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Resumo

Mischocyttarus cassununga é uma vespa eussocial basal ou de fundacdo independente,
endémica de regido neotropical e que apresenta caracteristicas particulares na organizacao
social e outros aspectos biondmicos relacionados as castas comportamentais. O objetivo do
trabalho foi investigar a importancia dos hidrocarbonetos cuticulares na comunicacdo quimica
de uma populacdo dessa espécie. Através de observacGes comportamentais, verificacdo do
estado morfofisioldgico (disseccdo) e analise quimica (Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massa ) foi possivel estudar a relagdo entre o perfil quimico do individuo e
seu status social na colbnia. Os resultados mostraram a presenca de um grande nimero de
compostos cuticulares (88 substancias), de cadeia longa que variaram de 16 a 36 4&tomos de
carbono. Dentre estes compostos que puderam ser detectados e identificados, 0s
predominantes foram os alcanos ramificados (metilalcanos e dimetilalcanos), seguidos pelos
alcanos lineares e etilalcanos, o que sugere uma alta complexidade dos hidrocarbonetos na
espécie em estudo. Os hidrocarbonetos encontrados nos perfis cuticulares das fémeas

estudadas aparentemente apresentam uma funcdo colbnia-especifica, assim como



provavelmente devem estar sinalizando o estado reprodutivo do individuos na colénia. As
analises realizadas de diversas maneiras também mostraram que 0S parametros tais como
inseminacdo e desenvolvimento ovariano provavelmente justificam melhor as diferencgas nas
proporcBes de determinadas substancias no perfil cuticular dentro da organizacdo social de
Mischocyttarus cassununga. Analisar as possiveis diferencas dos perfis cuticulares
considerando a influéncia conjunta de todos parametros fisiologicos também possibilita o
entendimento da funcdo quimica dos hidrocarbonetos, assim como aproxima mais a situacao
de estudo da realidade, uma vez que controlar tais variaveis fisiologicas € uma tarefa dificil ou
quase impossivel. Além disso, pouco se sabe sobre como 0s insetos sociais percebem as
diferencas destes compostos. Conclusivamente, embora o trabalho apresente fortes indicios da
utilizacdo dos hidrocarbonetos cuticulares na espécie estudada, somente através de estudos
futuros poderemos comprovar o seu papel como sinalizador do status da fémea na

organizacéo social da colonia.
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Abstract

Mischocyttarus cassununga is a eusocial basal wasp with independent foundation from
Neotropical areas, and which displays peculiar characteristics about the social organization
and other bionomic aspects related to behavioral castes. In this study, we investigated the
importance of cuticular hydrocarbons in the chemical communication for one population of
this species. through behavioural observation, morphophysiological verification and chemical
analysis (Gas Chromatography - Mass Spectrometry = GC MS) it was possible to study the
relation between the cuticular profile of the individuals and their social status in colony. The
results showed the presence of a large number of long-chain cuticular compouds (88
substances) ranging from 16 to 36 carbon atoms. Among the compounds which were found,
the predominant were branched alkanes (methylalkanes and dimethylalkanes), followed by
linear alkanes and ethylalkanes, suggesting a complex mixtures of hydrocarbon. The cuticular
hydrocarbon profile of females showed a colony-specific function, and should probably signal
the reproductive status of individuals in the colony. The analysis that was carried out in

various ways, also showed that parameters such as insemination and ovarian development are
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probably explaining better the differences in the proportions of certain substances in the
cuticular profile within the social organization of Mischocyttarus cassununga. To analyze the
possible differences of cuticular profiles, considering the combined influence of all
physiological parameters, also allows understanding the function of hydrocarbon chemistry,
as well as closer study of the situation in reality, since control such physiological variables is
difficult or almost impossible. Furthermore, little is known about how social insects perceive
the differences of these compounds. Conclusively, although this work presents strong
evidence of the use of cuticular hydrocarbons in this species, only through future studies we
can confirm its role as an indicator of individual status in the social organization of the

colony.
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Introducgéo
1.1.  Tribo Mischocyttarini

Mischocyttarus cassununga é uma vespa de fundacéo independente pertencente a tribo
Mischocyttarini (CARPENTER, 1993), a qual encontra-se representada somente pelo género
Mischocyttarus. Este € o maior grupo de vespas sociais com 245 espécies nominais
atualmente reconhecidas em nove subgéneros (SILVEIRA, 2000, 2008), e encontram-se
distribuidas quase que exclusivamente na América do Sul (RICHARDS, 1978). Apenas duas
espécies ocorrem no sul e oeste da América do Norte (GADAGKAR, 1991).

Nas vespas eussociais basais, 0os ninhos podem ser fundados independentemente, ou
seja, por uma unica fémea (haplometrose ou fundacao solitaria) ou por associacdo de algumas
fémeas (pleometrose) (RICHARDS & RICHARDS, 1951; RICHARDS, 1971; JEANNE,
1972; RICHARDS, 1978; JEANNE, 1980; GADAGKAR, 1991; TURILLAZZI & WEST-
EBERHARD, 1996). Estes vespideos também sdo caracterizados por apresentar colénias
relativamente pequenas de ciclo curto (raramente mais do que 100 vespas adultas presentes),

por diferencas morfologicas externas praticamente inexistentes entre as castas rainha e
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operéaria, e consequente flexibilidade no papel social que os insetos adultos podem adotar
(CHANDRASHEKARA & GADAGKAR, 1991; GADAGKAR, 1991).

Apesar de ser constituido por uma grande diversidade de espécies, 0 género
Mischocyttarus tem sido pouco estudado. Entre as espécies, sem duvida, M. drewseni tem
sido a mais amplamente estudada (JEANNE, 1970, 1972; ARAUJO, 1980; JEANNE &
CASTELLON-BERMUDEZ, 1980; GIANNOTTI & TREVISOLI, 1993; e NODA, 2005),
onde o trabalho de Jeanne (1972), considerado classico, tem sido usado para se fazer analises
comparativas quanto aos varios aspectos da biologia social, como por exemplo, o habito de
nidificacdo, ciclo de vida, construcdo e arquitetura de ninho, relac6es de trofalaxis, hierarquia
social e mecanismos de defesa.

Em relacdo as outras especies do género mencionado existem as seguintes publicacfes
principais: M. flavitarsis (LITTE, 1979); M. mexicanus (LITTE, 1977, HERMAN & CHAO,
1984 a, b); M. immarginatus (GORTON, 1978); M. labiatus (LITTE, 1981); M. angulatus e
basimaculus (ITO, 1984); M. extinctus (RAPOSO-FILHO & RODRIGUES, 1983 a, b); M.
atramentarius (SILVA & OLIVEIRA, 1989); M. mastigophorus (O’ DONNELL, 1998b), M.
cerberus styx (GIANNOTTI, 1998, 1999; NODA et al., 2001; SILVA, 2002, 2008; TOGNI &
GIANNOTTI, 2006, 2010; COSTA-FILHO et al., 2011); M. (Monogynoecus) montei
(ZABBOTTO & SHIMA, 1998; OLIVEIRA, 2003, 2007; SAKAMOTO, 2000). Em relacéo a
Mischocyttarus cassununga, existem os estudos de Machado & Wiendl (1976); Simdes,
Gobbi & Batarce (1985); Gobbi & Simdes (1988); Giannotti & Fieri (1991); Giannotti &
Silva (1993); Prezoto & Nascimento (1999); Digiampietri — Filho & Shima (1998); Prezoto et
al. (2004); Murakami & Shima (2006, 2009); Murakami (2003, 2007); Murakami et al.
(2009); e de Murakami & Shima (2010). Nestes trabalhos e naqueles acima citados, a maior

énfase tem sido dada a biologia da nidificacdo, aspectos da organizacdo social, morfologia
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externa e interna, dinamica populacional, comportamento tréfico, defesa, dominancia e
subordinacao.

A espécie eussocial basal estudada constitui-se num excelente material de trabalho, ja
que a auséncia de um invoélucro recobrindo o favo (como ocorre na grande maioria dos
Epiponini) e locais de nidificacdo em geral bem acessiveis ao observador, permitem coleta de

dados com facilidade.

1.2.  Hierarquia social

De forma geral, quando duas vespas se encontram sobre o favo elas se interagem com
um comportamento caracteristico dependendo da espécie e da estabilidade da hierarquia
(ROSELER, 1991). Conseqientemente, as interacdes de dominancia e subordinagéo formam
uma importante parte na organizacdo social das vespas eussociais basais (PARDI, 1948), e
possibilitam a caracterizacdo de determinado taxon. Nas vespas do género Mischocyttarus o
estabelecimento da hierarquia semelhantemente ocorre com base em agressdes fisicas entre 0s
individuos da coldnia, e as posi¢cdes hierarquicas podem ser afetadas por outros fatores tais
como a nutricdo e o desempenho na divisdo de trabalho (O’DONNELL, 1998b;
MARKIEWICZ & O’DONNELL, 2001).

Embora exista a tendéncia em padronizar o tipo caracteristico das interacGes entre dois
individuos de determinado grupo ou grupos, as interacbes nas vespas do género
Mischocyttarus, a principio, apresentam um padréo relativamente moderado de agressividade,
ou seja, ocorrem sem a presenca de injurias serias que causam a morte de um dos individuos.
Diferentemente do género Polistes, onde os comportamentos agonisticos e lutas violentas séo
frequentemente observados (PARDI, 1948; WEST-EBERHARD, 1969), e da subfamilia
Stenogastrinae, onde 0s encontros ocorrem sem violéncia e parecem ser mais decisivos na

determinacéo da relacdo social do que em outros grupos (SAKAGAMI & YAMANE, 1990;
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YAMANE et al., 1990). Dentro do presente grupo em questdo, M. drewseni (JEANNE, 1972)
destaca-se por apresentar niveis de agressividade entre os individuos bastante semelhantes ao
de Polistes dominulus e Polistes versicolor (Tribo Polistini).

No contexto social da coldnia, o termo dominancia significa tanto dominancia social
guanto dominancia reprodutiva, ou seja, a competicdo pela dominancia social € equivalente a
competicdo pela dominancia reprodutiva, uma vez que, quando uma fundadora alcanca a
posicdo social de dominante concomitantemente torna-se a principal poedeira da colonia
(PARDI, 1948; JEANNE, 1972; LITTE, 1977, 1979; GADAGKAR, 1980; LITTE, 1981;
PRATTE, 1989; CHANDRASHEKARA & GADAGKAR, 1991; ROSELER, 1991; TINDO
et al. 1997; TINDO & DEJEAN, 1998). Dessa forma, a estabilidade da hierarquia depende
principalmente da capacidade reprodutiva da fémea fundadora dominante e da manutencao do
seu status social de dominancia.

Pesquisas realizadas sobre M. cassununga na regido de Rio Claro tém mostrado que a
hierarquia € bastante estavel (MURAKAMI, 2003; MURAKAMI & SHIMA, 2006;
MURAKAMI, 2007, MURAKAMI & SHIMA, 2009; MURAKAMI & SHIMA, 2010)
quando comparada com outras espécies do mesmo género M. drewseni (NODA, 2005), M.
cerberus styx (NODA et al., 2001; SILVA, 2002; COSTA-FILHO et al., 2011) e M. montei
(OLIVEIRA, 2003, 2007). Consequentemente, a rainha desta espécie apresenta uma grande
longevidade (=elevada duracdo da capacidade reprodutiva) obtendo o controle do seu status

social durante todo o ciclo de desenvolvimento da coldnia.

1.3.  Morfofisiologia colonial
Nas vespas eussociais basais a diferenciacdo morfoldgica de castas ndo ocorre. Essa

distincdo se d& a nivel comportamental de forma que os individuos mais dominantes se
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especializam em determinadas tarefas, enquanto que os subordinados em outras (JEANNE,
1986; GIANNOTTI, 1992; KEEPING, 2000).

Em uma revisdo, O’Donnell (1998) relata que os aspectos comportamentais e
fisiolégicos (inseminacdo, desenvolvimento ovariano e quantidade de corpo gorduroso)
podem ser utilizados para distinguir rainha e operaria. Ainda segundo este autor, a
determinacdo de castas nas vespas sociais pode ocorrer durante a fase imatura (periodo pre-
imaginal) pela diferenciacdo nutricional durante o desenvolvimento larval, ou apés a
emergéncia da fémea (fase pés-imaginal) pela nutricao diferencial na vida adulta, a qual pode
influenciar a sua capacidade e o seu estado reprodutivo na colénia. De acordo com Marchal
(1896; 1897 apud WILSON, 1971) a divergéncia entre as castas nos Vespinae é baseada na
discriminacao nutricional durante o crescimento das larvas. Este mesmo sistema esta presente
nas vespas eussociais basais, portanto, a castracdo nutricional durante o periodo larval resulta
em um adulto com ovario ndao desenvolvido (HUNT, 1994, 1996), cujas operarias Sao
individuos subordinados os quais devem investir grande parte do tempo e energia em viagens
de forrageamento (WILSON, 1971).

Os estudos tém mostrado que as interacdes agonisticas levam ao estabelecimento de
uma hierarquia, onde o rank social € positivamente relacionado com o grau de sucesso
reprodutivo direto do individuo na colénia (PARDI, 1948; JEANNE, 1972; LITTE, 1977,
1979; GADAGKAR, 1980; LITTE, 1981; PRATTE, 1989; CHANDRASHEKARA &
GADAGKAR, 1991; TINDO et al. 1997; TINDO e DEJEAN, 1998). Portanto, 0
estabelecimento desta hierarquia resulta em uma vantagem para os individuos dominantes os
quais obtém o controle social afetando a divisdo de trabalho dentro do grupo, assim como
frequentemente evitam atividades de risco ou elevado gasto de energia comportamental

(MARKIEWICZ & O’DONNELL, 2001).
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As vespas eussociais basais tm sido um importante objeto de estudo para analisar o
relacionamento do comportamento social com a fisiologia (MARKIEWICZ & O’ DONNELL,
2001). Nestes vespideos, a posicdo social da fémea depende frequentemente e fortemente da
sua fisiologia reprodutiva (PARDI, 1948; ROSELER; ROSELER & STRAMBI, 1985), ou
seja, 0 estado de dominancia do individuo aparentemente inicia uma resposta fisioldgica
direta que afeta o desenvolvimento do ovario (WHEELER, 1986). Resumindo, o desempenho
da hierarquia de tarefas acompanha a hierarquia de dominancia (JEANNE, 1991).

Os estudos sobre as vespas eussociais basais mostram que a rainha é a fémea
inseminada com mais elevado grau de desenvolvimento ovariano, e tipicamente domina todas
as outras fémeas em grande parte monopolizando a reproducdo enquanto evita tarefas de alto
custo energetico tais como a atividade forrageira (JEANNE, 1972; PARDI, 1948;
STRASSMANN & MEYER, 1983 e O’'DONNELL, 1998a;. Entretanto, de acordo com Gobbi
(1977), apesar das diferencas no repertério comportamental entre rainhas e operéarias
eussociais primitivas, cada fémea é uma rainha em potencial, tendo condicdes de
desenvolvimento ovariano. Dessa forma, € muito comum ocorrer uma inibicdo ovariana das
subordinadas pelas rainhas funcionais ou dominantes (GOBBI, 1977; RICHARDS &
RICHARDS, 1951; PARDI, 1948).

