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Abstract

Cuticular Chemistry Signature as Tool to Indicate Status Reproductive and

Relationships Among Polistinae Wasps (Hymenoptera, Vespidae)

Abstract. The Polistinae family calls the attention of several researchers since it is
constituted by social wasp species which may help in understanding the eusocial
behavior evolution. Because of this, many studies about basic biology, behavior,
systematics and phylogenetic relationships have been performed. Nowadays it is worth
being highlighted studies involving molecular sequences and cuticular hydrocarbon
profile in order to establish intra-and interspecific relationships. Therefore, the aim of
this study was to evaluate the joined use of sequences from cytochrome C oxidase I
gene and chemical compounds from the cuticle and the nests to infer relationships
among Polistinae wasps species. We also assessed the use of these compounds from the
cuticle to indicate the females hierarchical position and therefore, mediate the
interactions among them in their colonies. The results of the genetic distance neighbor-
joining tree generated from COI gene sequences have grouped Epiponini, Polistini and
Mischocyttarini congruently with the phylogenetic relationships currently proposed,
even for subgenera and species. The cuticle chemical profile only pointed closer
relationship with the current phylogeny and also with the genetic matrix when species
with larger colonies collected in different environments were assessed. The chemical
composition of adult cuticle and the nest substrate can be used for analyzes of intra and
interspecific relationships; the chemical elements that compose the nest substrate is also
part of the chemical composition of the adult cuticle; moreover, nest and adult substrate

chemical profile variation varies according to the type of environment in which the



colonies nest. In both colonies Polistes versicolor and Polistes ferreri, 3 female
categories could be identified by their cuticle chemical composes which are related to
different physiological conditions of its ovaries although as in most species of this
group, there is no significant morphological differences among them. Therefore, the
results of this work demonstrate that the cuticle chemical compounds can be used to
infer intra and interspecific relationships among social wasp species, especially when
supplementing with molecular techniques. The nests chemical composition is directly
related to adults and it may vary according to the environment and therefore it can be
used to assess differences among populations. Finally, as it has already been reported
in other studies, even though no morphological differences among females of wasps
colonies of the genus Polistes, they probably recognize their reproductive status, and

therefore, their hierarchical position in the colonies, also by these cuticular compounds.

Key words. Ovarian development, gene COI, cuticular hydrocarbons, nests, social

wasp.



Resumo

Assinatura Quimica Cuticular como Ferramenta para Indicar Status Reprodutivo

e Relacoes entre Vespas Polistinae (Hymenoptera, Vespidae)

Resumo. A familia Polistinae desperta o interesse de muitos pesquisadores, uma vez
que ¢ constituida por espécies de vespas sociais que podem auxiliar no entendimento da
evolucdo do comportamento eussocial. Por conta disto, diversos estudos sobre a
biologia bdasica, comportamento, sistematica e relagdes filogenéticas ja foram
realizados. Atualmente, merecem destaque os trabalhos realizados com sequéncias
moleculares e com o perfil de hidrocarbonetos cuticulares para estabelecer relagdes intra
e interespecificas. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o uso conjunto de
sequéncias do gene citocromo C oxidase I e dos compostos quimicos da cuticula e de
ninhos para inferir relagdes entre espécies de vespas Polistinae. Também foi avaliado
uso destes compostos da cuticula para indicar a posicao hierdrquica de fémeas e,
portanto, mediar as interacdes entre elas em suas colonias. Os resultados da arvore de
distancia genética neighbor-joining gerada a partir das sequéncias do gene COI agrupou
Epiponini, Polistini e Mischocyttarini de forma congruente com as relagdes
filogenéticas propostas atualmente, mesmo em relagdo aos subgéneros e espécies. Ja o
perfil quimico da cuticula s6 apontou relagdo mais proxima da filogenia atual e também
com a matriz genética quando foram avaliadas as espécies com maior numero de
coldonias coletadas em diferentes ambientes. A composi¢do quimica da cuticula do
adulto e do substrato do ninho podem ser usados para analises de relagdes intra e
interespecificas e os elementos quimicos que compdem o substrato do ninho também
fazem parte da composi¢do quimica cuticular do adulto, além disso, variacdo do perfil

quimico do substrato do ninho e do adulto varia de acordo com o tipo de ambiente em
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que as colonias nidificam. Tanto em coldnias de Polistes versicolor quanto de Polistes
ferreri 3 categorias de fémeas podem ser identificadas por meio dos compostos
quimicos de sua cuticula, as quais estdo relacionadas as diferentes condigdes
fisiologicas de seus ovdarios, embora, como na maioria das espécies desta grupo, ndo
haja diferencas morfologicas significativas entre elas. Portanto, os resultados deste
trabalho demonstram que os compostos quimicos da cuticula podem ser usados para
inferir relagdes intra e interespecificas entre espécies de vespas sociais, sobretudo
quando em complemento com técnicas moleculares. A composi¢ao quimica dos ninhos
esta diretamente relacionada a dos adultos e pode variar, de acordo com o ambiente e,
portanto, pode ser usada para avaliar diferencas entre populacdes. Por fim, como ja
relatado em outros trabalhos, mesmo ndo havendo diferencas morfologicas entre fémeas
de coldnias de vespas do género Polistes, elas provavelmente reconhecem seu status
reprodutivo e, portanto, sua posi¢ao hierarquica nas coldnias, também por meio destes

compostos cuticulares.

Palavras chave. Desenvolvimento ovariano, gene COI, hidrocarbonetos cuticulares,

ninhos, vespas sociais.



Introducio geral

Relagoes filogenéticas em vespas sociais

A familia Vespidae ¢ constituida atualmente por seis subfamilias: Euparagiinae,
Masarinae, Eumeninae, Stenogastrinae, Polistinae e Vespinae, cujo comportamento
varia desde espécies solitarias até eussociais (Carpenter & Marques, 2001). Entretanto,
o comportamento social esta presente apenas em Stenogastrinae, Polistinae e Vespinae.
Polistinae ¢ uma subfamilia que possui distribuicdo cosmopolita, contudo, sua maior
diversidade estd concentrada na regido Neotropical, sendo que no Brasil sua fauna ¢
composta por 22 géneros e 304 espécies (Carpenter & Marques, 2001). Logo, a ampla
distribuicdo geografica e a variedade de caracteristicas comportamentais de Polistinae a
torna interessante para estudos sobre diversos aspectos evolutivos.

Contudo, as relacdes filogenéticas entre espécies, subgéneros e géneros nao
estdo completamente resolvidas. Neste aspecto, o trabalho pioneiro e mais completo
sobre a taxonomia de Polistinae foi realizado por Richards (1978) que elaborou uma
chave descritiva de mais de 600 espécies com chaves para géneros, subgéneros e
espécies por meio de caracteristicas morfologicas, além disso, Richards também
descreveu aspectos da biologia desse grupo.

