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RESUMO

As vespas sociais possuem um eficiente sistema de comunicacdo quimica mediada por
feromonios, os quais sdo compostos responsaveis pelas atividades de alarme, recrutamento, defesa
da coldnia, além do reconhecimento de membros da prépria colonia. Esses compostos (em sua
maioria sao de natureza nio polar e volatil) sdo de maneira geral secretados por diversas glandulas
exdcrinas, tais como: glandula de veneno, glandula de Dufour, glandula de Richard, glandula de
Van der Vecht, entre outras e podem estar aderidos sobre o tegumento das vespas. O tegumento
de vespas sociais € recoberto por uma mistura de ceras e hidrocarbonetos epicuticulares, que, em
conjunto com uma variedade de outras moléculas, podem desempenhar diferentes papéis na
comunicacdo quimica destes insetos, um destes papéis e foco deste trabalho é o reconhecimento
de individuos intraespecifico, mais especificamente o reconhecimento de tipos parentais
(individuos da mesma colonia). Sendo assim, o objetivo do presente estudo foi identificar
quimicamente os compostos de baixas massas moleculares presentes no tegumento da vespa
social Polybia paulista oriunda de trés distintas colOnias, através de cromatografia gasosa e
espectrometria de massas (GC-MS), com finalidade de caracterizar o perfil quimico que constitui
o coquetel quimico responsdvel pelo reconhecimento da espécie, bem como dos compostos que
permitem a identificacdo de tipos parentais. Foram encontrados um total de 40 compostos, sendo
em sua maioria alcanos saturados e insaturados, e outras moléculas como acidos, ésteres, cetona e
amida. Dentre estes, 32 compostos sdo comuns as trés coldnias e aparentemente constituem a
base quimica de reconhecimento da espécie, e ainda os mesmos apresentaram diferencas
quantitativas entre as trés coldonias. Foram encontrados também compostos especificos para cada
coldnia, que aparentemente constituem a base quimica de reconhecimento de tipos parentais.
Dessa forma, a utiliza¢do do sistema analitico de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas mostrou-se eficiente para analisar, caracterizar, identificar, além de diferenciar colonias
de uma mesma espécie através da composicio quimica dos compostos de baixa massas
moleculares encontrados no tegumento. Estes compostos do tegumento também foram
caracterizados funcionalmente através de bioensaios de comportamentos em campo, frente a
diferentes estimulos quimicos, possibilitando um melhor entendimento da quimica ecolédgica
destes insetos, através do estudo da comunicacdo quimica e dos mecanismos de

defesa/reconhecimento de tipos parentais da vespa social Polybia paulista.

PALAVRAS CHAVE: Cromatografia Gasosa. Espectrometria de Massas. Tegumento. Polybia

paulista. Metaboloma.



ABSTRACT

The social wasps have an efficient system of chemical communication by pheromones.
Pheromones in social wasps are responsible for inducing activities such as alarm, recruitment,
defense colony, beyond recognition of members of the colony itself. These components
(mostly are non-polar and volatile) are generally secreted by various exocrine glands, such as
venom gland, Dufour gland, Richard gland, Van der Vecht gland, among others. The
integument of social wasps is covered by a mixture of waxes and hydrocarbons epicuticular,
which together with a variety of other molecules, can play different roles in the chemical
communication of these insects, one of those roles and focus of this work is the recognition of
individuals intraspecific, more specifically the recognition of parental types (individuals of
the same colony). This study aimed to identify the chemical compounds of low molecular
masses present in the integument of the social wasp Polybia paulista of three distinct
colonies, using gas chromatography and mass spectrometry (GC-MS) in order to characterize
the chemical profile that constitutes the chemical cocktail responsible for recognition of the
species, as well as the compounds that allow the identification of parental types. A total of 40
compounds were found which are mostly saturated and unsaturated alkanes, and other
molecules such as acids, esters, ketone and amide. Among these, 32 compounds are common
to the three colonies and apparently are the chemical basis for the recognition of the specie,
and the same compounds showed quantitative differences among the three colonies. Specific
compounds were also found for each colony, which apparently constitute the chemical basis
of recognition of parental types. Thus, the analytical system using gas chromatography-mass
spectrometry was efficient to analyze, characterize, identify, and distinguish colonies of the
same species by the chemical composition of low molecular weight compounds found in the
integument. These compounds of the integument were also functionally characterized by
behavioral bioassays in the field against different chemical stimuli, allowing a better
understanding of the ecological chemistry of these insects through the study of chemical
communication and the mechanisms of defense / recognition of parental types of the social

wasp Polybia paulista.

Keywords: Gas Chromatography. Mass spectrometry. Integument. Polybia paulista.
Metabolome.
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1 INTRODUCAO

1.10s insetos da ordem Hymenoptera

Existem pelo menos 870.000 espécies de Hexapoda descritas, que sem divida sdo o
maior tdxon dentre os animais. Essa enorme diversidade ocorre principalmente por sua
extraordindria adaptacdo & vida no ambiente terrestre, a capacidade de voo, a coevolugdo com
as plantas que produzem flores, e também a resisténcia a dessecacdo e desenvolvimento
holometabolos (RUPPERT et al., 2005).

Os hexapodas apresentam grande importancia ecoldgica, médica e econdmica.
Polinizacdo de muitas espécies de valor econdmico para agricultura e exportacdo de produtos
derivados da producdo de mel, além de serem predadores naturais de outros insetos, fontes de
veneno com valor terapéutico, entre outras caracteristicas (vespas, abelhas e borboletas),
muitos também sao vetores de doencas como maldria, febre bubdnica e tifo (mosquitos,
pulgas, piolhos) (FARB, 1973).

Os Hymenoptera provavelmente originaram-se ha 300 milhdes de anos, durante o final
do paleozdico, que marcou o fim da era carbonifera. Durante a era mesozdica, a qual durou
239 milhdes de anos, a ordem se diversificou por volta do eoceno (cerca de 60 milhdes de
anos), onde surgiram os primeiros ancestrais das vespas sociais (CHAUD-NETTO et al,,
1994).

Mais recentemente a evolucdo precoce dos Hymenoptera tem sido avaliada por
estudiosos cladistas focados nas relagdes basais destes insetos. O grupo Hymenoptera
compreende formigas, abelhas e uma infinidade de grupos adicionais conhecidos
coletivamente como ’vespas’’; esta ¢ uma ordem de insetos muito diversificada, com cerca de
145.000 espécies conhecidas (VILHELMSEN, 2010).

As vespas vivem em sociedade, sendo a eussocialidade o principal aspecto desse
comportamento, que se caracteriza por: i) divisdo reprodutiva de trabalho, no qual individuos
inférteis fazem o trabalho fisico; i1) os individuos férteis sdo incumbidos da reproducao; iii)
membros da sociedade cuidam dos juvenis; iv) nenhum individuo pode sobreviver
independentemente da col6nia ou pertencer a uma colonia diferente daquela na qual foi
gerado, e se desenvolveu (RUPPERT et al., 2005).

As vespas pertencentes ao grupo dos Hymenoptera Aculeata (com ferrdo) estdo

divididas em trés grandes superfamilias: Bethyloidea, Sphecoidea e Vespoidea (BROTHERS,



1975). A familia Vespidae é uma subdivisdo da superfamilia Vespoidea, e apresenta a
totalidade dos casos conhecidos de eusociabilidade em vespas, com mais de 800 espécies
eusociais, as quais habitam coldnias fundadas por apenas uma rainha e predam larvas de
Lepidoptera, besouros e outras presas (AKRE, 1982). Essa familia de vespas é composta por
trés subfamilias, Stenogastrinae, Polistinae e Vespinae, onde a subfamilia Polistinae € a tinica
encontrada no Brasil, sendo representada por trés tribos: Polistini, Epiponini e
Mischocyttarini. A tribo Epiponini € constituida por 23 géneros e 405 espécies, dentre as
quais a espécie Polybia paulista esta localizada (CHAUD-NETTO et al., 1994).

A vespa social Polybia paulista, conhecida popularmente como “paulistinha”, ¢ uma
espécie muito agressiva que causa muitos acidentes por ferroadas todos os anos no Estado de
Sao Paulo. Possui habitos urbanos, os seus ninhos sdo fixados diretamente ao substrato, sem
pedinculo, e os favos sdo colocados horizontalmente, um abaixo do outro, com um envelope
protetor ovéide cirdundando-os (RICHARDS, et al., 1951). As fundacdes de novos ninhos

ocorrem o ano todo independente das condi¢cdes climdticas.

1.2 Feromonios e Comunica¢ao Quimica

Vespas sociais precisam de um eficiente sistema de comunicacio para a coordenagao
de seus membros e das numerosas atividades da coldonia. A este respeito, a comunicacao
quimica é a mais utilizada por vespas sociais para transferéncia de informagdes
intraespecificas através de feromdnios, que s@o as principais substancias quimicas que
medeiam o reconhecimento entre membros da colonia e coordenam o ninho para atividades
como: defesa, alarme e recrutamento, além de servir para comunicacio interespecifica
(BRUSCHINI et al., 2010).

Entre os exemplos mais conhecidos de secrecdes das glandulas exdcrinas estdo os
feromonios de alarme, feromonios sexuais e feromonios de trilha, notério nas operdrias de
formigas e térmitas, esses depositam marcadores quimicos sobre o substrato para indicar a
trajetoria para fontes de alimento ou locais de nidificacdo (VILELA et al., 2008).

Em insetos sociais, a defesa da colonia € um aspecto critico para a sobrevivéncia de
todos os seus membros (HERMANN; BLUM, 1981; SCHMIDT, 1990). Por esta razao,
ocorreu uma forte selecdo para uma comunica¢do rdpida e um subsequente recrutamento dos
membros de uma colonia contra predadores ou intrusos, levando a evolucdo dos feromonios

de alarme (WYATT, 2003).
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Os feromonios de alarme de insetos sociais sdo, depois dos feromoOnios sexuais, uma
das classes mais comuns de sinais quimicos, e esta classe de compostos evoluiu de forma
independente em relacdo as outras moléculas presentes nestes animais (BLUM, 1985).

Os ferdmonios sdo os principais responsaveis pela sinalizacdo do comportamento de
alarme nas coldnias, produzindo respostas rapidas a qualquer perturbacdo do ninho que exija
que seus membros reajam defensivamente (LANDOLT et al., 1998).

Desta forma, os feromdnios de alarme sdo os responsaveis por “avisar’” os membros de
uma coldnia sobre uma ameaca em potencial, com a finalidade de guiar as vespas de uma
forma agressiva em direcdo ao agressor (BRUSCHINI et al., 2010). Portanto estes feromdnios
sdo responsdveis por reagdes estereotipadas entre os insetos (STARR, 1990), pelo
recrutamento de operdrias, além de uma aceleracdo dos movimentos de ataque contra
potenciais invasores (ALI; MORGAN, 1990).

