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RESUMO
Em col6nias de insetos sociais ha uma pronunciada divisdo de tarefas, das quais a funcédo
reprodutiva é exercida pela rainha. Divergéncia fenotipica baseada em ontogenia diferencial é
conhecida por ser a principal forca evolutiva que permitiu a divisdo de trabalho reprodutivo
entre as castas nos insetos sociais. Entretanto, os mecanismos controladores da determinacao
de casta em grupos sociais menos derivados permanecem largamente desconhecidos. Dessa
forma, este trabalho teve por objetivo testar a hipdtese de que a determinacdo de casta na
vespa social de fundacdo independente Mischocyttarus consimilis é controlada pelo horménio
juvenil (HJ) em um estagio pré-imaginal. Para responder essa questdo foram feitos estudos
com colénias em condi¢bes de campo, assim como em condicdes experimentais. Os
resultados demonstraram que o indice de tamanho do corpo é uma variavel importante no
estabelecimento da hierarquia reprodutiva entre as fémeas fundadoras, bem como, essa
variavel influencia parametros fisiologicos reprodutivos dessas fémeas. Nessa espécie
operarias e gines diferem significativamente em tamanho do corpo. Foi demonstrado ainda
que o HJ exerce funcdo importante na determinacdo de casta nessa espécie, bem como seu
efeito é instar-dependente. Fémeas que emergiram de larvas tratadas com HJ no terceiro instar
foram maiores e apresentaram na vida adulta comportamento diferenciado em relacdo as
fémeas que emergiram de larvas ndo tratadas. Esses resultados, portanto, apresentam
evidéncias de que a determinacdo de casta nessa espécie pode em parte ocorrer em um estagio
pré-imaginal, corroborando dessa forma com as hipdteses recentes que afirmam que a

determinacédo de casta em insetos sociais menos derivados ocorre em um estagio pré-adulto.

PALAVRAS-CHAVE: Estratégia reprodutiva; Determinagdo de casta; Tamanho do corpo;

Biologia do desenvolvimento; Insetos sociais; Polistinae.



ABSTRACT
In colonies of social insects there is a pronounced division of tasks, which the reproductive
function is exercised by the queen. Phenotypic divergence based on differential ontogeny is
known by plays an important role in division of reproductive labor among the castes in the
social insects. However, the mechanisms controlling the caste determination in social groups
less advanced stay largely unknown. Thus, this work tested the hypothesis that caste
determination in the social wasp of foundation independent Mischocyttarus consimilis is
controlled by juvenile hormone (JH) in pre-imaginal stage. To answer that subject were made
studies with colonies in field conditions, as well as in experimental conditions. The results
demonstrated that body size is important variable influencing in the establishment of
reproductive hierarchy among founders, as well as affecting reproductive physiologic those
females. This species, workers and gines emerge with significant differences in body size. In
addition, was demonstrated that HJ plays an important role in pre-imaginal caste
determination, as well as its instar-dependent effect. Females that emerged of treated larvae
with HJ in instar-third were higher in the adult stage and showed different behavior compared
to females that emerged from non-treated larvae. These results therefore, presents evidence
that caste determination in this species may occur at least in part in pre-imaginal stage,
corroborating with recent hypotheses that claim the caste determination in social insects less

advanced occurs in pre-adult stage.

KEYWORDS: Reproductive strategy; Caste determination; Body size; Developmental

biology; Social insects; Polistinae.
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1. Revisdo de Literatura
1.1. Introducéo

Atualmente pertence a familia Vespidae cerca de 4200 espécies de vespas descritas, as
quais estdo agrupadas em seis subfamilias monofiléticas (Carpenter, 1982; Hines et al., 2007).
Todas as vespas eussociais da familia Vespidae estdo classificadas em trés subfamilias:
Stenogastrinae, Vespinae e Polistinae (Carpenter, 1991). Analises cladisticas das relacbes
entre 0s grupos de vespas eussociais em Vespidae indicam Stenogastrinae como sendo 0
grupo irmdo de Polistinae e Vespinae, sendo esta, uma conclusdo apoiada em caracteristicas
comportamentais (Carpenter, 1982) e em estudos realizados com fdsseis de vespideos
primitivos (Carpenter & Rasnitsyn, 1990). Esta conclusdo foi questionada por Schmitz &
Moritz (1998), que com base em analise molecular, apontam Polistinae e Vespinae como
tendo relagbes mais proximas com Eumeninae do que com Stenogastrinae.

A subfamilia Stenogastrinae € composta por espécies que envolvem comportamento
solitario ou social, sendo que as espécies sociais variam em diferentes graus de socialidade
(Carpenter, 1993). Para essa subfamilia sdo descritas aproximadamente 50 espécies,
distribuidas em seis géneros: Liostenogaster, Stenogaster, Eustenogaster, Anischnogaster,
Parischnogaster e Metischnogaster (Carpenter, 1988). Stenogastrinae ocorre restritamente na
Asia tropical, e as espécies sociais estudadas com mais detalhes apresentam comportamento
eussocial facultativo (Turillazzi, 1991).

A subfamilia Vespinae compreende cerca de 60 espécies descritas, sendo que todas as
especies envolvem comportamento social mais derivado. Esta subfamilia esta dividida em
quatro géneros: Vespa, Provespa, Dolichovespula e Vespula (Carpenter, 1987).
Representantes de Vespinae sdo encontrados principalmente na Regido Holartica e nos

Tropicos Orientais (Asia), embora algumas espécies tenham sido introduzidas acidentalmente



na Africa do Sul, Havai, Australia, Nova Zelandia, Chile e Argentina. Nesse Gltimo, foi
constatada a ocorréncia de Vespula germanica (Carpenter & Kojima, 1997).

Em Polistinae encontram-se as espécies que fundam coldnias de forma independente e
por enxameagem (Carpenter, 1993). Essa subfamilia abrange cerca de 800 espécies descritas e
distribuidas em 29 géneros: Polistes (=Sulcopolistes), Ropalidia, Parapolybia, Polybioides,
Belonogaster,  Mischocyttarus,  Apoica, Agelaia  (=Stelopolybia),  Angiopolybia,
Pseudopolybia, Parachartergus, Chartergellus, Nectarinella, Leipomeles, Marimbonda,
Synoecoides, Epipona, Clypearia, Synoeca, Metapolybia, Occipitalia, Asteloeca, Polybia,
Protonectarina, Protopolybia, Pseudochartergus, Chaterginus, Chartergus e Brachygastra
(Carpenter, 1991). A distribuicdo de Polistinae € cosmopolita, sendo sua maior diversidade
encontrada especialmente na regido Neotropical (Carpenter & Marques, 2001). No Brasil
existem registros para 22 géneros de Polistinae, distribuidos desde a Floresta Amazonica até o
Pantanal e Mata Atlantica (Carpenter & Marques, 2001).

Dentro da classificacdo atualmente mais aceita, essa subfamilia € dividida em quatro
tribos: Epiponini, Mischocyttarini, Ropalidiini e Polistini. As espécies dessas quatro tribos
apresentam comportamento eussocial, mas diferem entre si quanto aos detalhes da vida social.
O género Mischocyttarus € o maior entre os vespideos sociais com aproximadamente 245
espécies descritas, as quais estdo distribuidas em nove subgéneros (Silveira, 2008). Proposta
mais recente de classificacdo tribal para Polistinae colocou o género Mischocyttarus e
somente esse, na tribo Mischocyttarini, separado da tribo Epiponini como era anteriormente.
Mischocyttarus difere dos demais Epiponini pelo alongamento e estreitamento do primeiro
segmento gastral, e principalmente, pela assimetria dos trés ultimos articulos tarsais das
pernas medias e posteriores. A distingdo das espécies desse género € feita principalmente pela
divisdo da quilha pronotal (Richards, 1978). A maior reviséo do género pode ser encontrada

no trabalho de Richards (1945). O género Mischocyttarus apesar da diversidade relativamente
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grande em comparacdo a outros géneros de Polistinae apresenta uma distribuicdo quase
restrita a parte tropical da América do Sul (Richards, 1971), sendo varias espécies

consideradas endémicas para o Brasil.

1.2. Divisao de trabalho em coldnias de vespas sociais

Em colbnias de vespas sociais ha uma pronunciada divisdo de tarefas, das quais a
funcdo reprodutiva é exercida pela rainha. Entretanto, em algumas sociedades, fémeas
subordinadas mantém o potencial reprodutivo e pode assumir a fungédo reprodutiva da col6nia
na auséncia da rainha (Strassmann & Meyer, 1983; Monnin & Peeters, 1999). Nessas
sociedades ha uma hierarquia reprodutiva, que estd intimamente associada a posicdo que cada
fémea ocupa dentro da hierarquia de dominancia (van Doorn & Heringa, 1986; Bridge &
Field, 2007; Bang & Gadagkar, 2012). Fémeas melhores ranqueadas na hierarquia de
dominancia forrageiam menos, tem maior acesso a comida trazida pelas forrageadoras e sdo
as mais cotadas para assumir a fungéo reprodutiva da colonia na falta da reprodutora (Hughes
& Strassmann, 1988; Molina & O' Donnell, 2008; Molina & O' Donnell, 2009).

Uma das questdes centrais da divisdo de trabalho é saber quais fatores pré-imaginais
influenciam a morfologia e a ontogenia comportamental dos adultos, ja que individuos nesses
grupos sdo totipotentes. Na maioria das espécies sociais diferencas morfofisiologicas entre as
castas é a principal forca evolutiva que permite a divisao de trabalho reprodutivo (Giray et al.,
2005; Cervo et al., 2008). Nesses grupos uma trajetoria desenvolvimental diferenciada
influenciada principalmente por nutricdo, tem sido a regra para essas diferencas
morfofisioldgicas. A alimentacdo diferencial pré-imaginal é responsavel por determinar o
fenotipo de adultos em grupos de insetos sociais mais derivados, incluindo abelhas meliferas e
vespas vespines (Haydak, 1943; Winston, 1987; Schmidt et al., 2012), entretanto, pouco se

sabe se este mecanismo ocorre em espécies menos-derivadas. Em vespas sociais de fundagéo
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independente, uma analise das diferencas morfologicas entre castas sob a perspectiva
nutricional pré-imaginal tem sido feita de forma especulativa (Eickwort, 1969; Haggard &
Gamboa, 1980; Grechka & Kipyatkov, 1983; Miyano, 1998; Karsai & Hunt, 2002; Judd et al.,
2010). Nesses grupos o tamanho do corpo esta intimamente associado ao comportamento de
dominéncia e pode indicar o potencial reprodutivo da fémea (Turillazzi & Pardi, 1977; Tindo

et al., 2007).

1.3. Determinacao de casta e a evolugdo do comportamento social

A evolucdo do comportamento eussocial nos insetos tem sido tema central em biologia
evolutiva. O comportamento eussocial nos insetos, conforme definido por Wilson (1971),
pode ser encontrado quase que exclusivamente nas ordens Isoptera e Hymenoptera. Ao longo
de varios anos diferentes hipoteses foram propostas para explicar a origem e manutencdo do
comportamento social nesses tdxons. De acordo com as principais hipoteses, o altruismo
reprodutivo nos Hymenoptera, pode ter surgido por trés formas distintas, sendo elas: selecéo
parental, mutualismo e manipulacéo parental (Gadagkar, 1990). Sao fortes as evidéncias, e ha
certo consenso quanto ao fato do comportamento eussocial ter surgido varias vezes
independentemente entre os Hymenoptera sociais (Andersson, 1984).

Associaces complexas como as encontradas nos Hymenoptera séo compostas por um
grande nimero de fémeas completamente ou parcialmente estéreis (operéarias) especializadas
na manutencdo e defesa da colbnia, e uma Unica ou poucas fémeas férteis (rainhas),
especializadas na producgédo de ovos (Wilson, 1971). A origem e manutencdo de individuos
estéreis nessas associacdes sdo questdes consideradas principais no estudo da evolucdo do
comportamento eussocial.

De acordo com os critérios da vida social, o comportamento eussocial nos

Hymenoptera teve ambas as predisposi¢cdes ecologica e genética, como principais forgas
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evolutivas. Simpatizantes da ideia de predisposicdo ecoldgica defendem, que a vida em grupo
conforme encontrado nos Hymenoptera sociais, foi beneficiada pelo aumento da capacidade
de defesa individual, contra predadores, parasitas ou grupos co-especificos, e ainda, pela
otimizacdo da forca de trabalho do grupo social (Krebs & Davies, 1993). Em termos
genéticos, o fato de ajudar a criar 0s irmaos, as operarias passam seus proprios genes para a
proxima geracdo, de modo que a predisposicdo genética para a ajuda torna-se dbvia
(Hamilton, 1964; Krebs & Davies, 1993). Entretanto, a selecdo e a evolugdo do
comportamento social ndo s6 envolveu cooperacdo e beneficio matuo, uma vez que a selecédo
ao nivel de individuo é muito mais forte, mas também implicou na geracdo de muitos
conflitos, por existir intrinsecamente entre os membros da sociedade interesses individuais
(Alexander, 1974).

De fato, Hamilton em 1964 ja havia introduzindo a idéia de “Seleg¢do Parental”, no
qual destaca as vantagens genéticas do cuidado parental entre irmdos em detrimento da
reproducdo direta. E possivel que a forma de determinacio de sexo por haplodiploidia
conforme observada nos Hymenoptera, tenha favorecido a evolucdo da eussocialidade, por
assim promover um maior relacionamento genético entre os irméaos (Krebs & Davies, 1993).
Essa hipdtese tem se sustentado a partir de resultados de estudos recentes que mostram que
individuos sdo capazes de reconhecerem parentes através da composicdo quimica da cuticula
(Dapporto et al., 2004; Lorenzi et al., 2004; Sumana et al., 2005).

