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Capitulo 1

Introducao Geral




1- Introducdo

Os insetos sociais sdo caracterizados pela divisao reprodutiva do trabalho,
a sobreposicao de geracdes e o cuidado cooperativo da prole (Wilson, 1971, 1985;
Hamilton, 1972). O altruismo reprodutivo ocorre quando dentro de um grupo,
alguns individuos apresentam redugdo de sua reproducdo direta em favor de
outros que tém sua sobrevivéncia ou sucesso reprodutivo aumentado (Hamilton,
1964; 1972; Wilson, 1971; 1975).

Os himendpteros eussociais (vespas, abelhas e formigas) sdo
particularmente interessantes, pois sua genética haplodipléide e estrutura social
geram estruturas diversificadas e incomuns dentro das colonias que, como
resultado, produzem uma ampla variedade de conflitos internos entre os
individuos (Ratnieks & Reeve, 1992; Bourke & Franks, 1995; Crozier & Pamilo,
1996; Foster & Ratnieks, 2001).

A reprodugao em uma coldnia eussociais é monopolizada por um ou poucos

individuos, denominados rainhas, enquanto outros abdicam da reprodugao direta



exercendo fungdes operdrias (Hamilton, 1964; Wilson, 1971). No entanto, os
mecanismos pelos quais essas poucas rainhas mantém o controle da reproducao,
mesmo quando existe um grande ntmero de outros individuos potencialmente
capazes de reproduzir, ainda sdo pouco compreendidos (West-Eberhard, 1969;
Hughes et al., 1993; Arévalo et al., 1998). Segundo Queller & Strassmann (1998),
teoricamente as operarias deixam de se reproduzir diretamente por quatro razdes:
1) a rainha, por meio de controle fisico, previniria a reproducdo das operarias; 2) as
operdrias seriam incapazes de se reproduzir; 3) as operarias voluntariamente
abdicariam da posturas dos ovos devido ao custo do conflito com a rainha ser alto;
e 4) as proprias operarias controlariam a postura dos ovos umas das outras.

O controle fisico de um individuo sobre outro por meio de uma ordem
linear de dominancia tem sido bem documentada em uma grande variedade de
insetos primitivamente eussociais, tais como em espécies de Bombus (Apidae),
Pachicondyla (Formicidae) e Polistes (Vespidae) (Pardi, 1942; Roseler, 1985; Oliveira
& Holldobler, 1990). Nestes grupos uma hierarquia de dominancia é estabelecida
por meio de encontros agonisticos entre membros de um grupo. Essa dominancia
reflete a habilidade competitiva dos individuos resultando no aumento do fitness
individual de acordo com a posi¢ao ocupada na hierarquia (Wilson, 1975).

Em uma segunda hipétese, as rainhas manipulariam a progénie de modo a
maximizar seu fitness individual. Quando as filhas ndo podem escapar deste
controle convertem-se em individuos altruistas pela manipulacdo parental

(Alexander, 1974). Esta manipulagdo poderia ser exercida por uma alimentagdo



N

diferenciada, limitando o crescimento, e levando a incapacidade da reproducao
das operaérias.

Sobre a permanéncia de individuos nao-reprodutores no ninho materno,
uma terceira hip6tese se basearia no alto risco de uma fundagdo solitaria devido a
predagao, parasitismo e outros fatores externos (Reeve, 1991). Lin & Michener
(1972) ja haviam enfatizado a importancia da evolucdo social através de agregacdes
mutualisticas, em que a porcentagem de mortalidade entre a prole de individuos
de uma populagdo é menor quando estes compartilham uma mesma coldnia.

A quarta possibilidade é fundamentada na teoria do patrulhamento
operario (worker policing), na qual sob certas condicOes as operarias protegem seu
interesse genético sendo intolerantes em relagdo a postura uma das outras. Devido
a assimetria causada pela haplodiploidia, cada operéria se favorece produzindo
seus proprios filhos preferencialmente do que criando filhos de outras operérias.
Além disso, se uma operéria compartilha um maior nimero de genes com a rainha
do que com outra operéria, ela devera suprimir a reproducdo de outras operarias
em favor da producdo de machos pela rainha (Starr, 1984; Ratnieks, 1988; Arévalo
et al., 1998).

Uma teoria alternativa, ndo mutualmente exclusiva, sugere que quando uma
fémea de um determinado grupo assume a dominancia reprodutiva de uma
coldnia, ela oferece uma pequena parcela na reproducdo para outros individuos de
modo a garantir a permanéncia e cooperagdo destes na colonia (reproductive skew).

O tamanho desse incentivo esté relacionado a teoria da kin selection e é baseada em



fatores sociais, ecolégicos e genéticos. Se os membros do grupo sdo proximamente
aparentados compartilhando muitos genes, o incentivo é menor, pois estes
individuos teriam um ganho geneticamente maior pela reproducdo da dominante
(Reeve & Ratnieks, 1993; Keller & Reeve, 1994). No entanto, o desvio reprodutivo
tende a diminuir quando uma fémea associada possui a mesma capacidade
reprodutiva e habilidade competitiva que a dominante (Reeve & Ratnieks, 1993).
Isto ocorre porque o individuo associado talvez dispute a reprodugdo direta nas
mesmas condi¢des que a dominante e, desta forma, esta terd que oferecer uma

parcela maior da reproducao.

1.1- Vespas do género Polistes

A familia Vespidae possui grupos basais com hdébitos solitdrios, mas o
ancestral comum de Polistinae e Vespinae foi provavelmente eussocial (Carpenter,
1982, 1991). O género Polistes possui cerca de 203 espécies e 106 subespécies (Akre,
1982; Reeve, 1991; Carpenter, 1996) é considerado como um grupo “chave” para o
entendimento de vérios aspectos evolutivos relacionados a origem e manutengao
da eussocialidade dos insetos (Evans, 1958; West-Eberhard, 1969; Evans & West-
Eberhard, 1970). Também sdo consideradas como um modelo para a compreensao
da sociobiologia das interacdes de dominancia/subordindncia em animais
invertebrados (Pardi, 1948), devido a pequena diferenciacao de castas que resulta
em um alto potencial de conflitos reprodutivos entre os membros da colonia

(West-Eberhard, 1969; Reeve, 1991).



De fato, novas hipéteses sobre a evolucdo e manutengdo da eussocialidade
nos insetos tém sido abordadas recentemente (West-Eberhard, 1996; Hunt &
Amdam, 2005). Uma perspectiva polémica foi proposta por estes altimos autores
no que se refere aos mecanismos reguladores que estdo presentes nos grupos
solitdrios e poderiam ser aplicados aos Polistes. Esta proposta conhecida como
hipétese do plano bésico bivoltino (“bivoltine ground plan hypothesis”), pressupde
que as castas poderiam ter surgido através de “programas” de desenvolvimento
distintos, durante os quais individuos que fossem criados durante estagdes
propicias e recebessem mais alimento, possuiriam um fenétipo (G2) que lhes
favoreceriam durante o periodo de diapausa. Posteriormente, esses mesmos
individuos iniciariam novas colonias no periodo favoravel seguinte. Os outros
individuos criados em condi¢des menos favoraveis (G1) seriam capazes de
reproduzir, mas na presenca de individuos G2 expressariam os comportamentos
tipicos de operarias, ou seja, o cuidado da prole, o forrageamento e a construcao do
ninho. Evidentemente, esta hipotese é polémica uma vez que exclui questdes
sociobiologicas importantes tais como o altruismo, a razdo do custo x beneficio e
do conflito e cooperacdo. Desta forma, os diferentes pontos de vista que envolvem
a evolucdo do comportamento social utilizam o modelo Polistes nas discussoes

tedricas e experimentais.



1.2- Fundacgao das colonias em Polistes

As colonias de Polistes sdo fundadas por fémeas inseminadas que podem
iniciar a construcdo dos ninhos sozinhas (haplometrose) ou associadas a outras
fémeas (pleometrose). Os fatores que levam a associacdo entre as fundadoras sao
objetos de intensos estudos para se testar ou aplicar a teoria da kin-selection
(Hamilton, 1964a, b; West-Eberhard, 1975). A associacdo entre as fundadoras gera
um conflito de interesses, pois cada fémea compete pela dominancia reprodutiva,
na qual uma das fundadoras torna-se a poedeira da maioria dos ovos (Pardi, 1948).

Quando uma nova fundacdo é iniciada, tende a ser préxima do ninho
original, devido a filopatria caracteristica de Polistes (West-Eberhard, 1969;
Strassmann, 1979; 1981; 1983; Gamboa, 1988; Reeve, 1991). Em alguns casos, as
fundagodes estao localizadas tao proximas que podem ser caracterizadas, ou como
ninhos-satélites, ou mesmo como favos maltiplos de um mesmo ninho.

A construgao de ninhos satélites foi estudada em P. exclamans, no Texas -
EUA (Strassmann 1981a, b, c). Nesta espécie as subordinadas que abandonaram a
colonia original, tornaram-se dominantes e realizaram a postura dos ovos no novo
ninho. Inicialmente, porém, houve um intercaimbio de individuos entre o ninho
original e os satélites. Baseada na teoria de kin selection, Strassmann (1981c) sugeriu
que as operdrias de P. exclamans poderiam reconhecer a informacdo do grau de
parentesco o que determinaria a constru¢do de um novo ninho satélite. Desta

forma, iniciam a postura no novo ninho ou continuam na associagdo como uma



subordinada. O termo “colonias polidomicas” foi introduzido em vespideos sociais
por Page et al. (1989) ap6s o estudo de uma populacdo de P. fuscatus variatus. As
colonias dessa espécie sao constituidas por dois a nove ninhos separados e os
autores concluiram que essa alternativa reprodutiva é decorrente da incapacidade
da fundadora em manter sua dominincia sobre suas subordinadas, resultando
numa poliginia funcional. Posteriormente, Giannotti (1992) observou que colonias
de P. lanio lanio com ninhos satélites foram mais produtivas que aquelas

constituidas apenas por ninhos simples.

1.3- Mediadores do Comportamento em Polistes

Segundo Pardi (1996), existem duas razdes essenciais para o interesse do
estudo de Polistes: a auséncia de distincdo morfoldgica entre as castas e a presenca
de uma conspicua e constante competicdo reprodutiva dentro das coldnias. A
partir deste argumento, todos os fatores, sejam etolégicos, morfolégicos ou
fisiol6gicos que envolvem a regulacdo social em Polistes sdao de fundamental

importancia para o entendimento da biologia deste grupo de insetos sociais.



2- Justificativa e Objetivos

Os fendmenos das causas da construcao de ninhos satélites, e os seus efeitos
na estrutura colonial de algumas espécies de Polistes, constituem um campo de
estudo de grande interesse para a area da evolugdo do comportamento social.
Além disso, as vespas da sub-familia Polistinae formam um dos principais grupos
nos quais os bidlogos evolucionistas tém testado a teoria do desvio reprodutivo
(reproductive skew). De fato, as associagdes de fundadoras sdo caracterizadas por
uma diferenciagdo de castas rudimentar, na qual todos os individuos tém grandes
oportunidades para a reproducdo individual. No entanto, todos os testes
anteriormente realizados, visando a mensuracdo acurada do desvio, tém sido feito
de modo indireto.

