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Epigrafe

"Diz-se que, mesmo antes de um rio cair no oceano ele treme de medo.
Olha para tras, para toda a jornada, os cumes, as montanhas,

0 longo caminho sinuoso atraveés das florestas, através dos povoados,

e vé a sua frente um oceano tdo vasto,

que entrar nele nada mais é do que desaparecer para sempre.

Mas nédo ha outra maneira. O rio ndo pode voltar.

Ninguém pode voltar.

Voltar é impossivel na existéncia.

Vocé pode apenas ir em frente.

O rio precisa se arriscar e entrar no oceano.

E somente quando ele entra no oceano é que o medo desaparece.
Porgue apenas entdo o rio sabera que néo se trata de desaparecer no oceano,
mas tornar-se oceano.

Por um lado é desaparecimento,

e por outro lado é renascimento.

Assim somos nos.

Sé podemos ir em frente e arriscar.

OSHO
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Resumo Geral

A vida dos insetos sociais ¢ mediada por inUmeros sinais que podem ser visuais, Sonoros e
quimicos. Esses sinais sao utilizados como mediadores do comportamento e s&o influenciados
por diversos fatores, dentre os quais merece destaque 0 Hormonio Juvenil que é considerado o
elemento chave em muitos processos da vida social dos insetos sendo que seus efeitos séo
decisivos na determinacdo de casta pré-imaginal e na fisiologia e ontogenia comportamental
de fémeas de vespas adultas. Contudo, ainda sdo raros os estudos que tenham explorado este
tema em vespas sociais de fundacdo independente. Desta maneira este estudo teve como
objetivo avaliar os efeitos da aplicacdo topica de Horménio Juvenil em larvas e fémeas recém
emergidas de Mischocyttarus consimilis sobre parametros que comprovam seu papel na
determinacdo de castas pré-imaginal e na ontogenia comportamental de adultos. Foram
realizadas aplicagdes topicas de Hormonio Juvenil em larvas de diferentes instares a fim de
avaliar o momento mais sensivel cuja elevacdo das taxas do horménio pode produzir efeitos
significativos sobre os perfis quimicos cuticulares e sinais de reconhecimento visuais das
faces. Além disto, foram avaliados os efeitos desse hormdnio sobre sua fisiologia e compostos
quimicos cuticulares quando aplicado em fémeas recém emergidas. Os resultados fornecem
evidéncias de que em espécies de vespas sociais de fundacdo independente a determinacdo de
casta pode ser, a0 menos em parte, pré-imaginal, uma vez que os efeitos da aplicacdo de HJ
na fase larval pode alterar o fen6tipo de adultos recém emergidos, sua quimica cuticular e
padrbes de reconhecimento visual das faces. Outro aspecto importante é de que o efeito instar
dependente aponta o 3° e 4° instares, como aqueles mais sensiveis a elevacdo dos niveis
normais de Hormonio Juvenil. Seus efeitos em fémeas adultas também foram significativos
alterando sua fisiologia que por consequéncia altera seu comportamento e por fim, os
compostos quimicos da cuticula que sinalizam seus papéis dentro da coldnia. Portanto, estes
resultados demonstram que niveis de Horménio Juvenil sdo tdo decisivos para organizacdo de
colbnias de espécies de fundagdo independente, como ja tem sido comprovado em vespas
mais derivadas, fornecendo dados que permitam melhor compreensdo da evolugdo do

comportamento social neste grupo de insetos.

PALAVRAS- CHAVE: Quimica cuticular; comportamento; fisiologia; Vespas sociais.
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Abstract

The life of insects is mediated for numerous signals can be visual, audible and chemical.
These signals are used as behavioral mediators and are influenced for several factors, among
which stand out the the Juvenile Hormone (HJ) that is considerate the key element in many
processes of insect social life being that their effects are decisive in determination of pre-
imaginal caste and physiology and behavioral ontogeny of social wasps adults. However, the
studies which have explored this theme in social wasps of independent foundation are still
rare. In this way this study had as purpose evaluate the effects of topic application of Juvenile
Hormone in larvae and newly emerged females of Mischocyttarus consimilis on parameters
that prove their role in determination of pre-imaginal caste and and behavioral ontogeny of
adults. Topic Applications of JH were realized in larvae of different instars in order to
evaluate the most sensitive time which elevation of hormone titles can produce effects more
significant on cuticular chemical profiles and signals of optical character recognition of faces.
Besides, the effects when applied in newly emerged females on their physiology and cuticular
chemical compounds were evaluated. The results provide more evidences of that in species of
social wasps of independent foundation the caste determination can be, at least in part, pre-
imaginal, since the effects of JH application in larval stage can change the phenotype of
newly emerged adults, its cuticular chemical and measure of optical character recognition of
faces. The results provide more evidences of that in species of social wasps of independent
foundation the caste determination can be, at least in part, pre-imaginal, since the effects of
JH application in larval stage can change the phenotype of newly emerged adults, its cuticular
chemical and measure of optical character recognition of faces. Another important feature is
that the dependent instar effect indicates the 3° and 4° instars as those more sensitive to
elevated of normal levels of JH. Their effects in adult females also were significant changing
its physiology that consequently changes its behavior and finally the chemical compounds of
the cuticle that signal their roles within the colony. Therefore, this results show that JH levels
are so crucial to organizing of colonies of species independent foundation, as has been proven
in more derived wasps, providing data to enable better understanding of the evolution of

social behavior in this group of insects.

KEY WORDS: Cuticular chemistry; behavior; physiology; social wasps
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Introducao Geral

Os insetos considerados eussociais sdo definidos por apresentarem divisédo de
trabalho reprodutivo, cuidado cooperativo com a prole e sobreposicdo de geragoes,
sendo que, nos mais derivados ocorre a casta reprodutiva que se distingue da casta
operaria estéreis morfologicamente, sendo que nestas a determinacdo de castas é pré-
imaginal, ou seja, ocorrendo ainda no estagio larval (Wilson 1971), diferentemente do
que ocorre nas de fundacdo independente, nos quais, se pensava até recentemente que a
determinacdo de castas seria pos-imaginal, a0 menos na maioria dos casos (West-
Eberhard 1978; 1981).

A determinacdo de castas em vespas sociais €, de fato, um assunto controverso,
entretanto, vérios estudos demonstram que dependendo do grupo ela é ocorra
basicamente por uma das formas, trofica ou comportamental (O'Donnell 1998). Em
vespas sociais consideradas "altamente™ eussociais ou mais derivadas (i. e. Vespinae), a
determinacdo de castas € trofica, com diferenciacdo morfofisiolégica evidente entre
rainhas e operérias e esta divergéncia fisica entre rainhas e operarias se deve
basicamente a diferencas nutricionais durante o estagio larval (Wheeler 1986; Hunt
1991; 1994; 2002). Da mesma maneira, outros estudos demonstram que fémeas de
vespas sociais que sofrem deficiéncia nutricional no estagio larval, tornam-se adultos
com ovarios ndo desenvolvidos (Ishay 1975). De fato, a determinacdo de castas pré-
imaginal tem sido documentada em Epiponini, por meio de estudos baseados em
parametros morfométricos (Hunt et al., 1996; Jeanne 1996).

Portanto, em vespas Polistinae a auséncia de diferencas morfologicas entre
rainhas funcionais e operarias é frequentemente citada como evidéncias de
determinacdo de casta pds-imaginal (Jeanne 1972; Gadgil e Mahabal 1974; Haggard e
Gamboa, 1980; Turillazzi 1980; Solis e Strassmann 1990; Mead e Gabouriaut 1993;
O’Donnell 1998), sugerindo que a divisdo reprodutiva de trabalho se defina durante a
fase adulta por meio de interagdes agressivas entre as fémeas, estabelecendo assim
relacbes de dominancia, no qual as fémeas que sofrem agressdes ficam submissas e
passam a executar trabalhos caracteristicos da casta operaria (Gadagkar et al., 1991).

Dentro de uma proposta de diferenciacdo de casta pds-imaginal, Jeanne (1972),
por exemplo, sugere que fémeas dominantes em col6nias de Mischocyttarus drewseni
ocorrem na colonia, em um dado momento, em funcdo da densidade colonial,

demonstrando que fémeas com maior potencial para dominéncia sdo produzidas quando



as colonias apresentam alta densidade de adultos. Mead e Gabouriaut (1993)
demonstraram que fémeas recém-emergidas transferidas de coldnias, em fase de
operarias, para colénias maduras tém sua expectativa de vida aumentada e expressam
caracteristicas comportamentais de fémeas dominantes. Hagiwara e Kojima (2002)
também demonstraram experimentalmente que fémeas reprodutivas em colbnias de
Polistes nipponensis podem ocorrer na auséncia da fémea dominante em colonias na
fase de operaérias.

Ainda que o entendimento dos mecanismos controladores da determinacdo de
casta em vespas sociais de fundacdo independente seja escasso, ja existem evidéncias da
determinacdo de casta pré-imaginal nesse grupo (Bohm 1972; Pardi e Marino-Piccioli
1981; Rossi e Hunt 1988; Gadagkar et al., 1988; Gadagkar et al., 1991; Wenzel 1992;
Hunt et al., 1996; Keeping 2002; Murakami e Shima 2006; Montagna et al., 2015). De
fato, as propostas para a determinacdo de casta pré-imaginal em vespas sociais,
baseiam-se em padrdes de dimorfismo que ndo podem ser explicados por crescimento
alométrico, levantando assim, a hipOtese de programacdo ou reprogramacdo de
parametros de desenvolvimento durante o periodo larval (Hunt et al., 1996; Jeanne
1996). Por exemplo, Rossi e Hunt (1988) ja demonstraram que a alimentacao larval de
melhor qualidade em Polistes metricus, produz adultos maiores e com alto potencial
reprodutivo.

O desenvolvimento de castas férteis ou estéreis e a divisdo das tarefas nas
colbnias dos himenopteros sociais sdo regulados por fatores enddcrinos, entre eles, o
principal é o horménio juvenil (HJ), o qual tem mostrado um importante papel na
divisdo reprodutiva de trabalho e polietismo temporal (Robinson e Vargol997;
Hartfelder 2000) como ja descritos em trabalhos como os de Bloch et al., (2000) e
Bortolotti et al., (2001) com Bombus terrestris e de Rembold et al., (1992), com Apis
mellifera.

De fato, as agdes hormonais tém sido alvo de interesse em estudos sobre
determinacdo de castas e mesmo de outros aspectos do comportamento, em insetos
sociais, em especial o papel do HJ em varios processos como, por exemplo, na
reproducéo, regulando a vitelogénese no corpo gorduroso, o consumo de vitelogenina
pelos ovéarios (Tobe e Stay 1985, revisado por Davey 1996), e o comportamento de
oviposicdo (Cayre et al., 1994). Em insetos sociais mais derivados como Apis mellifera,
diferentes taxas de HJ, fruto de alimentacdo diferencial na fase larval, é responsavel

pela determinagdo de casta (Rembold 1964; Weaver 1974; Beetsma, 1979). Nessa



espécie, as larvas das futuras rainhas apresentam maior taxa de HJ em sua hemolinfa do
que as larvas de operarias (Rembold 1987; Rembold et al., 1992).

O papel do HJ como agente fisioldgico associado ao processo de determinacao
de casta, em vespas sociais, ja vem sendo explorado por trabalhos como os de Bohm
(1972), Roseler (1977) e Giray et al., (2005). Contudo, os efeitos do HJ sobre a
determinacdo de casta em vespas foram explorados em espécies evolutivamente mais
derivadas. Em vespas sociais de fundacdo independente, no entanto, os efeitos sdo
menos conhecidos, sendo que ha poucas informacgdes disponiveis que se resumem em
retratar os efeitos do HJ sobre o repertério comportamental de adultos (Giray et al.,
2005), e recentemente Montagna et al., (2015) mostrram evidéncias de que a aplicacdo
topica de HJ em larvas pode levar a fémeas com maior potencial reprodutivo. De fato,
Em Polistinae sao fortes os indicios da associacdo do HJ com a regulacédo da capacidade
de reproducao e status de dominéncia, em Polistes (Roseler 1977) e Ropalidia (Agrahari
e Gadagkar 2003), por exemplo, j& foi documentada a influéncia do HJ tanto para o
desenvolvimento ovariano quanto para o estabelecimento de dominancia entre as castas.

Outro traco fundamental para o funcionamento da sociedade destes insetos foi o
desenvolvimento de mecanismos de comunicacgdo quimica (Monnin, 2006). Dentre eles
uns dos mais expressivos sao 0s compostos quimicos que compdem a maior parte da
cuticula dos insetos (Hadley e Schultz 1987; Hadley 1994).

Os compostos quimicos cuticulares sdo geralmente relacionados a identificacao
dos papéis dos individuos dentro da coldnia, ou seja, a qual casta pertence, quais sdo 0s
individuos geneticamente relacionados, e outras questdes comportamentais (Singer et
al., 1998). Neste sentido, ha diversos trabalhos avaliando o papel dos compostos
quimicos cuticulares no mecanismo de reconhecimento de pistas (feromdnios) em
himendpteros sociais (Breed et al., 1998; Vander Meer e Morel 1998; Singer et al.,
1998).

Alguns trabalhos ja demonstraram que esses compostos além de fornecerem uma
espécie de "assinatura quimica" que é reconhecida pelos membros da colénia (Gamboa
et al., 1986; Gamboa 1996) também variam significativamente entre as castas e
subcastas de uma mesma colonia (Sledge et al., 2001; Dani et al., 2004; Neves et al.,
2012). Outros ainda demonstraram que tais compostos, em operarias ndo sao uniformes
e podem variar temporariamente (Nielsen et al., 1999; Cuvillier-Hot et al., 2001), com a
dieta (Liang e Silverman 2000; Bernardi et al., 2014) e com sua funcdo na coldnia (Kaib
et al., 2004; Greene e Gordon 2003).



Por outro lado, Lengyel et al., (2007) sugerem que 0S compostos quimicos
cuticulares em himendpteros sociais estdo associados intimamente com as taxas de HJ
presentes na hemolinfa do individuo, sendo responsavel pelas mudangas no seu perfil
quimico e no repertorio comportamental na col6nia.

Portanto, os hidrocarbonetos cuticulares tém importancia fundamental na
evolugéo da sociabilidade nestes insetos, estando envolvidos juntamente com o HJ na
determinacdo de aspectos comportamentais e fisioldgicos, sobretudo na distincdo de
castas (Sledge et al., 2004).

Entretanto os fatores que levam a diferenciacdo fisiologica e principalmente a
divisdo de trabalho reprodutivo entre castas de insetos eussociais menos derivados séo
poucos conhecidos (O’Donnell 1998) e, ainda que a possibilidade de haver
determinacdo de casta reprodutiva pré-imaginal em vespas de sociais de fundacédo
independente j& tenha sido explorada por alguns estudos, ndo ha, ainda resultados
concretos que confirme isto. Um dos principais motivos é a dificuldade de aplicacdo de
HJ em larvas (Montagna et al., 2015) sendo esse considerado o principal indutor das

diferencas entre castas em condic¢des naturais.
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1. Revisdo de Literatura
1.1. Hidrocarbonetos cuticulares funcionam como “digital” quimica para insetos

sociais.

A sociedade dos insetos pode ser composta por milhares de individuos que para
manter sua organizacgdo precisa de um sistema de comunicacao eficiente que € realizada
por meio de sinais acusticos, visuais, tateis, magnéticos e principalmente, quimicos
(Billen 2006).

