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Resumo Geral

Vespas sociais investem na construgdo de uma estrutura fisica denominada ninho, o
qual além de fornecer protecdo para os individuos e controle homeostatico promove a
coesdo dos membros da coldnia, por meio de um local comum no qual os individuos
interagem uns com os outros. Neste sentido, a estrutura fisica do ninho é extremamente
importante para a troca de sinais, principalmente sinais quimicos, os quais atuam
diretamente no reconhecimento de companheiras de ninho. Além disso, nas ultimas décadas
varios estudos vém demonstrando a importancia do perfil quimico do ninho para compor a
assinatura colonial, contudo, pouco se sabe sobre o papel destes compostos na composigéo
da assinatura quimica colonial das vespas sociais. Portanto, este trabalho objetivou avaliar
diferencgas inter e intraespecificas nas vespas sociais Polistes ferreri, Polistes lanio e
Polistes versicolor pelo perfil quimico do ninho. De cada ninho foram extraidos amostras
de 6 regies distintas: pedunculo, mecdnio e regibes inferior, lateral, mediana e superior das
células do favo. As amostras foram analisadas pela técnica de Espectroscopia Optica por
Transformada de Fourier no Infravermelho Médio por Detec¢do Fotoacustica (FTIR-PAS)
que permitiu identificar grupos quimicos moleculares de hidrocarbonetos presentes no
material do ninho. Para a primeira etapa do trabalho os resultados mostraram que as seis
regides sdo estatisticamente diferentes, sendo, contudo, as regibes pedunculo e mecénio
mais diferente das demais partes do ninho. Para a segunda etapa foram utilizados apenas
ninhos de P. lanio e P. versicolor, os quais foram coletados em dois ambientes distintos,
cuja categorizacdo foi baseada na estrutura da vegetacdo e no tipo e intensidade de
atividade humana. Nesta etapa, a MANOVA apontou diferencgas significativas entre o perfil
quimico do ninho das 2 espécies e também entre o tipo de ambiente em que as coldnias
estdo nidificadas. Além disso, os dados apontam maior correlacdo entre o perfil quimico

pedunculo e os esternitos das fémeas, e ndo entre as regides do favo, corroborando com



trabalhos reportados na literatura. Dessa forma, pode-se concluir que o ninho é dividido em
trés regibes quimicamente diferentes: células do favo, o mecénio e o pedunculo,
provavelmente por conta do grau de interagdo de cada uma das regides com individuos de
diferentes estagios de desenvolvimento. O estudo mostra que o perfil quimico do ninho
pode servir como ferramenta taxondmica para avaliar diferencas inter e intraespecificas em

vespas sociais.

Palavras-chave: Assinatura colonial; hidrocarbonetos; mecénio; peddnculo;

Polistinae.



General Abstract

Social wasps invest in the construction of a physical structure called nest, which
besides to providing protection to individuals and homeostatic control promotes the
cohesion of the colony members through a common location in which individuals interact
with each other. In this regard, the physical structure of the nest is extremely important for
the exchange of signals, primarily chemical signals, which act directly on recognition
nestmates. Moreover, in recent decades several studies have demonstrated the importance
of the nest chemical profile to compose the colonial signature, however, little is known
about the role of these compounds in the composition of colonial chemical signature of the
social wasps. Therefore, this study aimed to evaluate differences inter- and intraspecific in
social wasps Polistes ferreri, Polistes lanio and Polistes versicolor by the nest chemical
profile. Each nest samples from 6 different regions were extracted: peduncle, meconium
and regions inferior, lateral, median and superior of the comb cells. The samples were
analyzed by the technical Fourier Transform—Infrared Photoacoustic Spectroscopy (FTIR-
PAS) which identified molecular chemical groups of the hydrocarbon present in the nest
material. For the first stage of the study results showed that all six regions are significantly
different being, however, the meconium and peduncle regions more different from the other
samples. For the second stage were used only nests of P. lanio and P. versicolor, which
were collected in two different environments, the categorization was based on vegetation
structure and the type and intensity of human activity. In this step, the MANOVA showed
significant differences between the chemical profile of the nest in two species and also
between the type of environment in which colonies are nesting. Furthermore, the data show
a stronger correlation between peduncle chemical profile and sternites of females than
among others regions of the comb, confirming previous work. Thus, it can be concluded

that the nest can be divided into three regions different chemically: comb cells, peduncle



and meconium, probably because of the interaction degree of each region with individuals
of the different stages of development. Moreover, the nest chemical profile can serve as

taxonomic tool for evaluate inter and intraspecific differences in social wasps.

Key Words: Colonial signature; hydrocarbons; meconium, peduncle; Polistinae.



Introducéo Geral

As vespas sociais, conhecidas no Brasil por marimbondos ou cabas, pertencem a
ordem Hymenoptera, familia Vespidae, e constituem elementos caracteristicos da fauna
Neotropical de insetos (Silveira 2002). O grupo inclui desde espécies solitarias até
altamente eussociais (West-Eberhard 1996). Todavia, 0 comportamento social esta presente
em apenas trés subfamilias (Stenogastrinae, Vespinae e Polistinae) das seis atuais, dentre as
quais, apenas Polistinae ocorre no Brasil (Carpenter & Marques 2001).

A subfamilia Polistinae é a mais diversa dentre as vespas eussociais, formada por
940 espécies, das quais 302 espécies estdo registradas no Brasil (Carpenter & Marques
2001). Nesta subfamilia destaca-se o género Polistes, com 206 espécies descritas e 0 Unico
com distribuicdo cosmopolita (Reeve 1991).

A ocupacdo ou construcdo de uma estrutura fisica, denominada ninho, por
individuos adultos foi um marco importante na evolucdo das vespas eussociais (Jeanne
1975, McGlynn 2012), esta estrutura abriga todos os membros da colonia, fornecendo
protecdo e coesdo entre os individuos (Jeanne 1975). Além disso, 0 ninho proporciona um
microambiente protegido para os imaturos (Starr 1991), promovendo controle homeostatico
(Jones & Oldroyd 2007) e protegendo contra predadores (Smith et al 2002).

Espécies do género Polistes constroem ninhos expostos utilizando matéria vegetal
(West-Eberhard 1969) coletados, triturados e misturados com &agua e provavelmente
secrecdo salivar, resultando em um produto semelhante ao papel, que pode variar
consideravelmente em espessura e textura entre os diversos grupos de vespas (Richards &
Richards 1951). Por essa caracteristica as vespas pertencentes ao género Polistes, assim

como outros grupos de vespas Polistinae, sdo também conhecidos como “vespas papel”.



Os diferentes arranjos arquitetdnicos encontrados nos ninhos constituem
consideravel valor taxonémico, e tem ajudado na classificagdo das vespas desse grupo.
Segundo Hunt & Carpenter (2004) a arquitetura dos ninhos de vespas sociais pode ser
utilizada sob perspectiva filogenética, comportamental, ecoldgica e evolutiva. Além disso,
Jeanne (1975) destaca que a arquitetura dos ninhos evoluiu influenciada por fatores fisicos
do ambiente, necessidades estruturais do ninho, custo energético de sua construcdo e
manutencdo, predacdo por artrépodes e vertebrados, parasitismo e necessidade social da
espécie.

De acordo com Jones & Oldroyd (2007) uma das principais fun¢des do ninho é
promover o controle homeostatico que é de fundamental importdncia para o
desenvolvimento colonial. Trabalhos como o de Jeanne & Morgan (1992) mostram que a
temperatura interna do ninho sofre menos variagdo que a temperatura externa em Polistes.
Esses autores sugerem existir um grande esfor¢o entre os membros da col6nia para manter
uma condicdo fisica ideal que permita o desenvolvimento dos individuos em diferentes
estagios. Logo, diante da necessidade de controle homeostético, os ninhos de vespas sdo
construidos preferencialmente em locais que promovem menor variagdo ambiental (Jones &
Oldroyd 2007). Neste sentido, na busca por locais mais favoraveis para o desenvolvimento
de suas colbnias, muitas espécies de vespas sociais nidificam em ambientes modificados
e/ou ocupados pelo homem (Fowler 1983, Butignol 1992, Giannotti & Mansur 1993),
sendo este comportamento facultativo para algumas espécies. Para Judd (1998), ambientes
antropizados podem propiciar menor competicdo interespecifica assim como diminuir a
taxa de predacdo por vertebrados, além de fornecer abrigos que protegem da acéo direta do
vento e da chuva. Entretanto algumas espécies de vespas sociais estdo restritas a ambientes
conservados e, portanto, nidificam somente em locais com baixa interferéncia humana e
densidade especifica de vegetacdo (Santos et al 2007, Santos et al 2009, Silva-Pereira &

Santos 2006).



Dentre os estudos ja realizados para avaliar diferengas intraespecificas em vespas
sociais destacam-se pioneiramente os trabalhos sobre comportamento. Entretanto,
atualmente diversos estudos buscam demonstrar a importancia dos compostos quimicos no
papel de reconhecimento intraespecifico (Layton et al 1994, Tannure-Nascimento et al
2007, Antonialli-Junior et al 2008, Neves et al 2012) e interespecifico (Haverty et al 1992,
Elmes et al 2002, Antonialli-Junior et al 2008). Em geral, estes trabalhos enfatizam a
importancia dos hidrocarbonetos cuticulares (HCs), compostos que fazem parte da camada
lipidica que recobre a cuticula e tem como principal funcdo evitar a dessecacdo dos
individuos (Lockey 1988). Além disso, sabe-se que os HCs atuam como feromonios de
contato, permitindo a identificacdo de co-especificos, auxiliando na manutencdo da
estrutura das colbnias, separando os individuos de acordo com sua fungdo, seu status
fisiologico e seu ranque hierarquico (Provost et al 2008), exercendo o papel de uma
assinatura quimica especifica.

Por outro lado, alguns estudos tém demonstrado a importancia do préprio substrato
do ninho de vespas sociais para compor o perfil quimico cuticular caracteristico da colénia
(Espelie & Hermann 1990, Espelie et al 1990, Layton & Espelie 1995). Neste sentido,
estudos como o de Espelie et al (1990), Layton & Espelie (1995) e Gamboa et al (1996)
tém mostrado que o contato fisico entre individuos adultos com o substrato do ninho €
importante, visto que os adultos adquirem parte da sua assinatura quimica especifica pelo
contato com componentes do proprio material do ninho.