Em algumas espécies de vespa sociais, uma perturbagcdo externa ao ninho induz a saida
de algumas operarias para fora do ninho, que disparam um “spray” de veneno em dire¢cdo ao
intruso. Em algumas espécies de vespas sociais, se a perturbagcdo continua, as operdrias voam
para longe abandonando a colonia ao invés de tentar ferroar o intruso (STRASSMANN et al.,
1990); no entanto, na maioria das espécies de vespas sociais existem componentes volateis
que ocasionam um ataque em massa contra o intruso/predador MASCHWITZ, 1964).

Em vespas sociais, os feromdnios de alarme s@o compostos voldteis, secretados
principalmente pelas glandulas exdcrinas associadas ao aparelho de ferrdo, esses geralmente
sdo uma mistura de multicomponentes, 0 que geram um alto potencial de especificidade as
menssagens, as quais desempenham func¢des nas interacdes comunicativas entre companheiras
de ninho (operarias) (Figura 1) (AKRE, 1982; ALI; MORGAN, 1990; BILLEN; MORGAN,
1998).
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Figura 1: Desenho esquematico da localizagio das glandulas exdcrinas presentes no corpo de uma vespa social
padrio. Locais e escalas sdo apenas aproximados. Extraido de Bruschini et al., 2010.
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1.3 Reconhecimento parental

O reconhecimento de tipos parentais (“companheiros da mesma colonia’) ¢ o processo
pelo qual os insetos sociais, como por exemplo, vespas reconhecem individuos pertencentes
ou nao a sua propria colonia, e consequentemente permite ou nao a entrada destes individuos
em seu ninho (van ZWEDEN; ETTORE, 2010).

O reconhecimento entre membros da coldnia é considerado a chave para a inovagao na
evolucdo da sociabilidade. Insetos sociais evoluiram um sofisticado sistema de
reconhecimento que permite aos individuos de uma mesma espécie, distinguir aqueles
pertencentes 2 mesma colonia, daqueles que ndo fazem parte da mesma. Os sinais utilizados
para o reconhecimento de membros de um mesmo ninho sdo tipicamente hidrocarbonetos
presentes no exoesqueleto das operérias. Esses insetos sdo capazes de realizar discriminacdes
precisas através de apenas uma unica varredura da antena no tegumento de outro individuo,

assim como demonstrado na Figura 2 (van WILGENBURG et al., 2010).



12

Figura 2: Comportamento de varredura da antena da vespa (Polistes fuscatus) “dominante” no tegumento da
vespa “subordinada”. Extraido de Eberhard, 1969.

Na literatura é possivel encontrar que o comportamento de “grooming” tem grande
contribuicao na transferéncia de feromonios entre abelhas. Alguns exemplos de feromonios
responsaveis pela inibicdo de ovérios de operdrias sdo produzidos pela glandula mandibular
da rainha e esta por ‘“self-grooming”, distribui estes feromonios através de sua boca para
outras partes do corpo como antena, abddmen e membros que posteriormente sdo transferidos
para operarias através do contato dessas com a superficie do corpo ou aparato bucal da rainha
(TRHLIN and RAJCHARD, 2011).

A superficie do corpo da vespas € coberta por uma fina camada de céra e de
hidrocarbonetos cuticulares (CHCs), que desempenham o papel de reduzir a perda de dgua
interna, e prevenir entrada de patégenos e parasitas. No entanto, esta mistura de ceras
epicuticulares também desempenha o papel de comunica¢do quimica, funcionando como uma
fonte de informacdo intra/interespecifica (BRUSCHINI et al., 2010).

Esta camada epicuticular composta de lipidios, hidrocarbonetos e ceras € sintetizada
por células associadas a epiderme. Contudo, foi demonstrado que a glindula de Dufour
também produz uma mistura de hidrocarbonetos e lipideos, similares aos da mistura
epicuticular. Embora, estes resultados sugiram que a glandula de Dufour pode estar envolvida
na producdo destas moléculas em vespas sociais, € necessdrio mais ivestigacOes para
confirmar a contribuicdo desta glandula para a producdo da camada epicuticular. Além disso,
os mesmos CHC's encontrados na cuticula e na glandula de Dufour, também sdo os principais
compostos secretados pelas glandulas abdominais esternais (BRUSCHINI et al., 2010).

Pouco antes da ovoposicdo, a fémea da vespa Parischnogaster dobra seu abdomen e

secreta uma substancia abdominal (produzida pela glandula de Dufour), que com ajuda das
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patas anteriores, leva até a boca formando uma “bola de secre¢do”. Novamente estende e
dobra seu abdomen, depois de poucos segundos ela deposita o ovo sobre a “bola de secre¢ao”,
que segura em sua boca. Posteriormente, o ovo é anexado ao fundo da célula produtora, por
meio da secre¢do pegajosa existente na superficie convexa do ovo, enquanto a secrecao
esbranquicada permanece em sua superficie concava, assim a vespa estd livre para coletar
outra “bola de secre¢do” que ela depositara no ovo (ROSS; MATTHEWS, 1991).

O perfil de hidrocarbonetos epicuticulares geralmente € especifico de cada coldnia,
sendo que diferentes colonias possuem diferentes concentracdes relativas desses compostos.
Estudos tém demonstrado que existe uma relacdo positiva entre o nivel de agressividade de
diferentes colonias e suas diferencas nos perfis de CHCs (van WILGENBURG et al., 2010).

Em algumas espécies de vespas sociais foi elaborada a hipétese de que a secrecdo da
glandula de Dufour pode ser difundida pela superficie do corpo do inseto durante a auto-
limpeza e, dessa forma, torna-se responsdvel pelo reconhecimento parental (ABDALLA,
2001).

Os insetos sociais ndo apenas realizam muitas tarefas na colonia, como forrageamento,
defesa e constru¢cdo do ninho, mas também devem responder as condi¢cdes de mudancas,
ajustando o nimero de operdrias que executam cada tarefa. Uma pesquisa feita com operarias
de formigas Pogonomyrmex barbatus, através de bioensaios realizados a partir do encontro
destas formigas com pequenos modelos de formigas (“bonecos”) quimicamente tratados,
mostrou que os hidrocarbonetos cuticulares sao usados no reconhecimento quimico entre
essas formigas (GREENE; GORDON, 2003).

Andlises do tegumento de diferentes castas do cupim Zootermopsis nevadensis feita
por cromatografia gasosa e espectrometria de massas, mostraram que todas possuiam o0s
mesmos compostos cuticulares, porém em diferentes proporcdes entre si. O perfil de
hidrocarbonetos encontrados foram principalmente de n-alcanos, n-heicosanos, n-tricosanos,

n-pentacosanos (VEERESH et al., 2000).

1.4 Andlises de cromatografia e espectrometria de massas

Andlises rapidas e em larga escala feitas por técnicas hifenadas tais como GC-MS,
LC-MS, LC-RMN revelaram que compostos de baixas massas moleculares, que na realidade
sdo os metabolitos secunddrios extraidos, principalmente de plantas, fungos e animais. Estes
compostos estdo sendo alvo crescente de pesquisas no mundo todo e, apesar de ser uma area

de pesquisa relativamente nova, existe uma consideravel quantidade de literatura a respeito
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dessas técnicas analiticas, que podem ser denominadas de diversas formas, dependendo do
alvo dos estudos, assim como estudo do perfil (fingerprinting) metabodlico, “footprinting”
metabdlico, andalise metabondmica entre outros (FIEHN, 2002; FIEHN et al.,, 2000;
GLASSBROOKET et al., 2000; SCHAUER et al., 2001).

Os metabodlitos constituem um conjunto enorme de arranjos atdmicos quando
comparados ao protedma e ao transcriptoma. Isto fornece grandes variagdes nas propriedades
quimicas (massa molecular, polaridade, solubilidade) e fisicas (volatilidade) dos diferentes
metabdlitos (DUNN; ELLIS, 2005).

Em um experimento de metaboloma, geralmente, procura-se identificar e quantificar
todos os endo/exometabdlitos, numa dada condi¢do fisiolégica, ou farmacolédgica, patoldgica,
ou desenvolvimental, num determinado tempo. Uma caracteristica importante dessas andlises
€ que a andlise metaboldmica nao é espécie-especifica; portanto, a partir do momento em que
se otimizam os parametros de andlise, esses mesmos parametros serdo apliciveis a
procariotos, fungos, plantas e animais (HOLLYWOOD et al., 2006).

Considerando-se que a expressao de metabélitos também varia de acordo com as
necessidades de um determinado organismo, em relagdo as condi¢cdes ambientais e ao periodo
em que esse organismo foi obtido, ou estd sendo mantido. Historicamente, a maior parte dos
estudos de metabdlitos foi realizada utilizando-se da combinacdo das técnicas de
Cromatografia Gasosa Capilar de alta resolucdo, combinada com Espectrometria de Massas
(GC-MS) (WANT et al., 2006).

O sistema de GC-MS € composto de um cromatégrafo a gds, acoplado a um
espectrometro de massas (geralmente com ionizagdo de impacto eletrdnico e analisador de
massas quadrupolo).

O cromatdgrafo gasoso utiliza uma coluna capilar, onde os compostos serdao
separados a partir de uma mistura complexa, que serdo detectados pelo detector de massas,
permitindo a identificagdo de micromoléculas-chave, em biofluidos e provendo diversas
informacdes diagnosticas (SCHAUER et al., 2005; WANT et al, 2006). Sendo o sistema que
possui maior sensibilidade e reprodutibilidade para estudos de moléculas de baixas massas
moleculares, tanto volateis e apolares, como ndo volateis e polares que, nesse caso, podem ser
facilmente derivatizadas.

Além disto, esta € uma das principais ferramentas para o estudo de marcadores
moleculares, pois permite a comparacdo de espectros reais com extensas bibliotecas de

espectros de massa de forma muito precisa (MORITZ et al., 2005).
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Dessa forma, o estudo de compostos voldteis presentes no tegumento de insetos
sociais podem ser analisados com eficiéncia pelo sistema de GC-MS, gerando informagdes

importantes sobre a comunicagdo quimica desses insetos.
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2 OBJETIVOS

Este trabalho teve como finalidade identificar os compostos de baixas massas
moleculares encontrados no tegumento da vespa Polybia paulista (Hymenoptera, Vespidae)
de trés colonias diferentes, através de andlises GC-MS (Shimadzu). Além de identificacdo de
compostos foi visada a caracterizagdo do perfil quimico que constitui o coquetel quimico
responsdavel pelo reconhecimento da espécie, bem como dos compostos que permitem a
identificacdo de tipos parentais, i.e., individuos da mesma colonia.

Realizar ensaios bioldgicos a fim de se testar o possivel envolvimento dos compostos
encontrados no tegumento da vespa, no reconhecimento de membros de uma mesma coldnia,
além de se determinar a influéncia destes compostos quimicos na comunicacdo € na
agressividade destes animais. Além de tentar revelar como as vespas sociais alteram seus
comportamentos frente a diferentes perfis quimicos de seus tegumentos, auxiliando no

entendimento da quimica ecoldgica da vespa social Polybia paulista.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Andlise do tegumento a partir do sistema de GC-MS

3.1.1 Tratamento da vidraria e materiais plasticos utilizados nas analises

Tendo em vista a alta sensibilidade do sistema de GC-MS, torna-se necessario livrar a
vidraria e demais materiais de contaminantes (por exemplo, plastificantes, desmoldantes,
residuos da fabricacgdo, etc.).