Apoés décadas, varios outros trabalhos ja foram realizados para melhorar a
compreensdo das relagdes evolutivas entre as espécies, subgéneros, géneros e
subfamilias de vespas sociais (Carpenter, 1991, 2003; Schmitz & Moritz, 1998; Zhu et
al., 2000; Arévalo et al. 2004; Hines et al., 2007; Pickett & Carpenter 2010). Para a
familia Vespidae os trabalhos mais importantes foram os de Carpenter (1991, 2003) e
de Pickett & Carpenter (2010), os quais levam em consideragdo aspectos morfologicos,

comportamentais ¢ o mais recente inclui dados moleculares de varias espécies. Nestes



trabalhos os autores sempre chegam a mesma conclusdo, de que o comportamento
eussocial surgiu apenas uma vez durante a historia evolutiva das vespas.

Contudo, hé outros trabalhos como os de Schmitz & Moritz (1998) e Hines et al.
(2007) que discutem uma origem difilética para a eussocialidade que teria ocorrido uma
vez em Stenogastrinae e outra nas subfamilias Polistinae e Vespinae. Entretanto, vale
ressaltar que apesar de Hines et al. (2007) utilizar uma base de dados provenientes de
fragmentos de quatro genes nucleares e representantes das seis subfamilias, utilizaram
apenas 27 espécies dentre as mais de cinco mil descritas. Além disso, inimeros
equivocos cometidos por esses autores sdo destacados no trabalho de Pickett &
Carpenter (2010).

Para a subfamilia Polistinae especificamente pode-se destacar o trabalho de Zhu
et al. (2000) que analisaram a evolugdo de sequéncias em regides loci de microssatélites
em 58 espécies de Polistinae. Além disso, o trabalho de Arévalo et al. (2004) investigou
a filogenia desta subfamilia por meio de caracteres morfoldgicos, comportamentais e
moleculares utilizando 69 espécies, com espécimes de diferentes continentes. O trabalho
de Arévalo et al. (2004) investigou a monofilia no género Polistes e avaliou as relacdes
filogenéticas entre as tribos Epiponini, Ropalidiini e Mischocyttarini.

Nas relacdes filogenéticas entre espécies destacam-se os trabalhos de Carpenter
et al. (1993), Choudhary et al. (1994), Carpenter (1996), Carpenter (1997), Pickett &
Wenzel (2004) e Pickett et al. (2006) que investigaram as relagdes entre as espécies do
género Polistes. Estes trabalhos variam desde estudos entre espécies sociais parasitas
inquilinas e espécies hospedeiras até dados morfologicos, comportamentais e de
sequéncias moleculares. Para o género Mischocyttarus merecem destaque os trabalhos
de Silveira (2006, 2008) e O’Connor et al. (2011) e do género Polybia merece destaque

o de Carpenter et al. (2000).



Para avaliar as relagdes entre taxons uma ferramenta confiavel ¢ atual € o uso de
sequenciamento de DNA, cuja técnica pode fornecer parametros para inferir relacdes
filogenéticas entre ou dentro de grupos (Brown, 1983; Arévalo et al., 2004; Hines et al.,
2007; Pickett & Carpenter, 2010).

De fato, apesar das caracteristicas morfologicas serem as pioneiras nos
principios cladisticos (Henning, 1965; Hillis & Wiens, 2000; Zhu et al., 2000) trabalhos
usando sequéncias moleculares tem contribuido para resolugdo de muitas relagdes
filogéticas (Brown, 1983; Cameron & Mardulyn, 1993; Moore, 1995; Hillis et al., 1996
Arévalo et al., 2004; Pickett & Carpenter, 2010).

Para analises por meio de sequéncias moleculares destacam-se os dados obtidos
de genes mitocondriais, dentre eles, o gene COI (citocromo C oxidase subunidade I) que
foi utilizado por Stahls & Nyblom (2000), Arévalo et al. (2004) e Bajpai & Tewari
(2010) para inferir relagdes andlises filogenéticas entre espécies de dipteras e vespas.
Contudo, a maioria dos trabalhos tem utilizado mais de um gene ou mais de uma
técnica. Dessa forma, ndo ¢ um conjunto de dados em particular que ¢ melhor para
estimar filogenia, mas um conjunto de caracteres, em combinagdo com diferentes
metodologias e técnicas (Moore, 1995; Hillis & Wiens, 2000; Wiens & Slingluft, 2001;

Kather & Martin, 2012).

Aspectos comportamentais de vespas sociais Polistinae

Dentre as caracteristicas comportamentais da subfamilia Polistinac merecem
destaque os modos de fundagdo das colonias. Vespas Polistinae podem fundar suas
colonias de duas maneiras. A primeira ¢ a fundagdo independente, na qual as fémeas
constroem ninhos simples e sem envelope protetor, fundadas por uma ou poucas fémea,

representadas pelos géneros Polistes, Mischocyttarus, Belonogaster, Parapolybia e
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algumas espécies de Ropalidia (Jeanne, 1980; Gadagkar, 1991; Jeanne, 1991). Ou
ainda, ha espécies com fundagdo por enxameagem, nas quais dezenas de rainhas sdo
acompanhadas por centenas de operarias, as colonias sao numerosas € os ninhos
geralmente constituidos por envelope protetor, representados pelos 20 géneros da tribo
Epiponini, pelo género Polybioides e alguns Ropalidia (Jeanne, 1980; Jeanne, 1991).

Outro aspecto importante da evolucdo do comportamento social em vespas ¢ o
mecanismo de determinacdo de castas (rainha e operaria), uma vez que pode ocorrer
tanto de forma pré-imaginal quanto pos-imaginal.

Na determinagcdo de castas poOs-imaginal, a casta ¢ ao menos em parte
determinada durante a fase de adulto e as operarias ndo perdem sua capacidade de
reproducdo (Gadagkar, 1991). Neste grupo encaixam-se a maioria das espécies de
fundagdo independente, cuja determinagdo pode ser resultado de uma distinta vantagem
trofica para a fémea dominante, que sendo a mais agressiva ingere mais alimento
durante as trocas trofaldticas com operarias (Jeanne, 1972; Roseler, 1991; Spradbery,
1991). Esta vantagem tréfica favorece uma maior capacidade reprodutiva para rainhas,
permitindo o desenvolvimento de seus ovarios (Queller & Strassmann, 1989) e
determinando sua maior dominancia sobre suas companheiras de ninho (Roseler, 1991).

Por outro lado, na determinagdo de castas pré-imaginal a nutricdo larval e
consequentemente a taxa de desenvolvimento dos imaturos ¢ afetada (Hunt, 1991,
O’Donnell, 1998) dando origem a duas castas distintas. Este tipo de determinagdo
ocorre mais evidentemente em espécies enxameantes como Epiponini e alguns
Ropalidini (Jeanne, 1991; Hunt et al., 2001), mas varios trabalhos tem demonstrado que
mesmo espécies de fundagao independente podem apresentar determinacao de castas, ao
menos em parte, de forma pré-imaginal (Gadagkar et al., 1991; Keepping, 2002;

Tibbetts, 2006; Hunt et al., 2010; Dapporto et al., 2011; Suryanarayanan et al., 2011).



