Manzoli-Palma e Gobbi, 1997). Sua fungdo primaéria é a

captura de presas, porém se tornou um eficiente meio de intimidacéo, sobretudo para
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vertebrados e adquiriu importante fungdo de defesa, principalmente nas espécies sociais
(Macalintal e Starr, 1996).

Além disso, em trabalho realizado por Mateus (2011) com Parachartergus
fraternus, o autor observou que vespas do género Parachartergus utilizam o veneno
para marcar um novo local para a fundacdo da coldnia, antes do inicio da migracéo,
assim o veneno também é utilizado na comunicagao entre os individuos.

O veneno é constituido de um verdadeiro coquetel de substancias, que sdo
selecionados para a sobrevivéncia das espécies (Abdel-Rahman et al., 2009). Em
particular, o veneno de Hymenoptera € constituido por complexos de moléculas
organicas, proteinas, peptideos, lipideos, aminas vasoativas (norepinefrina, histamina e
dopamina) e enzimas como fosfolipases, hialuronidases e fosfatases (Edstron, 1992;
Lima e Brochetto-Braga, 2003), contudo, pode ser composto predominantemente por
aminoacidos ou uma mistura complexa de compostos de baixa massa molecular (Palma,
2006).

No entanto, o conhecimento sobre a composicdo do veneno em Hymenoptera,
em geral é, ainda muito limitado, pois ha dificuldades para se obter quantidades
suficientes que permita a realizacdo de determinados estudos (Lima e Brochetto-Braga,
2003; Favreau et al. 2006;). Além disso, a producdo de veneno por parte de alguns
organismos é consideravelmente baixa, ja que algumas espécies apresentam populacoes
com apenas algumas dezenas de individuos, havendo, portanto, uma disponibilidade
limitada de material para analise (Souza et al. 2004), e consequentemente, a
inviabilidade para realizacdo dos estudos.

Os métodos mais utilizados para investigar a composicdo do veneno em
Hymenoptera, bem como em outros tipos de organismos, sdo a cromatografia liquida e a
gasosa (Santos et al., 2011; Pinto et al., 2012; Cologna et al., 2013; Jacomini et al.,
2013). Contudo, um meétodo que ja vem sendo usado para andlise de compostos
quimicos em himenopteros sociais (Antonialli- Junior et al., 2007, 2008; Neves et al.,
2012, 2013) é a Espectroscopia Fotoacustica no Infravermelho por Transformada de
Fourier (FTIR-PAS, “Fourier Transform—Infrared Photoacoustic Spectroscopy”).

Esta técnica (FTIR-PAS) é uma medida da radiacdo na faixa espectral do
infravermelho médio absorvida pela amostra, proporcionado a aplicacdo em materiais
de grande fragilidade como materiais bioldgicos, como também em medidas de
amostras com dimensdes reduzidas e em relativamente pouco tempo, comparando-se a

outras técnicas utilizadas para esta finalidade, pelo fato de ndo empregar métodos
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Opticos dispersivos na sua varredura espectral, de forma que a obtencdo dos espectros
pode ser realizada em poucos minutos, (Greene et al., 1992).

Vespa social Polybia paulista VVon lhering, 1896, tem ampla distribuicdo na
América do Sul (Richards, 1978). De acordo com Carpenter e Marques (2001) este
género apresenta ninhos fragmocitaros que ndo possuem pedicelo, portanto, o favo
inicial fixa-se diretamente ao substrato, apresentando um invélucro protetor construido
ao redor. Além disso, 0 ninho apresenta apenas um orificio de entrada localizado na
parte inferior (Wenzel, 1998; Carpenter e Marques, 2001).

A formiga Ectatomma brunneum Smith, 1858 apresenta ampla distribuicdo na
regido Neotropical, ocorrendo desde o Panama até a Argentina (Kempf, 1972). E uma
espécie predadora generalista que possuem ferrGes bem desenvolvidos. Os ninhos séo
construidos no chdo sendo sua abundancia perceptivel em campos abertos ou éareas
degradadas como pastagens, plantacdes, gramineas, estradas ndo pavimentadas e
clareiras (Gomes et al., 2009).

Uma vez que a variacdo da composicdo de venenos de vespas sociais e formigas
ainda € pouco conhecida, sobretudo, pelas dificuldades de obtencdo de amostras, sua
analise e a complexidade dos compostos, este trabalho teve por objetivo investigar a
variacao inter e intraespecifica da composicao do veneno da vespa Polybia paulista e a
formiga Ectatomma brunneum por meio da técnica de FTIR-PAS, além de demosntrar a

importancia taxonémica do veneno destes Hymenoptera.

MATERIAIS E METODOS

Coleta dos dados

Para comparar a variacao inter e intraespecifica da composicdo do veneno da
vespa social P. paulista e a formiga E. brunneum, foram coletadas cinco colénias da
vespa P. paulista no municipio de Dourados-MS, sendo trés na area A, situada na
Cidade Universitaria campus da Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul
(22°11°50.1”’S; 54°55°48.5”W) e duas colonias na area B, situada na area central do
municipio de Dourados (1° coldnia: 22°14'38.8"S; 054°49'36.6"W) e (2° colbnia:
22°15'23.5"S; 054°47'59.1"W).

Para a coleta das coldnias foram utilizados sacos plasticos que envolvia todo o

ninho, o qual, em seguida era desprendido do substrato no qual estavam fixados. De
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cada coldnia coletada da respectiva area, foram utilizadas entre 25 e 40 vespas para
realizacdo das leituras.

A colbnia toda era anestesiada em laboratério pela acdo de baixa temperatura
através do congelamento, em seguida todos os individuos foram acondicionados em
eppendorfs.

Foram coletadas forrageadoras de formigas da espécie E. brunneum nas mesmas
areas A e B. Todo o procedimento de captura dos individuos foi realizado por coleta
ativa e aleatdria, dentro das duas areas e diversificando os locais de captura a fim de
obter uma maior representacdo da populacdo local. De cada uma das areas foram
coletadas 100 forrageadoras.

Os procedimentos de anestesiamento e armazenamento foram similares aos

adotados para as amostras de vespas.

Técnica de FTIR-PAS

As analises da composicdo do veneno das duas espécies de Hymenoptera foram
realizadas pela técnica de Espectroscopia Fotoacustica no Infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR-PAS). Os individuos foram dissecados com auxilio de
lupa e pincas e suas glandulas de veneno com o0s reservatdrios de armazenamentos
foram extraidos puxando se o ferrdo, em seguida todo o conteudo foi colocado em um
suporte caracteristico da célula fotoacustica, imediatamente apds a extracdo para evitar a
degradacéo proteica.