Para o tratamento dos materiais, foi feito uma lavagem com Hexano grau HPLC com
95% de pureza (TEDIA) por 60 minutos, posteriormente em solu¢do de Hidréxido de Sédio
0,5% (m/v) (SYNTH) em dgua MilliQ (MILLIPORE) por 60 minutos; em seguida, o material
foi novamente lavado com Hexano 95% de pureza (TEDIA) por mais 60 minutos. Para
eliminar a ddvida sobre possiveis contaminantes, foram realizadas andlises GC-MS com os

solventes utilizados nas diferentes etapas de lavagens das vidrarias e plasticos.

3.1.2 Coleta das vespas

Trés diferentes colonias (ninhos) da vespa Polybia paulista, (Hymenoptera, Vespidae)
foram selecionadas e coletadas na cidade de Rio Claro/SP, sudeste Brasil. As coldnias foram
coletadas de forma georreferenciada — Coldnia A: 22°23'42.5"S 47°32'33.3"0O; Colonia B:
22°23'44.6"S 47°32'53.1"0; Colonia C: 22°23'27.6"S 47°32'41.1"W. As vespas foram

imediatamente sacrificadas por congelamento e mantidas em freezer (- 80°C) até o uso.

3.1.3 Extracao dos compostos de baixa massa molecular do tegumento

A fim de obter o lavado do tegumento da vespa, trés operarias foram mergulhadas em
um tubo pré-tratado contendo 300pL. Hexano 95% de pureza (TEDIA) por 2 minutos a 28°C.
Posteriormente os insetos foram removidos e os extratos foram centrifugados a 650 rcf,
durante 5 minutos, a 25 °C; foi entdo retirado o sobrenadante de cada amostra, que foi seguida

da imediata injecdo no GC-MS, posteriormente essa mesma amostra foi submetida a
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derivatizacdo quimica (conforme descrito abaixo), para novamente ser analisada. Este

procedimento foi realizado para cada colonia (A, B e C) separadamente.

3.1.4 Derivatizacao quimica das amostras

Esterificacio de acidos graxos:

Para a esterificacdo de 1mg do extrato do lavado do tegumento, 0 mesmo passou por
um processo prévio de saponificacdo em presenca de 40ul. de Hidréxido de Potédssio 0,5M
(SIGMA ALDRICH) em Metanol anidro; posteriormente acrescentou-se 60uL de Metanol
anidro (SIGMA ALDRICH). A mistura foi agitada e colocada em banho-maria a 60°C por 15
minutos. Apds isso, a amostra foi resfriada a temperatura ambiente.

Em seguida a saponificagdo, a amostra foi metilada com Metanol anidro, em presenga
40uL de Acido Sulfirico 1,0M (SIGMA ALDRICH), que diminui o pH da solugdo para
menos de 1,5, promovendo a metilacdo dos 4cidos graxos. Logo apds, a amostra foi mantida
em banho-maria a 60°C por 15 minutos.

Os 4cidos graxos esterificados resultantes foram extraidos com 200uL. de Hexano grau
HPLC (TEDIA). A amostra foi agitada por 5 minutos; houve a formagao de duas fases, entao
se coletou a fragcdo superior (hexano). Este procedimento foi realizado para cada colonia (A, B

e C) separadamente.

3.2 Analise de GC-MS das amostras do extrato do tegumento

Como equipamento analitico foi utilizado um sistema GC-MS, (SHIMADZU) mod.
QP2010 Plus, com detector seletivo de massas. O sistema GC com um controle eletronico de
fluxo (EFC) foi equipado com um autosampler (SHIMADZU), AOC 201 e uma porta de
injecdo “split/splitless”.

A separacdo cromatografica foi realizada em uma coluna de silica fundida RTx-5MS
(5% Fenil- 95% Polidimetilsiloxano; 30m x 0.25mm DI, 0.25um) fornecida pela Restek
(Bellefonte, PA, USA). Utilizou-se o gds Hélio (pureza 99.995 %) como carreante, a um fluxo
constante de 9mL.min".

A temperatura da coluna variou de 80 °C a 270 °C em um gradiente ndo linear de 60
minutos. O atraso de solvente foi de 5 minutos e o tempo de equilibrio de 3 minutos (Figura

3).
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Figura 3: Método de gradiente ndo linear de temperatura: a linha em rosa mostra variagdo da temperatura
(programada e isotérmica) no determinado método utilizado para andlise da amostra do extrato do tegumento da
vespa social Polybia paulista.
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A porta de injecao foi mantida aquecida a 250 °C e 1uL de volume da amostra injetada
no modo “splitless” (50s). Os dados foram adquiridos e processados utilizando-se o programa
Shimadzu GC Solution. O eluente da coluna de GC foi transferido via uma linha de
transferéncia aquecida a 280 °C e introduzido em uma fonte de ionizacdo por impacto

eletronico (EI) ajustada para 70 eV, também mantida a 280 °C.

3.2.1 Anadlise dos compostos de baixa massa molecular provenientes do tegumento

a partir de GC-MS

Todos os compostos foram inicialmente identificados por comparacdo com a
biblioteca NIST MS 08, 2008 (National Instiutes of Standards and Technology Mass
spectral). Os hidrocarbonetos, por possuirem uma fragmentacdo muito similar entre si,
independente do tamanho da cadeia, foram comparados com padrdes (C16, C18, C20, C22,
C24, C26, C28, C30, C32, C36; (SUPELCO; niimero de catdlogo 50225)), além do uso do
célculo do indice de retencdo (conforme descrito abaixo), e posteriormente foi ainda realizada
a identificacdo por simulacdo da fragmentacdo de cada pico cromatogréfico encontrado na
amostra, utilizando-se como ferramenta o programa ChemBioDraw Ultra 12.0 e

WindonsChem-MS Calc.
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O indice de retengdo de um componente é um ndmero, obtido por interpolacdo,
relacionando o tempo de reten¢do do componente em estudo com o tempo de retengcdo de dois
padrdes (geralmente hidrocarbonetos) eluidos antes e apds o pico do composto de interesse.
Dentre os indices de retencdo encontrados na literatura pode-se citar o indice Kovats e o
indice de retencdo linear (LRI) (VIEGAS; BASSOLI, 2007).

O 1indice de retencdo de Kovits é sempre calculado sob condi¢des isotérmicas de
temperatura. O indice de retencdo linear € utilizado em temperaturas programadas de coluna,
em que um valor similar pode ser calculado utilizando os nimeros extraidos de seus
algoritmos, sendo que este valor é chamado de indice de retencdo linear — LRI (VIEGAS;
BASSOLLI, 2007).

O indice de retencdo de Kovats € definido como cem vezes um nimero hipotético, que
¢ igual ao niimero de 4tomos de carbono de um alcano saturado de cadeia normal, que tem o
mesmo tempo de retencdo ajustado que o composto, cujo indice estd sendo determinado
(SILVA et al., 2005).

O indice de reten¢do pode ser determinado usando-se um grafico que relaciona o
nimero de atomos de carbono de alcanos saturados normais com o logaritmo dos tempos de
retencdo ajustados destes alcanos, ou pelo cdlculo aplicando a equacdo A ou B (Figura 4), o
uso destas varia em funcdo da temperatura (isotérmica ou programada, representada na Figura
3) (SILVA et al., 2005).

Para se determinar o indice de retencao de outros compostos em relacao a estes
padrdes (hidrocarbonetos), deve-se a condicdes experimentais especificadas, tais como, fase
estaciondria (tipo e espessura do filme) e dados como temperatura (isotérmica ou programada)
e outros (SILVA et al., 2005).

Inicialmente, determina-se o indice de retencdo de compostos em questdo e de alcanos
de cadeia normal que sejam eluidos antes e depois do respectivo soluto determinado. Esse
sistema € fundamentado na ideia de que a polaridade de uma coluna € dependente nao
somente da fase estaciondria, mas também do tipo de substancia analisada. O sistema requer o
uso do indice de retencdo descrito por Kovits, o qual tem sido muito utilizado para especificar
a polaridade de muitas colunas capilares, utilizando-se o0s polimeros usuais, como
polisiloxanos e polietileno glicol (SILVA et al., 2005).

A Figura 5 exemplifica um esquema geral de preparagdo, andlise e interpretagdo dos

resultados obtidos até o presente momento do projeto.
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Figura 4: A) representa a equacgio utilizada para o cdlculo do indice de retencdo em funcdo da temperatura
programada. B) representa a equacgdo utilizada para o calculo do indice de Kovats em fun¢io da temperatura
isotérmica. Em que: I = indice de Kovatz da substincia desconhecida, z = diferenca entre o n° de carbonos do n-
alcano posterior e do anterior, n = niimero de carbonos do n-alcano anterior, t,, = tempo de retenc¢do do n-alcano
imediatamente anterior, t,, = tempo de retencdio do n-alcano posterior, tygesconhecido) = tempo de retencéio do n-
alcano desconhecido.

A)

I =100n+100z| tr(desconhecido) - tr(n)
tr(N) - tr(n)

B)

I =100 [n+ (N - n)| log tr(desconhecido) - log tr(n)|]
log(N) - tr(n)

Figura 5: Esquema geral da metodologia em fluxograma. Esse esquema mostra desde a extragdo dos compostos
de baixa massa molecular em Hexano, e posteriormente a extragdo por derivatizagdo quimica, andlise em

cromatografia gasosa acoplada 4 espectrometro de massas, aquisicdo de cromatogramas e interpretacdo de
espectros resultando na identificagdo dos compostos.
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3.3 Bioensaios

A realizacdo de bioensaios foi baseada no protocolo descrito originalmente por
Bruschini et al., 2011, com vespas Polistes dominulus. Neste presente trabalho, testou-se o
possivel envolvimento dos compostos encontrados no tegumento da vespa, na comunicagao
quimica do reconhecimento de membros de uma mesma colonia (Bioensaio de
reconhecimento de tipos parentais da colonia), além de se determinar a influéncia destes
compostos quimicos na agressividade destes animais (Bioensaio de reconhecimento de tipos

parentais da colonia por intensificacdo do odor).

3.3.1. Bioensaio de reconhecimento de tipos parentais da colonia

Esse bioensaio foi concebido para verificar o efeito dos compostos encontrados no
tegumento da vespa, e possivel envolvimento dos mesmos no reconhecimento de membros de
uma mesma coldnia.

Com auxilio de rede entomolégica (pugd) operarias da espécie Polybia paulista foram
coletadas de trés colonias diferentes (denominadas colonia A, B e C). Estas operdrias (n=12)
foram colocadas em arenas de plastico cilindricos (8 x 10 cm), e deixadas em aclimatacdo por
um periodo de 60 minutos a 25°C. Apds esse periodo foram realizados trés experimentos.

i) Experimento I: uma vespa viva da colonia A (intrusa) foi introduzida na arena com
vespas da mesma colonia.

ii) Experimento II: uma vespa viva da colonia B (intrusa) foi introduzida na arena com
vespas da colonia A.