A comunicacdo quimica, sobretudo, € fundamental para o bom funcionamento
das sociedades dos insetos sociais (Monnin 2006) e, entre os compostos utilizados como
mediadores de diferentes comportamentos podemos destacar os feromonios que estdo
divididos em duas classes, os leves e os superficiais, que tem sua origem em glandulas e
os de cadeias de hidrocarbonetos presentes na cuticula (Howard 1993).

Esses hidrocarbonetos cuticulares (HCs) sao conhecidos por “feromoénios de
superficie” da classe dos superficiais, que sao detectados a distancias relativamente
pequenas (Abdalla et al., 2003) e sdo utilizados pelos insetos sociais como mediadores
de diferentes comportamentos e status fisiologico. Eles sinalizam diferentes condicdes
bioldgicas nas col6nias, como por exemplo, a idade, a casta, 0 sexo e até mesmo o
potencial reprodutivo de um individuo (Liang e Silverman 2000, Antonialli-Junior et
al., 2007; Neves et al., 2012; Bernardi et al., 2014; Torres et al., 2014).

Nos altimos anos esses feroménios vém sendo foco de muitos estudos com o
objetivo de se entender como ocorre a transferéncia/recebimento desses sinais quimicos
e sua importancia na vida dos insetos sociais (revisto em Howard e Blomquist 2005).
Sabe-se que tais compostos formam um perfil quimico caracteristico que é utilizado no
reconhecimento entre companheiros de ninho (Blomquist 2010).

Entretanto, evolutivamente, a funcdo priméaria dos HCs é evitar a perda de agua
nos insetos e formar uma barreira contra microrganismos invasores (Howard e
Blomquist 2005). Estes compostos sé&o formados por uma mistura de alcanos lineares e
ramificados, alcenos e alcadienos, que diferem tanto qualitativa quanto
quantitativamente entre espécies (Gibbs 2002). Os alcanos formam uma camada
impermeabilizante que envolve o corpo dos insetos protegendo-os contra a dessecacao,
enquanto que os alcenos e alcanos ramificados especula-se que sejam 0s principais
compostos utilizados na troca de sinais durante a comunicacdo quimica (Gibbs 2002).
Neste sentido, Wagner et al., (2001) avaliaram que as operarias da formiga

Pogonomyrmex barbatus, que permaneciam mais tempo fora do ninho tiveram a
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proporcdo de alcanos aumentadas em relagdo as operarias que executaram trabalhos

intranidais.

Dani et al., (2001) manipulando colénias de Polistes dominula perceberam que
fémeas que receberam aplicacdo de alcanos lineares sintéticos tiveram seu perfil
quimico alterado, mas ndo foi encontrada nenhuma altera¢do quanto a aceitacdo de suas
companheiras de ninho, enquanto que as operarias que receberam aplicacdo de alcanos
ramificados ou com alcenos foram recebidos de forma agressiva pelas companheiras,
sugerindo que os alcanos lineares ao contrario dos ramificados e alcenos, ndo sejam

tdo relevantes para sinalizacao quimica.

No entanto, alguns trabalhos tém mostrado que, os alcanos lineares, ao contrério,
também podem possuir um papel importante na comunica¢do quimica, como por
exemplo, Lorenzi et al., (2004) trataram vespas Polistes dominula recém emergidas e
mais velhas com alcanos lineares e perceberam que as vespas recém-emergidas foram
tratadas de forma agressiva pelas companheiras, enquanto que as vespas mais velhas
ndo absorveram esses compostos e foram tratadas de forma mais amigavel, o que sugere
que os alcanos lineares foram utilizados no reconhecimento dessas companheiras de

ninho.

Kather et al., (2011) avaliaram em colonias de Apis Mellifera se a quantidade ou
concentracdo de compostos cuticulares poderiam se alterar de acordo com a tarefa e
perceberam que a proporcdo de alcanos lineares e alcenos sdo maiores em
forrageadoras, seguido das enfermeiras e recém emergidas. Entretanto, 40% das
forrageadoras ndo apresentaram alcenos em sua composi¢do cuticular, enquanto as
enfermeiras apresentaram esses compostos em abundancia, o que levanta suspeita de
que os alcanos lineares possam ser utilizados para distinguir as tarefas executadas pelos

insetos sociais, além de sua fungéo primaria.

Outra possivel funcéo dos alcanos lineares é relatada no trabalho de Ferreira et
al.,, (2012) em que os autores conseguiram distinguir 3 espécies do género
Mischocyttarus e um caso de parasitismo facultativo neste mesmo género em que foi
possivel perceber que o parasita consegue misturar sua assinatura quimica com a do
hospedeiro, modificando ndo s6 a sua mas a assinatura do hospedeiro para passar

despercebido.
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Ja em relagdo aos alcanos ramificados, é relatado que além do processo de
reconhecimento, estes sejam também utilizados como sinalizadores do status
fisioldgico, como relatado por Weil et al., (2009) com o térmita Cryptotermes secundus,
em que o aumento da abundancia de alcanos metil-ramificados de cadeia longa seria
um indicativo de fertilidade entre seus membros. O mesmo ocorrendo com a vespa
Dolichovespula saxbnica e com a formiga Lasius em que alguns alcanos ramificados
sdo encontrados apenas em rainhas das espécies (van Zweden et al., 2013; Holman et
al., 2013).

De fato todos os hidrocarbonetos cuticulares em um contexto mais geral
sinalizam varios processos da vida dos insetos sociais, formando o perfil quimico
colonial Unico e dindmico, que pode variar de acordo com diferentes fatores como, por
exemplo, os ambientais, encontrados nos trabalhos de Buczkowski et al., (2005) com a
formiga Linepithema humile e Bernardi et al., (2014) com Ectatomma brunneum em
que observaram que quando coldnias de mesma espécie sdo submetidas as mesmas
dietas o perfil quimico cuticular acaba se homogeneizando e consequentemente

diminuindo a agressividade entre elas.

Outro fator responsavel pela diferenciacdo do perfil quimico cuticular € em
relacdo as castas rainhas e operérias e ao sexo, que formam um perfil caracteristico
como visto no trabalho de Abdalla et al., (2003) com a abelha Melipona bicolor,
Antonilli-Junior et al., (2007) com Ectatomma vizottoi e Nunes et al., (2009) na abelha

Schwarziana quadripunctata.

Essas mudancas na assinatura quimica dos insetos também sdo capazes de
sinalizar a idade de cada membro dentro de uma colbnia, por exemplo, em Polistes
dominula as vespas mais velhas apresentam maior quantidade de hidrocarbonetos
cuticulares metil ramificados do que vespas recém-emergidas (Lorenzi et al., 2004). E
em Melipona marginata (Ferreira-Caliman et al., 2010) os hidrocarbonetos cuticulares

sinalizam as idades e as castas de suas operarias.

Ja nos trabalhos de Panek et al., (2001) e Neves et al., (2012) com Polistes
fuscatus e Mischocyttarus consimilis, respectivamente, os autores observaram que
fémeas recém emergidas dessas espéecies nao possuem um perfil quimic definido, mas

que de 3 a5 dias este perfil parece adquirir uma “estabilidade”.
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Além da idade os hidrocarbonetos cuticulares sdo capazes de sinalizar ou
estimular a execucdo de tarefas de um individuo em sua colénia, como por exemplo, 0s
hidrocarbonetos deixados na entrada do ninho por formigas patrulheiras, estimula a
atividade de forrageio de outras operarias da espécie Pogonomyrmex barbatus (Greene
e Gordon 2003). Ou ainda no trabalho de Dapporto et al., (2005) em que operérias de
Polistes dominula que perderam a rainha de suas colbnias passaram a ter o perfil

quimico cuticular caracteristico de uma fémea dominante.

Ja a formiga Camponotus floridanus as operarias de col6nias que perderam suas
rainhas ndo se reproduziram mesmo na sua auséncia, porque 0S OVOS que restaram
possuiam em sua superficie hidrocarbonetos que sinalizavam sua presenca (Endler et
al., 2004). Em cupins do género Zootermopsis a tolerancia entre individuos de coldnias
diferentes ¢ mediada pela variacdo dos seus perfis quimicos cuticulares e quando se
encontram e ndo reconhecem o perfil quimico um do outro, liberam feroménio de
alarme (Haverty e Thorne, 1989). Portanto, esses trabalhos sugerem que o contexto
social desses individuos é um fator importante na dindmica dos hidrocarbonetos

cuticulares (Dapporto et al., 2005).

1.2. Horménio Juvenil e seu papel no comportamento e status reprodutivos dos

insetos sociais

Os insetos produzem trés tipos de hormonios importantes no crescimento e
reproducdo, os ecdisterdides que atuam na atividade de muda e podem estar
relacionados também a maturacdo dos ovarios (como a disposi¢do do vitelo); 0s neuro-
hormbnios que sdo proteinas mensageiras que regulam varios aspectos do
desenvolvimento, homeostase e reproducdo dos insetos e por ultimo os HJ que séo
moléculas sinalizadoras que atuam na metamorfose e regulacdo do desenvolvimento
reprodutivo (Gullan e Craston, 2012).

Dentre eles, o HJ tem sua origem no corpora allata, um par de corpos
glandulares pequenos, originados do epitélio e localizados em ambos os lados do trato
digestorio anterior, e em alguns insetos fundem-se para formar uma glandula Gnica
(Gullan e Craston, 2012). Este hormdnio tem funcdo reguladora tanto na metamorfose
quanto na reproducdo, ativando o funcionamento dos ovarios, glandulas acessoérias e o
corpo gorduroso (Gullan e Craston 2012).

A taxa de HJ estd intimamente ligada ao status reprodutivo dos insetos, sendo
que nas fémeas ele age estimulando o corpo gorduroso a produzir vitelogenina, que é
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absorvida pelo ovario. J& nos machos, estimula a sintese de proteinas pelas glandulas
acessorias (Hartfelder 2000).

Neste contexto, as fémeas dominantes do género Polistes apresentam uma taxa
elevada de HJ em sua hemolinfa, enquanto que as subordinadas apresentam uma baixa
atividade do corpora allata (Strambi, 1990). Giray et al., (2005) avaliaram que em
fémeas de Polistes canadensis o titulo de HJ esta, de fato, ligado a fisiologia do ovario
das fundadoras, que possuem uma elevada taxa em sua hemolinfa e, por consequéncia
um maior desenvolvimento ovariano quando comparado ao das operarias.

Ja Tibbetts e Zachary (2010) observaram col6nias de Polistes dominula, que ao
removerem a rainha, houve um aumento nas taxas de HJ na hemolinfa das operarias
ocasionando maior frequéncia de comportamentos agressivos durante o periodo de
competicdo por uma substituta. Ja as operarias de colonias em que as rainhas ndo foram
removidas, apresentaram os niveis de HJ permaneceram relativamente baixos e houve
menor agressividade, demonstrando que o contexto social esta diretamente ligado as
taxas de HJ.

Outra importante acdo do HJ, além de mediar as interacdes sociais € modular a
ontogenia comportamental de col6nias destes insetos (Giray et al., 2005). O polietismo
temporal é regula do pelas taxas de HJ, como por exemplo, em Polybia occidentalis, na
qual a taxa de HJ induz as operarias a mudar seu repertério comportamental de
atividades intranidais para extra-nidais precocemente (O Donnel e Jeanne 1993). O
mesmo pode ser visto em espécies de abelhas “altamente” sociais, nas quais as taxas de
HJ na hemolinfa de operarias, aumenta gradativamente a medida que envelhecem e, por
consequéncia, vao alterando as frequéncias com que executam tarefas intranidais em
detrimento das extranidais (Robinson et al., 1992). Neste contexto, quando é feita a
aplicacdo de HJ exdgeno em operarias jovens elas passam a forragear precocemente
(Robinson 1985; 1987; Robinson e Vargo 1997).

Em formigas da espécie Pogonomyrmex californicus as rainhas podem fundar
seus ninhos solitariamente ou com ajuda de co fundadoras, essas rainhas que forrageiam
durante o processo de fundacdo de suas coldnias, apresentam maiores taxas de HJ do
que as que néo forrageiam (Dolezal et al., 2009).

Em vespas do género Polistes com a manipulacdo de coldnias pela aplicacdo de
HJ leva as fémeas com maior desenvolvimento dos ovarios e, por consequéncia elas
alteram seu comportamento passando a serem mais agressivas e dominantes quanto a
postura de ovos em relacdo aquelas fémeas que néo receberam aplicacdo de HJ (Roseler
et al., 1984; Giray et al., 2005).
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Em cupins as taxas de HJ também modulam as funcdes entre as castas, uma vez
gue operarios com taxas de HJ mais baixos permanecem como operarios, mesmo depois
de sofrer muda, enquanto que operarios com taxas mais altas conseguem se diferenciar
em pré-soldados ou soldados como ja descrito em coldnias de Coptotermes formosanus
(Park e Raina 2003).

1.3. Hormonio Juvenil e sua relagdo com determinacdo de castas e assinatura

quimica cuticular em insetos sociais

O desenvolvimento de castas férteis e estéreis em insetos sociais sdo regulados
por fatores enddcrinos, e o Horménio juvenil (JH) é o principal elemento da divisdo
reprodutiva de trabalho nos himendpteros sociais (Lengyel et al., 2007). Contudo, em
insetos altamente sociais as diferencas morfoldgicas entre as castas reprodutivas e
estéreis sdo definidas pela alimentacdo diferencial na fase larval (Wheeler 1986; Hunt,
1991; 1994; Karsai e Hunt 2002).

Em Apis mellifera, por exemplo, as larvas que originardo rainhas se alimentam
exclusivamente de geléia real durante todo o desenvolvimento larval, o que mantém os
niveis elevados de HJ, enquanto que as operarias ap6s o 2° ou o 3° instar larval passam
a ser alimentadas com uma mistura de mel, pélen e geléia real, o que provoca a queda
dos niveis de HJ e causa a degeneracdo dos ovarios (Beetsma 1979; Rembold et al.,
1992; Santos e Cruz Landim 2002).

Alguns autores sugerem que as diferencas entre rainhas e operarias em Vespinae
ocorre por meio da diferenciacdo alimentar das larvas sendo que larvas que originaréo
operarias sofrem uma castracdo nutricional originando adultos com menor taxa de HJ
em sua hemolinfa e consequentemente a um menor desenvolvimento ovariano (Marchal
1896, 1897 apud Wilson 1971, Hunt 1994).

Ja em vespas de fundacdo independente, em que a diferenciacdo morfologica
ndo é aparente, acreditava-se que a determinacdo de castas ocorria apenas por meio de
interacdes de dominancia (Roseler 1991; Bourke 1988; Heinze et al., 1994; Monnin e
Peeters 1998 e 1999). Porém alguns trabalhos sugerem que possa ocorrer determinagéo
pré-imaginal, o trabalho de Rossi e Hunt (1988) demonstra que a alimentacéo na fase
larval de melhor qualidade em Polistes metricus, originou adultos maiores, com maiores
taxas de HJ em sua hemolinfa e com maior desenvolvimento ovariano. Em larvas de
Bombus terrestris, um aumento no consumo de alimento eleva as taxas de HJ e origina

rainhas (Ribeiro et al., 1999; Cnaani et al., 1997).
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A acdo do HJ ja foi documentada em varios trabalhos ser instar dependente
(Wirtz 1973; Rembold et al., 1974; Rembold et al., 1992), ou seja, a elevacdo de sua
concentracdo em determinados periodos de desenvolvimento larval, leva a diferencas
significativas.