Desta forma, a vespa Polistes satan se apresenta como uma excelente espécie
para se testar algumas hipdteses relacionadas ao desvio reprodutivo e estrutura
social de suas colonias polidomicas. Mesmo levando-se em conta que o género,
como um todo, esteja bastante estudado, o elevado ntimero de espécies integrantes,
aliado a distribuicdo cosmopolita, demonstram que certas -caracteristicas
biondmicas afeta, principalmente, as espécies Neotropicais, precisam ser melhor
estudadas, a saber: 1- aspectos fenoldgicos e suas relacdes com o ciclo colonial,
notadamente, com o assincronismo e/ou sincronismo das colonias (Gobbi, 1977;

Gobbi & Zucchi, 1985); 3- agregados de inverno (Gobbi, 1977, Gobbi et al., 2006;



Gonzales et al., 2002); 4- colonias polidomicas. Em P. satan, esse assunto foi
parcialmente trabalhado, na nossa Tese de Mestrado (Tannure-Nascimento, 2002).

Visto o que foi exposto acima e o ntiimero de questdes que permanece ainda
nao respondido, os objetivos desse estudo sao:

* Analisar a fenologia, o ciclo colonial e seus determinantes;

* Avaliar como a reprodugdo é dividida durante a fundagao das coldnias;

* Definir os tipos de conflito que existem durante as varias fases do ciclo

de desenvolvimento das coldnias.
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Capitulo 11

Fenologia colonial de Polistes (Aphanilopterus)

satan Bequaert (Hymenoptera, Vespidae).



1- Introducdio

A andlise populacional do desenvolvimento e o estudo da bionomia das
colénias contribuem sobremaneira para o nosso entendimento das origens e
manutencdo do comportamento social dos insetos (Jeanne & Davidson, 1984;
Tschinkel, 1991, Wcislo & Danforth 1997). A variacdo da sazonalidade afeta o
desenvolvimento da coldnia, tanto em escala espacial (e.g. entre as regides tropicais
e temperadas) como em escala local (e.g. entre lugares com latitudes similares que
possuem diferentes padroes de pluviosidade) (Strassmann & Hughes, 1986,
Richards & Packer, 1996, Field et al., 1998). Os fatores climaticos impdem um
nimero de limitagdes na produtividade da colonia. Por exemplo, em paises de
clima temperado, diferentes esta¢des climaticas afetam a disponibilidade de fontes

de néctar necessaria para a nutricdo do adulto e de presas para nutricao larval,



podendo restringir oportunidades para fundacdo de colonia ou crescimento das
futuras rainhas. Limites climaticos podem resultar na evolugao do comportamento
social aos niveis especifico e populacional.

Dados de fenologia da colonia sdo especialmente importantes para os
insetos da regido tropical, por duas razdes: 1) os efeitos da sazonalidade no
desenvolvimento da colonia provavelmente diferem entre habitats temperado e
tropical. 2) O inicio dos estagios evolutivos da eusocialidade dos insetos pode ter
ocorrido em habitats tropicais. Padrdes de distribuicao de espécie, biodiversidade e
filogenia sugerem que as vespas eusociais de fundagdo independente (Vespidae-
Polistinae) expandiram-se dos trépicos (Vecht, 1965; Reeve, 1991; Wenzel &
Carpenter, 1994). Por essa razdo, as pesquisas de vespas tropicais de fundacao
independente sao de suma importancia para compreensdo das origens evolutivas e
manutencdo do comportamento eusocial em Vespidae. Estudos realizados sobre o
desenvolvimento da colonia nas vespas de fundacdo independente em curto
periodo do ano, tém demonstrado considerdvel variacdo entre espécies e
populacdo, mas o grau da sincronia do nivel de populagdo no desenvolvimento da
colonia parece ser determinado amplamente por fatores climaticos sazonais
(Suzuki, 1986, O’Donnell, 1996; O’Donnell & Joyce, 2001). A sincronia na fundacao
e reprodugdo da coldnia pode ter implicagdes importantes para a manutengdo da
eusocialidade. Por exemplo, os tempos da producao de fémeas (futuras rainhas) e

machos, e a longevidade dos machos, determinacao da distribuicdo temporal do



acasalamento e oportunidades de fundagdo para emergéncia das fémeas
(Alexander, 1974; Yanega, 1988; Hunt, 1994). Um estudo comparativo
entre duas espécies de Polistes (P. erythrocephalus - regido tropical e P. fuscatus -
regido temperada) demonstrou pouca ou nenhuma sincronia sazonal nas épocas de
fundacdo e abandono de colonias nas vespas de origem tropical, pois em todos os
meses sao encontradas colonias nos diversos estdgios de desenvolvimento (West-
Eberhard, 1969). Gobbi & Zucchi (1985) também verificaram uma assincronia em
relacdo ao ciclo colonial de P. versicolor, estudo realizado em Rio Claro -SP, por trés
anos. A falta de um inverno rigoroso, as espécies de regides tropicais e subtropicais
de Polistes tém seus ciclos e vida assincronicos (West-Eberhard, 1969; Young, 1986).
A espécie em estudo, Polistes satan Bequaert, € uma vespa social que ocorre
apenas no Brasil, com ampla distribui¢cdo nos Estados de Minas Gerais, Sdo Paulo,
Goias e Distrito Federal (Richards, 1978). Neste estudo foram quantificados os
padrdes sazonais do desenvolvimento e a composi¢ao colonial, bem como a relagao

desses padrdes com a variagdo climatica sazonal.

2- Material e Métodos

O estudo da fenologia das colonias de P. satan foi realizado na Fazenda
Guanabara localizada no municipio de Cajuru, Estado de Sao Paulo (47° 15’S;
21°26’W). O local de estudo retine quatro casas abandonadas (Figura 1), onde foi

encontrada uma grande populacdo destas vespas. O censo foi realizado



mensalmente, com inicio em fevereiro de 2004 e término em outubro de 2004, onde
foi anotado o niumero de coldnias em cada casa, os ninhos satélites, o nimero de
células, o namero de fémeas e de machos presentes sobre os favos ou ao redor

destes, bem como o estdgio em que se encontram as colonias.

Figura 1: Esquema do local de estudo dos dados

fenologicos das colonias de Polistes satan em Cajuru-SP.



A designagdo dos estagios das colonias adotados foi o proposto por Jeanne
(1972).
* Estagio de Pré-emergéncia: do inicio da constru¢do do ninho a

emergéncia do primeiro adulto;

* Estigio de Pos-emergéncia: da emergéncia do primeiro adulto ao
abandono total da colonia;

O Declinio: do inicio da reducado irreversivel dos estagios imaturos ao
abandono total da colonia.

Além destes estagios, consideramos mais uma fase: o “agregado de
inverno”. Estes agregados sdo formados por fémeas oriundas de colonias
abandonadas ao iniciar-se a estagdo fria. Elas permanecem neste estdgio por um
periodo varidvel (um a quatro meses) e, posteriormente, dardo origem a novas
fundacdes (Gobbi, 1977, Gobbi et al., 2006, Gonzéles et al., 2002). Quanto ao
contetdo das células do ninho, foram identificados ovos, larvas, pupas e vazias,
além da contagem de meconio para verificacdo de reutilizagdo do ninho.

Colonias foram coletadas a partir de agosto para andlise da condicdo dos
ovariolos e espermateca das fémeas.

Os dados abidticos como temperatura do ar e precipitacdo mensais foram
fornecidos pelo site do Centro Integrado de Informacdes Agrometeorolégicas -

Instituto Agrondémico do Estado de Sao Paulo



) para a Regido de Mococa e estdo
sendo correlacionados com os censos.

Através do trabalho de campo, foram observadas ocorréncias de
parasitoidismo nas colonias de P. satan e registrados o nimero de colonias
infestadas, a identificacdo do parasitéide e possiveis danos. Ninhos encontrados
caidos no chao foram coletados e posteriormente examinados para a verificacdo da
quantidade de meconio (massa fecal deixada pelo individuo ao emergir), e para se
estimar a quantidade de adultos produzidos por célula, bem como o grau de
infestacao por parasitéides. Para a verificacdo destes foram checadas as células que
possuiam pequenos casulos de seda, amarelados, no interior das células que
continham pupas do hospedeiro (Figura 2). Para a identificacdo do parasitdide,
alguns ninhos foram armazenados em sacos plasticos apds a coleta e a emergéncia
dos individuos foi registrada. Exemplares foram enviados para Prof. Dr. Marcelo
Tavares na Universidade Federal do Espirito Santo (UFES) especialista em

Chalcidoidea.


http://ciiagro.iac.sp.gov.br/ciiagroonline/

Figura 2. Célula de Polistes satan ocupada por parasitoide.

3- Resultados e Discussdo

Durante o periodo de observagdo foram encontradas colonias nos trés
estagios de desenvolvimento, mesmo no periodo do inverno, indicando, desta
forma, a existéncia de uma ligeira sazonalidade em P. satan (Figura 3). No entanto,
estes resultados ndo corroboram totalmente com o padrdo fenolégico proposto
para espécies de fundagao independente tropicais no qual se afirma a inexisténcia
de uma sincronia entre fundagdes/declinios de colonias e os aspectos abidticos
(West-Eberhard, 1969; Jeanne, 1972; Gobbi & Zucchi, 1985; Yamane, 1986; Gobbi &

Simoes, 1988, Prezoto, 2001).
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Figura 3. Flutuagcdao do ntimero de colonias e estagios correspondentes durante os

meses observados (fevereiro a Outubro de 2004).

Colonias em pré-emergéncia e pos-emergéncia foram encontradas
abundantemente até maio, entdo decairam significativamente no més de junho e
julho. O ntimero de colonias em pré-emergéncia voltou a aumentar nos meses de
outubro e setembro. Da mesma forma, o nimero de coldénias em declinio e/ou
abandonadas aumentou consideravelmente devido as baixas temperaturas
ocorridas neste periodo, declinando a partir do més de agosto (Figura 4).

A produtividade relativa das colonias, ou seja, o nimero de fémeas
produzidas foi significativamente correlacionado ao namero de ninhos satélites em

atividade (Figura 5). A presenca de machos foi percebida entre Fevereiro e Maio.



Posteriormente, houve uma diminui¢do dréstica no ntimero destes em junho (10
machos) e completa auséncia até o més de Outubro, quando voltou a ocorrer

alguns machos sobre os favos os proximos a estes (Figura 6).
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Figura 7. Agregado de inverno de Polistes satan encontrado em julho de 2004.

No més de julho foram encontrados dois agregados de inverno, um
proximo a fundagdes abandonadas (Figura 7) e outro sobre o préprio ninho sem
atividade.

Muitas das colonias encontradas caidas foram descartadas, pois se
encontravam em avangado grau de deterioragdo tornando impossivel até a
contagem de células, totalizando entdo em 44 colonias.

O parasitoide foi identificado como Brachymeria vesparum (Chalcididae). Este
parasitéide é comum nos ninhos de Polistes spp. (Rau, 1941, Nelson, 1968§;
Rodrigues, 1968; Giannotti, 1992, Tannure-Nascimento, 2002). Nas células onde se
encontravam estes individuos, observou-se de 1 a 14 casulos em cada uma,

acomodados em até duas camadas de sete casulos cada. As pupas do hospedeiro



sdo quase totalmente consumidas pelas larvas dos micro-himenépteros, que apés a
metamorfose, abandonam os casulos por orificios laterais, nas células adjacentes.