O FTIR-PAS foi realizado com um Espectrofotémetro Thermo-Nocolet Nexus
670 (figura 1) combinado com um detector FotoacUstico (MTEC-300). Esta técnica
mede a radiacdo absorvida pela amostra e convertidas em calor, 0 processo é realizado
na regido espectral do infravermelho médio que compreende de 4000 a 400 cm™ que
abrange a regido conhecida como impresséo digital (na faixa de 1500 e 400 cm™). Esta
regido é sensivel as vibracGes e rotacbes de grupos quimicos moleculares, o que
possibilita identificar e distinguir grupos de radicais moleculares e os tipos de ligac6es
quimicas envolvidas nas respectivas amostras, sendo este, 0 aspecto mais vantajoso
desta técnica (Smith 1999); além de ser relativamente rapida e de facil manuseio (Skoog
et al., 2002).
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Figura 1. Espectrofotémetro com Transformada de Fourier utilizado para analise do

veneno. Fonte: Mendonga, A.

Foram realizadas em torno de 15 leituras para cada area de cada uma das
espécies, sendo que cada leitura era a soma de 5 glandulas e os reservatorios de venenos
das operarias (figura 2A). Estas glandulas foram dispostas lado a lado no centro do
suporte da célula fotoacustica, com uma leve sobreposicdo entre elas, de modo a
preencher 0 maior espaco possivel, sendo pressionadas levemente no suporte até expelir
0 seu conteudo (figura 2B), otimizando assim o sinal captado.

A ceélula fotoacustica foi purgada com gas hélio antes de cada leitura com o
objetivo de maximizar o sinal fotoacustico, retirando o CO, e vapor de agua do interior

do espectrofotdmetro (figura 3).
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Figura 2. A — Glandula de veneno e seu reservatério, da vespa Polybia paulista. B —

Esquema representativo da disposicdo das glandulas de veneno e seus reservatorios no

suporte do aparelho, este suporte ¢ conhecido como “cadinho”. Fonte: Mendonca, A.

Figura 3. A — Célula fotoacustica, B — suporte da célula fotoacUstica mostrado em

detalhe. Fonte: Mendonca, A.

O espectro resultante de cada analise foi obtido pela média de 128 varreduras
(“scans”) com resolucdo espectral de 16 cm™. Antes da leitura dos espectros das

amostras, foi utilizada uma amostra preta de carbono como referéncia (“background”)
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para a normalizagdo da intensidade espectral, de modo que novos espectros de
referéncia foram realizados a cada 100 minutos.

Apbs a obtencdo de todos os espectros estes foram normalizados, a fim de
possibilitar uma analise comparativa entre as duas espécies de Hymenoptera.

Anadlise estatistica

Os dados foram processados com o auxilio do Software Origin 8, sendo que as
diferencas inter e intraespecifica da composicdo de veneno das duas espécies foram
avaliadas pela fungdo discriminante (DFA — Discriminant Function Analysis), indicada
porque revela um conjunto de varidveis que melhor diferenciam os grupos avaliados
(Quinn e Keough, 2002).

Nesta analise a variavel Wilks’s Lambda ¢ utilizada como medida da diferenca
entre 0s grupos, sendo que valores préximos a zero indicam que 0S grupos ndo se
sobrepdem, enquanto, valores préoximos a 1 indicam elevada sobreposicdo entre os
grupos e consequentemente, inexisténcia de diferenca significativa entre eles (Manly,
2008).

A distéancia de Mahalanobis ao quadrado foi utilizada para percepcdo das
diferencas entre as espécies analisadas.

As andlises estatisticas foram computadas pelos programas Statistica 7 e Systat
12.

RESULTADOS

Os espectros meédios dos venenos de P. paulista e E. brunneum analisados por
FTIR-PAS estdo apresentados na figura 4 e nela estdo apontados 15 grupos funcionais
que estdo listados na tabelal, na qual constam os nimeros de onda e modos vibracionais
correspondentes, identificados a partir de dados reportados na literatura para estes
compostos (Lin-vien et al., 1991; Smith, 1999).
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Figura 4. Espectros médios obtidos da leitura das glandulas e reservatorios de veneno
de P. paulista e E. brunneum gerados por FTIR-PAS, com a indicacdo dos 15 picos de

maior relevancia para as analises estatisticas.

Por meio da inspecdo visual dos espectros médios obtidos € possivel detectar
diferencas entre vespas e formigas, principalmente quando avalia-se as faixas de 1200 a
1000 cm™, 1400 a 1300 cm™e entre 3000 a 2900 cm™(figura 4). Essas diferencas, de
acordo, com as andlises estatisticas, de fato foram significativas com Wilk’s Lambda=
0.005, indicando que o veneno das vespas e formigas analisadas sdo bem distintos, F=
14.347 e p<0.001.

Os resultados revelam que a primeira raiz canbnica explica 98.8% destas
diferencas. Sendo que dos 15 picos de maior relevancia apenas 4 picos foram
significativos para separacdo dos grupos, correspondendo aos picos 1, 2, 4 e 15 (1041,
1079, 1157 e 3425) (figura 4 e tabela 1).
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Tabela 1. Relagdo dos 15 principais grupos funcionais e seus respectivos modos de

vibracdo selecionados para andlise estatistica. * picos estatisticamente significativos

para separacao dos grupos.

Pico NuUmero de Grupo funcional Modo vibracional
Ondas (cm™)

1* 1041 CH Dobramento no plano
2* 1079 CH Dobramento no plano
3 1110 CH Dobramento no plano
4* 1157 CH Dobramento no plano
5 1241 CH3-CO Estiramento Simétrico
6 1396 O-CH; Torcao fora do Plano
7 1457 O-CH, Tesoura
8 1542 NH e ou CN (Amida Torgédo no Plano e/ou

1)) Estiramento assimétrico

9 1650 C=N (Amida l) Estiramento

10 2877 CHjs Estiramento Simétrico
11 2931 CH, Estiramento Assimétrico
12 2962 CHjs Estiramento Assimétrico
13 3093 NH Flex&o harmdnica

14 3293 NH Estiramento

15* 3425 OH Estiramento

A distancia de Mahalanobis ao quadrado (tabela 2) confirma que a composi¢édo

de veneno de P. paulista e E. brunneum diferem estatisticamente com um p<0.001. Esta

andlise revela que apesar de vespas e formigas da area B nidificarem no mesmo tipo de

ambiente, a composicdo de veneno foi distinta entre as espécies. O mesmo também

ocorre quando compara-se as amostras de vespas e formigas que ocorrem na area A

(figura 5).
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Tabela 2. Distancia de Mahalanobis ao quadrado entre os grupos de E. brunneum e P.
paulista, comparando a composi¢cdo de veneno entre os individuos coletados em duas

diferentes areas do municipio de Dourados-MS.

E. brunneum E. brunneum P. paulista P. paulista
area A area B area A area B
E. brunneum area A 0.000 4.828 164.415 169.783
E. brunneum area B 4.828 0.000 134.794 142.218
P. paulista area A 164.415 134.794 0.000 17.555
P. paulista area B 169.783 142.218 17.555 0.000
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Figura 5. Gréafico de dispersdo mostrando a diferenciacdo da composicdo de veneno
entre P. paulista e E. brunneum coletadas em duas diferentes areas do municipio de
Dourados-MS.
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DISCUSSAO

Os resultados demonstram que a composi¢do do veneno de vespas e formigas
que ocorrem em um mesmo tipo de ambiente sdo significativamente diferentes.
Portanto, estas diferencas devem ser por conta da componente genético, afinal, trata-se
de insetos pertencentes a familias distintas dentro dos Hymenoptera.