O que pode ser observado no estudo de Antonialli-Junior e Cruz-Landim (2009)
com operérias Apis mellifera foi analisado o efeito da aplicagdo do HJ nos 2°, 3°, 4° e 5°
dias de vida larval e constatou-se que o periodo sensivel & acdo do horménio foi no 3°
instar larval, no qual larvas de operarias com 6 dias de vida possuiam a area dos ovarios
mais desenvolvida, e segundo os autores 0 hormonio atua protegendo e/ou prevenindo a
degeneracdo nos ovarios das larvas de operarias.

J& no trabalho de Penick et al., (2012) os autores estudaram o periodo sensivel
para a determinacdo de casta na formiga Harpegnathos saltator, onde aplicaram um
Hormdnio Juvenil em larvas nos 4 instares larvais e perceberam que quando aplicaram
no 3° e no 4% instar induziam a produc&o de rainhas. Os autores sugeriram ainda que a
determinacdo de castas nesta espécie surgiu originalmente no final da fase larval em
uma condicédo ancestral, e com o tempo comecgaram a adquirir caracteristicas avancgadas,
0 que pode ter facilitado o desenvolvimento maior do dimorfismo entre rainhas e
operarias, bem como as diferenciacdes entre as castas de operarias.

Mais recentemente no trabalho de Montagna et al., (2015) foi possivel constatar
que a aplicacdo de HJ no 3° instar larval origina fémeas com potencial de gines em
Mischocyttarus consimilis.

Portanto existe um periodo sensivel para determinacgdo de castas, e este periodo
varia entre as espécies (Panick et al., 2012), por exemplo, no estudo de de Rajakumar et
al., (2012) a aplicacdo de hormdnio Juvenil em larvas de operarias de Pheidole rhea
originou super soldados. Resultado similar pode ser visto com Reticulitermes flavipes
em que o tratamento com HJ 111 em operéarios também levou a formacdo de soldados
(Tarver et al., 2009).

Em Polybia occidentalis a aplicacdo do HJ acelerou o polietismo temporal e
diminuiu a longevidade de operéarias. Ja em Polistes canadensis a aplicacdo de HJ em
recém-emergidos provocou a antecipacdo do comportamento de guarda (Giray et al.,
2005).

Entretanto o Hormonio Juvenil (HJ) além de estar diretamente relacionado a
determinacdo de castas em insetos sociais, também esta associado a modificacGes da
assinatura quimica cuticular (Sledge et al., 2004). Contudo sdo poucos os trabalhos que
avaliaram os efeitos do HJ no perfil quimico cuticular de insetos sociais (Lengyel et al.,
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2007). Como por exemplo, operéarias forrageadoras de Myrmicaria eumenoides
apresentam maiores taxas de HJ do que as que nutridoras, contudo, quando é aplicado
HJ nestas ultimas ocorre uma mudanca do perfil de hidrocarbonetos cuticulares
semelhantes ao das operarias que forrageiam (Lengyel et al., 2007).

Em abelhas os feromonios da rainha sdo detectados pelas operérias, e em
resposta ha a reducgdo da taxa de HJ em sua hemolinfa fazendo com que permanecam
estéreis (Kaatz et al., 1992;Wanner et al., 2007).

Em cupins da espécie Cryptotermes secundus 0s reprodutores apresentam
elevada taxa de HJ que reflete em um perfil quimico cuticular diferente dos outros
membros da colbnia (Weil et al., 2009).

Izzo et al., (2010) discutem que as taxas de HJ medeiam o status reprodutivo que
é sinalizado pelos HCs em fémeas de Polistes dominula. O mesmo sendo encontrado
por Sledge et al., (2004) com a mesma espécie, cujo estudo investigou e encontrou uma
correlagdo significativa entre status reprodutivo, tamanho do corpora allata, e as
proporcOes de hidrocarbonetos cuticulares.

Portanto compreender como o HJ age modulando a assinatura quimica dos
insetos € um grande passo para se entender aspectos importantes que moldam a
sociabilidade dos insetos, como por exemplo, a utilizagdo desses sinais para 0
reconhecimento de companheiros de ninhos, de castas, idade e até mesmo informacdes
sobre o status fisiologico (Gamboa et al., 1996; Singer et al., 1998; Antonialli-Junior et
al., 2007; Wanner et al., 2007; Neves et al., 2012;).

2. Objetivo Geral

Avaliar o efeito da aplicacdo tépica de HJ em larvas e adultos recém emergidos
sobre compostos quimicos cuticulares, comportamento, fisiologia do ovario e sinais

visuais de fémeas adultas de Mischocyttarus consimilis.
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Capitulo |

Efeito da aplicacéo topica de Hormonio Juvenil em larvas sobre a
composicdo quimica cuticular e sinais visuais da face de fémeas adultas

de Mischocyttarus consimilis (Vespidae: Polistinae)
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Efeito da aplicagdo topica de Hormonio Juvenil em larvas sobre a composi¢édo
qguimica cuticular e sinais visuais da face de fémeas adultas de Mischocyttarus

consimilis (Vespidae: Polistinae)

Resumo: O Hormonio Juvenil é considerado o principal elemento na determinagdo de
castas em insetos sociais, contudo, ainda é pouco compreendida sua acdo na
determinagdo de castas, sobretudo, em vespas sociais de fundagdo independente.
Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da aplicacdo topica do Hormonio
Juvenil sobre o perfil quimico cuticular e padrdes de reconhecimento visuais da face de
adultos recém emergidos de Mischocyttarus consimilis. Os resultados demonstram que
a aplicacdo de HJ em diferentes instares larvais leva a uma mudanca significativa dos
perfis quimicos cuticulares e dos padrdes de reconhecimento visual das faces. Os
resultados fornecem mais evidéncias de que em espécies de vespas sociais de fundacao
independente a determinacédo de casta pode ser pré -imaginal, uma vez que os efeitos da
aplicacdo de HJ na fase larval pode alterar o fenétipo de adultos recém emergidos.
Outro aspecto importante é de que o efeito instar dependente aponta o 3° e 4° instares

larvais, como aqueles mais sensiveis a elevagdo dos niveis normais de HJ.

PALAVRAS-CHAVE: Hidrocarbonetos cuticulares; determinacdo de castas,

Vespidae; comunicacdo quimica.
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Introducéo

O sucesso da perfeita organizacdo social dos insetos se deve entre outros
aspectos a capacidade de reconhecimento entre seus membros, que é um fator
determinante para evitar possiveis predadores, parasitas e ate mesmo a perda de seus
recursos (Mitra et al., 2014).

E, é por meio da detec¢do e emissdo de compostos quimicos que 0s insetos
encontram parceiros para o acasalamento, alimento ou presa, escolhem local de
oviposicdo, se defendem contra predadores e organizam suas col6nias, no caso dos
insetos sociais (Zarbin e Rodrigues 2009). Estes compostos podem atuar entre
individuos da mesma espécie, sendo denominados de feromonios; ou entre espécies
diferentes, os chamados aleloquimicos (Gullan e Cranston 2012).

Os ferombnios sdo compostos quimicos, produzidos por glandulas e
transportados até a cuticula dos insetos os quais estdo envolvidos em varios aspectos da
vida dos insetos, como por exemplo, no reconhecimento de espécie, sexo, casta, sinais
de dominéancia e fertilidade, feromonios sexuais de acasalamento, feromonios de
agregacdo e feromonios de marcacdo de trilha (Zarbin e Rodrigues 2009; Gullan e
Cranston 2012).

Desta maneira, a capacidade de reconhecimento entre individuos de uma mesma
coldonia é mediada por sinalizadores quimicos, presentes mais especificamente na
cuticula desses insetos (Howard e Blomquist 2005), formando padrGes que podem
variar de acordo com a funcdo exercida, com o sexo, casta e mesmo idade, como ja
discutidos nos estudos de Antonialli et al., (2007) com a formiga Ectatomma vizottoi,
em Kather et al.,, (2011) com Apis mellifera, em Neves et al., (2012) com
Mischocyttarus consimilis, Mitra et al., (2015) com Ropalidia marginata.

Esses compostos quimicos sdo conhecidos como hidrocarbonetos cuticulares
(HCs) e sdo regulados por mecanismos exdgenos e genéticos que atuam conjuntamente
expressando um perfil quimico Unico que compdem a cuticula de cada individuo, que
podem ser parcialmente adquiridos nas primeiras horas de vida como ja estudados nos
trabalhos de Panek et al., (2001) com Polistes fuscatus e Neves et al., (2012) com
Mischocyttarus consimilis.

Este perfil quimico esta intimamente relacionado ao tipo de funcdes que o

individuo executa na col6nia, ou seja, a sua casta (Singer et al., 1998). Por exemplo,
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fémeas alfas responsaveis pela reproducdo séo reconhecidas por possuirem compostos
quimicos cuticulares diferentes dos encontrados em operarias, como ja descrito no
estudo de Endler et al., (2006) com formigas Camponotus floridanus. Estes autores
concluiram que 50 % dos compostos quimicos cuticulares encontrados na cuticula das
rainhas ndo estdo presentes nas operarias. Oi et al., (2015) com a vespa Vespula vulgaris
concluiram que alguns alcanos lineares de cadeia longa e os alcanos ramificados sdo
sinalizadores de esterilidade nas operéarias aumentando as evidéncias de que o0s
compostos quimicos cuticulares podem indicar o status fisioldgico entre fémeas em
colbnias de vespas sociais.

Trabalhos relativamente recentes tém mostrado que outra forma de se distinguir
coespecificos na sociedade de insetos, sobretudo em vespas, sdo 0s sinais visuais, em
particular das faces (Tibbetts 2002; Tibbetts e Dale 2004; Tannure-Nascimento et al.,
2008; Baracchi et al., 2015), que também podem servir para identificar a capacidade de
dominéancia de um individuo, como mostra o estudo de Petrocelli et al., (2014) no qual
qguanto maior as manchas pretas no clipeo de fémeas de Polistes gallicus, maior
agressividade para manter seu status na col6nia. Além disso, ha indicios de que estes
sinais visuais podem ser usados também para encontrar parceiros sexuais, como descrito
no trabalho de de Souza et al., (2014), no qual avaliou-se que fémeas de Polistes
simillimus escolhem os machos com manchas pretas maiores na face e amarelas no
abdémen. No entanto, ainda sdo poucos os trabalhos que trazem informacdes a cerca de
como e quais sinais deste tipo sdo utilizados durante as interacdes nestas sociedades.

Por outro lado, um importante indutor de determinagdo de castas em insetos
sociais € o Horménio juvenil (HJ), que aparece com taxas mais elevadas na hemolinfa
de rainhas quando comparados com seus titulos em operéarias (Giray et al., 2005;
Tibbetts e Huang 2010).

Em cupins, por exemplo, taxas de HJ diferenciados em larvas de operarios séo
responsaveis pela formacdo de pré-soldados, soldados e ninfas (Park e Raina 2003). Ja
em formigas com diferencas morfoldgicas entre castas e subcastas, é determinada por
taxas de hormdnios juvenis proprios influenciados pela qualidade e quantidade
nutricional (Nijhout e Wheeler, 1982), 0 mesmo pode ser visto em abelhas como Apis
mellifera cujas taxas de HJ é regulado pela a alimentacdo larval diferenciada que
origina rainhas e ou operarias (Laidlaw, 1992), o mesmo ocorrendo em Polistes
metricus uma alimentacdo diferenciada na fase larval produz adultos maiores e com

maior potencial reprodutivo (Rossi e Hunt 1988; Karsai e Hunt 2002).
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Contudo em vespas de fundagcdo independente, em que a diferenciagéo
morfoldgica entre rainhas e operarias é quase inexistente, a determinacdo de castas é
pouco compreendida, sendo baseada basicamente por padrdes comportamentais e
fisioldgicos (Weaver 1966; Ross e Matthews 1991), neste contexto, a determinacdo de
casta é conhecida como pds-imaginal (Solis e Strassmann 1990 Mead e Gabouriaut
1993). Nestas vespas sabe-se que a acdo do HJ pode afetar a agressividade de rainhas,
impedir o desenvolvimento ovariano de operéarias, além de antecipar atividades de
guarda e forrageio em operarias (Robinson e Vargo 1997; Giray et al., 2005).

Porém, alguns trabalhos vém discutindo indicios de que ao menos em parte, a
determinacdo de castas em vespas de fundacdo independente possa ser pré-imaginal
com o HJ exercendo importante papel (Gadagkar et al., 1990; Keeping 2002; Judd et al.,
2010). Neste contexto, ha um unico trabalho que de fato, testou o efeito da aplicacao
topica de HJ em larvas de vespa social de fundacdo independente conseguindo
resultados significativos que aumentarem os indicios da determinacdo de casta pré-
imaginal neste grupo de vespas (Montagna et al., 2015).

Além disso, hd uma relacdo estreita entre os efeitos do HJ sobre o perfil quimico
cuticular, uma vez que ela afeta as fungdes que o individuo executa na coldnia (Yzzo et
al., 2010). Lengyel et al., (2007) investigou a influencia do HJ na composi¢do quimica
cuticular, e na divisdo de trabalho da formiga Myrmicaria eumenoides, e perceberam
que a aplicacdo de HJ modifica o perfil quimico cuticular de operéarias, e que
forrageadoras apresentam maior nivel de HJ em sua hemolinfa

J& Sledge et al., (2004) testaram a relacdo das taxas de HJ com o status
reprodutivo de Polistes dominula em diferentes fundadoras solitérias e fundadoras por
associacdo na fase de pré- emergéncia, com base no tamanho do Corpora allata e os
correlacionou com as propor¢des de HCs e o desenvolvimento ovariano das fémeas,
constatando que as fémeas de colénias fundadas por associacdo apresentaram Corpora
allata significativamente maior assim como perfis de HCs diferentes dos de fundadoras
solitarias.

Contudo, ainda sdo poucos os trabalhos que investigaram a ocorréncia de
determinacdo de castas pré-imaginal em vespas sociais (Montagna et al., 2015), sendo
ainda mais raros aqueles que ja avaliaram a relagdo entre os efeitos dos niveis de HJ em
seus perfis quimicos cuticulares e sinais visuais. Desta maneira, o objetivo deste
trabalho foi avaliar o efeito da elevacdo das taxas de HJ em larvas por aplicacdo tdpica
em diferentes instares larvais sobre o perfil quimico cuticular e sinais visuais da face de

fémeas recém-emergidas de Mischocyttarus consimilis.
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Hipoteses

A primeira hipotese deste estudo é que a aplicagdo topica de HJ em imaturos
possa alterar o padrdo de compostos quimicos cuticulares de fémeas recém-emergidas
da vespa social Mischocytarus consimilis.

A segunda hipédtese do trabalho € que havera variacdo de respostas, quanto ao
perfil de compostos quimicos cuticulares e sinais visuais da face quando aplicacdo

topica de HJ for feita em instares larvais diferentes.

Material e Métodos

Tratamentos e coleta dos individuos

Os estudos foram conduzidos a partir da manipulagdo experimental de 8 colonias
da vespa eussocial Mischocyttarus consimilis, nidificadas em areas rurais no municipio
de Dourados- MS (22°13°16”S, 54°48°20”W). Estas colnias estavam na fase de
operarias em que s6 eram produzidas fémeas para manutencdo e defesa da colbnia
(Jeane, 1972). Todas as coldnias foram transferidas para abrigos artificiais (AA)
construidos de acordo com o descrito por Montagna et al., (2015), como visto na Figura
1, sendo confeccionadas em madeira, medindo 1,2 x 1,2 x 2,5 m, e cobertos com telhas
de regulacdo térmica. Cada AA continha em seu interior quatro baias moveis
posicionadas horizontalmente a uma altura de 1,90 m do chdo. As baias foram fixadas
por meio de uma dobradica em um sarrafo transversal, as quais permitiram um giro
individual de 180 graus. Cada baia recebeu uma unica colbnia, que foi transferida e
fixada de acordo com Prezoto e Machado (1999). O giro das baias permitiu efetuar a
aplicacéo tdpica do HJ numa condicdo a favor da gravidade e precisamente sobre as
larvas selecionadas para o tratamento. Para obter o méximo de precisdo na quantidade
de HJ despejado sobre a larva foi utilizado um micropipetador automatico com
capacidade volumétrica maxima de 02 ul seguindo a metodologia ja utilizada por
Montagna et al., (2015).