O tamanho médio dos ninhos caidos foi de 43.16 + 20.35 células, o que nao
significou que tais ninhos apresentaram um padrao caracteristico de namero de
células no qual representasse um limite para se evitar o parasitoidismo. A

contagem de camadas de mecdnio mostrou que as células sao utilizadas apenas

uma vez na maior parte dos ninhos (x * D.P.: 0.97+0.4; amplitude: 0-2 camadas). A
distribuicdo do namero de células dos ninhos caidos ndao diferiu de uma
distribuicdo normal, desta forma, os ninhos foram cortados independentemente de
seu tamanho (Figura 8).

O fato dos ninhos terem sido cortados pelas vespas aparentemente nao esta
relacionado ao parasitoidismo das células, pois dos 44 ninhos analisados, 35
(79.75%) nao apresentavam células com sinal de parasitoidismo (células com
multiplos casulos caracteristico de Brachymeria vesparum. Seis ninhos (13.63%)
apresentaram uma Unica célula parasitada e apenas dois ninhos (4.54%)
apresentaram mais de uma célula parasitada. Este fato foi reforcado pela
observacdo da distribuicdo do ntiimero de células parasitadas por ninho, na qual

nao difere de uma distribuicdo aleatéria (distribuicao de Poisson, Figura 9).



Chi-Square test=5.76, gl = 3 (adjusted) , p =0.123
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Figura 8. Distribui¢do do tamanho dos ninhos caidos em Polistes satan.
A distribui¢cdo do ntimero de células dos ninhos (barras) nao

difere da distribuicdo normal esperada (linha).
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Figura 9. Distribui¢cdo do ntiimero de células parasitadas por ninho de Polistes satan.
A distribuicdo observada ndo mostrou diferenca significativa entre os
valores observados (barras) e a frequiéncia aleatéria esperada (linha

vermelha).



Jeanne (1979) sugeriu que um dos motivos que Polistes canadensis constroi
favos maltiplos, seria pelo custo do ndao reaproveitamento da célula para uma
segunda ou terceira geracdo e que estaria intimamente ligada a adaptagao aos
parasitdides encontrados por ele neste estudo (Trigonalidae, Chalcididae e
Icheneumonidae). Como as células do favo ficam vazias na emergéncia da primeira
geracdo, o nimero de meconio cresce, tornando o favo mais exposto, aumentando
assim o risco de infestagdo por parasitéides. Uma forte correlagdo aconteceu entre a
presenca de parasitéides em favos de P. canadensis e insucesso da colénia na
reutilizacdo dos favos, sugerindo entdo que a dominante reutiliza as células
normalmente em todos os favos, enquanto ela estiver livre da infestagdo de
parasitdides. Uma vez detectado a presenga destes, a fémea nao reutiliza mais estas
células, usando somente as novas. Se o favo foi parcialmente reutilizado,

provavelmente a dominante percebeu a presenca do parasitoide.



4- Conclusdo

Dos ninhos de P. satan em atividade, registrados no censo mensal, apenas
4,65% (N = 602) encontravam-se com células com caracteristica da presenca do
parasitéide Brachymeria vesparum. Comparando com os ninhos caidos, pode-se
concluir que estes ninhos nao sao cortados por forcas ecoldgicas (parasitoidismo), e
que outras razdes, como por exemplo, questdes sociais (e.g. dominancia
reprodutiva) poderia ser uma causa provavel do corte peduncular dos ninhos pés-

emergentes.
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Capitulo 111

Dominancia Reprodutiva e Regulacio Social
de Polistes (Aphanilopterus) satan Bequaert

(Hymenoptera, Vespidae).



1- Introducdo

O desvio reprodutivo (reproductive skew ou concession model) é uma
caracteristica comum a muitas sociedades animais e é regulado por hierarquias de
dominéncia. Isto significa que apenas um ou poucos individuos de um grupo
cooperativo sdo dominantes sobre os demais e monopolizam totalmente ou a
maior parte da reproducao do grupo (aves: Stacey & Koenig, 1990; mamiferos:
Solomon & French, 1997). Da mesma forma, nos insetos sociais a reproducdo é
determinada por meio de lutas que se estabilizam em uma hierarquia ou através
de uma divisao reprodutiva do trabalho nas colonias (revisado em Reeve & Keller,
2001). Muitos insetos sociais (e.g. Polistes, Bombus, halictideos e formigas ponerine)
sdo caracterizados pela auséncia ou minimo dimorfismo entre rainhas e operarias

(Wilson, 1971). Nestes, todos os membros da colonia sdao capazes de acasalar e



reproduzir, mas interagdes agressivas geralmente proporcionam reproducao a um
ou poucos individuos (Heinze et al., 1994).

Colonias da vespa social Polistes sao fundadas por fémeas inseminadas que
podem iniciar a constru¢ao dos ninhos sozinhas (haplometrose) ou associadas a
outras (pleometrose) (West-Eberhard, 1969). Os fatores que levam a associagao
entre as fundadoras sdo objetos de intensos estudos para se testar ou aplicar a
teoria da kin-selection (Hamilton, 1964a, b; West-Eberhard, 1975). A associagdo entre
as fundadoras leva a um conflito de interesses, pois cada fémea compete pela
dominancia reprodutiva, na qual uma das fundadoras torna-se a poedeira da
maioria dos ovos (Pardi, 1948). Alguns estudos sugerem que quando uma fémea
de um assume a dominancia reprodutiva de uma colonia, ela oferece uma pequena
parcela na reprodugdo para outros individuos de modo a garantir a permanéncia e
cooperagao destes na colonia (reproductive skew) (Reeve, 1991). O tamanho desse
incentivo estd relacionado a teoria da kin selection e é baseada em fatores sociais,
ecolégicos e genéticos. Por exemplo, se os membros do grupo sao proximamente
aparentados compartilhando muitos genes, o incentivo é menor, pois estes
individuos teriam um ganho geneticamente maior pela reproducdo da dominante
(Reeve & Ratnieks, 1993; Keller & Reeve, 1994, 2001). No entanto, o desvio
reprodutivo tende a diminuir quando uma fémea associada possui a mesma
capacidade reprodutiva e habilidade competitiva que a dominante (Reeve &
Ratnieks, 1993). Isto ocorre porque o individuo associado talvez dispute a

reprodugao direta nas mesmas condi¢des que a dominante e, desta forma, esta tera



que oferecer uma parcela maior da reproducdo. Outro fator que afeta o desvio
reprodutivo é a produtividade total da colonia, pois quanto maior a
produtividade, menores as vantagens de iniciar uma nova colonia ou disputar a
reprodugao com a dominante.

A ocorréncia de ninhos satélites ainda nao é muito bem compreendida em
vespas do género Polistes, pois 0os mecanismos da regulacao social que envolve a
reprodugdo nos diferentes ninhos permanecem obscuros. A construgdo de ninhos
satélites foi estudada em Polistes exclamans (Strassmann 1981a, b, c). Nesta espécie
as subordinadas abandonaram a colonia original, tornaram-se dominantes e
realizaram a postura no novo ninho. Inicialmente, porém, houve um intercambio
de individuos entre o ninho original e os satélites. Baseada na teoria de kin selection,
Strassmann (1981c) sugeriu que as operérias de P. exclamans poderiam reconhecer a
informacao do grau de parentesco o que determinaria a constru¢ao de um novo
ninho satélite. Desta forma, iniciaram a postura no novo ninho ou continuaram na
associagdo como uma subordinada. O termo colonias polidémicas foi introduzido
em vespideos sociais por Page et al. (1989) ap6s o estudo de uma populacdo de P.
fuscatus. As colonias dessa espécie sdo constituidas por dois a nove ninhos
separados e essa alternativa reprodutiva seria decorrente da incapacidade da
fundadora em manter sua dominéncia sobre suas subordinadas, resultando numa
poliginia funcional.

A espécie Polistes satan € um bom modelo de sistema para o estudo do

conflito pela reproducdo e sua resolugdo ja que possui colonias relativamente



pequenas (x * D.P.= 25.89 + 23.44 individuos adultos, N = 18) e constréi entre 1 a
10 ninhos satélites em torno ou subseqiiente & um ninho parental (Tannure-
Nascimento, 2002). Geralmente uma tnica fémea torna-se a dominante em relagao
aos outros individuos e torna-se a reprodutora principal da colénia. No entanto, o

nimero de operarias com ovarios desenvolvidos em coldnias em pés-emergéncia é

de aproximadamente 20% (x + D.P. =5.79 + 5.16 fémeas, n=12), o que sugere que a
dominancia reprodutiva poderia ndo estar sendo completa (low skew) e as
subordinadas poderiam estar reproduzindo nos ninhos satélites. Neste estudo
foram comparadas as relacdes que determinam a hierarquia de dominancia em
colonias de P. satan em relacdo a um modelo tedrico proposto para uma hierarquia
linear de domindncia. Este trabalho mostra os padrdes de interacdes agonisticas
entre individuos que compdem a hierarquia e suas inter-relacdes em coldnias ndo
manipuladas.

1.1 Modelo

O modelo proposto pressupde a existéncia de uma hierarquia linear na qual
apenas uma propor¢do da colonia possui capacidade de realizar interagdes
agressivas com condi¢des (comportamental e/ou fisiolégica) de alcancar uma
posicdo mais elevada na hierarquia, exceto a dominante ou fémea a que suprime
fémeas ocupando posi¢des inferiores na hierarquia. Para se calcular a varidncia na
relacdo dominancia-subordinagdo foi utilizado o indice de skew (Keller & Vargo,

1993; Reeve & Ratnieks, 1993), que originalmente foi desenvolvido para se



quantificar a varidncia na atividade reprodutiva entre individuos que

[N

desempenham papéis reprodutivos na colénia. A utilizacdo do indice de skew

([N

adequada, pois em Polistes a posicao individual na hierarquia de dominéncia
positivamente correlacionada ao grau de desenvolvimento reprodutivo (revisado

em Roseler, 1991). O indice é dado por:

i=(Ncv + Nn)
(Nc + Nn)

onde:

Nc é namero de competidoras na hierarquia de dominancia;

Nn é o nimero de ndo-competidoras na colonia,

v é a medida da variacdo das interagdes agressivas realizadas e recebidas
(dominancia/subordinacdo) entre as competidoras.

Quando a fémea a realiza todos os atos agressivos sobre os outros
individuos, v é igual a um; quando todos os individuos realizam interagdes
agressivas igualmente, v é definido como uma varidncia observada entre as
competidoras na proporgao do total de atos realizados/recebidos, dividido pelo
valor maximo para esta variancia. Neste caso, v é igual a Ncs2 , onde s2 é a
variancia na proporcao do total de atos feitos/recebidos pelas competidoras (i.e. s2
=[Z (pi -1/ Nc)2] / (Nc - 1), onde pi é a proporcao de todos os atos
feitos/recebidos pela i competidora. Este indice i diferentemente do utilizado para
verificar o valor da produtividade (nimero de descendentes) e pode ser utilizado

para calcular tanto a capacidade de uma competidora ser dominante na hierarquia,



quanto sua proporgao de atos recebidos. Desta forma, o indice i varia de zero a um.
Uma das predicdes do modelo é que a fémea dominante realizaria uma proporcao
maior de atos agonisticos sobre as demais fémeas da hierarquia e receberia o
minimo de atos ou préximo a zero; a fémea P seria dominante sobre as demais,
excecdo a dominante, e receberia uma proporcdo menor de atos agonisticos que as

fémeas abaixo no ranking (Figura 1).