A auséncia de inseminacdo, tem sido freqientemente usada como um critério para a
distincdo das rainhas e operarias em vespas sociais (RICHARDS & RICHARDS, 1951;
SHIMA, YAMANE & ZUCCHI, 1994, 19964, b; SHIMA et al., 1998; O’ DONNELL, 1998a;
SHIMA et al., 2000). O corpo gorduroso, tido como o principal tecido de reserva de nutrientes
e de substancias energéticas, também tem ajudado no entendimento sobre a distin¢do entre as
castas, rainha e operaria (PAES DE OLIVEIRA, 2005). Segundo Wheeler (1994), a variacao
da fisiologia nutricional (corpo gorduroso= precursor do desenvolvimento do odcito, o qual

apresenta intensa atividade metabolica, especialmente na producéo de vitelogenina durante a
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postura das fémeas) e do desenvolvimento ovariano podem ser determinados pela diferenca
na realizacdo da tarefa. Este autor ainda descreve que, em um contexto social, a ovogénese
pode ser influenciada por varios outros fatores importantes para sua regulacdo tais como:
nutricdo, acasalamento, clima e outros individuos da mesma espécie (WHEELER, 1996).
Pesquisas recentes realizadas nas espécies ocorrentes na regido do Campus
Universitario da UNESP de Rio Claro (M. cassununga - MURAKAMI, 2003; MURAKAMI
& SHIMA, 2006; MURAKAMI, 2007; MURAKAMI & SHIMA, 2009; MURAKAMI et al.,
2009; M. drewseni - NODA, 2005; M. montei - OLIVEIRA, 2003, 2007 e M. cerberus styx -
SILVA, 2002, 2008; COSTA-FILHO et al., 2011) mostram que as diferencas morfologicas
externas sdo minimas entre as castas reprodutivas e ndo reprodutivas. Por outro lado, as
analises atraveés da disseccdo revelam o surpreendente fato da presenca de mais de uma fémea
com ovario bem desenvolvido e inseminada em qualquer periodo da ontogenia colonial de M.
cassununga, M. cerberus styx e M. montei. Tal ocorréncia, principalmente em M. cassununga,
a qual apresenta certas particularidades (hierarquia social bastante estavel e alta longevidade
da rainha na col6nia) em relacdo as outras duas espécies presentes no Campus da Unesp, Rio

Claro, SP, nos motivou a dar continuidade na pesquisa.

1.4.  Comunicacdo quimica através dos hidrocarbonetos cuticulares

Dentro da organizacdo social da coldnia, o relacionamento entre os individuos ocorre
sob regras precisas, onde cada individuo se comporta de maneira particular em relacdo aos
outros membros da sua col6nia, dependendo da sua casta. Portanto, estes individuos devem
ser capazes de detectar sinais quimicos especificos de modo a reconhecerem a casta para 0s
quais 0s mesmos pertencem, assim como identificar individualmente os companheiros de um
mesmo ninho, e diferenciar os intrusos ou invasores (LORENZI et al., 1997, SINGER &

ESPELIE, 1997). Estes sinais quimicos, 0s quais apresentam um papel significante no
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reconhecimento dos individuos na coldnia, sdo determinados por componentes genéticos
(RATNIEKS, 1991; PAGE et al., 1991; ARNOLD et al., 1996) e ambientais (RATNIEKS,
1991; GAMBOA, 1996).

Howard & Blomquist (2005) relatam que um grande problema tem sido identificar os
sinais pelos quais os individuos de uma coldnia mantém seus status e reconhecem os status de
seus companheiros. Entre a ampla variedade de sinais quimicos, 0os compostos néo volateis,
conhecidos como hidrocarbonetos cuticulares, apresentam a sua importancia nas pesquisas
sobre semioquimicos utilizados no processo de reconhecimento (LORENZI et al., 1997).
Dessa forma, além de proteger os insetos da dessecacao, estes compostos que apresentam
relativamente elevado peso molecular (ndo volateis), também sdo considerados sinais
primarios no sistema de reconhecimento de insetos sociais (SINGER, 1998; HOWARD &
BLOMQUIST, 2005). Por ndo serem altamente volateis, os insetos sdo capazes de percebé-los
através do contato direto ou a curta distancia, por exemplo, através da ‘“antenagdo”
(LORENZI et al., 1997).

Dentre os diversos grupos de vespas eussociais basais pertencentes as Subfamilias
Stenogastrinae e Polistinae, os estudos sobre a chave de reconhecimento quimico tém se
concentrado nas espécies do género Polistes. Estes estudos tém mostrado que as col6nias de
algumas espécies apresentam uma composi¢do coldnia-especifica dos hidrocarbonetos:
Espelie & Hermann (1990) em Polistes annularis, Espelie et al. (1990) e Layton et al. (1994)
em P. metricus, Bonavita-Courgoudan et al. (1991) em P. dominulus. Em adicdo, Singer
(1998) relata que pesquisas usando técnicas analiticas tém revelado que a composi¢do dos
hidrocarbonetos nos insetos sociais pode ser especifica da colonia e das castas. Isto foi
verificado de fato em algumas espécies mencionadas acima (P. metricus por ESPELIE et al.,
1990 e LAYTON et al., 1994; P. dominulus por BONAVITA-COURGOUDAN et al., 1991;

P. satan por TANNURE-NASCIMENTO et al.,, 2007). Embora se saiba que oS
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hidrocarbonetos ndo sdo os compostos exclusivos encontrados na cuticula das vespas, uma
vez que complexas misturas de subtancias polares protéicas podem também estar envolvidas
na comunicacdo (SLEDGE et al., 2001; DAPPORTO et al., 2008), a maior parte dos estudos
ainda concentram seus esforcos no papel dessas substancias apolares na comunicacao quimica
social.

Conforme Pfenning et al. (1983) e Gamboa et al. (1986), os compostos quimicos que
mediam o reconhecimento podem ser aprendidos pela vespa e/ou adquiridos do favo apos
poucas horas da sua emergéncia. Segundo pesquisas mais recentes, além da mistura de
hidrocarbonetos sob o favo ser a mesma da cuticula dos individuos da colénia (ESPELIE et
al., 1990; ESPELIE & HERMANN, 1990), as vespas adultas e as larvas também apresentam
perfis similares nos hidrocarbonetos cuticulares (PANEK & GAMBOA, 2000). Entretanto,
uma variacdo entre os perfis individuais pode existir refletindo a diferenciacdo reprodutiva
entre 0s membros de uma colonia. Estudos em Polistes dominulus tém mostrado que o0s
hidrocarbonetos cuticulares também sdo usados como sinais da atividade ovariana em fémeas
reprodutivas (SLEDGE et al. 2001; SLEDGE et al., 2004; DAPPORTO et al., 2005).

Visto que o género eussocial basal Mischocyttarus, endémico das Américas, também
pode ser considerado um grupo modelo para se estudar a evolugdo do comportamento social
nos vespideos, seria interessante investigar a organizacdo colonial sob o aspecto bioguimico,
tanto de M. cassununga, quanto das outras do mesmo grupo também presentes no Campus da
Unesp, Rio Claro, SP, local onde o presente estudo foi realizado. Tal trabalho torna-se
bastante viavel, uma vez que espécies como M. cassununga, M. cerberus styx, M. montel e M.
drewseni, como ja relatado, sdo relativamente abundantes na regido de Rio Claro. Além disso,
com a ajuda deste método de estudo serd possivel investigar a relacdo de parentesco entre 0s

individuos que compdem a colonia em M. cassununga, e verificar se todas as fémeas
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inseminadas, com potencial reprodutivo durante a ontogenia colonial desta espécie, estdo

produzindo prole 2n.

1.5.  Justificativas

Diversos fatores tornam a espécie M. cassununga um excelente material de trabalho.
Além do contraste existente entre diversidade taxonémica do grupo e abundancia relativa das
colébnias com a auséncia de conhecimentos sobre varios aspectos bionémicos (ex.
determinacédo de castas, regulacdo social), esta espécie eussocial basal aparentemente possui
caracteristicas intermedidrias entre especies mais basais de Vespidae (ex. Polistes e algumas
espécies de Mischocyttarus) e as mais derivadas (algumas Epiponini). Desse modo, a
realizacdo desta pesquisa traz beneficios para entendimento de importantes aspectos dentro
do estudo comportamental e evolutivo, como por exemplo, os fatores envolvidos no padrao
de organizacdo social da espécie e o numero de rainhas na coldnia (monoginia —
caracteristico das vespas eussociais basais, ou poliginia — presente nas vespas eussociais
derivadas). E, por fim, a comum ocorréncia desta espécie de vespa eussocial basal na regido,
a auséncia de um invoélucro recobrindo o favo (como ocorre na grande maioria dos
Epiponini), a presenca de baixo nimero de individuos por coldnia, e locais de nidificacdo em
geral bem ascessiveis ao observador que permitem coleta de dados com facilidade, nos

motiva enormemente realizar estudos sobre ela.

Até o presente momento, diversas questdes sobre a biologia comportamental da vespa
eussocial basal, M. cassununga, foram esclarecidas e melhor entendidas através dos projetos
realizados durante a Iniciacdo Cientifica e Mestrado. Entretanto, apesar do éxito alcancado e
do conhecimento adquirido, a necessidade de um estudo mais abrangente nos motiva a

explorar melhor os aspectos biondmicos inerentes a esta espécie. Os trabalhos anteriores
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mostraram que a hierarquia social na colonia € bastante estavel, onde a rainha apresenta
grande longevidade e mantém o controle social através de sua agressividade. Os conflitos
hierarquicos sdo praticamente inexistentes nesta espécie, o que indica a importancia da
presenca e da eficacia de um mecanismo de sinalizacdo quimica durante o reconhecimento
individual na coldnia. Embora exista tal indicio, o conhecimento sobre este mecanismo tanto

na espécie quanto no género é ausente.

Um outro aspecto interessante refere-se ao pouco entendimento da relacdo entre 0s
mecanismos do comportamento de dominancia e a fisiologia reprodutiva. Os resultados
anteriores também revelaram a presenca de mais de uma fémea inseminada e com ovario bem
desenvolvido na col6nia desta espécie. Em M. cassununga nédo ha indicios da presenca de um
sistema de sinalizacdo através da variabilidade fenotipica, como revelado em algumas
espécies de Polistes (P. fuscatus, P. dominulus e P. satan). Nestas espécies existe uma
diferenciacdo na pigmentacdo facial (clipeo) e foi demonstrado que isto tem relagdo com o
status social na colénia (P. fuscatus por TIBBETTS, 2002; P. dominulus por TIBBETTS &
DALE, 2004; P. satan por TANNURE-NASCIMENTO et al., 2008). Na espécie P. satan,
ainda foi demonstrado que existe uma associa¢do entre 0s sinais visuais e quimicos
(TANNURE-NASCIMENTO et al., 2008). Diferentemente, em M. cassununga todos 0s
individuos sdo praticamente idénticos (Figura 1), diferindo apenas em algumas regies do
metassoma (MURAKAMI et al., 2009). Em adicdo, esta espécie aparentemente nidifica em
locais mais protegidos e com baixa luminosidade (Figura 2 — observacOes pessoais).
Consequentemente, tais caracteristicas nos levam a questionar sobre importancia dos
hidrocarbonetos cuticulares na sinalizacdo do estado reprodutivo das fémeas dentro da

organizacéo social.
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Os estudos sobre os hidrocarbonetos cuticulares tém sido realizados em algumas espécies
de vespas eussociais basais na subfamilia Stenogastrinae, algumas espécies de Ropalidia
(Subfamilia Polistinae) e principalmente sobre espécies do género cosmopolita Polistes na
subfamilia Polistinae. Ao mesmo tempo, pesquisas mais recentes realizadas no Campus da
UNESP de Rio Claro com espécies do género Mischocyttarus, endémico das Ameéricas, tém
mostrado a importancia e a necessidade desse tipo estudo. Dando uma continuidade na
investigacdo desta espécie, tanto do ponto de vista comportamental, morfofisiolégico como
bioquimico, poderiamos entender melhor as suas particularidades em relacdo as outras
também comumente encontradas na regido e relativamente bem estudadas, tais como M.
drewseni, M. cerberus styx e M. montei. Enfim, estudar espécies de Mischocyttarini, do ponto
de vista comparativo, é fundamental, para entendermos ndo apenas os padrdes de organizacao
social de suas espécies, 0s quais a principio vém mostrando variacdo dentro do género e tribo
mas, também, os mecanismos envolvidos na determinacdo de castas deste grupo de vespas

eussociais basais.



Figura 1: Perfis faciais das fémeas de acordo com o ranking social da hierarquia de uma das colénias

estudadas (N7) em Mischocyttarus cassununga.

24



Figura 2: Exemplos de locais de nidificacdo das colonias de Mischoyttarus cassununga

presentes no Campus da Unesp de Rio Claro.
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Objetivo

O presente projeto teve como objetivo principal estudar a espécie M. cassununga do
ponto de vista comportamental, morfofisiolégico e bioquimico, dando continuidade ao
entendimento sobre a sua organizacdo e regulacdo social ao longo da ontogenia colonial.

Dessa forma o estudo baseou-se nos seguintes itens principais:

A) Investigacdo do mecanismo de reconhecimento individual através dos padrdes de
dominancia entre os individuos que compdem a hierarquia social.

B) Identificacdo qualitativa e quantitativa dos componentes quimicos (hidrocarbonetos)
que constituem o perfil cuticular e que puderam ser encontrados e identificados em
uma populacao desta espécie.

C) Investigar se o perfil cuticular estd ou ndo estd sendo utilizado no processo de

reconhecimento e sinalizacao inter e intra-colonial.
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D) Examinar se o perfil quimico do peddnculo (suporte do ninho) apresenta uma
similaridade com o perfil quimico geral da sua corresponde coldnia, ou seja, se ele é
ou ndo colbnia-especifico.

E) Analisar se existe ou ndo uma variacdo individual no perfil destes compostos
cuticulares conforme a ontogenia colonial (durante as subfases pré-macho e pos-
macho), considerando os aspectos comportamentais e morfofisiologicos.

F) Encontrar respostas para algumas questdes que permaneceram em aberto durante o
trabalho de mestrado através da andlise quimica dos individuos, como por exemplo, a
comum presenca de mais de uma fémea inseminada durante quase todo o

desenvolvimento da coldnia.
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Materiais e Métodos

A pesquisa foi realizada utilizando-se doze (12) colbnias de uma populacdo de
Mischocyttarus (Monocyttarus) cassununga presentes no campus da UNESP de Rio Claro,
SP. Este estudo foi desenvolvido predominantemente na Universidade Estadual Paulista
(UNESP) e, num segundo momento, concomitantemente no campus da USP, Ribeirdo Preto,
SP. Do total de doze coldnias na fase de pds-emergéncia, sete (7) col6nias foram estudadas na
subfase pré-macho e cinco (5) col6nias na subfase pés-macho (Tabela 1). As observacbes
foram feitas em individuos previamente marcados com tinta acrilica utilizada para
aeromodelismo, atoxica e de rapida secagem. O estudo comportamental foi efetuado através
de observagdes diretas a olho nu, e durante um periodo de aproximadamente 8 horas em cada

uma das coldnias.
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Tabela 1: Fase e subfase do ciclo biolégico, colnia e periodo de observagdo das colénias de Mischocyttarus

cassununga estudadas no presente trabalho.