Entretanto, Alexander (1974) enfatiza que a origem de uma casta trabalhadora em
grupos solitarios, foi 0 momento definitivo na evolucdo do comportamento eussocial, e dessa
forma propds a hipotese da “Manipulagdo Parental”. Segundo essa hipodtese, sdo fortes as
evidéncias de que a rainha em algumas espécies manipulava suas filhas ou outras fémeas para
ndo ovipositar, fazendo com que os individuos manipulados se tornassem reprodutivamente

inviaveis. Charnov (1978) mostrou, que uma rainha ganha geneticamente persuadindo suas
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filhas a permanecer na coldnia para criar seus irmdos, enquanto que as filhas em termos
genéticos nao sofrem perda, de modo que se tornam vitimas voluntarias da persuasao
maternal. Tal dominancia tem como principio restringir a alimentacdo aos individuos
manipulados. Como resultado satisfatorio da restricdo por comida, a rainha poderia induzir
algumas de suas filhas a se tornarem trabalhadoras.

As divergéncias fenotipicas, portanto, tém um papel importante na evolugdo e
manutencdo do comportamento social nos insetos. Estas diferencas fenotipicas sdo geradas
pela expressdo diferencial de genes (Evans & Wheeler, 1999; Judice et al., 2004; Sumner et
al., 2006; Hunt et al., 2010; Azevedo et al., 2011). Este fendbmeno é conhecido por ser o
mecanismo comum da diferenciacdo morfofisioldgica entre castas de insetos sociais (Evans &

Wheeler, 2001; Schwander et al., 2010).

1.4. Ciclo colonial e a determinacéo de castas em vespas sociais

As vespas sociais polistine apresentam em geral dois padrées de fundacbes de
colbnias, sendo esses, fundacdo independente e fundacdo por enxameagem (Ross &
Matthews, 1991). Em grupos com fundacao independente, a fundacéo da colbnia pode ocorrer
por ambas as formas haplometrética ou pleometrética (Jeanne, 1991). Em haplometrose uma
unica fémea fecundada dé& inicio a uma nova coldnia e realiza todas as tarefas relacionadas a
construcdo, manutencdo e defesa da coldnia até que as primeiras operarias emergem (Jeanne,
1991). Em pleometrose varias fémeas participam na fase de fundacéo do ninho, que depois de
estabelecido, uma Unica fémea torna-se a dominante e realiza todo o trabalho reprodutivo
(Jeanne, 1991). Coldnias de fundacdo independente em geral apresentam poucos individuos, e
0s ninhos nao possuem um envelope de cobertura. Esse padrdo de fundacéo de colnias pode
ser encontrado em quatro géneros de Polistinae (Polistes, Mischocyttarus, Belonogaster e

Parapolybia), e em algumas espécies de Ropalidia (Gadagkar, 1991).
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Estudos demonstram que o ciclo colonial das vespas polistine é relativamente variavel
ao longo dos trépicos. Por exemplo, hd uma sincronia no ciclo colonial de vespas sociais de
fundacdo independente de regiGes de climas temperados, com as fundagdes de colbnias
ocorrendo no inicio da primavera e o abandono ao final do outono e inicio do inverno (West
Eberhard, 1969).

Ao contrério, as coldnias de vespas sociais em regido de clima tropical apresentam
ciclos relativamente mais longos, sendo possivel nesses locais, coldnias permanecerem ativas
por um periodo superior a um ano (Torres et al., 2011). Também nessas condicdes, é possivel
verificar comportamentos de fundacGes e abandonos de colénias em qualquer época do ano.
Dessa forma, colonias em diferentes fases de desenvolvimento podem coexistir numa mesma
populacdo, sendo esse comportamento classificado como assincronico (Giannotti, 1997).
Nessas condi¢cdes, machos podem estar presente no ambiente em qualquer periodo do ano
(Hunt, 1999). Por exemplo, ciclo colonial assincrénico foi descrito para M. drewseni (Jeanne
1972), M. mastigophorus (O' Donnell & Joyce, 2001) e M. cerberus (Giannotti, 1998), assim
como para M. consimilis (Torres et al., 2011). Ao contrario, outros trabalhos mostraram
existir em vespas tropicais a formagédo de agregados de inverno, sendo esse comportamento
considerado facultativo para o ciclo bioldgico nessas condi¢cdes (Gonzalez et al., 2002;
Tannure-Nascimento et al., 2005; Gobbi et al., 2006).

Em vespas sociais de fundacdo independente a producgdo de castas esta intimamente
associada ao estagio colonial (Miyano, 1983; Keeping, 2002; Dani, 1994; Suryanarayanan et
al., 2011a; Hunt et al., 2007; Suryanarayanan et al., 2011b; Gobbi et al., 2006). Por exemplo,
em Mischocyttarus consimilis operarias sdo produzidas em colbnias iniciais, especialmente
porgue coldnias nessa fase tém grande demanda por forga-de-trabalho (Torres et al., 2011).
Operarias se dedicam a manutencéo e defesa da col6nia, bem como ao cuidado dos imaturos.

Ao contrério, gines séo produzidas em colonias maduras e na maioria dos casos tem maior
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tamanho do corpo que operarias. Gines investem na reproducgdo propria e pouco contribuem
com a col6nia maternal (Keeping, 1997).

Fundacdo por enxameagem caracteriza-se pela presenca de uma ou mais rainhas
acompanhadas por um grupo de operarias. O ninho é todo construido pelas operarias e sem
qualquer contribuicdo da rainha nesta tarefa. Colénias de fundacdo por associacdo sdo
relativamente grandes, e os ninhos sdo frequentemente protegidos por um envelope de
cobertura. Esse tipo de fundacdo é encontrado em 20 géneros de Polistinae, que inclui 19

géneros da tribo Epiponini que ocorrem na regido Neotropical (Jeanne, 1991).

1.5. Determinacao de casta pos-imaginal em vespas sociais

A determinacdo de casta em vespas sociais, em geral, ocorre por uma ou outra forma
pré ou pés-imaginal. Especialmente em vespas sociais de fundacao independente, a auséncia
de caracteristicas morfologicas distintas entre rainhas funcionais e operarias, é frequentemente
citada como evidéncia de que a determinacdo de casta nesse grupo ocorre na fase pos-
imaginal (Gadgil & Mahabal, 1974; Haggard & Gamboa, 1980; Turillazzi, 1980; Solis &
Strassmann, 1990; Mead & Gabouriaut, 1993). Para esses grupos tem sido demonstrado que
comportamentos antagdnicos entre os individuos adultos estabelecem as relacdes de
dominancia e fémeas que sofrem agressfes fisicas assumem a submissdo e se comportam
como uma casta trabalhadora (Gadagkar, 1991).

Para a maioria das especies eussociais menos derivadas, ha pouca ou nenhuma
diferenca morfologica entre fémeas reprodutivas e estéreis. Isso sugere que a divisdo de
trabalho reprodutivo nesses grupos ocorra durante a fase adulta, na qual os individuos
mostram consideravel flexibilidade no papel social que exercem na medida em que interagem
com outros membros da colbénia (Gadagkar, 1991). Entretanto, essa afirmagdo tem sido

recentemente questionada a partir de evidéncias fisiologicas que mostram a possibilidade de
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determinacdo de casta pré-imaginal em membros de Polistinae sem diferencas morfoldgicas,
nos quais se pensava antes que tal determinacdo ndo ocorria (Keeping, 2002). Estudos
recentes sugerem que a determinacdo de castas pré-imaginal pode de fato ocorrer, sem que
haja necessariamente diferenciagdo morfoldgica evidente entre fémeas adultas (O Donnell,

1998).

1.6. Determinacdo de casta pre-imaginal em vespas sociais

A identificacdo de fatores pré-imaginais que determinam a distincdo morfofisioldgica
entre castas nos grupos menos derivados € tema pouco explorado entre 0s sociobiologistas,
devido a idéia preconizada desde longo tempo, que a determinagdo de casta nesses grupos
ocorria durante a vida adulta. Entretanto, para algumas espécies de vespas sociais polistine
que apresenta o padrdo de fundacdo independente, ha evidéncias de que a determinacdo de
casta ocorra no estagio pré-imaginal (Gadagkar et al., 1988; Gadagkar et al., 1990; Keeping,
2002; Tibbetts & Curtis, 2007; Judd et al., 2010). Esses estudos sugerem que divergéncia
fisica entre operarias e gines nesses grupos pode ser atribuida a diferengas nutricionais
durante o desenvolvimento larval (Hunt, 1991; Jeanne, 1991). Nessa perspectiva, varios
autores sugerem que as operarias sdo vitimas de castracdo nutricional ao serem desprovidas de
nutricdo adequada enquanto larvas, tornando-se adultos com ovérios ndo desenvolvidos.
Evidéncias de determinacdo de castas pré-imaginal trofica, também tem sido documentada em
membros de Epiponini e Ropalidiini, por meio de estudos morfométricos, mostrando padrdes
de dimorfismo que ndo podem ser explicados por crescimento alométrico, levantando assim, a
hipotese de reprogramacéo de parametros de crescimento durante o desenvolvimento larval
(Gadagkar, 1991; Wenzel, 1992; Hunt et al., 1996; Jeanne, 1996). Essas evidéncias somadas

sugerem a possibilidade de um mecanismo comum de determinacao de casta pré-imaginal em
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vespas sociais, o qual pode ter sido selecionado ao longo da evolugdo deste grupo (O'
Donnell, 1998; Hunt, 2006).

De fato, estudos recentes evidenciam que o desenvolvimento de larvas em col6nias de
insetos sociais menos-derivados pode ser manipulado pelos adultos por mecanismos que
envolvem estresse mecanico (Jeanne & Suryanarayanan, 2011; Suryanarayanan et al., 2011a;
Suryanarayanan et al., 2011b). Por exemplo, Suryanarayanan et al., (2011a) demonstraram
que larvas de Polistes fuscatus desenvolvendo-se em colbnias jovens experimentam altos
niveis de antenacdo em comparacgdo as larvas que se desenvolvem em col6nias maduras. O
comportamento de antenacdo € executado contra as paredes das células ocupadas por larvas e
produz um barulho audivel, funcionando como um mecanismo que promove estresse, sendo
que, larvas submetidas a altos niveis deste tipo de interferéncia durante seu desenvolvimento
emergem com fenotipo tipico de operérias, enquanto que larvas que experimentam baixos
niveis emergem com fendtipo tipico de gines (Suryanarayanan & Jeanne, 2008;
Suryanarayanan et al., 2011b).

E esperado que tanto fatores nutricionais quanto mecénicos-estressores, desencadeiem
processos fisioldgicos que envolvem mudancas nos titulos de horménios controladores da
determinacdo de casta, em especial o hormdnio juvenil (HJ). O HJ é conhecido por
desempenhar uma fungdo importante no processo de determinagdo de casta pré-imaginal em
todos os insetos sociais (Wheeler, 1986).

Evidencias apresentadas em estudos recentes sugerem que o HJ possa estar envolvido
na determinacdo de casta pré-imaginal em vespas sociais de fundagdo independente. Por
exemplo, na vespa social Polistes dominulus foi demonstrado que o padrdo facial de gines
sinalizando alto potencial reprodutivo é fixado antes da emergéncia do adulto e sdo ditos por
serem controlados pelo HJ (Tibbetts, 2006). Um estudo experimental utilizando mRNAI para

a proteina de estoque Hexamerinl, uma proteina estreitamente associada com a determinagao
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de casta em Apis mellifera, mostrou ser afetada pelos niveis de HJ durante a determinacéo de
casta em Polistes metricus (Hunt et al., 2011). Da mesma forma, diferencas quantitativas em
compostos da cuticula entre fundadoras e operarias de Polistes dominulus foram sugeridas por
serem mediadas por hormonios, incluindo o HJ, durante o desenvolvimento pré-imaginal
(Dapporto et al., 2008). Além disso, tem sido sugerido que o HJ possa estar envolvido na
expressao diferencial de genes que conduzem diferencas fenotipicas entre castas em Polistes

canadensis (Sumner et al., 2006).
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2. Objetivos

Este trabalho tem por objetivo testar a hipotese de que a determinacdo de casta na
vespa social de fundacdo independente Mischocyttarus consimilis é controlada pelo horménio
juvenil em um estagio pré-imaginal, dos quais especificamente compreendem: (1) A aplicacao
topica de horménio juvenil em larvas de diferentes instares ird produzir fémeas com padréo
morfomeétrico diferenciado daquelas que nédo receberao este tratamento; (2) A aplicacéo topica
de hormodnio juvenil em larvas de diferentes instares ird produzir fémeas com
desenvolvimento ovariano diferenciado daquelas que ndo receberdo este tratamento; (3) A
aplicacdo topica de horménio juvenil em larvas de diferentes instares ird produzir fémeas com

fenotipo comportamental diferenciado dagquelas que néo receberdo este tratamento.
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Analise comparativa do tamanho do corpo e fisiologia reprodutiva de fundadoras,

operarias e gines na vespa social, Mischocyttarus consimilis

Resumo

A variacdo fenotipica compreende uma das principais forcas evolutivas que permitiu a
divisdo de trabalho entre as castas nos insetos sociais. Entretanto, pouco é conhecido sobre 0s
mecanismos que regulam a divisdo de trabalho em coldnias de vespas sociais de fundacéo
independente em regides tropicais. Nesse estudo foi investigado o grau de variacdo em tracos
morfofisiolégicos entre fundadoras, operarias e gines da vespa social Mischocyttarus
consimilis. Os resultados demonstram que o tamanho do corpo e o status reprodutivo variam
entre as fundadoras adotando estratégias reprodutivas distintas. Fundadoras alfas em
fundacBes pleometroticas sdo significativamente maiores que as fundadoras auxiliares,
entretanto, nao diferem em tamanho das fundadoras solitarias. Fundadoras alfas apresentam
maior desenvolvimento ovariano que as outras categorias de fundadoras, sugerindo que o grau
de investimento ovariano esta intimamente associado funcdo reprodutiva. A analise
morfométrica das fémeas produzidas ao longo do ciclo colonial demonstrou que gines
emergem com tamanho do corpo significativamente maior que os das operérias. Esses
resultados sugerem, portanto, que a determinacdo de casta nessa espécie pode em parte
ocorrer pré-imaginalmente e que o tamanho do corpo deve influenciar o desenvolvimento

ovariano e decisdes reprodutivas entre as fundadoras.