Proporgao de atos

Dominancia - - - - Subordinacao

Figura 1. Modelo de hierarquia de dominédncia em equilibrio em um ranking de
cinco fémeas competidoras. A fémea dominante (1) realiza maior
proporcdo de atos agressivos (linha continua) e recebe o menor ntiimero
de atos agressivos (linha pontilhada), a fémea primeira fémea
subordinada é mais agressiva que as fémeas de baixo ranking e recebe
menos atos agressivos, com excecdao da dominante. As proporcdes podem
variar de acordo com o grau de linearidade da hierarquia, ou seja, quanto
maior o desvio reprodutivo, maior proporcdo de atos agressivos

realizados pela dominante e menor ntiimero de atos recebidos.



2. Material e Métodos

2.1 Local de estudo e colonias

As observacdes de campo foram realizadas na Fazenda Guanabara
localizada no municipio de Cajuru-SP (47°15” S; 21°26’W), entre Setembro de 2003 e
Julho de 2004. Sete colonias em fase de pds-emergéncia foram numeradas segundo
a ordem de ocorréncia local, recebendo cada ninho identificagdo apropriada (16.42
+ 4.64 fémeas, média * D.P.; amplitude 8-20). Semanalmente estas colonias foram
mapeadas mediante a contagem do nimero de células do ninho e especificagdo dos
imaturos. As fémeas foram marcadas individualmente mediante cédigos
especificos no térax com tinta.

Registros utilizando filmadoras digitais (Sony camcorder 8mm) e
observacdes in loco foram realizadas e, posteriormente, em laboratério, transcrigdes
e andlises dos padrdes comportamentais entre os individuos das colonias foram
observadas. No total foram obtidas 5.160 min de observacdes para a avaliagdo das
interacdes (13.5 * 7.18h por colonia, média + D.P.), com cada sessdo de observacao
de pelo menos 30 min. Apenas atos altamente agressivos foram considerados, tais
como: subir sobre opositor, mordiscar e tentar ferroar. Esses atos foram escolhidos,
pois sdo inequivocamente comportamentos de dominancia (Pardi, 1948; West-
Eberhard, 1969; Reeve, 1991). Matrizes de relacdes de dominancia foram
construidas com base nas interacdes agonisticas entre as fémeas (Tabela 1).

Posteriormente, um teste de linearidade de hierarquia foi aplicado de acordo com



o método de Appleby (1983). Cada fémea representada nas matrizes fez ou recebeu
pelo menos um ato agonistico. Aquelas que ndo fizeram nenhum ato agonistico
nao foram incluidas nas tabelas. Este método para consiste no célculo do ntiimero
de triades circulares (e.g. A>B>C ou A>B>C>A) no grupo estudado no qual as
interacdes sdo conhecidas. O calculo de triades circulares d é dado pela seguinte

féormula:

d=N(N-1) @N-1) - %3 (Si)?

12

onde:

N = tamanho do grupo

Si = ntmero de vezes em que um determinado individuo foi dominante sobre
outro(s) do mesmo grupo.

Quando N é maior que 10, a distribuicdo de d aproxima-se do X 2, entao se calcula:

df =N(N-1) (N-2)
(N -4)2




Para o célculo da linearidade da hierarquia utilizou-se o coeficiente K obtido

pela férmula:

K=1- 24d

N 3 - 4N

Posteriormente, foi aplicado o teste de X2 para verificar a variagdo na
frequéncia dos atos realizados e recebidos entre individuos dominantes e
subordinados.

Fémeas ocupando mais elevada posicdo de dominéncia foram classificadas
como 1 ou 0, fémeas na segunda posicao foram classificadas como 2 ou [3, e assim
por diante.

Para definir quais individuos realmente estavam competindo por ranking
mais elevados na hierarquia, foram considerados apenas aqueles que realizaram
5% ou mais de interagdes na colonia. Essa definicdo de hierarquia, embora seja
arbitréria, tem sido utilizada em estudos prévios sobre hierarquia de dominéancia

(Monnin & Ratnieks, 1999; Monnin et al., 2003).



Tabela 1. Exemplo de matriz de interagdes agonisticas registradas durante 840min
de observacdes entre Outubro e Dezembro de 2003 (colonia 1). Na
primeira coluna estdo os individuos que realizaram os comportamentos

agressivos, e na primeira linha estdo os individuos que receberam os

atos.

14 18 | 16 |Total de atos realizados
14
20
3 18
7
8
4
5
5
3
11
3
4
2
3
3
14 2
6 2|1 1 5
18 1
16 2

Total de atos
recebidos 0 14 3 22 2 1 0 6 2 6 7 16 1 3 10 1 21 2 3




2.2- Analises Estatisticas

Devido a nao-normalidade de distribuicdo dos dados, todas as analises
foram feitas utilizando estatistica ndo-paramétrica (Sokal & Rohlf, 1995). Para cada
coldnia foi calculada, utilizando o teste exato de Fisher (one-tailed), a probabilidade
da fémea a realizar maior nimero de atos agressivos e receber menos atos de
outras fémeas de menor ranking. Anélises de variancia (Kruskal-Wallis ANOVA)
foram empregadas para avaliar o efeito das varidveis quantitativas somadas em
relacdo a ordem hierarquica obtida em cada conjunto de matrizes. Posteriormente,
as médias das varidveis comportamentais foram agrupadas (pooled) de acordo com
a ordem hierdrquica obtida em cada colonia, os rankings foram pareados e

comparados pelo teste Mann-Whitney U (Sokal & Rohlf, 1995).

2.3-Remocdo experimental das dominantes

Apos a determinacdo da identidade das fémeas dominantes nas colonias,
seja por atos agressivos e/ou postura dos ovos, foram realizados cinco
experimentos de remocdo e observacdo do processo de disputa pela dominancia.
As fémeas dominantes foram retiradas de seus ninhos e mortas por resfriamento
para posterior andlise dos ovarios e espermateca. Durante duas semanas foram
registrados os atos agressivos entre os individuos ocorridos nas suas respectivas
colonias. Apds o estabelecimento da nova hierarquia de domindncia todas as

fémeas foram coletadas e dissecadas.



Para a comparacdo dos dados de agressividade, analisados como razdes
[log(ntmero de eventos/min + 1)], entre as colénias ndo manipuladas (controle) e
manipuladas (experimento) foi aplicado o teste ¢ de Bonferroni (Sokal & Rohlf,
1995). Para todos os testes estatisticos foi utilizado o software Statistica 6.0 (Statsoft

inc.).

3- Resultados

Interacdes agonisticas ocorreram em um padrao consistente que permitiram
obter um ranking de dominancia hierdrquica em todas as colonias (x + D.P. =
13.68 * 6.19 atos/h; Figura 2). As fémeas consideradas dominantes () realizaram
significativamente mais atos agressivos e receberam menos atos que as fémeas
posicionadas imediatamente abaixo no ranking (B) em 57% das colonias (4/7
colonias, Fisher teste, p<0.05); em comparacdo as fémeas ocupando a terceira
posicdo do ranking (y), fémeas a foram significativamente mais agressivas e
receberam menos atos em 28.5 % das colonias (2/7 das colonias, Fisher teste,
p<0.05); também foram mais agressivas e receberam menor ntimero de atos que
fémeas ocupando a quarta posicdo () no ranking em 57% das colonias (4/7
colonias, Fisher teste p<0.05), e em 43% das colonias (3/7 colonias, Fisher teste,
p<0.05) as fémeas a realizaram mais atos agonisticos e receberam menos que a

fémeas ocupando a quinta posicdo (¢) no ranking hierarquico obtido.



A analise de variancia (ANOVA) mostrou que quando as proporcdes
relativas as interacdes agonisticas em todas as colonias sdo somadas e comparadas
entre apenas aquelas fémeas que estdo competindo pela domindncia, ou seja,
aquelas que realizaram no minimo 5% dos atos, existiu uma diferenca
marginalmente significativa entre as médias das proporcdes de atos realizados
[Kruskal-Wallis test: (G.L.= 4, N= 35) H = 8.73; p = 0.06] e significativa entre as
média das proporcdes de atos recebidos [Kruskal-Wallis test: (G.L.= 4, N=35) H =

13.26; p = 0.01].
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Figura 2. Proporcdes de atos agonisticos realizados (barras pretas) e recebidos (barras
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sete colonias estudadas (A-G). Média + desvio padrdo das proporgdes somadas de atos
agonisticos em todas as colonias (H).



Comparacdes pareadas mostraram que na média as fémeas dominantes
foram mais agressivas ou realizaram mais atos agressivos que fémeas ocupando
posicoes inferiores no ranking hierarquico (Figura 3A, Tabela 2). Da mesma forma,
fémeas dominantes receberam, em média, significativamente menos atos
agressivos de fémeas em posicdo inferior no ranking (Figura 3B, Tabela 2). No
entanto, fémeas ocupando posicdes inferiores na hierarquia ndo diferiram entre si
em relacdo aos atos de dominancia-subordinacdo. Apenas na média dos atos de
subordinacao, fémeas ocupando a posigdo 2 ou 3 receberam menos atos agressivos
que fémeas na posigdo 3 ou y, que por sua vez receberam menos atos que fémeas (4

ou 0) imediatamente abaixo no ranking (Figura 3B, Tabela 2).

Tabela 2. Estatistica das comparagdes pareadas das interagdes agonisticas realizadas
(dominancia) e recebidas (subordinagdo) entre fémeas ocupando as
maiores posi¢des na hierarquia de dominéncia.

Dominéincia
1 2 3 4
U p U p U p U p
2 19,0 0,482
3 7,0 0,025 16,0 0,277
4 13,5 0,160 18,0 0,406 20,0 0,565
5 5,0 0,013 12,0 0,110 9,5 0,055 19 0,482
Subordinacio
1 2 3 4
U p U p U p U p
2 12,0 0,110
3 4,0 0,009 6,0 0,018
4 8,0 0,035 20,5 0,609 9,0 0,048
5 5,0 0,013 17,0 0,338 16,0 0,277 17,0 0,338
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Na anédlise das inter-relagdes agressivas os resultados mostraram que fémeas
dominantes ou a nunca foram atacadas por fémeas ocupando a segunda posi¢do
na hierarquia ou fémeas . Por outro lado, fémeas dominantes ndo foram mais
agressivas em relacdo as outras fémeas ocupando menor posi¢do no ranking. Por
outro lado, todas as demais fémeas foram mais agressivas em relacdo as fémeas de
ranking hierdrquico imediatamente abaixo ao seu préprio do que em relagao as
outras fémeas de diferentes posicoes. Fémeas a realizaram em média 46.6% dos
atos agressivos sobre individuos disputando posicdes na hierarquia, ja fémeas
ocupando a segunda, terceira, quarta e quinta posi¢cdes na hierarquia realizaram
em média 26.59%, 39.5%, 39.14 e 24.71% de atos agressivos sobre individuos da
hierarquia, respectivamente. Curiosamente, as fémeas [3 receberam uma alta
porcentagem de atos agressivos de fémeas ocupando posi¢cdes inferiores na
hierarquia de dominéancia (9.20+3.2% dos atos), levando-se em consideragdo que
foram computados os atos agonisticos realizados e recebidos em todos os

individuos das colonias (Figura 4).
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Figura 4. Andlise da estrutura hierdrquica em colonias de Polistes satan. No
diagrama foram consideradas apenas as interacOes agressivas de um
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significam fémeas ocupando posicdes mais elevadas na hierarquia
interagindo agressivamente com fémeas de menor posicao e setas em
sentido ascendente (lado esquerdo), fémeas de menor ranking sendo

agressivas com fémeas de maior posicao.