De uma forma ou de outra, rainhas evitam realizar atividades de alto custo
energético e risco, tais como forrageamento, as quais sdo desempenhadas com maior
frequéncia pelas operarias (Strassmann et al., 1984; O’Donnell, 1998). Além disso, a
manuten¢do da colonia e alimentagdo de adultos e imaturos sdo comportamentos mais
frequentes em operarias (Pratte & Jeanne, 1984). Logo, o repertdrio comportamental da
rainha ¢ menor quando comparado ao das operarias (Pardi, 1948; Jeanne, 1972;

Giannotti, 1999; Zara & Balestieri, 2000; Torres et al., 2009; Torres et al., 2012).

Hidrocarbonetos cuticulares

Para manter a coesdo nesse sistema de coldnias os insetos sociais desenvolveram
mecanismos de comunicagdo quimica especificos, sendo os receptores olfativos
extremamente importantes nesse processo (Ferreira-Caliman et al., 2007). Dentre os
compostos envolvidos estdo os denominados semioquimicos ou ainda chamados de
feromdnios que atuam como gatilhos no individuo receptor, provocando reacdes
comportamentais ou fisiologicas especificas (Leal, 2005).

Entre os insetos, inimeros tipos de feromonios mediam diferentes interagdes
comportamentais: atragdo de individuos do sexo oposto para acasalamento,
denominados de feromonios sexuais; agregacao de individuos para um local especifico
para alimentagdo e/ou de acasalamento, através de feromoOnios de agregacao;
demarcagdo de espaco ou formagdo de trilhas, comportamento comum em formigas,
através de feromonios classificados como de marcacao ou trilha (Jurenka, 2004). Além
destes ja citados, os insetos sociais utilizam uma variedade de feromonios para
organizar suas atividades na colonia (Jurenka, 2004).

Estes feromodnios geralmente sdo divididos em dois tipos: substancias leves e

volateis secretadas por glandulas e cadeias de hidrocarbonetos encontradas na cuticula
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(Howard, 1993). Os hidrocarbonos cuticulares (HCs) estdo agrupados numa classe de
compostos pouco volateis conhecidos como “feromodnios de superficie”, os quais
aparecem absorvidos pela superficie do corpo e sdao percebidos por outros insetos, por
meio de distancias pequenas ou detectados por contato direto (Abdalla et al., 2003).

Estes HCs sdo parte constituinte da camada lipidica que recobre a cuticula dos
insetos, de extrema importancia para sua sobrevivéncia , pois tém como fungao primaria
evitar dessecacdo dos individuos (Lockey, 1988), além de criar uma barreira contra
microorganismos (Provost et al., 2008). Além disso, atualmente sabe-se que os HCs
atuam como feromoénios de contato, permitindo a identificagdo de co-especificos,
auxiliando na manutengdo da estrutura das coldnias, separando os individuos de acordo
com sua fung¢do, seu status fisioldgico e seu ranque hierarquico (Provost et al., 2008),
atuando como uma assinatura quimica especifica do individuo.

Os HCs sao compostos formados basicamente de hidrogénio e carbono e dentre
as centenas ja identificados nos insetos existem trés grandes classes: os n-alcanos, os
compostos com ramificagdes metil e os hidrocarbonetos insaturados (Blomquist, 2010).

Estes HCs sdo formados tanto por componentes genéticos (Ratnieks, 1991; Page
et al., 1991; Arnold et al., 1996; Bagneres & Blomquist, 2010; Kather & Martin, 2012)
quanto por ambientais (Ratnieks, 1991; Gamboa, 1996; Bagneres & Blomquist 2010).
Dentre os componentes ambientais destaca-se a dieta (Le Moli et al., 1992; Liang &
Silverman, 2000; Buczkowski et al., 2005; Sovari et al., 2008), uma vez que estes
estudos comprovam que hidrocarbonetos presentes nos itens alimentares podem ser
encontrados na cuticula do adulto.

Diversos s3o os estudos que demonstram a importancia desses HCs no papel de
reconhecimento de individuos de uma populagao (Dapporto et al., 2004a), de colonias

(Layton et al., 1994; Antonialli-Junior et al., 2007; Tannure-Nascimento et al., 2007),
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sexo (Cotoneschi et al., 2009), status reprodutivo (Sledge et al., 2001), fertilidade
(Monnin, 2006; Izzo et al., 2010) e idade (Neves et al., 2012), além de destacar o papel
da composi¢do quimica da cuticula no estabelecimento e manutencao da hierarquia da
colonia (Dapporto et al., 2005; Cotoneschi et al., 2009).

A manutencdo de um monopodlio reprodutivo pela rainha ¢ um dos marcos
atingido pelos insetos sociais € em espécies eussociais menos derivadas acreditava-se
que a rainha mantinha seus status reprodutivo usando agressividade para com as demais
fémeas, contudo, nas ultimas décadas diversos estudos vém demonstrando a
importancia ¢ o papel dos HCs na comunicacdo entre membros das coldnias e na
identificacao por parte de outros membros da colonia do status da rainha (Bonavita-
Cougourdan et al., 1991; Peeters et al., 1999; Liebig et al., 2000; Sledge et al., 2001;
Dapporto et al., 2005).

De acordo com Monnin (2006) existe forte relacdo entre o status reprodutivo € o
perfil de HCs nos insetos sociais, sendo essa diferenciagdo importante para o
estabelecimento de uma hierarquia. Em colonias de Polistes dominula (Christ) Dapporto
et al. (2005), por exemplo, comprovou que a rainha possui um perfil quimico cuticular
diferente das demais fémeas e que numa colonia orfa a fémea que ocupar a posi¢ao de
rainha adquire um perfil de HCs semelhante ao dela. Além disso, Mitra et al. (2011)
observaram que a agressividade de uma fémea de uma posi¢do hierarquica alta em
colonias de Ropalidia marginata (Lepeletier) aumenta com a remocdo da rainha
original, mas diminui quando ¢ feita aplicagdo de macerado de HCs da glandula de
Dufour da rainha original ou mesmo de uma rainha de outra colonia ao substrato do
ninho.

Lorenzi et al. (2004) descrevem que a concentragdo de HCs em P. dominula

aumenta apds a emergéncia do adulto, principalmente a de alcanos ramificados e os
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insaturados. Logo, os individuos emergem com um perfil de HCs incompleto (Panek et
al., 2001) e, parte destes compostos, podem ser adquiridos apos a emergéncia do adulto
por meio de interagdes sociais (Pfenning et al., 1983; Gamboa et al., 1986; Panek et al.,
2000; Lorenzi et al., 2004; Neves et al., 2012), dessa forma, individuos podem ser
aceitos em outras colonias quando transferidos ainda jovens (Litte, 1976, em vespas;
Morel et al., 1988, em formigas; Breed et al., 1988, em abelhas).