111) Experimento III: uma vespa viva da colonia C (intrusa) foi introduzida na arena
com vespas da colOnia A.

Esses experimentos foram realizados em triplicata e cada um desses filmados com a
camera (Sony SteadyShot, modelo DSC-W320). Nestes ensaios foram observados alguns
comportamentos das operdrias, tais como:

- varredura da antena no tegumento de outro individuo, seguida de:

1) a aceitagdo dos “intrusos”, i.e, sem a ocorréncia de comportamentos agressivos das
operarias em relacdo aos “intrusos”, indicando o reconhecimento de seu odor, como sendo de

individuos da mesma colonia;
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il) rejeicdo dos “intrusos”, ie, com a ocorréncia de mordidas feitas com as
mandibulas, e/ou ferroadas, demonstrando nao reconhecimento do odor de individuos da mesa

colonia.

3.3.2. Bioensaio de reconhecimento de tipos parentais da colonia por

intensificacao do odor

Esse bioensaio foi concebido para verificar o efeito de um aumento muito grande na
concentracdo dos estimulos quimicos, ou seja, aumento da concentracdo dos compostos
quimicos oriundos dos tegumentos das vespas, a fim de observar se o aumento da
intensificacao do odor influéncia na comunicacao e na agressividade destes animais.

Para isso, preparou-se o extrato bruto das trés colonias (A, B e C) separadamente.
Assim como descrito na metodologia 3.1.1, porém utilizando-se de 130 operérias, que foram
mergulhadas em um tubo pré-tratado contendo 1,5mL de Hexano grau HPLC com 95% de
pureza (TEDIA) por 2 minutos a 28°C. Posteriormente os insetos foram removidos e os
extratos foram centrifugados a 650 rcf, durante 5 minutos, a 25 °C, e por fim os extratos
foram secos com auxilio de uma placa aquecedora a 40°C (CELTAC, DHS16-A).

Com auxilio de rede entomolégica (pugd) operdrias da espécie Polybia paulista foram
coletadas de trés colonias diferentes (denominadas colonia A, B e C). Essas operarias (n=12)
foram colocadas em arenas de pldstico cilindricos (8 x 10 cm), e deixadas em aclimatagdo por
um periodo de 60 minutos a 25°C. Apds esse periodo foram realizados trés experimentos.

i) Experimento IV: uma vespa viva da colonia A (intrusa) foi pincelada (“dopada”)
com seu proprio extrato, ou seja, com auxilio de um pincel estéril o extrato correspondente a
colonia A foi inserido na superficie do abdomen da vespa, a qual logo apds, foi introduzida na
arena com vespas da mesma colOnia.

1) Experimento V: uma vespa viva da colonia B (intrusa) foi pincelada (“dopada”)
com seu proprio extrato, ou seja, com auxilio de um pincel estéril o extrato correspondente 4
colonia B foi inserido na superficie do abdomen da vespa, a qual logo apds, foi introduzida
na arena com vespas da colonia A.

111) Experimento VI: uma vespa viva da colonia C (intrusa) foi pincelada (“dopada”)
com seu proprio extrato, ou seja, com auxilio de um pincel estéril o extrato correspondente 4
colonia C foi inserido na superficie do abdomen da vespa, a qual logo apos, foi introduzida na

arena com vespas da colonia A.
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Esses experimentos foram realizados em triplicata e cada um desses filmados com a
camera (Sony SteadyShot, modelo DSC-W320); os videos obtidos foram posteriormente
analisados, sendo observados alguns comportamentos das operdrias, tais como:

- varredura da antena no tegumento de outro individuo, seguida de:

1) a aceitagdo dos “intrusos”, i.e, sem a ocorréncia de comportamentos agressivos das
operarias em relacdo aos “intrusos”, indicando o reconhecimento de seu odor, como sendo de
individuos da mesma coldnia;

i1) rejeicdo dos “intrusos”, ie, com a ocorréncia de mordidas feitas com as
mandibulas, e/ou ferroadas, demonstrando nao reconhecimento do odor de individuos da mesa
coldnia.

Sendo assim, este bioensaio foi realizado a fim de obsevar e analisar o possivel
aumento em nimero de caracteristicas comportamentais de rejeicdo (mordidas e ferroadas)
em relacdo ao bioensaio anterior, frente a intensificacdo do odor caracteristico da vespa

intrusa, através da inser¢do do extrato bruto correspondente no abdémen da mesma.

3.4 Analise Estatistica

Posteriormente, os dados comportamentais foram analisados através da
contagem de ferroadas e/ou mordidas, observadas nos videos em cada um dos experimentos.
A contagem foi realizada durante trés minutos apds a primeira tentativa de ferroada e/ou
mordida das operarias presentes na arena, em relacao a “intrusa”.

Foi também realizada a andlise estatistica de varidncia através do teste
ANOVA 1 (BUSSAB, 2002). Para a execucdo deste teste foi utilizado o programa de
estatistica Bioestat 5.0 (AYRES et al., 2007), o qual, a partir de uma probabilidade de erro (p

<0,05), validou as diferencas entre os grupos experimentais e controle.
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4 RESULTADOS

4.1Perfil quimico qualitativo e semi-quantitativo dos compostos de baixa massa

molecular do extrato do tegumento

Como mencionado anteriormente na sessdao materiais e métodos, foram selecionadas
trés colonias (ninhos) diferentes da vespa Polybia paulista, denominadas como Colonia A, B
e C (Figura 6). De cada colonia foram feitos dois tipos de andlise em triplicata: Extrato
hexanico (lavado do tegumento em Hexano) e extrato derivatizado (extrato hexanico do
tegumento metilado, ou seja, ésteres metilicos de dcidos graxos obtidos através da reacdo de
esterificagcdo, descrito na metodologia 3.1.4).

Ap6s andlises GC-MS do extrato hexanico e também extrato derivatizado, do
tegumento das vespas, das colonias A, B e C, obteve-se cromatogramas de fons totais (TIC)
para cada uma das amostras. As Figuras 7 e 8 mostram cromatogramas representativos destas
andlises; por razdes de diminui¢do do tamanho do trabalho de conclusio de curso optamos por
apresentar apenas um cromatograma tipico de cada tipo de extrato, i.e., um perfil do extrato

hexanico e um perfil do extrato derivatizado (ver anexo II).

Figura 6: A: Ninho denominado como col6nia A; B: Ninho denominado como col6nia B; C: Ninho denominado
como colonia C.




26

Figura 7: Cromatograma de fons totais (TIC), o qual apresenta o somatério da intensidade de sinais de fons em
cada um dos espectros de massas de uma série adquirida em fun¢ido do tempo de retencdo em minutos. TIC
representativo do extrato hexanico (A) e derivatizado (B) do tegumento da vespa Polybia paulista, colonia C.
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E a partir desses cromatogramas e dos espectros de massas de cada composto eluido
neste procedimento, foi possivel obter informacdes dos compostos encontrados, como tempo
de retencdo, drea absoluta e drea relativa do pico cromatografico, identificacdo (segundo a
biblioteca NIST MS 08) e a porcentagem de similaridade em que o composto encontrado tem
em relacdo aos compostos padrdes da biblioteca, diante disso foi feita a Tabela 1.

As dreas relativas foram determinadas utilizando-se a normalizacdo de das &reas
individuais de cada composto baseada na razdo entre estas e a drea do composto 13,14-
dimetiloctacosano (o pico cromatografico 32) mais intenso encontrado no cromatograma); por
isso foi considerado como “pico de referéncia”.

Para a identificacdo também foi calculado o indice de retencdo de cada pico
cromatografico encontrado na amostra, e esses indices resultantes foram comparados com
indices de retencao dos compostos padrdes da biblioteca NIST MS 08 fornecidos pela mesma.
Foram comparados também com banco de dados on-line Pherobase (feromonios de insetos e
semioquimicos - [http://www.pherobase.com/]). E por fim com uma lista em ordem alfabética
de compostos, com tempo de retencdo e indice de retencdo aritmética da coluna DB-5
conforme descrito por Adams (2007), com base nessas informagdes foi construida uma tabela
que se encontra no anexo I.

Além da comparagao dos indices de retengdao também foi realizada a comparacdo dos
espectros reais de cada pico cromatogrifico da amostra com espectros obtidos da biblioteca
NIST MS 08 e pelo banco de dados on-line Pherobase. Outrossim, foi simulada a
fragmentacdo dos hidrocarbonetos ramificados da amostra (anexo III), utilizando-se como

ferramenta o programa ChemBioDraw Ultra 12.0 e WindowChem-MS Calc.
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Tabela 1: Tabela dos picos cromatograficos obtidos através da andlise por GC-MS do extrato hexanico e
derivatizado do tegumento das vespas Polybia paulista das trés coldnias A, B e C. A tabela apresenta o tempo de
retencgdo, relacdo massa carga, area absoluta, drea relativa e os nomes dos compostos identificados.

Coldnia A Coldnia B Coldnia C
Picol 3,745 142 Decano 340603 1,77 379998 1.82 355224 12
Pico2 4853 156 2-metilnonan- 5-ona 20311 0,11 31747 015 92035 03
Pico3 4.984 136 F-metildecano 29050 0,15 51788 025 39735 0.2
Pico4 5,507 156 Undecano 22172 1,15 265174 127 268786 09
5 5.610 156 Acido (E)-7-oxooct-3-enéico 0 0 0 0 32381 0.1
6.123 157 N-(5-metilhexil)acetamida 94397 049 0 ] 0 0
Pice 6.311 184 (E)-propil oct-3-enoato 168813 0.88 0 0 0 0
Pico8 13.969 200 Acido dodecanéico 0 0 0 0 37350 0.1
I 173 228 Acido tetradecandico 51582 027 36197 0,17 46247 02
19.834 254 Acido 9-hexadecendico 21745 0,11 39867 0,19 13789 0,05
19.965 254 Octil 2-(tiofenil-2-il)acetato 0 0 13473 0,06 0 0.0
20,189 256 Acido hexadecandico 175018 0.91 218385 1,03 296071 1.0
23.745 232 4-metinonadecano 180381 0,94 17467 0.08 66179 02
23,836 282 Acido 11-ocatecendico 71217 037 113496 0,54 139032 05
2455 284 Acido octadecendico 136896 0,71 129633 0.62 655332 22
29497 324 Tricosano 288598 1.30 40620 020 50470 02
31202 338 Tetracosano 7342 0.04 50578 024 20973 0.1
32518 352 Pentacosano 168527 0,87 459779 22 684367 23
32918 352 11-metiltetracosano 104183 0,54 204322 0,98 284094 1.0
33.059 352 2.19-dimetiltricosano 47995 025 100097 0,48 132793 0.4
33336 366 3-metilpentacosano 108831 0.56 176893 0,83 312920 11
33.625 366 Hexacosano 93320 0.48 187872 0,90 202399 0.7
33.964 380 13-metilhexacosano 89004 0,46 123836 0,59 177619 0.6
34.625 380 Heptacosano 1998398 10,37 3563768 17,11 2112823 7.1
34979 394 2-metilheptacosano 2581855 1339 2617368 12,57 4521725 153
35,173 394 5.22-dimetilhexacosano 307381 1.59 325074 1,36 522580 1.8
35438 394 3-metilheptacosano 1241185 6,44 1528256 734 2188163 74
35,717 394 Octacosano 498800 259 1] ] 0 0,0
35810 408 10,11 -dimetilheptacosano 495607 257 687998 3.30 938654 32
36,145 408 10.14-dimetilheptacosano 329803 275 398703 2,87 262574 33
37.069 408 Nonacosano 745748 3.87 1179264 3,66 306562 1.7
37528 422 13,14-dimetiloctacosano 6807702 35.31 6354008 30,51 10187817 344
38.210 422 3.10-dimetiloctacosano 174613 0,91 144472 0.69 199899 0,7
38300 422 4-metinonacosano 102976 053 101269 049 218470 0,7
38.726 422 13-metilnonacosano 345258 1.79 303314 146 714427 24
39,18 436 14-metiltriacontano 198646 1.03 123223 0,59 376505 13
40,592 436 Hentriacontano 42477 022 30558 0.15 164674 0.6
41225 450 15-metilhentriacontano 789609 410 604585 290 1726851 58
43,073 450 Dotriacontano 0 0 22243 011 53332 02
46,817 478 15.16-dimetildotriacontano 0 0 0 0 254803 0.9