De uma maneira geral, colonias maiores de P. satan apresentaram o indice i
de desvio (skew) maior do que colonias menores (figura 5). Nestas colonias, as
fémeas dominantes tenderam a realizar uma maior proporcao de atos agressivos
que outras fémeas na hierarquia, em colénias menores as fémeas tenderam a
realizar os atos agressivos entre si sem uma linearidade bem definida. Foi
observada uma correlagdo positiva entre o tamanho da colonia e o indice de

agressividade das fémeas dominantes (r = 0.74; p < 0.05).
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Figura 5. Correlacdo entre o indice i de agressividade (skew) e o tamanho da colonia
em Polistes satan (y = 0.01x + 0.06). O indice varia entre 1 (quando um
individuo realiza a maior parte das interacdes) e 0 (quando varios

individuos realizam igualmente as interagdes agressivas) .



3.1- Remocgao experimental das dominantes

A comparagao entre colonias ndo-manipuladas (controle) e aquelas em que
houve a retirada das fémeas a (experimento) mostrou uma significativa diferenca
no nimero de atos agressivos entre as fémeas (teste t = 2.56; p <0.05; Figura 6). Nas
coldnias experimentais ocorreram intensas disputas pela dominancia que duraram
aproximadamente duas semanas. Apds esse periodo outras fémeas ocuparam as
posi¢des de dominancia e monopolizaram a reprodugao das colonias. Durante as
observacdes foram registrados dois casos de policiamento (oofagia), no qual uma
das fémeas dominantes comeu um ovo recém botado por outra fémea que estava

disputando a dominédncia e em seguida botou o seu préprio ovo.
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4- Discussdo



Os resultados obtidos neste estudo suportam as predigdes do modelo de
dominancia em equilibrio entre fémeas em conflito por posi¢cdes hierdrquicas. As
fémeas dominantes na maior parte das colonias realizaram maior proporcao de
atos agressivos e tenderam a receber o menor ntiimero de atos agressivos que
outras fémeas. Esses resultados apontam indiretamente uma monopolizagado
reprodutiva da fémea dominante sobre as demais fémeas da hierarquia. Esta
suposicdo é reforcada por analises do desenvolvimento ovariano de fémeas em
colonias em fase de pés-emergéncia (Tannure-Nascimento et al., 2005).

Fémeas dominantes ou alfa interagiram agressivamente com todas as
fémeas da hierarquia, como também sobre outras fémeas que ndo participam da
hierarquia. Fémeas que ocupam uma posicdo inferior a dominante (beta) nao
realizaram em nenhum momento atos agressivos sobre a dominante, porém,
entraram constantemente em conflito com outras fémeas da hierarquia. A
experiéncia social dos individuos talvez influencie a agressividade entre
reprodutoras potenciais nas colonias de insetos sociais, ou seja, fémeas vencedoras
continuam vencendo enquanto fémeas perdedoras continuam perdendo (Heinze,
1993). Isto pode refletir em diferenciacdo fisiolégica entre as fémeas, pois
dominantes recebem mais alimento enquanto subordinadas tém sua atividade
endocrina suprimida (Roseler et al., 1984). Além disso, diferengas enddcrinas
relacionadas ao status reprodutivo, idade ou tamanho poderiam ser aumentados

como um resultado dos encontros agonisticos. Assumindo que fertilidade e



atratividade das reprodutoras estejam correlacionadas, uma vez que a fémea
dominante inicie a postura, ela ird ser alimentada mais freqlientemente do que
suas rivais menos férteis e, assim, serdo mais atrativas. Sob a luz da teoria da
selecdo parental, a fertilidade de uma reprodutora é fundamental para as
operarias, pois seus interesses convergem apenas quando esta apresenta uma
producdo suficiente alta de forma a compensar o custo da reproducdo indireta
(Hamilton, 1964; Reeve & Ratnieks, 1993).

Em um recente modelo tedrico, Cant & Field (2005) sugerem que
subordinadas ocupando um ranking hierdrquico baixo tém uma menor
probabilidade de entrar no grupo das “reprodutoras” e, desta forma, trabalhariam
mais e correriam mais riscos do que aquelas que ocupam posi¢des superiores. De
fato, fémeas de R. marginata que se tornaram dominantes ap6s a remocao da rainha
tinham trabalhado significativamente menos ou saido menos do ninho, do que
outras fémeas (Chandrashekara & Gadagkar, 1992).

Por outro lado, em colonias pés-emergentes de Ropalidia marginata existiu
uma alta frequiéncia de interacdes de domindncia, mas a fémea dominante
freqiientemente nao esta envolvida em tais conflitos. Uma das hipdteses sugeridas
é que uma das fungdes das relacdes de dominancia-subordinacdo seria a
manutencdo da atividade operaria entre os individuos de baixo ranking
(Gadagkar, 1991; Premnath et al., 1996). Este fato também poderia ocorrer de P.
satan, mas neste caso a fémea dominante estad presente em grande proporgdo aos

atos das coldnias, como também ocorre em P. fuscatus, onde a dominante é



responsavel pela regulacdo das atividades das operérias (Reeve & Nonacs, 1983;
1997). Sumana & Starks (2004) mostraram que a regulacdo das atividades das
operdrias nesta espécie pode ser mediada através de atos menos agressivos
(“darts”) do que atos propriamente agonisticos.

As fases de fundacgao e pré-emergéncia em Polistes tém recebido a maior
parte das atengdes por parte dos pesquisadores devido a sua importancia na
associacdo, usurpacao de ninhos alheios e determina¢do do ranking hierdrquico
entre as fundadoras (revisado em Reeve, 1991). Porém a fase de pds-emergéncia
mostrou ser uma fase potencial de conflitos em P. satan, visto que nesta espécie se
inicia a construcao de ninhos satélites e as chances de reproducao direta por parte
das subordinadas. No entanto, em colonias maiores ou mais desenvolvidas as
fémeas dominantes mostraram que os atos agonisticos foram mais realizados (alto
desvio) pelas rainhas, significando uma maior dominancia reprodutiva entre os
individuos.

O estudo das hierarquias de domindncia nos diferentes tdxons é de extrema
importancia para o entendimento da formacdo dos grupos sociais cooperativos
(Clutton-Brock, 2002). As razdes que levam os individuos as interagdes agressivas
entre seus co-associados e os mecanismos de regulacdo destas interacdes sdo de
fundamental importadncia para o entendimento da evolucdo do comportamento

social nos insetos.
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Capitulo IV

Mecanismos proximais de sinalizacao da
dominancia reprodutiva em Polistes
(Aphanilopterus) satan Bequaert

(Hymenoptera, Vespidae).



1- INTRODUCAO

Organismos que vivem em sociedades normalmente utilizam vérios sinais
que informam sobre os aspectos fenotipicos e genéticos individuais (Dale et al.,
2001). Esta diversidade fenotipica é encontrada em vérios grupos animais, como
por exemplo, em mariposas (Kamil & Bond, 2001), em gansos (Cooke et al., 1995)
ou na variacdo de tamanho e formas de formigas do género Atta (Holldobler &
Roces, 2001). De fato, a capacidade do reconhecimento individual tem sido o foco
principal de vérios estudos sobre os mecanismos de comunicacdo nos insetos
sociais (Wilson, 1971). Existem dois tipos de explicagdes possiveis da evolugdo da
variabilidade fenotipica necessaria para um sistema de reconhecimento individual:

i. nenhuma selecao favorecendo a distingao: a variabilidade poderia ser neutra ou



funcional em um contexto de auséncia de reconhecimento e poderia ter surgido
como um sub-produto para o reconhecimento de co-especificos; e ii. selecao
favorecendo a distingao: a variabilidade poderia beneficiar individuos favorecendo
o processo de reconhecimento e, desta forma, proporcionando a evolucdao da
variabilidade fenotipica (Tibbetts, 2004). Tais processos requerem meios pelos
quais os membros da colonia discriminem entre aqueles oriundos de sua propria
colonia, individuos mais aparentados e aqueles pertencentes a diferentes castas.

Vespas do género Polistes sao um grupo de insetos cuja complexidade social
baseada em interacdes deveria requerer um tipo de reconhecimento individual. As
colonias podem ser fundadas por uma tnica fémea fundadora (haplometrose) ou
por um grupo de fémeas associadas (pleometrose). Durante a fundagdo, as co-
fundadoras de Polistes sdo extremamente agressivas e, por meio de interacdes
agressivas, estabelecem uma hierarquia linear de dominéancia (Pardi, 1948; West-
Eberhard, 1969). Em alguns dias a intensidade dos atos agressivos diminui e a
posicdo da fémea na hierarquia determinara seu comportamento, seja a parcela na
reproducao (Reeve, 1991), alimento (Roseler, 1991), e trabalho (West-Eberhard,
1969). As vespas respondem as companheiras de acordo com sua prépria posigao
no ranking, mas nao disputam a posicdo em cada interacao. Desta maneira, como
as vespas acessam o ranking especifico de suas companheiras de ninho?

Em vespas do género Polistes, os principais e mais bem estudados fatores
que discriminam os individuos sdo os hidrocarbonetos cuticulares (revisado em

Gamboa, 1996). Tais compostos conferem uma “assinatura quimica” que reflete a



fertilidade das fémeas, bem como a divisdo da reproducdao e do trabalho entre
fémeas dominantes e subordinadas (Dani et al., 2001; Sledge et al., 2001). No
entanto, recentemente observou-se que variacdes dos sinais ou marcas visuais
presentes na regido facial das fémeas poderiam fornecer meios para o
reconhecimento dentro da colonia (Tibbetts, 2002). De fato, a modificagdo nos
padrdes faciais indicou que as fémeas de P. fuscatus foram capazes de reconhecer
individualmente suas companheiras de ninho.

Além disso, os mesmos padrdes visuais também podem estar relacionados
aos sinais de qualidade das fémeas em P. dominulus, i.e., tamanho corporal e
dominancia reprodutiva. Tais caracteristicas, antes apenas observadas em
mamiferos e aves (Dale et al. 2001), mostraram ser utilizadas como “insignias de
status” que sdo conjuntos de padrdes visuais que revelariam informacao sobre a
qualidade reprodutiva do individuo.

Tendo como base esses estudos e observagdes prévias de comportamento e
analises morfométricas anteriores (Tannure-Nascimento et al., 2005), foram
verificados alguns padrdes de pigmentacdo na cabega de fémeas dominantes que
nado eram encontradas em varias fémeas operdrias de P. satan. Desta forma, foram
realizados experimentos para a verificacao da existéncia de uma associacao entre a
coloragdo da capsula cefdlica e a dominancia reprodutiva entre as fémeas. Além
disso, coletas adicionais de colonias pré-emergentes e agregados de inverno foram
feitas com intuito de verificar a variacdo deste padrao em diferentes fases do ciclo

colonial.



2- Material e Métodos

2.1- Captura de imagens e morfometria

Fémeas provenientes de 27 colonias (quinze em pré-emergéncia e doze em
pos-emergéncia) foram utilizadas neste estudo. Todas as fémeas foram numeradas
em ordem crescente de modo que a priori suas respectivas condi¢des reprodutivas
eram desconhecidas. As cabegas foram removidas e montadas sobre massa plastica
branca e suas imagens foram capturadas sob estereomicroscépio Leica MZ75 com
sistema de captura e digitalizacdo de imagens acoplados. Posteriormente, cinco
variaveis qualitativas e quantitativas foram mensuradas pelo programa IM50 4.0:
area total da cabeca (exceto olhos compostos e mandibulas), &rea com pigmentagao
marrom-ferruginosa ou &rea com pigmentacdo de coloracdo negra e largura
méxima da cabeca (Figura 1). Todos os valores obtidos das areas pigmentadas

foram convertidos para seu percentual relativo a area total da cabega mensurada.