Outro fator que tem se mostrado relevante como sinais de reconhecimento em
insetos sociais ¢ o odor do proprio material do ninho, bem documentado por Espelie et
al. (1990) que descreveram compostos ricos em hidrocarbonetos capazes de serem
transferidos entre individuos e utilizados como uma forma de assinatura para
reconhecimento da colonia. Estudos realizados por Espelie & Hermann (1990) e Espelie
et al. (1990) comprovaram a similaridade dos HCs presentes no ninho e no pedicelo do
ninho com os os perfis quimicos da cuticula de adultos e imaturos de Polistes annularis
(Linnaeus) e Polistes metricus (Say), respectivamente.

Sumana et al. (2005) demonstraram a importancia que os HCs do ninho de P.
dominula possuem para a discriminagao do sitio natal dessas fémeas quando retornam
de um periodo de hibernagdo (diapausa), fendmeno conhecido como filopatria. A
discriminacao destes locais esta associada a similaridade dos compostos quimicos dos
ninhos com as fundadoras da colonia. Além disso, destaca-se a importancia de
verificagdo das condi¢cdes do local pelas fundadoras antes de tomar a decisdo de
nidificar ou nao.

Outra importancia dos HCs que vém se destacando € o seu uso como ferramenta
taxonémica. De acordo com Bagnéres & Wicker-Thomas (2010) os HCs tem sido
amplamente estudados como caracteres quimiotaxondmicos desde a década de 70, mas

perderam um pouco de forca com o aparecimento das técnicas moleculares, contudo,
12



devido a importancia dos insetos o interesse nesses hidrocarbonetos tem se mantido.
Dentre os trabalhos que propdem o uso destes compostos para este fim, estdo dos de
Kaib et al. (1991) com térmitas, Martin et al. (2008) com formigas e Baracchi et al.
(2010) com vespas Stenogastrinae. Kaib et al. (1991) estudaram o perfil de HCs de seis
espécies de Odontotermes coletadas de 22 coldnias e os autores concluiram que as
diferencas intraespecificas podem ser facilmente desprezadas quando se compara com
as diferengas interespecificas.

Um trabalho realizado por Martin et al (2008) comparou os perfis de HCs entre
dezoito espécies de formigas do género Formica da Finlandia e das Ilhas Britanicas e
avaliaram a evolucdo desse perfil para o género. Estes autores chegaram a conclusdo de
que houve grande estabilidade nos perfis de HCs mesmo quando considerado os fatores
ecoldgicos e que, dessa forma, alguns hidrocarbonetos podem ser espécie-especificos e,
portanto, podem ser utilizados para estudos taxondmicos e evolutivos do grupo. Em
vespas Stenogastrinae, Baracchi et al. (2010) investigaram as diferengas entre
compostos polares presentes na epicuticula das fémeas e que essa diferenca pode ser
utilizada para diagnosticar a espécie, uma vez que os caracteres quimicos sao
consistentes com os caracteres fisicos. Portanto, os hidrocarbonetos podem ser
utilizados tanto como ferramenta biogeografica para distinguir diferentes populagdes
(Dapporto et al., 2004b) quanto para diferenciar espécies (Martin & Drijfhout, 2009).

A técnica mais utilizada atualmente para analise da composi¢cdo de HCs em
insetos ¢ a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS)
(Dietermann et al., 1992) que ¢ confidvel e capaz de fornecer boas analises
quantitativas, contudo, requer diversas etapas para a preparacdo das amostras e

dependendo da amostra pode haver significativa demora para obtencao de resultados.
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Contudo, recentemente tem se estudado a utilizagdo da técnica de
Espectroscopia Optica por Transformada de Fourier no Infravermelho Médio por
Deteccdo Fotoacustica (FTIR-PAS, “Fourier Transform—Infrared Photoacoustic
Spectroscopy”). A espectroscopia fotoactstica (“Photoacoustic Spectroscopy”), como ¢
geralmente denominada ¢ uma técnica que estuda a interacao da radiacdo com a matéria
através de um fendémeno conhecido como efeito fotoacustico, o qual consiste na geragdo
de sinais actsticos por meio da incidéncia de radiagdo modulada na superficie da
amostra (Skoog et al., 2002).

A leitura ¢ realizada na regido espectral do infravermelho médio, que
compreende a faixa espectral de 4000 a 400 cm™ (Skoog et al., 2002; Silverstein et al.,
2000), area que abrange a regido conhecida como impressao digital (1500—400 cm™).
Esta regido ¢ sensivel as vibragdes e rotagcdes de grupos quimicos moleculares e, sendo
assim, ¢ capaz de identificar e distinguir radicais moleculares e os tipos de ligacdes
quimicas envolvidas em determinada amostra (Smith, 1999).

As posi¢des dos atomos que compde uma molécula ndo sao fixas e podem variar
de acordo com vibragdes que ocorrem na molécula (Skoog et al., 2002), podendo ser de
estiramento ou de deformagdes angulares. Nas vibracdes de estiramento a variagdo
periddica da distancia interatdmica leva a um movimento ritmico ao longo do eixo da
ligacdo, no qual as vibragdes podem ser simétricas ou assimétricas (Smith, 1999, Skoog
et al.,, 2002, Barbosa, 2007, Andrade et al., 2008). Enquanto que as deformacdes
angulares caracterizam-se pela variagdo ritmada do angulo entre duas ligacdes, sem que
a posic¢ao relativa dos atomos se altere.

Esta técnica ¢ considerada universal, uma vez que pode ser empregada em varios
materiais como, solidos, liquidos, gases, p6 e polimeros. E, dentre as vantagens de

utilizacdo dessa técnica estdo: aplicacdo em materiais de grande fragilidade como
14



materiais biologicos, podendo ser empregada em medidas de amostras com dimensdes
reduzidas e devido a intensidade da radiagdo ser baixa nao ha destruicdo da amostra
(Greene et al.,, 1992). Além disso, o aparelho utilizado, espectrofotdometro com
transformada de Fourier ndo emprega métodos Opticos dispersivos em sua varredura
espectral, assim a obtencao dos espectros pode ser realizada em poucos minutos, dessa
forma, um grande nimero de amostras podem ser analisadas em pouco tempo (Greene
etal., 1992).

Para estudos com sistemas biologicos, esta técnica foi utilizada com sucesso
para a deteccdo do fungo Aspergillus flavus (Gordon et al., 1997) que ataca o milho; na
diferenciagdo de microorganismos constituintes da superficie da mag¢a (Irudayaraj et al.,
2002); na distin¢do entre variedades convencionais e transgénicas de soja (Caires et al.,
2008); e também para a detec¢do da ferrugem asiatica em folhas de soja infectadas com
o fungo Phakopsora pachyrhizib (Sidow) (Andrade et al., 2008).