Layton & Espelie (1995) observaram ainda, que fémeas de Polistes metricus (Say)
com 4 dias de vida j& sdo capazes de reconhecer o0 ninho natal e, Panek et al (2001)
constataram que entre o terceiro e quarto dia apos a emergéncia, os adultos ja adquiriram o
perfil quimico da coldnia, provavelmente por conta das interacdes com outros adultos e
imaturos, bem como com o proprio substrato do ninho. Trabalhos como os de Klahn

(1979), Reeve (1991), e Sumana et al (2005) evidenciam a forte relacdo entre os HCs dos



individuos e o perfil quimico do ninho, uma vez que, eles observaram que as fémeas apds
um periodo de hibernacéo, saem em busca de locais adequados para fundar suas col6nias e
acabam retornando ao local de seu sitio natal para realizarem novas fundac@es, fen6meno
conhecido como filopatria. Contudo, deve-se ressaltar que parte da composi¢do quimica dos
ninhos das “vespas papel” pode ser adquirida do ambiente uma vez que o ninho ¢ composto
de matéria vegetal (West-Eberhard 1969).

A técnica mais utilizada atualmente para analise da composi¢do desses HCs em
insetos sociais € a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS)
(Dietermann et al 1992) que € confiavel e capaz de fornecer boas analises qualitativas e
quantitativas Contudo, requer diversas etapas para a preparacdo das amostras e pode haver
significativa demora para obtencéo de resultados.

A técnica de Espectroscopia de absor¢do no Infravermelho Médio por Deteccdo
Fotoacustica (FTIR-PAS, “Fourier Transform—Infrared Photoacoustic Spectroscopy”), vem
sendo utilizada mais recentemente com sucesso para analisar a estrutura quimica dos HCs
em diferentes sistemas naturais (Antonialli-Junior et al 2007, 2008, Neves et al 2012, 2013,
Torres et al 2014a, Soares et al 2014). Esta técnica mede a interacdo da radiagdo com a
matéria por meio da geracdo de sinais acusticos produzidos pela incidéncia de radiacéo
modulada na superficie da amostra, fendbmeno conhecido como efeito fotoacustico
(Michaelian 2003).

A leitura é realizada na regido espectral do infravermelho medio, que compreende a
faixa espectral de 4000 a 400 cm™ (Skoog et al 2002, Silverstein & Webster 2000). Esta
técnica é considerada universal, uma vez que pode ser empregada em varios materiais,
como: sélidos, liquidos, gases e po, além de ser aplicada em materiais de grande fragilidade
e em amostras com dimensoes reduzidas (Greene et al 1992).

O FTIR-PAS ja tinha sido utilizado com sucesso para estudo de sistemas bioldgicos

(Irudayaraj et al 2002, Caires et al 2008, Andrade et al 2008). Para os himenopteros sociais
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esta técnica ja foi utilizada para investigar diferencas entre castas e sexo (Antonialli-Junior
et al 2007) e variagdo intra e interespecifica (Antonialli-Junior et al 2008) em formigas. Em
vespas sociais, esta técnica foi utilizada para comparar o perfil quimico de HCs de acordo
com a idade (Neves et al 2012), o efeito do parasitismo social sobre o perfil quimico
cuticular em espécies do género Mischocyttarus (Neves et al 2013) e também a relacdo
entre o perfil quimico cuticular e o status reprodutivo em vespas de fundagdo independente
(Torres et al 2014a e Soares et al 2014).

Tendo em vista que a composi¢do quimica dos ninhos de vespas sociais também
funciona como sinais quimicos que medeiam as interagcdes entre membros de suas colénias,

é de extrema relevancia avaliar a variacdo intra e interespecifica destes compostos.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

O comportamento de nidificagdo em vespas eussociais (Hymenoptera:

Vespidae)

As vespas sociais estdo agrupadas na familia Vespidae que compreende desde
espécies solitarias até grupos verdadeiramente eussociais (West-Eberhard 1996). Este grupo
de vespas sociais possui distribuicdo cosmopolita, contudo, sua maior diversidade esta
concentrada nas regides tropicais (Carpenter 1991).

Em geral, vespas de comportamento solitario, como Eumeninae e Masarinae, com
excecdo de algumas espécies de Zethus, constroem seus ninhos exclusivamente com barro
ou utilizam cavidades prontas (Wenzel 1998, Carpenter & Marques 2001), enquanto que
vespas eussociais utilizam principalmente material vegetal para construcdo de seus ninhos
(Wenzel 1998, Carpenter & Marques 2001), comportamento observado nas subfamilias
Stenogastrinae, Vespinae e Polistinae. Contudo, dessas, apenas Polistinae ocorre no Brasil
(Carpenter & Marques 2001).

As vespas da subfamilia Polistinae podem fundar suas colénias de maneira
independente, como ocorre nas tribos Polistini, Mischocyttarini e alguns Ropalidiini ou por
enxameagem como a maioria dos Ropalidiini e os géneros da tribo Epiponini (Jeanne 1980,
Wenzel 1998, Carpenter & Marques 2001). As fundacgdes por enxameagem sdo comuns em
espécies mais derivadas, na qual um enxame com Varias rainhas e centenas ou milhares de
operéarias deixam a col6nia original em busca de um local adequado para instalar o novo
ninho (Wenzel 1998, Prezoto et al 2008).

Nos grupos de fundacdo independente, uma nova coldnia pode ser iniciada por uma
Unica fémea fecundada (haplometrose), ou entdo, duas ou mais fémeas fecundadas iniciam

0 processo de fundacéo (pleometrose) e posteriormente, apenas uma se torna dominante e
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realiza a oviposicdo e o processo reprodutivo (Jeanne 1991). Este tipo de fundagéo
independente ocorre em espécies menos derivadas, como é o caso dos géneros Polistes,
Mischocyttarus, Belonogaster e Parapolybia, além de algumas espécies de Ropalidia
(Gadagkar 1991).

A subfamilia Polistinae é a mais diversa dentre as vespas eussociais, formada por
940 espécies, das quais 302 espécies estdo registradas no Brasil (Carpenter & Marques
2001). Nesta subfamilia destaca-se o género Polistes, com 206 espécies descritas e 0 Unico
com distribui¢cdo cosmopolita (Reeve 1991), sendo considerado um “género-chave” para a
compreensdo da evolucdo de vespas sociais (Evans 1958, Evans & West-Eberhard 1970),
principalmente por apresentar tracos evolutivos mais proximos a linhagem ancestral. Estas
vespas sociais podem ocupar muitos tipos de habitats, variando desde cavidades naturais,
arvores, arbustos, cupinzeiros até mesmo associadas a constru¢cdes humanas (Lima et al
2000, Prezoto et al 2007). As espécies comumente encontradas associadas as construgdes
humanas demonstram alto grau de sinantropismo (Fowler 1983).

Um dos marcos evolutivos para os insetos sociais foi a ocupacgdo ou construcéo de
um local dividido por todos os individuos da col6nia, denominado de ninho (Jeanne 1975).
Ninho é a estrutura fisica habitada pela colénia (McGlynn 2012). Dessa forma, como a
grande maioria das espécies de Vespidae investem todo o potencial reprodutivo da colénia
num unico ninho, estes organismos precisaram desenvolver mecanismos de defesa contra
potenciais predadores (Judd 1998), uma vez que esta é uma das forcas seletivas mais
importantes que as vespas sociais tiveram que enfrentar ao longo de sua historia evolutiva
(Jeanne 1996).

A funcdo priméaria do ninho € proporcionar um microambiente protegido para os
imaturos (Starr 1991), promovendo controle homeostatico, fundamental para o
desenvolvimento das formas imaturas (Jones & Oldroyd 2007), além de proteger contra

predadores (Smith et al 2002).
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Em Polistinae os ninhos sdo muito diversos, variando desde um Unico favo
descoberto, com cerca de 5 cm de didmetro e poucas dezenas de células de cria, até ninhos
com mais de 50 cm de comprimento, cujas colénias podem permanecer ativas por muitos
anos, com varias camadas de células de cria sobrepostas, abrigando milhGes de células e
envoltos por uma “capa”, denominada de invélucro (Carpenter & Marques 2001, Souza &
Zanuncio 2012). Estes ninhos podem ser constituidos por diversos tipos de materiais, como
fibras vegetais e tricomas de plantas, que sdo macerados e misturados com agua e, em
alguns casos, com secrecdo glandular e barro.Por utilizarem material vegetal para a

3

construcdo do ninho sdo popularmente conhecidas como “vespas papel” (Jeanne 1975,
Wenzel 1998). Estes ninhos variam consideravelmente em espessura, sendo mais
"grosseiros" na maioria das espécies da tripo Epiponini e mais "delicados" em Polistini
(Richards & Richards 1951).

Os ninhos podem ser construidos na superficie abaxial de folhas ou em construcoes
humanas, como nas espécies de Polistes, Mischocyttarus, Leipomeles, Apoica e algumas
espécies de Polybia; diretamente sobre tronco de &rvores, como em espécies de
Metapolybia e Synoeca; presos em ramos vegetais, como em Brachygastra e Polybia; ou
escondidos em cavidades, como buracos em troncos de arvores ou no solo, como acontece
em algumas espécies de Agelaia e Polybia (Carpenter & Marques 2001).

A diversidade de formas e a complexidade arquiteténica dos ninhos séo tantas que
alguns detalhes estruturais tém sido usados na elaboracdo de chaves de identificacdo em
nivel de género ou em trabalhos que tratam da diversidade de ninhos de vespas em alguns
locais, além de ser util na obtencdo de caracteres comportamentais para analises
filogenéticas (Jeanne 1975, Wenzel 1998, Arab et al 2003, Nascimento et al 2008 ,Prezoto
& Clemente 2010, Souza & Zanuncio 2012; Somavilla et al 2012).

De fato, grande parte do entendimento da evolucdo da eussocialidade se da por meio

de estudos comportamentais e bioldgicos das vespas e outros insetos sociais, sobretudo do
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modo de nidificacdo e estrutura dos ninhos (Wenzel 1998, Nascimento et al 2008). Em
alguns casos, a diferenga encontrada nos ninhos € mais notavel que a variacdo morfolégica
da propria vespa (Wenzel 1992). Este autor também demonstra que a arquitetura do ninho
associada ao comportamento de construcdo sdo particularmente Uteis para tragar linhagens
filogenéticas em insetos, sobretudo, em vespas eussociais.