Figura 1. Esquema das capsulas cefdlicas mostrando as areas totais (linha rosa) e a
area de pigmentacdo preta (linha azul) medidas (mm?). A linha amarela

denota a largura méxima da capsula cefdlica (mm).

2.2- Pré-emergeéncia: variacao.

Cento e cinqlienta e duas fémeas provenientes de colonias em pré-
emergéncia foram separadas e suas medidas e capturas de imagem feitas conforme
item 2.1. Dissecgdes foram feitas posteriormente a captura de imagens. Para a
verificacdo da relacdo entre o tamanho corporal, condicdo fisiologica e as
marcacOes visuais cefalicas de cada fémea nesta fase do ciclo colonial foi usado um

teste de regressao maultipla.



2.3- Pés-emergéncia: condic¢des reprodutivas das fémeas e comportamento

Todas as fémeas das colonias em poés-emergéncia foram dissecadas e
classificadas como rainhas ou operérias de acordo com a presenca de ovarios
desenvolvidos e condicdo da espermateca (cheia ou vazia). Além disso, o
comportamento de fémeas provenientes de quatro das dezessete coldnias
estudadas foi comparado para verificar se as condi¢cdes dos ovarios e inseminagao
estariam relacionadas as posigdes elevadas na hierarquia de dominéncia (Tannure-
Nascimento et al., em preparacdo). A relacdo entre largura maxima da cabeca e
porcentagem da area pigmentada foi analisada pela regressao linear simples. Para
verificar a diferenca entre o tamanho e a porcentagem de area pigmentada entre

rainhas e operarias, utilizou-se o teste Mann-Whitney U (Sokal & Rohlf, 1995).

2.4- Alteracao do padrao visual de rainhas de P. satan

Para se testar a influéncia das marcagdes visuais como insignias do status
das fémeas dominantes foram escolhidas cinco colonias pré-emergentes com
rainhas previamente reconhecidas por meio de andlise da hierarquia de
dominancia e postura de ovos. Estas fémeas foram coletadas e anestesiadas em
gelo até torpor e posteriormente todas as marcas marrons foram cobertas com tinta
preta de rdpida secagem. Ap0s estarem recuperadas e ativas, cada rainha foi solta e
a observagao experimental iniciou no momento em que elas retornaram ao ninho.

Todos os atos agressivos eventualmente recebidos pela rainha foram anotados e



classificados em trés categorias: ameagar, dominar e recuar. Para cada experimento
realizado foi feito um controle comparativo prévio com o mesmo individuo, porém
sem a marcagdo visual alterada. Comparacgdes entre os grupos controle e os
experimentos de marcagdo foram feitos com o auxilio do teste de Wilcoxon para

amostras pareadas dependentes (Sokal & Rohlf, 1995).

3- Resultados

3.1-Variacao da area pigmentada da cabeca em fémeas de Polistes satan

A area pigmentada em marrom-avermelhado na cabeca das fémeas
pertencentes a colonias em pré-emergéncia e pés-emergéncia variou entre 3.44% e
93.22% da area total da cdpsula cefdlica. Em uma mesma colénia foi observado que
as fémeas apresentaram variada proporcdo de pigmentacdo marrom-ferruginoso
(Figura 2). Essas pigmentagdes ocorrem no clipeo, regido inter-ocular e gena e

foram observadas apenas na regido cefalica.



Figura 2. Fémeas de P. satan pertencentes a colénia 04 mostrando a

variagao existente no padrao de pigmentagao da cabeca.

3.2- Domindncia reprodutiva

As observagdes comportamentais das colonias em pré-emergéncia e pods-
emergéncia confirmaram as predicdes das andlises morfologicas (ovarios e
inseminacdo (Figura 3), bem como o padrdo de pigmentacdo da cabeca. A
dominancia reprodutiva foi realizada por fémeas (rainhas) que realizam mais atos
de domindncia e recebem menor nimero de atos agressivos do que as outras

fémeas.



Figura 3. Dissec¢des do abdome mostrando ovario desenvolvido de operaria

(A) e ovario muito desenvolvido de rainha (B) em Polistes satan

3.3- Pré-emergéncia: variacao da pigmentacao cefalica

As andlises da condicao ovariana e inseminacdo das 152 fémeas mostraram
que 21 fémeas (13.81%) apresentaram ovarios desenvolvidos e presenca de
espermatozdides na espermateca, enquanto outras 131 fémeas (86.19%)
apresentaram ovarios pouco ou ndo-desenvolvidos sem inseminacao.

Os dados da pigmentacao e morfometria foram comparados aos resultados
da disseccao dos ovérios e espermateca. Desta forma, a analise da distribuicao das
porcentagens da pigmentacdo marrom-ferruginosa da cabeca entre rainhas

(ovérios muito desenvolvidos e inseminagdo) e operarias associadas (ovarios



pouco ou ndo desenvolvidos e sem inseminagdo) mostrou uma distribuicao
bimodal dos dados e apenas uma sobreposicao de 14% das observacdes entre as
castas (Figura 4). De uma forma geral, rainhas apresentaram entre 40% e 90% de
pigmenta¢do marrom-ferruginosa na cabeca, enquanto nas fémeas associadas esta
pigmentacdo variou entre 3% a 60%. A analise estatistica desses dados mostrou
uma significativa variacdo no percentual de pigmentacao entre as fémeas (Rainhas

= 69.85 +17.99%; Operarias = 17.20 £ 17.87%; t = 10.11; p < 0.001).
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Figura 4. Distribuicdo de freqiiéncias das porcentagens de pigmentacao marrom-

ferruginosa da cépsula cefédlica de fémeas de P. satan em colonias em

pré-emergéncia
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Figura 5. Relacdo entre tamanho corporal (largura méxima da cabeca) e

porcentagem de pigmentacdo marrom-ferruginosa da

capsula cefalica em fémeas proveniente de colonias pré-

emergentes.



Embora as rainhas tenham sido maiores na média (x + D.P. = 4.81+0.22mm)

que as operdrias associadas (x * D.P. = 4.77£0.15mm), a largura maxima da cabeca
nao diferiu significativamente entre rainhas e operérias (t = 0.76; n = 47; p < 0.45;
Figura 5). A regressdo linear mostrou que nas rainhas a porcentagem de
pigmentacdo da cabeca estd significativamente correlacionada com o tamanho
corporal (R? =0.23; p < 0.03; y = 4.40 + 0.005x), enquanto nas operdrias esta relagao

nao é significativa (R? = 0.06; p = 0.18; y = 4.72 + 0.002x).

3.4- Variacao da pigmentacao e dominancia reprodutiva em coldnias em poés-

emergéncia

Houve uma grande sobreposicdo na distribui¢cdo entre fémeas com ovarios
desenvolvidos e aquelas sem nenhum desenvolvimento em relagdo a porcentagem
de pigmentacdo marrom entre individuos com ovarios desenvolvidos e nao
desenvolvidos. O padrao de pigmentagdo das cabecas das fémeas nas colonias em
pré-emergéncia e agregados mostrou que essas marcas ndo refletiram, a priori, uma
potencialidade reprodutiva que determine uma possivel domindncia da colonia
nesta fase do ciclo. As medidas da largura maxima da cabeca e a drea pigmentada
marrom foram plotadas e a relagdo entre elas foi apenas marginalmente

significativa (Figura 6; v = 27%; p = 0.07; n = 55).
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Figura 6. Distribuicdo de freqiiéncias das porcentagens de pigmentacao marrom-
ferruginosa da capsula cefdlica em relacdo ao desenvolvimento

ovariano em P. satan.

3.5- Alteracao do padrao visual de rainhas de P. satan

A alteracao dos padrdes visuais das rainhas modificou significativamente o
comportamento das operérias comparado aos resultados dos grupos controle. Os
retornos das rainhas com as marcas alteradas resultaram freqiientemente em
confrontos agonisticos com operdarias, enquanto as mesmas rainhas sem alteracdes

visuais foram mais passivamente aceitas pelas companheiras de ninho. Rainhas



mostraram um comportamento distinto quando confrontadas, este comportamento
denominado “boxing”, ocorreu nos contextos de ameaca e ataques efetivos pelas
operarias e se caracterizou por movimentos alternados dos dois primeiros pares de
pernas da vespa e curtos avangos em direcdo a operaria oponente (Figura 7).
Eventualmente a vespa aponta o abdome em direcdo a oponente como se tentasse
ferroé-la.

Durante os experimentos as rainhas receberam agressdes e ameagas das
operdrias, porém nunca demonstraram qualquer sinal de subordinagao em relacdo
as mesmas (Figura 8). Em alguns casos as rainhas e operérias brigaram
efetivamente o que ocasionou a queda das oponentes do ninho (falling fights). Esse
contexto de agressao foi considerado o mais forte entre todos e ocorreu apenas
duas vezes durante o periodo de observacdo. Outros contextos foram os
comportamentos “recuar” por parte das rainhas com padrdes visuais alterados
experimentalmente (Experimento x Controle: Z = 2.02, p < 0.05; n = 5 colonias);
receber ameagas por parte das subordinadas em confronto (Experimento x
Controle: Z = 2.04, p < 0.05; n = 5 coldnias) e ser atacadas por operdrias agressivas

(Experimento x Controle: Z = 2.1, p < 0.05; n = 5 coldnias).



Figura 7. Comportamento agressivo (boxing) apresentado pelas
fémeas experimentalmente alteradas (esquerda) e uma

operaria desafiante.

Todas as rainhas foram aceitas em suas respectivas colonias ap6s o periodo
de “reconhecimento”, no qual foram atacadas e/ou responderam aos ataques;
enquanto outras recuaram e, posteriormente, realizaram interagdes de dominéncia-
subordinagdo com as operdrias de suas respectivas colonias. Os resultados
mostraram também que as brigas ocorreram invariavelmente durante os primeiros
30 minutos ap6s o retorno da fémea dominante. Apds sessenta minutos todas as
fémeas dominantes retomaram todas suas atividades normais, sem qualquer

modificagdo aparente na hierarquia de dominancia.
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Figura 8. Resultados dos principais atos agressivos direcionados as dominantes apds
alteragdes de suas marcas visuais. Todas as comparacdes foram feitas em

relacdo as mesmas fémeas dominantes sem alteracbes visuais.

4- Discussdo

4.1- Variabilidade da pigmentagao em Polistes e suas relacdes com a fundacao

Como em outras espécies estudadas anteriormente (Tibbetts, 2002; Tibbetts
& Dale, 2004), Polistes satan apresenta uma significativa variacdo de pigmentagao
na regiao cefalica. Esta variacdo poderia desta forma, ter surgido e estar sendo
utilizada em vérios aspectos tais como no reconhecimento entre individuos,
reconhecimento parental e na comunicacdo de status reprodutivo das fémeas
dominantes. Esta pigmentacdo foi verificada pela maior area marrom-ferruginosa
na capsula cefélica das fémeas.