Palavras-chave: Hierarquia de dominancia; Estratégia reprodutiva; Determinacdo de casta;

Polistinae; Vespa neotropical.
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Introducéo

Vespas sociais de fundacdo independente constituem um importante modelo para
testar hipdteses que envolvem as estratégias reprodutivas em insetos sociais menos derivados.
Colbnias de vespas sociais de fundacao independente podem ser iniciadas de forma individual
(haplometrose) ou em associacdo (pleometrose) (West-Eberhard, 1969; Gadagkar, 1991,
Gunnels, 2007). Em haplometrose a unica fundadora executa todas as tarefas relacionadas a
construcdo, manutencdo e defesa da colonia até a emergéncia das primeiras operarias
(Gadagkar, 1991), enquanto que em pleometrose as tarefas coloniais sdo compartilhadas entre
as fundadoras, entretanto, a funcdo reprodutiva € monopolizada, em geral, pela fémea mais
dominante, a qual, por este motivo € denominada de fémea alfa (Gadagkar, 1991). O
estabelecimento da fémea alfa nas fundacbes pleometréticas envolve ovofagia diferencial e
principalmente interacdes agressivas entre as postulantes (West-Eberhard, 1969; Litte, 1979;
Gamboa & Stump, 1996; Savoyard & Gamboa, 1999; Dapporto et al., 2010).

Estudos sugerem que diversos fatores podem influenciar a deciséo da fundadora de
iniciar uma colonia de forma individual ou em associacdo, incluindo fatores ambientais,
genéticos ou morfofisioldgicos (Sullivan & Strassmann, 1984; Gadagkar, 1991; Rdseler,
1991; Zanette & Field, 2011). O tamanho do corpo, por exemplo, tem sido associado ao
potencial de dominancia, bem como tem influenciado decisGes reprodutivas entre fundadoras
de varias espécies de vespas sociais de fundacdo independente (Nonacs & Reeve, 1995;
Queller et al., 1997; Starks, 1998; Liebert et al., 2005; Tannure-Nascimento et al., 2005;
Rusina et al., 2007; Monnin et al., 2009; Zanette & Field, 2009). O reconhecimento desses
fatores, sobretudo, em vespas sociais menos-derivadas pode lancar luz principalmente sobre
o0s atributos individuais que maximize as chances para a reproducdo direta em espécies nas
quais todas as fundadoras mantém o potencial reprodutivo durante a vida adulta (Dropkin &

Gamboa, 1981; Sullivan & Strassmann, 1984; Keeping, 2000; Gunnels, 2007).
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Diversos autores sugerem que a divergéncia fenotipica baseada em ontogenia
diferencial é a principal forca evolutiva que permitiu a divisdo de trabalho reprodutivo entre
as castas nos insetos sociais (O’Donnell, 1998; Hunt, 2006; Hunt, 2012). Entretanto, em
espécies menos-derivadas assim como vespas sociais de fundacdo independente, os fatores
que afetam a determinacdo de casta sdo, em parte, controversos ou pouco conhecidos. Por
exemplo, tem se argumentado que o fenotipo diferenciado entre rainhas e operarias de vespas
sociais em polistine é definido durante a vida adulta (Gadgil & Mahabal, 1974; Mead &
Gabouriaut, 1993). Entretanto, evidéncias recentes tém demonstrado que atributos fenotipicos
diferenciados entre essas castas podem ser em parte determinados em um estagio pré-adulto
(Keeping, 2002; Tibbetts, 2006; Tibbetts & 1zzo, 2009; Dapporto et al., 2011; Tibbetts et al.,
2011a; Hunt, 2012), apontando para a possibilidade de que a determinacdo de castas pre-
imaginal pode de fato ocorrer em vespas sociais menos-derivadas (Hunt, 1991; O' Donnell,
1998).

Por exemplo, foi demonstrado para a vespa social de fundacao independente Ropalidia
marginata, que o aumento na qualidade nutricional larval promove maior desenvolvimento
ovariano no estagio adulto (Gadagkar et al., 1988; Gadagkar et al., 1990; Gadagkar et al.,
1991). Em adicdo, Judd et al., (2010) demonstraram que larvas de operérias e gines de
Polistes metricus apresentam diferencas significativas nos niveis de nutrientes presentes na
hemolinfa, assim como lipidios, carboidratos e proteinas, e essas diferencas foram associadas
a uma possivel alimentacdo larval diferenciada entre essas castas. Essas evidéncias somadas
apontam para a existéncia de um mecanismo comum de determinacdo de casta pré-imaginal
em vespas sociais menos derivadas, o qual pode ter sido selecionado ao longo da evolucdo do
taxon (O' Donnell, 1998; Hunt, 2006).

Ambientes tropicais fornecem excelentes condicOes para testar esta hipotese, uma vez

que as condicOes climaticas nesses locais sdo mais estaveis ao longo do ano. Em condicdes
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tropicais colbnias de vespas sociais podem ser fundadas durante todo o ano, porque as
varidveis climaticas ndo impdem restricbes ao desenvolvimento das coldnias (Giannotti,
1998; Torres et al., 2011). A possibilidade de coletar individuos emergindo simultaneamente
em diferentes estagios coloniais e sob as mesmas condicGes climaticas é uma vantagem,
portanto, que estes ambientes fornecem para testar modelos de determinacdo de casta em
vespas sociais menos derivadas ocorrendo em regides tropicais.

Mischocyttarus consimilis € uma vespa social de fundacdo independente e que segue
um ciclo colonial assincrénico (Richards, 1978, Torres et al., 2011). Colbnias desta espécie
sdo fundadas durante todo o ano e seus ninhos sdo compostos por um unico favo descoberto
que se prende ao substrato por um Unico peddnculo centralizado (Montagna et al., 2010).
Nesse estudo foi investigado o grau de variacdo em tracos morfofisioldgicos entre fundadoras,

operarias e gines da vespa social de fundacdo independente M. consimilis.

Materiais & Métodos
Procedimentos de campo e coleta de dados

Todas as colonias de M. consimilis utilizadas nesse estudo foram amostradas no
municipio de Dourados (22°13°16”’S; 54°48°20°W) no estado de Mato Grosso do Sul,
durante o periodo de Marco de 2011 a Fevereiro de 2012. Essas col6nias foram localizadas
principalmente em beirais de construgdes humanas. Todos os individuos coletados foram
eutanasiados (submetidas ao congelamento por aproximadamente 30 minutos) antes de
qualquer procedimento de manipulagéo.

Diferencas no tamanho do corpo e grau de desenvolvimento ovariano foram avaliados
para um total de 57 fundadoras, provenientes de 29 fundacdes (i.e. auséncia de mec6nio nas

células do favo), sendo 16 fundadas por pleometrose e 13 por haplometrose. Para essa analise
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foram coletadas somente fundacGes pleometrdticas, nas quais a fundadora alfa havia sido
estabelecida.

A identificacdo da fémea alfa em fundacbes pleometréticas foi feita por observacao
direta do comportamento de ovipostura. Para promover 0 comportamento de ovipostura pela
fémea alfa foi oferecida uma célula vazia no favo, a partir da remocdo de uma larva,
utilizando uma pinca. Desta maneira foi possivel categorizar cada fundadora em: fundadora
alfa (fémea que exerce a funcao reprodutiva em fundacdo pleometrdtica); fundadora auxiliar
(qualquer fémea subordinada a fundadora alfa em fundacdo pleometrética) e fundadora
solitaria (fémea de fundacdo haplometrética), conforme as defini¢cbes de Gunnels (2007).

Diferenca no tamanho do corpo foi avaliada para um total de 90 fémeas recém-
emergidas (<24 horas de idade), provenientes de 47 col6nias em estagio de pds-emergéncia.
Cada fémea coletada foi categorizada de acordo com o periodo colonial em que emergiu,
sendo assim, operaria primaria (fémea que emergiu na fase inicial da pos-emergéncia e que
foi alimentada somente pelas fundadoras), operaria p6s-primaria (fémea que emergiu na fase
ergondmica da pos-emergéncia e que foi alimentada pelas fundadoras e operérias) e gyne
(fémea que emergiu na fase reprodutiva), conforme as definigdes de Keeping (2002). O
periodo de producdo de gines em col6nias de M. consimilis ocorre na parte final da pos-
emergéncia, tdo logo antes do inicio do declinio (Torres et al., 2011).

De cada fémea amostrada foram tomadas as medidas de nove variaveis morfométricas,
segundo Gunnels (2007): altura da cabeca, distdncia maxima entre as margens internas dos
olhos, distancia minima entre as margens internas dos olhos, comprimento do mesonotum,
largura do mesonotum, comprimento do torax, altura da mesopleura, comprimento da tibia e
comprimento da asa anterior. O grau de desenvolvimento ovariano foi determinado utilizando
0 comprimento médio dos seis maiores ovocitos presente nos ovarios (Cervo & Lorenzi,

1996; Sledge et al., 2004). Todas as analises morfofisiologicas foram realizadas com auxilio
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de um estereomicroscopio Zeiss Stemi 2000C adaptado com uma ocular micrométrica (Carl

Zeiss Microscopy, Oberkochen, Germany).

Analise estatistica

Foi utilizado modelo linear geral para testar as diferencas no tamanho do corpo e grau
de desenvolvimento ovariano entre as diferentes categorias de fundadoras e fémeas emergidas
em diferentes estagios do ciclo colonial. As nove variaveis morfométricas mensuradas foram
submetidas a uma analise de componentes principal (PCA) e o primeiro componente principal
foi utilizado como indice de tamanho do corpo (Keeping, 2000; Gunnels, 2007; Shukla et al.,
2013). Diferencas no tamanho do corpo entre as categorias de fundadoras e fémeas
produzidas foram avaliadas utilizando analise de variancia (ANOVA) e Tukey’s test (HSD)
para comparac6es multiplas.

Os dados de desenvolvimento ovariano de fundadoras apresentaram distribuicdo néo-
normal (Shapiro-Wilk test; P>0,05) e diferencas entre as categorias foram avaliadas
utilizando analise de variancia de Kruskal-Wallis e Steel-Dwass test para comparacfes
maltiplas. Para todas as anélises a varidvel foi considerada ao nivel de significancia de 0,05.
Todas as analises estatisticas foram executadas utilizando o software estatistico R (www.r-

project.org).

Resultados

A anélise de componentes principais (PCA) com as nove variaveis morfometricas
mensuradas para as trés categorias de fundadoras produziu o primeiro componente principal
(indice de tamanho do corpo) que explicou 83,0% da variancia dos dados e que foi
positivamente associado a todas as variaveis mensuradas. A analise de variancia demonstrou

que as trés categorias de fundadoras diferem quanto ao tamanho do corpo (One-way
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ANOVA; F,54=8,77; P<0,001; Fig. 01). A analise testando para diferencas entre 0s grupos
demonstra que as fundadoras alfas em fundacGes pleometroticas sdo significativamente
maiores que as fundadoras auxiliares (Tukey’s HSD; P<0,01; Fig. 01), entretanto, ndo
diferem de tamanho das fundadoras solitarias (P=0,77; Fig. 01). Além disso, fundadoras
solitarias foram significativamente maiores que as fundadoras auxiliares de fundacdes
pleometroticas (P<0,01; Fig. 01).

As trés categorias de fundadoras também diferem significativamente quanto ao grau
de desenvolvimento ovariano (Kruskal-Wallis; H=38,20; df=2; P<0,001; Fig. 02). A analise
entre os grupos demonstra que fundadoras alfas apresentam maior desenvolvimento ovariano
gue ambas as fundadoras auxiliares (Stell-Dwass; P<0,001; Fig. 02) e fundadoras solitarias
(P=0,01; Fig. 02). Além disso, fundadoras solitarias apresentam maior desenvolvimento
ovariano que fundadoras auxiliares (P<0,001; Fig. 02). Houve uma correlacdo positiva entre o
indice de tamanho do corpo e o grau de desenvolvimento ovariano entre todas as fundadoras
amostradas (Coeficiente de correlacdo de Pearson; r=0,41; P<0,01; n=59; Fig. 03).