Considerando-se as diferencas da composicdo de veneno entre estas espéecies, em
trabalho realizado com serpentes, Daltry et al. (1996) observou que individuos nascidos
em cativeiro apresentam composicoes de veneno idénticas aos das espécimes selvagens
da mesma localidade de origem, e sugeriu que a associa¢do entre 0 veneno e a presa é
uma caracteristica herdada e ndo induzida pelo ambiente.

No entanto, 0 veneno é uma mistura complexa e desta maneira, sua variacdo ndo
pode ser atribuida a um unico fator, ja que alguns pesquisadores (Tsai et al., 2004;
Badhe et al., 2006; Abdel-Rahman et al., 2009, 2011; Cologna et al., 2013) também
relatam em seus estudos que além dos fatores genéticos, os ambientais como a variagdo
geogréfica e as diferencas climaticas podem afetar a distribuicdo de alimento e
consequentemente, influenciar a dieta dos organismos, de forma que o ambiente
também exerca influéncia sobre a composi¢édo de veneno.

Ainda assim, deve-se ressaltar que 0s componentes genéticos podem ser
determinantes na composicdo de veneno (Menezes et al. 2006). De fato, os resultados
apresentados aqui corroboram os de Badhe et al. (2006) que avaliou a atuacdo de fatores
genéticos sobre as diferentes populacdes de escorpibes vermelhos Mesobuthus tamulus,
sugerindo a existéncia de variagdo genética entre as populacdes, entretanto, o autor
concluiu que as condi¢bes ambientais afetam significativamente a letalidade do veneno.

Por outro lado, ao observar a figura 5, é possivel perceber que vespas da area A
e B, estdo mais distantes, comparados aos resultados das mesmas areas de E. brunneum.
Estes resultados provavelmente podem estar relacionados aos recursos alimentares que
cada espécie utiliza. Vespas predam com frequéncia larvas de Lepidoptera (Giannotti et
al. 1995; Prezoto et al.; 2006; Bichara Filho et al., 2009; Fernandes et al., 2010), o que
deve acarretar em diferencas mais acentuadas nas duas areas, de acordo com a
disposicdo de presas deste tipo em cada area. JA& E. brunneum, assim como outras
formigas deste género predam uma diversidade maior de presas (Overal 1986; Giannotti
e Machado 1992; Marques et al., 1995), o que pode levar a uma “dilui¢ao” das

diferencas entre as amostras das duas &reas.
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Por outro lado, Canevazzi e Noll (2011) avaliando itens alimentares coletados
por forrageadoras de P paulista, concluiram que o material liquido (dgua e néctar)
foram sempre mais coletados (cerca de 55% a 80%) que outros itens alimentares, sendo
que a coleta de presas foi sempre menos frequente. Além disso, alguns autores (Andrade
e Prezoto, 2001; Resende et al., 2001; e Elisei et al., 2008) relatam em seus estudos
sobre forrageamento de vespas, que 0 néctar é o componente mais coletado nos diversos
periodos do ano. Cabe ainda ressaltar que adultos tanto de vespas, quanto de formigas
se alimentam mais frequentemente de carboidratos, disponiveis no néctar coletado de
plantas.

Deve se ponderar que as vespas, diferentemente das formigas, forrageam
voando, o que acarreta em um raio de agcdo maior comparado ao de formigas. Portanto, a
diversidade de plantas visitadas por um grupo comparado ao outro é relativamente
maior, o que pode influenciar na composicéo de seus venenos.

Em estudo realizado com formiga Dinoponera quadriceps de quatro regides
diferentes, Cologna et al. (2013) observou que o veneno dos individuos que foram
coletados em areas proximas sdo mais similares comparados aos de regides distantes.
Além disso, este mesmo estudo revelou que dos 335 compostos encontrados, apenas 4
foram compartilhados entre as formigas, indicando que a composicdo de veneno é
influenciada significativamente pelo ambiente. A variacdo na composi¢cdo de veneno de
acordo com a localidade também foi observada por Abdel-Rahman (2008) e Abdel-
Rahman et al. (2009) em escorpifes Maurus palmatus.

De fato, estudos revelam que alguns animais, podem sintetizar o veneno a partir
de precursores ou sequestrarem 0s elementos quimicos do ambiente através da dieta
para compor seu veneno (Savitzky et al., 2012). Portanto, fatores ambientais
influenciam significativamente na composicdo de veneno dos organismos.

Assim, fica claro que as duas espécies sintetizam elementos significativamente
diferentes para compor seus venenos. Estas diferencas tem base genética, contudo,
como relatado na literatura os fatores exdgenos também podem ser determinantes para
compor as diferencas entre o veneno de diferentes populacdes de uma espécie,

sobretudo, neste caso o de vespas sociais.
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CONCLUSOES

Os resultados demonstram que formigas e vespas apresentam diferencas claras
na composicdo de seus venenos, mesmo entre amostras de um mesmo ambiente.
Portanto, o componente genético parece ser preponderante para determinar oS
compostos encontrados em uma e outra espécie. Isto prova que a composi¢do de veneno
varia de uma familia para outra nos Hymenoptera e pode, portanto, ser usado de certa
forma como ferramenta taxondmica auxiliar. Por outro lado, fatores exdgenos, como a
dieta, em diferentes ambientes devem ser responsaveis pelas diferengas intraespecificas,
sobretudo em vespas. A técnica de FTIR-PAS, assim como em trabalhos com
compostos quimicos cuticulares mostrou-se confiavel e eficaz para avaliar as diferencgas

da composicéo de veneno de Hymenoptera sociais.
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Resumo

As vespas sao capazes de sintetizar compostos toxicos conhecidos como “venenos” que
representam parte de um mecanismo para sobrepujar presas e também defender suas
colénias. O estudo dos compostos que constituem estas substancias sdo de extrema
relevancia para entender como evoluiu este mecanismo de defesa, uma vez que ha
indicios de que eles podem variar de forma intra e interespecifica. Estes estudos tem
utilizado a cromatografia liquida e gasosa como técnica confiavel para a analise destes
compostos. No entanto, uma proposta recente é analisar o veneno por meio da técnica
de Espectroscopia Fotoacustica no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR-
PAS). Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar as diferencas intra e
interespecifica dos venenos das vespas Polybia paulista e Polybia occidentalis pela
técnica de FTIR-PAS. As col6nias foram coletadas em trés municipios de Mato Grosso
do Sul, em diferentes tipos de ambientes. Para cada local e tipo de ambiente foram
avaliadas amostras de veneno de diferentes col6nias. De cada coldnia foram realizadas
leituras de em média 20 a 75 individuos. Os resultados demonstram que a composicao
de veneno das espécies P. paulista e P. occidentalis sdo significativamente diferentes.
Além disso, as diferengas intraespecificas da composicao de veneno de P. paulista estdo
relacionadas ao tipo de ambiente onde estavam nidificadas as coldnias,

independentemente das distancias geograficas entre elas. Desta forma, os resultados

37



demonstram que as variacOes interespecificas da composicdo de veneno de vespas, séo,
de fato, devido as diferencas genéticas, no entanto, 0 componente ambiental é decisivo
nas diferencas intraespecificas encontradas entre diferentes populagdes de uma espécie.
Além disto, a técnica de FTIR-PAS provou se confidvel e eficaz para avaliar as

varia¢des da composicao de veneno em vespas sociais.