Fase Subfase Colbnia N° Individuos Data (Més/Ano)
EC AM AQ
Pds-emergéncia | Pré-macho N4 8 8 8 Junho/2009
N6 10 9 9 Setembro/2010
N7 8 8 8 Agosto/2010
N10 8 5 5 Fevereiro/2010
N11 8 6 5 Abril/2010
N12 11 9 6 Maio/2010
N13 8 6 9 Maio/2010
Pds-macho N5a - 3 3 Setembro/2010
N5b 5 7 7 Setembro/2010
N8 5 9 9 Agosto/2009
N9 8 6 6 Novembro/2009
N14 13 -- 11 Outubro/2009

EC- Estudo comportamental; AM- Analise mofofisiol6gica; AQ- Analise quimica
-- auséncia de individuos (n&o foi realizado o estudo)

a) ldentificacdo das fases do desenvolvimento colonial

As fases da ontogenia da colénia foram identificadas a partir de mapeamentos dos ninhos

que permitiram acompanhar o ndmero de imaturos (ovos e larvas) e maturos (adultos)

presentes. Tais mapeamentos foram feitos periodicamente e, dependendo da condicédo

bioldgica apresentada pela col6nia, foi diario. As subfases do desenvolvimento colonial

consideradas neste projeto foram: Pré-macho e pos-macho durante a fase de pds-emergéncia.

Com esta sequéncia ontogenética foi possivel acompanhar a historia comportamental e

morfofisioldgica de M. cassununga durante o periodo de producdo das geracOes de fémeas
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adultas e, inicio da fase reprodutiva ou de producdo de machos, o quais ocorrem apds a

fundacdo do ninho e estabelecimento da hierarquia social na fase de pré-emergéncia.

b) Itens comportamentais observados

b.1.) Interacdes fisicas entre os individuos adultos durante o estabelecimento e manutencao

da hierarquia social na colénia

Baseado em estudos mais detalhados sobre os compostamentos de dominancia e
subordinacdo realizados em outras vespas eussociais basais (PARDI, 1948 em Polistes
dominulus (=gallicus); WEST-EBERHARD, 1969 em P. canadensis e P. fuscatus, JEANNE,
1972 em Mischocyttarus drewseni; LITTE, 1977 em M. mexicanus, LITTE, 1979 em M.
flavitarsis; LITTE, 1981 em M. labiatus; ITO, 1984 em M. angulatus e M. basimacula;
SAKAGAMI & YAMANE, 1990 em Parischnogaster mellyi e Liostenogaster vechti;
GIANNOTTI, 1992 em Polistes (Aphanilopterus) lanio lanio, e PREZOTO et al., 2004 em
Mischocyttarus cassununga), pretendeu-se estabelecer os padrbes de dominancia e
subordinacdo em Mischocyttarus cassununga, para posteriormente relaciona-los com o0s
demais aspectos a serem estudados.

Dessa maneira, 0s atos comportamentais preliminarmente considerados foram:

Atos de dominancia: (1) Ameacar ataque fisico (agresséo)- ficar em posicdo de ataque;

(2) Perseguir- perseguir outra vespa na tentativa de dominar fisicamente; (3) Morder (agredir
fisicamente)- morder com as mandibulas na regido da cabeca, mesossoma, metassoma ou asa;
(4) Agarrar- prender outro individuo com as mandibulas para domina-lo; (5) Apalpar com as
antenas- tocar o corpo de outra fémea com as antenas sem agressao fisica; (6) Imobilizar-
subir e permanecer um tempo em cima de outro individuo; (7) Solicitar alimento de outro

individuo.
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Atos de subordinacéo: (8) Permanecer imovel e curvado para baixo durante a ameaca ou

agressdo; (9) Afastar ou desviar- se distanciar para evitar ataque fisico; (10) Esquivar- sair
rapidamente de perto da dominante e/ou sair do ninho antes ou apds agressdo; (11) Doar
alimento a outro individuo antes de sofrer agresséo.

Apos a coleta dos dados em campo, a frequiéncia total de comportamentos de dominéancia
e subordinacao apresentadas pelas fémeas foi quantificada, o que possibilitou a determinacao
da hierarquia social de dominancia em cada uma das col6nias estudadas.

A escala da hierarquia social em cada uma das col6nias foi determinada pelo indice de
Dominancia (Id) de cada individuo em sua respectiva colonia, com base em Prenmath et al.
(1990). De acordo com Souza et al. (2011), este € o melhor indice para se construir uma

hierarquia de dominancia nesta espécie.

n m n n pn
I[d=XBi+XXZhji+1/ZLi+ZZlji+1
i=1 j=li=1 i=1 j=li=1

Bi corresponde ao numero de vezes (freqliéncia total) que um individuo x domina os
outros membros da coldnia; bji é a freqliéncia total que indica quantas vezes os individuos
dominados por x dominam os outros membros da colonia; “1 to m” indicam o numero total
de individuos dominados por Xx; Li é a freqiiéncia total que indica quantas vezes o individuo x
foi dominado por outros membros da coldnia; lji € a freqliéncia total que indica quantas vezes
os individuos dominados por x foram dominados por outros membros da coldnia; e “1 to p”
indica o numero total de individuos que dominaram o X.

b.2) Com base em nossos estudos anteriores sobre a mesma espécie, 0s demais

comportamentos exibidos pelas fémeas da espécie foram observados:

- (12) Postura de ovos (se possivel, uma vez que este comportamento nao é realizado com
muita frequéncia)

- (13) Cuidado com a prole atraves da inspe¢éo da células
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- (14) Obtencéo e ingestdo de alimento a cada retorno da atividade de forrageamento das
fémeas subordinadas
- (15) Ingestdo de alimento por trofalaxis ou trofalaxia (larva-adulto)
- (16) Oofagia
- (17) Atividade forrageadora (coleta de polpa vegetal e alimento: liquido e sélido)
- (18) Distribuicao de alimento para as larvas no ninho
- (19) Aplicacdo de substancias secretoras no ninho através do ato de esfregar a regido
ventral do gaster no ninho
Também considerou-se 0s demais aspectos observados nas fémeas da espécie:
- (20) Frequéncia de permanéncia em repouso nos espacos do favo (frente, lateral e atras)
no ninho pelas fémeas da colonia
Tais comportamentos sem ddvida ajudaram na distingdo comportamental e fisiologica
entre as fémeas mais bem colocadas no ranking da hierarquia e as fémeas subordinadas
tipicas durante o estabelecimento e manutencdo do ranking social. Foi dada énfase sobre o
comportamento (16), uma vez que este pode fazer parte do processo de comunicacao

quimica.

c¢) Analises morfofisilogicas

Para a realizacdo desta analise, todos os individuos das colénias foram previamente
conservadas em freezer. Tal procedimento ndo incluiu a fixacdo em Dietrich por 72 horas
devido a possibilidade e ao interesse de um estudo futuro de DNA de todos os individuos
coletados. Posteriormente, todos os individuos foram dissecados e submetidos as seguintes
anélises:

Idade relativa: A idade relativa dos individuos foi determinada através da verificacdo da

pigmentacdo dos apddemas transversos dos tergitos (Figura 3). Este método tem sido muito
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utilizado em vespas da tribo Epiponini verificando-se os apddemas transversos dos esternitos
(RICHARDS, 1971, 1978; SHIMA et al., 1994, 1996a, b, 1998, 2000; NOLL & ZUCCHI,
2000; NASCIMENTO et al., 2003; NODA et al., 2003; DESUO et al., 2009). Desta maneira
adotou-se as seguintes coloracbes: Cor Preta- fémeas relativamente mais velhas; Cor
castanho escuro- fémeas velhas; Cor castanho claro- fémeas jovens; Cor amarela- fémeas
relativamente mais jovens.

Desenvolvimento ovariano: Investigou-se a condi¢do do desenvolvimento ovariano de

M. cassununga de todas as fémeas acordo com as subfases pré-macho e po6s-macho na fase de
pos-emergéncia de acordo com os padrdes ja definidos para esta espécie (MURAKAMI e
SHIMA, 2006) (Figura 4).

Presenca de espermatozdides armazenados na espermateca: O contetdo foi verificado

pela opacidade apresentada e, também, pela presenca de uma massa compacta arredondada, a
qual pode ser perfeitamente visualizada através da pelicula transparente da estrutura (Figura
5). Em caso de duvida, uma lamina foi preparada e a espermateca levemente pressionada por
uma laminula e observada ao microscopio. Esse método ha muito vem mostrando ser
eficiente para discriminar as fémeas inseminadas das ndo inseminadas (v. SHIMA-
MACHADO, 1983, SHIMA 1991, SHIMA et al. 1994, 1996 a,b, 1998, 2000, 2003, NODA et
al. 2003).

Quantidade relativa de corpo gorduroso: A analise foi feita usando parametros relativos

tais como, muita quantidade (cerca de 100% cobrindo todos os 6rgdos internos), quantidade
moderada (cerca de 50%) e pouca quantidade (bem abaixo de 50%). N&o foi possivel montar
uma figura representativa dos padrdes de quantidade de corpo gorduroso presente nas fémeas.

Desenvolvimento da glandula de Van der Vecht: Este 6rgdo apresenta suma importancia

na defesa da coldnia contra formigas, uma vez que a secrecéo é responsavel pela repeléncia

de formigas da colonia (VECHT, 1968; TURILAZZI, 1979; POST & JEANNE, 1980;
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JEANNE et al., 1983). A analise foi feita usando parametros relativos tais como: glandula
bastante desenvolvida (algumas vezes com secrecdo), glandula moderadamente desenvolvida
(sem secrecdo) e glandula pouco desenvolvida (Figura 6). Esta, aliada as duas anteriores ird
permitir a comparacdo do estado fisiologico do individuo com o seu histérico

comportamental.

Figura 3. Idade relativa (cor preta: fémeas mais velhas, cor castanho escuro: fémeas
relativamente velhas, cor castanho claro: fémeas relativamente jovens e cor amarela: fémeas
mais jovens) de acordo com a pigmentag@o dos apédemoas transversos do terceiro tergito em

Mischocyttarus cassununga. Seta vermelha: Regido com pigmentacao.



Figura 4. Padrdo de desenvolvimento ovariano em Mischocyttarus
cassununga (A: muito bem desenvolvido, B e C: bem desenvolvido,
D: moderadamente desenvolvido, E: pouco desenvolvido. Adaptado
de Murakami & Shima (2006).
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Figura 5. Espermatecas inseminada (esquerda) e ndo inseminada (direita) de Mischocyttarus

cassununga. Seta vermelha: Espermatecas (formato sacular).

Figura 6: Glandula de Van der Vecht muito desenvolvida (A), moderadamente

desenvolvida (B e C) e pouco desenvolvida sem secre¢do (D). Seta vermelha: Glandula
de Van der Vecht.
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d) Analise quimica

Apdbs as observacOes etoldgicas, todas as colénias em cada uma subfases foram
coletadas, onde todos os individuos foram colocados separadamente em frascos de vidros ou
tubos eppendorf (1,5 ml) e permaneceram em freezer até o momento de extracdo dos
compostos cuticulares. Amostras adicionais: Os ninhos e os individuos machos das colonias
coletadas também foram postos em frasco separado a mesma temperatura para a analise
quimica das células (da parte externa e do seu conteddo: ovos, larvas e pupas) e do
pedunculo. Os compostos cuticulares de cada um dos individuos foram extraidos por meio de
banho solvente apolar (hexano a 50-500 ul) por 1 minuto. As amostras foram analisadas em
um sistema de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa no laboratério de
Quimica Organica, da Faculdade de Farmécia de Ribeirdo Preto da USP, com a colaboracéo
do doutorando Tulio Nunes e sob a responsabilidade do Dr. Sidnei Mateus e do Prof. Dr.
Ronaldo Zucchi do Departamento de Biologia, Setor de Ecologia e Evolugédo, da Faculdade
de Filosofia, Ciéncia e Letras da USP de Ribeirdo Preto. Para a correta identificacdo dos
compostos cuticulares foram realizadas comparacdes dos espectros de massa com a biblioteca
Wiley e com dados de ions diagnosticos presentes na literatura. Todo o processo de
identificacdo dos hidrocarbonetos foi realizado com o auxilio do programa GCMS solutions
for Windows (Shimadzu corporation).

Alguns compostos ndo puderam ser identificados devido a baixa concentracdo em que
foram encontrados. Substancias presentes em um ou dois individuos amostrados dentro de
sua respectiva colonia, foram representadas como Tracos nas tabelas de concentracfes
relativas. Nestes casos, adotou-se um valor padronizado referente a 0,001, uma vez que nao
podemos afirmar com exatiddo a presenca ou auséncia de um deteminado composto na

amostra analisada.
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A concentracdo desses compostos foi calculada a partir da area sob o pico. Para se evitar
erros na composicao dos dados amostrais (AITCHISON, 1986), a area de cada pico apontado
pelo cromatograma foi transformado de acordo com a seguinte férmula:

Z=In[As/g(Ap)]
Onde A, € a area do pico, g (Ap) € a média geometrica do pico em cada grupo de fémeas

e Z é a area transformada do pico.

e) Analise Estatistica
e.1) Analise sobre os dados comportamentais

Foi utilizado o teste ndo-paramétrico de correlacdo de postos de Spearman para verificar
0 grau de associacdo entre o indice de dominéncia (Id) e algumas variaveis comportamentais
(ZAR, 1999). Dessa maneira, investigou-se a existéncia de uma correlagcdo entre o Id x
Frequéncia individual do ato de inspecionar as células (Comportamento 13, v. MATERIAIS
E METODOS), Id x Frequéncia individual do ato de esfregar o gaster sobre o ninho
(Comportamento 20), Frequéncia individual do ato de inspecionar as células x Frequéncia
individual do ato de esfregar o gaster sobre o ninho, entre o Id x Frequéncia da atividade de
forrageamento (Comportamento 17) do individuo, e entre o Id x Frequéncial total de
comportamentos intranidais realizados pela fémea na colénia.

Esta analise ajudou a entender melhor a organizacédo social da espécie dentro da colénia,
ao mesmo tempo que, possibilitou a separacdo das fémeas em grupos por padrdes
comportamentais. Além disso, o histérico comportamental dos individuos, aliado aos
diversos parametros morfofisioldgicos considerados neste estudo, permitiu investigar os
perfis cuticulares detalhadamente através das analises multivariadas (Analises
Discriminantes), na tentativa de se entender o real significado dos hidrocarbonetos nesta

espécie.
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e.2) Analise sobre os dados quimicos

Devido a quantidade elevada do nimero de picos (88) detectados na espécie, foi
necessaria a realizacdo de uma prévia filtragem dos dados transformados com base nas
concentracdes relativas. Conforme ja mencionado, substancias ausentes na maior parte dos
individuos de um grupo foram excluidas das analises estatisticas. Além disso, antes da
transformacdo das concentracdes relativas dos compostos cuticulares, 0os compostos cuja
concentracdo relativa foi menor que 1% foram desconsiderados na analise discriminante
(KATHER et al., 2011).