Com himenopteros sdcias esta técnica ja foi utilizada para investigar diferencas
entre castas e sexo (Antonialli-Junior et al., 2007) , variagdo intra e interespecifica
(Antonialli-Junior et al., 2008) em formigas, composi¢do do perfil de hidrocarbonetos
ao longo da idade (Neves et al., 2012) ou, ainda para investigar o efeito do parasitismo
social sobre a composicdo da cuticula entre duas espécies do género Mischocyttarus
(Neves et al., 2013). Além disso, com o trabalho de Ferreira et al. (2012) comprovou-se
a confiabilidade desta técnica, uma vez que os resultados obtidos por cromatografia

gasosa foram similares aos encontrados por FTIR-PAS.
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RESUMO: Diversas sdo as ferramentas que podem ser utilizadas para a
classificagdo, taxonomia e para inferir relagdes filogenéticas de espécies e, dentre estas
podemos citar as sequéncias moleculares e também atualmente tem se estudado o
potencial do perfil quimico para estes tipos de andlises. Portanto, este trabalho objetivou
avaliar o potencial do gene COI e do perfil quimico da cuticula como ferramentas para
recuperar relagdes entre espécies de vespas Polistinae. Foram coletadas 17 espécies de
Polistinae (5 dentro da tribo Epiponini, 5 da tribo Polistini e 7 tribo Mischocyttarini) no
estado de Mato Grosso do Sul. Para extragdo do DNA e sequenciamento do gene COI
foram utilizadas pernas medianas dos individuos e para analise do perfil quimico da
cuticula utilizou-se os gasteres, os quais foram submetidos a técnica de Espectroscopia
Optica por Transformada de Fourier no Infravermelho Médio por Detecgio
Fotoacustica. Os resultados mostram que a arvore de distancia genética neighbor-
joining gerada a partir das sequéncias do gene COI agrupou Epiponini, Polistini e
Mischocyttarini de forma congruente com as relacdes filogenéticas propostas
atualmente, mesmo em relacdo aos subgéneros e espécies. J4 o dendrograma de
similaridade gerado a partir dos perfis quimicos da cuticula s6 apontou relagdo mais
proxima da filogenia atual e também com a matriz genética quando foram avaliadas as
espécies com maior numero de coldnias coletadas em diferentes ambientes. Portanto,
pode-se concluir que tanto sequéncias genéticas, quanto o perfil quimico da cuticula
podem ser utilizados para inferir relagdes entre as espécies de vespas, os quais podem

atuar como ferramentas taxonOmicas.

Palavras-chave: citocromo C oxidase; FTIR-PAS; hidrocarbonetos cuticulares;

Polistinae; vespas sociais.
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Using of the COI Gene Sequences and Cuticle Chemical Profile for

Inferring Relationships among Species of Wasps (Hymenoptera: Polistinae)

ABSTRACT: There are several tools that can be used for classification,
taxonomy and to infer phylogenetic relationships of the species and among them we
may mention the molecular sequences besides chemical profile of the potential for these
types of analyzes have been studied currently. Therefore, this study aimed to evaluate
the COI gene potential and of the cuticle chemical profile as tools for retrieving
relations among Polistinae wasps. 17 species of Polistinae were collected (5 from
Epiponini tribe, 5 from Polistini tribe and 7 Mischocyttarini tribe) in the state of Mato
Grosso do Sul. For DNA extraction and sequencing of COI gene middle legs of
individuals were used and for analysis of cuticle chemical profile was used the gaster,
which were subjected to the technique of Fourier Transform—Infrared Photoacoustic
Spectroscopy. Results show that the family tree distance neighbor-joining generated
from the COI gene sequences grouped Epiponini, Polistini and Mischocyttarini
congruently with the phylogenetic relationships currently proposed, even for subgenera
and species. On the other hand, the similarity dendrogram generated from the cuticle
chemical profiles only pointed closer relationships of the current phylogeny and also
with genetic matrix whereas species were evaluated with a larger number of colonies
which were collected in different environments. Therefore, it can be concluded that the
genetic sequences as well the cuticle chemical profile, that it may be used to infer

relationships among the wasp species, which can act as taxonomic tools.

Keywords: Cytochrome ¢ oxidase; FTIR-PAS; cuticular hydrocarbons;

Polistinae; social wasps.
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Introducio

Atualmente a familia Vespidae ¢ constituida por seis subfamilias: Euparagiinae,
Masarinae, Eumeninae, Stenogastrinae, Polistinae e Vespinae, nas quais o
comportamento social esta presente nas trés ultimas (Carpenter & Marques, 2001).

A subfamilia Polistinae possui distribuicdo cosmopolita, com maior diversidade
na regido Neotropical, e no Brasil sua fauna é composta por 21 géneros e 304 espécies
(Carpenter & Marques, 2001). Devido sua ampla distribuicdo geografica e
caracteristicas comportamentais essa subfamilia tem sido amplamente estudada sob
diversos aspectos e, dentre eles podemos destacar as relacdes filogenéticas entre
espécies, subgéneros e géneros, para os quais ainda ndo existe uma filogenia bem
resolvida. O trabalho pioneiro mais completo sobre a taxonomia desse grupo foi
realizado por Richards (1978), o qual descreveu mais de 600 espécies com chaves para
géneros, subgéneros e espécies, além de descrever aspectos da biologia do grupo.

Dentre os trabalhos sobre a filogenia da familia Vespidae, temos os de Carpenter
(1981, 1991, 2003), que utilizou caracteres morfoldgicos e comportamentais de
inimeras espécies e cujo resultado foi uma origem monofilética da eussocialidade para
as seis subfamilias, a partir de um ancestral comum com castas rudimentares.

Por outro lado, Schmitz & Moritz (1998) e Hines et al. (2007) apresentaram uma
hipdotese de origem difilética para a eussocialidade, surgindo de forma independente,
uma vez em Stenogastrinae ¢ outra em Polistinac + Vespinae. Hines et al. (2007)
utilizaram uma base de dados provenientes de fragmentos de quatro genes nucleares
(DNA ribossomal 18S e 28S, abdominal-A ¢ RNA polimerase II) de representantes das
seis subfamilias.

Um trabalho recente foi realizado por Pickett & Carpenter (2010), os quais

compilaram uma das maiores amostras incluindo dados moleculares e carateres
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fenotipicos de todas as subfamilias, permitindo concluir que hd apenas uma origem para
a eussocialidade entre as seis subfamilias.