Como resultado das andlises de ambos os tipos de extratos de tegumentos de insetos da
colonia A, foram identificados ao todo 35 compostos, sendo que 14% desses compostos sao
acidos graxos, 77% sdo hidrocarbonetos (sendo 31% hidrocarbonetos saturados lineares e
46% hidrocarbonetos saturados ramificados); além destes compostos, também foram

identificados 3% de ésteres, 3% de amidas e 3% de cetonas (Figura 9.A)
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Da mesma maneira discutida acima, na colonia B foram identificados ao todo 34
compostos, sendo que 15% desses compostos sdo dcidos graxos, 79% sao hidrocarbonetos
(sendo 32% sdo hidrocarbonetos saturados lineares e 47% hidrocarbonetos saturados
ramificados); 3% correspondem a ésteres e 3% de cetonas (Figura 9.B).

Na colonia C foram identificados ao todo 36 compostos, sendo que 19% desses
compostos sao dcidos graxos, 78% sdo hidrocarbonetos (sendo 31% sdo hidrocarbonetos
saturados lineares e 47% hidrocarbonetos saturados ramificados); além destes compostos,
também foram identificados 3% cetonas (Figura 9.C).

Dentre os hidrocarbonetos encontrados nas trés colonias a maioria sdo alcanos
saturados ramificados (ramificagdo metil e etil). Os restantes compostos nao representados na
tabela, correspondem a residuos industriais da matriz da fase s6lida da coluna.

A figura 10 é uma representacdo dos dados obtidos na forma de ‘“heatmap”. Nesse
tipo de representacdo estdo sendo mostrados os compostos de massa molecular detectados e
identificados, utilizando-se as concentracdes relativas destes compostos calculadas a partir do
cromatograma de fons totais (TIC) do extrato do tegumento das colonias A, B e C. As cores
“mais quentes” (mais avermelhadas) representam simbolicamente maiores concentragdes
relativas, enquanto que as cores “mais frias” (mais azuladas), representam as menores

concentragdes relativas. A auséncia de um composto € representada pela cor preta.
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Figura 10: Representagdo no formato “Heatmap” dos compostos de baixa massa molecular do extrato do
tegumento da vespa social Polybia paulista encontrado nas trés diferentes coldnias (Colonia A (CA), Colonia B
(CB) e Colbnia C (CQ)).

CA CB CC

Decane
2-methylnonan-5-one
3-methyldecane

Undecane
(E)-7-oxooct-3-enoic acid
N-(5-methylhexyl)acetamide
(E)-propyl oct-5-enoate
Dodecanoic acid(Lauric acid)
Tetradecanoic acid(Myristic acid)
9-Hexadecenoic acid

octyl 2-(thiophen-2-yl)acetate
Palmitic acid
4-methylnonadecane
11-octadecenoic acid

Stearic acid

Tricosane

Tetracosane

Pentacosane
11-methyltetracosne
2,19-dimethyltricosane
3-Methylpentacosane
Hexacosano Relative

13-Methylhexacosane Concentration (%)
' Heptacosane 70-100%
2-methylheptacosane 50-70%

5,22-dimethylhexacosane 30-50%
'3-methylheptacosane 15-30%

octacosane 10-15%
10,11-dimethylheptacosane 5-10% ’
10,14-dimethylheptacosane 1-5%
Nonacosane 0,8-1%
13,14-dimethyloctacosane 0,4-0,8%
3,10-dimethyloctacosane 0,01-0,4%
4-methylnonacosane 0%
13-methylnonacosane

14-methyltriacontane

Hentriacontane
I le-meththentriacontane
Dotriacontane

15,16-dimethyldotriacontane
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Também foi elaborado um diagrama de Venn para os compostos de baixa massa

molecular encontrados nas trés diferentes colonias (Figura 11).

Figura 11: Diagrama de Venn, representando o compartilhamento de compostos comuns entre as trés coldnias
sob investigagdo: CA: Colonia A, circulo vermelho; CB: Coldnia B, circulo azul; CC: Col6nia C, circulo verde.

A CB
(A3

CC

Através da andlise do diagrama de Venn podemos retirar algumas informacdes: a
intersec¢do entre as trés colonias (conjuntos) CANCBNCC, revelam que a maior parte dos
compostos identificados (32) sdo comuns entre elas, os quais sdo: decano; 2-metilnonan-5-
ona; 3-metildecano; undecano; acido tetradecandico (dcido miristico); acido 9-hexadecendico;
acido hexadecandico (4cido palmitico); 4-metilnonadecano; acido 11-ocatecendico; acido
octadecendico (4cido estedrico); tricosano; tetracosano; pentacosano; 11-metiltetracosano;
2,19-dimetiltricosano; 3-metilpentacosano; hexacosano; 13-metilhexacosano; heptacosano; 2-
metilheptacosano; 5,22-dimetilhexacosano; 3-metilheptacosano; 10,11-dimetilheptacosano;
10,14-dimetilheptacosano; nonacosano; 13,14-dimetiloctacosano; 3,10-dimetiloctacosano; 4-
metilnonacosano; 13-metilnonacosano; 14-metiltriacontano; hentriacontano; 15-
metilhentriacontano e dotriacontano, os quais respectivamente correspondem aos picos
cromatograficos 1, 2, 3,4, 9, 10, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38 e 39 encontrados na Tabela 1.
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Elementos que se encontram em CA-(CBUCC), revelam que existe trés compostos
que sdo especificos da colonia A, os quais sdo: N-(5-metilhexil)acetamida; (E)-propil oct-5-
enoato e octacosano, que correspondem respectivamente aos picos cromatogréaficos 6, 7 e 28
encontrados na Tabela 1.

Assim como CB-(CAUCC), revela a presenca de um composto especifico da colonia
B, octil 2-(tiofenil-2-il)acetato que corresponde ao pico cromatografico 11 da Tabela 1. CC-
(CAUCB), revela a existéncia de trés compostos especificos para a coldnia C, os quais sdo:
acido (E)-7-oxooct-3-endico; acido dodecandico (4cido laurico) e 15,16-dimetildotriacontano,
que correspondem respectivamente aos picos cromatograficos 5, 8 e 40 encontrados na Tabela
1. E por fim (CBNCC)-CA revela que existe apenas um sé composto comum entre as
colonias B e C, mas que ndo € encontrado na colonia A, dodriacontane, que corresponde ao

pico cromatografico 39 da Tabelal.

4.2 Cédigo de barras quimico

A diversidade da vida justifica todos os estudos biol6gicos, mas também € um grande
desafio, pois confronta um planeta constituido por milhdes de espécies. Uma vez que poucos
taxonomistas podem operacionalmente identificar cerca de 0.01%, das 10-15 milhdes de
espécies que habitam o nosso planeta, seriam necessarios cerca de 150.000 taxonomistas para
identificar vida caso fossem mantidas as nossas esperancas no diagnéstico morfoldgico que
apresenta limitagdes muito significativas (KLACZKO, 2003).

Encontra-se na literatura cdédigo de barras para diferenciar espécies, como por
exemplo, identificacdo microgendmica, através do “DNA Barcoding”, este sistema de
identificacdo realiza a discriminacdo de todas as espécies vivas do planeta através da
utilizacdo de um pequeno segmento padronizado de DNA, que podem ser vistas como um
“codigo de barras”. Este sistema tem se mostrado uma estratégia extremamente promissora
para o diagnostico da biodiversidade (HEBERT, 2003). O cédigo de barras de DNA € analogo
ao cddigo numérico, a sequéncia de nucledtidos de um gene comum serviria como um
identificador unico para cada espécie(POWERS, 2004).

Inspirado nesta abordagem utilizada pela biologia molecular, como ferramenta
taxonOmica auxiliar, propusemos uma adaptacdo do uso deste tipo de cdédigo de barras as

analises de feromonios envolvidos na comunicag¢do quimica dos insetos.
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Com base no que foi descrito acima, para melhor o entendimento e a visualizacdo foi
elaborado um “codigo de barras quimico” embasado na composi¢cdo quimica do tegumento de
cada coldnia, a fim de diferencia-las.

Implementou-se o sistema de representacdo dos compostos por cddigo de barras
quimico no presente estudo, com as seguintes regras bdsicas:

1) cada barra vertical preta indica a presenca de um determinado composto, que sao
aqueles encontrados nas andlises realizadas anteriormente (verificar Tabela 1);

i) a auséncia da barra vertical corresponde a auséncia do composto que ela representa;

iii) o tamanho do cédigo de barras € de 20 cm, respeitando a largura padrdo de uma
folha A4 (21cm) a fim de que a figura correspondente nao ultrapassasse seus limites;

iv) cada composto (barra) ocupa o centro de um intervalo de 5Smm, ou seja, ele esta
localizado no 3°mm;

v) a espessura de cada barra vertical corresponde a concentracao relativa do composto
(esses valores sao encontrados na Tabela 1), de forma que: as barras representando
concentragdes relativas entre 0 e 5% possuem 0,5mm de largura; barras representando
compostos com concentragdes relativa entre 5,1 e 10% possuem Imm de largura; barras
representando compostos com concentracdes relativas entre 10,1 e 30% possuem 2mm de
largura; compostos com concentragdes relativas a partir de 30,1% sdo representados por
barras com 3mm de largura (Figura 12);

vi) o nimero acima (caractere) de cada barra vertical corresponde ao nimero do pico
cromatografico conforme sua sequéncia de eluicio, em fun¢do do tempo de eluicdo,
considerando-se as mesmas condigdes e parametros pré-estabelecidos na metodologia;
portanto, os nimeros sdo dispostos de forma crescente da esquerda para direita do diagrama
do codigo de barras. Como foram encontrados 40 diferentes compostos, as barras apresentam

numeros de 1 a 40 em sua parte superior.