Para avaliar se houve diferencas de respostas quanto as idades larvais, a
aplicacdo de HJ foi efetuada em larvas de 3°, 4° e 5° instares baseado nos resultados
obtidos por Montaga et al., (2015). Para cada um dos trés instares definido foi realizado
0s seguintes tratamentos em um lote de larvas da mesma col6nia: (a) larvas com uma

Unica aplicagdo de HJ na concentracdo de 1pug de HJ em pl de acetona (tratamento); (b)
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larvas com uma Unica aplicacdo de 1pl de acetona (controle 1) e (c) larvas sem
aplicacdo alguma (controle 2), conforme Antonialli-Junior e Cruz- Landim (2006) e
Shorter e Tibbetts (2009).

A concentracdo de HJ usada foi baseada no estudo de Montagna et al., (2015). A
determinacdo do instar larval foi realizada medindo a capsula cefélica das larvas
utilizadas em cada tratamento, baseando-se pela regra de Dyar (1980). Para controle do
instar foi extraido do ninho uma larva de mesma idade daquelas do tratamento para
medicdo da capsula cefélica. Estudos prévios ja realizados reconhecem cinco instares
para as larvas de M. consimilis.

Para tornar possivel as aplicaces nos diferentes instares larvais e a coleta dos
adultos recém-emergidos foi realizado o método de mapeamento didrio do ninho em
papel hexagonado impresso (Giannotti, 1998). Todos os adultos recém-emergidos de
larvas sob efeito dos dois tratamentos, € 0 mesmo numero sem nenhum tratamento,
foram coletados, individualizados, sacrificados e conservados por congelamento,
evitando-se assim o uso de qualquer tipo de fixador ou conservante quimico que poderia
reagir com os elementos quimicos da cuticula, de acordo com metodologia proposta por

Montagna et al., (2015) para avaliar se houve variacdo dos seus perfis de HCs.

Analise do efeito da aplicacdo tdépica de HJ sobre a quimica cuticular por
Espectroscopia Optica por Transformada de Fourier no Infravermelho Médio por

Deteccéo Fotoacustica

Para analise da variacdo dos compostos quimicos cuticulares foi executada a
técnica ndo destrutiva de Espectroscopia Optica por Transformada de Fourier no
Infravermelho Médio por Deteccdo FotoacUstica (Fourier Transform Infrared
Photoacoustic Spectroscopy- FTIR-PAS). Esta técnica vem sendo usada com sucesso,
quando se pretende avaliar se ha diferencas entre grupos, sem pretensdo de se avaliar
quais sdo 0s compostos que geram as diferencgas, ja aplicadas em estudo com formigas e
vespas sociais (Tofolo et al., 2014; Neves et al., 2013; Neves et al., 2012).

Esta técnica é mais rapida e barata do que a usual, cromatografia gasosa, e
permite a analise de ambas as propriedades térmicas e Opticas dos materiais (Michaelian
2003). Outra vantagem desta técnica € que a necessidade de preparacdo da amostra é
minima, além da capacidade de ler materiais opacos e solidos, e ndo € destrutiva
(Michaelian 2003) e por isto pode ser utilizada para obter de forma agil, resultados

confiaveis.
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Uma vez que a intencdo ndo foi descrever os compostos responsaveis pelas
diferengas encontradas, as leituras foram feitas de forma padronizada no térax. Estas
amostras foram colocadas previamente em estufa a vacuo por 48 horas para minimizar a
absorcéo de umidade, a qual pode interferir no espectro. Neste estudo, a espectroscopia
fotoacustica de infravermelhos foi usada para ler a radiacdo absorvida pela amostra do
infravermelho médio a regido, compreendendo a faixa espectral de 4000 — 400 cm™.
Esta regido é sensivel as vibragbes de grupos quimicos moleculares, o que permite a
identificacdo de radicais moleculares e tipos de ligacdes quimicas nas amostras (Smith
1999). Durante a leitura, o sistema foi purgado com ar seco para remover particulas,
vapor de 4gua e CO2, e a camara fotoacustica acoplado ao microfone foi purgada com
gas hélio para aumentar a sensibilidade. Para cada amostra, foi obtido um espectro
médio de 64 varreduras com uma resolugo de 8 cm™.

As possiveis diferencas entre a composicdo quimica da cuticula dos adultos
emergidos de larvas sob diferentes tratamentos foram avaliadas em intensidade dos
picos dos espectros médios, pela andlise de funcdo discriminante. Nesta andlise o valor
de Wilks lambda € utilizada como uma medida de diferenca entre os grupos, sendo que
valores proximos a zero indicam que 0s grupos ndo se sobrepdem, enquanto valores
proximos a um indicam elevada sobreposi¢cdo entre 0s grupos e consequente

inexisténcia de diferenca significativa entre eles (Quinn e Keough 2005).

Analise do efeito da aplicacdo tépica de HJ sobre a quimica cuticular por

Cromatografia Gasosa acoplada a espectrometria de massas

Para complementar as analises e avaliar as diferencas quali e quantitativas
geradas pela aplicacdo de HJ, as mesmas amostras avaliadas por FTIR-PAS foram
avaliadas pela técnica de Cromatografia Gasosa acoplada a um espectrdmetro de massas
(CG-EM). Cada amostra foi imersa em um vidro de penicilina composto por 2000uL de
hexano durante 2 minutos. Posteriormente o soluto, resultante da extracdo, foi
submetido a secagem, com auxilio de capela e posteriormente congelados por no
maximo 30 dias. Para as analises cromatogréaficas cada extrato foi dissolvido em 50 uL
de hexano.

Para andlise dos compostos cuticulares de cada amostra foi empregado um
cromatdgrafo a gas acoplado a um espectrdmetro de massas (CG-EM). As condi¢des

de andlises foram testadas com as amostras reais. Para obter uma melhor separagéo
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cromatografica foram avaliados pardmetros como vazdo, fase estacionéria e
temperaturas do detector, forno e injetor.

As amostras foram analisadas por meio do cromatografo gasoso (GC-2010 Plus,
Shimadzu, Kyoto, Japan) com detector de massas (GC-MS Ultra 2010, Shimadzu,
Kyoto, Japd), usando uma coluna capilar de silica fundida DB-5 (J & W, Folsom,
California) 5% de fenil-dimetilpolisiloxano em silica fundida capilar (30 m de
comprimento x 0.25 mm de didmetro x 0.25 um de espessura). As condigdes de analise
foram: gas carregador de hélio (99.999% e velocidade de fluxo de 1.0 mL min-1);
volume de inje¢do de 1 plL, modo de injeg¢do splitless. Rampa de aguecimento com
temperatura inicial de 150 °C alcancando 300°C & 3°C min™ e permanecendo na
temperatura final por 10 minutos. Temperatura do injetor de 220°C. As temperaturas do
detector e da linha de transferéncia foram de 250°C e 200°C respectivamente. Os
parametros de varredura do EM incluiram voltagem de ionizacdo de impacto de elétron
de 70 eV, uma faixa de massa de 45 a 600 m/z e um intervalo de varredura de 0.3 s.

Para identificagdo dos compostos analisados, foram empregados os indices de
retencdo calculados empregando uma série de alcanos lineares, a biblioteca do
equipamento, espectros de massas, e padrdes de alcanos lineares, alcanos ramificados e
alcenos empregados para auxiliar na identificacdo dos compostos. Também foi feita a
identificacdo de compostos que ndo dispomos de padrdes, por meio da interpretacdo dos
espectros de massas associados a ferramentas acima descritas.

As possiveis diferencas entre a composicdo quimica da cuticula dos adultos
emergidos de larvas sob diferentes tratamentos foram avaliadas em relagdo ao
percentual de &rea relativa dos picos dos cromatogramas, pela analise de funcgdo
discriminante, para esta analise foram utilizados todos os picos detectados nas amostras
(Quinn e Keough, 2005).

Analise do efeito da aplicacdo topica de HJ sobre os sinais visuais da face

Todas as fémeas que tiveram seus perfis quimicos cuticulares avaliados tiveram
suas cabecas separadas e suas antenas removidas, para avaliar variacbes no padréo de
coloracgéo das faces, foram ainda coletadas 8 rainhas de diferentes colonias.

Para avaliar se rainhas podem apresentar padrdes de sinais faciais distintos
daqueles de operérias foram coletadas 8 rainhas, apds avaliacdo de se status por meio de
analise de comportamento que as definem (Torres et al., 2012) em col6nias nidificadas
em areas do entorno do municipio de Dourados- MS (22°13°16S, 54°48°20”W).
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As faces de cada um dos individuos submetidos aos tratamentos nos 3°, 4° e 5°
instar, grupo controle e as rainhas foram fotografadas por meio de uma camera digital
acoplada a um estereomicroscépio Zeiss Stemi 2000C adaptado com uma ocular
micrometrica (Carl Zeiss Microscopy, Oberkochen, Germany). As cabecas foram
posicionadas com vista frontal, e as imagens serdo analisadas pelo programa Image J
(disponivel online em http://rsbweb.nih.gov/ij/). Foi calculada a largura maxima da

cabeca na vista frontal, uma vez que segundo Eickwort (1969) esta medida é
considerada um forte preditor do tamanho corporal em vespas e a porcentagem da area
da mancha (area vermelha da Figura 2).

As possiveis diferengas entre as medidas das varidveis medidas foram avaliadas
por meio de andlise de Covariancia (ANCOVA) em que a largura méxima da cabeca foi
considerada a variavel dependente e a porcentagem da mancha a co-variavel com nivel
de significancia de p>0,05.

Foi aplicado ainda uma Andlise de Variancia (ANOVA) para verificar
diferengcas entre o0s grupos quanto a largura maxima da cabeca com nivel de

significancia de p>0,05.

Resultados

Analise do efeito da aplicacdo topica de HJ sobre a quimica cuticular por FTIR-PAS

A inspecdo visual dos espectros médios obtidos por FTIR-PAS mostra que as
diferencas entre os grupos estudados sdo sutis. Entretanto é possivel perceber
visualmente que os picos 13 (grupo funcional -N-H-) e 0 6 (grupo funcional CHy
aparecem mais intensos para o grupo que recebeu aplicacdo de HJ no 4° instar larval, ja
0 pico 7 (grupo funcional N-H e/ ou C-N (Amida Il) aparece com menor intensidade
para o grupo controle. E possivel perceber ainda que o pico 14 (grupo funcional -N-H-)
aparece com maior intensidade no espectro médio dos grupos controle e no grupo que
recebeu aplicagdo de HJ no 3° instar larval (figura 3).

A analise discriminante dos valores referentes as intensidades dos picos dos
espectros médios provenientes das leituras por FTIR-PAS demonstra que os perfis
quimicos cuticulares dos adultos emergidos de larvas sob aplicacdo topica de HJ em
larvais distintos, séo significativamente diferentes com Wilks lambda =0.329 e F=2.847

p=0.0012, no qual a 1° raiz explica = 69% dos resultados e a 1° raiz e 2° raizes juntas
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explicam 84% dos resultados, no qual dos 14 picos analisados (Figura 3 e Tabela 1), 5
picos foram significativos para separagdo dos grupos (Figura 4), 1041, 1373, 1650,
2962 e 0 pico 3093 cm™ (Tabelal)

Analise do efeito da aplicacdo tdépica de HJ sobre a quimica cuticular por
Cromatografia Gasosa

A inspecdo visual dos cromatogramas representativos obtidos por CG-EM
(Figura 5) mostra que os grupos que receberam aplicacio de HJ nos 3°, 4° e 5° instares
larvais sdo diferentes em relagdo ao grupo controle. E possivel notar visualmente, por
exemplo, que dos picos indicados, o pico 1 (Pentadecano) apareceu com maior
intensidade no grupo que recebeu HJ no 3° instar larval. J& o pico 5 (3-
Metilheneicosano) apareceu com maior intensidade em todos 0s tratamentos e com
menor intensidade no grupo controle ( Figura 4).

A andlise discriminante demonstra que os perfis quimicos cuticulares dos
adultos emergidos de larvas sob aplicacdo topica de HJ em diferentes instares larvais e
controle, sdo significativamente diferentes com Wilkslambda =0, 000; F=13.416; p-
tail= 0,0000 p< 0,05, sendo que a 1° raiz explica = 53% dos resultados e a 1° raiz e 2°

raizes juntas explicam 87% dos resultados.

Foram detectados 156 picos e destes 81 foram identificados (Tabela 2), restando
ainda 75 correspondentes aos compostos desconhecidos. A andlise estatistica apontou
23 picos como significativos para separacdo dos grupos, com destaque a 10 mais

significativos estatisticamente na Figura 5 e Tabela 3.

Os resultados mostram que os efeitos mais visiveis em termos de teores, foi
quando a aplicacdo de HJ foi feita no 4 instar larval, resultando em uma maior
concentracdo de alcanos lineares nos adultos recém-emergidos, em relacdo ao controle,
principalmente quando a aplicacdo de HJ foi feita no 4° instar larval (Figura 5). Em
contrapartida este foi o tratamento no qual o adulto apresentou menor teor de alcanos

ramificados.

De todos os grupos cujas larvas foram submetidas ao tratamento com HJ, as
fémeas que receberam HJ no 3° instar larval foram as que apresentaram maior teor de

alcanos ramificados.

Em todos os tratamentos foram encontrados os alcenos -Tricosene;Y-Tricosene,

Heptacosene e Hentriacontene (Figura 5). Os compostos considerados majoritarios
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presentes em todas as amostras submetidas aos diferentes tratamentos foram: 3-
Metilheneicosano; 3-Metilheptacosano; e o0 Nonacosano;

No entanto, alguns compostos foram majoritarios para alguns grupos em
particular como: 3-Metiloctadecano (3° e o 5° instar); Eicosano (5° instar); 9-
Metilheneicosano (4%, 5° instar e controle); Tricosane (3°, 4° e 5° instar); X-
Metilheptacosano  (3° instar); 3,11 Dimetilheptacosano (3° instar); e o X-
Metilhentriacontano (3° instar); 3-Metilnonacosano (3° instar e controle); 11-

Metiltriacontano (3° e 4° instar);

Além disso, alguns compostos ocorrem exclusivamente em alguns tratamentos
como o Hexadecano, Heptadecano, 5-Metilheptadecano e o 3,11-Dimetilheptacosano
gue ocorreram somente em recem-emergidas cuja a aplicacéo foi feita no 3° instar. O 2-
Metiltriacontane, Tritriacontano e o Tetratriacontano, no 4° instar. O composto 14-
Metilltetratriacontano sé ocorreu em recém emergidas que receberam o tratamento no
nos 5° e aquelas tratadas no 3° instar. E 0os compostos 9,15-Dimetilnonacosano e X-

metiltetratriacontano ocorrem somente no controle (Tabela 2)

Analise do efeito da aplicacdo tépica de HJ sobre os sinais visuais da face

Apenas pela largura da cabeca é possivel perceber que ha diferencas perceptiveis
entre as cabecas de rainhas e operarias (controle) e também entre este ultimo grupo e
aquelas sob efeito dos diferentes tratamentos (Figura 8), a analise estatistica Anova
mostrou que ha diferencas significativas entre os grupos analisados quanto a largura
maxima da cabeca com valor de F= 5632 e p=0, 001.