Quanto a filogenia de espécies em Polistinae, destaca-se o trabalho de Arévalo et
al. (2004) que investigou a filogenia desta subfamilia baseada em caracteres
morfoldgicos, comportamentais e moleculares de 69 espécies de diferentes continentes.
Neste trabalho os autores testaram a monofilia do género Polistes e avaliaram as
relacdes filogenéticas entre as demais tribos (Epiponini, Ropalidiini e Mischocyttarini).
Dentre os trabalhos que discutem relacdes filogenéticas entre espécies de vespas
Polistinae podemos citar o de Pickett et al. (2006) para Polistes, Silveira (2006, 2008) e
O’Connor et al. (2011) para espécies de Mischocyttarus e Carpenter et al. (2000) para
Polybia.

De fato, uma 4rvore filogenética precisa ¢ importante como ponto de partida
para os estudos evolutivos e a analise de sequenciamento de DNA ¢ uma técnica que
vem se destacando como ferramenta taxondmica que pode fornecer inimeras evidéncias
de relacdes filogenéticas de um grupo (Brow, 1983; Arévalo et al., 2004; Hines et al.,
2007; Pickett & Carpenter, 2010). Historicamente, as caracteristicas morfologicas sdo
usadas em combinagdo com principios cladisticos (Henning, 1965; Hillis & Wiens,
2000; Zhu et al., 2000) para esclarecer relagdes filogenéticas. Contudo, andlises
morfoldgicas requerem especialistas, o que leva tempo e exige um alto grau de
conhecimento e treinamento para reconhecimento de caracteristicas especificas.
Portanto, trabalhos usando sequéncias de DNA mitocondrial ¢ DNA nuclear tém
contribuido para resolugdo de muitas filogenias (Brow, 1983; Cameron & Mardulyn,
1993; Moore, 1995; Hillis et al., 1996; Arévalo et al., 2004; Pickett & Carpenter, 2010).

Dentre os genes utilizados em analises moleculares, destacam-se os obtidos a

partir do DNA mitocondrial (mtDNA), principalmente o gene COI (citocromo C
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oxidase subunidade I), o qual tem sido utilizado para avaliar relacdes filogenéticas
(Stahls & Nyblom, 2000; Arévalo et al., 2004; Bajpai & Tewari, 2010), contudo, a
grande maioria dos trabalhos utiliza mais de um gene ou mais de uma técnica de andlise
para inferir filogenia. O gene COI foi utilizado porque atualmente ele faz parte da
iniciativa DNA barcoding, no qual cientistas tem se unido para criar um sistema de
identificacao e descobrimento de espécies por meio de um pequeno trecho de DNA,
uma regido padronizada do genoma e o gene COI tem se mostrado altamente eficaz em
trabalhos realizados animais como passaros e peixes, além de inumeras ordens de
insetos em que espécies ja foram sequenciadas (Hebert et al. 2002; Ratnasingham &
Hebert 2007; Sheftield et al. 2009).

Dessa forma, ndo existe um conjunto de dados em particular que seja o melhor
modo de recuperar a filogenia das espécies e, ndo ¢ apenas um conjunto de caracteres
(morfolédgicos, moleculares, dentre outros) que ir4 revelar uma filogenia mais proxima
da real e sim uma combinagdo de diferentes metodologias, técnicas e caracteres (Hillis
& Wiens, 2000; Moore, 1995; Wiens & Slingluff, 2001; Kather & Martin, 2012).

Por outro lado, os insetos sociais apresentam um sistema de organizacdo
complexo e para manter a coesdao dentro da colonia e entre os individuos estes
desenvolveram mecanismos especificos de comunicacdo quimica (Ferreira-Caliman et
al., 2007) por meio de compostos denominados semioquimicos, 0s quais auxiliam na
busca por parceiros para o acasalamento, alimento ou presa, escolha de local para
oviposicao, defesa contra predadores e organizacao de suas coldnias (Leal, 2005).

Dentre estes compostos os hidrocarbonetos cuticulares (HCs) t€ém recebido
maior aten¢ao nas ultimas décadas. Estes sdo parte constituinte da cuticula dos insetos e
importantes para evitar dessecagdo dos individuos (Lockey, 1988), além de criar uma

barreira contra microorganismos (Provost et al., 2008). Além disso, sabe-se que os HCs
35



atuam como feromoénios de contato, permitindo a identificagdo de co-especificos,
auxiliando na manuten¢do da estrutura das coldnias, separando os individuos de acordo
com sua fun¢@o na coldnia, seu status fisiologico e seu ranque hierdrquico (Provost et
al., 2008) atuando, portanto, como uma assinatura quimica especifica do individuo.

Os HCs sdo compostos formados basicamente de hidrogénio e carbono e, dentre
as centenas ja identificados nos insetos, existem trés grandes classes: os n-alcanos, os
compostos com ramificagdes metil e os hidrocarbonetos insaturados (Blomquist, 2010).

Diversos estudos tém demonstrado a importancia dos HCs no papel de
reconhecimento de individuos de uma populagao (Dapporto et al., 2004a), de coldnias
(Layton et al., 1994; Tannure-Nascimento et al., 2007, Antonialli-Junior et al., 2007;
Tokoro & Makino, 2011), sexo (Cotoneschi et al., 2009), status reprodutivo (Sledge et
al. 2001), castas (Tokoro & Makino, 2011), fertilidade (Monnin, 2006; 1zzo et al., 2010)
e idade (Neves et al., 2012), além de destacar o papel da composi¢ao quimica da
cuticula no estabelecimento e manutengdo da hierarquia da coldnia (Dapporto et al.,
2005; Cotoneschi et al., 2009).

Dapporto et al. (2004b) utilizaram este perfil para distinguir diferentes
populagdes de Polistes dominula (Christ) do arquipélago de Tuscan e mostraram que os
HCs podem representar uma valiosa ferramenta biogeografica. De fato, Bagnéres &
Wicker-Thomas (2010) destacam a importancia destes HCs como ferramenta
taxonOmica em insetos sociais e dentre os trabalhos realizados podemos citar o de Kaib
et al. (1991) com térmitas, Martin et al. (2008) com formigas e Baracchi (2010) com
vespas Stenogastrinae.

Kather & Martin (2012) ressaltam a importancia do uso dos HCs como
ferramenta taxondmica, desde que utilizada com outros métodos mais convencionais

como morfologia, ecologia e biologia molecular. Além disso, esses autores destacam a
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confiabilidade dos HCs para este fim, uma vez que sdo produtos metabodlicos estaveis,
hereditarios e dependentes da espécie.

Dentre os beneficios de se utilizar os HCs como ferramenta taxondmica pode-se
citar a alta variagdo do carater sob sele¢ao direta, identificagdo de espécies cripticas,
eficiéncia de tempo e amostragem nao destrutiva (Kather & Martin, 2012). Ja com
relacdo as limitacdes € preciso considerar as variagdes intra-especificas de género,
idade, maturidade sexual, casta, colonia, dentre outros (Kather & Martin, 2012). Outras
fontes importantes de variacdo intra-especifica sdo a temperatura (Chapman et al., 1995;
Frentiu & Chenoweth, 2010) e dieta (Chapman et al., 1995; Stennett & Etges, 1997;
Liang & Silverman, 2000). Por outro lado, segundo Espelie et al. (1994) a comparagdo
entre a concentragdo relativa dos HCs entre individuos pode reduzir a variagao causada
por fatores ambientais.