Em P. fuscatus, a regido cefalica foi caracterizada por uma ampla variacdo da
pigmentacdo amarela nas regides interorbital, supra-antenal e clipeo. Além disso,
um padrdo de listras amarelas também foi verificado na regido abdominal
(Tibbetts, 2002). Em P. satan, contudo ndo foi observado nenhum padrao de
pigmentacdo, além daquele descrito para a regido cefalica. J& P. dominulus

apresentou um padrdo de melanizagdo (coloracdo escura) na regido cefalica,



especialmente na regido do clipeo (Tibbetts & Dale, 2004). Esta variagdo tem uma
relacdo significativa com padrdoes de domindncia que serdo discutidos
posteriormente (ver abaixo).

Tibbetts (2002) verificou a associagdo dos padrdes de variacao das marcas
visuais e as estratégias de nidificacdo que surgiram em 25 espécies diferentes de
Polistes (Figura 9). Esta correlacio mostrou que espécies apresentando
comportamento de associacdo no processo de fundagdo flexivel, isto é, fundagdes
haplometréticas e/ou fundagdes pleometréticas, sao mais provaveis de apresentar
marcas visuais de reconhecimento do que aquelas espécies sem uma variabilidade
no padrao de fundacdo colonial. A selecdo natural favoreceria tal processo de
reconhecimento, uma vez que modelos de transagdes reprodutivas (quando a
disputa pela reproducdo entre os membros do grupo resulta em trocas de
beneficios [Reeve & Ratnieks, 1993; Reeve et al., 2000; Tibbetts & Reeve, 2000;
revisado em Reeve & Keller, 2001]) ocorreriam em grupos com estratégias mais
flexiveis.

Os resultados aqui somados aos outros obtidos anteriormente (Tannure-
Nascimento, 2002) corroboram com este estudo, mostrando que P. satan mostra um
padrao flexivel de fundagao (Tannure-Nascimento et al., 2005: quatro colonias em
pré-emergéncia com uma unica fundadora [66% das fundacdes] e duas colonias
com mais de uma fundadora [33% das fundagdes]). Desta forma, P. satan é
incorporada na matriz obtida por Tibbetts (2002) e, mostra que dentro do

subgénero Aphanilopterus, é a Ginica espécie que suporta o modelo de estratégia de



fundagdo x padrao de variabilidade de marcas visuais. Interessante observar que
P. lanio apresenta aspectos biondmicos bastante similares a P. satan (Giannotti,
1992), no entanto, ndo apresentam as marcas visuais na regido cefdlica que a
espécie em estudo mostra tdo claramente. Uma outra espécie bastante comum no
Brasil e que ainda ndo foi devidamente estudada em relacdo aos aspectos do
reconhecimento visual é o P. versicolor. Futuros estudos seguramente trardo novas

informagdes sobre este aspecto nesta espécie.
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Figura 9. Distribuicdo das marcas de visualizagdo e estratégias de fundacdo das colonias em 25 espécies +
Polistes satan (modificado de Tibbetts, 2002). Linhas negras indicam baixa variabilidade e cinzas

indicam alta variabilidade. Espécies sublinhadas mostram estratégia de fundacao flexivel.



4.2- Variacao da pigmentacao cefalica e a dominancia reprodutiva em P. satan

O padrao de pigmentacdo cefalica pode ser caracterizado como “insignias
de status” assim como verificado em Polistes dominulus (Tibbetts & Dale, 2004). Os
experimentos de alteracio dos padrdes de coloracdo  mostraram
inequivocadamente que as rainhas em colonias pré-emergentes que tiveram suas
marcas cefélicas pintadas de preto foram constantemente atacadas por fémeas de
ranking inferior, suportando a hipétese do reconhecimento de status reprodutivo

da companheira de ninho pela pigmentagao.

E evidente que um sistema de reconhecimento poderia ser selecionado em
espécies em que as fémeas fundam suas coldnias por associacdo. Estes sistemas
envolveriam menor custos individuais (menor freqtiéncia de atos agressivos
recebidos e realizados) e coloniais (maior otimizacdo de tarefas operarias e
reproducdo) para todas as partes envolvidas na fundacdo. Nonacs et al. (no prelo)
sugeriram que as fundadoras poderiam “errar” no reconhecimento durante a
fundagao, resultando em uma cooperagdo abaixo do 6timo entre as fémeas nao-
aparentadas. Esses erros seriam esperados se as fundadoras utilizam um modelo
de reconhecimento flutuante (acceptance threshold model of recognition; Reeve 1989;
Liebert & Starks 2004), no qual os mecanismos proximais variam de acordo com as
condicdes ecoldgicas. Além disso, as fundadoras usam pistas locais, tais como, o
local do ninho natal, para construir seu préprio ninho. Este fator ocorre em funcao

de Polistes apresentar a filopatria como uma de suas caracteristicas bionémicas, ou



seja, retornam ao local de origem de fundacdo apds a diapausa em espécies
temperadas (Klahn 1979; Strassmann 1983; Starks 2003) e tendem a permanecer na
mesma casa no caso de P. satan (observacdo pessoal). As fundadoras de Polistes
também podem acessar o grau de parentesco genético diretamente, usando a
assinatura quimica como um mediador do reconhecimento (revisado em Gamboa
1996, 2004). Os compostos envolvidos no reconhecimento e seu papel tém sido
estudados intensivamente em algumas espécies de Polistes (Dani et al., 2001; Dani
et al. 2004; Lorenzi et al., 2004; ver capitulo de sinalizacdo quimica). No entanto,
esse mecanismo € passivel de erros na identificacdo individual (Dapporto et al.
2004), desta forma um outro mecanismo de reconhecimento como a utilizagdo das
marcas visuais seria extremamente ttil quando o grupo é relativamente pequeno e

a associac¢do de sua padronizagdo fosse inequivoca.

A associagao do tamanho corporal e a maior area de pigmentacdo da regido
cefalica sugerem que a qualidade e qualidade do alimento recebido pelas futuras
rainhas antes do periodo de fundacdo sdo determinantes para a variagao fenotipica
observada. De fato, recentes trabalhos suportam a hipétese que fémeas de Polistes
em final de ciclo de desenvolvimento colonial sdo maiores que aquelas produzidas

em outra época do ano (Tannure-Nascimento et al., 2005; Gobbi et al., 2006).

Finalmente, a avaliagdo dos custos e beneficios é fundamental para a
sobrevivéncia da colonia antes e durante o processo de estabilizagdo da hierarquia

de domindncia (Reeve, 1991), desta forma, a existéncia de diferentes mediadores



do status reprodutivo (visuais e quimicos) em Polistes, um sistema social

anteriormente considerado simples, ndo é surpreendente.
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Capitulo V

Sinalizacao quimica e comunicac¢ao do
status reprodutivo em Polistes satan

(Hymenoptera, Vespidae)



1- Introducdio

O papel dos hidrocarbonetos cuticulares nos processos de reconhecimento
intra-colonial em formigas e cupins tém recebido extensa atencdo em contraste as
vespas sociais, onde o pouco conhecimento foi obtido a partir de estudos
utilizando-se o género Polistes como modelo (Lorenzi et al., 1996). Os perfis de
hidrocarbonetos encontrados nestas vespas sao especificos para cada espécie, como
também para cada colonia (Espelie et al., 1990; Singer & Espelie, 1992). Andlises da
funcdo discriminante identificaram 20 compostos em P. fuscatus, entre os quais
alcenos, alcanos lineares e alcanos metil-ramificados, cuja presenca foi
correlacionada as func¢des de reconhecimento do individuo com sua colonia
original, como também a existéncia de discriminagdo entre individuos aparentados
(Espelie et al., 1990). Além disso, Bonavita-Cougordan et al. (1991) verificaram que
em P. dominulus existe uma variacdo significativa nos hidrocarbonetos cuticulares

entre os individuos das colonias. Apds a observacdao da organizacdo social e



verificagdo do status reprodutivo, fémeas alfa, subordinadas e operdrias foram
paralelamente discriminadas a partir de alcanos e mono-metil-alcanos presentes na
cera cuticular. Adicionalmente, em um estudo posterior na mesma espécie,
observou-se uma variagdo do perfil quimico dos hidrocarbonetos somente apés a
emergéncia das primeiras operarias, sugerindo que a estrutura poderia ser também
mediada pela sinalizacdo quimica do que apenas por interacdes agressivas (Sledge
et al., 2001).

Em estudos mais recentes, Sledge et al. (2004) observaram a existéncia de
uma relagao entre domindncia reprodutiva, tamanho dos corpora alata (producao
de hormoénio juvenil) e proporcdes relativas de hidrocarbonetos presentes na
cuticula de futuras rainhas (“gynes”), nas fémeas pertencentes as fundagdes
haplometroéticas e pleometréticas em P. dominulus. Da mesma maneira, na abelha
Bombus terrestris as operarias dominantes, em colonias com rainhas, apresentaram
altas taxas de sintese de hormoénio juvenil correlacionados ao desenvolvimento dos
ovarios (Roseler, 1977; Bloch et al., 2000). Em formigas Ponerinae, evidéncias
experimentais revelaram que os perfis de hidrocarbonetos cuticulares o estado
hormonal individual e ndo apenas a o papel reprodutivo e a oogénese (Peeters et al.
1999; Liebig et al. 2000; Cuvillier-Hot et al. 2001, 2004; Hannonen et al. 2002; Heinze
et al. 2002; Dietemann et al. 2003). No entanto, a relacdo dos mecanismos do
comportamento de dominadncia e a fisiologia reprodutiva ainda sdo pouco

conhecidas.



Em relacdo aos mecanismos de reconhecimento e sinalizacdo intra-colonial,
pouco se conhece sobre a regulacdo interna das colonias de vespas sociais de
regides tropicais. Vespas tropicais possuem o ciclo de desenvolvimento colonial
distinto daquelas que ocorrem em regides temperadas. Além disso, a pressao de
parasitdides e predadores como formigas, talvez tenha levado ao desenvolvimento
de diferentes formas de mecanismos de reconhecimento (Singer et al., 1998). Este
trabalho tem como objetivo relacionar os padrdes de domindncia reprodutiva entre
individuos que compdem uma hierarquia social, suas modificacdes em colonias
manipuladas e o papel dos hidrocarbonetos cuticulares como sinalizadores da

dominancia nestas vespas.

2- Material e Métodos

2.1- Estudos em campo

As observacdes de campo foram realizadas na Fazenda Guanabara
localizada no municipio de Cajuru-SP (47°15" S; 21°26’W). Sete colonias em fase de
pos-emergéncia foram escolhidas como grupo controle e numeradas segundo a
ordem de ocorréncia local, recebendo cada ninho identificacao apropriada (16.42
4.64 fémeas, média + D.P.,; amplitude 8-20). Semanalmente estas colonias foram

mapeadas mediante a contagem do nimero de células do ninho e especificagao dos



imaturos. As fémeas foram marcadas individualmente mediante c6digos
especificos no térax com tinta.

Registros utilizando filmadoras digitais e observacdes in loco foram
realizadas e, posteriormente, em laboratério, transcricdes e andlises dos padrdes
comportamentais entre os individuos das colonias foram observadas. No total
foram obtidos 5.160 min de observagdes para a avaliagdo das interagdes (13.5 *
7.18h por colonia, média *+ D.P.), com cada sessdo de observacdo de pelo menos 30
min. Apenas atos altamente agressivos foram considerados, tais como: subir sobre
opositor, mordiscar e tentar ferroar. Esses atos foram escolhidos, pois sao
inequivocamente comportamentos de domindncia (Pardi, 1948, West-Eberhard,
1969; Reeve, 1991). O teste de linearidade de hierarquia foi aplicado de acordo
com o método de Appleby (1983), e aplicado o teste de X? para verificar a variagao
na freqtiéncia dos atos realizados e recebidos entre individuos dominantes e
subordinados.