Palavras-chave: Epiponini, Variacdo populacional, Glandula de veneno, Infravermelho

médio, Componentes exdgenos.

Intra and interspecific variation in venoms of two social wasps species

of the genus Polybia (Hymenoptera: Vespidae) by FTIR-PAS technique

Abstract

The wasps are able to synthesize toxic compounds known as "venoms" that represent
part of a mechanism to overcome prey and also defend their colonies. The study of the
compounds that constitute these substances are of the utmost importance to understand
how this defense mechanism evolved, since there are indications that they may vary
intra and interspecifically. These studies have used liquid and gas chromatography as
reliable techniques for the analysis of these compounds. However, a recent proposal is
to analyze the venom by the Fourier Transform Infrared Photoacoustic Spectroscopy
(FTIR-PAS) technique. Thus, this work aimed to evaluate intra and interspecific
differences of the venoms of wasps Polybia occidentalis and Polybia paulista by FTIR-
PAS technique. The colonies were collected in three municipalities of Mato Grosso do
Sul, in different types of environments. For each site and type of environment venom
samples from different colonies were evaluated. 20 to 75 individuals on average from
each colony were analyzed. The results demonstrate that the venom composition of the
species P. paulista and P. occidentalis are significantly different. In addition, the
intraspecific differences in the venom composition of P. paulista relate to the kind of

environment where the colonies were nested, regardless of geographical distances
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between them. Thus, the results show that the interspecific variations in the venom
composition of wasps are indeed due to the genetic differences, although, the
environmental component is decisive in intraspecific differences found among different
populations of a species. Also, the FTIR-PAS technique proved to be reliable and

effective to evaluate the variations in the composition of venom in social wasps.

Key-words: Epiponini, Populational variation, Venom gland, Spectroscopy, Exogenous

components.

INTRODUCAO

Polybia sdo vespas eussociais neotropicais de grande abundancia e, de acordo
com a classificagdo de Carpenter e Marques (2001) pertencem a familia Vespidae,
subfamilia Polistinae e tribo Epiponini. Estas vespas sdo eussociais por apresentarem as
trés caracteristicas que definem a eussocialidade: divisdo de trabalho, cuidado
cooperativo com a prole e sobreposicdo de geragdes (Wilson, 1971).

Vespas eussociais podem exibir dois tipos de fundacédo: fundacéo independente e
fundacdo por enxameagem (Jeanne, 1991). Em grupos com fundacdo por
enxameamento, como Polybia, uma ou mais rainhas sdo acompanhadas por varias
operarias estéreis num enxame, as quais fundam uma nova colonia, sendo que a rainha é
responsavel apenas pela oviposicao.

Em colénias de vespas eussociais ha uma divisdo de trabalho que é um trago
importante que as levaram ao sucesso ao longo da evolugdo, uma vez que apresentam
capacidade de coordenar as colbnias para as mais diversas tarefas, como reproducao,
alimentacdo, limpeza e defesa do ninho (Garcia e Noll, 2013). Todas estas tarefas
dependem de diferentes castas, que podem ser determinadas pela idade, na qual
operarias mais jovens estdo envolvidas em tarefas na coldnia, como limpeza e cuidado
com a prole; as operarias com idades intermediarias executam tarefas como construcao
e reparacdo do ninho; enquanto que as mais velhas da colénia atuam como forrageiras,
trazendo materiais de construcdo, agua e alimento, além de defender a colbnia
(O’Donnell 2001; Garcia e Noll, 2013).
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Para coordenar estas atividades as vespas sociais sdo capazes de sintetizar
substancias quimicas, chamadas de ferbmonios que permitem mediar as interacdes entre
companheiras de colonia (l1zzo et al. 2010; Khidr et al. 2013).

Dentre os feromdnios destacam-se alguns tipos como: o feromdnio sexual para
atrair parceiros durante a cépula; feroménio de alarme que tem a funcéo de informar a
aproximacdo de um inimigo; feromdnio de defesa que serve para avisar aos individuos
da coldnia que devem atacar o intruso; feromdnio de agregacao que atrai 0s membros da
colonia para uma fonte de alimento ou novo local para nidificacdo e o feromdnio de
marcacdo de trilha que demarca o caminho até uma fonte de alimento (Billen e Morgan,
1998). e feromonios de superficie que atua como uma assinatura caracteristica para
cada espécie, colbnia e casta (Antonialli- Junior et al., 2007, 2008; Neves et al., 2012,
2013)

Vespas também sdo capazes de sintetizar outros compostos com fungdo de
sobrepujar presas e também defender suas coldnias denominados venenos;
principalmente durante a fase da vida em que os insetos sociais deixam os trabalhos no
interior do ninho e passam a realiza-los fora, expondo-se frequentemente a situacdes de
perigo (Ortiz e Camargo-Mathias, 2006).

Além disso, em trabalho realizado por Mateus (2011) com Parachartergus
fraternus, o autor observou que vespas do género Parachartergus utilizam o veneno
para marcar um novo local para a fundacdo da coldnia, antes do inicio da migracéo,
assim o veneno também € utilizado na comunicacdo entre os individuos.

Estudo dos compostos que constituem estas substancias sdo de extrema
relevancia para entender como evolui este mecanismo importante para sobrevivéncia
das colbnias destes insetos, uma vez que ha indicios de que eles podem variar de forma
intra e interespecifica em diferentes organismos (Hannan et al., 1986; Mulfinger et al.,
1986; Owen e Sloley, 1988; Chippaux et al., 1991; Daltry et al., 1997; Omran e
McVean, 2000; Binford, 2001; Orivel e Dejean, 2001; Pimenta et al., 2003; Badhe et
al., 2006; Menezes et al, 2006; Abdel-Rahman et al., 2009, 2010, 2011).

Dentre os fatores que podem influenciar as diferencas na composic¢do do veneno
dos animais em geral, prevalece na literatura aqueles decorrentes de variacOes
geogréficas, genéticas, ambientais (clima, altitude, solo), sexuais, idade e sazonais
(Daltry et al., 1997; Badhe et al.,, 2006; Abdel-Rahaman et al., 2009); além da
possibilidade da variacéo ter influéncia da dieta (Abdel-Rahman et al., 2009 e 2010).
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A variagcdo dos compostos que constituem os venenos pode ser interpretada pelas
diferentes reacOes causadas pelas ferroadas dos Hymenoptera (Pinto et al. 2012). Uma
das reacfes mais comuns dos venenos € a alérgica, que estimula o sistema imune a
produzir anticorpos com alta especificidade desencadeando varios tipos de reacdes
(Aalberse, 2000).