A PCA considerando as nove variaveis morfométricas para as trés categorias de
fémeas recém-emergidas produziu o primeiro componente principal que foi positivamente
associado a todas as variaveis, bem como explicou 75,8% da variancia total dos dados. A
analise de variancia utilizando o primeiro componente principal como a varidvel explanatoria
demonstrou que as trés diferentes categorias de fémeas diferem significativamente no
tamanho do corpo (One-way ANOVA; F,.;=6,86; P<0,01; Fig. 04). A analise comparando 0s
grupos demonstra que as gines sdo significativamente maiores que as operarias primarias
(Tukey’s HSD; P<0,01; Fig. 04) e as operarias pos-primarias (P=0,02; Fig. 04). Entretanto, o
tamanho do corpo das operérias primarias e pos-primarias nao difere significativamente

(P=0,79; Fig. 04).
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Discussao

Os resultados desse estudo demonstram que as fundadoras alfas séo significativamente
maiores que as fundadoras auxiliares em fundacdes pleometrotricas. Em vérias espécies de
vespas sociais de fundacdo independente, o tamanho do corpo esta associado ao status
reprodutivo, especialmente nas fundacGes pleometroticas, quando uma hierarquia de
dominéncia é formada entre as fundadoras (Sullivan & Strassmann, 1984; Rdseler et al.,
1985; Tindo & Dejean, 2000). Nessas especies, fundadoras maiores apresentam um alto
indice de dominancia e, na maioria dos casos, assumem a posicdo mais alta na hierarquia
reprodutiva (Turillazzi & Pardi, 1977; Cervo et al., 2008). Dessa forma, fundadoras maiores
gue ocupam posicdes mais elevadas na hierarquia reprodutiva, tém maior acesso a comida
trazida pelas forrageadoras, executa tarefas de menor gasto energético e investe mais na
reproducdo direta, enquanto que, fundadora subordinada comporta-se como uma casta
operaria e pouco investe na reproducao direta (Tibbetts & 1zzo, 2009; Tibbetts et al., 2011b).

Foi observado, ainda, que fundadoras solitarias ndo diferem em tamanho das
fundadoras alfas. Em um estudo com essa mesma espécie Torres et al. (2011) demonstraram
que a taxa de sucesso das fundacBes solitarias € menor que aquelas das fundacGes
pleometrdticas, entretanto, a fundacdo solitaria é a estratégia mais comum entre as
fundadoras. Esses dados sugerem que a fundagdo solitaria nessa espécie pode ser a estratégia
alternativa adotada pelas fundadoras grandes que abdicaram de disputar a reproducéo direta
nas fundacdes pleometrdticas. Resultados semelhantes com vespas do género Polistes de
regido temperada suportam essa hipdtese. Por exemplo, Tibbetts & Reeve (2008) avaliando a
dindmica de agressdo intra-grupo durante o periodo de fundacdo de colonia em Polistes
dominulus demonstraram que os confrontos entre fémeas alfas e betas diminuem quando ha

uma oportunidade de nidificacao solitaria para a fémea beta.
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Fundadoras alfas apresentaram desenvolvimento ovariano maior que os das auxiliares
em fundacBes pleometroticas, enquanto que, fundadoras solitarias apresentaram
desenvolvimento ovariano intermediario entre fundadoras alfas e auxiliares. Esses dados
sugerem que o grau de desenvolvimento ovariano nessa espécie estd intimamente associado a
funcdo desempenhada pela fundadora. Fundadoras alfas e solitarias exercem prioritariamente
a funcdo reprodutiva, e essa condicdo exige um maior investimento em desenvolvimento
ovariano. Entretanto, fundadoras solitarias exercem desde a fundacdo da colonia até a
emergéncia das primeiras operarias, as tarefas extra-ninho e seu menor desenvolvimento
ovariano quando comparado as fundadoras alfas, pode ser em parte explicado pelo
investimento enérgico nessas atividades. Fundadoras auxiliares nas fundacfes pleometréticas
comportam-se como uma casta operaria, e dessa forma, tem pouco incentivo para investir em
desenvolvimento ovariano (Turillazzi & Pardi, 1977; Roseler, 1991). Resultado semelhante
foi encontrado por Keeping (2000) para a vespa social de fundacdo independente
Belonogaster petiolata.

Fundadoras maiores, que ocupam uma posic¢ao elevada na hierarquia de dominancia,
sdo conhecidas por apresentar desenvolvimento ovariano superior aos de suas subordinadas
(Pardi, 1948; West-Eberhard, 1967). Em M. consimilis existe uma associagdo significativa
positiva entre o tamanho do corpo e o desenvolvimento ovariano entre as fundadoras
adotando estratégias distintas. Esses dados sugerem que o investimento em desenvolvimento
ovariano nessa espécie pode estar intimamente associado ao tamanho do corpo. Esse resultado
corrobora os de outros estudos realizados com vespas sociais de fundacdo independente do
género Polistes (Strassmann, 1983; Tannure-Nascimento et al., 2005), Ropalidia (Fukuda et
al., 2003) e Belonogaster (Keeping, 2000).

Foi demonstrado ainda que gines em M. consimilis emergem com maior tamanho do

corpo que ambas as operarias primarias e operarias pos-primarias. Similarmente, diferencas
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morfomeétricas entre operarias e gines foram descritas para outros tdxons de vespas sociais de
fundacdo independente em Polistinae (Eickwort, 1969; Haggard & Gamboa, 1980; Dani,
1994; Turillazzi et al., 1994; Keeping, 2002). A distingdo morfologica entre essas castas é
uma das principais forcas evolutivas que permitiu a divisdo de trabalho reprodutivo em
colbnias de insetos sociais. Variacdo morfométricas entre castas em diferentes espécies de
vespas sociais de fundacdo independente, reforca a possibilidade de um mecanismo comum
de determinacdo de casta pré-imaginal nesse taxon (O’ Donnell, 1998). Além disso, esses
resultados sugerem que a expressdo diferencial do fendtipo nesses taxons pode envolver
mecanismos pré-imaginais ainda desconhecidos.

Portanto esses resultados sugerem que fatores pré-imaginais devem influenciar a
expressao diferencial de caracteristicas morfofisiologicas e comportamentais em vespas
sociais menos-derivada. Embora, a alimentacdo diferencial pré-imaginal seja conhecida por
influenciar a expressdo diferencial do fen6tipo em insetos sociais mais derivados, incluindo
abelhas meliferas e vespas vespines (Haydak, 1943; Winston, 1987; Schmidt et al., 2012),
seus efeitos em grupos menos derivados sdo menos conclusivos. Em vespas sociais de
fundacdo independente, uma analise das diferencas fenotipicas entre castas sob a perspectiva
nutricional pré-imaginal, tem sido realizada de forma especulativa (Eickwort, 1969; Haggard
& Gamboa, 1980; Grechka & Kipyatkov, 1983; Miyano, 1998; Karsai & Hunt, 2002; Judd et
al., 2010). Por exemplo, Pardi & Marino-Picciolo (1981) demonstraram que 0 aumento na
qualidade nutricional de larvas em Belonogaster griseus conduziu ao desenvolvimento de
fémeas adultas relativamente maiores e que foram potencialmente mais férteis. Da mesma
forma, Karsai & Hunt (2002) observaram que as larvas de Polistes metricus que foram
submetidas a uma alimentacdo de melhor qualidade emergiram maiores, bem como,

apresentaram na fase adulta maior proporcéo de corpo gorduroso, parametro esse utilizado
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para diferenciar castas em vespas sociais de fundacdo independente em regides temperadas
(Eickwort, 1969; Toth et al., 2009).

Hipoteses recentes sugerem que o desenvolvimento das fémeas em colénias de insetos
sociais menos-derivados pode ser controlado pelos adultos por mecanismos que envolvem
estresse mecanico (Jeanne & Suryanarayanan, 2011; Suryanarayanan et al., 2011la;
Suryanarayanan et al., 2011b). Por exemplo, Suryanarayanan et al., (2011a) demonstraram
que larvas de Polistes fuscatus desenvolvendo-se em colénias em estagios iniciais
experimentam altos niveis de antenacdo em comparacdo as larvas que se desenvolvem em
colénias maduras. O comportamento de antenacdo é executado contra as paredes das células
ocupadas por larvas e produz um barulho audivel, funcionando como um mecanismo para a
promocdo de estresse, sendo que, larvas submetidas a altos niveis deste tipo de interferéncia
durante seu desenvolvimento, emergem com fenotipo tipico de operérias, enquanto que larvas
que experimentam baixos niveis, emergem com fendtipo tipico de gines (Suryanarayanan &
Jeanne, 2008; Suryanarayanan et al., 2011b). Estudos futuros poderiam indicar se o
mecanismo de manipulacdo do fendtipo por interferéncia mecanica, estad presente em outras
espécies de vespas sociais menos-derivada, incluindo M. consimilis.

Resultados de estudos prévios sugerem que tanto fatores nutricionais quanto
mecanicos-estressores podem desencadear processos fisioldgicos que envolvem mudancas
nos titulos de horménios controladores da determinagdo de casta, em especial 0 horménio
juvenil (HJ), conduzindo para uma resposta epigenética envolvendo a expressédo diferencial de
genes entre larvas de operarias e gines (Toth et al., 2007; Judd et al., 2010; Suryanarayanan et
al., 2011b). Em vespas sociais menos-derivadas, os efeitos do HJ na determinacéo de casta
pré-imaginal sdo poucos conhecidos, entretanto, alguns autores especulam que possa existir
de forma similar aos tdxons mais-derivados (Tibbetts, 2006; Hunt et al., 2007; Hunt et al.,

2010). Entretanto, estudos futuros sdo necessarios para esclarecer se diferencas morfologicas
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entre as castas em vespas sociais menos derivadas sdo controlados por mecanismos
fisioldgicos que envolvem variagbes nos titulos de HJ em estagio pré-adulto (Hunt et al.,

1996; Jeanne, 1996; Hunt et al., 2001).
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Fig. 01. indice de tamanho do corpo (médiatDP) para as trés categorias de fundadoras em
Mischocyttarus consimilis, baseado em nove variaveis morfométricas. Letras indicam

diferencas significativas (p<0,05).
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Mischocyttarus consimilis. Box-plot representa a mediana, 25-75% percentis e intervalo
minimo/méaximo. Letras indicam diferencas significativas (p<0,05).
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Capitulo 1

Efeito da aplicacado topica pré-imaginal de hormonio
juvenil sobre o tamanho do corpo e fisiologia
reprodutiva de fémeas recem-emergidas na vespa
social, Mischocyttarus consimilis
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Efeito da aplicacdo tépica pré-imaginal de hormonio juvenil sobre o tamanho do corpo e
fisiologia reprodutiva de fémeas recém-emergidas na vespa social, Mischocyttarus

consimilis

Resumo

Os mecanismos reguladores da determinacdo de castas em insetos sociais menos
derivados sdo em parte controversos, e continuam ainda pouco esclarecidos. Estudos recentes
sugerem que as caracteristicas morfofisiolégicas e comportamentais que definem
distintamente rainhas e operarias em espécies de vespas sociais menos derivadas podem ser
em parte determinadas pré-imaginalmente. Assim sendo, nesse estudo foi testada a hipotese
de que o hormonio juvenil (HJ) regula a determinacdo de casta pré-imaginal na vespa social
de fundacdo independente Mischocyttarus consimilis. Os resultados demonstraram que
fémeas adultas que emergiram de larvas tratadas com HJ no terceiro instar foram
significativamente maiores que as fémeas de larvas sem tratamento. No entanto, a elevagéo
dos titulos de HJ ndo prolongou o periodo de desenvolvimento larval e pupal, bem como néo
influenciou o aparecimento de ovdcito pré-vitelogénico em fémeas recém-emergidas. Esses
resultados sugerem que o HJ pode desempenhar uma fung@o importante na determinacéo de
castas pré-imaginal em vespas sociais de fundagdo independente, sobretudo afetando
positivamente o tamanho do corpo, sendo o terceiro instar larval o estagio mais critico para as

acoOes decisivas do HJ.

Palavras-chave: Fundacdo independente; determinacdo de casta; Biologia do

desenvolvimento; Insetos sociais; Polistinae.
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Introducéo

A determinacdo de casta em insetos sociais é conhecida por ocorrer por ambas as
formas pré ou pos-imaginal. Especialmente em vespas sociais de fundacdo independente a
auséncia de caracteristicas morfologicas distintas entre rainhas funcionais e operarias €
frequentemente citada como evidéncia contra a determinacéo de casta pré-imaginal (Gadgil &
Mahabal, 1974; Haggard & Gamboa, 1980; Turillazzi, 1980; Solis & Strassmann, 1990; Mead
& Gabouriaut, 1993). Para esses grupos tem sido demonstrado que comportamentos
antagbnicos entre os individuos adultos estabelecem as relacfes de dominancia e fémeas que
sofrem agressdes fisicas assumem a submissdo e se comportam como uma casta trabalhadora
(Gadagkar, 1991).

Entretanto, alguns autores sugerem que a determinacdo de casta em grupos sociais
menos-derivados pode, em parte, ocorrer pré-imaginalmente (O’ Donnell, 1998; Tibbetts,
2006; Hunt, 2012). Evidéncias de determinacao de casta pré-imaginal, incluindo diferencas no
tamanho do corpo entre operérias e gines foram descritas para varias espécies de vespas
sociais de fundacdo independente em Polistinae (West-Eberhard, 1969; Haggard & Gamboa,
1980; Miyano, 1983; Keeping, 2002). Além disso, resultados de estudos recentes relatam a
existéncia de diferencas morfoldgicas qualitativas entre essas castas, especialmente variacoes
morfométricas na area de secre¢do da glandula de Van der Vecht em espécies do género
Polistes (Dapporto et al., 2011; Petrocelli & Turillazzi, 2013).

Estudos apontam que diferencas fenotipicas entre castas de insetos sociais séo geradas
pela expressdo diferencial de genes por individuos que compartilham um mesmo gendtipo
(Evans & Wheeler, 1999; Judice et al., 2004; Sumner et al., 2006; Hunt et al., 2010; Azevedo
et al., 2011). A expressdo diferencial de genes € controlada por processos fisiologicos que
envolvem variagOes em titulos hormonais, dos quais o horménio juvenil (HJ) exerce a funcao

principal (Evans & Wheeler, 2001; Schwander et al., 2010; Lattorff & Moritz, 2013). Por
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exemplo, na abelha Apis melifera, o HJ controla a expressao diferencial de genes durante um
periodo critico do desenvolvimento larval que é marcado por um aumento da sensibilidade a
esse horménio (Evans & Wheeler, 2000; Hepperle & Hartfelder, 2001; Wheeler et al., 2006;
Barchuk et al., 2007).