Apos a transformacdo das concentragdes relativas das substancias detectadas pelo GC-
MS (v. Item d) (Anélise quimica), os perfis quimicos cuticulares dos individuos foram
comparados de diversas maneiras atraves da andlise discriminante stepwise (ZAR, 1999), de
acordo com o0s grupos experimentais formados (Tabela 2). Também foi realizada uma
MANOVA (p < 0,05) para verificar se existe uma diferenca significativa entre estes grupos
experimentais comparados.

As comparacdes através da analise discriminante, as quais podem ser vistas na tabela 2,
foram realizadas para:

1%) Verificar a possivel existéncia de um perfil cuticular especifico em cada uma das
colbnias estudadas, ou seja, a existéncia de uma sinalizacdo através de hidrocarbonetos

col6nia-especificos. Justificativa da analise: Diversos trabalhos tém demonstrado a funcéo

colbnia-especifica dos hidrocarbonetos em espécies de Polistes, Stenogastrinae e Ropalidia
marginata. Como exemplos podemos citar os trabalhos de Espelie et al. (1990), Layton et al.
(1994), Bonavita-Courgoudan et al. (1991) e Tannure-Nascimento et al. (2007) em espécies
de Polistes, de Cervo et al. (1996) e Cervo et al. (2002) em Stenogastrinae, e de Bhadra et al.

(2010) em Ropalidia marginata;
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2%) e 3% Comparar os espectros dos hidrocarbonetos presentes (e que puderam ser
identificados) nos pedunculos dos ninhos com o perfil quimico da respectiva coldnia.

Justificativa da andlise: Alguns trabalhos tém investigado a composicdo quimica dos

hidrocarbonetos presentes sobre o pedinculo do ninho e tém mostrado que a proporc¢édo destas
substancias podem ser similares ou ndo com o perfil colonial (ESPELIE et al., 1990;
ESPELIE & HERMANN, 1990; SINGER et al, 1992);

4%) Verificar a existéncia de uma diferenca nos perfis das fémeas de acordo com as
posicdes ocupadas na hierarquia social, ou seja, conforme a hierarquia de dominancia.

Justificativa da anélise: O termo dominancia significa tanto dominancia social quanto

reprodutiva (PARDI, 1948; ROSELER, 1991), e na grande maioria da espécies eussociais
basais, esta competicdo é realizada através do contato fisico entre os membros da col6nia.
Este sistema de determinacdo hierarquica j& foi comprovado na espécie em estudo
(MURAKAMI, 2003; MURAKAMI & SHIMA, 2006; MURAKAMI, 2007; MURAKAMI &
SHIMA, 2009; 2010; PREZOTO et al., 2004);

5% Investigar se a diferenca dos perfis cuticulares na hierarquia social também ocorre

conforme a ontogenia colonial (pré-macho x pds-macho). Justificativa da analise: Embora a
hierarquia linear seja altamente estavel na espécie estudada (MURAKAMI, 2003;
MURAKAMI & SHIMA, 2006, 2009), durante a ontogenia colonial pode ocorrer uma leve
alteracdo dos postos hierarquicos entre os individuos, e sem ocorréncia de agressdes
(MURAKAMI, 2007);

6%) Encontrar uma possivel diferenca no perfil quimico entre os padrdes
comportamentais das fémeas dominantes (fémeas mais dominantes e outras hierarquicamente
superiores, as quais permanecem mais tempo na colonia), fémeas forrageadoras tipicas (que
passam grande parte do tempo longe do ninho forrageando), e fémeas subordinadas mais

inativas. Justificativa da analise: A realizacdo do trabalho dentro da coldnia € influenciada
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pelas interacGes de dominéncia entre todos os individuos co-especificos (entre a dominante
reprodutiva e subordinadas, assim como entre todas as subordinadas) (PARDI, 1948;
JEANNE, 1972; LITTE, 1977, CHANDRASHEKARA & GADAGKAR, 1991; JEANNE,
1991; O’ DONNELL, 1998a, b).

7%) Comparar estes mesmos grupos de fémeas foram separados de acordo com as
subfases pré-macho e pds-macho, e desse modo, verificar uma possivel variacdo dos perfis

quimicos conforme a ontogenia da col6nia. Justificativa da analise: Segundo Strassmann

(1983), em ninhos maiores e com mais individuos, a capacidade da rainha de dominar
fisicamente todas as subordinadas diminui, e em tais casos, algum grau de controle € perdido.
Em Polistes fuscatus, conforme Reeve & Gamboa (1983), nestes casos, a rainha aumenta sua
atividade para manter o controle, foca sua atencdo em alguns individuos, 0s quais, por sua
vez, regulam a atividade de outros subgrupos de adultos na colonia. Estes “reguladores
subsidiarios” podem ocupar um elevado posto hierarquico e, até mesmo, dividir uma certa
reproducdo individual. Em M. cassununga, 0 nimero de fémeas potencialmente reprodutivas
aumenta na subfase pds-macho, embora a fémea poedeira dominante ndo seja o Unico
individuo inseminado na colénia durante a subfase pré-macho (MURAKAMI, 2007;
MURAKAMI et al., 2009);

8% Verificar um padrdo de odor especifico existéncial entre fémeas inseminadas e nédo
inseminadas (reprodutivas x ndo reprodutivas) (*VVer observacgéo);

9% Identificar uma possivel diferenca do perfil cuticular conforme os padrdes de
desenvolvimento ovariano (status social) das fémeas desta espécie (*Ver observacao);

10%) Verificar a existéncia de uma possivel diferenca nos perfis quimicos cuticulares de
acordo com a idade relativa (ontogenia individual) das fémeas (*Ver observacéo);

11%) Detectar uma possivel diferenca dos perfis cuticulares das fémeas de acordo com o

desenvolvimento da glandula de Van der Vecht (*Ver observacao);
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12% Awveriguar uma possivel diferenca dos perfis cuticulares em relacdo a quantidade
relativa de corpo gorduroso das fémeas (*Ver observacéo);

13%) A analise discriminante foi realizada considerando a unido dos caracteres
morfofisiolégicos (inseminacdo, desenvolvimento ovariano, desenvolvimento da glandula de

Van der Vecht e quantidade relativa de corpo gorduroso). Justificativa da anélise: Isto foi

feito na tentativa de comparar, se possivel, quais dos parametros fisioldgicos deve ou devem
estar provavelmente mais relacionados ao perfil cuticular individual na espécie. O
desenvolvimento individual depende de varios aspectos fisioldgicos atuando em conjunto,
dessa maneira, seria sensato supor a possibilidade da influéncia conjunta de tais fatores;

14%) Por fim, a Gltima analise foi feita para se detectar a existéncia de um mecanismo de
sinalizagcdo quimica entre o perfil cuticular do individuo e o seu status social na col6nia foi
realizada considerando estes grupos conforme a subfase pré-macho e p6s-macho (ontogenia
colonial).

Obs: * As andlises estatisticas foram realizadas para verificar a relagdo entre o estado
fisiolégico e o perfil quimico individual considerando cada um dos parametros fisioldgicos

isoladamente. Justificativa das andlises: Para investigar a importancia da fisiologia

relacionada ao perfil quimico individual na espécie, primeiramente verificou-se influéncia de
cada parametro isoladamente. Posteriormente considerou-se a juncdo de todos 0s parametros
dos individuos. Isto foi feito no intuito de analisar mais detalhadamente a importancia de
cada parametro fisiologico do individuo, dentro do contexto social da colénia. Para isso,
consideramos 0s parametros como inseminacdo e desenvolvimento ovariano como fatores
diretamente relacionados com o status reprodutivo, uma vez que a fémea dominante
reprodutiva na col6nia encontra-se fisiologicamente nestas condi¢des. Ja 0s parametros como
quantidade de corpo gorduroso e desenvolvimento da glandula de Van der Vecht foram

considerados indiretamente relacionados ao status reprodutivo. No primeiro caso porque na
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espécie em estudo ja foram encontradas fémeas reprodutivas com baixa quantidade relativa
desse corpo provavelmente devido ao seu estado senil (MURAKAMI, 2006; MURAKAMI &
SHIMA, 2006), e no segundo porque o comportamento de esfregar o gaster no ninho
aparentemente pode ndo ser exclusivo da fémea dominante reprodutiva. Estudos tém
mostrado que os hidrocarbonetos cuticulares também diferem em relacdo as castas e ao
estado fisiologico individual sugerindo a sua utilizacdo na sinalizacdo intracolonial
(LORENZI et al., 1996; PEETERS et al., 1999; SLEDGE et al., 2001; DAPPORTO et al.,
2004).

A coldnia N14 ndo foi incluida na andlise discriminante das variaveis morfofisioldgicas e
nem na deécima analise (comparacdo por idade relativa), pois durante as observacdes na
subfase pos-macho a coldnia desapareceu. Cabe ressaltar que esta colonia “méde” (N14)
acabou se dividindo em trés coldnias (N14a, N14b e N14c).

A colbnia N5a ndo foi considerada na oitava andlise devido a auséncia de dados
comportamentais sobre ela. Somente a colénia N5b apresenta dados dos comportamentos,
uma vez que optou-se por acompanhé-la quando a colonia N5 (colonia “mée”) se dividiu em
duas durante as observacdes de campo.

A coleta, extracdo e andlise dos hidrocarbonetos presentes nos pedinculos dos ninhos
permitiu uma melhor andlise da especificidade das substancias encontradas nas col6nias. As
colbnias nas quais foi possivel realizar esta analise foram: N4, N5a, N5b, N8, N12, N13,

N14a, N14b e N14c.
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Tabela 2: Andlise comparativa dos perfis cuticulares entre os grupos de fémeas de M. cassununga.

Fémeas na col6nia

~ N° de
Comparagoes grupos Grupos
1% Entre todas as Co[ﬁnia N4 x CoIA()r}ia N5a x chlﬁ_nia N5b x quf)_nia N6 x CoIpn_ia N7 x
colbnias 12 Colbnia N8 x Col6nia N9 x C_:olonla N10 x C_:olonla N11 x Colbnia N12 x
Coldnia N13 x Coldnia N14
2%) Colonias +
pedunculo na subfase 2 Colénia N4 x Col6nia N8 x Col6nia N12 x Col6nia N13
pré-macho
3% Colonias +
pedunculo na subfase 2 Colénia N5a x Col6nia N5b x Col6nia N14 (subdividida)
pré-macho
= —
ﬁi)eé?;ﬁeif:sposmoes 4 1% posicdo X 2% posicdo X 3% posicdo X Demais posicdes
5% Entre as posi¢des
hierarquicas conforme a 8 Pré (1° posicdo x 2° posicdo x 3% posicdo x Demais posicoes) x Pds (1% posicdo x
subfase pré-macho e 2% posicéo x 3% posicdo x Demais posicdes)
p6s-macho
6% Divis3 Fémeas dominantes (mais dominantes + outras fémeas superiores) x Fémeas
) Diviséo de tarefas 3 f N . . . o
orrageadoras tipicas X Fémeas subordinadas relativamente inativas
7Y Divis3 Pré x Pos (Fémeas dominantes (mais dominantes + outras fémeas superiores) x
) Divis&o de tarefas 6 . . N ; ; A
Fémeas forrageadoras tipicas x Fémeas subordinadas relativamente inativas)
1 - p
8 ) Ins_emlnadas x Nao 2 Inseminadas X N&o inseminadas
inseminadas
9% Entre padrdes de
desenvolvimento do 5 Padrdo A x Padrdo B x Padrdo C x Padrdo D x Padréo E
ovario
- -
ga)til\zlgtre idade 4 Mais velhas x Relativamente velhas x Relativamente jovens x Mais jovens
11%) Entre
desenvolvimento da 3 Glandula bem desenvolvida x Glandula moderadamente desenvolvida x
glandula de Van der Glandula pouco desenvolvida
Vecht
12%) Entre a quantidade
relativa de corpo 3 Bastante quantidade x Quantidade moderada x Pouca quantidade
gorduroso
13%) Caracterizacéo das 5 G1xG2xG3xG4xG5
Fémeas na colonia
14%) Caracterizagéo das 10 Pré x Pés (G1 x G2 x G3 x G4 x G5)

Obs: A coldnia N5 foi subdividida em N5a e N5b na andlise discriminante devido a sua reparti¢do e divisdo da
hierarquia social durante as observacdes comportamentais no campo.
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Resultados
a) Estudo comportamental da organizagéo social em M. cassununga
a.l) Determinacao da hierarquia social de dominancia

Através da coleta de dados comportamentais em campo e da obtencdo do indice de
dominancia (Id) de cada um dos individuos nas col6nias estudadas, durante as subfases pré-
macho e pds-macho na pos-emergéncia, os resultados do estudo comportamental confirmaram
a existéncia de uma hierarquia social linear bastante estivel, onde a fémea mais agressiva
ocupa uma melhor posic¢ao no ranking da hierarquia social.

Tanto na subfase de pré-macho (Tabelas 3, 5, 7, 9, 11, 13 e 15) quanto na pds-macho
(Tabelas 17, 19, 21 e 23), a fémea mais dominante foi o individuo que realizou com maior
frequéncia o comportamento agressivo sobre os outros, e a0 mesmo tempo, foi menos ou
quase nunca agredido. Consequentemente, a fémea mais agressiva apresentou o Id mais
elevado da col6nia, seguida da segunda dominante, e assim por diante em ambas subfases

(pré-macho: tabelas 4, 6, 8, 10, 12, 14 e 16; p6s-macho: 18, 20, 22 e 24).
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Dentre os tipos de comportamento agonisticos observados, o ato do individuo dominante
de verificar com as antenas o subordinado imovel (em posicdo de “akinesis”) foi
predominantemente o0 mais observado e, em uma propor¢do bem menor observou-se o ato de
um individuo dominante ameacar o seu subordinado, o qual sempre se afasta para evitar o
confronto direto. Por terem sido raramente executados, as frequéncias de ameacas ndo foram
incluidas na analise da hierarquia de dominancia. N&o foi observado nenhum tipo de interacédo

agonistica violenta (ex: mordidas entre duas ou mais fémeas) entre os individuos das col6nias.
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Tabela 3: Numero absoluto dos comportamentos de dominancia e subordinacdo da coldénia N4 de Mischocyttarus
cassununga durante subfase pré-macho na fase de pds-emergéncia. (Total de 8 horas de observagéo)

Col6nia N4 Subordinacéo
N41 N42 N45 N43 N41l | N44 N414 | N47 Total
N41 42 35 16 1 25 3 0 122
N42 0 15 27 5 17 2 0 66
< |N45 0 2 3 3 17 0 0 25
'S |N43 0 0 17 4 11 1 0 33
€ [Na11 0 0 1 0 0 0 0 1
€ [Na4 2 0 1 0 2 0 1 4
C I'Na14 0 0 0 0 0 2 0 2
N47 0 0 0 0 0 1 0 1
Total 2 44 69 46 15 73 6 1 254

Tabela 4: indice de dominancia (Id) dos individuos da colonia N4 de Mischocyttarus cassununga
durante a subfase pré-macho na fase de pds-emergéncia.