Segundo Jeanne (1970, 1975) e Corbara et al (2009), a selecdo dos locais de
nidificacdo, juntamente com a arquitetura do ninho é influenciada por pelo menos dois tipos
de pressao de selecdo: as condicGes climaticas e a predacdo por formigas e outros insetos
e/ou vertebrados.

Dentre os tipos de ninhos construidos por vespas sociais, podemos citar 4 tipos
basicos. O primeiro é o estelocitaro gimnédomo, constituido por um favo ou mais, sem
envelope protetor, preso ao substrato por um pedinculo, condicdo considerada
plesiomdrfica e encontrada em espécies dos géneros Mischocyttarus, Polistes, Agelaia e
Apoica. O segundo € o ninho astelocitaro, formados por um unico favo com involucro de
protecdo e cujas células estdo ligadas diretamente ao substrato, observados nos géneros:
Synoeca, Metapolybia, Clypearia, Asteloeca, Nectarinella e Marimbonda (Carpenter &
Marques 2001, Andena et al 2009). Em ninhos fragmocitaros, o terceiro tipo, o favo inicial
é ligado ao substrato e um envelope protetor € construido ao redor; e, favos subsequentes
sdo construidos por adicao de células na parte inferior do envelope, condi¢do encontrada em
especies dos géneros Polybia, Brachygastra, Protonectarina Epipona e Chartergus
(Wenzel 1991, 1998, Carpenter & Marques 2001, Andena et al 2009). Finalmente, o quarto
tipo, denominado caliptodomo, é constituido por favos com diversas variagfes estruturais,
mas que é circundado por um envelope de protecdo, comum em Parachartergus.

O ninho é importante ainda porque nele acontecem todas as interacGes entre 0s

individuos da colbnia, os quais trocam sinais de diferentes origens, sobretudo sinais
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quimicos, cujos compostos sdo em parte conseguidos por meio de interacdes com 0s
imaturos, adultos e com o proprio substrato do ninho (Billen 2006).

Dentre o grande nimero de sinais quimicos, os compostos ndo volateis, conhecidos
como hidrocarbonetos cuticulares (HCs) e que constituem parte da camada lipidica que
recobre a cuticula dos insetos, tém recebido maior atencéo nas Ultimas décadas (Howard et
al 1982, Bonavita-Cougourdan et al 1987, Dapporto et al 2005, Cotoneschi et al 2009,
Blomquist & Bagnéres 2010). Estes HCs apresentam grande importancia para o
estabelecimento da organizacdo social e consequentemente representam grande parte das
pesquisas sobre 0s processos utilizados no reconhecimento de co-especifcos (Lorenzi et al
1997).

Trabalhos como os de Ross & Gamboa (1981) e Gamboa et al (1986a,b) descrevem
que adultos de vespas eussociais necessitam ter contato com o ninho um certo periodo de
tempo para adquirirem o perfil quimico caracteristico da colénia e consequentemente poder
reconhecer as companheiras de ninhos. Isso é possivel porque cada vespa logo apds a
emergéncia adquire parte do odor do proprio ninho natal, e utiliza-o como uma referéncia
para comparar os fen6tipos quimicos de individuos encontrados na colénia (Gamboa 1996,
Singer 1998, Gamboa 2004). Este odor é basicamente uma mistura de hidrocarbonetos que
cada vespa traz em sua cuticula e utiliza-o como um sinal de aceitacdo (Singer & Espelie
1996, Singer et al 1992). Este sistema de reconhecimento permite uma discriminacdo mais
eficiente do ninho natal, de modo que uma colbnia torna-se uma fortaleza bem defendida
contra intrusos. Contudo, a importancia do ninho como fonte destes sinais quimicos ainda é
pouco explorada, pois a maioria dos estudos estdo direcionados aos individuos adultos.

Estudos tém mostrado ainda que vespas parasitas sociais usam como estratégia
guimica, a auséncia de odor e/ou mimetismo quimico, para enganar as hospedeiras
(Bagneres et al 1996, Turillazzi et al 2000, Sledge et al 2001, Lorenzi & Bagneres 2002,

Dapporto et al 2004, Lorenzi et al 2004, Lorenzi 2006, Neves et al 2012). No entanto,
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Panek & Gamboa (2000) sugeriram que rainhas de Polistes fuscatus (Fabricius) sdo capazes
de diferenciar larvas da espécie parasita de suas proprias larvas, sugerindo que o perfil
quimico para o reconhecimento larval é provavelmente a mesma mistura de
hidrocarbonetos que media o reconhecimento em adultos diferindo apenas na concentragéo.
Neste sentido, em estudo mais recente, Cotoneschi et al (2007) investigaram a variagao de
hidrocarbonetos cuticulares de larvas de Polistes dominula (Christ) encontrando compostos
especificos deste estadgio. Outros estudos evidenciam que a mistura de hidrocarbonetos do
favo é similar a da cuticula dos individuos adultos da colénia (Espelie et al 1990, Espelie &
Hermann 1990).

Este perfil de HCs vem sendo utilizado também como ferramenta taxonémica para
propor relagdes interespecificas, como por exemplo, os trabalhos de Jallon & David (1987)
com espécies de moscas do género Drosophila, Bagnéres et al (1991) em térmitas do
género Reticulitermes, Sutton & Carlson (1993) em larvas de tefritideos, EImes et al (2002)
em borboletas do género Myrmica e Braga et al (2013) em moscas Sarcophagidae.

Portanto, fica cada vez mais claro que compostos quimicos, tanto da cuticula dos
individuos quanto do ninho fazem parte de um complexo sistema de sinais que medeiam as
interacdes dentro das col6nias de vespas sociais. E que, a mistura de compostos por ser
especifica da colbnia e, por que pode variar por conta de fatores genéticos e exdgenos, pode

ser usada como ferramenta taxondmica para avaliar relagdes intra e interespecificas.
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Objetivo Geral

Este estudo teve por objetivo avaliar a variacdo intra e interespecifica da

composicao quimica dos ninhos de vespas sociais do género Polistes.

Hipdteses

Ha variacdo do perfil quimico entre diferentes regiées dos ninhos de 3 espécies de
vespas sociais do género Polistes.

Ha variacdo entre os perfis quimicos dos ninhos de 3 espécies de vespas do género
Polistes, sendo que, estes compostos quimicos do ninho poderiam ser utilizados como
ferramenta taxonémica complementar.

Ha variacdo do perfil quimico entre diferentes ambientes de coleta para as espécies

de vespas sociais Polistes.
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Capitulo 1 — Variacdo dos Compostos Quimicos de Diferentes Regides nos Ninhos de

Vespas do Género Polistes (Hymenoptera: Vespidae) por FTIR-PAS

RF Torres! & WF Antonialli-Juniort?

'Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e Ambientais, Universidade Federal da Grande
Dourados, Dourados-MS, Brasil
2L aboratdrio de Ecologia Comportamental, Universidade Estadual de Mato Grosso

do Sul, Dourados-MS, Brasil

Autor correspondente: RF Torres. Programa de P6s-Graduacdo em Entomologia e
Conservacdao da Biodiversidade. Faculdade de Ciéncias Biologicas e Ambientais,

Dourados-MS, Brasil. 79804-970. romario_torresmn@hotmail.com.

Resumo: Uma das fun¢des do ninho em insetos sociais, além de fornecer abrigo, é
promover a coesdo dos membros da coldnia, por meio de um local comum no qual os
individuos interagem uns com o0s outros. Neste sentido, a estrutura fisica do ninho é
extremamente importante para a troca de sinais, principalmente sinais quimicos, os quais
atuam diretamente no reconhecimento de companheiras de ninho. Contudo, pouco se sabe
do papel dos compostos dos ninhos como sinais quimicos na composi¢do da assinatura
guimica colonial de vespas sociais. Portanto, este trabalho objetivou avaliar se existem
diferengas no perfil quimico de diferentes regides dos ninhos de 3 espécies de vespas do
género Polistes. De cada ninho foram extraidos amostras de 6 regides distintas: pedinculo,
mecodnio e regibes inferior, lateral, mediana e superior das células do favo. As amostras
foram analisadas pela técnica de Espectroscopia de absor¢do no Infravermelho Médio por

Detecgdo Fotoacustica (FTIR-PAS), que permitiu identificar grupos quimicos moleculares
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de hidrocarbonetos presentes no material do ninho. Os espectros médios resultantes da
leitura de cada regido indicaram diferengas significativas que foram confirmadas pelas
analises estatisticas. Neste sentido, o mecénio e pedunculo tém perfil quimico mais
diferente das demais amostras e, dessa forma, é possivel concluir que o ninho possui trés
regides quimicamente distintas: a regido das células do favo; o mecénio; e o peddnculo.
Provavelmente sejam diferentes por conta do grau de interacdo de cada uma das regides

com individuos de diferentes estagios de desenvolvimento.

Palavras-chave: Hidrocarbonetos; perfil quimico; ninho; Polistinae.

Abstract: One of the functions nest in social insects, besides providing shelter, is to
promote the cohesion of the colony members through a common location in which
individuals interact with each other. In this regard, the physical structure of the nest is
extremely important for the exchange of signals, primarily chemical signals, which act
directly on recognition nestmates. However, little is known about the role of the nests
compounds as chemical signals in the composition of colonial chemical signature of the
social wasps. Therefore, this study aimed to evaluate whether there are differences in the
chemical profile of different regions of the nests of three species of wasps Polistes genre.
Each nest samples from 6 different regions were extracted: peduncle, meconium and
regions inferior, lateral, median and superior of the comb cells. The samples were analyzed
by Fourier Transform Infrared Photoacoustic Spectroscopy (FTIR-PAS), which allowed
identify molecular chemical groups of hydrocarbon present in the nest material. The
average spectra resulting from the reading of each region indicated significant differences
which were confirmed by statistical analysis. In this sense, the meconium and peduncle
have more different chemical profile of the other samples, and thus it can be concluded that

the nest has three regions of chemically distinct: the region of the comb cells, meconium
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and peduncle, probably differents on account of the degree of interaction of each region

with individuals of different development stages.