O veneno de vespas sociais € composto por aminas biogénicas, peptideos
béasicos e proteinas de elevada massa molecular, principalmente enzimas (Castro et al.,
1994). Estudos mostram que as principais proteinas alergénicas do veneno de vespas
sdo fosfolipases, hialuronidases, antigeno 5 (King et al., 1996; Kolarich et al., 2005 e
Santos et al., 2010) e serino-proteases. Contudo, a qualidade e quantidade de compostos
devem variar, de fato, dentro de uma espécie e, sobretudo, entre as espécies.

A composicdo de veneno ja foi investigada em algumas espécies de vespas
dentre as quais cabe ressaltar os trabalhos com Polybia paulista (Souza et al. 2004,
2005; Paula et al. 2006; Rocha et al. 2007; Brigatte et al. 2011; Pinto et al. 2012;
Jacomini et al. 2013), Polybia occidentalis (Mortari et al. 2007a, b; Czaikoski et al.
2010), Polistes versicolor (Castro et al. 1993, 1994), Polistes dominulus (Bruschini et
al. 2008), Vespa (V. affinis, V. analis, V. basalis, V. ducalis, V. mandarinia, V. velutina
flavitarsus) (Lin et al. 2011) e Protonectarina sylveirae (Brigatte et al. 2011).

Estes estudos que avaliaram a composicdo de veneno de vespas tém utilizado as
técnicas de Cromatografia liquida e gasosa para identificar compostos (Santos et al.,
2011; Pinto et al., 2012; Cologna et al., 2013; Jacomini et al., 2013). Esta técnica
demonstra ser confiavel e fornecem boas andlises qualitativas e quantitativas, entretanto,
€ um método que exige diversas etapas de preparacdo da amostra, além do processo
para obtencdo dos resultados exigir uma quantidade de tempo consideravelmente
elevada, quando se compara a outras técnicas, e no caso do veneno para se fazer uma
analise sdo necessarios um grande nimero de amostras.

Por outro lado, outra técnica confiavel que vem sendo utilizada para avaliar
compostos quimicos em sistemas bioldgicos, em especificos himendpteros sociais
(Antonialli- Junior et al., 2007, 2008; Neves et al., 2012, 2013) é a Espectroscopia
Fotoacustica no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR-PAS, “Fourier
Transform-Infrared Photoacoustic Spectroscopy”).

Esta técnica é uma medida da radiacdo, na faixa espectral do infravermelho
médio, absorvida pela amostra, que apresenta como vantagens a aplicacdo em materiais

de grande fragilidade como materiais bioldgicos, podendo ser empregada em medidas
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de amostras com dimensdes reduzidas e em relativamente pouco tempo, comparada a
outras técnicas para este fim, jA que esta técnica ndo emprega métodos &pticos
dispersivos na sua varredura espectral, de forma que a obtencdo dos espectros pode ser
realizada em poucos minutos, permitindo a analise de um grande nimero de amostras
(Greene et al., 1992).

Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar as diferencas intra e interespecifica
dos venenos das vespas Polybia paulista e Polybia occidentalis por meio da técnica
FTIR-PAS.

MATERIAIS E METODOS

Coleta dos dados

Foram coletadas no total 9 colonias de P. paulista de trés municipios de Mato
Grosso do Sul (2 no municipio de Mundo Novo, 5 em Dourados e 2 em Nova Alvorada
do Sul). De P. occidentalis foram coletadas 4 col6nias, uma no municipio de Mundo
Novo e 3 em Dourados (tabela 1). As coldnias foram coletadas em cada um destes
municipios, em trés tipos de ambientes que foram categorizados em:

Area rural: localizada entre 3 e 15 km do perimetro urbano. Esta area era
composta predominantemente por poucas construcdes, plantacdes de eucalipto e de cana
de acucar, além de criacdes de gado. O trafego de pessoas é reduzido. As col6nias foram
coletadas na parte abaxial de folhas de coqueiro, em galhos de limoeiros e uma colonia
foi coletada em uma edificacdo abandonada.

Area urbana: localizada nas &reas centrais das respectivas cidades,
predominando neste ambiente constru¢cdes humanas, sendo que as areas adjacentes sao
predominantemente gramadas ou cobertas por calcadas com vegetacdo escassa. O
trafego de pessoas e veiculos é intenso durante todo o ano. Todas as col6nias deste tipo
de ambiente estavam nidificadas em galhos de arvores.

Area intermediaria: ambiente que encontra-se em uma condi¢do de transicdo
entre o rural e 0 urbano, neste caso, conhecida como “Cidade Universitaria” no campus
da Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul, também com predominio de
edificacbes com seu entorno ocorrendo gramineas e espécies arbustivas, numa

diversidade e abundancia relativamente maior que a area urbana. Neste local o transito
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de pessoas e veiculos também é intenso ao longo de todo o ano, entretanto nas

propriedades ao redor do campus ha o predominio de pastagens e plantacées.

Tabela 1. Municipios de coleta, nimero de coldnias coletadas e as respectivas
distancias entre as cidades. DDS: Dourados; MN: Mundo Novo e NAS: Nova Alvorada

do Sul.
) ] ] Distancias entre 0s
P. paulista P. occidentalis o
municipios

] ) DDS DDS MN

Local de NUamero Local de Ndmero
X X X
Coleta de col6nias coleta de coldnias
MN NAS NAS
Dourados 5 Dourados 3
Mundo Novo 2 Mundo Novo 1 242 km 110 km 339 km
Nova Alvorada do Sul 2

Para a coleta das coldnias foram utilizados sacos plasticos que envolvia todo o
ninho, que em seguida era desprendido do substrato no qual estavam fixados.

Todas as vespas coletadas foram acondicionadas em recipientes plasticos e
posteriormente em eppendorfs, os quais foram etiquetados com as informacbes de
coordenadas, data de coleta e outras informacfes que foram consideradas relevantes
para a posterior categorizacdo do local. Em seguida, todas as amostras foram
sacrificadas e preservadas por congelamento até a realizacdo das analises.

As analises foram realizadas em duas etapas: na primeira a composicdo de
veneno das duas espécies foram avaliadas e comparadas entre si. Na segunda, foram
avaliadas as diferencas intraespecificas entre a composi¢do do veneno de P. paulista,

uma vez que foi a espécie, cujo nimero de coldnias de diferentes populacdes foi maior.

Técnica de FTIR-PAS
As analises da composicdo do veneno das duas espécies foram realizadas pela
técnica de Espectroscopia Fotoacustica no Infravermelho por Transformada de Fourier

(FTIR-PAS). Os individuos foram dissecados com auxilio de lupa e pingas, na qual as
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glandulas e seus reservatorios de armazenamentos foram extraidos puxando se o ferrdo,
em seguida este foi colocado em um suporte caracteristico da célula fotoacUstica,
imediatamente ap0s a extracdo para evitar a degradacao proteica.