Colbnia Ranking Fémea Id
1° N41 1,0294
2° N42 0,5635
3° N45 0,5508
4° N43 0,3554
5° N411 0,3418
6° N44 0,2405
N4 7° N414 0,125

8° N47 0,12

X N46 0

X N48 0

X N49 0

X N412 0

X N413 0

X N415 0

Obs: A letra X corresponde aos individuos que ndo obtiveram uma posic¢ao definida no ranking da
hierarquia de dominéancia.
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Tabela 5: NUmero absoluto dos comportamentos de domindncia e subordinacdo da colénia N6 de Mischocyttarus
cassununga durante subfase pré-macho na fase de pés-emergéncia. (Total de 8 horas de observagao)

Colénia N6 Subordinagdo
N6L | N62 | N63 | N64 | N65 | Ne6 | N67 | N68 | N69 | N610 | Total
N61 19 5 7 8 0 0 12 0 3 54
N62 | O 29 13 20 1 0 14 0 2 79
N63 | O 0 8 18 0 1 8 1 2 38
L Nea | 0 0 0 4 0 0 11 0 0 15
S [ Nes | o0 0 0 0 0 0 11 0 0 11
T Ne6 | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
€ Ne7 | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0
O "Nes | o 0 0 0 0 0 0 0 0 0
N62 | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0
N610 | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Total | 0 19 34 28 50 1 1 56 1 7 197

Tabela 6: indice de dominancia (Id) dos individuos da colénia N6 de Mischocyttarus cassununga
durante a subfase pré-macho na fase de pds-emergéncia.

Colbnia Ranking Fémea Id

1° N61 1,0154
2° N62 0,7347
3° N63 0,3672
4° N64 0,2
5° N65 0,1121

NG 6° N66 0,5
7° N67 0,5
8° N69 0,5
9° N610 0,1429

10° N68 0,0175
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Tabela 7: Numero absoluto dos comportamentos de dominancia e subordinacdo da coldénia N7 de Mischocyttarus
cassununga durante subfase pré-macho na fase de pds-emergéncia. (Total de 8 horas de observagao)

Col6nia N7 Subordinagéo
N71 N72 N73 N74 N75 N76 N77 N78 Total
N71 24 28 13 1 2 0 0 68
N72 0 11 11 1 0 0 0 23
- N73 0 0 10 2 1 1 1 15
g N74 0 0 1 0 1 1 1 4
2 [ NS 0 0 0 0 5 ; : ‘
s [N 0 0 0 0 0 0 0 0
e N77 0 0 0 0 0 0 0 .
N78 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 0 24 40 34 4 4 2 2 110

Tabela 8: indice de dominancia (Id) dos individuos da coldnia N7 de Mischocyttarus cassununga
durante a subfase pré-macho na fase de pds-emergéncia.

Colbdnia Ranking Fémea Id
1° N71 1,0374
2° N72 0,4175
3° N74 0,241
4° N73 0,2184
N7

5° N75 0,2

6° N76 0,2

7° N77 0,2

8° N78 0,2
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Tabela 9: NUmero absoluto dos comportamentos de dominancia e subordinagdo da colénia N10 de Mischocyttarus
cassununga durante subfase pré-macho na fase de pds-emergéncia. (Total de 8 horas de observagao)

Col6nia N10 Subordinagéo
N101 N102 N103 N104 N105 N106 N107 N108 Total
N101 50 0 0 1 0 1 0 52
N102 1 3 > 0 ; ; 5 -
« N103 0 0 0 0 0 0 0 0
5 N104 0 0 0 0 0 . 0 ;
2 [ N105 0 0 0 0 5 . : ’
E [ N1os 0 0 0 5 5 - : ’
a N107 0 0 0 0 0 0 0 5
N108 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 0 50 3 2 1 0 2 0 58

Tabela 10: indice de dominancia (Id) dos individuos da colénia N10 de Mischocyttarus cassununga
durante a subfase pré-macho na fase de pds-emergéncia.

Colbnia Ranking Fémea Id

1° N101 1,0727
2° N102 0,1207
3° N105 0,5

4° N104 0,3333

N10 5° N103 0,25

X N106 0

X N107 0

X N108 0

Obs: A letra X corresponde aos individuos que ndo obtiveram uma posic¢ao definida no ranking da
hierarquia de dominancia.
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Tabela 11: Numero absoluto dos comportamentos de dominancia e subordinacdo da colénia N11 de Mischocyttarus
cassununga durante subfase pré-macho na fase de pés-emergéncia. (Total de 8 horas de observagao)

Colbnia N11 Subbordinagao
1°NOL  |2°N02  |3°N03  |4°N04  |[NO5 |NO6 |NO7 |N08 |Total
1°NO1 39 36 1 4 o] 10 0 90
2°N02 0 26 0 2 0 5 0 33
- |3°N03 0 0 0 0 1| 14 0 15
S |4°N04 0 0 0 0 0 0 0 0
€ [No5 0 0 0 0 0 0 0 0
SIS 0 0 0 0 0 0 0 0
2 [No7 0 0 0 0 0 0 0 0
NO8 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 0 39 62 1 6 1 29 o] 138

Tabela 12: indice de dominancia (Id) dos individuos da colénia N11 de Mischocyttarus cassununga
durante a subfase pré-macho na fase de pds-emergéncia.

Colbnia Ranking Fémea Id

1° NO1 1,007
2° NO02 0,358
3° NO03 0,174
4° NO05 0,033

NI X NO4 0
X NO06 0
X NO7 0
X NO08 0

Obs: A letra X corresponde aos individuos que ndo obtiveram uma posi¢do definida no ranking da
hierarquia de dominancia.
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Tabela 13: Numero absoluto dos comportamentos de dominéncia e subordinacdo da colénia N12 de Mischocyttarus
cassununga durante subfase pré-macho na fase de pés-emergéncia. (Total de 8 horas de observagéo)

Colénia N12 Subordinacéo
1°N201 [ 2°N202 | 3°N203 | 4°N204 | 5°N205 | 6°N209 | 7°N210 | 8°N206 | N211 | N207 | N208 | Total
1°N201 15 18 14 3 0 0 2 0 1 7| 60
2°N202 0 4 4 5 0 0 0 0 0 2| 15
3°N203 0 0 7 6 0 0 1 0 0 2| 16
4°N204 0 0 0 0 0 0 3 0 1 3 7
.8 |5°N205 0 0 0 2 0 0 2 0 0 0 4
§ 6°N209 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
'E | 7°N210 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
A [8°N206 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 2
N211 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
N207 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
N208 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 0 15 22 28 14 0 0 8 0 15| 104

Tabela 14: indice de dominancia (Id) dos individuos da colénia N12 de Mischocyttarus cassununga
durante a subfase pré-macho na fase de pds-emergéncia.

Coldnia Ranking Fémea Id

1° N201 1
2° N202 0,458
3° N203 0,409
4° N204 0,351

NL2 5° N205 0,137
6° N206 0,041
7° N207 0,032
8° N208 0,013
X N209 0
X N210 0

Obs: A letra X corresponde aos individuos que ndo obtiveram uma posic¢ao definida no ranking da
hierarquia de dominancia.
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Tabela 15: Numero absoluto dos comportamentos de dominéncia e subordinacdo da colonia N13 de Mischocyttarus
cassununga durante subfase pré-macho na fase de pés-emergéncia. (Total de 8 horas de observagao)

Subordinacéo
1°N301 |2°N302 |3°N304 |4°N305 |5°N303 |N3011 |[N3013 |N3012 |Total
1°N301 10 4 2 18
2°N302 10
3°N304
4°N305
5°N303
N3011
N3013
N3012
Total

Colbnia N13

=N

PN W O

oO|lOo|O0O|O|O

OO0 |O0O|O|O

Dominancia

O|O|O|O|FR, LN

OOl woOo|o|o
OOl |O|F|»>

OO0V |O|lO|O|O
| OoO|OoO|O|O|O
OO0 |O O

O O|O|O

13

Tabela 16: indice de dominancia (Id) dos individuos da colénia N13 de Mischocyttarus cassununga
durante a subfase pré-macho na fase de pds-emergéncia.

Colbnia Ranking Fémea Id
1° N301 1,097
2° N302 0,432
3° N304 0,25
4° N305 0,167
N13

5° N303 0,143
X N3011 0

X N3013 0

X N3012 0

Obs: A letra X corresponde aos individuos que ndo obtiveram uma posic¢ao definida no ranking da
hierarquia de dominancia.
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Tabela 17: Namero absoluto dos comportamentos de dominédncia e subordinagdo da colénia N5a e N5b de
Mischocyttarus cassununga durante subfase p6s-macho na fase de pos-emergéncia. (Total de 8 horas de observacao)

Col6nia N5a Subordinagéo
X1 X2 X3 Total
s | X1 12 . "
g X2 . . :
£ | X3 0 1 .
o
O | Total 1 13 13 -
oni Subordinagéo
Colonia N3b N51 N52 N53 N54 N55 N56-M Total
N51 37 14 2 4 0 57
s | N52 0 10 1 7 0 I
S [N53 0 0 5 0 5 -
E N54 0 0 0 0 5 .
g [Ns5 5 5 : ; 2 :
O I'N56-macho 0 0 0 0 0 5
Total 0 37 o4 9 g 5 s

Tabela 18: indice de dominancia (Id) dos individuos da colénia N5a e N5b de Mischocyttarus
cassununga durante a subfase pds-macho na fase de pds-emergéncia.

Colbnia Ranking Fémea Id
1° X1 1,87
N5a 2° X2 0,61
3° X3 0,48
1° N51 1
2° N52 0,2963
NS 3° N53 0,2059
X N54 0
X N55 0
X N56 0

Obs: A letra X corresponde aos individuos que ndo obtiveram uma posic¢do definida no ranking da
hierarquia de dominancia.
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Tabela 19: Numero absoluto dos comportamentos de dominancia e subordinagdo da coldnia N8 de Mischocyttarus

cassununga durante subfase pds-macho na fase de pds-emergéncia. (Total de 8 horas de observagdo)

o Subordinagdo
Colonia N8 NBL N82 N83 N84 N85 Total
N81 12 5 5 3 25
g N82 0 4 3 0 l
5 N83 0 0 0 0 0
= N84 0 0 0 0 0
3 N85 1 0 0 0 L
Total 1 12 9 8 3 33

Tabela 20: indice de dominancia (Id) dos individuos da colénia N8 de Mischocyttarus cassununga
durante a subfase pds-macho na fase de p6s-emergéncia.

Colbdnia Ranking Fémea Id
1° N81 1
2° N82 0,2667
N8 3° N84 0,1111
4° N83 0,1
5° N85 0
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Tabela 21: Numero absoluto dos comportamentos de dominancia e subordinacdo da colénia N9 de Mischocyttarus
cassununga durante subfase pds-macho na fase de pds-emergéncia. (Total de 8 horas de observagéo)

Colbnia N9 Subordinacéo
N91 | N92 | N93 | N94 | N95 | N96 | N97 | N98 Total
N91 15 10 15 12 1 4 3 60
N92 0 11 5 9 1 5 0 31
B N93 0 0 2 4 1 2 0 9
S N94 0 1 3 14 2 3 3 26
< N95 0 0 0 1 2 2 3 8
5 N96 0 0 0 0 0 0 0 0
- NO7 0 0 0 0 0 0 1 1
N8 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 0 16 24 23 39 7 16 10 135

Tabela 22: indice de dominancia (Id) dos individuos da colénia N9 de Mischocyttarus cassununga
durante a subfase p6s-macho na fase de pos-emergéncia.

Colbdnia Ranking Fémea Id

1° N91 1
2° N92 0,6032
3° N94 0,5588

NG 4° N93 0,4091
5° N95 0,375
6° N96 0,125
7° N98 0,0909

8° N97 0,0741
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Tabela 23: Numero absoluto dos comportamentos de dominéncia e subordinacdo da colonia N14 de Mischocyttarus
cassununga durante subfase pds-macho na fase de pds-emergéncia. (Total de 8 horas de observagéo)

Subordinacédo
a3 |bl c2 a6 cl b2 di d2 d3 a4 a5 al a2 Total
a3 3 9 11
bl
c2
ab
cl
b2
dl
d2
d3
ad
a5
al
a2
Total

Coldnia N14

w
D

N
o OO |o

O O |0 |0 o

OO |0 |0 |o|(-

[ellelielielieollelie

O O |0 |0 |0 |0o|o|o

OO0 |0 |0 |0 |0O|o |-

Dominancia

O |0 00|00 |00 |0o |0 |o

OO0 |0 |0 |0 |O|Oo|ul

OO0 |O0O|O|O|O |O

o

O OO0 |0 |0 |0 |0 |0 |-
O OO0 |0 |0 |0 |00 |o
O[O0 00| OO |O | |N|Oo
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o
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Tabela 24: indice de dominancia (Id) dos individuos da colénia N14 de Mischocyttarus cassununga
durante a subfase p6s-macho na fase de pos-emergéncia.

Coldnia Ranking Fémea Id

1° a3 0,8888
2° bl 0,25
3° c2 0,1666
4° a6 0,1666
X cl 0
X b2 0

N14 X di 0
X d2 0
X d3 0
X a4 0
X ab 0
X al 0
X a2 0

Obs: A letra X corresponde aos individuos que ndo obtiveram uma posic¢éo definida no ranking da
hierarquia de dominéancia.
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a.2) Quantificacdo dos comportamentos através da frequéncia de tarefas intranidais e
extranidais realizadas pelas fémeas

Com base na observacao das frequéncias de cada uma das atividades realizadas pelos
individuos em suas respectivas colonias, os resultados mostraram que aparentemente existem
diferencas comportamentais entre as fémeas de posicdes hierdrquicas superiores (mais
dominantes) e as de baixas posi¢des (mais subordinadas). Em ambas as subfases pré-macho
(Tabelas 25, 26 e 27) e pos-macho (Tabelas 28 e 29) das coldnias estudadas, percebe-se que
as fémeas das primeiras posi¢cdes no rank hierarquico (fémea mais dominante + segunda e
terceira do ranking) nitidamente permanecem mais tempo sobre o ninho, repousando
preferencialmente na regido frontal (abertura das células) e realizando certas atividades
intranidais, tais como, obter alimento trazido pelas forrageadoras (2), alimentar as larvas (5),
realizar trofalaxis com as larvas (3), mas principalmente inspecionar as células (8) e esfregar o
gaster no ninho (10). Apenas as fémeas mais dominantes (1% posicdo) e as outras mais bem
posicionadas no ranking da hierarquia (2% e 3% posi¢Ges) foram observadas relizando a postura
de ovos (1) (Tabelas 25, 26 e 28). Quando estas fémeas mais bem posicionadas no ranking
saem do ninho, frequentemente coletam polpa para 0 aumento das células e da coldnia (7.2).
Por outro lado, algumas fémeas subordinadas (forrageadoras tipicas) juntas s@o responsaveis
pela maior parte da atividade de coleta do alimento (7.1), e portanto, permanecem
relativamente menos tempo em repouso sobre o ninho. Algumas fémeas mais subordinadas
(que geralmente ocupam as posicdes mais baixas no rank) executaram poucos
comportamentos durante as observacdes, ou seja, permaneceram relativamente menos ativas

na colonia.
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Tabela 25: Quantificacdo dos comportamentos observados nas coldnias N4, N6 e N7 durante a subfase
pré-macho na fase de pos-emergéncia de Mischocyttarus cassununga.