Key Words: Hydrocarbons; chemical profile; nest; Polistinae.

Introducgéo

As vespas sociais da subfamilia Polistinae constroem ninhos expostos utilizando
matéria vegetal (West-Eberhard 1969) triturada e misturada com agua e secrecao salivar,
resultando num produto semelhante ao papel (Richards & Richards 1951). Por isso sdo
conhecidas como “vespas papel”. A presenca ou ndo de envelope protetor ou mesmo de um
pedunculo constitui consideravel valor taxondmico, filogenético, comportamental,
ecologico e evolutivo (Hunt & Carpenter 2004).

A arquitetura dos ninhos evoluiu influenciada por fatores fisicos do ambiente,
necessidades estruturais do ninho, custo energético de sua construcdo e manutencao,
predacdo, parasitismo e necessidades sociais da espécie (Jeanne 1975).

Uma das funcdes do ninho, além de abrigo, é a de promover a coesdo dos membros
da colbnia, fornecendo um local comum no qual os individuos interagem uns com 0s
outros. Neste sentido, estas interagcbes acontecem na forma de troca de sinais de diferentes
origens, sobretudo quimicos, cujos compostos sdo em parte conseguidos por meio de
interacbes de imaturos e adultos com o proprio substrato do ninho (Billen 2006). Estes
compostos quimicos podem variar entre as espécies, entre colénias e até mesmo entre
populacgdes (Layton et al 1994, Dapporto et al 2004a, Tannure-Nascimento et al 2007).

Os sinais quimicos utilizados no reconhecimento de companheiras de ninho podem
ser determinados tanto por componentes genéticos (Ratnieks 1991) quanto por fatores

ambientais (Ratnieks 1991, Gamboa 1996).
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Dentre o grande numero de sinais quimicos, 0s compostos ndo volateis, conhecidos
como hidrocarbonetos cuticulares (HCs), sdo de grande relevancia para o estabelecimento
da organizacgdo social e consequentemente representam grande parte das pesquisas sobre
semioquimicos utilizados no processo de reconhecimento de coespecificos (Lorenzi et al
1997). Os HCs sdo compostos formados basicamente de hidrogénio e carbono e constituem
parte da camada lipidica que recobre a cuticula dos insetos e, cuja principal funcédo é evitar
dessecacdo dos insetos (Lockey 1988). Além disso, sdo também conhecidos como
feroménios de superficie desempenhando fundamental importancia em insetos sociais, uma
vez que sdo responsaveis pelo reconhecimento de membros da mesma espécie, individuos
da mesma colbnia e ainda membros de castas diferentes (Blomquist et al 1998, Lenoir et al
1999), podendo assim ser considerado como uma assinatura quimica especifica. Além
disso, sdo importantes para a organizacdo social, pois coordenam as atividades basicas para
a manutencgéo e desenvolvimento da colonia, como defesa, recrutamento e forrageio (Billen
& Morgan 1998).

Secrecfes glandulares podem ainda auxiliar na formacdo do perfil quimico dos
individuos (Bagneres & Morgan 1991, Soroker et al 1994, Dani et al 1996) e,
consequentemente ter papel importante nos mecanismos de reconhecimento. Bagnéres &
Morgan (1991) e Soroker et al (1994) observaram em formigas que a glandula pds-
faringeal possui hidrocarbonetos que também s&o encontrados na cuticula dos adultos. Estes
compostos podem ser transmitidos por meio de comportamentos de auto-limpeza ou
limpeza coletiva. Em vespas sociais, por exemplo, Mitra & Gadagkar (2014) observaram
que os mesmos hidrocarbonetos encontrados no perfil quimico cuticular de adultos de
Ropalidia marginata (Lepeletier) sdo encontrados nas glandulas de Dufour, inclusive em
propor¢oes similares.

Os ninhos de vespas sociais também tém se mostrado importante para compor a

assinatura quimica da coldnia e dos individuos em diferentes estagios de desenvolvimento
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(Espelie & Hermann 1990, Espelie et al 1990, Gamboa et al 1996, Costanzi et al 2013,
Signorotti et al 2014). Trabalhos com Polistes metricus (Say) e outras espécies de vespas
sociais descreveram que operarias e gines necessitam ter contato com o ninho um certo
periodo de tempo para adquirirem o perfil quimico caracteristico da colonia e
consequentemente poder reconhecer suas companheiras de ninho. De acordo com Espelie &
Hermann (1990) e Espelie et al (1990) a mistura de compostos quimicos do ninho é similar
aos encontrados na cuticula dos individuos adultos. Singer & Espelie (1997) observaram
que a exposicdo dos individuos adultos aos hidrocarbonetos do ninho é importante para o
reconhecimento, uma vez que em seus testes, as operarias que permaneceram em ninhos
cujos hidrocarbonetos foram removidos ndo foram capazes de reconhecer seus proprios
ninhos.

Segundo Gamboa (1996), os adultos de vespas sociais, em geral, podem absorver
componentes do préprio material do ninho, o que contribui para a assinatura caracteristica
dos adultos na coldnia e auxilia no processo de reconhecimento de companheiras de ninho.
Dessa forma, o perfil quimico do ninho é influenciado pelo tipo de material de construcao
coletado e pelas secrecdes glandulares e, por consequéncia, influencia o perfil dos
individuos da colbnia.

Layton & Espelie (1995) observaram que fémeas de P. metricus com 4 dias de vida
sdo capazes de reconhecer seu ninho natal e Panek et al (2001) constataram que ap0s 0
terceiro e quarto dia apds a emergéncia, os adultos ja adquiriram o perfil quimico da
col6nia, provavelmente por conta das interagdes com os outros individuos e com o ninho.
Trabalhos como os de Klahn (1979), Reeve (1991), e Sumana et al (2005) evidenciam a
forte relacdo entre os HCs dos individuos e o perfil quimico do ninho de vespas sociais,
uma vez que eles observaram que as fémeas apo6s o periodo de hibernacdo saem em busca
de locais adequados para fundar novas colénias e acabam retornando ao local de seu sitio

natal para realizarem novas fundag6es, fendbmeno conhecido como filopatria.
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As técnicas cromatograficas, como a Cromatografia Gasosa Acoplada a
Espectrometria de Massas (CG-EM) e a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAF),
sdo as mais utilizadas at¢é o momento para identificacdo do perfil quimico de
hidrocarbonetos cuticulares de insetos sociais (Dietermann et al 1992). Apesar destas
técnicas exigirem vérias etapas de preparacdo das amostras, sdo confiaveis e oferecem boas
analises qualitativas e quantitativas. Contudo, mais recentemente outra técnica vem sendo
utilizada com grande potencial para este tipo de analise, a Espectroscopia de Absor¢do no
Infravermelho Médio por Detec¢do Fotoacustica (FTIR-PAS) (Antonialli-Junior et al 2007,
Antonialli-Junior et al 2008, Neves et al 2012, Neves et al 2013, Torres et al 2014, Soares
et al 2014). As principais vantagens desta técnica sdo: ser relativamente rapida em relacéo
ao tempo de obtencdo de resultados e ndo destrutiva (Sivakesava et al 2004), de facil
manuseio, com boa resolucéo e alta sensibilidade (Skoog et al 2002).

Dessa forma, como os trabalhos anteriores demonstram que ha uma clara relagdo
entre 0s compostos quimicos da cuticula dos individuos e do substrato do ninho de vespas
sociais e que estes compostos dependem da interacdo entre eles. Visto que, 0 género
Polistes possui distribui¢do cosmopolita e ¢ considerado um “género-chave” para a
compreensdo da evolucdo de vespas sociais bem como e facilmente encontrado na area de
estudo, o objetivo deste trabalho foi avaliar se ha variacdo da composi¢do quimica entre

diferentes regides nos ninhos de 3 espécies de vespas sociais do género Polistes .

Material e Métodos

Coleta de material

A coleta das colonias foi realizada no municipio de Mundo Novo-MS, regido
Centro-Oeste do Brasil (latitude: 23°56°17”, longitude: 54°16°15”). As coldnias e seus
ninhos foram coletadas com o auxilio de um recipiente plastico contendo algodao

umedecido com éter, que em seguida foi retirado para evitar degradacdo/decomposic¢ao dos
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compostos quimicos. Apos a coleta, os ninhos foram acondicionados em postes plasticos
transparentes e preservados em freezer até o momento de retirada das amostras.
Posteriormente, a dissecacdo do ninho e retirada das amostras de cada parte foi realizada
com o auxilio de pinga e as amostras acondicionadas em “eppendorfs” e, novamente
conservadas em freezer até 0 momento da leitura no espectrofotémetro.

Foram avaliados os perfis quimicos de 20 ninhos de Polistes versicolor (Olivier), 16
de Polistes lanio (Fabricius) e 10 ninhos de Polistes ferreri (Saussure). De cada ninho
foram extraidos 10 amostras de 6 regifes distintas, sendo elas: pedinculo, meconio e
regides inferior, lateral, mediana e superior das células do favo (Fig. 01). Das 4 regides das
células do favo (inferior, lateral, mediana e superior) foram extraidas amostras de +0,5 cm?.
J& para o pedunculo, devido a sua forma cilindrica, as amostras dessa regido tinham +0,5
cm de comprimento e espessura variavel, de acordo com o tamanho do ninho. Da regido do
meconio, o qual é formado pelo conteldo eliminado do trato digestério da larva ap6s a

pupacdo, foi extraida uma amostra por ninho de diametro de +0,4 cm.

Anélise do perfil quimico do ninho por FTIR-PAS

Cada amostra foi submetida a técnica de FTIR-PAS em um Espectrofotdmetro
Thermo-Nocolet Nexus 670, combinado com um detector Fotoacustico (MTEC-300). Essa
etapa foi realizada no Grupo de Espectroscopia Optica e Fototérmica da UEMS. O processo
de medicdo baseia-se em um efeito fotoacustico causado quando a radiacdo infravermelha
inside na superficie da amostra num ambiente fechado, a chamada célula fotoacustica
(Rosencwaig 1980).