A analise estatistica ANCOVA mostra que considerando a area da macha
avaliada, em consideracdo a largura da cabeca, uma diferenca s estatistica significativa
entre as rainhas, controle os tratamentos nestes dias (Figuras 8 e 9; Tabela 4).

Por outro lado, a andlise mostra que ndo ha diferencas significativas destes

parametros entre rainhas e os tratamentos no 3° instar (Tabela 4).

Discussao

Os resultados demonstram que a aplicacdo topica de HJ em diferentes estagios
larvais, altera significativamente a composi¢do da cuticula de fémeas adultas recém

emergidas e que os resultados sdo instar dependentes, corroborando os resultados
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encontrados por Montagna et al., (2015), que demonstrou que o0 aumento das taxas de
HJ nos estagios larvais altera o fenétipo de fémeas adultas.

Embora os resultados das duas técnicas, tenha demonstrado que a composicao
quimica cuticular foi alterada significativamente com os tratamentos, a técnica de
cromatografia gasosa acoplada a um espectrometro de massas (CG-EM) aponta com
mais clareza que os tratamentos nos 3° e 4° instares larvais foram os que surtiram
maiores efeitos em relagdo ao controle. Montagna et al., (2015) também aponta estes
instares, sobretudo o 3° como o momento chave para obter os resultados mais
significativos com a aplicacdo de HJ nos estagios larvais. Estes autores demonstraram
que quando a aplicacdo de HJ é feita no 3° instar, fémeas adultas séo significativamente
maiores, permanecem mais tempo no ninho e recebem menos agresséo do que o grupo
controle e os outros tratamentos.

Segundo Penick et al., (2012), existe uma fase mais sensivel a aplicacdo do HJ,
ao longo do estagio larval que induz a maiores mudangas no adulto. Neste estudo os
autores conclufram que a aplicagdo do HJ nos 3° e 4° instares larvais leva a fémeas
adultas da formiga Harpegnathos saltator a uma maior propensdo a se tornarem
rainhas.

Assim como nos trabalhos de Antonialli-Junior e Cruz-Landim (2006 e 2009)
com Apis mellifera verificaram que a aplicagdo do HJ inibiu parcialmente a morte
celular dos ovérios, e o efeito maior quanto aos valores das médias dos ovarios e ao
nGmero de ovariolos ocorreu quando o horménio foi aplicado no 3° instar larval.

Pelos resultados obtidos por ambas as técnicas é possivel concluir que existem
diferencas significativas entre os grupos, contudo por CG-MS (Figura 5), é possivel
perceber menor sobreposicdo entre os grupos, ficando mais claro que os tratamentos no
3 e 4 dias sdo aqueles que surtiram diferencas mais significativas com relacdo ao
controle.

Os resultados obtidos por meio da andlise por cromatografia reforcam que a
aplicacdo de HJ altera significativamente a composicdo cuticular, porque alguns
compostos aparecem exclusivamente quando o tratamento € aplicado em dias diferentes
com relacdo ao controle (Tabela 2). Comparado as outras fémeas do tratamento, nos
observamos que quatro compostos majoritarios foram expressos exclusivamente na
cuticula das fémeas que receberam a administracdo de HJ no terceiro instar larval. Em
particular um dos compostos exclusivos e majoritario para o 3° instar e que também foi
um dos 10 picos mais expressivos para separacao dos grupos na analise estatistica foi o

3,11-dimetilheptacosano, que segundo Heinze et al., (2002) esta relacionado com a
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atividade reprodutiva na formiga Pachycondyla inversa, e também no estudo de
D'Ettorre et al., (2004) cuja as operarias dessa mesma espécie sdo capazes de perceber
este composto que € liberado pelas rainhas como um sinal honesto de fertilidade.

De acordo com a Figura 4 hd um maior nimero de alcanos lineares e
ramificados em relacdo aos alcenos nas amostras analisadas, como j& descrito por
Tanure-Nascimento et al., (2007) em Polistes satan, Sledge et al., (2001) com Polistes
dominula, em abelhas nos trabalhos de Arnold et al., (1996) e Dani et al., (2005), em
formigas da espécie Pogonomyrmex barbatus estudadas por Wagner et al., (2001).

Os Metil-ramificados representaram a maioria dos compostos majoritarios e
também os principais responsaveis pela separacdo dos grupos analisados, o que reforca
0 entendimento de que esses compostos assim como os alcenos tenham importancia
fundamental para o processo de comunicagdo quimica, enquanto que os alcanos lineares
seriam 0s principais compostos que protegeriam os insetos contra a dessecacdo (Dani et
al., 2001; Gibbs 2002; Monnin 2006).

Por outro lado, ndo se pode negar que os alcanos lineares possam exercer algum
papel no reconhecimento intraespecifico, visto que o trabalho de Lorenzi et al., (2004)
em operarias de Polistes dominula, tratadas com extratos de alcanos lineares com menos
de 24hs de vida ndo foram aceitas por suas companheiras, sugerindo que estes
compostos também podem ser utilizados como sinais no reconhecimento intracolonial.

Dessa maneira os resultados encontrados neste estudo sugerem que a cuticula
das fémeas que emergem de larvas tratadas com HJ apresentam diferencas tanto quali,
quanto quantitativas de compostos da cuticula (Tabela 2 e Figura 5).

Assim, estes resultados, de fato, corroboram os de Montagna et al., (2015) que
concluiram que fémeas emergindo de larvas tratadas no terceiro instar apresentam
maior tamanho do corpo e, portanto, maior potencial para serem gines, inclusive perfil
quimico cuticular que sinaliza seu maior potencial reprodutivo. Judd et al., (2010)
estudando a vespa social Polistes metricus avaliaram que larvas de gines apresentam
nutrientes circulantes na hemolinfa que diferem das larvas de operarias, 0 que sugere
uma possivel alimentacdo diferencial entre essas larvas. Também apresentam evidéncias
de que a expressdo de compostos cuticulares em fémeas recém-emergidas deve ocorrer
de acordo com a dieta larval que pode alterar os niveis de HJ circulante na hemolinfa.

A analise dos efeitos dos tratamentos com HJ sobre os padrdes de sinais visuais
e a propria largura da cabega mostra que ndo s6 a espécie apresenta estes padrfes para
sinalizar o papel do individuo na coldnia como ja descrito por Tanure-Nascimento et al.,

(2008) na espécie Polistes satan, Petrocelli et al., (2014) na espécie Polistes gallicus e
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em Liostenogaster flavolineata por Baracchi et al., (2015), como também reforca as
evidéncias de que neste grupo de vespas sociais, a0 menos em parte, a determinacdo de
castas pode ser pré-imaginal. Neste contexto, os efeitos dos tratamentos corroboram
com os resultados de Montagna et al., (2015) que concluiram que as aplicagcdes de HJ
nos 3° e 4° instares sdo aquelas que surtem os efeitos mais significativos (Figuras 8 e 9 e
Tabela 4).

Dessa meneira aceitamos as duas hipéteses de que a aplicacdo topica de HJ em
diferentes instares altera o padrao dos compostos quimicos cuticulares , e 0s sinais da
face de fémeas recém-emergidas.

Portanto, os resultados somados aos descritos anteriormente com esta espécie
fornecem evidéncias de que em espécies de vespas sociais de fundacdo independente a
determinacéo de casta pode ser pré -imaginal, uma vez que os efeitos da aplicacdo de HJ
na fase larval pode alterar o fenétipo de adultos recém emergidos,dentre estes, sua
quimica cuticular e padrdes de reconhecimento visual das faces. Além disso, outro
aspecto importante é de que o efeito instar dependente aponta o 3° e 4% instares larvais

como aqueles mais sensiveis a elevacdo dos niveis normais de HJ.

/|
i 4

@

© @

Figura 1: Esbogo esquematico do abrigo artificial usado para a manutencdo da coldnia.
(a) Vista do esquema geral. (b) Vista interna, indicando a posi¢do exata da placa de
madeira usada para fixacéo col6nia. (C) Vista mostrando a posicdo da colbnia ligada a
placa de madeira. (D) Procedimento para a aplicagdo topica de horménio juvenil
girando a placa de madeira de 180 graus (retirado de Montagna et al., 2015).
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Figura 2: Curva média para cada grupo de espectros de absorcdo no infravermelho
médio dos térax de Mischocyttarus consimilis submetidas a aplicacdo de Hormonio
Juvenil em diferentes instares larvais pela técnica de FTIR-PAS com indicacdo dos
picos utilizados na analise estatistica.
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Figura 3: Diagrama de disperséo dos resultados da analise discriminante mostrando as
duas raizes candnicas de diferenciacdo em diferentes instares larvais de Mischocyttarus
consimilis submetidas a aplicacdo de Horménio Juvenil e o grupo controle analisados
pela técnica de FTIR-PAS.
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Figura 4. Cromatogramas representativos dos instares larvais submetidos a aplicacao de
Horménio Juvenil (3%, 4° e 5° instares) e o controle, com indicagdo dos 10 compostos
que foram estatisticamente mais significativos para separacdo dos grupos*
1=Pentadecano; 2=Desconhecido; 3= Octadecano; 4= Desconhecido; 5= 3-
Metilheneicosano; 6= Pentacosano; 7= 9,13 Dimetilpentacosano; 8= Y-
Metilheptacosane; 9= 7- Metilheptacosano; 10= Nonacosano
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Figura 5. Diagrama de dispersdo dos resultados da analise discriminante mostrando as
duas raizes canodnicas de diferenciagdo em diferentes instares larvais de Mischocyttarus
consimilis submetidas a aplicacdo de Hormonio Juvenil e o grupo controle analisados
pela técnica de CG-EM.
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Figura 6. Abundancia relativa em porcentagem dos compostos identificados para cada
instar submetido a aplicacdo de Horménio Juvenil e o grupo controle analisados por
CG-EM de Mischocyttarus consimilis.

Figura 7. Esquema da cabeca com destaque as medidas utilizadas, em preto a largura

méxima da cabeca (mm), e em vermelho a area com a area da mancha medida (mm?) de
Mischocyttarus consimilis.
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Figura 8: Faces das fémeas de Mischocyttarus consimilis submetidas a aplicacdo de HJ
nos 3°, 4° e 5% instar, controle e rainha mostrando as diferencas de formatos de cabeca.

Figura 9. Box- Plot com a largura média das cabecas nos diferentes grupos de fémeas
Mischocyttarus consimilis.
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Tabela 1. Namero de onda, coeficientes das duas raizes candnicas, grupo funcional, e
modo vibracional dos picos identificados nos espectros de absor¢do no infravermelho
médio dos térax das vespas submetidas a aplicacdo de HJ em diferentes instares larvais
e analisados por FTIR-PAS.

Namero de

0 I 0 1
Pico (ond_zla) C;nfl)?na?cza Cinlgr?iléa Grupo Funcional  Modo de Vibragéo
cm
(1) 1041 2,724 3,529 C-H Dobramento no plano
(2 1079 - - C-H Balanco no plano
(3) 1110 - - C-H Balanco no plano
4) 1157 - - C-H Balanco no plano
(5) 1373 -1,017 2,290 C-CH; Dobra simétrico
(6) 1450 - - CH, Tesoura
N-H e/ ou C-N Balanco no plano
Y 1542 - - (Amida I1) wonep
N-H e/ ou C-N Dobramento no plano
(8) 1650 1,723 2,973 (Amida II) e ou / Estiramento
assimétrico
9) 2854 - - CH, Estiramento simétrico
(10) 2877 - - CH-CH3 Estiramento simétrico
CH, Estiramento
(11) 2931 - -- assimétrico
(12) 2962 10,890 4,841 CHs Soraene
(13) 3093 2,949 1,965 N-H Flexdo Harmonica
(14) 3425 - - N-H Estiramento
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Tabela 2. Médias da abundancia relativa e seus desvios-padrdo para 0s compostos cuticulares
identificados nos diferentes instares larvais que foram submetidos & aplicagcdo de HJ o grupo
controle em Mischocyttarus consimilis em negrito 0s compostos majoritarios analisados por
CG-EM.

Compostos Indice ,Sf" Instar ,40. Instar ,50' Instar ,C_ontrole
Calculado MédiatDP (%) MeédiazDP (%) MeédiazDP(%) MédiaxDP(%)
Pentadecano 1500 Tr Tr Tr Tr
Hexadecano 1600 Tr - - -
Heptadecano 1700 Tr - - -
Octadecano 1800 Tr Tr Tr Tr
3-Metiloctadecano 1876 2,32+2,27 1,36+1,58 3,567+9,76 0,71+0,76
Nonadecano 1900 0,55+1,01 0,32+0,70 0,52+1,02 0,61+1,31
X-Metilnonadecano 1975 0,43+0,41 0,33+0,24 1,15+2,91 0,33+0,31
Eicosano 2000 2,08+1,24 2,16+1,26 5,62+10,18 2,52+1,35
5-Metileicosano 2052 0,75+1,36 0,54+1,07 0,67+1,39 1,30+2,11
Heneicosano 2100 1,05+0,57 2,44+3,10 1,74+1,99 0,90+0,64
9-Metilheneicosano 2146 2,06+1,90 3,3746,55 6,86+9,28 13,00£17,61
3-Metilheneicosano 2172 28,47+20.16 40,44+27,97 26,14+18,61 25,70+£22,18
Docosano 2200 0,51+0,40 1,41+2,75 0,25+0,40 0,38+0,88
X-Tricoseno 2281 0,33+0,68 0,18+0,36 0,22+0,45 0,10£0,27
Y-Tricoseno 2286 0,11+0,25 0,69+0,16 0,81+0,17 0,19+0,37
Tricosano 2300 3,16+2,07 3,06+2,72 2,15+1,63 2,66+2,31
9-Metiltricosano 2331 0,44+0,56 0,33+0,35 0,23+0,29 0,45+0,11
7-Metiltricosano 2338 Tr 0,13+0,27 Tr -
5-Metiltricosano 2350 - Tr - -
X-Metiltricosano 2358 0,99+1,79 0,75+1,50 0,91+1,86 1,68+2,72
3-Metiltricosano 2373 Tr Tr Tr Tr
Tetracosano 2400 0,33+0,40 0,32+0,74 0.18+0,32 Tr
12-Metiltetracosano 2437 Tr Tr Tr 0,17+0,32
Pentacosano 2500 1,91+1,42 2,02+2,07 1,17£1,10 1,11+0,86
13-Metilpentacosano 2538 0,37+0,43 0,29+0,30 0,27+0,22 0,25+0,26
5-Metilpentacosano 2555 1,83+3,55 0,73+0,95 0,61+1,03 0,28+0,40
9,13- Dimetilpentacosano 2565 0,38+0,66 - Tr Tr
3- Metilpentacosano 2567 0,35+0,65 0,26+0,51 0,31+0,64 0,60+0,96
5,9- Dimetilpentacosano 2584 Tr Tr Tr 0,16+0,30
Hexacosano 2600 0,26+0.26 0,18+0,38 0,10+0,24 Tr
3,8- Dimethylhexacosane 2608 Tr Tr - -
2- Metilhexacosano 2658 0,99+1,84 0,74+1,50 0,90+1,86 1,66+2,73
X- Metilheptacosano 2712 5,11+6,53 2,04+1,76 2,98+4,23 1,90+1,98
Y- Metilheptacosano 2716 0,32+0,55 - Tr Tr
Y- Metilheptacosano 2719 0,40+0,74 0,29+0,57 0,35+0,72 0,65+1,07
7-Metilheptacosano 2738 Tr Tr Tr 0,31+0,59
5- Metilheptacosano 2745 Tr - - -
3-Metilheptacosano 2778 4,7345,59 4,71+3,92 4,08+2,93 5,1345,12
X,Y- Dimetilheptocosano 2786 Tr Tr - -
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Heptacoseno
Octacosane