Figura 12: Esquema ilustrativo das diferentes larguras das barras correspondentes a concentracdo relativa de
cada composto: 0,5mm (0-5%); Imm (5,1-10%); 2mm (10,1-30%); 3mm (maior que 30%).

mm 0,5mm

3mm 2mm 1
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Desta maneira, os resultados obtidos para as trés colonias estdo representados na Figura 13

Figura 13: Cédigo de barras elaborado para diferenciar as trés colonias. CA: c6digo de barras da colonia A. CB:
c6digo de barras da coldonia B. CC: cédigo de barras da coldnia C. 1: decano, 2: 2-metilnonan-5-ona, 3: 3-
metildecano, 4: undecano, 5: acido (E)-7-oxooct-3-endico, 6: N-(5-metilhexil)acetamida, 7: (E)-propil oct-5-
enoato, 8: acido dodecandico, 9: acido tetradecandico, 10: dcido 9-hexadecendico, 11: octil 2-(tiofenil-2-
ilacetato, 12: 4cido hexadecandico, 13: 4-metilnonadecano, 14: acido 11-ocatecendico, 15: 4cido
octadecendico, 16: tricosano, 17: tetracosano, 18: pentacosano, 19: 11-metiltetracosano, 20: 2,19-
dimetiltricosano, 21: 3-metilpentacosano, 22: hexacosano, 23: 13-metilhexacosano, 24: heptacosano, 25: 2-
metilheptacosano, 26: 5,22-dimetilhexacosano, 27: 3-metilheptacosano, 28: octacosano, 29: 10,11-
dimetilheptacosano, 30: 10,14-dimetilheptacosano, 31: nonacosano, 32: 13,14-dimetiloctacosano, 33: 3,10-
dimetiloctacosano, 34: 4-metilnonacosano, 35: 13-metilnonacosano, 36: 14-metiltriacontano, 37: hentriacontano,
38: 15-metilhentriacontano, 39: Dotriacontane, 40: 15,16-dimetildotriacontano.
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E notério que o composto 32, identificado como hidrocarboneto (13,14-
dimetiloctacosano) € predominante nas trés colonias, com concentragao relativa maior que

30%, seguido pelos compostos Heptacosane (24) e 2-metilheptacosano (25).

4.3 Bioensaios

Concluidas as andlises quimicas, iniciamos os ensaios biolégicos do projeto, baseados
inicialmente em observagdes do comportamento de reconhecimento de tipo parental. De
acordo com os resultados observados nos videos dos bioensaios permitiram a constru¢do das

Tabelas 2 ¢ 4. O Bioensaio de reconhecimento de tipos parentais da colonia revelou os

seguintes comportamentos:
1) Experimento I: primeiramente ocorreu o comportamento de varredura da antena das
vespas presentes na arena, sobre o tegumento da vespa “intrusa”, seguido da aceitagdo das

vespas da colonia A em relacdo a introdu¢do de uma vespa da mesma colonia;
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1) Experimento II: assim como no experimento I, houve a varredura da antena das
presentes no tegumento da “intrusa”, porém esse comportamento foi seguido de 271
tentativas de ferroadas e 161 mordidas em média, provindas das vespas da colonia A em
relagdo a “intrusa” (vespa da colonia B), ou seja, comportamento de rejeicao;

ii1) Experimento III: observou-se inicialmente o comportamento de varredura,
sucedido de 250 ferroadas e 236 mordidas em média, oriundas das vespas da colonia A em
relacdo a “intrusa” (vespa da colonia C), assim como obsevado no experimento II houve
comportamento de rejei¢cdo. Observar tabela 2 e figura 14.

As comparagdes dos resultados obtidos na andlise estatistica foram:

i) Entre as colonias A e B houve diferenca significativa com valores de p < 0,01 para
mordidas e ferroadas, assim como na comparagdo entre as colonias A e C. Sendo assim, as

andlises estatisticas indicam significAncia das andlises comportamentais realizadas (Tabela 3).

Figura 14: Nuimero de ferroadas ou mordidas, referentes aos comportamentos de rejeicdo observados no
Bioensaio de reconhecimento de tipos parentais da coldnia, oriundos das vespas da coldnia A apds a introducdo
de vespas intrusas (vespas vivas) da coloénia B e C. Os resultados estdo expressos na forma de média + erro
padrio.

340 —
320 + —_ -

] =  Médias + EP
300 +

280 —

260 -
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240 -
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220 -
200 -
180 —

160 —
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140 —
120 —

100 —
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Ferroada / col6nia B Mordida / colénia B Ferroada / col6nia C Mordida col6énia C



Tabela 2: Frequéncia de comportamentos de aceitagdo ou rejeicdo observados no Bioensaio de
reconhecimento de tipos parentais da colonia oriundos das vespas da colonia A apés a introdugio
de “intrusos” (vespas vivas) da colénia A, B e C, na arena. Os valores obtidos sdo referente a
média + erro padrio.

Coldnia A
Varredura da antena no tegumento

Origem da vespa| ACEITACAQ REJEICAQ
ntroduzida na | o NAO) | Ferroada | Mordida
drend
Coldnia A Sim 0 0
Colénia B NAO 27147 | 16127
Colénia C NAO 250+ 16 | 236+10

Tabela 3: Andlises estatisticas evidenciando as diferencas significativas na comparag@o entre os
grupos CAxCB e CAxCC do Bioensaio de reconhecimento de tipos parentais da coldénia. Todos
com valores de p<0,001

Valorde p

Ferroada |Mordida

CAxCB =0.001 | =0.001

CAxCC =0.001 | =0.001
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O Bioensaio de reconhecimento de tipos parentais da coldnia por intensificacdo do odor foi

realizado aplicando-se na vespa "intrusa" (vespa viva) uma concentragdo cem vezes maior de
extrato endogeno da propria colonia de onde a "intrusa" foi coletada; os resultados deste
bioensaio estdo mostrados na Tabela 4, que evidenciou os seguintes comportamentos:

1) Experimento IV: primeiramente ocorreu o comportamento de varredura da antena
das vespas presentes na arena no tegumento da vespa “intrusa”, ap6os sua introdugdo (Figura
16), seguido da aceitagdo, ou seja, aprovagao das vespas da colonia A em relacdo a “intrusa”
(vespa da mesma colonia), uma vez que nenhum comportamento agressivo foi observado;

i1) Experimento V: observou-se a varredura da antena das operdrias (oriundas da
colonia A) presentes na arena, sobre o tegumento da “intrusa” (oriunda da colonia B), seguido
de 470 tentativas de ferroadas e 326 mordidas em média provindas das vespas da coldonia A
em relagdo a “intrusa” (vespa da colonia B), ou seja, comportamento de rejeicdo, como
mostrado na Figura 17;

iii) Experimento VI: inicialmente registrou-se o comportamento de varredura,
sucedido de 322 tentativas de ferroadas e 393 mordidas em média, oriundas das vespas da
colonia A em relacdo a “intrusa” (vespa da colonia C), assim como obsevado no experimento
V houve comportamento de rejeicao.Observar tabela 4 e figura 15.

As comparagdes dos resultados obtidos da andlise estatistica foram:

i) Entre as colonias A e B houve diferenca significativa com valores de p < 0,01 para
mordidas e ferroadas, assim como na comparacdo entre as colonias A e C. Sendo assim,
através das andlises de estdticas realizadas pode-se verificar a significancia estatistica das

analises comportamentais realizadas (Tabela 5).
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Figura 15: Nimero de ferroadas ou mordidas, relativos aos comportamentos de rejei¢io observados no
Bioensaio de reconhecimento de tipos parentais da coldnia por intensificagdo do odor oriundos das vespas da
coldnia A ap6s a introducgdo de vespas intrusas (vespas vivas) da coldnia B e C. Os resultados estdo expressos na
forma de média * erro padrao.
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0] = Média £ EP

460 —
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420 —-'
400 —-'
380 —-'

360 —
340 — I
320 —

300 — J l

280 -

Numero de ferroadas/mordidas

T T T T T T T
Ferroada / col6nia B Mordida / col6nia B Ferroada / col6nia C Mordida col6nia C

Tabela 4: Frequéncia de comportamentos de aceitacio ou rejeicdo observados no Bioensaio de reconhecimento
de tipos parentais da colonia por intensificacdo do odor, oriundos das vespas da colonia A ap6s a introducdo de
“Intrusos” (vespas vivas) da colonia A, B e C, na arena. Os valores obtidos sio referente 4 média + erro padréo.

Colonia A
Varredura da antena no tegumento
Origem da vespa| ACEITACAQ REJEICAQ
introduzida na | qNAO) | Ferroada | Mordida
drena

Colonia A SIM 0 0

Colénia B NAO ATO+30 | 326+35

Colénia C NAO 322 +32 | 393+50
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Tabela 5: Anilises estatisticas evidenciando diferencgas significativas na comparagio entre os grupos CAxCB
e CAxCC (p<0,01) do Bioensaio de reconhecimento de tipos parentais da coldnia por intensificacdo do odor.
Todos com valores de p<0,001.

Valorde p

Ferroada |Mordida

CAxCB =0.001 | =0.001

CAxCC =0.001 | =0.001

Figura 16: Comportamento de varredura da antena das vespas presentes na arena no tegumento da vespa
“intrusa” (indicada pela seta vermelha), apds sua introdugdo. Imagem retirada a partir da filmagem dos

experimentos de bioensaios.
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1134

Figura 17: Comportamento de rejeicdo. Vespa “intrusa” (indicada pela seta vermelha), sendo ferroada e
mordida por vespas presentes na arena (indicadas por seta amarela). Imagem retirada a partir da filmagem dos
experimentos de bioensaios.




43

5. DISCUSSAO

Para andlise em GC-MS, através da comparacdo entre as trés colOnias pode-se
observar que existe um conjunto de 32 compostos comuns as trés colonias, que de fato
constituem uma parte do coquetel quimico, responsavel pelo reconhecimento de tipo parental
da espécie Polybia paulista; este coquetel pode ser comparado entre as diferentes colOnias,
permitindo identificar cada componente quimico, bem como sua concentracdo relativa no
coquetel, os mesmo estdo descritos abaixo:

Alcanos  saturados  ramificados:  3-metildecano; 4-metilnonadecano; 11-

metiltetracosano;  2,19-dimetiltricosano;  3-metilpentacosano; 13-metilhexacosano; 2-
metilheptacosano; 5,22-dimetilhexacosano; 3-metilheptacosano; 10,11-dimetilheptacosano;
10,14-dimetilheptacosano; 13,14-dimetiloctacosano; 3,10-dimetiloctacosano; 4-
metilnonacosano; 13-metilnonacosano; 14-metiltriacontano; 15-metilhentriacontano.