A técnica FTIR-PAS mede a radiacdo absorvida pela amostra na regido espectral do
infravermelho médio, de 4000 a 400 cm* (Silverstein & Webster 2000, Skoog et al 2002), a
qual é sensivel as vibragfes de grupos quimicos moleculares e, portanto, possibilita a

identificacdo e distincdo de radicais moleculares e dos tipos de ligacfes quimicas (Smith
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1999). A celula fotoacustica foi purgada com gas hélio durante a aquisicdo do espectro de
cada amostra, com resolugdo de 16 cm™ e os picos referentes principalmente as vibragdes
de hidrocarbonetos foram posteriormente identificados.

Analises estatisticas

Para avaliar as diferencas entre os perfis quimicos dos ninhos de cada regido
amostrada nas 3 espécies de Polistes foram realizadas anélises de funcdo discriminante, a
qual revela o conjunto de variaveis que melhor diferenciam os grupos analisados (Quinn &
Keough 2002). A diferenga entre os grupos foi indicada pelo Wilks’s Lambda, sendo que
valores proximos a zero indicam que 0s grupos ndo se sobrepdem, enquanto, valores
proximos a 1 indicam elevada sobreposicao entre 0s grupos e consequente inexisténcia de
diferenga significativa entre eles.

Apos a realizacdo das analises discriminantes foram construidas tabelas de distancia
ao quadrado de Mahalanobis (D?) como medida de dissimilaridade entre cada regifo do
ninho e para cada espécie avaliada, a partir das quais foram indicados os grupos que nao

diferiram entre si.

Resultados

As figuras 02, 03 e 04 apresentam o0s espectros médios das diferentes regides dos
ninhos, respectivamente, das espécies P. ferreri, P. lanio e P. versicolor. Apenas por
inspecdo visual dos espectros medios é possivel identificar diferengas entre as regides dos
ninhos de cada espécie analisada (Figs. 02, 03 e 04). Nas trés espécies 0s espectros médios
do mec6nio e do pedunculo possuem maior variacao das posi¢des de absor¢do para os picos
analisados quando comparadas as demais regides, principalmente os picos 2958, 1376 e

1156 cm™ que apresentam contornos menos definidos. As diferencas entre as regides

37



analisadas foram confirmadas a partir das analises discriminantes, uma vez que para as 3
espécies houve diferencas significativas no perfil quimico entre as 6 regides.

A tabela 1 apresenta os 8 picos correspondentes aos grupos funcionais de compostos
formados por &tomos de carbono e hidrogénio, 0s quais provavelmente correspondem as
bandas de hidrocarbonetos e também de grupos amida comumente encontrados durante a
leitura. Estes picos foram selecionados a partir de trabalhos anteriores ja realizados com o
perfil cuticular de adultos de formigas e vespas sociais (Antonialli-Junior et al 2007, 2008,
Neves et al 2012, 2013), e também a relacdo entre o perfil quimico cuticular e o status
reprodutivo em vespas de fundacao independente (Torres et al 2014, Soares et al 2014).

Os picos 2915 e 1650 cm™, correspondentes aos grupos funcionais -CH, e -C=C cis
alceno e/ou —C=N amida, respectivamente, foram importantes para a distingdo do perfil
quimico das diferentes regides do substrato dos ninhos nas 3 espécies de Polistes (Tabela
1). Os resultados demonstram que as seis regides do ninho de P. ferreri tém composicédo
quimica significativamente diferente entre si (Wilks' lambda= 0,04; F=7,80; p < 0,001), no
qual a primeira raiz canonica explicou 50,2% dos resultados e a segunda 39,1%, portanto
juntas explicam 89,3% do agrupamento. Dentre os 8 picos analisados, 6 (2915, 2877, 1650,
1457, 1376 e 1156 cm™) (Tab. 1 e Fig. 05) foram importantes para a separa¢do dos grupos
analisados.

As regides estudadas dos ninhos de P. lanio também s&o significativamente
diferentes (Wilks' lambda= 0,06; F= 14,52; p < 0,001). Neste caso, a primeira raiz candnica
explicou 57,2% dos resultados e a segunda 34,5%, portanto juntas explicam 91,7% do
agrupamento, e para os 8 picos analisados, 5 (2958, 2915, 2877, 2850 e 1650 cm™) foram
importantes para a separacdo dos grupos analisados (Tab. 1 e Fig. 06).

Por fim, o resultado encontrado entre as diferentes regiées do ninho de P. versicolor
também demonstra diferengas significativas entre as regiées do ninho analisadas (Wilks'

lambda= 0,09; F= 11,44; p < 0,001). A primeira raiz canonica explicou 58,7% dos
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resultados e a segunda 33,3%, portanto juntas explicam 92% do agrupamento, no qual os
picos 2958, 2915, 2850, 1650, 1457 e 1376 cm™ (Tab. 1 e Fig. 07) foram significativos para
a separacéo das regides analisadas.

As medidas de dissimilaridade entre as regides do ninho estimadas a partir das
distancias de Mahalanobis (Tab. 03, 04 e 05) para as 3 espécies indicam que as regides do
meconio e pedunculo tém composicdo quimica mais distintas em relacdo as outras regifes
do ninho, enquanto as demais regides do favo sdo mais similares entre si, independente da

espécie (Tab.03, 04 e 05).

Discussao

De acordo com Espelie et al (1990), Layton & Espelie (1995) e Gamboa et al (1996)
0 contato fisico entre as vespas adultas com o substrato do ninho, sobretudo, no peddnculo
é importante porque elas adquirem componentes do préprio material do ninho e isso
contribui para complementar a composic¢do da assinatura caracteristica da col6nia e auxilia
no processo de reconhecimento de companheiras de ninho.

Em relagdo a este “odor” adquirido pela colonia Espelie et al (1990) relatam que a
existéncia de compostos ricos em hidrocarbonetos no ninho sdo importantes para a
aquisicdo dessa assinatura e consequentemente para reconhecimento da coldnia. De fato, o
“odor” do ninho ¢ usado como referéncia por vespas quando elas aprendem o odor da sua
col6nia e formam um modelo de reconhecimento ap6s sua emergéncia (Gamboa et al

1996).

Além disto, varias secrecOes sdo depositadas no substrato do ninho para reforcar sua

estrutura, especialmente na regido do pedunculo (Jeanne 1970, Turillazzi & Ugolini, 1979,
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Kojima 1983), o que explicaria, a0 menos em parte, as diferencas entre a composicéo
quimica desta regido com as outras partes do ninho.

De fato, a aplicacdo de secre¢des repelentes de formigas secretadas no pedunculo
por meio do comportamento de esfregar o sexto esternito gastral foi descrito por Jeanne
(1972) em Mischocyttarus drewseni (Saussure), sendo muito comum nas espécies de
fundacfo independente. O Orgdo de Van der Vecht é uma estrutura usada para aplicar uma
mistura complexa de hidrocarbonetos (Dani et al 2003), tanto no pedunculo do ninho, onde
desempenha funcéo repelente (Turillazzi & Ugolini, 1978, London & Jeanne 2000) quanto
sobre a superficie do ninho inteiro para induzir o reconhecimento da dominag&o por parte
da rainha e inibir o desenvolvimento ovariano das subordinadas (Dapporto et al 200743,
Dapporto et al 2007b).

Ja foi comprovado também que secrecdes de glandulas como as salivares e de
Dufour possuem hidrocarbonetos que também sdo encontrados na cuticula dos adultos
(Bagners & Morgan 1991, Soroker et al 1994, Cruz-Landim & Abdalla 2002, Mitra &
Gadagkar 2014). Portanto, secrec¢des dessas glandulas podem ser depositadas no ninho, seja
durante a construcdo ou durante interacGes entre os individuos, e consequentemente 0s
compostos presentes nessas secre¢des podem fazer parte do perfil quimico do ninho.

Outra regido que segundo os resultados se destaca das demais é o meconio, que é
formado a partir do contetdo eliminado do trato digestorio da larva apds a pupacdo (Gobbi
& Zucchi 1985, Giannotti 1999), Logo seu contetdo depende, ao menos em parte, da dieta
da larva. De fato, as diferencas no perfil quimico podem ser atribuidas, em parte, a fatores
externos, como a alimentacao e/ou tipo de alimento, uma vez que as espécies de Polistes
ndo apresentam especificidade em relacdo as presas coletadas (Butignol 1992).

A maior similaridade entre o perfil quimico das regides do favo (mediana, lateral,
superior e inferior) do que quando comparada ao meconio e peddnculo pode ser observada

para as trés espécies de Polistes ao analisar as Tab. 01, 02 e 03. Essa maior similaridade
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pode decorrer do fato que essas regides sdo compostas por materiais de construgdo e
secrecBes similares, uma vez que o pedunculo deve receber outros tipos de secre¢do, como
a repelente a formigas e ja 0 meconio é a fezes da larva.

Gamboa et al (1986b) classificam os odores de reconhecimento presentes na
superficie corporal de insetos sociais, de acordo com a sua origem, em “ambientais” e
“hereditarios”, portanto, esta discussdo reforca a importancia de que fatores exdgenos, entre
eles a dieta pode influenciar o perfil quimico cuticular do adulto e, consequentemente do
perfil quimico do ninho.

Dessa forma, a partir dos resultados obtidos é possivel concluir que o perfil quimico
das diferentes regides dos ninhos de cada espécie de Polistes sdo diferentes entre si. Estas
diferencas provavelmente sdo decorrentes do grau de interacdo com as vespas, sejam 0S
adultos ou os imaturos em diferentes estagios de desenvolvimento na col6nia, no qual as
regides do pedunculo e mecdnio se distanciam mais. Portanto, as células do favo podem ser
mais influenciadas por fatores genéticos, especificos da espécie, enquanto o peddnculo e o
meconio sofrem maior influéncia do ambiente e, consequentemente é mais influenciado
pela dieta. Diante destes resultados e das amostras lidas conlcui-se que o ninho pode ser

quimicamente dividido em 3 regides: meconio, pedinculo e células do favo.

41



Tabela 01. Numero de onda, grupos funcionais e modo vibracional dos picos
identificados nos espectros médios de absor¢do no infravermelho e utilizados para as
andlises da composi¢do quimica do substrato dos ninhos nas espécies de vespas Polistes

ferreri, Polistes lanio e Polistes versicolor.