Fémeas ocupando mais elevada posi¢do de domindncia foram classificadas
como 1 ou 0, fémeas na segunda posicao foram classificadas como 2 ou [3, e assim
por diante. Para definir quais individuos realmente estavam competindo por
posi¢des mais elevadas no ranking foram considerados apenas aqueles que
realizaram 5% ou mais de interacdes na colonia. Essa definicdo de hierarquia,
embora seja arbitraria, tem sido utilizada em estudos prévios sobre hierarquia de

dominancia (Monnin & Ratnieks, 1999; Monnin et al., 2003).



2.2- Remocgao experimental das dominantes

Apbs a determinacao da identidade das fémeas dominantes nas colonias,
seja por atos agressivos e/ou postura dos ovos, foram realizados experimentos de
remocdo e observagdo do processo de disputa pela domindncia. As fémeas
dominantes foram retiradas de seus ninhos e mortas por resfriamento para
posterior andlise dos ovarios, espermateca e andlises quimicas. Durante duas
semanas foram registrados os atos agressivos entre os individuos ocorridos nas
suas respectivas colonias. Apds o estabelecimento da nova hierarquia de

dominancia todas as fémeas foram coletadas e dissecadas.

2.3- Analises quimicas

Foram extraidos os compostos cuticulares dos individuos por meio de
banho em solvente apolar (hexano a 50-500 pl) por 1 min. As amostras foram
analisadas em um sistema de Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de
Massas HP 5890 equipado com coluna capilar de silicone de 25m e hélio como gas
carreador a 1 ml/min, utilizando os métodos de ionizagao quimica (CI) e ionizacao
eletronica (EI) afim de se determinar o espectro do pico molecular e fornecer
informagdes a respeito das estruturas. Posteriormente, os dados serdo analisados
para caracterizacdo do espectro de massa. O protocolo de temperatura usado foi:
70-150° a 30°C/min (durante 5min) e 150-320°C a 5°C/min (durante 13min).

Analises serao feitas em modo “splitless”.



Os dados dos perfis quimicos obtidos pelo GC-MS foram comparados entre
os grupos: rainhas ou fémeas dominantes, novas rainhas ou dominantes e
operarias pela analise multivariada. Andlise dos principais componentes (PCA) foi
usada para se definir os principais picos de compostos a serem comparados e
determinacdo da identidade colonial. Posteriormente, analise discriminante
stepwise foi utilizada para se contrastar a condigdo reprodutiva e comportamental
das fémeas obtida durante as analises de campo aos seus respectivos picos de
compostos hidrocarbonetos encontrados na cuticula. O lambda de Wilks (A) foi
usado para se determinar a relevancia dos caracteres apontados pela andlise
discriminante. Para se evitar erros na composicdo dos dados amostrais (Aitchison,
1986), a area de cada pico apontado pelo cromatograma foi transformado de

acordo com a seguinte férmula:

Z=In[4,/g(4)]

Onde A, é a area do pico, g (Ap) é a média geométrica do pico em cada

grupo de fémeas e Z é a drea transformada do pico.



3- Resultados

3.1- Hierarquia de dominancia

Conforme o esperado, as rainhas ou fémeas dominantes realizaram
significativamente mais atos agressivos que aquelas ocupando posi¢des mais
baixas na hierarquia formada (Fisher teste p < 0.05). A disseccdo confirmou a
condicao fisiolégica das rainhas removidas, ou seja, todas apresentavam os ovarios

desenvolvidos e inseminacdo (espermateca cheia).

3.2- Remocgao experimental das rainhas.

Apos a remogdo das rainhas, ocorreram intensas disputas pela dominancia
que duraram aproximadamente duas semanas. Neste periodo outras fémeas
ocuparam as posi¢des de dominadncia e monopolizaram a reprodugao das coldnias.
Estas fémeas foram removidas junto com as demais operdrias das colonias. A
disseccdo mostrou uma significativa diferenca entre o nivel de padrdo ovariano

entre as fémeas substitutas e as outras operérias.



3.3- Analises quimicas

3.3.1- Padrdes de hidrocarbonetos cuticulares

Os compostos dominantes presentes no extrato da cuticula de fémeas de P.
satan foram classificados como hidrocarbonetos lineares e ramificados, ambos
saturados e insaturados (Tabela 1). Cadeias de carbono lineares e ramificadas
foram os principais compostos presentes, mas vdrios compostos dimetil
ramificados também foram encontrados, mas em propor¢des menores (Figuras 1 e

2).



Tabela 1. Compostos cuticulares presentes em Polistes satan.

Composto Composto
1 Ciclotetradecano 18 3-MeC28
2 1-octadeceno 19 n-C29
3 4cido - desconhecido* 20 11-, 13-, 15-Me C29
4 acido - desconhecido * 21 11,15, 13,17-diMe C29
5 n-C25 22 3-Me C29
6 11-,13-Me C25 23 3,9-diMe C29
7 3-Me C25 24 10, 11-Me C30
8 11-,12-,13-,14-,15-Me C26 25 13,17-diMe C30
9 n-C27 26 n-C31
10 11-,12-,13-,14-,15-Me C27 27 11-Me C31
11 5-Me C27 28 13,17-diMe C31
12 11,15-DiMe C27 29 11,19-diMe C31
13 3-Me C27 %O 18 12, 13-Me C32
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Figura 2. Compostos cuticulares presentes nas fémeas dominantes de Polistes satan
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Figura 3. Compostos cuticulares presentes nas fémeas subordinadas de Polistes satan



Quando todas as fémeas foram analisadas juntas, a andlise discriminante
mostrou que a partir dos perfis de hidrocarbonetos cuticulares obtidos foi possivel
separar significativamente dominantes (com ovarios desenvolvidos e inseminadas)
e operarias (ovarios pouco ou ndo-desenvolvidos e ndo-inseminadas) (Figura 3). O
composto mais importante na discriminacdo entre as fémeas com diferentes
condig¢des reprodutivas foi n-C31 (Wilk’s A = 0.25; F = 12.40; p < 0.001). Outras
substancias importantes na discriminagao foram os compostos n-C27 e o 3-MeC29.

A analise dos componentes principais das substancias cuticulares separou

com 100% na classificagdo esperada todos os individuos de acordo com suas



Root 2

respectivas posi¢des sociais (Figura 3). Os principais componentes cuticulares
responsaveis pela separacao entre os membros sao mostrados na tabela 2.

As fémeas que ocuparam a posicdo a apds duas semanas da remocgao,
mostraram um perfil de hidrocarbonetos cuticulares distintos daquelas rainhas que
foram removidas. Na analise comparativa, apenas alguns compostos cuticulares
rainhas mostrou uma proporcao significativamente distinta entre novas rainhas e
operarias (n-C29: Z = 2.30, p < 0.05 e n-C31: Z= 2.30, p<0.05). O composto n-C31
nas dominantes apresenta-se em menor proporcdao do que nas demais fémeas
(Figura 4). A anélise univariada mostrou que fémeas substitutas ndo apresentaram

nenhuma variagdo nos compostos cuticulares em relagdo as operarias (Figura 4).

12

\. Rainhas
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Figura 3. Anadlise canonica baseada nos principais picos de hidrocarbonetos

cuticulares presentes em Polistes satan.

Tabela 2. Resultado da analise discriminante mostrando os principais
componentes quimicos da cuticula responsaveis pela separagdo entre os
grupos testados.

Wilks' Partial F-remove p-level
Lambda Lambda (2,22)
C31 0.252 0.470 12.402 0.001
C27 0.232 0.510 10.575 0.001
3-MeC29 0.178 0.666 5.525 0.01
C29 0.170 0.698 4.760 0.05

C25 0.166 0.714 4.397 0.05
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Figura 3. Anédlise comparativa dos compostos cuticulares mais importantes na

discriminacao entre os trés grupos de fémeas estudados.
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Figura 4. Andlise comparativa dos compostos cuticulares mais importantes na

discriminacao entre os trés grupos de fémeas estudados.
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Figura 5. Andlise comparativa dos compostos cuticulares mais importantes na

discriminacao entre os trés grupos de fémeas estudados.



4- Discussdo

4.1- Sinalizacao reprodutiva e hidrocarbonetos cuticulares

Variac¢oes nos hidrocarbonetos cuticulares sao indicadores incontestaveis da
atividade ovariana em vespas Polistes e formigas Ponerinae (Monnin et al. 1998;
Liebig et al. 2000; Sledge et al. 2001; 2004; Dietmann et al., 2003, revisado em
Howard & Blomquist, 2005). Além disso, os hidrocarbonetos também fornecem
informacdes sobre diferencas sexuais, idade e reconhecimento intra e inter-colonial
(Cuvillier-Hot et al., 2001; Dani et al., 2001). Os resultados obtidos em Polistes satan
corroboram parcialmente com aqueles previamente obtidos para outras espécies.
Nesta espécie, fémeas dominantes foram discriminadas de operarias pela
proporcdo distinta de hidrocarbonetos de longa cadeia presentes na cuticula. No
entanto, fémeas substitutas que ocuparam a posicdo alfa apés a remocdo das
dominantes originais ndo sinalizaram esta ascensdo nos perfis de hidrocarbonetos
cuticulares ao contrério do que foi verificado em P. dominulus (Sledge et al., 2001).

As diferencas observadas entre as proporgdes das substancias indicam que
as operdrias mesmo apresentando alguma capacidade reprodutiva sdo habeis a

perceber a alta fertilidade da fémea dominante e, desta forma, desistindo da



reproducdo direta pela atividade operaria. Este fato suporta os resultados
encontrados nas andlises comportamentais, ou seja, as dominantes receberiam
poucos atos agressivos das demais fémeas da colonia e realizariam mais atos
agressivos sobre aquelas que eventualmente estivessem tentando a reproducao.
Em Polistes dominulus, fémeas dominantes em associa¢Oes apresentaram
uma proporc¢do maior de n-C32 e n-C33 e menor proporcao de 13-, 11 me-C25 do
que fémeas subordinadas. Entretanto, fémeas subordinadas apresentaram altas
porcentagens de compostos dimetilC27 quando comparados com fémeas alfa.
Fundadoras solitarias possuiam maiores proporcdes de C31 e C33 em relacdo as
outras fémeas (Sledge et al, 2004). Entretanto, estudos experimentais
demonstraram que alcenos e alcanos ramificados foram mais importantes no papel
da comunicacdo interindividual do que os alcanos lineares (Dani et al., 2001).
Neste estudo, os principais compostos que discriminaram rainhas, novas rainhas e
operarias foram os alcanos lineares e um alcano metil-ramificado (3 metilC29)
Neste estudo, observou-se que o conjunto de substancias que compdem a
cuticula de Polistes é muito mais complexa do que aquelas verificadas em Vespinae
(Butts et al., 1995) e Epiponini (Nascimento et al., em preparacdo). A verificacdo de
como estas substancias realmente atuam, i.e.,, separadamente (influéncia de um
composto especifico) ou em conjunto (blend) na mediacdo do reconhecimento da
fertilidade entre as castas é fundamental para a compreensao da regulagdo social

em insetos sociais. Desta forma, futuros estudos utilizando compostos sintetizados



e andlise de antenografia (GC-EAD) seguramente fornecerdo informacgdes mais

especificas do papel destes compostos na sociedade destes insetos.
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