Frequéncia dos atos comportamentais observados

Colbnia N4

Fémeas 1 21 22 3 4 5 6 71 72 8 91 92 93 10
1° N41 0 5 3 17 1 14 55 1 3 112 33 5 10 61
2° N42 0 9 4 16 0 18 48 1 1 47 14 14 16 37
3° N45 1 4 3 20 0 8 43 0 6 64 9 12 16 43
4° N43 0 4 4 23 0 18 40 1 2 33 10 21 10 16
5° N411 0 0 0 1 0 5 6 6 3 2 1 12 1 0
6° N44 0 7 2 11 0 16 33 0 2 22 6 18 11 12
7° N414 0 2 0 2 0 5 11 0 2 10 0 0 1 8
8° N47 0 0 0 0 0 4 3 4 2 1 0 5 0 0
Colbnia N6

Fémeas 1 21 22 3 4 5 6 71 72 8 91 92 93 10
1° N61 0 0 6 0 0 3 11 0 1 21 45 9 4 11
2° N62 0 2 3 0 0 7 14 0 3 24 41 5 1 12
3° N63 0 2 4 0 0 11 5 0 5 17 19 15 3 12
4° N64 0 1 6 0 0 9 5 2 3 6 20 15 2 1
5° N65 0 1 4 1 0 10 4 1 1 17 21 18 2 6
6° N66 0 0 0 0 0 2 0 3 0 1 6 2 1 0
7° N67 0 0 0 0 0 2 0 2 0 0 1 1 0 0
8° N69 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 10 1 0 0
9°N610 0 0 2 0 0 0 0 0 0 2 12 10 0 0
10°N68 0 1 2 1 0 29 1 31 1 5 16 12 1 1
Colbnia N7

Fémeas 1 21 22 3 4 5 6 71 72 8 91 92 93 10
1° N71 0 6 5 7 0 15 26 0 4 35 45 0 0 7
2° N72 0 4 2 4 0 12 20 1 2 17 29 0 1 7
3° N74 0 2 0 5 0 11 16 2 3 5 13 1 2 3
4° N73 0 4 1 6 0 13 9 1 3 15 27 0 0 3
5° N75 0 0 0 0 0 8 2 9 0 0 0 0 0 0
6° N76 0 0 0 0 0 3 0 4 0 0 1 0 0 0
7° N77 0 0 0 3 0 0 7 0 0 4 0 11 2 0
8° N78 0 0 0 2 0 0 1 0 0 2 0 11 1 0

Numeracao dos comportamentos: (1) Postura de ovos; (2) Obtencdo de alimento: (2.1) sélido e (2.2)
liquido; (3) Trofalaxis adulto-larva; (4) Oofagia; (5) Distribuicdo de alimento para as larvas; (6)
Grooming; (7) Coleta de alimento: (7.1) sélido e liquido e (7.2) Coleta de polpa vegetal; (8) Inspecdo de
células; (9) Local predominante ocupada no favo pelas fémeas hierarquicamente superiores :(9.1) frente,
(9.2) atras ou (9.3) lateral do favo; e (10) Aplicacdo de substancias secretoras no ninho (esfregagdo do

géster).
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Tabela 26: Quantificacdo dos comportamentos observados nas coldnias N10, N11 e N12 durante a

subfase pré-macho na fase de p6s-emergéncia de Mischocyttarus cassununga.

Frequéncia dos atos comportamentais observados

Coldnia N10

Fémeas 1 21 22 3 4 5 6 71 72 8 91 92 93 10
1° N101 1 8 2 5 0 36 41 0 0 70 68 11 7 44
2° N102 0 5 1 2 0 36 32 1 1 34 29 50 12 19
3° N103 0 O 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0
4° N104 0 0O 0 0 0 6 3 4 0 0 1 0 1 0
5° N105 0 o0 0 0 0 10 4 7 0 0 0 2 0 0
N106 0 o0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
N107 0 0 0 2 0 0 2 0 0 0 0 5 0 0
N108 0 O 0 1 0 0 1 0 0 0 0 4 0 0
Colbnia N11

Fémeas 1 21 22 3 4 5 6 71 72 8 91 92 93 10
1° NO1 1 2 1 47 2 8 24 0 2 63 52 5 36 47
2° N02 1 1 3 7 0 7 29 0 3 36 46 7 25 7
3° N03 0 O 1 5 0 12 16 5 0 9 34 9 22 5
4° NO5 0 O 0 0 0 4 2 5 0 0 1 3 0 0
NO04 0 O 0 0 0 1 0 1 0 0 4 0 1 0
N06 0 O 0 0 0 0 4 0 0 3 2 11 10 0
NO7 0 0 1 6 0 10 4 3 0 8 16 13 22 6
N08 0 O 0 0 0 0 1 0 0 0 2 1 4 0
Colbnia N12

Fémeas 1 21 22 3 4 5 6 71 72 8 91 92 93 10
1° N201 1 0 4 3 0 4 16 0 0 62 66 0 5 40
2° N202 0 1 2 1 0 3 25 1 0 15 6 24 13 29
3° N203 0 O 3 1 0 6 6 2 0 18 10 15 18 21
4° N204 0 O 2 2 0 7 16 4 0 11 20 14 8 7
5° N205 0 1 0 0 0 8 3 8 0 0 2 8 1 0
6° N206 0 O 0 0 0 3 5 3 0 2 1 9 2 0
7° N207 0 O 1 0 0 3 2 3 0 0 1 0 0 0
8° N208 0 O 0 0 0 1 1 1 0 0 0 6 2 2
N209 0 O 0 0 0 2 1 2 0 0 0 1 0 1
N210 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
N211 0 O 0 0 0 2 0 2 0 0 0 0 0 0

Numeracao dos comportamentos: (1) Postura de ovos; (2) Obtencdo de alimento: (2.1) sélido e (2.2)
liquido; (3) Trofalaxis adulto-larva; (4) Oofagia; (5) Distribuicdo de alimento para as larvas; (6)
Grooming; (7) Coleta de alimento: (7.1) sélido e liquido e (7.2) Coleta de polpa vegetal; (8) Inspecdo de
células; (9) Local predominante ocupada no favo pelas fémeas hierarquicamente superiores :(9.1) frente,
(9.2) atras ou (9.3) lateral do favo; e (10) Aplicacdo de substancias secretoras no ninho (esfregacéo do

gaster).
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Tabela 27: Quantificacdo dos comportamentos observados na colénia N13 durante a subfase pré-macho
na fase de pré-emergéncia de Mischocyttarus cassununga.

Colbnia N13 Frequéncia dos atos comportamentais observados

Fémeas 1 21 22 3 4 5 6 71 72 8 91 92 93 10
1° N301 0 1 0 0 0 2 13 0 0 11 4 3 5 3
2° N302 0 2 0 0 0 5 10 0 0o 17 8 9 4 2
3° N304 0 O 0 0 0 0 2 1 0 6 0 9 5 0
4° N305 0 O 0 0 0 0 1 0 0 1 0 4 0 0
N303 0 O 0 0 0 1 1 1 0 3 0 7 2 0
N311 0 O 0 0 0 0 3 0 1 5 5 1 0 0
N313 0 0 0 1 0 0 4 0 0 2 0 3 1 0
N312 0 1 0 1 0 3 3 0 0 4 1 6 1 2

Numeracdo dos comportamentos: (1) Postura de ovos; (2) Obtencéo de alimento: (2.1) solido e (2.2)
liquido; (3) Trofaléxis adulto-larva; (4) Oofagia; (5) Distribuicdo de alimento para as larvas; (6)
Grooming; (7) Coleta de alimento: (7.1) solido e liquido e (7.2) Coleta de polpa vegetal; (8) Inspecédo de
células; (9) Local predominante ocupada no favo pelas fémeas hierarquicamente superiores :(9.1) frente,
(9.2) atréas ou (9.3) lateral do favo; e (10) Aplicacdo de substancias secretoras no ninho (esfregacéo do
gaster).

Tabela 28: Quantificacdo dos comportamentos observados nas coldnias N5b e N8 durante a subfase pos-
macho na fase de pos-emergéncia de Mischocyttarus cassununga.

Frequéncia dos atos comportamentais observados

Colbnia N5b

Fémeas 1 21 22 3 4 5 6 71 72 8 91 92 93 10
N51 4 13 9 5 1 42 8 0 11 105 88 29 27 715
N52 1 8 8 1 0 40 49 3 5 56 45 51 30 44
N53 0 1 4 0 0O 36 38 13 7 21 6 36 14 19
N54 0 0 0 0 0O 27 12 23 0 2 10 3 4 10
N55 0 1 4 0 0 32 24 9 4 17 17 12 11 18
N56-macho 0O 0 2 0 0 1 1 0 0 4 8 0 0 0
Colbdnia N8

Fémeas 1 21 22 3 4 5 6 71 72 8 91 92 93 10
1° N81 2 3 8 3 0 11 20 0 1 40 39 1 1 35
2° N82 0 0 1 4 0 8 6 7 2 10 17 7 5 13
3° N84 0 0 0 0 0 5 3 5 0 1 1 2 1 2
4° N83 0 0 0 1 0 2 4 3 0 0 3 0 2 0
5° N85 0 1 4 2 0 0 9 0 0 3 18 1 0 0

Numeracdo dos comportamentos: (1) Postura de ovos; (2) Obtencéo de alimento: (2.1) solido e (2.2)
liquido; (3) Trofaléxis adulto-larva; (4) Oofagia; (5) Distribuicdo de alimento para as larvas; (6)
Grooming; (7) Coleta de alimento: (7.1) solido e liquido e (7.2) Coleta de polpa vegetal; (8) Inspecédo de
células; (9) Local predominante ocupada no favo pelas fémeas hierarquicamente superiores :(9.1) frente,
(9.2) atras ou (9.3) lateral do favo; e (10) Aplicacdo de substancias secretoras no ninho (esfregacéo do
gaster).
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Tabela 29: Quantificacdo dos comportamentos observados nas colonias N9 e N14 durante a subfase pré-

macho na fase de pos-emergéncia de Mischocyttarus cassununga.

Frequéncia dos atos comportamentais observados

Colbnia N9

Fémeas 1 21 22 3 4 5 6 71 72 8 91 92 93 10
1° N91 0 1 2 4 0 4 8 0 0 27 41 0 2 0
2° N92 0 5 1 9 0 10 12 0 0 24 34 0 2 8
3° N94 0 5 2 7 0 8 9 0 0 17 29 1 4 3
4° N93 0 O 1 6 0 2 13 0 1 16 22 3 8 6
5° N95 0 1 4 4 0 7 5 1 1 13 17 0 5 0
6° N96 0 0 0 0 0 8 4 5 0 1 1 1 0 0
7° N98 0 O 0 4 0 0 0 0 0 0 0 12 0 0
8° N97 0 O 0 1 0 11 4 10 0 6 3 2 1 0
Coldnia N14

Fémeas 1 21 22 3 4 5 6 71 72 8 91 92 93 10
a3 0 1 11 0 0 1 22 0 0 43 4 1 1 7
bl 0 O 1 0 0 5 5 10 0 1 1 0 1 0
c2 0 O 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
a6 0 0 4 0 0 2 0 2 0 0 1 2 1 0
cl 0 O 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0
b2 0 O 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
di 0 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
d2 0 0 0 0 0 1 1 2 0 2 1 0 0 0
d3 0 O 0 0 0 2 1 1 0 6 1 1 2 2
ad 0o 2 2 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0
ab 0 O 0 0 0 1 1 1 0 0 0 1 0 0
al 0 1 1 0 0 1 1 0 0 5 1 2 0 0
a2 0o 2 2 0 0 0 4 1 0 0 0 1 0 0

Numeracao dos comportamentos: (1) Postura de ovos; (2) Obtencédo de alimento: (2.1) sélido e (2.2)
liquido; (3) Trofalaxis adulto-larva; (4) Oofagia; (5) Distribuicdo de alimento para as larvas; (6)
Grooming; (7) Coleta de alimento: (7.1) s6lido e liquido e (7.2) Coleta de polpa vegetal; (8) Inspecédo de
células; (9) Local predominante ocupada no favo pelas fémeas hierarquicamente superiores :(9.1) frente,
(9.2) atras ou (9.3) lateral do favo; e (10) Aplicacdo de substancias secretoras no ninho (esfregacdo do

gaster).
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a.3) Analise estatistica e comportamental em Mischocyttarus cassununga

A anélise de Correlacdo de postos de Spearman (p < 0,05) mostrou que existe uma
correlacdo positiva significativa entre as variaveis Id e a frequéncia de inspecdo de células da
fémea nas colonias N4, N5, N7, N8, N9 e N13, mas ndo nas col6nias N6, N10, N11 e N12
(Tabelas 30 e 31). Isso mostra que, de maneira geral, as fémeas dominantes sdo as principais
responsaveis na vigilancia da sua propria prole. Embora, nas coldnias onde o resultado ndo foi
significativo, a tendéncia de uma correlacéo positiva € evidente.

Os resultados também mostram que existe uma forte correlacdo positiva entre 0 Id e 0
comportamento de esfregar o gaster no ninho em grande parte das col6nias (N4, N5, N7, N8,
N11, N12 e N13), com excecdo das col6nias N6, N9, N10 e N14, ou seja, as fémeas
dominantes também tendem a esfregar o gaster no ninho com maior frequéncia do que as
outras fémas da colonia (Tabelas 30 e 31).

Uma andlise de correlacdo de Spearman também foi realizada entre 0os comportamentos
de inspecdo de células e de esfregar o gaster no ninho, onde foi obtido uma correlacéo
significantemente positiva para a maior parte das colénias (N4, N5, N6, N7, N8, N10, N11,
N13 e N14), com excecdo das colénias N9 e N12. Isto foi feito para reforcar as afirmacdes
anteriores sobre a maior frequéncia dos dois comportamentos por parte das fémeas mais
dominantes (Tabelas 30 e 31).

Por outro lado, os resultados sobre a correlacdo de Spearman entre o Id e a frequéncia na
atividade de forrageamento apresentaram uma correlacdo negativa significante nas colonias
N9 e N10, sendo que nas colonias N4, N6, N12 e N13 houve correlagdo negativa, mas ndo
significativa (Tabelas 30 e 31). Na colonia N8 foi obtido uma correlacdo positiva e
significativa dessas duas variaveis, e uma correlacdo positiva ndo significativa nas colonias

N5b, N7, N11 e N14.
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Por fim, foi realizada uma analise de correlacdo entre o Id e a frequéncia total de
comportamentos intranidais realizados pelas fémeas na col6nia. Estes resultados mostraram
gue na maioria das colénias, com exce¢do de N6, N10, N12 e N14 (todas durante a subfase
pré-macho), existe uma correlacdo positiva entre o indice de dominancia e a frequéncia de
comportamentos intranidais realizados pela fémea dentro da hierarquia social.