Em vespas sociais de fundacéo independente, a funcdo do HJ na determinacéo de casta
pré-imaginal € menos conhecida, entretanto, alguns autores especulam que possa ser similar
aos taxons mais-derivados (Tibbetts, 2006; Hunt et al., 2007; Hunt et al., 2010). Por exemplo,
foi sugerido para Polistes dominulus que variagdes morfoldgicas entre operarias e gines,
assim como diferencas no padrdo facial sinalizando qualidade reprodutiva, sdo controladas
pelo HJ em estagio pré-imaginal (Tibbetts, 2006). Um estudo experimental utilizando mRNAI
para a proteina de estoque Hexamerinl, uma proteina estreitamente associada com a
determinacdo de casta na abelha Apis mellifera, mostrou ser afetada pelos niveis de HJ
durante a determinacdo de casta pré-imaginal em Polistes metricus (Hunt et al., 2011). Da
mesma forma, diferencas quantitativas em compostos da cuticula entre fundadoras e operarias
em P. dominulus foram possivelmente associadas a variagdes nos titulos de HJ durante o
desenvolvimento pré-adulto (Dapporto et al., 2008). Além disso, tem sido sugerido que o HJ
possa estar envolvido na expressdo diferencial de genes que conduzem diferengas fenotipicas
entre as castas em Polistes canadensis (Sumner et al., 2006).

Vespas sociais de fundacdo independente de regides tropicais (i. e. género Polistes e
Mischocyttarus), sdo excelentes modelos para avaliar os mecanismos controladores da
determinacdo de castas em grupos sociais menos derivados. Coldnias de vespas sociais em
regides tropicais sdo fundadas durante todo o ano, e a expressdo diferencial de castas nessas
condigdes varia de acordo com ciclo colonial (West-Eberhard, 1969; Jeanne, 1972). De forma
geral, operarias e gines sdo produzidas na fase inicial e reprodutiva da pds-emergéncia,

respectivamente (Gadagkar; 1991). Entretanto, o assincronismo entre as coldnias nessas
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condicdes favorece a ocorréncia de formas sexuais durante todo o ano (Giannotti, 1998;
Tannure-Nascimento et al., 2005; Torres et al., 2011). Esses dados sugerem que 0
aparecimento de gines em populacdes de vespas sociais de fundacdo independente em regides
tropicais esta menos sujeito aos fatores climaticos e, portanto, sugerem que fatores col6nias
podem ter maior influencia na determinacéo de casta nessas condices.

Mischocyttarus consimilis € uma vespa social de fundacdo independente e que segue
um ciclo de nidificacdo assincronico (Richards, 1978; Torres et al., 2011). Relativamente
pouco é conhecido sobre sua historia de vida, especialmente porque os primeiros estudos
foram desenvolvidos apenas recentemente (Montagna et al. 2009; Montagna et al. 2010;
Torres et al.,, 2011; Torres et al., 2012). Em geral, colénias dessa espécie sdo fundadas
durante todo o ano, e seus ninhos consistem de um Unico favo que se prende ao substrato por
um anico peddnculo centralizado (Montagna et al., 2010; Torres et al., 2011). Baseado em
evidéncias de que a determinacdo de castas em vespas de fundacdo independente ocorra ao
menos em parte no estagio pré-imaginal, o objetivo deste trabalho foi testar a hipdtese de que
variacdes nos titulos de HJ durante o desenvolvimento larval controla a expressao fenotipica

diferenciada em fémeas de M. consimilis.

Materiais & Métodos
Coleta e transferéncia das col6nias para abrigos artificiais

Durante o periodo de estudo foram coletadas e transferidas para abrigos artificiais
(Fig. 1A) um total de sete colonias de M. consimilis. Todas as col6nias utilizadas nesse estudo
foram localizadas em areas rurais no municipio de Dourados (22°13°16°’S; 54°48°20”°W),
estado de Mato Grosso do Sul, especialmente em beirais de casas abandonadas. As
transferéncias de col6nias para abrigos artificiais foram realizadas durante a noite, quando

todos os adultos estavam presentes na coldnia e o nivel de estresse causado pelo manuseio era
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relativamente menor. Para minimizar possiveis efeitos do estadgio colonial nas variaveis
analisadas, somente foram transferidas para os abrigos artificiais colonias pds-emergentes que
estavam na fase de operarias (estagio que antecede a emergéncia de machos e gines).

Os abrigos artificiais possibilitaram a manutencdo, monitoramento e manuseio das
colbnias durante todo o periodo de experimentacdo. Os abrigos artificiais foram construidos
no entorno do Laboratorio de Ecologia da Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul,
campus de Dourados-MS. Cada abrigo artificial foi construido com a dimensédo de 1,2 x 1,2 X
2,5 mts, em madeira, cobertos com telhas de regulacdo térmica e sem paredes laterais (Fig.
1A). As coldnias foram fixadas em uma chapa de madeira instalada individualmente dentro de
cada abrigo artificial (Fig. 1B). Cada chapa de madeira medindo 0,3 x 0,6 mts foi presa por
um unico ponto em uma ripa posicionada proximo da cobertura do abrigo, utilizando para isso
uma dobradica (Fig. 1C). Em cada uma das chapas de madeira foi fixada, utilizando cola de
madeira, uma unica coldnia de M. consimilis. A partir da fixacdo da col6nia na chapa de
madeira era possivel girad-la em 180 graus e, assim fazer a aplicacdo tdpica de HJ a favor da
gravidade (Fig. 1D). Como forma de prover condicOes ideais de temperatura e umidade para o
desenvolvimento das col6nias transferidas, os abrigos artificiais foram instalados proximos a

uma vegetacao arbustiva.

Procedimentos experimentais

A manipulacdo experimental, somente foi iniciada ap0s as col6nias transferidas
estarem habituadas ao abrigo artificial, confirmado pela adi¢cdo de novas células ao favo e
alimentacéo das larvas.

Trabalhos prévios apresentaram evidéncias que o processo de determinacdo de casta
pré-imaginal em vespas sociais de fundacdo independente tem inicio no terceiro instar larval

(Suryanarayanan & Jeanne, 2008; Suryanarayanan et al., 2011a). Resultados de varios
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estudos sugerem que esse estadgio é mais sensivel as acOes decisivas do HJ na trajetoria
diferencial entre as castas em grupos sociais mais-derivados, incluindo abelhas meliferas e
vespas vespines (Ishay, 1975; Hartfelder & Engels, 1998; Antonialli-Junior & Cruz-Landim,
2009).

Portanto, a aplicacéo tépica de HJ foi feita em lotes de larvas de 3° instar (Tratamento
1), 4° instar (Tratamento 2) e 5° instar (Tratamento 3). A definicdo do instar de cada larva
tratada foi feito baseando-se na largura da céapsula cefalica. Em uma anélise prévia foram
definidos os intervalos de valores métricos para a largura da capsula cefalica para cada instar
larval em M. consimilis de acordo com a regra de Dyar: 1° instar (0,4-0,5mm); 2° instar (0,6-
0,7mm); 3° instar (0,9-1,1mm); 4° instar (1,3-1,5mm); 5° instar (1,9-2,2mm). Pelo método de
mapeamento didrio do ninho em papel hexagonado-impresso (Giannotti, 1998; Hunt et al.,
2011), foi possivel acompanhar o crescimento, assim como a mudanca de instar de cada larva,
0 que permitiu selecionar aquelas que eram passiveis de receber a dose do HJ em cada
tratamento.

As larvas selecionadas foram tratadas com a aplicacao topica de uma dose de 1,0ug de
HJ diluido em 1,0pl de acetona, utilizando para isso um micropipetador automatico com
capacidade volumétrica de 2,0 pl. Essa dosagem tem sido utilizada com sucesso para avaliar
os efeitos do HJ na determinagdo de casta pré-imaginal em diferentes espécies de insetos
sociais (Antonialli-Junior & Cruz-Landim, 2006; Penick et al., 2012). Para minimizar o
estresse causado pela manipulacao todos os tratamentos foram realizados em periodo noturno.

A taxa de mortalidade e o tempo de desenvolvimento das larvas tratadas foram
avaliados para cada tratamento. Para obter um maior numero de larvas tratadas, cada
tratamento foi realizado durante quatro semanas consecutivas na mesma col6nia, com trés
procedimentos semanais de aplicacdo de HJ. Todas as fémeas oriundas de larvas que

receberam tratamento com HJ, bem como as controles foram coletadas logo apds emergirem.
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E importante destacar que devido a baixa densidade de imaturos em colbnias experimentais,

ndo foi possivel avaliar a capacidade inerte do solvente como um segundo controle.

Analises morfofisioldgicas

As medidas de nove varidveis morfométricas foram tomadas de um total de 118
fémeas recém-emergidas conforme Gunnels (2007): altura da cabeca, distancia maxima entre
as margens internas dos olhos, distancia minima entre as margens internas dos olhos,
comprimento do mesonotum, largura do mesonotum, comprimento do térax, altura da
mesopleura, comprimento da tibia e comprimento da asa anterior.

O grau de desenvolvimento ovariano foi determinado baseando-se na presenca ou
auséncia de ovdcito pré-vitelogénico nos ovarios. Todas as medidas morfofisioldgicas foram
tomadas com auxilio de um estereomicroscopio Zeiss Stemi 2000C adaptado com uma ocular

micrométrica (Carl Zeiss Microscopy, Oberkochen, Germany).

Anélises estatisticas

As nove varidveis morfométricas mensuradas de fémeas tratadas e sem tratamento,
foram incluidas em uma analise de componentes principal (PCA), e o primeiro componente
principal foi utilizado como indice de tamanho do corpo (Keeping, 2000; Gunnels, 2007).
Dados de tamanho do corpo e tempo de desenvolvimento larval e pupal apresentaram
distribuicdo normal (Shapiro-Wilk test; P>0,05), bem como homogeneidade de variancia
(Bartlett’s test; P>0,05), portanto as diferencas entre as categorias de fémeas foram avaliadas
por testes paramétricos, incluindo Analise de Variancia (ANOVA) e Dunnett test para
comparagdes multiplas. Os dados de desenvolvimento ovariano foram analisados utilizando o

Teste de Qui-Quadrado (X?). Para todas as analises a variavel foi considerada ao nivel de

55



significancia de 0,05. Toda a andlise estatistica foi executada utilizando o software estatistico

R (www.r-project.org).

Resultados

Foram tratadas com HJ um total de 460 larvas, entretanto, somente 81 dessas
atingiram o estagio adulto. A maior taxa de mortalidade ocorreu em larvas tratadas no terceiro
(85,7%) instar, seguido por larvas tratadas no quinto (80,9%) e quarto (79,3%) instar (Tabela
01).

A anadlise de componentes principais (PCA) com as nove variaveis morfométricas
recuperou a maior parte da variancia existente entre as quatro categorias de fémeas
experimentais. O primeiro eixo da PCA foi positivamente associado a todas as variaveis
morfomeétricas e explicou 78,3% da variacdo total dos dados. A analise de variancia utilizando
0 primeiro componente principal como a variavel explanatéria mostrou haver diferencas
significativas no tamanho do corpo entre as fémeas dos grupos tratamentos e controle
(ANOVA; F3.114=3,15; P=0,02; Fig. 02). Entretanto, o teste comparando diferencas entre 0s
grupos demonstrou que somente as fémeas tratadas no terceiro instar emergem com tamanho
do corpo significativamente maior do que fémeas controles (Dunnett test; P<0,01; Fig. 02).

Foi demonstrado ainda que a proporcao de fémeas recém-emergidas portando ovocitos
pré-vitelogénico ndo foi afetada pela aplicacdo tdpica pré-imaginal de HJ (Teste de Qui-
quadrado; X?=1,48; P=0,68; Fig. 03). Da mesma forma, o periodo de desenvolvimento larval
e pupal ndo diferiram significativamente entre as fémeas dos grupos tratamentos e controle
(estagio larval, ANOVA; F3.10:=0,50; P=0,68; Fig. 04) (estagio pupal, ANOVA; F3.10:=1,92;

P=0,13; Fig. 05).

Discussao
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Os resultados desse estudo demonstram que ha uma elevada taxa de mortalidade das
larvas que foram submetidas aos tratamentos com HJ. Observacfes in situ revelaram que
larvas tratadas em grande parte foram reconhecidas e agredidas por adultos que policiavam o
ninho logo apds os procedimentos de aplicacdo de HJ. Os atos agressivos que incluiam
mordidas e mordiscadas foram suficientes para causar injarias e a morte de varias larvas

tratadas. Contudo, a elevada taxa de mortalidade ndo comprometeu a analise dos efeitos pre-
imaginais do HJ, visto que um namero significativo de larvas tratadas atingiu O estagio adulto

em cada tratamento.

Deste modo, a andlise dos dados experimentais demonstrou que a manipulacdo dos
titulos de HJ em periodo especifico do desenvolvimento larval, promove uma variacdo
significativa no tamanho do corpo entre fémeas tratadas e controles. Larvas tratadas no
terceiro instar emergem significativamente maiores do que as larvas sem nenhum tratamento.
Esses resultados corroboram as especulac@es prévias que sugerem haver uma associacao entre
a variacdo dos titulos de HJ e a expressdo diferencial de caracteristicas morfofisiologicas entre
as castas em vespas sociais de fundacdo independente (Tibbetts, 2006; Hunt et al., 2010).