Picos Ol\lnudrze(z?nc_lg Grupo Funcional Modo vibracional
1 29580¢ -C-H (CHs) Estiramento assimétrico
2 29158b¢ -CH> Estiramento assimétrico
3 287720 -C-H (CHs3) Estiramento simétrico
4 2850°¢ -CH; Estiramento simétrico
-C=C cis alceno e/ou Estiramento
5 165020¢ _
C=N amida
6 14572¢ C-CH; Tesoura
Dobra simétrica
7 13762¢ C-CH3
No plano C-H Dobra
8 11562
(benzeno)

Picos significativos para a separacdo das diferentes regides do ninho analisadas: ? para a

espécie Polistes ferrreri; ® para Polistes lanio; e ¢ para Polistes versicolor.

Tabela 2. Medidas de dissimilaridade entre as seis regides amostradas na espécie

Polistes ferreri, obtidas a partir da distancia ao quadrado de Mahalanobis (D?).

Regides  Mediana Inferior Lateral MecOnio  Pedlnculo  Superior

Mediana -
Inferior 9,23 -
Lateral 9,68 5,20 -
Meconio 18,83 17,80 27,03 -
Peddnculo 21,94 7,39 10,11 23,91 -
Superior 1,06* 5,58 6,83 16,32 15,66 -

* Indica os grupos que ndo diferiram entre si (p >0,05).
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Tabela 3. Medidas de dissimilaridade entre as seis regides amostradas na espécie

Polistes lanio, obtidas a partir da distancia ao quadrado de Mahalanobis (D?).

Regides  Mediana Inferior Lateral Mecbnio  Pedinculo  Superior
Mediana -
Inferior 3,72 -
Lateral 5,56 1,99* -
Mecodnio 25,72 16,29 21,02 -
Pedunculo 21,04 9,83 13,78 23,74 -
Superior 1,17* 2,87 4,19 21,73 18,35 -

* Indica os grupos que ndo diferiram entre si (p >0,05).

Tabela 4. Medidas de dissimilaridade entre as seis regides amostradas na espécie

Polistes versicolor, obtidas a partir da distancia ao quadrado de Mahalanobis (D?).

Regies  Mediana Inferior Lateral Meconio  Pedlnculo  Superior
Mediana -

Inferior  2.18 -
Lateral  1.14* 2.26 -
Mec6nio  13.37 11.11 17.08 -
Peddnculo 16.37 14.23 16.73 16.48 -
Superior  0.65* 2.92 1.32* 13.39 15.24 -

* Indica os grupos que néo diferiram entre si (p >0,05).
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Lateral

Figura 1. Representacdo esquematica das amostras das diferentes

regides dos

ninhos extraidas para anélise da composic¢ao quimica. A) Regido mediana e do meconio; B)

Regido inferior e do pedunculo; C) Regido superior; D) Regiao lateral.
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Figura 02. Espectros de absorcdo no infravermelho médio da composicdo quimica

de diferentes regides nos ninhos de Polistes ferreri com indicagio dos picos utilizados para

analise estatistica.
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Figura 03. Espectros de absorcdo no infravermelho médio da composi¢do quimica

de diferentes regides nos ninhos de Polistes lanio com indicacdo dos picos utilizados para

analise estatistica.
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regides nos ninhos de Polistes ferreri.
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Capitulo 2 — Variagdes inter e intraespecificas do perfil quimico de ninhos em espécies

de vespas sociais do género Polistes por meio da técnica de FTIR-PAS
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Resumo. Vespas sociais investem na construcdo de uma estrutura fisica que lhes
fornecem microambiente adequado, protecdo e controle homeostético da colénia, o ninho.
Além disso, nas ultimas décadas varios estudos vém demonstrando a importancia do perfil
quimico do ninho para compor a assinatura colonial. Dessa forma, o objetivo deste estudo
foi analisar as diferencas inter e intraespecificas em vespas sociais do género Polistes, pelo
perfil quimico do ninho. Foram coletados ninhos de Polistes lanio (Fabricius) e Polistes
versicolor (Oliver) em dois ambientes distintos, cuja categorizacao foi baseada na estrutura
da vegetagdo e no tipo e intensidade de atividade humana. Os compostos quimicos dos
ninhos foram avaliados pela técnica de Espectroscopia de absorcdo no Infravermelho
Médio por Deteccdo Fotoacustica (FTIR-PAS). A MANOVA demonstra que ha diferencas
no perfil quimico do ninho entre as 2 espécies e também entre o tipo de ambiente em que as

colbnias estdo nidificadas. Alem disso, os dados apontam maior correlacdo entre o perfil
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guimico pedunculo e os esternitos das fémeas, e ndo entre as regides do favo, corroborando
com trabalhos anteriores. Dessa forma, pode-se concluir que o perfil quimico do ninho pode
servir como ferramenta taxonémica para avaliar diferencas inter e intraespecificas em
vespas sociais.

Palavras-chave: Assinatura colonial, compostos quimicos, Polistinae

Absctrat. Social wasps invest in building of a physical structure that provide
appropriate microenvironment, protection and homeostatic control of the colony, the nest.
Moreover, in recent decades several studies have demonstrated the importance of the
chemical profile of the nest to compose the colonial signature. Thus, the aim of this study
was to analyze the inter- and intraspecific differences in social wasps of the Polistes gender,
by the chemical nest profile. Were collected nests of Polistes lanio (Fabricius) and Polistes
versicolor (Oliver) in two different environments, whose categorization was based on
vegetation structure and the type and intensity of human activity. The chemical compounds
of the nests was evaluated by Fourier Transform Infrared Photoacoustic Spectroscopy
(FTIR-PAS). The MANOVA shows that there are differences in the chemical profile of the
nest between the two species and also between the type of environment in which the
colonies are nesting. In addition, the data show a stronger correlation between chemical
peduncle profile and sternites of females, and not between regions of the comb, confirming
previous works. Thus, it can be concluded that the chemical profile of the nest may serve as

a taxonomic tool to assess inter- and intraspecific differences in social wasps.

Key Words: colonial signatura, chemical compounds, Polistinae.
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Introducéo

As vespas sociais estdo agrupadas em trés subfamilias (Vespinae, Stenogastrinae e
Polistinae), contudo, apenas Polistinae ocorre no Brasil (Carpenter & Marques 2001). A
subfamilia Polistinae € a mais diversa dentre as vespas sociais, formada por 940 espécies,
das quais 302 espécies estdo registradas no Brasil (Carpenter & Marques 2001). Nesta
subfamilia destaca-se o género Polistes, com 206 espécies descritas e distribuicdo
cosmopolita (Reeve 1991), sendo considerado “gé€nero-chave” para a compreensdo da
evolugdo de vespas sociais (Evans 1958, Evans & West-Eberhard 1970). Estas vespas
sociais podem ocupar muitos tipos de habitats, sobretudo associadas a construgdes humanas
(Lima et al 2000, Prezoto et al 2007), demonstrando, portanto, alto grau de sinantropia
(Fowler 1983).

O comportamento de nidificacdo dos insetos sociais € um marco evolutivo nesse
grupo (Jeanne 1975), uma vez que todos os individuos da col6nia dividem uma mesma
estrutura fisica denominada de ninho (McGlynn 2012). Estes insetos investem todo o
potencial reprodutivo da colbnia nesta estrutura e para isso necessitaram desenvolver
mecanismos de defesa contra potenciais predadores (Judd 1998), uma vez que a predacao,
como em outros animais, € uma das forcas seletivas que 0s insetos sociais tiveram que
enfrentar ao longo de sua histdria evolutiva.

Proporcionar um microambiente protegido para os imaturos € uma das fungdes do
ninho (Starr 1991), o qual, além de fornecer protecéo e local para as interagdes, promove
controle homeostatico que é fundamental para o desenvolvimento das formas imaturas
(Jones & Oldroyd 2007).

Em geral, vespas sociais utilizam principalmente material vegetal para construcéo
de seus ninhos (Wenzel 1998, Carpenter & Marques 2001). Este material vegetal é triturado
e misturado com agua e secrec¢do salivar o que resulta num produto semelhante ao papel,

sendo, dessa forma, popularmente conhecidas como “vespas papel” (Jeanne 1975, Wenzel
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1998). Estes ninhos sdo formados por um Unico favo que é preso ao substrato por um
pedinculo, central ou periférico e sem a presenca de um involucro protetor (Richards
1978), sendo assim, denominado estelocitaro gimnédomo (Carpenter & Marques 2001),
sendo que a auséncia de invélucro protetor € uma condicdo plesiomorfica encontrada em
espécies do género Mischocyttarus, Polistes, Agelaia e Apoica.

Outra importante caracteristica dos ninhos de vespas sociais que vem sendo
investigada por trabalhos como os de Espelie & Hermann (1990), Espelie et al (1990) e
Singer & Espelie (1997) é a importancia do perfil quimico destas estruturas, sobretudo o
pedinculo, para compor o odor caracteristico da coldnia. Segundo estes estudos o0s
compostos quimicos dos ninhos, sobretudo os hidrocarbonetos sdo semelhantes aos da
cuticula dos individuos adultos e imaturos em Polistes annularis (Linnaeus) e Polistes
metricus (Say).

A importéncia dos hidrocarbonetos cuticulares (CHCs) para o processo de
reconhecimento intraespecifico nestes insetos teve destaque no cenario cientifico a partir de
1980 (Howard et al 1982, Bonavita-Cougourdan et al 1987, Breed et al 1988a,b), quando
iniciou-se as investigacBes que 0s posicionaram como pecas fundamentais na comunicacao
feromonal atuando como uma assinatura quimica efetiva na identificacdo de co-especificos
(Provost et al 2008).

De fato, varios estudos tém demonstrado a importancia dos hidrocarbonetos
cuticulares (HCs) para avaliar diferencas intraespecificas ente populagdes (Dapporto et al
2004a), coldnias (Layton et al 1994, Tannure-Nascimento et al 2007, Antonialli-Junior et al
2008), sexo (Cotoneschi et al 2009), status reprodutivo (Sledge et al 2001 Soares et al
2014, Torres et al 2014a), fertilidade (Monnin 2006, Izzo et al 2010, Soares et al. 2014) e
idade (Neves et al 2012).