O FTIR-PAS foi realizado com um Espectrofotdbmetro Thermo-Nocolet Nexus
670, combinado com um detector FotoacUstico (MTEC-300). Estd técnica mede a
radiacdo absorvida pela amostra e convertidas em calor, o processo € realizado na regido
espectral do infravermelho médio que compreende de 4000 a 400 cm™, abrange a regi&o
conhecida como impressdo digital (na faixa de 1500 e 400 cm™). Esta regido é sensivel
as vibracdes e rotacbes de grupos quimicos moleculares, o que possibilita identificar e
distinguir radicais moleculares e os tipos de ligacdes quimicas envolvidas nas
respectivas amostras, sendo este, 0 aspecto mais vantajoso desta técnica (Smith 1999);
além de ser relativamente rapida e de facil manuseio (Skoog et al., 2002).

Foram comparadas as diferencas inter e intraespecificas da composicdo de
veneno das colbnias nidificadas nas trés diferentes areas. Para cada &rea foram tomadas
amostras de todas as col6nias coletadas, somando 15 leituras para cada area, sendo que
cada leitura era a soma de 5 glandulas e os reservatorios de venenos das operarias.
Estas glandulas foram dispostas lado a lado no centro do suporte da célula fotoacustica,
com uma leve sobreposicao entre elas, de modo a preencher o maior espago possivel,
sendo pressionadas levemente no suporte até expelir o seu conteudo, otimizando assim
0 sinal captado. De cada colonia foram realizadas leituras de em média 20 a 75
individuos.

A célula fotoacustica foi purgada com gas hélio antes de cada leitura com o
objetivo de maximizar o sinal fotoacustico, retirando o CO, e vapor de agua do interior
do espectrofotdometro.

O espectro resultante de cada analise foi obtido pela média de 128 varreduras
(“scans”) com resolucdo espectral de 16 cm™. Antes da leitura dos espectros das
amostras, foi utilizada uma amostra preta de carbono como referéncia (“background”)
para a normalizacdo da intensidade espectral, de modo que novos espectros de
referéncia foram realizados a cada 100 minutos.

ApoOs a obtencdo de todos os espectros estes foram normalizados, a fim de

possibilitar uma analise comparativa.

44



Analise estatistica

Os dados foram processados com o auxilio do Software Origin 8, sendo que as
diferencas inter e intraespecificas da composicdo de veneno foram avaliadas pela fungéo
discriminante (DFA — Discriminant Function Analysis), indicada porque revela um
conjunto de variaveis que melhor diferenciam os grupos avaliados (Quinn e Keough,
2002).

Nesta analise a variavel Wilks’s Lambda ¢é utilizada como medida da diferenca
entre 0s grupos, sendo que valores proximos a zero indicam que 0S grupos ndo se
sobrepGem, enquanto, valores proximos a 1 indicam elevada sobreposicdo entre 0s
grupos e consequente inexisténcia de diferenca significativa entre eles (Manly, 2008).

A distéancia de Mahalanobis ao quadrado foi utilizada para percepcdo das
diferencas entre as regides e areas coletadas.

Estas analises estatisticas foram computadas pelos programas Statistica 7 e
Systat 12.

Para analise das diferencas dos compostos quimicos do veneno referente as
populacdes de P. paulista, coletadas em diferentes regides e tipos de ambiente, foi
aplicado um metodo de agrupamento utilizando a distancia euclidiana e 0 método de
ligacio UPGMA para elaboracdo de um dendrograma de similaridade, usando o
programa estatistico R.

Para avaliar se o dendrograma refletia a matriz de similaridade da composicéo
de veneno utilizou-se o coeficiente de correlacdo cofenética, sendo definido o valor
minimo de 0.75 como medida de qualidade de ajuste do dendrograma (MacGarigal et
al., 2000).

RESULTADOS

Os espectros dos venenos de P. paulista e P. occidentalis por FTIR-PAS estdo
apresentados na figura 1. A partir desta analise foram avaliados que ha 15 grupos
funcionais, de maior relevancia, listados na tabela 2 no qual também constam seus
nameros de onda e modos vibracionais correspondentes, identificados a partir de dados

reportados na literatura para estes compostos (Lin-vien et al., 1991; Smith, 1999).
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Figura 1. Espectros médios obtidos da leitura das glandulas e reservatorios de veneno
de P. paulista e P. occidentalis gerados por FTIR-PAS, com a indicacdo dos 15 picos de

maior relevancia para as analises estatisticas.
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Tabela 2. Relagdo dos 15 principais grupos funcionais e seus respectivos modos de

vibracdo selecionados para analise estatistica. * picos significativos para separacdo das

espécies P. paulista e P. occidentalis. # picos significativos para separacdo das

populacgdes de P. paulista.

Pico NUmero de Grupo funcional Modo vibracional
Ondas (cm™)
1 1041 CH Dobramento no plano
2*# 1079 CH Dobramento no plano
3* 1110 CH Dobramento no plano
4 1157 CH Dobramento no plano
5*# 1241 CH3-CO Estiramento Simétrico
6* 1396 O-CH; Torcao fora do Plano
7 1457 O-CH, Tesoura
8 1542 NH e ou CN (Amida Torgédo no Plano e/ou
1)) Estiramento assimétrico
9 1650 C=N (Amida l) Estiramento
10*# 2877 CHjs Estiramento Simétrico
11%# 2931 CH, Estiramento Assimétrico
12 2962 CHjs Estiramento Assimétrico
13* 3093 NH Flex&o harmdnica
14* 3293 NH Estiramento
15* 3425 OH Estiramento

Por meio de inspecdo visual dos espectros médios, obtidos das duas espécies,

ndo é possivel detectar diferencas significativas entre eles. Contudo, as diferencas entre

a composicdo de veneno das duas espécies foram significativas com Wilk’s Lambda =

0.021, F =5.295 e p<0.001. Os resultados revelam que a primeira raiz canbnica explica

80.6% desta distincdo. Sendo que os picos mais significativos para separacdo dos

grupos correspondem aos picos 2, 3, 5, 6, 10, 11, 13, 14 e 15 (figura 1 e tabela 1).

Os valores de p<0.001 obtido para todas as areas avaliadas revelam que existem

diferencas significativas entre as especies, desta forma foi realizada a andlise da
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distancia de Mahalanobis ao quadrado (tabelas 3 e 4), a qual revela que a composicao
de veneno das espécies difere estatisticamente.

As anélises revelam que a composicdo de veneno das colbnias de P. paulista
nidificadas em &reas urbanas sdo mais proximas as de P. occidentalis nidificadas na
mesma area, comparadas as coldnias da mesma espécie que ocorrem em areas diferentes
(tabela 3 e figura 2). O mesmo ocorre quando se compara a composi¢cdo de veneno das
duas espécies que estavam nidificadas nas areas consideradas intermediarias (tabela 4 e
figura 3).