Alcanos saturados nao ramificados: decano ; undecano; tricosano; tetracosano;

pentacosano;_hexacosano; heptacosano; nonacosano; hentriacontano; dotriacontano.

Acidos: 4cido tetradecandico; dcido 9-hexadecendico; dcido hexadecandico; dcido 11-
ocatecenodico; acido octadecendico.

Cetonas: 2-metilnonan-5-ona.

Foram identificados compostos, que aparentemente s3ao responsdveis pelo
reconhecimento de tipo parental de cada colonia, neste sentido para a colonia A (CA) os
compostos especificos desse ninho sdo trés. Sao eles:

Alcanos saturados nido ramificados: octacosano.

Esteres metilicos: (E)-propil oct-5-enoato.

Amidas: N-(5-metilhexil)acetamida.

Assim como também para a colonia B (CB) possui apenas um composto,
correspondente ao pico 11 (octil 2-(tiofenil-2-il)acetato.

E por fim a colonia C (CC) possui trés compostos especificos desse ninho. Sdo eles:

Alcanos saturados ramificados: 15,16-dimetildotriacontano

Acidos: 4cido (E)-7-oxooct-3-endico; dcido dodecandico.

Assim como foram encontrados em nossas andlises alguns compostos quimicamente
mais volateis, especificos de cada colOnia, que aparentemente sdao responsdveis pelo
reconhecimento de tipo parental, existem dados na literatura sobre formigas, no qual operarias

reconhecem suas companheiras de colonia por meio de sinais quimicos distribuidos sobre o
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tegumento, as quais provavelmente sdao origindrios da cabeca do inseto, e mais
particularmente do feromodnio de alarme da espécie (BLUM, 1968).

Esses feromonios de alarme sdo empregados, principalmente, na atracdo e alerta dos
companheiros e na orientacdo de ataque do inimigo. Blum (1968) encontrou o composto 4-
metil-3-heptnona que foi identificado como feromdnio de alarme, produzido pela glandula
mandibular da formiga Atta texana, encontrou ainda 2-heptanona, porém se mostrou menos
ativo como feromonio de alarme. Riley et al, (1974) identificaram outros feromonios de
alarme, como componentes principais, o 3-octanol, e o 3-octanona.

Pode se observar também que além dos compostos mais voldteis que se encontram na
regido inicial dos cromatogramas existem alguns hidrocarbonetos especificos para cada
colonia que sdo possiveis responsaveis pelo reconhecimento de tipo parental da colonia. Na
literatura também encontramos alguns exemplos de que o perfil de hidrocarbonetos (CHs)
encontrados na cuticula de alguns insetos sociais € responsavel pelo reconhecimento de tipo
parental.

Akino e colaboradores (2004) demonstraram que CHs da cuticula na formiga Formica
japonica servem como discriminador para as operdrios € ambos n-alcanos e (Z)-9-alcenos
com nimero impar de atomos de carbono no intervalo de 25 a 33, sdo necessdrias para
discriminar companheiras de intrusos.

Os hidrocarbonetos identificados no tegumento da Polybia paulista, principalmente n-
alcanos e alcanos ramificados s@o predominantes nas trés colOnias, tanto qualitativamente
como quantitativamente. Além disso, os hidrocarbonetos se apresentaram com concentracao
maior se comparado a qualquer outro composto de fungdo organica diferente.

Uma andlise da tabela 1, revela que existe uma grande quantidade de compostos do
tipo alcanos com ramificagdo metil, que corroboram com dados encontrados na literatura, os
quais descrevem que este é o perfil caracteristico geral de hidrocarbonetos encontrado no
tegumento de vespas do gé€nero Polistes, e também de outras espécies de insetos (DANI,
2009).

Lockey (2008) encontrou no tegumento de vespas Polistes alcanos com ramificacio
metil na por¢ao terminal em posi¢ao 2 ou 3, e metilalcanos com ramificagdes na porcao
central do esqueleto alfa-carbonico. Assim como descrito encontrou-se no tegumento de
Polybia paulista alcanos com ramificacdo metil tanto terminal quanto central, alguns
exemplos sa0: 2-metilheptacosano, 3-metildecano, 4-metilnonadecano,
11-metiltetracosano, 13-metilhexacosano (picos cromatogrificos 25, 3, 13, 19 e 23

respectivamente, disponiveis em tabelal).
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Para alguns alcanos com numero impar de carbonos em sua cadeia principal, o
conjunto de séries de isomeros posicionais carregam o grupo metil em posicdes impares.
Alcanos com numero par de carbonos em sua cadeia principal podem carregar o grupo metil
em ambas posi¢ao impar e par (DANI, 2009). Pode-se citar alguns exemplos encontrados em
Polybia  paulista, 3-metildecano, 11-metiltetracosano, 3-metilpentacosano  (picos
crommatograficos 3, 19 e 21 respectivamente, disponiveis em tabela 1).

No trabalho realizado por Oystayen et al. (2014) foram relatados e comparados
“feromonios de rainha” de diferentes linhagens de abelhas, vespas e formigas que
desempenham um importante papel na inibi¢dao reprodutiva de suas respectivas operdrias. Os
resultados demonstram que os feromonios responsaveis por esta inibicdo sdo hidrocarbonetos
saturados de cadeia longa, como por exemplo, nC25, nC-27, nC28, nC-29, e um deles metil-
ramificado, o 3-MeC29; todos estes compostos também foram encontrados no tegumento das
vespas deste trabalho, exceto o 3-MeC29, sugerindo que as rainhas das colonias de P. paulista
investigadas estavam ativamente produzindo e secretando tais componentes, que
aparentemente permanecem no tegumento das operdrias, € de alguma maneira ainda nio bem
conhecida exercem seus efeitos de inibicao do desenvolvimento ovarianos destas operdarias.

Além dos hidrocarbonetos foram encontrados também no tegumento das vespas alguns
ésteres metilicos, que na literatura estdo relacionados 4 feromonios de alarme, ou ainda
segundo Dor et al.(2005) esses feromdnios também podem ser produzidos pela glindula de
Dufour, operando aparentemente como um sinal de fertilidade. O desenvolvimento do ovario
estd fortemente ligado a secre¢c@o da glandula de Dufour da rainha, e o aumento da producdo
de ésteres por esta glandula pode servir como um sinal confidvel de fertilidade.

Em Polistes tem sido demonstrado que glandula de Dufour contém os mesmo
hidrocarbonetos como aqueles encontrados no tegumento, embora em porcentagens diferentes
(DANT, 2009).

Segundos estudos de Abdalla et al., (2003) o processo de reconhecimento de tipos
parentais, sugere que os fatores genéticos e ambientais contribuem para formacdo dos odores
especificos de reconhecimento da colonia. Disponibilidade e o tipo de alimentos encontrados
na natureza e armazenados na colonia, e a dieta individual também podem afetar a
composi¢do de hidrocarbonetos produzidos pela glandula de Dufour, como observado em um
estudo com mamangava Bombus, realizado por Hefetz et al., (1993).

Alguns autores sugerem que a abundincia de alcanos com ramificacdo metil ¢ uma
caracteristica hereditdria e, portanto sdo candidatos adequados como feromodnios de

reconhecimento de tipo parental. Esses autores também sugerem que por causa de suas
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estruturas os alcanos com ramificagdo metil podem ser mais adequados como feroménios de
reconhecimento de tipo que n-alcanos. (DANI, 2009).

Esteres com niimero de carbono maior que 28 ndo foram encontrados em nossas
andlises, porém segundo Martin e Jones (2004) a presenca de ésteres entre C28-C38 como
produtos da biossintese de dcidos graxos pela glandula de Dufour, estdo associados 4 rainha e
relacionados com sua postura de ovos.

Os compostos oxigenados aparentam ser mais importantes que os hidrocarbonetos
para o reconhecimento de tipo em Apis mellifera (LANDOT, 1998). Alguns 4cidos graxos das
glandulas de Van der Vecht (glandula no sexto esternito do metassoma), principalmente
palmitico, linoleico e oleico foram reportados na vespa P. anullaris, sendo assim o primeiro
pdde também ser encontrado no tegumento de P. paulista.

Além das diferengas qualitativas observou-se também diferencas nas concentracoes
relativas de cada composto encontrado no tegumento da vespa, entre as trés diferentes
colonias. A concentragdo relativa de um determinado composto varia de uma coldonia para a
outra (valores disponiveis tabela 1).

Como por exemplo, para colonia A, B e C o composto 13,14-dimetiloctacosano (pico
cromatografico 32) € o mais abundante para estas colonias, sendo sua drea relativa em cada
amostra de 35,31, 30,51, e 34,4 respectivamente).

Esta variacdo na concentragao dos compostos intercolonias também pode contribuir no
processo de reconhecimento de tipo parental, assim como descrito por Espelie (1994); a
abundancia relativa de alcanos com ramifica¢do metil encontrados no tegumento de vespas P.
fucattus € importante para classificacdo de individuos da prépria colonia em relagdo &
colonias irmads. Diferencas quantitativas também podem influenciar no reconhecimento de
castas, fertilidade ou infertilidade.

Através da comparacao entre os “codigos de barras quimicos” observado na Figura 13,
pode-se observar que existe conjunto de 32 compostos comuns as trés colonias, que de fato
constituem o coquetel quimico, responsavel pelo reconhecimento da espécie P. paulista; este
coquetel pode ser comparado entre as diferentes colOnias, permitindo identificar cada
componente quimico, bem como sua concentracao relativa no coquetel.

Foi possivel observar também os compostos que sdo especificos para cada colonia, ou
seja, os compostos que possivelmente sdo responsdveis pelo reconhecimento de tipo parental
entre individuos da mesma colonia. Para a colonia A (CA) os compostos 6, 7 e 28 (N-(5-
metilhexil) acetamida, (E)-propilocta-5-oato e octacosano) sdo especificos desse ninho. Para

a colonia B (CB) o composto 11(octil 2-(thiofen-2-il)acetato) é especifico dessa colonia; e por
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fim a colonia C (CC) possui os compostos 5, 8 e 40 (Acido (E)-7-oxooct-3-enéico, Acido

Dodecanéico (Acido Ldurico), 15,16-dimetildotriacontano especificos (Figura 18).

Figura 18: Cddigo de barras elaborado para diferenciar as trés coldnias destacando em cores diferentes os
compostos diferenciados em cada uma delas. CA: codigo de barras da colonia A; 6, 7 e 28 contornado em
vermelho. CB: cédigo de barras da coldnia B; 11 contornado em azul. CC: cédigo de barras da colénia C; 5, 8 e
40 contornado em verde. Os nimeros acima do cédigo de barras sdo correspondentes aos nimeros dos picos
encontrados na Tabela 1.
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Ja através da figura 19 foi possivel evidenciar compostos segundo suas fungdes
orgénicas, em que cada cor corresponde a uma funcdo orginica. E possivel observar a
prevaléncia tanto qualitativa, quanto quantitativa de n-alcanos saturados e ramificados em

ambas as trés colonias.
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Figura 19: Cédigo de barras elaborado destacando em cores diferentes o agrupamento de compostos que
possuem a mesma fungdo orgénica. Em cor-de-rosa estdo destacados os compostos pertencentes aos alcanos
ramificados, em azul estdo os n-alcanos saturados, em verde estdo os dcidos, em amarelo estdo as cetonas, em
laranja estdo os ésteres e finalmente em cinza estdo as amidas. Os nimeros acima do cédigo de barras sdo
correspondentes aos nimeros dos picos encontrados na Tabela 1.
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O “codigo de barras quimico” permitiu a transformagdo de extensos cromatogramas e
espectros de massas dos compostos identificados, em uma ferramenta simples, facilitando a
visualizagdo, compreensdo e comparagdo das composi¢cdes quimicas dos feromdnios de
reconhecimento de tipos parentais de diferentes colonias.