Além disso, sabe-se que estes compostos presentes na cuticula sdo formados tanto

por componentes genéticos, quanto por ambientais (Ratnieks 1991, Page et al 1991, Arnold
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et al 1996, Gamboa et al 1996, Blomquist & Bagnéres 2010, Kather & Martin 2012). E,
dentre os componentes ambientais, aquele que contribui de forma relevante é a dieta (Le
Moli et al 1992, Liang & Silverman 2000, Buczkowski et al 2005).

Contudo, parte destes compostos sdo adquiridos apds a emergéncia do adulto, por
meio das interacdes com as préoprias companheiras de ninho (Pfennig et al 1983, Gamboa et
al 1986a, Panek et al 2001, Lorenzi et al 2004, e Neves et al 2012), mas também com o
proprio substrato do ninho (Espelie & Hermann 1990, Espelie et al 1990, Singer & Espelie
1997, Sumana et al 2005). Além disso, as secre¢fes glandulares (pos-faringeal,
mandibulares ou da glandula de Dufour) podem contribuir para a composicdo do perfil
quimico dos individuos (Bagnérs & Morgan 1991, Soroker et al 1994, Dani et al 1996,
Mitra & Gadagkar 2014) e, consequentemente ter papel importante nos mecanismos de
reconhecimento.

De acordo com Sumana et al (2005) existe uma relacdo entre 0S cOmpOostos
quimicos do substrato do ninho com os adultos em colénias de Polistes dominula (Christ),
uma vez que as fémeas sdo capazes de reconhecer seu sitio natal mesmo apds um periodo
de hibernacdo (Sumana et al 2005). Além disso, operarias recém-emergidas do género
Polistes precisam ficar expostas ao seu ninho natal por um certo periodo para adquirir o
odor caracteristico da col6nia, uma vez que podem absorver componentes do proprio
material do ninho, o que contribui para a assinatura quimica da colonia (Gamboa et al
1996).

Lorenzi et al (2011) observaram que colbnias de Polistes biglumis (Linnaeus)
usurpadas por co-especificas possuem marcacdo feita por suplementacdo de
hidrocarbonetos ramificados dos ninhos, o que torna o perfil quimico do ninho mais
semelhante ao das usurpadoras. Portanto, € inegavel a importancia que os hidrocarbonetos

do ninho tém para compor a assinatura quimica cuticular da colénia.
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Para analise de compostos quimicos envolvidos no reconhecimento de co-
especificos as técnicas cromatogréficas vém sendo empregadas para qualificar e quantificar
estes compostos quimicos e avaliar as diferencas intra e interespecificas (Dietermann et al
1992, Layton et al 1994, Dapporto et al 2004a, Tannure-Nascimento et al 2007, Cotoneschi
et al 2009, 1zzo et al 2010). Contudo, mais recentemente os trabalhos de Antonialli-Junior
et al (2007, 2008), Neves et al (2012, 2013), Torres et al (2014a) e Soares et al (2014) tém
utilizado a técnica de Espectroscopia de absorcdono Infravermelho Médio por Detecgdo
Fotoacustica (FTIR-PAS, “Fourier Transform—Infrared Photoacoustic Spectroscopy”) para
avaliar as relacGes entre espécies, colbnias, status reprodutivo e idade por meio do perfil
quimico dos adultos de vespas sociais e formigas. Esta técnica possui inimeras vantagens,
dentre estas: aplicacdo em materiais biologicos frageis, em amostras com dimensdes
reduzidas e, devido a intensidade da radiacdo ser baixa ndo ha destruicdo da amostra
(Greene et al 1992).

Uma vez que a literatura ressalta a importancia da composicao quimica do ninho
para compor os sinais quimicos que mantém a coesdo das coldnias e, por outro lado, o fato
de ainda haver poucos estudos com este tema em espécies de vespas sociais tropicais, 0
objetivo deste estudo foi avaliar a variacao inter e intraespecificas dos compostos quimicos
dos ninhos de duas espécies de vespas sociais do género Polistes, pela técnica de FTIR-

PAS.

Material e Métodos

Coleta e preparacdo do material

Colonias e seus ninhos das espécies P. versicolor e P. lanio foram coletadas com o
auxilio de um recipiente plastico contendo algoddo umedecido com éter que em seguida foi
retirado para evitar degradacao/decomposicdo de compostos quimicos dos individuos e dos

ninhos. Apos a coleta, os ninhos foram acondicionados em postes plasticos transparentes e
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preservados em freezer até 0 momento preparacdo das amostras para leitura, enquanto o0s
adultos foram armazenados individualmente em eppendorf.

A dissecacao do ninho consistiu na retirada das amostras com o auxilio de pinca, as
quais foram em seguida acondicionadas em eppendorfs e novamente conservadas em
freezer até 0 momento da leitura. Foram retiraras amostras do pedinculo de 0,5 cm de
comprimento e didmetro varidvel, de acordo com a sua espessura. Esta regido foi
selecionada porque segundo Espelie & Hermann (1990) e Espelie et al. (1990) é a regido do
ninho que possui maior similaridade com o perfil de hidrocarbonetos dos individuos
adultos. Entretanto, para confirmar essa similaridade também foram analisadas amostras de
4 regiBes da células do favo (inferior, lateral, mediana e superior), das quais foram extraidas
amostras de +0,5 cm?,

Como uma das vantagens da técnica de FTIR-PAS é poder avaliar amostras
pequenas e como o objetivo do estudo ndo é descrever os compostos, a leitura do perfil
quimico dos individuos adultos foi realizada a partir do 5° esternito gastral das fémeas. Esta
porcdo do gaster foi selecionada porque segundo Cuvillier-Hot et al (2001) a maior
concentracdo dos hidrocarbonetos esta no géster.

Da espécie P. versicolor foram coletados 10 ninhos de col6nias nidificadas em
ambiente categorizado como rural e 10 ninhos de coldnias nidificadas em um ambiente
categorizado como urbano. Da espécie P. lanio foram coletados 11 ninhos de col6nias
nidificadas em ambiente rural e 5 de ambiente urbano. Para analise dos adultos foram
utilizados 30 esternitos de fémeas de cada espécie, sendo 15 amostras de ambiente urbano e
15 de ambiente rural.

Cateqorizacdo das areas de coleta

As éareas de coleta foram categorizadas em rural e urbana, seguindo a descricdo ja

proposta por Torres et al (2014b):
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A éarea definida como ambiente rural foi caracterizada como de pouca atividade
humana e poucas edifica¢Oes, predominando fragmentos florestais, associados ou ndo a rios
e riachos, além de pastagens e planta¢Ges agricolas.

A érea definida como ambiente urbano foi caracterizada por intensa atividade
humana, apresentando inimeras edificacdes, de madeira ou alvenaria, em geral, habitadas.
No entorno, predominava areas de calcamento e vegetacdo, basicamente de gramineas.

Espectroscopia de absorcdono Infravermelho Médio por Deteccdo Fotoacustica

(FTIR-PAS)

As amostras dos pedinculos e dos esternitos das fémeas adultas foram levadas ao

espectrofotébmetro Termo-Nicolet Nexus 670, acoplado a um detector fotoacustico (MTEC-
300) para realizagdo da leitura por FTIR-PAS. A técnica FTIR-PAS faz a leitura da
radiacdo absorvida pela amostra na regido espectral do infravermelho médio, que
compreende a faixa espectral de 4000 a 400 cm™ (Silverstein & Webster 2000, Skoog et al
2002), area que abrange a regido conhecida como impresséo digital (1500 e 400 cm™). Esta
regido é sensivel as vibragdes de grupos quimicos moleculares, o que possibilita identificar
e distinguir radicais moleculares e os tipos de ligacGes quimicas envolvidas nas respectivas
amostras (Smith 1999).

Para a leitura das amostras o espectrofotometro foi purificado com ar seco para
eliminar vapor de agua e CO do interferdbmetro e a camara fotoaculstica acoplada com
microfone foi purificada com gas Hélio para aumentar a sensibilidade do sistema. O
espectro final de cada amostra foi obtido pela média de 64 espectros com resolucdo de 8
cm™,

A partir da andlise dos espectros foram selecionados 8 picos correspondentes aos
grupos funcionais compostos por atomos de carbono e hidrogénio, provavelmente
correspondendo as bandas de hidrocarbonetos e também por um possivel grupo amida que

sempre esta presente nos espectros. Estes picos também ja foram utilizados em trabalhos
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anteriores para avaliar o perfil quimico cuticular de adultos de formigas e vespas sociais por
esta técnica (Antonialli-Junior et al 2007, 2008, Neves et al 2012, 2013, Torres et al 2014a,
Soares et al 2014).

Analises estatisticas

Para avaliar as diferencas inter e intraespecificas das duas espécies foram utilizadas
as intensidades dos picos selecionados previamente nas anélises estatisticas. As amostras
foram comparadas por analise de variadncia multivariada (MANOVA), na qual o efeito da
variavel foi calculado pelo valor do Wilks’Lambda ¢ de p, sendo o efeito considerado
significativo quando o valor de p obtido foi < 0,05.

Para representar graficamente o agrupamento das amostras foi realizada uma analise
de componentes principais (PCA), a qual foi aplicada ao conjunto dos oito picos
selecionados nos perfis quimicos dos ninhos.

J& para avaliar a relacdo entre o perfil quimico do pedinculo, dos estenitos e das
células do favo foram elaboradas matrizes de similaridade das espécies de acordo com o
ambiente de coleta utilizando a distancia euclidiana e o0 método de ligacdo UPGMA para
construcdo de um dendograma. Para avaliar se o dendograma refletia a matriz de
similaridade foi utilizado o coeficiente de correlagdo cofenética, sendo definido o valor
minimo de 0,75 como medida de qualidade do ajuste (MacGarigal et al 2000). Em seguida,
foram realizados testes de mantel para correlacionar as matrizes por meio de distancia
euclidiana. Sua significancia foi definida através de simulacdo de Monte Carlo (999

permutaces) e as analises foram realizadas no programa R.