Tabela 3. Distancias de Mahalanobis ao quadrado entre os grupos de P. paulista e P.
occidentalis, comparando a composicdo de veneno de colbnias nidificadas nas mesmas

areas. MN: Mundo Novo; DDS: Dourados; A/R: area rural; A/U: area urbana.

P. paulista P. paulista P. paulista P. occidentalis
MN-A/U MN-A/R DDS-A/U MN-A/U

P. paulista MN-A/U 0.000 16.792 14.354 12.384
P. paulista MN-A/R 16.792 0.000 21.520 17.395
P. paulista DDS-A/U 14.354 21.520 0.000 10.470
P. occidentalis MN-A/U  12.384 17.395 10.470 0.0000

Tabela 4. Distancias de Mahalanobis ao quadrado entre os grupos de P. paulista e P.
occidentalis, comparando a composicdo de veneno de colonias nidificadas nas areas
intermediarias. MN: Mundo Novo; DDS: Dourados; A/R: area rural; A/U: area urbana

e A/l: area intermedidria.

P. paulista P. paulista P. occidentalis P. occidentalis

MN-A/R  DDS-A/I DDS-A/I MN-A/U

P. paulista MN-A/R 0.000 17.1549 17.4854 17.3957
P. paulista DDS-A/I 17.154 0.000 12.990 13.756
P. occidentalis DDS-A/l  17.485 12.990 0.000 15.440
P. occidentalis MN-A/U  17.395 13.756 15.440 0.000
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Figura 2. Gréafico de dispersdo mostrando a diferenciacdo da composicdo de veneno

entre as col6nias de P. paulista e P. occidentalis nidificadas na area urbana.

6 T T T
* P occidentalis DDS-AJ]
& P occidentalis MN-A/U
4k B P paulista DDS-AJ]
w wr vy v  Ppaulista MN-A/R

Raiz Canonica 2

-4 -2 0 2 4 6
Raiz Canonica 1
Figura 3. Gréfico de dispersdo mostrando a diferenciagdo da composicdo de veneno

entre as col6nias de P. paulista e P. occidentalis nidificadas na area intermediaria.
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Os espectros médios referentes as leituras da composicéo do veneno de colbnais
de P. paulista nidificadas em diferentes areas, estdo apresentados na figura 4. Os

mesmos 15 picos foram selecionados como mais relevantes para as analises estatisticas.
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Figura 4. Espectros médios obtidos da leitura das glandulas e reservatorios de veneno
de P. paulista gerados por FTIR-PAS, com a indicacdo dos 15 picos de maior
relevancia para as analises estatisticas. NAS: Nova Alvorada do Sul; MN: Mundo

Novo; DDS: Dourados; A/R: area rural; A/U: area urbana e A/l: area intermediaria.

A inspecdo visual destes espectros ndo permite visualizar diferencas
significativas entre eles. Por outro lado, a analise discriminante demonstra que ha, de
fato, diferencas significativas entre a composicao de veneno das col6nias nidificadas nas
diferentes areas com Wilks’s Lambda= 0.042; F=4.612 e p<0.001 (figura 5). Os
resultados mostram que a primeira raiz candnica explica 88.2% desta diferenciacao.

Nesta analise, dos 15 picos de maior relevancia, 4 foram mais significativos para
separagdo dos grupos correspondendo aos picos 2, 5, 10 e 11 (tabela 2 e figura 4)

respectivamente.
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Analisando os resultados da distancia de Mahalanobis ao quadrado (tabela 5) e 0
dendrograma de similaridade (figura 5) observa-se que 0s agrupamentos ocorreram de
acordo com o tipo de area onde estavam nidificadas as coldnias, independentemente das
distancias geogréaficas entre elas. Entretanto, ao observar a distancia de Mahalanobis ao
quadrado para as coldnias de Nova Alvorada do Sul area rural, nota-se uma menor
distancia com as colbnias de Dourados na area intermediaria e urbana, seguida das

col6nias de Mundo Novo na area rural.

Tabela 5. Distancia de Mahalanobis ao quadrado entre os grupos de P. paulista,
comparando a composicdo de veneno de colbnias nidificadas nas areas. NAS: Nova
Alvorada do Sul; MN: Mundo Novo; DDS: Dourados; A/R: area rural; A/U: area

urbana e A/l: area intermediaria.

P. paulista P. paulista P.paulista P.paulista P. paulista
NAS-A/R.  MN-A/U. MN-A/R. DDS-A/U. DDS-A/L.

P. paulista NAS-A/R. 0.000 12.343 9.946 9.187 7.4743
P. paulista MN-A/U. 12.343 0.000 20.783 13.512 8.499
P. paulista MN-A/R. 9.946 20.783 0.000 29.446 20.310
P. paulista DDS-A/U. 9.187 13.512 29.446 0.000 7.338
P. paulista DDS-A/I. 7.474 8.499 20.310 7.338 0.000
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Figura 5. Dendrograma de similaridade baseado na composic¢do quimica do veneno das
populacdes da vespa social P. paulista coletados em diferentes ambientes, nos

municipios de Mato Grosso do Sul.

DISCUSSAO

Os resultados demonstram que ha diferencas significativas entre a composicéo
de veneno das duas espécies avaliadas (figura 1; tabelas 3 e 4). Estas diferencas sdo em
parte explicadas pelo componente genético, contudo, uma parte significativa destas
diferencas ¢ ambiental, uma vez que a composi¢do do veneno das duas espécies pode
ser mais proximas, se as colénias ocorrerem em areas de ambiente similar.

As diferencas interespecificas da composicdo do veneno de espécies de mesmo
género também foram encontradas por Orivel e Dejean (2001) quando avaliaram a
composicdo de veneno entre 12 espécies da formiga do género Pachycondyla. Neste
trabalho, também identificaram similaridades entre a composi¢cdo do veneno de espécies
que ocorrem em ambientes similares como terrestres e arboreas, sugerindo que as
diferencas e similaridade sdo devido ndo s6é a componentes genéticos, mas também

ambientais.
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A importancia do fator ambiental para a composicdo do veneno fica mais
evidente quando analisamos as diferengas e similaridades encontradas entre as
diferentes populacBes de P. paulista (figuras 4 e 5). As analises demonstram que 0s
agrupamentos ocorreram em funcdo do ambiente. Entretanto, os maiores valores da
distancia de Mahalanobis ao quadrado (tabela 5) foram encontrados entre colonias de
Mundo Novo na &rea rural e Dourados na area urbana, sugerindo que além do fator
ambiental o efeito geogréfico também é importante.

Por outro lado, em particular aos municipios de Dourados e Nova Alvorada do
Sul (tabela 5), a proximidade geografica pode também explicar suas similaridades,
sugerindo neste caso, um agrupamento em funcdo do componente genético sobre estas
populacdes, que devem guardar uma relacdo mais proxima de parentesco. Cologna et al.
(2013) observou em seu estudo que venenos de individuos coletados em areas mais
proximas sdo mais semelhantes do que os coletados em regides distantes, o que
justificaria o fato de Dourados e Nova Alvorada do Sul exibirem menor distancia
(tabela 5).