Segundo Holldobler e Michener, (1980) a capacidade em reconhecer companheiras de
ninho e distingui-las de intrusos fundamenta-se no fato de que cada col6nia tem sua propria
“assinatura quimica”, ou seja, um odor caracteristico, uma mistura de substdncias quimicas
especificas e caracteristicas de cada colonia (assim como foi demonstrado a partir das andlises

GC-MS das trés coldnias distintas).

A partir dos resultados do Bioensaio de reconhecimento de tipos parentais da colonia
descritos anteriormente, o experimento I evidenciou aceitag¢do, portanto o reconhecimento do
odor da vespa “intrusa” como sendo de individuo da mesma colonia. Porém, nos
experimentos II e III ocorreu o contrério, pois apresentaram caracteristicas comportamentais

de ndo reconhecimento do odor da vespa “intrusa” como sendo de individuo da mesa colonia.

Observamos também que no do Bioensaio de reconhecimento de tipos parentais da

colonia por intensificagcdo do odor, a intensificagdo do odor caracteristico da vespa intrusa
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(pela aplicacdo de extrato endégeno da propria colonia da "intrusa"), nos experimentos V e VI
houve um aumento expressivo € no numero de comportamentos agressivos (mordidas e

ferroadas), que caracterizam a nio aceita¢do da operdria "intrusa".

Informacoes adicionais observadas nos bioensaios

Para maioria dos experimentos de bioensaio realizados a vespa introduzida na arena é
distinguida pelas vespas presentes na arena, geralmente dois minutos e meio apds sua
introducdo. Para o Experimento II, III, V e VI foi observado que as vespas “intrusas” sao
agredidas (mordidas e/ou ferroadas) até sua morte. Além disso, foi também notado
comportamento de allogrooming (limpeza e lambeduras entre diferentes individuos na

colonia).
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6. CONCLUSAO

A utilizagdo do sistema analitico de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas foi eficiente para analisar, caracterizar, identificar, além de diferenciar colonias de
uma mesma espécie através da composicdo quimica dos compostos de baixa massas
moleculares encontrados no tegumento. E ainda, auxiliando na determinacdo de possiveis
marcadores moleculares tanto para o reconhecimento de tipos parentais da espécie, ou seja,
responsdvel pelo reconhecimento da espécie P. paulista, quanto para o reconhecimento de
tipos parentais especificos de cada colonia, ou seja, responsdvel pelo reconhecimento entre
individuos da mesma coldnia.

Assim como, a realizacdo dos bioensaios foi um ponto importante na caracterizacao da
funcionalidade dos compostos volateis presentes no tegumento de operarias de P. paulista, em
relacdo ao papel destes compostos como feromdnios de reconhecimento de tipos parentais.

Portanto, a partir da anédlise GC-MS e dos bioensaios realizados, pode-se concluir, que
existe diferenca no perfil de composi¢do quimica tanto qualitativo, quanto quantitativo, entre
colonias diferentes de uma mesma espécie. E como essas diferengas de perfis encontrados no
tegumento desses insetos estdo intimamente relacionadas a comunicag¢do quimica, ou seja, no
reconhecimento de tipos parentais entre diferentes coldnias, pelo menos no caso desta espécie
(P. paulista). Desta maneira, no tegumento das vespas foram identificados 32 compostos
comuns (principalmente hidrocarbonetos) a diferentes colonias de P. paulista, que
aparentemente constituem a base quimica de reconhecimento da espécie, os quais sdo:
decano; 2-metilnonan-5-ona; 3-metildecano; undecano; 4acido tetradecandico (acido
miristico); 4dcido 9-hexadecendico; dcido hexadecandico (4cido palmitico); 4-
metilnonadecano; acido 11-ocatecendico; acido octadecendico (dcido estedrico); tricosano;
tetracosano; pentacosano; 11-metiltetracosano; 2,19-dimetiltricosano; 3-metilpentacosano;
hexacosano; 13-metilhexacosano; heptacosano; 2-metilheptacosano; 5,22-dimetilhexacosano;
3-metilheptacosano; 10,11-dimetilheptacosano; 10,14-dimetilheptacosano; nonacosano;
13,14-dimetiloctacosano; 3,10-dimetiloctacosano; 4-metilnonacosano; 13-metilnonacosano;
14-metiltriacontano; hentriacontano; 15-metilhentriacontano e dotriacontano.

Enquanto que foram identificados alguns compostos, que aparentemente sao
responsaveis pelo reconhecimento de tipo de cada colonia. Neste sentido, na colonia A os
compostos N-(5-metilhexil) acetamida, (E)-propilocta-5-oato e octacosano sdo especificos
desse ninho; enquanto que para colonia B o composto octil 2-(thiofen-2-il) acetato é

especifico dessa colonia, e por fim a colonia C possui os compostos dcido(E)-7-oxooct-3-
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endico, dcido Dodecandico (Acido Laurico), e 15,16-dimetildotriacontano como especificos

da mesma.

PERSPECTIVA FUTURA

O Laboratério de Biologia Estrutural e Zooquimica do CEIS/IBRC-UNESP adquiriu
um novo sistema analitico da empresa Shimadzu, que permitird a realizacdo de cromatografias
gasosas bidimensionais, por se tratar de um sistema GC x GC-MS (GCMS-QP2010 Ultra/
SE). Esse investimento na infra-estrutura do grupo possibilitard a reandlise dos extratos do
tegumento das vespas com um instrumento de muito maior poder de separacdo e identificacao
dos componentes minoritdrios destas amostras. Os avangos tecnoldgicos incorporados nesse
instrumento resultam em cromatogramas que apresentam uma relacdo sinal/ruido dez vezes
maiores que o sistema anterior. Permitindo assim o aprofundamento no conhecimento sobre a
composi¢ao e a funcionalidade dos compostos volateis presentes no tegumento de operarias
de P. paulista, em relacdo ao papel destes compostos como feromdnios de reconhecimento de

tipos parentais, através da otimizagao e realizacdo de bioensaios.
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ANEXO 1

Tabela do Célculo do Indice de Retencao dos Compostos Encontrados no Tegumento da

Vespa Polybia paulista
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ANEXO IT

Cromatogramas de amostras

Extrato Hexanico e Derivatizado
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Colonia A

Cromatograma de Ions Totais (TIC), o qual apresenta o somatério da intensidade de
sinais de fons em cada um dos espectros de massas de uma série adquirida em fun¢do do

tempo de retencdo em minutos.

Figura A: Cromatograma de {ons totais representativo da andlise do extrato hexanico do tegumento da vespa
Polybia paulista, colonia A.
Figura B: Cromatograma de {ons totais representativo da analise do extrato derivatizado do tegumento da vespa

Polybia paulista, colonia A.
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Colonia B

Cromatograma de Ions Totais (TIC), o qual apresenta o somatdrio da intensidade de
sinais de fons em cada um dos espectros de massas de uma série adquirida em fun¢do do

tempo de retencdo em minutos.

Figura A: Cromatograma de ifons totais representativo da andlise do extrato hexanico do
tegumento da vespa Polybia paulista, colonia B
Figura B: Cromatograma de fons totais representativo da andlise do extrato derivatizado do

tegumento da vespa Polybia paulista, colonia B.
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ANEXO IIT

Espectros de Massas dos Compostos Identificados
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Pico 3
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Nome: Undecane
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Pico 6

m/z:157

Nome: N-(5-methylhexyl)acetamide
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Pico 7
m/z:184
Nome: (E)-propyl oct-5-enoate
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Pico 9

m/z:242

Nome: Tetradecanoic acid
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Pico 10

m/z:268

Nome: 9-Hexadecenoic acid
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Pico 11

m/z:254
Nome: octyl 2-(thiophen-2-yl)acetate
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Picol4
m/z:282
Nome: 11-Octadecenoic acid
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Picol6

m/z:324

Nome:Tricosane
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Picol7
m/z:338
Nome: Tetracosane

Espectro:
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Nome: Pentacosane
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Pico 19
m/z:352

Nome: 11-Methyltetracosane
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Pico 20
m/z:352
Nome: 2,19-dimethyltricosane
Espectro:
%
o 4B 57
=] ] 85
8 7507
) ]
o ]
(U 4
S 50.0—_
c
<0 ]
-O 4
c 25.0 99
a ] 113
< | 57 s
ool—321h b Al | LD 19188 211225239053 g0 909 ayzdg
50 100 150 200 250 300 350
m/z
Fragmentacdo Manual
I3()9i I239, . l183 l127 o I71 5
b e
! ] ' ' ] | ] | ] 1 !
| I ' I ' I ! I i
/\/:AE\I/E\/:\E/\/:/\/i\/:\/i/\/l\/ I
] 1 1 1 1 1
<£': il i‘ﬁi il & i <2—25l: i 81: 3QQE
< i <41 197 253 -
!85
Pico 21
m/z:366
Nome: 3-methylpentacosane
Espectro:
%
© . 57
g 10001
= ]
« ]
O 75.09
T ] 71
Yy ] ®
o §
O 500
«C 1
© ]
S 2507 %0
< ] ‘ l T e
ool d b i I'. L L 9189197211225 | o53 067281 509 97 a5y
50 100 150 200 250 300 350

m/z

77



78

Fragmentacdo Manual

Pico 22

m/z:366

Nome: Hexacosane
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Pico 23

m/z:380

Nome: 13-Methylhexacosane

Espectro:
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Pico 24
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Pico 25

m/z:394
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Pico 26
m/z:394
Nome: 5,22-dimethylhexacosane
Espectro:
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Pico 28

m/z:394

Nome: Octacosane

Espectro:
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Pico 29

m/z: 408

nome: 10,11-Dimethylheptacosane

Espectro:
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Pico 30

m/z: 408

nome: 10,14-dimethylheptacosane

Espectro
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Pico 31

m/z:408

Nome: Nonacosane
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Nome: 3,10-dimethyloctacosane
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Espectro:
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Pico 34

m/z:422
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Pico 35
m/z:422
Nome:13-methylnonacosane
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Nome: 14-methyltriacontane
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Pico 37

m/z:436

Nome: Hentriacontane

Espectro:
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Pico 38

m/z:450

Nome: 15-methylhentriacontane

Espectro:
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Pico 39

m/z:450

Nome: Dotriacontane
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Pico 40

m/z:478

Nome: 15,16-dimethyldotriacontane
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