Dentre as técnicas utilizadas para medir os perfis de HCs em insetos sociais a
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) ¢ a mais utilizada
(Dietermann et al., 1992), sendo confidvel e capaz de fornecer boas analises
quantitativas, porém, requer diversas etapas de preparacdo de amostras ¢ pode ser um
processo demorado até a obtengdo dos resultados porque € necessario um padrdo para
cada hidrocarboneto a ser quantificado.

Por outro lado, recentemente tem-se utilizado a técnica de Espectroscopia Optica
por Transformada de Fourier no Infravermelho Médio por Detecgdo Fotoacustica
(FTIR-PAS, “Fourier Transform—Infrared Photoacoustic Spectroscopy”), capaz de
identificar diferentes tipos de compostos, para estudo da distingdo de castas, sexo e
espécies de formigas (Antonialli- Junior et al., 2007 e 2008) e para distin¢ao de castas,
aquisi¢ao do perfil quimico e parasitismo em vespas Polistinaec (Neves et al., 2012 ¢

2013). Além disso, a partir dos trabalhos de Ferreira et al. (2012) e Neves et al. (2013)
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foi possivel comprovar a confiabilidade do FTIR-PAS, uma vez que estes trabalhos
utilizaram as mesmas amostras usando as técnicas de cromatografia gasosa e FTIR-PAS
e obtiveram os mesmos resultados.

A técnica FTIR-PAS ¢ uma medida da radia¢do absorvida pela amostra e, este
processo ¢ realizado na regido espectral do infravermelho médio que compreende de
4000 a 400 cm’! (Silverstein et al., 2000; Skoog et al., 2002), area que abrange a regido
conhecida como impressao digital (1500 e 400 cm™). Esta regido € sensivel as vibragdes
e rotacdes de grupos quimicos moleculares, o que possibilita identificar e distinguir
radicais moleculares e os tipos de ligacdes quimicas envolvidas nas respectivas
amostras, sendo este, o aspecto mais vantajoso desta técnica (Smith, 1999), além de ser
relativamente rapida, de facil manuseio e apresentar boa resolucao e alta sensibilidade
(Skoog et al., 2002). Esta técnica pode ser utilizada para aplicacio em materiais de
grande fragilidade e pode ser empregada em medidas de amostras com dimensdes
reduzidas, como os materiais biologicos (Greene et al., 1992).

Dessa forma, o uso de ferramentas como o perfil quimico fornecido pelos HCs e
das informagdes genéticas do gene COI podem ser tuteis na discussdo de relagdes entre
as espécies. Portanto, o presente trabalho objetivou avaliar o potencial do gene COI e do
perfil quimico da cuticula por meio da técnica FTIR-PAS como ferramenta taxondmica

para inferir relagdes de parentesco entre espécies de vespas Polistinae.

Material e Métodos

Coleta e identifica¢do das espécies

As coletas do material bioldgico foram realizadas em diferentes cidades da
regido sul do Estado de Mato Grosso do Sul, Brasil. Foram coletadas colonias de 17

espécies de Polistinae (5 dentro da tribo Epiponini, 5 da tribo Polistini e 7 tribo
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Mischocyttarini) para as andlises do perfil quimico da cuticula e sequenciamento do
gene COI (Citocromo C oxidase subunidade I).

A coleta das colonias foi realizada utilizando-se saco pléstico contendo algodao
umedecido em éter para rapidamente anestesiar os individuos. Em seguida, o algodao
era retirado para evitar degradacdo de DNA e outros compostos quimicos da cuticula.
Apbs a coleta os individuos eram mortos por congelamento e toda a colonia era
armazenada e conservada em freezer até a separagao das amostras.

Amostragem dos espécimes, extragdo do DNA, PCR e sequenciamento

Dentre as 17 espécies de Polistinae coletadas (Tab. 1) o numero de individuos
que tiveram o gene COI sequenciado variou de 4 a 30. Essa variacdo dependeu do
numero de individuos disponiveis na colonia, do numero de colonias coletadas e
também da espécie, uma vez que algumas espécies foram mais abundantes do que
outras. Para esta analise, de cada individuo foi extraida parte de uma perna mediana que
foi depositada dentro de um pogo de uma placa com 96 pogos contendo alcool etilico
absoluto (P.A.). Este material foi entdo enviado para extracdo de DNA, PCR e
sequenciamento das sequéncias, de acordo com os protocolos a seguir.

O DNA total foi extraido com o uso de Kit de extracio de DNA — Qiagen®.
Cada reagdo de PCR continha 5 pL de 10x PCR buffer, 2,0mM de MgCl,, 200 uM de
cada ANTP, 0,4 uL de cada primer, 0,2 pL de Taq polymerase (5u.ulL-1) e 2ul. de DNA
extraido. Todas as reagdes foram realizadas sobre os seguintes ciclos termais: 1 minuto
a 94°C seguido por 4 ciclos de 1 minuto a 94°C, 50 segundos a 45°C, 1 minuto a 72°C
seguido por 35 ciclos de 1 minuto a 94°C, 50 segundos a 45°C, e 1 minuto a 72°C, e,
finalmente, 5 minutos a 72°C.

Cada produto e PCR foi purificado usando o Kit Concert Rapid PCR

Purification System (GIBCO/BRL) e o sequenciamento foi realizado nas duas diregdes
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utilizando sequenciador automatico ABI 377 (Applied Biosystems). O alinhamento foi
realizado com auxilio do programa MEGA version 3.1 apds comparacdo das sequéncias
forward e reverse e obtengdo das sequéncias consenso (Kumar et al., 2004; Tamura et
al., 2007).

Todas as sequéncias utilizadas nesse estudo estdo depositadas no BOLD, a base
de dados do Barcode of Life Data System e apds publica¢do, as sequéncias serdo
depositadas também no GenBank. Todas as etapas de extracdo, PCR, sequenciamento e
alinhamento foram realizadas no Canadian Centre for DNA Barcoding (CCBD) no BIO
(Biodiversity Institute of Ontario), Universidade de Guelph, Ontario, Canadd, sob
parceria com o Dr. Paul Hebert.

Andlise do perfil quimico da cuticula por FTIR-PAS

Para as analises dos perfis quimicos da cuticula foram utilizadas as mesmas
fémeas que tiveram uma das pernas extraidas para sequenciamento do gene COI. Além
disso, para aumentar a amostragem por colonia e por espécie, novos individuos também
foram analisados, portanto, de cada colonia foram avaliadas entre 10 a 15 fémeas. Os
individuos acondicionados em freezer tiveram seus gasteres extraidos e cada amostra foi
individualizada em epperndorf com identificagdo da espécie, colonia e nimero da
amostra. A andlise foi realizada diretamente no gaster porque € nesta parte do corpo que
os hidrocarbonetos estdo mais concentrados (Cuvillier-Hot et al., 2001).