3, 11- Dimetilheptacosano
14-Metiloctacosano
X-Metiloctacosano
2-Metiloctacosano
3-Metiloctacosano

4,8- Dimetiloctacosano
Nonacosano
13-metilnonacosano
7-Metilnonacosano
5-Metilnonacosano
9,15-Dimetilnonacosano
7,11 Dimetilnonacosano
X-Metilnonacosano
3-Metilnonacosano
Triacontano
14-Metiltriacontano
2-Metiltriacontano
3-Metiltriacontano
Hentriacontano
11-Metilhentriacontano
7-Metilhentriacontano
5- Metilhentriacontano
11,19-
Dimetilhentriacontano
X-Metilhentriacontano

3-Metilhentriacontano
Dotriacontano
3,7-Dimetilhentriacontano
14-Metildotriacontano
8-Metildocotriacontano
Tritriacontano
13-Metiltritriacontano
X-Metiltritriacontano
7-Metiltritriacontano
9,21-dimetiltritriacontano
Tetratriacontano
X-metiltetratriacontano
14-Metiltetratriacontano
2-Metiltetratriacontano
Pentatriacontano

1,21Dimetilpentatriacontano

2794
2800
2807
2834
2847
2859
2873
2894
2900
2937
2942
2951
2953
2961
2968
2975
3000
3035
3063
3074
3100
3133
3142
3154

3160

3168
3175
3200
3210
3233
3245
3300
3333
3335
3345
3364
3400
3424
3435
3454
3500
3561

0,37+0,92
0,50+1,50
9,27+0,0002

0,27+0,55
0,5310,71

Tr

Tr

Tr
5,68+3,54
2,41+1,30
0,15+0,22

Tr

Tr

Tr
4,64+2,97
0,16+0,33

Tr
0,30+0,53
0,68+0,46
7,1146,20
0,12+0,24
0,22+0,44

Tr

3,16+4,16
0,23+0,33

Tr

Tr
0,16+0,33
0,11+0,21
0,67+1,31
0,18+0,54

Tr
0,18+1,59

Tr
Tr

0,11+0,28

0,66+1,35

0,52+0,57
0,26+0,53
0,10+0,12
Tr
0,25+0,46
3,16%2,46
2,10£1,56
0,23+0,29
Tr

0,10+0,20
2,19+2,69
0,22+0,39

Tr

Tr
0,27+0,56
0,46+0,62
3,09+4,36
0,23+0,46
0,21+0,38

Tr

2,02+3,89
2,97+2,63
0,16+0,32
0,12+0,27
0,18+0,34
Tr
Tr
0,28+0,51
0,16+0,34
Tr
0,82+1,57
Tr

Tr
Tr
Tr

0,84+1,75

0,74+1,44
0,33+0,64

Tr
0,38+1,10

Tr
3,56+3,11
2,01+1,39
0,13+0,23

Tr

Tr

Tr
2,452 .47
0,29+0,53
0,40+1,17
0,34+0,76
0,55+0,44
1,91+£3,31
0,23+0,43
0,43+0,74

0,13+0,32

2,11+3,73
2,17+£3,31
0,18+0,44
0,18+0,42
0,18+0,44

Tr

Tr
0,41+0,94

Tr
0,82+1,52

Tr

Tr

1,1142,42
0,41+1,30
1,23£2,40
0,62+1,01
0,12+0,17
0,11+0,21
Tr
3,21+2,61
2,57£1,85
Tr
0,11+0,19
Tr
Tr
3,33+2,47
0,46+0,49
Tr
0,72+1,26
0,44+0,46
0,95+1,40
Tr
0,37+0,48

Tr

0,80+1,30
1,71+£1,63
Tr
0,36+0,67
Tr
0,19+0,33
0,32+0,49
Tr
0,12+0,21
0,42+0,55

Tr
Tr
Tr
Tr

DP = Desvio padréao

ND= Nao indentificado

*compostos identificados nas amostras COM abundancia relativa igual ou inferior a 0,1%
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Tabela 3. Compostos que apresentaram valores estatisticamente significativos com
destaque nos 10 mais significativos para a separacdo dos diferentes instares larvais que
receberam tratamento com HJ e controle da espécie Mischocyttarus consimilis
analisados por CG-EM.

Compostos indice calculado Raiz 1 Raiz 2
*Pentadecano 1500 4,326 2,681
*Desconhecido 1660 5,714 2,225
*Qctadecano 1800 -7,544 -3,987
Nonadecano 1900 -0,139 -2,155
*Desconhecido 1927 7,163 0,852
Desconhecido 1931 1,843 1,897
Desconhecido 1962 2,456 -2,581
Desconhecido 1970 1,112 -0,186
*3-Metilheneicosano 2172 4,252 -4,596
Desconhecido 2186 0,639 0,106
Docosane 2200 2,644 -1,69
Desconhecido 2278 1,239 0,119
Desconhecido 2498 -0,853 1,705
*Pentacosano 2500 4,773 -4,462
*9,13- Dimetilpentacosano 2565 -10,278 22,035
*Y - Metilheptacosano 2716 7,663 21,325
*7-Metilheptacosano 2738 -4.211 -3,579
*Nonacosane 2900 -6,282 -2,396
9,15-Dimetilnonacosano 2953 0,600 2,764
Desconhecido 3139 -0,592 1,205
5-Metilhentriacontano 3154 2,421 -1,727
3-Metiltriacontano 3074 2,072 1,768
X-Metilhentriacontano 3168 1,416 2,521

* 10 compostos mais significativos para separacéo dos grupos
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Tabela 4. Matriz das diferencas médias dos pares analisados pela ANCOVA da
diferenciacéo facial dos grupos tratados com HJ nos 3°, 4° e 5° instares larvais, grupo

controle e rainhas de Mischocyttarus consimilis.

Valor de p= Valor de F=

Controle x 3° Instar 0,025 6017
Controle x 4° Instar 0,139 2395
Controle x 5° Instar 0,102 3008
Controle x Rainha 0,040 5105

Rainha x 3° Instar 0,077 3694

Rainha x 4° Instar 0,039 5175

Rainha x 5° Instar 0,023 6035

3% Instar x 4° Instar 0,448 606
3% Instar x 5° Instar 0,576 325
4° Instar x 5° Instar 0,859 220
Todos 0s grupos 0,002 3159
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Capitulo 11

Efeito da aplicacéo topica de Hormonio Juvenil em fémeas recém
emergidas da vespa social Mischocyttarus consimilis (Vespidae:

Polistinae)
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Efeito da aplicacdo topica de Horménio Juvenil em fémeas recém
emergidas da vespa social Mischocyttarus consimilis (Vespidae:

Polistinae)

Resumo: O Hormoénio Juvenil atua em diversos aspectos da vida dos insetos sociais,
afetando o grau de desenvolvimento ovariano de rainhas e polietismo temporal em
operarias. Por conseguinte, também pode atuar na determinacdo de parte da composi¢éo
quimica cuticular que diferencia as castas de rainhas e operarias. Entretanto, sdo poucos
os estudos que ja avaliaram a acdo do HJ sobre a ontogenia comportamental, perfil
quimico cuticular e fisiologia do ovario. Assim, 0 objetivo deste estudo foi avaliar o
efeito do HJ sobre a ontogenia comportamental, fisiologia e compostos quimicos
cuticulares, quando sua aplicacdo € feita em operarias recém-emergidas de
Mischoyttarus consimilis. Uma Unica aplicacdo de HJ foi feita em operarias recém-
emergidas de 1 dia de vida na concentracdo de 25ug de HJ em 1pl de acetona. Os
resultados mostram que h& mudancas significativas na fisiologia das fémeas, quanto ao
comprimento dos ovocitos, 0 que as tornam mais agressivas, diminuem as taxas de
forrageamento e, ainda tém sua composicdo quimica cuticular significativamente

alterada.

PALAVRAS-CHAVE: Polietismo, fisiologia do ovario, perfil quimico cuticular.
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Introducéo

A divisdo reprodutiva de trabalho € uma das caracteristicas marcantes dos
insetos sociais, na qual uma fémea é responsdvel pela manutencdo no nimero de
individuos por meio da reproducdo, enquanto que o restante da colbnia trabalha na
manutencdo dos recursos necessarios ao sucesso do grupo, tais como alimentacdo,
limpeza, cuidado com os imaturos e defesa da colonia (Wilson1971).

Em espécies de fundacdo independente de insetos sociais, existem poucas ou
nenhuma diferenciacdo morfoldgica entre rainhas e operarias (Robinson e Vargo 1997).
Contudo as operarias ndo perdem a capacidade de se reproduzirem (Gadagkar et al.,
1991). Porém as rainhas por serem mais agressivas acabam ingerindo maior quantidade
de alimento e consequentemente acaba tendo um maior desenvolvimento ovariano, além
de evitarem terefas de alto risco e que despendam um custo energético elevado (Queller
e Strassmann 1989; Roseler 1991; O’Donnell 1998; Torres et al., 2012).

Nos insetos sociais a divisdo de trabalho é mediada, entre outros fatores pelo
Hormdnio Juvenil (HJ), que pode vir a afetar desde a fisiologia até o comportamento de
rainhas e operérias (Robinson e Vargo 1997). Assim, o HJ € conhecido por modular a
divisdo de trabalho reprodutivo em vespas sociais como, por exemplo, em Polistes as
altas taxas de HJ promove a formacéo de novas rainhas (Roseler et al., 1984; 1985). Ja
em Polybia o Hj é responsavel pela producdo de novas forrageadora acelerando o
polietismo temporal (O'Donnell e Jeanne 1993; O'Donnell 1998).

Em Polistes canadensis o HJ antecipa a execuc¢do da tarefa de guarda e aumenta
0 namero de forrageadoras (Giray et al., 2005). Enquanto em Ropalidia marginata o HJ
promoveu um maior desenvolvimento ovariano, sem entretanto, promover
modificagdes quanto ao polietismo temporal (Agrahari e Gadagkar 2003), sugerindo
que as modificacdes provenientes do HJ dependem também da fisiologia de cada
individuo (Giray et al., 2005).

Outro aspecto importante na vida dos insetos sociais, e que parece estar
intimamente relacionado com as taxas de HJ é a assinatura quimica cuticular, uma vez
que se este horménio pode alterar a fisiologia e comportamento, também deve alterar
estes compostos que distinguem operarias de rainhas (Bonavita-Cougourdan et al.,
1991; Sledge et al., 2001).

Esta relacéo entre HJ e os compostos quimicos da cuticula é intima porque estes
compostos sinalizam o status reprodutivo, como ja discutido em estudo com a vespa
Polistes dominula (Sledge et al., 2001; 2004), as formigas Dinoponera quadriceps

(Monnin et al., 1998) e Myrmecia gulosa (Dietemann et al., 2003). Operéarias da
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formiga Lasius niger ao perceberem o hidrocarboneto que sinaliza o potencial
reprodutivo de sua rainha, se mantém estéreis (Holman et al., 2010). Desta maneira 0s
hidrocarbonetos cuticulares atuariam como sinais de fertilidade indicando quais seriam
as fémeas com potencial reprodutivo e assim impedir a postura de outras fémeas (Keller
e Nonacs, 1993).

Em Polistes dominula, por exemplo, quando a fémea dominante é removida, a
fémea que assume seu lugar acaba desenvolvendo um perfil similar ao da fundadora
(Sledge et al., 2001 e Sledge et al., 2004). E em Polistes metricus as taxas de HJ da
hemolinfa sdo determinadas pela alimentacdo diferencial na fase larval que € refletida
nos compostos quimicos cuticulares de recém-emergidos (Judd et al., 2010).

Portanto pode—se perceber que os hidrocarbonetos cuticulares sdo compostos
dindmicos que podem ser alterados tanto pelo papel quanto pelo ambiente desses insetos
(Dapporto et al., 2005). Sendo assim este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do
HJ sobre a ontogenia comportamental, fisiologia e compostos quimicos cuticulares,
quando sua aplicagdo é feita em operarias recém-emergidas de Mischoyttarus

consimilis.

Hipdteses

A primeira hipotese desse trabalho é que havera variacdo significativa na
ontogenia comportamental de operarias quando receberem aplicacéo topica de HJ logo
que emergirem.

A segunda hipdtese € que havera mudancas significativas no comportamento, na
composi¢do quimica cuticular e na fisiologia de fémeas que receberem aplicacdo topica

de HJ logo que emergirem.

Material e Métodos
Tratamentos e coleta dos individuos

Os estudos foram conduzidos a partir da manipulacdo experimental de 11
coldnias, e um total de 98 fémeas na fase de producdo de operarias, da vespa eussocial
Mischocyttarus consimilis em condi¢Ges naturais, estabelecidas em areas rurais no
municipio de Dourados- MS (22°13°16” S, 54°48°20” W).

Fémeas recém-emergidas com um dia de vida foram submetidas aos seguintes
procedimentos: operarias com aplicacéo de HJ (tratamento); operarias com aplicacao de
acetona (controle 1), e operarias sem nenhum tipo de aplicacdo (controle 2). As fémeas

59



que receberam o tratamento com HJ foram submetidas a uma Unica aplicacdo de 1ul de
HJ na concentracdo de 25ug de HJ em 1pl de acetona seguindo metodologia proposta
por Giray et al., (2005), uma vez que, segundo Neves et al., (2012), nesta idade, esta
espécie ainda ndo adquiriram a assinatura colonial. J& as Fémeas que receberam
aplicacdo somente do solvente, foram submetidas a uma Unica aplicagdo de 1ul de
acetona.

Foi avaliada a taxa de morte/ desaparecimento ap6s aplicagdo de cada um dos
tratamentos. Em seguida, fémeas tratadas com HJ e solvente, bem como aquelas de
mesma idade sem nenhum tratamento (controle 2) foram marcadas com tinta atoxica na
perna direita, permitindo assim sua identificacdo, bem como dos comportamentos por
elas executados. As fémeas marcadas foram monitoradas durante 12 dias, sendo 4 horas
por dia (9:00-11:00 e das 14:00-16:00) de setembro de 2013 a setembro de 2015.
Quando havia mais de uma fémea marcada no ninho, eram feitos rodizios de
observagdes com 5 minutos por individuo, durante os periodos de observagdes.

De todas as fémeas marcadas foram avaliadas os repertorios comportamentais
pelo método de todas as ocorréncias (“ad libitum” sensu Altmann, 1974), uma vez que
com 12 dias as operarias desta espécie ja desenvolveram todos 0s comportamentos intra
e extra nidais da ontogenia de seu repertério comportamental como descrito por Torres
et al., (2011), do qual foram compilados, como parametros os atos envolvidos no
repertorio de operarias. Portanto, foi avaliado mudancas na freqgliéncia, durante a na
ontogenia comportamental entre os diferentes tratamentos como proposto por Giray et
al., (2005).