Com base no indice de dominancia dos individuos, pode-se notar que, aparentemente ndo
existem diferencas comportamentais relacionadas a distribuicdo das tarefas durante a

ontogenia colonial (entre as subfases pré-macho e pds-macho) da espécie.
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Tabela 30: Andlise de correlacdo de postos de Spearman das col6nias N4, N6, N7, N10 e N11 na
subfase pré-macho durante a fase de pos-emergéncia em M. cassununga. (Comp.: comportamento)

(*valor significativo, p < 0,05); FT: Frequéncia total de comportamentos intranidais.

Colonia N Variaveis R P
N4 8 Id x Comp. 13 0,9048 *0,002
Id x Comp. 20 0,8743 *0,004
Comp. 13 x Comp. 20 0,9940 *0,000001
Id x Comp. 17 -0,0123 0,9
IdxFT 0,9121 *0,001
N6 9 Id x Comp. 13 0,1795 0,6
Id x Comp. 20 0,1956 0,6
Comp. 13 x Comp. 20 0,9126 *0,0005
Id x Comp. 17 -0,0689 0,8
IdxFT 0,2212 0,5
N7 8 Id x Comp. 13 0,9187 *0,001
Id x Comp. 20 0,9864 *0,000006
Comp. 13 x Comp. 20 0,9314 *0,0007
Id x Comp. 17 0,1569 0,7
IdxFT 0,9132 *0,001
N10 5 Id x Comp. 13 0,6882 0,1
Id x Comp. 20 0,6882 0,1
Comp. 13 x Comp. 20 1,00 *
Id x Comp. 17 -0,9747 *0,004
IdxFT 0,3590 0,5
N11 5 Id x Comp. 13 0,7631 0,1
Id x Comp. 20 0,9177 *0,02
Comp. 13 x Comp. 20 0,9177 *0,02
Id x Comp. 17 0,6316 0,2

IdxFT 0,9746 *0,004
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Continuacéo da tabela 30.

Colonia N Variaveis R P
N12 6 Id x Comp. 13 0,7143 0,1
Id x Comp. 20 0,8451 *0,03
Comp. 13 x Comp. 20 0,7775 0,06
Id x Comp. 17 -0,2070 0,6
Idx FT 0,7537 0,08
N13 8 Id x Comp. 13 0,9002 *0,0009
Id x Comp. 20 0,7235 *0,02
Comp. 13 x Comp. 20 0,8233 *0,006
Id x Comp. 17 -0,1838 0,6
Idx FT 0,9707 *0,00001

N- numero de individuos; Id- Indice de dominancia; Comp. 13- Inspecdo de células; Comp. 20-
Esfregar o gaster; Comp. 17- Atividade de forrageamento; R- coeficiente da correlagdo
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Tabela 31: Analise de correlacdo de postos de Spearman das col6nias N5b, N8, N9 e N14 na subfase

pés-macho durante a fase de pds-emergéncia em M. cassununga. (Comp.: comportamento) (*valor

significativo, p < 0,05); FT: Frequéncia total de comportamentos intranidais.

Colonia N Variaveis R P
N5b 7 Id x Comp. 13 0,9063 *0,004
Id x Comp. 20 0,9145 *0,003
Comp. 13 x Comp. 20 0,9369 *0,001
Id x Comp. 17 0,0596 0,8
IdxFT 0,9063 *0,004
N8 9 Id x Comp. 13 0,74 *0,02
Id x Comp. 20 0,9219 *0,0004
Comp. 13 x Comp. 20 0,8460 *0,004
Id x Comp. 17 0,88 *0,001
IdxFT 0,8199 *0,006
N9 6 Id x Comp. 13 1,00 *
Id x Comp. 20 0,3339 0,5
Comp. 13 x Comp. 20 0,3339 0,5
Id x Comp. 17 -0,9411 *0,005
IdxFT 0,9428 *0,004
N14 13 Id x Comp. 13 0,51 0,2
Id x Comp. 20 0,12 0,7
Comp. 13 x Comp. 20 0,66 *0,01
Id x Comp. 17 0,32 0,6
IdxFT 0,14 0,07

N- numero de individuos; Id- Indice de dominancia; Comp. 13- Inspecdo de células; Comp. 20-
Esfregar o gaster; Comp. 17- Atividade de forrageamento; R- coeficiente da correlagdo
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b) Analise morfofisiologica das fémeas de Mischocyttarus cassununga

Os resultados obtidos no estudo morfofisioldgico da presente espécie (Tabelas 32 e 33)
mostram que, em geral, as fémeas mais dominantes também sdo os individuos
reprodutivamente dominantes (fémeas inseminadas) e relativamente mais velhos
(pigmentacéo preta da linha transversal do 3° tergito — Figura 3), apresentando um padrédo
ovariano A (Figura 4), com elevada (bastante) ou consideravel (média) quantidade de corpo
gorduroso no interior do gaster, assim como, também geralmente apresentam um maior
desenvolvimento relativo da glandula de Van der Vecht (Figura 6), com excecdo das colonias
N5 e N8 na subfase pos-macho (Tabela 33).

As fémeas hierarquicamente superiores, logo abaixo da fémea mais dominante no ranking
da hierarquia (2% e 3% posicdes), geralmente também sdo as mais velhas da col6nia (com
excecdo das col6nias N5b, N6, N9, N12) (Tabelas 32 e 33), entretanto, somente a 2% fémea
dominante quase sempre possui um relativo desenvolvimento do ovario (com excecao das
colénias N10, N11 e N13) (Tabela 32). A presenca de mais de uma fémea inseminada apta a
gerar uma prole 2n na coldnia foi constatada na maior parte das colénias (com excecdo das
col6nias N7, N11 e N13) (Tabelas 32 e 33), onde as fémeas hierarquicamente superiores da 2°
posicao no ranking geralmente eram os outros individuos inseminados. Na colénia N8 (Tabela
33), as quatro primeiras fémeas do ranking apresentaram a espermateca contendo
espermatozdides (Figura 5), e na colénia N12 (Tabela 32), as trés primeiras fémeas.

Além dos padrdes de desenvolvimento ovariano A e B das fémeas inseminadas, também
constatou-se fémeas inseminadas com o padrdo C (Colénias N5b, N6 e N10) (Tabelas 32 e
33; Figura 4), onde duas delas apresentaram uma idade relativa maior em suas col6nias,
enquanto a outra apresentou uma idade relativa menor. Ndo foram encontradas fémeas com
padroes D e E de desenvovimento ovariano inseminadas, € nenhum ovario do tipo

filamentoso (sem a presenca de ovacitos e células nutridoras).
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Em relagdo ao desenvolvimento da glandula de Van der Vecht (Figura 6), observou-se
que as fémeas mais dominantes da coldnia, geralmente possuem um maior desenvolvimento
deste 6rgdo (com excecdo das coldnias N5b, N8 e N13) (Tabelas 32 e 33).

A gquantidade relativa de corpo gorduroso presente no interior do gaster também mostrou
uma aparente relacdo com o desenvolvimento do ovario, ou seja, as fémeas com um maior
desenvolvimento deste Orgdo reprodutivo concomitantemente apresentaram um maior

acumulo deste corpo no gaster (Tabelas 32 e 33).



Tabela 32: Parametros morfofisioldgicos das fémeas coletadas nas subfases pré-macho durante a

fase de pos-emergéncia em M. cassununga.

Colbonia Subfase Fémea Ranking [I/NI D.O. I.R. Gvdv C.G.
N4 Pré N41 1 sim A preto bastante bastante
N42 2 sim B preto bastante bastante
N45 3 nao E preto médio pouco
N43 4 nao B preto médio médio
N411 5 nao E preto médio pouco
N44 6 nao C amarelo médio bastante
N414 7 nao D amarelo pouco médio
N47 8 nao E amarelo medio médio
N6 Pré N61 1 sim A preto bastante médio
N62 2 sim A preto bastante médio
N63 3 néo E amarelo pouco pouco
N64 4 sim C castclaro  bastante médio
N65 5 néo E  castescuro  pouco pouco
N66 6 nao E  castescuro  médio médio
N67 7 néo E  castescuro  pouco pouco
N69 8 nédo E preto pouco pouco
N610 9 néo E amarelo pouco pouco
N7 Pré N71 1 sim A preto bastante bastante
N72 2 nao B preto médio bastante
N74 3 néo E cast claro pouco pouco
N73 4 nédo D castescuro  médio pouco
N75 5 néo E amarelo pouco pouco
N76 6 néo E amarelo pouco pouco
N77 7 néo E amarelo pouco pouco
N78 8 néo E amarelo pouco médio
N10 Pré N101 1 sim A preto pouco médio
N102 2 sim C preto pouco médio
N104 3 nao D cast claro pouco pouco
N107 4 nao E amarelo pouco pouco
N108 5 nao E amarelo pouco pouco
N11 Pré NO1 1 sim A preto médio bastante
N02 2 nao C castescuro  médio bastante
NO3 3 néo D cast claro médio bastante
NO5 4 nédo E cast claro pouco pouco
NO4 5 néo E amarelo pouco pouco
NOG6 6 nao D amarelo pouco pouco




Continuacdo da tabela 32.
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Colbnia Subfase Fémea Ranking [I/NI D.O. I.R. Gvdv C.G.

N12 Pré N201 1 sim A preto bastante bastante
N202 2 sim A castescuro bastante médio
N203 3 sim B  castescuro  médio médio
N204 4 nao C amarelo médio bastante
N205 5 nédo B preto médio médio
N207 6 nao E preto pouco pouco
N208 7 néo E amarelo pouco pouco
N209 8 néo E preto pouco pouco
N212 9 néo E amarelo pouco pouco

N13 Pré N301 1 sim B preto médio bastante
N302 2 néo C preto bastante médio
N304 3 nédo D amarelo pouco médio
N305 4 néo E amarelo pouco médio
N303 5 nédo E amarelo pouco pouco
N306 6 néo E amarelo pouco pouco

I/NI: Inseminada/N&o inseminada; DO: Desenvolvimento ovariano; IR: Idade relativa; GVdV: Glandula de
Van der Vecht; CG: Corpo gorduroso.



Tabela 33: Parametros morfofisiologicos das fémeas coletadas na subfase pés-macho durante a

fase de p6s-emergéncia em M. cassununga.

Colonia Subfase Fémea Ranking /NI D.O. I.R. Gvdv C.G.
N5a Pds X1 1 sim C preto bastante médio
X2 2 sim B preto pouco pouco
X3 3 nao D cast claro médio médio
N5b Pés N51 1 sim A preto médio médio
N52 2 sim B preto médio médio
N53 3 nao D amarelo bastante bastante
N54 4 néo D amarelo bastante médio
N55 5 nao E amarelo médio meédio
N57 6 néo E amarelo pouco pouco
N58 7 nédo E cast claro pouco médio
N8 Pds N81 1 sim A preto pouco bastante
N82 2 sim B preto médio bastante
N84 3 sim B preto bastante bastante
N83 4 sim B preto bastante bastante
N87 5 nédo E preto médio pouco
N88 6 nédo E preto médio pouco
N89 7 néo E preto bastante pouco
N81 8 nédo E amarelo médio pouco
N811 9 nao D preto médio médio
N9 Pés N91 1 sim A preto bastante médio
N92 2 sim A amarelo médio médio
N94 3 nao B amarelo médio pouco
N93 4 nao B preto médio médio
N95 5 nao C cast claro médio médio
N97 6 nao E amarelo pouco pouco

I/NI: Inseminada/N&o inseminada; DO: Desenvolvimento ovariano; IR: Idade relativa; GVdV: Glandula de
Van der Vecht; CG: Corpo gorduroso. Obs: Os aspectos morfofisioldgicos da colénia N5 estéo
representados separadamente em duas partes porque esta se dividiu durante as observacdes finais
na subfase pos-macho na fase de pds-emergéncia.
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¢) Estudo dos hidrocarbonetos cuticulares em Mischocyttarus cassununga

A andlise dos compostos cuticulares da espécie Mischocyttarus cassununga resultou em
um total de 88 compostos detectados, sendo 84 identificados e 4 ndo identificados (Tabela
34). A totalidade das substancias encontradas foi representada por hidrocarbonetos, divididos
entre alcanos saturados lineares e ndo lineares. Esses compostos pouco Vvolateis apresentam
cadeias longas que variam de 16 a 36 atomos de carbono. Considerando toda a amostra, 0s
alcanos encontrados em maior concentracdo relativa para a maior parte das colonias
analisadas foram o Heptacosano (C27), 3-Metilheptacosano, Nonacosano (C29), 9e 11 e 13
e 15-Metilnonacosano, 3-Metilnonacosano, 11, 16-Dimetilhentriacontano.

Foi possivel agrupar os compostos em alcanos lineares, alcanos ramificados com radical
metil, alcanos ramificados com dimetil, alcanos ramificados com etil e “alcanos” ndo
identificados, onde 0 numero de compostos e a porcentagem relativa foi respectivamente de
17 alcanos lineares (14,65%), 42 metilalcanos (36,20%), 38 dimetilalcanos (32,75%), 15
etilalcanos (12,92%) e 4 compostos presentes na cuticula (3,48%) que ndo puderam ser
identificados por apresentarem o espectro incompleto (Figura 7).

A tabela 34 apresenta os valores da média e do desvio padrdo (M + DP) da concentracao
relativa, de cada substancia encontrada nas fémeas da espécie. A quantidade de compostos
que contribuem com uma concentracao relativa maior que 1% no perfil cuticular da fémea na
colénia é relativamente menor do que o total de hidrocarbonetos encontrados na espécie.
Estes compostos cuticulares foram o heptacosano (C27), 7, 16-dimetilheptacosano, 3-
metilheptacosano, nonacosano (C29), 9 e 11 e 13 e 15-metilnonacosano, 7-metilnonacosano,
11, 15-dimetilnonacosano, 9, 15 e 9, 16-dimetilnonacosano, 7, 15 e 7, 18-dimetilnonacosano,
3-metilnonacosano, 13, 15-dimetilnonacosano, 11 e 13 e 14 e 15-detiltriacontano, 11, 15-

dimetiltriacontano, 9 e 11 e 13 e 15-metilhentriacontano, 7-metilhentriacontano, 11, 16-
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dimetilhentriacontano, 9, 21-dimetilhentriacontano, 7, 19 e 7, 16-dimetilhentriacontano, 5, 17-
dimetilhentriacontano, 15, 16-dimetilhentriacontano. Na figura 8, através do cromatograma do
perfil quimico de uma fémea da espécie, pode-se perceber que 0s maiores picos sdo das

substancias cuticulares mais relevantes no presente estudo.
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Tabela 34: Tempo de retencdo (minutos) e valores da média e desvio padrdo dos compostos

cuticulares detectados nos individuos coletados nas subfases pré-macho e p6s-macho durante a fase de

p6s-emergéncia em M. cassununga. (M = DP: Média e Desvio Padrdo).