A evolucdo para o controle da determinacdo de casta pré-imaginal pelos adultos pode
ter promovido o inicio da diferenciacdo morfoldgica entre as castas nos insetos sociais. Sabe-
se que fémeas maiores em insetos sociais menos-derivados tém maior potencial reprodutivo
devido a maior capacidade para a dominancia e desenvolvimento ovariano (Turillazzi &
Pardi, 1977; Tibbetts & Sheehan, 2012; Shukla et al., 2013; Heinze & Oberstadt, 1999).
Dessa forma, a evolucdo da diferenciagdo morfoldgica entre as castas nesses taxons pode ter
sido selecionada a fim de reduzir o conflito social, em especial pela reproducéo direta (Reeve,
1991; Bourke, 1999). Por exemplo, diferenca de tamanho do corpo entre operarias e gines em
vespas sociais de fundacdo independente pode ser explicada pela historia de vida associada a

cada uma dessas castas. Operarias sdo as fémeas menores que se dedicam a manutencdo e
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defesa da colbnia, enquanto, que gines sdao fémeas maiores que acasalam e fundam novas
colénias (Metcalf, 1980; Toth et al., 2009). Variacdo fenotipica, incluindo diferencas no
tamanho do corpo compreende uma das principais forcas evolutivas que permitiu a divisdo de
trabalho reprodutivo entre as castas nos insetos sociais (O’ Donnell, 1998).

O resultado mais significativo do tratamento com HJ ocorreu em larvas de terceiro
instar, apontando para um efeito hormonal instar-dependente. Estudos prévios demonstraram
que o estagio larval mais sensivel as acdes decisivas do HJ durante a determinacdo de casta
pré-imaginal, pode variar entre as diferentes espécies de insetos sociais (Wheeler, 1986;
Rachinsky & Hartfelder, 1990; Penick et al., 2012). Por exemplo, na formiga Harpegnathos
saltator, uma elevacdo dos titulos de HJ em larvas de penultimo e Gltimo instar é suficiente
para induzir o desenvolvimento de rainha (Penick et al., 2012). Ja, em abelha Apis mellifera
as maiores taxas de biosintese de HJ em larvas se desenvolvendo em rainhas ocorrem no
terceiro instar (Rachinsky & Hartfelder, 1990; Hartfelder & Engels, 1998), periodo esse
associado a expressao diferencial de genes controlando caracteristicas morfofisioldgicas
diferenciadas entre as castas (Evans & Wheeler, 1999; Barchuk et al., 2007; Patel et al.,
2007). No entanto, Schmidt-Capella & Hartfelder (1998) demonstraram que os efeitos da
elevacdo topica de HJ no controle de apoptose celular que causam diferencas morfoldgicas
entre as castas, foram mais evidentes no quinto instar larval, justamente por ser nesse estagio
em que os niveis normais de HJ estdo mais baixos, e por isso seus efeitos sdo mais
significativos. Por outro lado, Antonialli-Junior & Cruz-Landim (2009) estudando essa
mesma espécie demonstraram que os efeitos do HJ sobre o controle de apoptose celular foram
mais significativos quando a aplicagdo ocorreu no terceiro instar larval. Deve-se destacar
tambem que apesar de néo ter sido possivel avaliar o efeito do solvente sozinho, é sabido por

outros trabalhos que, de fato, ele néo € inerte, entretanto, isto ndo impossibilitou de avaliar os
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efeitos do HJ nesse estudo (Rachinsky & Hartfelder, 1990; Schmidt-Capella & Hartfelder,
1998; Antonialli-Junior & Cruz-Landim, 2009).

De fato, larvas de insetos sociais sdo dependentes do cuidado dos adultos e estudos
mostram que operarias podem efetivamente manipular o desenvolvimento da larva para
produzir determinado fendtipo de acordo com o0s interresses coloniais. Estudos recentes
confirmam essa hipétese por demonstrar que adultos em vespas sociais podem interferir no
desenvolvimento dos imaturos para produzir determinado fenétipo, de acordo com o estagio
colonial (Fjerdingstad, 2005; Suryanarayanan & Jeanne, 2008; Suryanarayanan et al., 2011a;
Penick & Liebig, 2012; Shpigler et al., 2013). Por exemplo, Suryanarayanan et al., (2011a)
demonstraram que larvas de Polistes fuscatus presentes em colénias pré-emergentes,
experimentam altos niveis de antenacdo em comparacdo as larvas presentes em col6nias pos-
emergentes.

O comportamento de antenacdo é executado contra as paredes das células ocupadas
por larvas e produz um barulho audivel, funcionando como um mecanismo para a promogao
de estresse, sendo que, larvas submetidas a altos niveis deste tipo de interferéncia durante seu
desenvolvimento emergem com fendtipo tipico de operarias, enquanto que larvas que
experimentam baixos niveis emergem com fendtipo tipico de gines (Suryanarayanan &
Jeanne, 2008; Suryanarayanan et al., 2011b). Entretanto, permanece por ser esclarecido se 0s
titulos de HJ sofre variagdo de acordo com a intensidade da interferéncia mecéanica em larvas
manipuladas.

Por outro lado, as variagdes nos titulos de HJ durante a determinacdo de casta pré-
imaginal em vespas sociais, podem ser analisadas sob uma perspectiva nutricional. Desde
longo tempo é conhecido que 0s mecanismos que controlam a biosintese de HJ no corpora
alata em imaturos de insetos holometabolos, sdo afetadas por parametros nutricionais

(Truman et al., 2006; Mirth & Riddiford, 2007). Em insetos sociais os efeitos da nutri¢do
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sobre os titulos de HJ durante a determinacdo de casta tém sido demonstrados para a abelha
Apis mellifera, nas quais uma elevacdo dos titulos de HJ somente ocorre em larvas que
experimentam uma dieta altamente nutritiva, ou seja, a base de geléia real (Winston, 1987;
Rachinsky & Hartfelder, 1990; Rachinsky & Hartfelder, 1991).

Em vespas sociais de fundacdo independente uma associacdo entre a dieta e a sintese
de HJ durante a determinacdo de casta ainda ndo € conhecida, contudo, alguns autores
especulam que de fato possa existir (Karsai & Hunt, 2002; Hunt et al., 2010; Suryanarayanan
et al., 2011b). Em vespas sociais tropicais com ciclos anuais, operarias e gines emergem em
periodos distintos do ciclo colonial em que as taxas relativas de alocacdo de alimento pela
colénia sdo diferentes, o que sugere uma possivel relacdo entre alimentacdo diferencial e
ontogenia pré-imaginal (West-Eberhard, 1969; Jeanne, 1972; Andrade & Prezoto, 2001;
Gobbi et al., 2006; Torres et al., 2011).

Além disso, foi demonstrado que a aplicacdo topica pré-imaginal de HJ ndo promoveu
0 aparecimento de ovocito pré-vitelogénico em fémeas recém-emergidas. Esses dados
sugerem que a elevacao dos titulos de HJ ndo deve afetar o desenvolvimento ovariano em um
estagio pré-adulto, bem como evidenciam que o investimento em ovocitos nessa espécie
ocorre, sobretudo na fase adulta, assim como demonstrado em outras espécies de vespas
sociais de fundacgéo independente (Molina & O' Donnell, 2008; Shukla et al., 2013).

Cnaani et al. (2000) demostraram que o HJ influencia a determinagdo de casta na
abelha Bombus terrestris especialmente por prolongar o periodo de desenvolvimento entre as
mudas das larvas que se desenvolvem em rainhas. Em M. consimilis ndo houve diferencas
significativas no tempo de desenvolvimento larval entre os individuos tratados e controles,
sugerindo que o maior tamanho das fémeas cujas larvas foram tratadas no terceiro instar é
resultado de uma maior taxa de crescimento dessas larvas em relacdo as controles. Esses

dados sugerem que larvas tratadas no terceiro instar foram alimentadas em taxas superiores as
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controles, entretanto, permanece desconhecido se esse parametro nutricional diferenciado é
quantitativo, qualitativo ou ambos.

Os resultados apresentados aqui, sobretudo aqueles mostrando diferencas de tamanho
do corpo entre as fémeas que foram tratadas no terceiro instar, evidenciam que o HJ tem um
papel decisivo na determinacdo de casta pré-imaginal em espécies de vespa social de
fundacdo independente e, que seu efeito € instar-dependente. Além disso, esses dados
sugerem que 0S mecanismos pré-imaginais controladores da determinacdo de castas podem
ter sido conservados ao longo da evolucdo dos himendpteros sociais. Dessa forma, conhecer
0s mecanismos que controlam o fenétipo dos individuos em um estagio pré-adulto possibilita
levantar questdes importantes sobre a evolugcdo do comportamento social nos insetos, bem
como, pode ajudar a responder questdes envolvendo a relacdo entre o padréo fenotipico e a
expressao de comportamento na vida adulta. Portanto, ainda sdo necessarios mais estudos
para esclarecer quais fatores afetam o padrdo diferencial dos titulos de HJ durante a
determinacdo de casta pré-imaginal nesse grupo, assim como a nutricdo, temperatura ou

niveis de exposicao a estresse.
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Fig. 01. (A) Abrigo artificial para manutencéo e manipulagdo experimental de coldnias de vespas
sociais. (B) Vista interna do abrigo artificial mostrando a posi¢do da chapa de madeira, utilizada
para a fixacdo da col6nia. (C) Colbnia fixada na chapa de madeira. (D) Procedimento de
aplicacdo tépica de horménio juvenil (HJ) a favor da gravidade, a partir do giro da chapa de
madeira em 180 graus.
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Tabela 01. Taxa de mortalidade das larvas tratadas com hormonio juvenil (HJ) em diferentes
instares larvais, baseado em dados de sete colonias experimentais de Mischocyttarus consimilis.

No. larvas tratadas que

Tratamento (HJ) No. larvas tratadas o -
atingiram o estagio adulto

Taxa de mortalidade (%)

3°-instar 202 29 85,7
4°-instar 164 34 79,3
5°-instar 94 18 80,9
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Fig. 02. Variacdo no indice de tamanho do corpo (médiatDP) de fémeas de Mischocyttarus

consimilis, cujas larvas foram tratadas com hormdnio juvenil (HJ) em diferentes instares
larvais. ** (p<0,01); ns (p>0,05).
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Mischocyttarus consimilis, cujas larvas foram tratadas com hormonio juvenil (HJ) em
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Capitulo IV

Efeito da aplicacdo topica pré-imaginal de hormonio
juvenil sobre o fenotipo comportamental e fisiologia
reprodutiva de fémeas adultas na vespa social,
Mischocyttarus consimilis
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Efeito da aplicagdo topica pré-imaginal de hormonio juvenil sobre o fendtipo
comportamental e fisiologia reprodutiva de fémeas adultas na vespa social,

Mischocyttarus consimilis

Resumo

Em colbnias de insetos sociais ha uma pronunciada divisdo de tarefas, das quais a
funcdo reprodutiva é exercida pela rainha. Entretanto, em espécies de vespas sociais de
fundacdo independente, fémeas abaixo da rainha mantém o potencial reprodutivo e podem
assumir a funcdo de rainha se for necessario. Portanto, uma das questdes centrais em estudo
com esse tema € conhecer os fatores que afetam o status social entre fémeas adultas em
espécies nas quais diferencas morfoldgicas entre rainhas e operarias sdo menos pronunciadas.
Dessa forma, nesse estudo foi testada a hipotese de que a elevacdo dos titulos de hormonio
juvenil por aplicacdo topica em estdgio pré-imaginal poderia alterar o grau de
desenvolvimento ovariano e por consequéncia o fen6tipo comportamental de fémeas adultas
na vespa social Mischocyttarus consimilis. Os resultados demonstraram que fémeas adultas,
cujas larvas foram tratadas com HJ, sobretudo no terceiro instar permaneceram
significativamente mais tempo na colénia, bem como receberam menos agressao fisica das
companheiras de ninho. Entretanto, a elevacao dos titulos de HJ ndo teve efeito significativo
sobre 0 desenvolvimento ovariano destas fémeas. Esses resultados séo evidéncias de que a
variacao dos titulos de HJ em periodo especifico do desenvolvimento larval pode levar a uma
mudanga no comportamento e status social em fémeas adultas, permitindo inferir que a
determinacdo de casta em vespas sociais de fundacdo independente pode ser em parte pre-

imaginal.
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Palavras-chave: Divisdo de trabalho; Estratégia reprodutiva; Determinacdo de casta;

Polistinae.

Introducéo

Em colbnias de insetos sociais ha uma pronunciada divisdo de tarefas, das quais a
funcdo reprodutiva é exercida pela rainha (Robinson, 1992). Entretanto, em espécies menos
derivada fémeas abaixo da rainha mantém o potencial reprodutivo e pode assumir a funcao
reprodutiva da col6nia se necessario (Strassmann & Meyer, 1983; Monnin & Peeters, 1999).
Nessas sociedades ha uma hierarquia reprodutiva que estd intimamente associada a posi¢édo
que cada fémea ocupa dentro de uma hierarquia de dominancia (van Doorn & Heringa, 1986;
Bridge & Field, 2007; Bang & Gadagkar, 2012). Fémeas melhor ranqueadas na hierarquia de
dominéncia forrageiam menos, tém maior acesso a comida trazida pelas forrageadoras e sdo
as mais cotadas para assumir a funcdo reprodutiva da col6nia na auséncia da reprodutora
(Turillazzi & Pardi, 1977; Hughes & Strassmann, 1988; Molina & O' Donnell, 2009).

Em espécies mais derivadas diferencas morfofisiolégicas entre rainhas e operarias
definem a divisdo de trabalho reprodutivo colonial (Julian et al., 2002; Amdam et al., 2004;
Smith et al., 2008a). Nesses grupos uma trajetéria pré-imaginal diferenciada influenciada
principalmente por alimentacdo diferencial tem sido a regra para essas diferengas
morfofisiolégicas (Haydak, 1943; Winston, 1987; Smith et al., 2008b; Schwander et al.,
2010; Schmidt et al., 2012). Dessa forma, uma das questdes centrais em estudos com insetos
sociais menos derivados € conhecer quais fatores pre-imaginais influenciam a morfologia e a
ontogenia comportamental dos adultos, ja que individuos nesses grupos sdo totipotentes,
podendo exercer ou ndo a funcdo reprodutiva (Toth et al., 2005; Lattorff & Moritz, 2013).