O repertorio comportamental das fémeas foi analisado de acordo com Torres et
al., 2012, e agrupados em dois grupos de idades, sendo de 1 a 5 dias consideradas
fémeas jovens que executavam trabalhos em sua maioria intranidais e o grupo de 6 a 12
dias foram consideradas fémeas velhas, que executavam trabalhos extra nidais com
maior freqliéncia. J& os comportamentos foram agrupados em sete categorias sendo: 1-
Atos agressivos (cabecada dada, cabecada recebida, disputar alimento e solicitar
alimento); 2-Trofalax (Trofalax adulto-adulto e trofalax larva-adulto); 3- Verificar
células; 4-Auto-limpeza corporal; 5-Inatividade (Permanecer imdvel); 6-Forragear
(Forragear nectar, 4gua, polpa de madeira; forrageamento mal sucedido); 7-Outros
(limpar células, receber reconhecimento, reconhecer individuos, bater a perna no ninho,
vibrar asas e andar sobre o ninho).

Para avaliar estatisticamente o efeito da aplicacdo dos tratamentos, em relacéo

ao controle sobre a ontogenia comportamental de fémeas jovens e mais velhas foi
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aplicado sobre as frequéncias relativas de execugdo de cada tarefa um teste ndo
paramétrico Qui- quadrado (X?) com intervalo de confianca com nivel de significancia
de p<0,05 (Siegel e Castellan-Junior, 2006).

O mesmo teste foi aplicado para avaliar se ha diferencas significativas entre o
efeito dos tratamentos e controle sobre as freqliéncias relativas com que as fémeas
realizam os comportamentos de agressividade, tipico de dominantes e forrageio tipico
de operarias (Torres et al., 2012). Para realizacdo da analise estatistica, as frequéncias
de forrageio e agressividade das fémeas de todos os grupos analisados, foi realizada em
conjunto com todas as idades, uma vez que a frequéncia de forrageamento é maior em
fémeas mais velhas, por isso, verificar as taxas de forrageio em fémeas mais novas

separadamente ndo seria possivel por apresentarem frequencias muito baixas.

Analise do grau de desenvolvimento ovariano de fémeas sob efeito dos diferentes
tratamentos

Todas as fémeas marcadas e monitoradas apds 12 dias de vida foram coletadas
para andlise dos seus perfis de seus compostos quimicos cuticulares e do grau de
desenvolvimento ovariano. Ao total foram 32 fémeas coletadas.

Para andlise do desenvolvimento ovariano foi extraido o géster de cada uma das
32 operarias coletadas, em seguida, dissecados em uma placa de petri contendo solucéao
fisioldgica. De cada fémea foi obtido o comprimento médio dos seis maiores ovdcitos e
essa medida foi utilizada como indice de desenvolvimento ovariano individual (Giray et
al.,, 2005). O comprimento dos ovocitos foi obtido com auxilio de um
Estereomicroscopio Zeiss Stemi 2000C adaptado com uma ocular micrométrica (Carl
Zeiss Microscopy, Oberkochen, Germany).

Os valores obtidos dos graus de desenvolvimento dos ovarios de fémeas
submetidas aos diferentes tratamentos foram comparados por Andlise de Variancia
(ANOVA), e utilizou-se a funcdo logaritmica para homogeneizar a variancia dos dados
(Bussab e Morrettin 2002). Para analisar as diferencas entre os grupos foi aplicado um
teste a priori de Tukey (Hair et al., 2009).

Analise do efeito da aplicagéo tépica de HJ sobre a quimica cuticular por FTIR-PAS

Para andlise da variacdo dos compostos quimicos cuticulares foi utilizada a
técnica ndo ser destrutiva de Espectroscopia Optica por Transformada de Fourier no
Infravermelho Médio por Deteccdo Fotoacustica (Fourier Transform Infrared
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Photoacoustic Spectroscopy- FTIR-PAS). Esta técnica vem sendo usada com sucesso,
quando se pretende avaliar se ha diferencas entre grupos, sem pretensdo de se avaliar
quais sdo as diferencas, ja aplicadas em estudo com formigas e vespas sociais (Tofolo et
al., 2014; Neves et al., 2012; 2013).

Esta técnica é mais rapida e barata do que a usual, cromatografia gasosa, e
permite a analise de ambas as propriedades térmicas e Opticas dos materiais (Michaelian
2003). Outra vantagem desta técnica é que a necessidade de preparacdo da amostra é
minima, além da capacidade de ler materiais opacos e solidos, e ndo € destrutiva
(Michaelian 2003), e por isto pode ser utilizada para obter de forma &gil, resultados
confidveis. Uma vez que a intencdo ndo foi descrever os compostos responsaveis pelas
diferencas encontradas, as leituras foram feitas de forma padronizada no torax. Estas
amostras foram colocadas previamente em estufa a vacuo por 48 horas para minimizar a
absorcéo de umidade, a qual pode interferir no espectro. Neste estudo, a espectroscopia
fotoacustica de infravermelhos foi usada para ler a radiacdo absorvida pela amostra do
infravermelho médio a regido, compreendendo a faixa espectral de 4000 — 400 cm™.
Esta regido é sensivel as vibracdes de grupos quimicos moleculares, o que permite a
identificacdo de radicais moleculares e tipos de ligacdes quimicas nas amostras (Smith,
1999). Durante a leitura, o sistema foi purgado com ar seco para remover particulas,
vapor de agua e CO,, e a camara fotoacuUstica acoplado ao microfone foi purgada com
gas hélio para aumentar a sensibilidade. Para cada amostra, foi obtido um espectro
médio de 64 varreduras com uma resolucio de 8 cm™.

As possiveis diferengas entre a composicdo quimica da cuticula dos grupos de
fémeas controles, fémeas que receberam aplicagdo de HJ e fémeas que receberam
aplicacdo de acetona foram avaliadas em intensidade dos picos dos espectros médios,

pela analise de funcdo discriminante (Quinn e Keough, 2005).

Analise do efeito da aplicacdo topica de HJ sobre a quimica cuticular por

Cromatografia Gasosa

A cromatografia gasosa foi usada para refinar as andlises e determinar a variacéo
quali e quantitativa dos compostos. As mesmas amostras utilizadas na técnica de FTIR-
PAS foram avaliadas pela técnica de Cromatografia Gasosa acoplada a um
espectrometro de massas (CG-EM). Cada amostra foi imersa em um vidro de penicilina
composto por 2000uL de hexano durante 2 minutos. Posteriormente o0 soluto, resultante

da extracdo, foi submetido a secagem, com o auxilio de capela e posteriormente
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congelados por no maximo 30 dias. Para as analises cromatograficas cada extrato foi
dissolvido em 50 pL de hexano.

Para andlise dos compostos cuticulares de cada amostra foi empregado um
cromatografo a gas acoplado a um espectrémetro de massas (CG-EM). As condicdes de
andlises foram testadas com as amostras reais. Para obter uma melhor separacdo
cromatogréfica foram avaliados pardmetros como vazdo, fase estacionéria e
temperaturas do detector, forno e injetor.

Para identificacdo dos compostos analisados foram empregados os indices de
retencdo calculados empregando uma série de alcanos lineares, a biblioteca do
equipamento, espectros de massas, e padrdes de alcanos lineares, alcanos ramificados e
alcenos empregados para auxiliar na identificacdo dos compostos. Também foi feita a
identificacdo de compostos que ndo dispomos de padrdes, por meio da interpretacdo dos
espectros de massas associados a ferramentas acima descritas.

As amostras foram analisadas por meio do cromatografo gasoso (GC-2010 Plus,
Shimadzu, Kyoto, Japdo) com detector de massas (GC-MS Ultra 2010, Shimadzu,
Kyoto, Japan), usando uma coluna capilar de silica fundida DB-5 (J & W, Folsom,
California) 5% de fenil-dimetilpolisiloxano em silica fundida capilar (30 m de
comprimento x 0.25 mm de diametro x 0.25 pm de espessura). As condigdes de analise
foram: géas carregador de hélio (99.999% e velocidade de fluxo de 1.0 mL min-1);
volume de injecdo de 1 pL, modo de injecdo splitless. Rampa de aquecimento com
temperatura inicial de 150 °C alcancando 300°C & 3°C min-1 e permanecendo na
temperatura final por 10 minutos. Temperatura do injetor de 220°C. As temperaturas do
detector e da linha de transferéncia foram de 250°C e 200°C respectivamente. Os
parametros de varredura do EM incluiram voltagem de ionizacdo de impacto de elétron
de 70 eV, uma faixa de massa de 45 a 600 m/z e um intervalo de varredura de 0.3 s.

Para identificacdo dos compostos analisados foram empregados os indices de
retencdo calculados empregando uma série de alcanos lineares, a biblioteca do
equipamento, espectros de massas, e padrdes de alcanos lineares, alcanos ramificados e
alcenos empregados para auxiliar na identificacdo dos compostos. Também foi feita a
identificacdo de compostos que ndo dispomos de padrdes, por meio da interpretacdo dos
espectros de massas associados a ferramentas acima descritas.

As possiveis diferencas entre a composicdo quimica da cuticula das fémeas
submetidas aos diferentes tratamentos foram avaliadas em relagdo ao percentual de area
relativa dos picos dos cromatogramas, pela analise de funcdo discriminante (Quinn e
Keough, 2005).
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Resultados

Analise do efeito da aplicacdo topica de HJ sobre o comportamento e fisiologia do
ovario

Das 98 fémeas tratadas (35 com HJ; 35 com Acetona; 28 controles) foram
coletadas ao total 32 fémeas (11 com HJ; 10 com Acetona; 11 controles), o que
corresponde a uma taxa de mortalidade/ ou desaparecimento de 71% das fémeas
tratadas com HJ, 68,5% das fémeas tratadas com Acetona e 60,7% das fémeas
controles.

A andlise estatistica Qui-quadrado (X?) mostrou que hé diferencas significativas
no repertério comportamento das fémeas sob efeito dos diferentes tratamentos
(X?=70,056; p=0,000). Ao todo foram 7407 atos comportamentais quantificados.

A analise Qui-quadrado (X®) mostrou que ha diferencas significativas no
repertdrio comportamental de fémeas jovens (X°=63,559; p=0,000) e das mais velhas
(X?=54,132; p=0,000) sob efeito dos diferentes tratamentos (Figura 1).

A mesma analise mostra que ha diferencas significativas entre 0 comportamento
de forrageio e agressividade das fémeas (X?=35, 521; p= 0,000) que receberam 0
tratamento, em detrimento do controle (Figura 1).

Andlise de Variancia (ANOVA) mostrou que ha diferencas significativas entre
os comprimentos dos ovécitos das fémeas sobre o efeito dos diferentes tratamentos (F=
3953 P=0,03) (Figura 2 e tabela 1).

Analise do efeito da aplicacdo topica de HJ sobre a quimica cuticular por FTIR-
PAS

Pela inspecdo visual dos espectros médios € possivel perceber diferencas dos
perfis quimicos cuticulares das fémeas sob efeito dos diferentes tratamentos (Figura 3).
Entretanto é possivel perceber visualmente que os picos 13 (grupo funcional -N-H-) é
mais intenso para o grupo de fémeas controle e o pico 6 (grupo funcional -C-H;) tem
maior intensidade para o grupo de fémeas que receberam tratamento com HJ.

A analise discriminante a part ir dos valores de intensidades dos picos dos
espectros medios demonstra que os perfis quimicos cuticulares de fémeas adultas que
receberam aplicacdo de HJ, fémeas tratadas com acetona e fémeas controles sdo
significativamente diferentes (Wilks lambda =0.517 e F= 2.444 p= 0.0257) sendo que
a 1% raiz explica = 87% dos resultados e a 1% raiz e 2° raizes juntas explicam 100% dos

resultados, sendo que dos 14 picos analisados (Figura 4 e Tabela 2), 4 picos foram
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significativos para separagdo dos grupos tanto na primeira como na segunda raiz
candnica (Figura 4), sendo 1157, 1542, 2931 e 3093 cm™ (Tabela 2).

Analise do efeito da aplicacdo tdpica de HJ sobre a quimica cuticular por

Cromatografia Gasosa

Pela inspecdo visual dos cromatogramas representativos € possivel apontar
diferencas dos perfis quimicos cuticulares das fémeas sob efeito dos diferentes
tratamentos (Figura 5). E possivel perceber visualmente que os picos 4 (3-
Metilnonadecano), 6 (Desconhecido) e o pico 9 (3- Metillpentacosano) mais intensos
para 0 grupo que recebeu tratamento com HJ.

A analise discriminante dos dados referentes as areas percentuais dos compostos
detectados nos cromatogramas (Figura 5) demonstra que os perfis quimicos cuticulares
das fémeas sob efeito dos diferentes tratamentos s&o significativamente diferentes com
Wilks lambda =0.000 e F= 49.029; p= 0.000 sendo que a 1° raiz explica = 99% dos

resultados e a 1%raiz e 2% raizes juntas explicam 100% dos resultados (Figura 6) .

Foram detectados 48 picos e destes 36 foram identificados (Tabela 3). A anélise
estatistica apontou 14 picos como significativos para separacdo dos grupos, com

destaque a 10 mais significativos estatisticamente na (Figura 6 e Tabela 4).

Os resultados mostram que o teor de alcanos ramificados ¢ maior que o de
lineares em todos os grupos, e ndo foi encontrado nenhum alceno nas amostras

analisadas (Figura 7).

Os compostos considerados majoritarios presentes em todas as amostras foram
0s compostos: Desconhecido com indice 1875; Heptacosano; Nonacosano; 3-
Metilnonacosano; Triacontano; 3-Metilheptacosano e o 13,17 Dimetilhentriacontano.
Com excecdo dos compostos Heptacosano e Triacontano em que 0s teores apareceram
em maior concentracdo nas amostras do grupo controle, os demais compostos citados
apareceram em maior concentragdo no grupo tratado com HJ juvenil quando

comparados com os demais grupos (Tabela 3).

JA  o0s compostos  2-Metilheneicosano;  5-Metilpentacosano;  X,Y-
Dimetilheptacosano e o composto Desconhecido com indice 3122 foram majoritarios

para o grupo controle (Tabela 3).
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Além disso, alguns compostos ocorreram exclusivamente em um dos grupos
como o composto Desconhecido com indice 2729 que ocorreu apenas no grupo
controle. Ja no grupo com aplicacdo de Hormonio juvenil apareceram exclusivamente
0s seguintes compostos; Desconhecido com indice 1753, o Nonadecano, Desconhecido
com indice 3048 e o composto Desconhecido com indice 3416. Ja o grupo com
aplicacdo do solvente (acetona) apareceram exclusivamente 0s seguintes compostos;
Desconhecido com indice 2678, 14-Metiloctacosano, 7-Metilnonacosano e 0 composto
Desconhecido com indice 3085 (Tabela 3).

Discussao

Os resultados demonstram que a aplicacdo topica de HJ em fémeas recém
emergidas modifica a sua fisiologia e consequentemente a ontogenia de seu repertorio
comportamental corroborando os resultados de Giray et al., (2005).

Quando as fémeas recém emergidas sofrem aplicacéo de HJ seguem até o 3° dia
um padrdo semelhante aquelas que nao sofreram aplicacdo de nenhum tratamento,
comecando a forragear entre 4-5 dias (Figura 1). Contudo, logo ap6s passam a evitar
esta atividade, permanecendo mais no ninho (Figura 1). Ao contrério, aplicacdo de HJ
em fémeas jovens de Apis mellifera faz com que elas comecem a forragear mais cedo e
continuem esta atividade até o resto de suas vidas (Robinson e Ratnieks 1987). Portanto
o efeito da aplicacdo de HJ em operérias recém-emergidas de espécies consideradas
menos derivadas diferem daquelas com nivel mais alto de sociabilidade, como Apis.