Cada amostra era composta por 1 gaster para as espécies de Polistes ¢
Mischocyttarus ou por um grupo de 3 gasteres em espécies de Polybia ou 6 gasteres em
Protopolybia. Essa variagdo ocorreu porque os géneros Polybia e Protopolybia
apresentam individuos menores € os espectros apresentavam melhor resolucdo quando

um grupo de gasteres compunha a amostra. Como o objetivo do trabalho foi analisar o
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perfil quimico da cuticula de cada espécie, o numero de gésteres utilizados na
amostragem nao interferiu nos resultados obtidos.

Cada amostra (gaster ou grupos de gasteres) era colocada em estufa a vacuo
por no minimo 48 horas para minimizar a adsor¢ao de umidade, a qual pode interferir
no espectro e, posteriormente, eram levadas ao espectrofotdmetro para leitura. Cada
amostra foi submetida a técnica de FTIR-PAS em um Espectrofotdetro Thermo-Nocolet
Nexus 670, combinado com um detector Fotoacustico (MTEC-300), etapa realizada no
laboratério de Espectroscopia Optica da UEMS.

A técnica FTIR-PAS mede a radiagdo absorvida pela amostra na regido espectral
do infravermelho médio, de 4000 a 400 cm’! (Silverstein et al., 2000; Skoog et al.,
2002), a qual ¢ sensivel as vibracdes e rotacdes de grupos quimicos moleculares e,
portanto, possibilita a identificacdo e distingdo de radicais moleculares e dos tipos de
ligagdes quimicas (Smith, 1999). Além disso, esta técnica ¢ rdpida e ndo destrutiva
(Gordon et al. 1999; Sivakesava & Irudayaraj, 2000), de facil manuseio, apresentando
boa resolucdo e alta sensibilidade (Skoog et al., 2002).

Durante toda a leitura, o espectrofotometro foi purificado com ar seco a fim de
eliminar vapor de 4gua e o CO; do interferometro e a cAmara fotoacustica acoplada com
microfone foi purificada com Hélio gasoso para aumentar a sensibilidade do sistema de
fotoacustica. O espectro resultante para cada amostra foi obtido pela média de 64
espectros com resolucio de 8 cm™, no qual foram separados as linhas de absorgdo entre
400 e 4000 cm™ e identificados os picos referentes as vibragdes de compostos quimicos

da cuticula, principalmente de HCs detectados no espectro.

Analises estatisticas
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Para os dados de sequenciamento do gene COI, as divergéncias das sequéncias
foram calculadas usando um modelo de distancia K2P (Kimura-2-parametros) e os
resultados foram representados graficamente em uma arvore de distdncia neighbour-
joining (Saitou & Nei, 1987) utilizando o programa MEGA. A arvore de distancia
neighbour-joining foi construida baseada no principio da méxima verossimilhanga e os
valores de bootstrap foram indicados na figura obtida.

Os dados dos perfis quimicos da cuticula foram analisados pelo método de
agrupamento, utilizando a distancia euclidiana e o método de ligagio UPGMA por meio
do programa estatistico R. Para avaliar se o dendrograma gerado refletia a matriz de
similaridade na distribuicdo das espécies analisadas utilizamos o coeficiente de
correlacdo cofenética, sendo definido o valor minimo de 0,75 como medida de
qualidade do ajuste do dendrograma MacGarigal et al. (2000).

A construcdo do dendrograma foi realizada em duas etapas, na primeira foi
utilizado o perfil quimico da cuticula das 17 espécies e, como para algumas delas a
amostragem tanto de colonias quanto de locais de ocorréncia eram comparativamente
baixos aos de outras espécies, numa segunda etapa para minimizar o efeito do ambiente
e assim, diminuir o efeito da variagdao intraespecifica foram selecionados apenas as
espécies com cinco ou mais coldnias coletadas de diferentes locais.

Com o objetivo de comparar os resultados da arvore de distancia neighbour-
joining gerada pelo sequenciamento do gene COI e do agrupamento formado pela
andlise de FTIR-PAS foi aplicado o teste de Mantel utilizando as matrizes de
similaridade, sendo a significancia do teste definida através de simula¢do de Monte

Carlo (999 permutacdes).
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Resultados e Discussiao

A arvore de distancia genética neighbor-joining gerada a partir das sequéncias
do gene COI para as 17 espécies de Polistinae estd representada na Fig. 1. A partir dos
resultados obtidos podemos observar que o agrupamento entre as tribos das espécies
analisadas (Epiponini, Polistini ¢ Mischocyttarini) foi semelhante ao encontrado nos
estudos de relagdes filogenéticas ja realizados. Além disso, o resultado evidencia uma
relacdo mais estreita entre Polistini e Epiponini. Essa rela¢do estreita (grupo irmao)
entre Polistini e Epiponini ¢ observada também no trabalho de Pickett & Carpenter
(2010). Contudo, deve-se ressaltar que nossa amostragem ndo apresenta exemplares da
tribo Ropalidiini.

Para o género Mischocyttarus a arvore (Fig. 1) ¢ congruente com resultados
apresentados por Silveira (2008) e mesmo com as relacdes propostas por Richards
(1978), no qual ha um subgrupo com espécies representantes do subgénero Kappa e
outro grupo com espécies correspondentes do subgénero Phi=Monocyttarus. Além das
espécies Mischocyttarus matogrossoensis (Zikan) e Mischocyttarus cerberus (Ducke)
que fazem parte dos subgéneros Mischocyttarus stricto sensu e Haplometrobius,
respectivamente, com 12 e 74 espécies descritas atualmente (Silveira, 2008).

De acordo com Silveira (2008) o género Mischocyttarus ¢ composto por 11
subgéneros, sendo Kappa monofilético enquanto Phi(=Monocyttarus), ndo. Em nossos
resultados o subgénero Monocyttarus estd representado pelas espécies Mischocyttarus
consimilis (Zikan) e Mischocyttarus gilvus (Zikéan). Este subgénero possui 75 espécies
descritas, sendo o maior grupo ¢ com maior distribuicdo geografica dentro do gé€nero
(Silveira, 2008).

Atualmente sdo reconhecidos 4 subgéneros de Polistes (Carpenter, 1996) e nao

mais 12 como apontado por Richards (1978). Destes quatro, apenas Aphanilopterus ¢
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encontrado no Novo Mundo, ou seja, somente este pode ser coletado no Brasil e de
acordo com as andlises realizadas por Pickett & Carpenter (2010) este subgénero ¢
parafilético. Essa relagdo ndo foi observada nos resultados (