Resultados

A partir da inspecdo visual dos espectros médios do pedinculo dos ninhos ndo é

possivel identificar diferencas visuais nitidas entre as espécies (Fig. 01). Contudo, a anélise
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de variancia multivariada (MANOVA) indicou que ha diferencas significativas entre os
compostos quimicos dos ninhos das 2 espécies (Wilks’Lambda= 0,483; F= 3,481; p=0,007),
sobretudo de acordo com o ambiente em que as colonias estavam nidificadas
(Wilks’Lambda= 0,351; F=6,006; p<0,001) (Tabela 01 e Fig. 02).

Além disso, a andlise de componentes principais (PCA) mostra que ha pouca
sobreposicdo das amostras (Fig. 02), sendo que o primeiro eixo foi positivamente
relacionado com os picos e explicou 70,5% da variancia; enquanto o segundo eixo da PCA
explicou 24,5% do agrupamento das amostras (Fig. 02).

O pico 2915 cm™? foi importante para distinguir os perfis quimicos das duas
espécies, o qual corresponde ao grupo funcional -CH>. Por outro lado, os picos 2958, 2915,
1376 e 1156 cm™, relativos aos grupos funcionais: -C-H (CHs), -CH2, C-CHs; e C-H
(benzeno), foram importantes para distinguir os compostos dos ninhos de coldnias
nidificadas em diferentes ambientes.

A figura 03 apresenta os espectros médios do esternitos de fémeas adultas de
coldnias das duas espécies, nidificadas em dois tipos de ambientes com indicacdo dos picos
slecionados para as analises estatisticas. Nos espectros, apenas por inspecdo visual também
ndo é possivel identificar diferengas entre os grupos.

A Fig 4a, b e ¢, mostra o grau de similaridade entre perfil quimico dos pedunculos,
dos esternitos das fémeas e das outras regides dos favos em col6nias das duas espécies,
respectivamente, nidificadas em dois tipos ambientes. O coeficiente cofenético de cada um
foi de 0,87, 0,94 e 0,98, respectivamente.

O teste de mantel apontou relacdo significativa entre os perfis quimicos do
pedunculo e dos esternitos das fémeas (r= 0,50; p=0,02). Contudo, ndo apontou relagédo
significativa entre os perfis quimicos das outras regides do ninho com os esternitos dos

adultos (r=0,02; p=0,21).
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Discussao

Os resultados demonstram que h& diferencas significativas entre os compostos
quimicos dos ninhos das duas espécies e, provavelmente, ao menos em parte estas
diferencas séo inerentes ao tipo de ambiente em que as colonias estavam nidificadas. Dessa
forma, o perfil quimico do ninho, pode servir como ferramenta taxondmica auxiliar para
avaliar diferencas intra e interespecificas entre espécies de vespas sociais.

Trabalhos como os de Kaib et al (1991) com térmitas, Martin et al (2008) com
formigas e Baracchi et al (2010) com vespas Stenogastrinae destacam a importancia do
perfil de hidrocarbonetos como importante ferramenta taxondmica auxiliar para
diferenciacéo de espécies. Contudo, todos estes trabalhos foram realizados a partir do perfil
quimico cuticular dos adultos. Além disso, sabe-se que os compostos quimicos cuticulares
de vespas em estagio imaturo e adultas tem intima relacdo com os compostos do proprio
ninho (Espelie et al 1994, Layton & Espelie 1995, Cotoneschi et al 2007). Portanto, é
relevante que os compostos dos ninhos também tenham se mostrado efetivos para avaliar as
diferencas inter e intraespecificas nestes insetos, o que permite afirmar ainda a importancia
de se estudar o papel do perfil quimico do ninho.

Os resultados demonstram ainda que ha maior similaridade entre o perfil quimico do
pedunculo e dos esternitos das fémeas, 0 que ndo ocorreu entre 0s esternitos e as amostras
de outras regides do favo. Dessa forma, os resultados corroboram os de Espelie & Hermann
(1990), Espelie et al (1990) e Singer & Espelie (1997), os quais destacam a importancia do
perfil quimico do peddnculo para compor o odor caracteristico da colonia, uma vez que
estes autores também encontraram maior similaridade entre os adultos e o pedunculo do
que em relacdo a composicdo de hidrocarbonetos do favo. Portanto, € inegavel a
importancia que os hidrocarbonetos do ninho tém para compor a assinatura quimica

cuticular da coldnia.
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Dessa forma, como ja relatado por Singer & Espelie (1996, 1997) os compostos
quimicos presentes no ninho sdo importantes para o reconhecimento de companheiras de
ninho. E, além disso, como j& sugerido em outros estudos (Bagnérs & Morgan 1991,
Soroker et al 1994, Dani et al 1996, por Cruz-Landim et al 2012, Mitra & Gadagkar, 2014),
as secrecdes glandulares devem ser importantes para compor a composi¢do do perfil
quimico dos individuos, uma vez que o pedunculo recebe varias secre¢cdes que atuam como
repelentes de formigas e que auxiliam para reforcar sua estrutura (Jeanne 1970, 1972,
Turillazzi & Ugolini 1979, Kojima 1983). Isso poderia explicar, a0 menos em parte, as
diferengas de composi¢do quimica com as outras partes do ninho e, consequentemente ter
papel importante nos mecanismos de reconhecimento.

Dapporto et al (2004a) observaram que em colonias de P. dominula os perfis de
hidrocarbonetos cuticulares de adultos podem variar em relacdo ao local de nidificacdo.
Assim, individuos de localidades vizinhas tém perfis cuticulares mais semelhantes do que
0s de outros locais comparativamente mais distantes. Logo, fica evidente que a composigédo
do perfil quimico cuticular é afetada ndo sé por fatores genéticos, mas também por fatores
exogenos (Singer 1998, Etges & Ahrens, 2001).

Outra caracteristica dos hidrocarbonetos, que deve ser levada em conta, quando se
propde em usa-los como ferramenta taxondmica é a estabilidade. Num trabalho realizado
por Sumana et al (2005) eles observaram que o nimero, a quantidade relativa e a natureza
dos hidrocarbonetos presentes nos ninhos de P. dominula ndo diferiram significativamente
mesmo ap0s um ano, comprovando a estabilidade destes compostos.

Por fim, os resultados permitem destacar ainda a confiabilidade da técnica de FTIR-
PAS para investigar variagdes intra e interespecificas no perfil dos compostos quimicos do
ninho. Esta técnica apesar de ser utilizada em estudos desde 2007 para avaliar diferencas

inter e intraespecifica do perfil quimico em formigas e vespas (Antonialli-Junior et al 2007,
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2008, Neves et al 2012, 2013, Torres et al 20144, Soares et al 2014) utilizou apenas o perfil
quimico do adulto e ndo da composi¢do do material do ninho.

Portanto, pode-se concluir que o perfil quimico do ninho pode servir como
ferramenta taxondémica para avaliar diferencas inter e intraespecificas em vespas sociais.
Neste sentido, a regido do pedunculo, em particular, expressa boa relacdo entre o préoprio
ninho e os individuos da coldnia, sendo indicada para avaliar estas relacfes. Por fim, a
técnica de FTIR-PAS, como em outros estudos, também mostrou-se confiavel para avaliar

diferencas qualitativas de perfil quimico dos ninhos de vespas sociais.
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Tabela 01. Numero de onda, grupos funcionais e modo vibracional dos picos

identificados nos espectros medios de absorcdo no infravermelho para as analises da

composi¢do quimica do substrato dos ninhos nas espécies de vespas Polistes lanio e

Polistes versicolor.

Picos Numero c_Ile Grupo Funcional Modo vibracional
onda (cm™)
1 29587 -C-H (CHs) Estiramento assimétrico
2 291520 -CH Estiramento assimétrico
3 2877 -C-H (CHs) Estiramento simétrico
4 2850 -CH; Estiramento simétrico
-C=C e/ou C=N Estiramento

5 1650 )

amida
6 1457 C-CH2 Tesoura

Dobra simétrica
7 13762 C-CHs
No plano C-H Dobra
8 11562
(benzeno)

%indica os picos que foram significativos para a separacio dos ambientes; e ® indica

0s picos que foram significativos para a separacao das espécies.
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Figura 01. Espectros médios de absor¢do no infravermelho médio do perfil
quimico dos peddnculos em Polistes lanio e Polistes versicolor coletadas em ambientes

rural e urbano, com indicagdo dos picos utilizados para analise estatistica.
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Figura 02. Gréafico de dispersdo das amostras provenientes da analise de

componentes principais (PCA) a partir do perfil quimico do pedinculo de vespas Polistes

lanio e Polistes versicolor, coletadas em ambientes rural e urbano.
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Figura 03. Espectros médios de absorcdo no infravermelho médio do perfil
quimico dos esternitos de fémeas de Polistes lanio e Polistes versicolor coletadas em

ambientes rural e urbano, com indicacéo dos picos utilizados para analise estatistica.
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Figura 04. Dendrograma de similaridade baseado no perfil quimico do peddnculo
(a), esternitos das fémas (b) e regides do favo (c) realizados por meio da técnica de FTIR-

PAS para as espécies Polistes lanio e Polistes versicolor coletadas em ambientes rural e

urbano.
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Considerac0es Finais

A partir dos resultados é possivel concluir que o perfil quimico das regides dos
ninhos nas trés espécies de Polistes diferem significativamente, diferencas estas
provavelmente decorrentes do grau de interacdo com os individuos de diferentes estagios na
coldnia. Além disso, as regides do pedinculo e meconio tiveram um perfil mais distante das
demais regides do favo, caracteristicas estas que podem ser atribuidas pela origem da regido
e por secrecdes que podem ter sido adicionadas posteriormente, como no caso no
pedinculo. Dessa forma, o ninho pode ser quimicamente dividido em 3 regides: meconio,
pedunculo e células do favo.

Além disso, os resultados apontam que o perfil quimico do ninho pode servir como
ferramenta taxondmica para avaliar diferencas inter e intraespecificas em vespas sociais e
que a regido do pedunculo, em particular, expressa correlacdo positiva com o perfil dos
individuos. E por fim, a técnica de FTIR-PAS mostrou-se confiavel para avaliar diferencas
intra e interespecificas do perfil quimico dos ninhos dessas vespas sociais.

Portanto, fica cada vez mais claro que compostos quimicos, tanto da cuticula dos
individuos quanto do ninho fazem parte de um complexo sistema de sinais que medeiam as
interacdes de vespas sociais e que essa mistura de pode variar por conta de fatores genéticos

e ex0genos.
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