Evitar o forrageio € uma postura tipica de fémeas dominantes que evitam
executar tarefas de alto custo energético e maior risco (O'Donnell 1998; Torres et al.,
2011; 2012). Montagna et al., (2015), aplicando HJ no estagio larval, percebeu que
fémeas que emergem de larvas sob seu efeito, alteram seu comportamento em relacédo
aquelas controle, permanecendo mais no ninho. Estes resultados indicam que mesmo
apos a emergéncia um aumento dos niveis de HJ ainda afeta a fisiologia e, por
consequéncia o comportamento das fémeas.

Esta alteracdo do comportamento é um reflexo da alteracdo de sua fisiologia,
uma vez que fémeas com maior grau de desenvolvimento ovariano tém um maior nivel
hierarquico na colénia (O’Donnell 1998) e com isto forrageiam menos.

Outra consequéncia da alteragéo fisioldgica é a maior agressividade demonstrada
por estas fémeas (Figura 1) que caracteriza, de fato, fémeas de maior nivel hierarquico.

Fémeas dominantes sao mais agressivas, ficam mais no ninho e também solicitam mais
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recursos. Neste contexto, ainda que as fémeas sob efeito do HJ se tornaram mais
agressivas, ndo houve aparente mudanca com relagdo a frequéncia com que solicitam
recursos por meio da trofalaxia (Figura 1).

Outro fato que deve ser avaliado é a porcentagem significativa de fémeas que,
apos aplicacdo dos tratamentos desapareceram da colénia. Uma explicacdo provavel € a
morte por conta da manipulacdo, marcagéo e, mesmo por conta dos efeitos do solvente.
Por outro lado, pode se questionar se a alteragcdo em sua fisiologia e comportamento nao
poderia leva-las a serem menos tolerantes na presenca da prépria rainha ou o contrério,
sendo, portanto, expulsas, uma vez que nao se encaixaram no ranque hierarquico ja
estabelecido, ou ainda deixarem suas coldnias para fundar sua propria. (Gianotti e
Machado 1999; Zara e Balestieri 2000).

O perfil quimico cuticular de fémeas sob o efeito do HJ também foi
significativamente alterado com relacdo ao controle. Estes resultados corroboram com
estudos que mostram que estes compostos quimicos cuticulares servem para sinalizar a
posicdo e os tipos de tarefas exercidas pelas fémeas em suas col6nias (Sledge et al.,
2004; Monnin et al., 1998). Resultados similares foram encontrados por Lengyel et al.,
(2007) com a formiga Myrmicaria eumenoides em que a aplicacdo tdpica do HJ Juvenil
modificou a assinatura quimica das operarias que realizavam trabalhos intra-nidais para
um perfil de forrageadoras.

Tanto nos resultados da analise de FTIR-PAS, quanto do CG-EM, as analises
apontam diferencas significativas, com seus graficos de dispersdo exibindo maior ou
menor sobreposicéo (Figuras 4 e 6 ), mas ainda assim, mostrando que fémeas sob efeito
de HJ adquirem um perfil quimico distinto daquelas controles, consequéncia provavel
das mudancas de seu fisiologia e comportamento.

Por outro lado, as diferencas quanto a maior sobreposi¢do dos dados na Figura 4,
comparada a analise por cromatografia, justifica-se pelo fato de que as técnicas avaliam
aspectos diferentes do perfil quimico, uma vez que o FTIR-PAS analisa 0s grupos
funcionais de todos os compostos presentes na cuticula, enquanto que a CG-EM, apesar
de avaliar as diferencas quali e quantitativa destes compostos, avaliou, neste caso,
somente a composicao dos hidrocarbonetos cuticulares.

De forma geral os metil ramificados foram a maioria dos compostos
responsaveis pela separacdo dos grupos e os compostos de maior abundancia nas
amostras, concordando com outras analises dos compostos cuticulares das vespas
sociais Polistes dominula (Bonavita-Cougourdan et al., 1991), Polybia occidentalis
(Singer et al., 1998) e Mischocyttarus cassununga (Murakami et al., 2015), o que
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reforca o fato de que os alcanos ramificados s&o 0s principais compostos responsaveis
pela comunicagdo quimica, além de serem os principais candidatos a compostos que
sinalizam a fertilidade em insetos sociais (Dani et al., 2001).

Os compostos majoritarios compartilhados por todos os grupos de fémeas
apresentaram-se em maior concentracdo no grupo com aplicacdo de HJ Juvenil, com
excecdo dos compostos Heptacosano e Desconhecido com indice 3122, que ocorreram
em maiores teores nas amostras do grupo controle. Dentre 0s compostos majoritarios, o
Nonacosane aparece como um dos compostos de maior abundancia em rainhas de
Dolichovespula sax6nica no trabalho de (Van Zweden et al., 2013). O mesmo
ocorrendo com o composto 3- Metilnonacosano em formigas do género Lasius (Holman
etal., 2013).

Um dos compostos que apareceram exclusivamente no grupo com tratamento de
HJ Juvenil foi o Nonadecane, encontrado também em outras espécies de vespas
formigas e abelhas, porém nédo se sabe qual é a funcdo deste composto (Singer, 1998;
Frohlich et al., 2000; Lengyel et al., 2007; Nunes et al., 2009).

Conclui-se, portanto, que a aplicacdo de HJ em fémeas recém emergidas desta
espécie altera significativamente a fisiologia das fémeas, o que por consequéncia altera
sua ontogenia comportamental e 0s compostos quimicos cuticulares que sinalizam esta
nova condigdo, levando & femea a ter maior potencial de dominéancia dentro da col6nia,
assim aceitamos as hipdteses propostas. Contudo, estes resultados sdo diferentes
daqueles obtidos por estudos com espécies mais derivadas, nas quais o HJ ndo leva
operarias a mudar sua fisiologia e consequentemente seu comportamento com relacéo a

companheiras de ninhos.
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Figura 1. Freqiiéncia relativa dos atos comportamentais executados por fémeas
jovens e velhas de M. consimilis sob efeito dos diferentes tratamentos e controle.
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Figura 2. Comprimento médio dos ovocitos de fémeas de M. consimilis sob efeito dos
diferentes tratamentos e controle.
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Figura 3. Curva meédia para cada grupo de espectros de absor¢do no infravermelho
médio dos compostos cuticulares de fémeas de Mischocyttarus consimilis sob efeito dos
diferentes tratamentos e controle avaliados pela técnica de FTIR-PAS com indicacao
dos picos utilizados na anélise estatistica.
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Figura 4. Diagrama de dispersdo dos resultados da andlise discriminante mostrando as
duas raizes candnicas de diferenciagdo em fémeas de Mischocyttarus consimilis
submetidas a aplicacdo de Hormdnio Juvenil, acetona e o grupo controle analisados pela
técnica de FTIR-PAS.
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Figura 5. Cromatogramas representativos dos compostos cuticulares das fémeas recém
emergidas sob efeito dos diferentes tratamentos e controle com indicagdo dos 11
compostos que foram estatisticamente mais significativos para separa¢do dos grupos*
1=Desconhecido; 2=Nonadecano; 3= X-Metilnonadecano; 4= 3-Metilnonadecano; 5=
Desconhecido; 6= Desconhecido; 7= 2- Metilheneicosano; 8=Tricosano; 9= 3-
Metilpentacosano; 10= 3- Metilheptacosano; 11= Octacosano
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Figura 6. Diagrama de dispersdo dos resultados da analise discriminante mostrando as
duas raizes canénicas de diferenciacdo em fémeas de Mischocyttarus consimilis
submetidas a aplicacdo de Horménio Juvenil, acetona e o grupo controle analisados pela
técnica de CG-EM.
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Figura 7. Abundancia relativa em porcentagem dos compostos identificados na cuticula
das fémeas de Mischocyttarus consimilis sob efeito dos diferentes tratamento e controle
por CG-EM.
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Tabela 1. Matriz das diferencas médias dos pares analisados pelo teste de Tukey do
comprimento médio dos ovdcitos de fémeas recém emergidas com aplicacdo de HJ,
fémeas tratadas com Acetona e grupo controle de Mischocyttarus consimilis

Acetona Controle HJ
Acetona -
Controle 0.125 -
HJ 0.826 0.030 -

Tabela 2. Nimero de onda, coeficientes das duas raizes candnicas, grupo funcional, e
modo vibracional dos picos identificados nos espectros de absor¢do no infravermelho
médio da cuticula das fémeas de M. consimilis sob efeito dos diferentes tratamentos e
controle por FTIR-PAS.

NUmero de

a H a H
Pico onda ! I?a!z 2 I?al.z Grupo Funcional Modo de Vibracgdo
(cm) Canonica Canonica
D 1041 - - C-H Dobramento no plano
2 1079 - - C-H Balang¢o no plano
3) 1110 - - C-H Balang¢o no plano
4) 1157 1,892 1,845 C-H Balango no plano
(5) 1373 - - C-CH; Dobra simétrico
(6) 1450 - - CH, Tesoura
) 1542 1,881 2,741 N-H e/ ou C-N (Amida I1) Balango no plano
(8) 1650 - - Dobramento no plano
N-H e/ ou C-N (Amida II) e ou / Estiramento
assimétrico
©) 2854 - - CH, Estiramento simétrico
(10) 2877 : : CH-CH, Estiramento
simétrico
(1) 2931 1,600 0,662 CH Estiramento
2 assimétrico
(12) 2062 - - CHs Estiramento
assimétrico
(13) 3093 1,625 2,076 N-H Flexdo Harmonica
14 3425 - - N-H Estiramento
(
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Tabela 3. Médias das abundancias relativas e seus desvios-padrdo para 0S compostos
cuticulares obtidos nos grupos de fémeas submetidas a aplicacdo de horménio juvenil,
acetona e grupo controle em Mischocyttarus consimilis em negrito 0s compostos
majoritarios.

Compostos indice Horménio Juvenil Acetona Controle
calculado Média + DP (%) Meédia+ DP (%) Media = DP (%)
ND 1753 Tr - -
Octadecane 1800 Tr - Tr
X-Metilocadecano 1875 5,80+2,90 2,50+2,27 4,07+3,40
Nonadecano 1900 Tr - -
X-Metilnonadecano 1926 Tr 0,15+0,29 0,18+0,42
3-Metilnonadecano 1973 0,11+0,32 Tr 0,12+0,33
ND 1994 Tr Tr 0,14+0,25
Eicosano 2000 0,15+0,19 Tr 0,17+0,23
Desconhecido 2097 0,01+0,04 0,04+0,11 0,12+0,14
Heneicosano 2100 0,14+0,15 0,11+0,16 0,10+0,18
2-metilheneicosano 2162 1,22+3,07 0,91+1,29 1,69+2,86
3- Metilheneicosano 2169 6,43+13,12 29,28+24,86 1,68+2,19
2- Metilheneicosano 2172 - 1,76%4,65 18,51+18,72
Docosano 2200 0,31+0,17 0,15+0,18 0,22+0,22
Tricosano 2300 0,18+0,17 0,10+0,14 0,47+0,26
Tetracosano 2400 0,1840,16 Tr 0,15+0,15
Pentacosano 2500 0,81+0,38 0,76%0,33 1,55+0,64
5- Metilpentacosano 2552 1,70+0,94 1,26+0,82 2,11+1,18
3- Metilpentacosano 2570 0,12+0,16 Tr 0,21+0,24
Hexacosano 2600 0,37+0,55 1,22+2,90 0,24+0,12
2-Metilhexacosano 2654 0,85 +2,38 1,04+2,69 0,14+0,14
ND 2668 Tr Tr 0,20+ 0,19
ND 2678 - Tr -
Heptacosano 2700 5,91+2,42 4,43+2 53 6,76+2,13
X-Metilheptacosano 2729 - - Tr
5- Metilheptacosano 2748 0,33+0,26 0,32+0,26 0,36+0,21
3- Metillheptacosano 2772 36,27+9,60 23,8316,97 29,95+7,83
Octacosano 2800 0,4240,33 0,22+ 0,21 0,51+0,57
ND 2803 Tr Tr 0,14+0,25
14-Metiloctacosano 2831 - - Tr
2-Metiloctacosano 2858 1,23+0,29 0,85+0,35 1,02+0,62
Nonacosano 2900 5,01+2,30 3,79+1,84 3,54+1,74
X- Metilnonacosano 2930 0,78+0,83 1,13+1,43 0,87+0,95
7- Metilnonacosano 2940 - Tr -
9, 15- Dimetilnonacosano 2957 - 0,23+0,37 0,14 +0,37
3-Metilnonacosano 2974 12,5745,74 8,74+3,99 6,18+4,08
X,Y- Dimetilheptacosano 2979 1,94+0,94 1,8340,63 2,01+0,74
Triacontano 3000 4,11+1,02 4,82+2,16 5,63+2,35
14-Metiltriacontano 3034 - 0,52+0,90 0,59+1,16
X-Metiltriacontano 3048 1,61+4,55 - -

ND 3085 - 0,17 + 0,29 0,16 + 0,43
Hentriacontano 3100 - Tr -
X-Metilhentriacontano 3122 0,96+0,88 1,79+1,54 3,65+1,86
11-Metilhentriacontano 3130 1,66 £1,32 1,24+1,11 0,72 #1,33

13,17Dimetilhentriacontano 3153 6,40+2,52 4,64 2,40 4,32+2,90
3-Methylhentriacontano 3177 Tr 0,26+0,28 0,11+0,28
Dotriacontano 3200 1,39+0,92 1,39+1,06 1,08+0,86
ND 3416 0,65+1,84 - -
DP=desvio padréo; ND= N&o identificado *Tr=traco (<0,1%)

*compostos identificados nas amostras COM abundéancia relativa igual ou inferior a 0,1%
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Tabela 4. Compostos que apresentaram valores estatisticamente significativos com
destaque nos 11 mais significativos para a separacdo dos grupos controle, de tratamento
com acetona e com Hormonio juvenil em fémeas recém emergidas da espécie
Mischocyttarus consimilis.

Compostos Indice calculado Raiz 1 Raiz 2
Octadecano 1800 4,495 0,036
Desconhecido 1875 -11,212 0,919
Nonadecano 1900 -6,299 1,151
X-Metilnonadecano 1926 7,847 0,917
3-Metilnonadecano 1973 -13,256 1,193
Desconhecido 1994 -19,305 -0,829
Desconhecido 2162 -10,956 0,049
2-Metilheneicosano 2172 8,182 0,977
Tricosano 2300 12,657 -0,430
5-Metilpentacosano 2552 3,893 0,291
3- Metilpentacosano 2570 12,466 0,036
3- Metilheptacosano 2772 0,556 1,651
Octadecano 2800 -13,506 0,448
7-Metilnonadecano 2940 -1,617 0,139
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Considerac0es Finais

A aplicacdo topica de HJ em diferentes instares larvais de Mischocyttarus
consimilis pode alterar o fenétipo de adultos recém emergidos, sua quimica cuticular e
os padrdes de reconhecimento visual das faces. O momento mais sensivel, cuja elevagéo
das taxas do horménio Juvenil provoca os maiores efeitos é quando aplicado nos 3° e 4°
instares larvais. O que reforga a hipotese de que uma alimentagdo diferenciada na fase
larval pode levar a diferentes taxas de HJ originando fendtipos tabém distintos.

Jad a aplicacdo topica em recém-emergidos sugerem que h& mudancas
significativas na fisiologia das fémeas, o que as torna mais agressivas, e leva a
diminuicdo das taxas de forrageamento e, consequentemente ha alteracdo na
composi¢do quimica cuticular. Essas fémeas, portanto, apresentam potencial para

dominancia.
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