De fato, a variacdo geogréafica existe em todas as espécies e tendem a ser
ocasionadas pelas adaptacdes ao ambiente (Ridley, 2006), o que sugere que as
condicBes ambientais sdo relevantes para analise de diferencas populacionais. A
variacao intraespecifica da composicdo de veneno de P. paulista corrobora os resultados
descritos para formigas (Cologna et al., 2013), escorpifes (Badhe et al., 2006; Abdel-
Rahaman et al., 2009) além de serpentes (Tsai et al., 2004), na qual também houve uma
variacao na composicao de veneno entre as populacdes analisadas.

Entretanto, trabalhos relacionados a variagéo intra e interespecifica revelam que
devido a complexidade dos venenos esta variacdo ndo pode ser atribuida a um dnico
fator, mas a juncédo de diversos fatores (Abdel-Rahman et al., 2009, 2011).

Para os fatores que influenciam as diferencas na composicdo do veneno,
prevalecem na literatura que estes podem ser decorrentes de variacdes genéticas,
geogréficas e, portanto, ambientais, sexuais, idade e sazonais (Abdel-Rahaman, 2008;
Abdel-Rahaman et al., 2009; Badhe et al., 2006; Daltry et al., 1997).

Alguns trabalhos realizados com escorpibes (Abdel-Rahman 2008; Abdel-
Rahman et al., 2009 e 2010), discutem ainda a possibilidade da variacdo geografica
estar relacionada a dieta; de acordo com os autores essas diferengas podem refletir uma

resposta as condicOes ecoldgicas locais.
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Cabe ainda salientar, que as diferencas climaticas entre diferentes locais podem
resultar em uma distribuicdo distinta das espécies de presas e consequentemente,
influenciar na dieta dos organismos (Abdel-Rahaman et al., 2009). No caso das vespas,
a proteina animal é utilizada na alimentacdo das larvas, sendo os carboidratos
importantes tanto para os adultos quanto para as larvas.

Entretanto, Canevazzi e Noll (2011) observaram em seu trabalho com P.
paulista que esta espécie coleta grande quantidade de néctar, o qual é utilizado na dieta
dos adultos, além disso, alguns autores (Andrade e Prezoto, 2001; Resende et al. 2001; e
Elisei et al. 2008) relatam que este é o componente mais coletado nos diversos periodos
do ano. Isto sugere que as diferencas climaticas podem influenciar na vegetacdo, a qual
pode ser composta por espécies vegetais distintas, podendo desta forma, influenciar na
alimentacdo das vespas, tanto através dos recursos florais, como pelas suas respectivas
presas que utilizam a vegetacdo como fonte de alimento.

Aliado a isso, estudos revelaram que as defesas quimicas sd&o comuns entre 0s
animais, visto que, 0s compostos podem ser sintetizados a partir de precursores ou sdo
sequestrados do ambiente pelos organismos para compor seu veneno (Savitzky et al.,
2012), de modo que, os fatores ambientais influenciam significativamente na
composicao de veneno de vespas e outros animais peconhentos.

O sequestro de substancias por animais ja foi descrito por Santoro et al. (1999)
relatando o fenbmeno em serpentes; além de Saporito et al. (2007) e Savitzky et al.
(2012) que observaram resultados similares em anfibios os quais utilizam o sequestro de
substancias para compor seu proprio veneno. Além disto, Santoro et al. (1999) também
concluiu que a origem geogréafica também pode explicar as diferencas de veneno,
reforcando a ideia de que o veneno sofre interferéncia ambiental na determinacdo de sua
composicao.

No entanto, ainda ha relatos na literatura (Tsai et al., 2004) de que a variacdo do
veneno dentro das populacBes poderia ser explicada por uma distinta expressdo do
conjunto de genes, 0s quais estariam respondendo as condicdes ecoldgicas e ontologicas
do ambiente onde esté inserida a espécie.

Assim, fatores genéticos bem como os ambientais, principalmente a dieta,
estariam provavelmente influenciando de forma significativa a variacdo da composicao

de veneno entre espécies e populacdes destas duas espécies de vespas avaliadas.

54



CONCLUSOES

Os resultados demonstram que h& variacdo entre a composicdo de veneno das
espécies P. paulista e P. occidentalis. Parte destas diferencas deve ser por conta do
componente genético, uma vez que sao espécies diferentes, contudo, 0 componente
ambiental, como ja relatado na literatura, demonstra ser efetivo, pois popula¢des que
ocorrem em ambientes similares, mesmo em locais geograficos diferentes tende a ter a
composi¢do do veneno mais proxima aquelas nidificadas em &reas de ambientes
similares. A importancia do ambiente na composicdo de veneno é destacada quando se
avalia a variacdo intraespecifica na composicdo do veneno de P. paulista, na qual as
maiores sobreposi¢des e, portanto, similaridades sdo encontradas entre as coldnias
nidificadas em um mesmo tipo de ambiente. Baseado também nestes resultados,
podemos concluir que a técnica de FTIR-PAS é confidvel para este tipo de andlise
podendo ser considerada, a partir de agora como uma ferramenta auxiliar, sobretudo
para analises que possam requerer um numero reduzido de amostras, uma vez que a
técnica usual, a cromatografia requer um namero de amostras maior, levando em alguns
casos, a necessidade de somar amostras de mais de uma colbnia, de uma dada

populacdo, o que pode impossibilitar por vezes uma analise estatistica mais refinada.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados demonstram que formigas e vespas apresentam diferengas na
composicdo de seus venenos, mesmo entre amostras do mesmo ambiente. Portanto, o
componente genético parece ser preponderante para determinar 0S compostos
encontrados em uma e outra espécie. Isto prova que a composicao de veneno varia de
uma familia para outra nos Hymenoptera e pode, portanto, ser usado de certa forma
como ferramenta taxondmica auxiliar.

No entanto, a composicdo de veneno varia entre individuos do mesmo género,
havendo variacdo intra e interespecifica entre as vespas Polybia. Sendo que, estas
diferencas sdo atribuidas parte a componentes genéticos, uma vez que S30 espécies
diferentes, contudo, o componente ambiental, também demonstrou ser efetivo neste
estudo, ja que populacbes que ocorrem em ambientes similares, mesmo em locais
geograficos diferentes apresentaram a composi¢cdo do veneno mais proxima aquelas
nidificadas em &reas de ambientes similares. E de certa forma, a influéncia ambiental na
composicdo do veneno se destacou melhor quando se avaliou a variagéo intraespecifica
entre populacdes de P. paulista.

Baseado nestes resultados, pode-se concluir que a técnica de FTIR-PAS, assim
como em trabalhos com compostos quimicos cuticulares, mostrou-se confiavel para
avaliar diferencgas inter e intraespecifica da composicdo de veneno de Hymenoptera
sociais, podendo ser considerada, a partir de agora como uma ferramenta auxiliar para a
analise da composicdo de veneno, sobretudo para analises que possam requerer um
namero reduzido de amostras, uma vez que a técnica mais usual, a cromatografia,

requer um nimero maior de amostras maior.
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