Em vespas sociais de fundacdo independente, uma andlise das diferencas

morfofisioldgicas entre castas sob a perspectiva nutricional pré-imaginal tem sido feita de
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forma especulativa (Eickwort, 1969; Haggard & Gamboa, 1980; Grechka & Kipyatkov, 1983;
Miyano, 1998; Karsai & Hunt, 2002; Judd et al., 2010). Por exemplo, em colénias de vespas
sociais com ciclos anuais, assim como Polistes e Mischocyttarus, operarias sdo produzidas no
inicio da pds-emergéncia, especialmente porque coldnias nessa fase tém grande demanda por
forca-de-trabalho (Haggard & Gamboa, 1980; Dani, 1994; Keeping, 2002). Operarias se
dedicam, sobretudo, a manutencdo e defesa da coldnia, bem como, ao cuidado dos imaturos
(Eickwort, 1969; Jeanne, 1972). Ao contrario, gines sdo produzidas na fase reprodutiva da
pos-emergéncia (West-Eberhard, 1969; Haggard & Gamboa, 1980; Miyano, 1983), e em geral
investem na reproducdo propria e pouco contribui com a coldnia maternal (Turillazzi, 1980;
Keeping, 1997).

Dessa forma € esperado que fémeas com fendtipo de gines poderiam aumentar suas
chances para a reproducéo direta por permanecer na coldénia maternal, bem como, induzir as
outras fémeas a forragear (Cant & Field, 2001; Molina & O’ Donnell, 2009; de Souza &
Prezoto, 2011). Por exemplo, Molina & O’ Donnell (2008) demonstraram que fémeas que
recebem altas taxas de agressao iniciam a atividade de forrageamento em idade anterior a das
fémeas que permanecem sem receber agressdo ou que recebem em taxas relativamente
menores. Além disso, esses atos agressivos inibem o desenvolvimento ovariano de fémeas
agredidas, conduzindo essas fémeas a executar comportamentos tipicos de operarias (Jeanne,
1991). Essa hipétese € suportada por estudos que avaliaram o efeito da agressdo sobre o
desenvolvimento ovariano em fémeas maduras de Mischocyttarus mastigophorus e Polistes
instabilis (Markiewicz & O' Donnell, 2001; Molina & O’ Donnell, 2007; Molina & O’
Donnell, 2009).

Esses dados sugerem que divergéncias fenotipicas fixadas pre-imaginalmente podem
ser a base para a ontogenia comportamental diferenciada entre as castas em espécies de

vespas sociais de fundacdo independente (Karsai & Hunt, 2002; Dapporto et al., 2011;
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Petrocelli & Turillazzi, 2013). Portanto, conhecer os fatores que influenciam a expresséo
diferencial de atributos fenotipicos entre operarias e gines nessas sociedades promove um
passo importante para o conhecimento dos fatores influenciando a divisdo de trabalho
reprodutivo entre as castas nos insetos sociais menos derivados (O' Donnell, 1996; Tibbetts &
Sheehan, 2012).

O hormoénio juvenil (HJ) é conhecido por conduzir uma importante funcao
gonadotréfica em fémeas reprodutivas em varios tdxons de insetos sociais (Bohm, 1972;
Barth et al., 1975; Roseler, 1977; Roseler et al., 1980; Roseler et al., 1984; Giray et al.,
2005). Tem sido demonstrado que variacdes nos titulos desse hormdnio tém efeito sobre a
ontogénica comportamental e fisiologia reprodutiva em fémeas de diferentes espécies de
vespas sociais de fundacdo independente (Giray et al., 2005; Shorter & Tibbetts, 2009). Em
polistine sdo fortes os indicios da influencia do HJ sobre a regulacdo de ambos os atributos,
capacidade de reproducdo e status de dominancia. Por exemplo, em vespas sociais dos
géneros Polistes e Ropalidia, o HJ influencia o desenvolvimento ovariano em rainhas, bem
como o estabelecimento da hierarquia de dominéncia entre as operarias (Roseler, 1977;
Raseler et al., 1984; Agrahari & Gadagkar, 2003). Embora haja um consideravel nimero de
trabalhos explorando a associagdo entre parametros morfofisioldgicos e comportamentais em
fémeas adultas, poucos foram aqueles que investigaram os efeitos pré-imaginais do HJ nesses
aspectos (O' Donnell, 1998).

Alguns desses trabalhos investigaram como variagdes no tamanho do corpo
influenciam a expressdo de comportamento de dominancia e a fisiologia reprodutiva em
fémeas com potencial reprodutivo (Turillazzi & Pardi, 1977; Cervo et al., 2008; Liebert et al.,
2008; Tibbetts & Sheehan, 2012). No entanto, ainda ndo ha relatos de trabalhos que tenham
explorado o efeito da aplicacéo topica pré-imaginal de HJ sobre a fisiologia e comportamento

em adultos de vespas sociais de fundacdo independente. Dessa forma, o objetivo desse estudo
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foi investigar a influencia da aplicagdo topica pré-imaginal de HJ no comportamento e

desenvolvimento ovariano em fémeas adultas da vespa social Mischocyttarus consimilis.

Materiais & Métodos
Coleta e transferéncia das col6nias para abrigos artificiais

Durante o periodo de estudo foram coletadas e transferidas para abrigos artificiais
(Fig. 1A) um total de quatro colénias de M. consimilis. Todas as colbnias utilizadas nesse
estudo foram localizadas em é&reas rurais no municipio de Dourados (22°13’16°’S;
54°48°20°W), estado de Mato Grosso do Sul, especialmente em beirais de casas
abandonadas. As transferéncias foram realizadas durante a noite, quando todos os adultos
estavam presentes na col6nia e o nivel de estresse causado pelo manuseio era relativamente
menor. Para minimizar possiveis efeitos do estagio colonial nas variaveis analisadas, somente
foram transferidas para os abrigos artificiais colénias pds-emergentes que estavam na fase de
operarias (estagio que antecede a emergéncia de machos e gines).

Os abrigos artificiais possibilitaram a manutencdo, monitoramento e manuseio das
colbnias durante todo o experimento. Cada abrigo artificial foi instalado no entorno do
Laboratério de Ecologia da Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul, campus de
Dourados-MS. Cada abrigo artificial foi construido com a dimensdo de 1,2 x 1,2 x 2,5 mts,
em madeira, cobertos com telhas de regulacdo térmica e sem paredes laterais (Fig. 1A). As
colbnias foram fixadas em uma chapa de madeira instalada individualmente dentro de cada
abrigo artificial (Fig. 1B). Cada chapa de madeira medindo 0,3 x 0,6 mts foi presa por um
unico ponto em uma ripa posicionada proximo da cobertura do abrigo, utilizando para isso
uma dobradiga (Fig. 1C). Em cada uma das chapas de madeira foi fixada, utilizando cola de
madeira, uma unica colonia de M. consimilis. A partir da fixacdo da col6nia na chapa de

madeira era possivel gira-la em 180 graus e, assim fazer a aplicacéo topica de HJ a favor da
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gravidade (Fig. 1D). Como forma de prover condicdes ideais de temperatura e umidade para o
desenvolvimento das col6nias transferidas, os abrigos artificiais foram instalados proximos a

uma vegetacao arbustiva.

Procedimentos experimentais

A manipulacdo experimental, somente foi iniciada apds as colbnias transferidas
estarem habituadas ao abrigo artificial, confirmado pela adicdo de novas células ao favo e
alimentacéo das larvas.

Trabalhos prévios apresentaram evidéncias que o processo de determinacdo de casta
pré-imaginal em vespas sociais de fundacdo independente tem inicio no terceiro instar larval
(Suryanarayanan & Jeanne, 2008; Suryanarayanan et al., 2011a). Resultados de varios
estudos sugerem que esse estagio é mais sensivel as acbes decisivas do HJ na trajetoria
diferencial entre as castas em grupos sociais mais-derivados, incluindo abelhas meliferas e
vespas vespines (Ishay, 1975; Hartfelder & Engels, 1998; Antonialli-Junior & Cruz-Landim,
2009).

Portanto, a aplicacdo tépica de HJ foi feita em lotes de larvas de 3° instar (Tratamento
1), 4° instar (Tratamento 2) e 5° instar (Tratamento 3). A defini¢cdo do instar de cada larva
tratada foi feito baseando-se na largura da capsula cefalica. Em uma anéalise prévia foram
definidos os intervalos de valores métricos para a largura da capsula cefélica para cada instar
larval em M. consimilis de acordo com a regra de Dyar: 1° instar (0,4-0,5mm); 2° instar (0,6-
0,7mm); 3° instar (0,9-1,1mm); 4° instar (1,3-1,5mm); 5° instar (1,9-2,2mm). Pelo método de
mapeamento diario do ninho em papel hexagonado-impresso (Giannotti, 1998; Hunt et al.,
2011), foi possivel acompanhar o crescimento, assim como a mudanga de instar de cada larva,
0 que permitiu selecionar aquelas que eram passiveis de receber a dose do HJ em cada

tratamento.
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As larvas selecionadas foram tratadas com a aplicacao topica de uma dose de 1,0ug de
HJ diluido em 1,0ul de acetona, utilizando para isso um micropipetador automatico com
capacidade volumétrica de 2,0 ul. Essa dosagem tem sido utilizada com sucesso para avaliar
os efeitos do HJ na determinacdo de casta pré-imaginal em diferentes espécies de insetos
sociais (Antonialli-Junior & Cruz-Landim, 2006; Penick et al., 2012). Para minimizar o
estresse causado pela manipulacao todos os tratamentos foram realizados em periodo noturno.

Para obter um maior numero de larvas tratadas, cada tratamento foi realizado durante
guatro semanas consecutivas na mesma colbnia, com trés procedimentos semanais de
aplicacdo de HJ. E importante destacar que devido a baixa densidade de imaturos em coldnias
experimentais, ndo foi possivel avaliar a capacidade inerte do solvente como um segundo

controle.

Analises comportamentais e fisioldgicas

Cada fémea recém-emergida, cujas larvas foram tratadas e controles receberam uma
marcagdo com um ponto colorido no térax. As observacdes comportamentais foram realizadas
no dia em que a fémea marcada completou oito dias de idade-adulta. Conforme demonstrado
por Torres et al. (2012) fémeas de M. consimilis com idade de oito dias estdo aptas para
expressar 0s comportamentos avaliados nesse estudo.

Os comportamentos de permanecer no ninho e receber agressdo fisica das
companheiras do ninho foram avaliados para um total de 37 fémeas, totalizando 185 horas de
observacao in situ. Cada fémea marcada foi observada por duas horas continuas no periodo da
manha (entre 09h00min e 11h00min) e por trés horas continuas no periodo da tarde (entre
13h00min e 16h00min). Em cada sessao de observacgéo foi quantificado o tempo em que cada
fémea marcada esteve presente na colonia. Foi calculada ainda a taxa de agressao fisica em

que cada fémea marcada recebeu das companheiras do ninho (nimero total de agressoes
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recebidas por hora de presenca no ninho) conforme, Markiewicz & O’ Donnell (2001). Os
comportamentos agressivos avaliados incluiram mordidas, mordiscadas, prender e montar
sobre outra fémea, conforme descrito em Bruyndonckx et al. (2006).

Ao final do periodo de observacdo cada fémea marcada foi coletada e eutanaziada
(submetidas ao congelamento por 30 minutos). Em seguida seus gasteres foram extraidos e
fixados em solucdo de dietrich por trés semanas consecutivas e depois desse periodo
armazenados em alcool 70% para posterior dissecamento e andlise do desenvolvimento
ovariano.

Cada gaster foi dissecado em uma placa de petri contendo solucéo fisioldgica. De cada
fémea foi obtido o comprimento médio dos seis maiores ovocitos e essa medida foi utilizada
como indice de desenvolvimento ovariano individual (Cervo & Lorenzi, 1996; Sledge et al.,
2004; Giray et al., 2005). O comprimento dos ovdcitos foi obtido com auxilio de um
estereomicroscopio Zeiss Stemi 2000C adaptado com uma ocular micrométrica (Carl Zeiss

Microscopy, Oberkochen, Germany).

Analises estatisticas

Os dados de comportamento e desenvolvimento ovariano das fémeas tratadas e
controles ndo apresentaram distribuicdo normal (Shapiro-Wilk test; P<0,05), portanto as
diferencas entre os grupos foram avaliadas por testes ndo paramétricos, incluindo analise de
Kruskal-Wallis e Mann-Whitney U test para comparagdes multiplas, seguido por correcdo de
Bonferroni. Para todas as andlises foi considerado o nivel de significancia de 0,05. Todas as

analises foram executadas utilizando o software estatistico R (www.r-project.org).

Resultados
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O tempo de presenca no ninho diferiu significativamente entre as fémeas do grupo
tratamento e controle (Kruskal-Wallis; H=12,02; df=3; P<0,01; Fig. 01 e Tabela 01). A
analise comparando o tempo de presenca no ninho entre as fémeas tratadas e controles
demonstrou que somente fémeas que emergem de larvas tratadas com HJ no terceiro instar,
permanecem significativamente mais tempo no ninho quando comparado com fémeas que
emergem de larvas sem tratamento (Mann-Whitney U test; P<0,01; correcdo de Bonferroni;
Fig. 01). As taxas de agressdao fisica diferiram significativamente entre as fémeas dos
diferentes grupos de tratamento e controle (Kruskal-Wallis; H=22,03; df=3; P<0,001; Fig. 02
e Tabela 01). Analise entre os grupos demonstrou que fémeas que emergiram de larvas
tratadas com HJ no terceiro e quarto instar (Mann-Whitney U test; P<0,001 e P=0,03
respectivamente; correcdo de Bonferroni; Fig. 02), recebem significativamente menos
agressdo fisica das companheiras do ninho, quando comparado as fémeas controles. Por outro
lado, o grau de desenvolvimento ovariano ndo diferiu significativamente entre as fémeas do

grupo tratamento e controle (Kruskal-Wallis; H=6,77; df=3; P=0,08; Fig. 03 e Tabela 01).

Discussao

Os resultados desse estudo demonstram pela primeira vez que a aplicacdo topica de HJ
em periodo especifico do desenvolvimento larval afeta o fenotipo comportamental de fémeas
adultas em vespas sociais de fundacdo independente. Fémeas de M. consimilis cujas larvas
foram tratadas no terceiro instar permaneceram mais tempo no ninho, bem como receberam
menos agressdo fisica das companheiras de ninho. Estes resultados suportam a hipdtese de
que fatores pré-imaginais devem influenciar a expressdo de comportamentos diferenciados
entre as castas em vespas sociais de fundagdo independente. Por outro lado, discordam das
hipoteses que defendem que a determinagdo de casta nesse tdxon ocorre exclusivamente

durante a fase adulta.

85



Diferentes autores tém proposto que variacbes comportamentais entre fémeas adultas
em espécies de vespas sociais de fundagédo independente séo reflexos de diferentes pressoes
seletivas que os individuos experimentam durante o periodo de desenvolvimento pré-imaginal
(West-Eberhard, 1986; Karsai & Hunt, 2002; Keeping, 2002; Hunt, 2006). De fato, ha
evidéncias de que a alimentacdo diferencial larval contribui para a expressdo de determinado
fenotipo e pode influenciar a ontogenia comportamental de adultos em vespas sociais de
fundacdo independente (Miyano, 1998; Gadagkar et al., 1991). Estes estudos também
reforcam a hipotese de que atributos fenotipicos fixados pré-imaginalmente possivelmente
controlados por alimentacédo diferencial e titulos de HJ, sdo as principais forcas evolutivas que
promoveram a divisdo de trabalho reprodutivo entre as castas nos insetos sociais menos
derivados (Wheeler, 1986; O' Donnell, 1995; O' Donnell, 1998; Hunt, 2006).

Fémeas oriundas de larvas tratadas com HJ no terceiro instar permaneceram mais
tempo no ninho, bem como receberam menos agressao fisica das companheiras do ninho
quando comparado com fémeas oriundas de larvas sem tratamento. O controle sobre o
forrageamento das operarias em coldnias de vespas sociais, em muitos casos, envolve o
direcionamento de comportamentos de dominéncia das fémeas de ranqueamento alto para
fémeas de ranqueamento mais baixo na hierarquia de dominancia (Reeve & Gamboa, 1983;
Bruyndonckx et al., 2006). Fémeas bem ranqueadas na hierarquia de dominancia permanecem
relativamente mais tempo no ninho e, em geral recebem menos agressao fisica das
companheiras de ninho (Premnath et al., 1995; Ishikawa et al., 2011). Dessa forma, a posi¢édo
hierarquica alta adotada por fémeas cujas larvas receberam aplicacdo de HJ no terceiro instar,
pode estar associado ao efeito do hormonio sobre o tamanho do corpo dessas fémeas. Por
outro lado, em diferentes espécies de vespas sociais de fundacéo independente a hierarquia de

dominéncia em col6nias pos-emergentes € formada por gerontocracia com as fémeas mais
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velhas ocupando as posi¢Ges mais elevadas na hierarquia de dominancia (Pardi, 1948; Molina
& O’ Donnell, 2009; Ishikawa et al., 2010).

Uma hipdtese possivel para a alteracdo do fenotipo comportamental € que fémeas
adultas que foram tratadas com HJ no terceiro instar expressavam uma assinatura quimica
cuticular que as diferenciavam de outras fémeas da coldnia. Essa hipdtese é sustentada por
estudos que investigaram a associacdo entre status social e composi¢cdo quimica da cuticula
em diferentes espécies de insetos sociais. Por exemplo, Dietemann et al. (2003)
demonstraram que operarias e rainhas da formiga Myrmecia gulosa, diferem na proporcao de
hidrocarbonos especificos presentes na cuticula. Sinais quimicos na cuticula também tém sido
utilizados como informacdo de status social em abelhas sociais, bem como em varias espécies
de vespas sociais de fundacdo independente (Bonavita-Cougourdan et al., 1991; Sledge et al.,
2001; Dapporto et al., 2005; Sramkova et al., 2008).

Fémeas de vespas sociais que sofrem mudanca na condicéo fisioldgica expressam essa
mudanca na composicdo quimica de sua cuticula (Tannure-Nascimento et al., 2008),
entretanto, a aplicacdo tdpica de HJ ndo promoveu maior desenvolvimento ovariano em
fémeas adultas, ainda que haja uma tendéncia para isso, conforme demonstrado na Figura 03.
Esses dados podem ser em parte explicados pelo baixo nimero amostral, o que pode ter
impedido que diferencas entre os grupos fossem detectadas estatisticamente. Por outro lado, o
namero amostral relativamente baixo € justificado pela baixa densidade de imaturos em
colbnias desta espécie (Montagna et al., 2010). A baixa densidade nesse caso interfere no
numero de larvas disponiveis para os tratamentos. Além disso, observagdes in situ revelaram
que larvas tratadas em grande parte foram reconhecidas e agredidas por adultos que
policiavam o ninho apds os procedimentos de aplicacdo de HJ. Os atos agressivos que

incluiam mordidas e mordiscadas foram suficientes para causar injurias e a morte de varias
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larvas tratadas, conduzindo para uma elevada taxa de mortalidade em cada um dos
tratamentos.

Outra explicacdo plausivel para a auséncia de efeitos significativos do HJ sobre o grau
de desenvolvimento ovariano das fémeas tratadas é que os tratamentos foram feitos em
colbnias experimentais que estavam na fase inicial e ergonémica da pos-emergéncia, periodo
esse marcado por forte dominancia da rainha sobre suas subordinadas (Torres et al., 2012).
Esses resultados sugerem que a presenca marcante da rainha na fase inicial da colonia
experimental pode ter inibido o desenvolvimento ovariano das fémeas tratadas. De fato,
estudos que avaliaram parametros fisiologicos de fémeas adultas em ambiente sem a presenca
da rainha demonstraram um aumento no desenvolvimento ovariano em resposta a auséncia de
efeitos supressivos (Tibbetts & Sheehan, 2012; Shukla et al., 2013).

Portanto, esses resultados sugerem que a expressdo de comportamentos de rainha em
fémeas adultas, pode estar intimamente associada a uma elevacdo nos titulos de HJ em
periodo especifico do desenvolvimento larval. De forma mais contundente, também sugerem
que a determinacdo de casta nessa espécie pode ocorrer, a0 menos em parte por conta de
fatores que agem no estagio larval, corroborando evidéncias ja apresentadas em outros
trabalhos (Miyano, 1998; Suryanarayanan et al., 2011). Por fim, estes resultados confirmam a
hipo6tese de que a variacdo nos titulos de HJ em periodo especifico do desenvolvimento larval
pode levar a uma mudanca na ontogenia comportamental, da mesma forma quanto a aplicacéo

¢ feita em estagio adulto (Giray et al., 2005; Shorter & Tibbetts, 2009).
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Tabela 01. Valores (média£DP) para parametros comportamentais e fisiologicos de fémeas adultas
que foram tratadas com hormonio juvenil (HJ) em diferentes instares larvais, baseado em dados de
quatro coldnias experimentais de Mischocyttarus consimilis.

No. de atos agressivos

: indice de
recebidos por uma hora

Proporcéo de tempo

Tratamento presente no ninho (%) de presenca no ninho desenvolvimento ovariano
Média (xDP) Média (xDP) Média (xDP)
Controle 16,0 20,1 23,3 15,1 0,40 0,14
3°-instar (HJ) 53,6 32,9 2,6 1,0 0,56 0,28
4°-instar (HJ) 19,8 18,8 9,7 7,9 0,45 0,07
5°-instar (HJ) 36,1 21,8 10,3 7,4 0,66 0,37
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Fig. 01. Proporcdo de tempo presente no ninho (%) por fémeas de Mischocyttarus
consimilis, cujas larvas foram tratadas com hormonio juvenil (HJ) em diferentes instares
larvais. Box-plot representa a mediana, 25-75% percentis e intervalo minimo/méaximo. **
(p<0,01); ns (p>0,05), apos correcdo de Bonferroni.
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Fig. 02. Numero de atos agressivos recebidos por hora de presenca no ninho por fémeas de
Mischocyttarus consimilis, cujas larvas foram tratadas com hormonio juvenil (HJ) em
diferentes instares larvais. Box-plot representa a mediana, 25-75% percentis e intervalo
minimo/méximo. *** (p<0,001); * (p<0,05); ns (p>0,05), apos correcdo de Bonferroni.
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Fig. 03. Comprimento medio dos ovdcitos terminais de fémeas de Mischocyttarus
consimilis, cujas larvas foram tratadas com hormdnio juvenil (HJ) em diferentes instares
larvais. Box-plot representa a média, 25-75% percentis e intervalo minimo/maximo. N.S.
indica diferenca ndo significativa (p>0,05).
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Capitulo V

Consideracdes Finais
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Considerac0es Finais

Nesse estudo foram investigados os fatores que afetam as estratégias reprodutivas de
fundadoras, variagdes fenotipicas entre operarias e gines, bem como, o efeito da manipulagéo
dos titulos de hormonio juvenil (HJ) em larvas na expressao de caracteristicas morfoldgicas,
comportamentais e fisiologicas em fémeas adultas de Mischocyttarus consimilis.

Analises comparativas apontam que o tamanho do corpo e o status reprodutivo variam
entre as fundadoras adotando estratégias reprodutivas distintas. Fundadoras alfas em
fundacBes pleometroticas sdo significativamente maiores que as fundadoras auxiliares,
entretanto, ndo diferem em tamanho das fundadoras solitarias. Fundadoras maiores
apresentam maior desenvolvimento ovariano que fundadoras menores, de forma que é
possivel estabelecer uma relacdo positiva entre o tamanho do corpo e desenvolvimento
ovariano entre essas fémeas. Esses dados sugerem que o investimento em desenvolvimento
ovariano nessa espécie pode estar intimamente associado ao tamanho do corpo da fundadora.
Além disso, fémeas produzidas ao longo do ciclo colonial variam em tamanho, de forma que
fémeas emergindo em colbnias maduras, supostamente gines, sdo comparavelmente maiores
que fémeas emergindo em coldnias iniciais.

Resultado da manipulacdo dos titulos hormonais por aplicacdo topica pré-imaginal
demonstrou que fémeas adultas que emergiram de larvas tratadas com HJ no terceiro instar
foram significativamente maiores que as fémeas sem tratamento. Esses resultados sugerem
que o HJ pode desempenhar uma funcdo importante na determinacdo de castas pré-imaginal
em vespas sociais de fundacéo independente, afetando, sobretudo, o tamanho do corpo, sendo
0 terceiro instar larval o estadgio mais critico para as acfes decisivas desse horménio. Da
mesma forma, sugerem que o HJ tem um papel decisivo na determinacdo de casta pré-

imaginal em vespas sociais de fundagéo independente e, que seu efeito € instar-dependente.
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No entanto, a elevacdo dos titulos de HJ em larvas ndo afetou o tempo de
desenvolvimento imaturo, assim como, ndo promoveu O aparecimento de ovocito pre-
vitelogénico em fémeas recém-emergidas. Esses dados sugerem que a elevacdo dos titulos de
HJ ndo deve afetar o desenvolvimento ovariano em um estagio pré-adulto, bem como
evidencia que o investimento em fisiologia reprodutiva nessa espécie ocorre, sobretudo na
fase adulta.

Por outro lado, foi demonstrado que o fenotipo comportamental de fémeas adultas é
afetado pela manipulacdo hormonal. Fémeas que emergiram de larvas tratadas com HJ no
terceiro instar permaneceram significativamente mais tempo na colénia, bem como receberam
menos agressdo fisica das companheiras de ninho. Estes resultados reforcam a hipdtese de que
diferencas nos atributos fenotipicos entre as castas em vespas sociais de fundacao
independente sdo fixados pré-imaginalmente e possivelmente controlados por alimentacéao
diferencial e titulos de HJ. Além disso, esses resultados apresentam evidéncias de que a
elevacdo dos titulos de HJ em periodo especifico do desenvolvimento larval pode conduzir
fémeas tratadas a expressar durante o inicio da vida adulta comportamento caracteristico de
rainhas.

O desenvolvimento ovariano de fémeas adultas ndo foi afetado pela aplicacdo tdpica
pré-imaginal de HJ. Uma explicacdo plausivel para esse resultado pode estar no fato de que
coldnias experimentais utilizadas nesse estudo estavam na fase inicial e ergonémica da pés-
emergéncia, periodo esse marcado por forte dominéncia da rainha sobre suas subordinadas.
Fémeas que emergiram nessas condicdes ainda que com fendtipo de gines poderiam ter seu
desenvolvimento ovariano inibido pela rainha. Entretanto, estudos futuros sdo necessarios
para esclarecer o grau de interferéncia da rainha sobre a fisiologia reprodutiva de potenciais

reprodutoras. Em conclusédo, esses resultados somados apresentam evidencias de que ao
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menos em parte a determinacéo de casta em vespas sociais menos derivadas deve ocorrer em

um estagio pré-imaginal.
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