Picos Tempo de retencéo Compostos M + DP
1 5.90 Hexadecano (C16) 0,302 £ 0,231
2 7.86 Heptadecano (C17) 0,045+ 0,035
3 10.10 Octadecano (C18) 0,018 £ 0,015
4 12.62 Nonadecano (C19) 0,021 + 0,017
5 15.31 Eicosano (C20) 0,021 + 0,017
6 18.08 Heneicosano (C21) 0,036 + 0,062
7 20.82 Docosano (C22) 0,025+ 0,018
8 22.79 11-Metildocosano 0,007 £ 0,014
9 23.55 Tricosano (C23) 0,109 + 0,153
10 24.56 9-Metiltricosano 0,015+ 0,041
11 26.22 Tetracosano (C24) 0,029 + 0,048
12 28.81 Pentacosano (C25) 0,567 £ 0,744
13 29.72 9-Metilpentacosano 0,046 + 0,100
14 29.80 7-Metilpentacosano 0,006 + 0,014
15 30.64 3-Metilpentacosano 0,034 + 0,044
16 31.30 Hexacosano (C26) 0,237 + 0,282
17 32.71 4-Metilhexacosano 0,228 +1,751
18 33.09 3-Metilhexacosano 0,062 + 0,062
19 33.78 Heptacosano (C27) 7,774 £ 8,000
20 34.50 - 34.56 11 e 13-Metilheptacosano 0,780+ 0,811
21 34.59 9-Metilheptacosano 0,151 £ 0,246
22 34.70 7-Metilheptacosano 0,299 + 0,258
23 34.93 5-Metilheptacosano 0,094 + 0,084
24 35.33 7, 16-Dimetilheptacosano 1,174 £ 1,387
25 35.51 3-Metilheptacosano 7,816 + 5,636
26 35.68 5, 17-Dimetilheptacosano 0,009 + 0,047
27 36.13 Octacosano (C28) 0,806 + 0,711
28 36.20 7-Etilheptacosano 0,294 + 0,850
29 36.78 - 36.88 9 e 11 e 13-Metiloctacosano 0,444 £ 0,235
30 37.01 7-Metiloctacosano 0,051 + 0,081
31 37.12 6-Metiloctacosano 0,030 + 0,041
32 37.41 4-Metiloctacosano 0,755+ 0,531
33 37.62 7, 17-Dimetiloctacosano 0,053 + 0,063
34 37.78 3-Metiloctacosano 0,181+ 0,010
35 38.10 11, 16-Dimetiloctacosano 0,081 + 0,147
36 38.40 Nonacosano (C29) 5,949 +6,112




Continuacdo da tabela 34.
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Picos Tempo de retencéo Compostos M + DP
37 39.07 -39.25 9 e 11 e 13 e 15-Metilnonacosano 12,924 + 6,365
38 39.32 7-Metilnonacosano 4,597 + 2,818
39 39.50 5-Metilnonacosano 0,340 £ 0,162
40 39.67 11, 15-Dimetilnonacosano 2,530+ 2,071
41 39.71 - 39.83 9, 15 e 9, 16-Dimetilnonacosano 3,024 + 2,859
42 39.87 - 39.93 7,15 e 7, 18-Dimetilnonacosano 1,594 +1,192
43 39.95 7, 21-Dimetilnonacosano 0,420 £ 1,230
44 40.06 3-Metilnonacosano 7,899 £ 6,134
45 40.20 5, 17-Dimetilnonacosano 0,636 + 1,324
46 40.35 - 40.44 6 e 8 e 11 e 14-Etilnonacosano 0,187 + 0,203
47 40.48 - 40.50 10 e 15-Etilnonacosano 0,035+ 0,077
48 40.59 - 40.70 13, 15-Dimetilnonacosano 3,455 + 5,237
49 40.71 8, x-Dimetilnonacosano 0,512 + 1,498
50 41.24 - 41.35 11 e 13 e 14 e 15-Metiltriacontano 1,749 £ 1,709
51 41.48 7-Metiltriacontano 0,050 £ 0,235
52 41.54 6-Metiltriacontano 0,030 £ 0,035
53 41.79 11, 15-Dimetiltriacontano 1,567 +0,778
54 42.05 3-Metiltriacontano 0,021 £ 0,045
55 42.16 6, 16-Dimetiltriacontano 0,035+ 0,048
56 42.28 13, 17-Dimetiltriacontano 0,073+0,117
57 42.44 4, 16-Dimetiltriacontano 0,670+ 1,173
58 42.77 Hentriacontano (C31) 0,304 + 0,362
59 42.96 - 43.09 8 e 10 e 14-Etiltriacontano 0,158 £ 0,246
60 43.37 9 e 11 e 13 e 15-Metilhentriacontano 3,652 +1,919
61 43.59 7-Metilhentriacontano 1,920 +1,012
62 43.95 11, 16-Dimetilhentriacontano 14,663 + 9,859
63 44.10 9, 21-Dimetilhentriacontano 1,184+ 2,073
64 44.16 - 44.25 7,19 e 7, 16-Dimetilhentriacontano 1,439 + 1,356
65 44.34 3-Metilhentriacontano 0,677 +£1,032
66 44.42 5, 17-Dimetilhentriacontano 1,209 + 2,105
67 44,51 - 44.88 10 e 15-Etilhentriacontano 0,342 + 0,334
68 45.00 15, 16-Dimetilhentriacontano 0,972+ 1,483
69 45.15 8-Metildotriacontano 0,047 £ 0,105
70 45.60 - 45.72 15, 16 e 15, 17-Dimetildotriacontano 0,382 + 0,392
71 45.77 8, 16 e 8, 18-Dimetildotriacontano 0,251 + 0,456
72 46.26 11, 17-Dimetildotriacontano 0,359 + 0,333
73 46.69 6, 18-Dimetildotriacontano 0,042 £ 0,081




Continuacao da tabela 34.

Picos Tempo de retencéo Compostos M + DP
74 47.07 4, 16-Dimetildotriacontano 0,038 £ 0,078
75 48.33 - 48.41 11, 17 e 15, 17-Dimetiltritriacontano 0,117+ 0,130
76 48.75 7-Metiltritriacontano 0,107 £ 0,126
77 49.12 - 49.45 11, 18 e 15, 18-Dimetiltritriacontano 0,389 + 0,340
78 49.55 - 49.66 7,18 e 7, 19-Dimetiltritriacontano 0,276 + 0,420
79 49.91 5, 17-Dimetiltritriacontano 0,058 + 0,095
80 50.78 N&o identificado 0,053 £ 0,102
81 51.60 Tetratriacontano (C34) 0,007 + 0,014
82 51.84 8, 18 e 10, 18-Dimetiltetratriacontano 0,135+ 0,263
83 52.64 N&o identificado 0,036 + 0,044
84 53.93 Nao identificado 0,008 + 0,017
85 55.16 N&o identificado 0,009 + 0,025
86 55.51 16-Etiltetratriacontano 0,099 + 0,107
87 56.88 14-Etiltetratriacontano 0,047 + 0,058
88 57.71 6-Etiltetratriacontano 0,060 £ 0,120
40,00%
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30,00%
25,00%
20,00%
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Figura 7. Porcentagem do nimero de compostos encontrados em uma populagdo da espécie
M. cassununga.
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Figura 8. Cromatograma (TIC = cromatograma de ions totais x RT = tempo de retencdo) do perfil quimico da
espécie de vespa eussocial basal M. cassununga. (V. Apéndice)

l Compostos selecionados para analise estatistica.

1Picos de contaminacdo (todos foram retirados da amostra e os valores das concentraces relativas foram
recalculados).

c.1) Comparacao dos perfis quimicos entre as coldnias de Mischocyttarus cassununga

O resultado da analise discriminante stepwise dos compostos cuticulares mostrou que é
possivel separar significativamente grande parte dos grupos analisados (Modelo global:
Wilks’s A =0.0057, F(165,557) =2.64, p < 0.00001) (Tabelas 35 a 37). A MANOVA revelou
que existe uma diferenca significativa entre os perfis cuticulares das colonias estudadas (F=
928.73, p= 0.0000001).

A tabela 38 apresenta os resultados da andlise candnica para todas as combinagdes
possiveis entre as colonias, onde algumas poucas compara¢Ges (19,6%) com base na

proporcao dos hidrocarbonetos ndo foram significativas.
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Ainda, de acordo com a andlise discriminante (Figura 9), as diferencas foram baseadas
em um contraste entre 0os compostos heptacosano (C27), 3-metilheptacosano, 9e 11 e 13 e 15-
metilnonacosano, 7, 15 e 7, 18-dimetilnonacosano, 13, 15-dimetilnonacosano, e 11, 16-
dimetilhentriacontano. A Figura 9 mostra a grande variacdo existente entre as concentracdes
dos compostos das col6nias e inclusive nas fémeas co-especificas. Nota-se também que o0s
grupos G2 e G3 de fémeas das colénias N5a e N5b apresentaram uma certa similaridade na
concentracdo, o que pode ser visto pela proximidade das medianas em todas as concentracdes
de ambos.

Através da andlise canonica, a classificacdo da matriz mostrou um total de 73,25% de

correta alocacdo dos individuos dentro do grupo (= col6nia) esperado (Figura 10).



Tabela 35: Valores médios e desvio padrdo da concentracdo relativa dos compostos cuticulares das fémeas de diferentes

coldnias (Colénia N4 a N6) em M. cassununga. (G: Grupo; M + DP: Média e Desvio Padrao).
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Tempo de Gl G2 G3 G4
COMPOSTOS retenco N=8 N=3 N=7 N=9
M = DP M + DP M = DP M = DP
Heptacosano (C27) 33.78 5,23+ 4,70 7,02 +5,46 13,39+ 12,02 13,77 £ 9,65
7, 16-Dimetilheptacosano 35.33 1,47 £ 0,66 2,27 + 2,66 0,92 + 0,68 1,94+2,08
3-Metilheptacosano 35.51 9,58 + 3,20 1791+1510 14,70+10,08 7,96 £4,25
Nonacosano (C29) 38.40 2,63+ 153 3,11+ 3,23 4,82 + 3,82 8,30 + 6,54
9e 11 e 13 e 15-Metilnonacosano 39.07 - 39.25 8,24 +2,91 8,23+ 7,50 8,50 + 5,88 10,31 +4,31
7-Metilnonacosano 39.32 3,32+2,60 3,99 + 4,06 3,74 + 3,93 4,61 +2093
11, 15-Dimetilnonacosano 39.67 1,69 £0,93 1,97 +£3,01 2,25+ 1,56 2,01+0,94
9, 15e 9, 16-Dimetilnonacosano 39.71-39.83 3,12+ 1,67 5,99 + 6,40 2,16 +1,55 2,81+1,58
7,15 e 7, 18-Dimetilnonacosano 39.87 - 39.93 0,82 £ 0,99 0,99 + 0,90 0,78 +0,73 1,17+1,21
3-Metilnonacosano 40.06 6,03 + 2,34 11,11 + 13,22 10,46 + 8,81 8,32 + 3,65
13, 15-Dimetilnonacosano 40.59 - 40.70 9,02 + 6,47 3,98 + 5,02 5,53 + 4,94 1,94 £+ 3,62
11 e 13 e 14 e 15-Metiltriacontano 41.24 -41.35 3,892,770 2,30+2,72 2,34+1,84 0,95+ 1,44
11, 15-Dimetiltriacontano 41.79 1,15+0,74 1,90+0,79 1,09+£0,43 1,28 +0,76
9 e 11 e 13 e 15-Metilhentriacontano 43.37 2,70 £ 0,95 2,64 +235 2,79+2,26 2,51+1,61
7-Metilhentriacontano 43.59 132+1,12 1,32 +0,99 1,09 £0,89 2,22 +1,23
11, 16-Dimetilhentriacontano 43.95 8,647,771 8,78 + 10,31 6,80 + 6,04 12,43 +7,63
9, 21-Dimetilhentriacontano 44.10 0,47 £ 0,43 0,31 +0,37 0,26 + 0,27 1,67 £ 3,22
7,19 e 7, 16-Dimetilhentriacontano 44.16 - 44.25 2,42 + 0,69 1,13+1,01 2,10+1,01 1,27+2,04
5, 17-Dimetilhentriacontano 44.42 4,66 + 2,20 1,57+1,99 1,62 +2,10 0,72+1,69
15, 16-Dimetilhentriacontano 45.00 2,54 +141 1,10+ 1,55 1,47 £1,44 0,54 + 1,09

Caracterizagdo dos grupos: G1- col6nia N4, G2- coldnia N5a, G3- coldnia N5b, G4- col6nia N6, G5- colbnia N7, G6-

col6nia N8, G7- colonia N9, G8- colonia N10, G9- coldnia N11, G10- col6nia N12, G11- coldnia N13, G12- col6nia N14.



Tabela 36: Valores médios e desvio padrdo da concentracdo relativa dos compostos cuticulares das fémeas de diferentes

coldnias (Colénias N7 a N10) em M. cassununga. (G: Grupo; M + DP: Média e Desvio Padréo).
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Tempo de Ci5 ?6 Ci7 G_8
COMPOSTOS retencao N=8 N=9 N=6 N=5
M = DP M + DP M + DP M = DP
Heptacosano (C27) 33.78 6,17 £ 5,13 18,66 + 10,39 2,77 +1,68 2,38+ 1,53
7, 16-Dimetilheptacosano 35.33 1,25+2,07 1,23+1,27 0,72+0,50 0,64 +0,43
3-Metilheptacosano 35.51 10,39 £ 2,23 8,14 + 2,77 2,81+0,52 2,48 £ 0,90
Nonacosano (C29) 38.40 2,00+ 1,06 16,03 + 10,34 5,63+141 7,03 + 3,46
9e 1l e 13 e 15-Metilnonacosano 39.07 - 39.25 10,11 + 3,90 7,95+541 17,35+1,49  22,19+5,63
7-Metilnonacosano 39.32 3,29+£2,94 2,74 £1,53 4,37 £ 0,67 6,83 £ 2,28
11, 15-Dimetilnonacosano 39.67 3,80 5,60 2,39+ 1,39 3,01+1,01 1,95+1,38
9, 15e 9, 16-Dimetilnonacosano 39.71-39.83 4,67 +7,49 2,23+1,80 2,23+0,39 1,82+1,06
7,15 e 7, 18-Dimetilnonacosano 39.87 - 39.93 1,23+£0,80 1,38+1,32 2,02+0,43 1,48 £1,36
3-Metilnonacosano 40.06 6,25 £ 3,27 11,42 £7,59 7,34 £1,76 6,60 £ 2,57
13, 15-Dimetilnonacosano 40.59 - 40.70 9,64 + 6,54 0,63 +0,20 0,61+0,14 0,41+0,19
11 e 13 e 14 e 15-Metiltriacontano 41.24 - 41.35 3,34+1,88 0,45+0,32 1,44 +£0,30 1,14+0,51
11, 15-Dimetiltriacontano 41.79 1,13+£0,42 1,24 £ 0,67 2,45+0,74 1,35+0,91
9 e 11 e 13 e 15-Metilhentriacontano 43.37 3,02+1,28 1,76 £1,29 5,87 £ 0,20 6,24 + 0,92
7-Metilhentriacontano 43.59 0,99 + 0,69 2,45+0,84 2,49 +0,49 3,60+0,12
11, 16-Dimetilhentriacontano 43.95 6,65 + 2,80 9,92+7,73 25,83+8,31 16,68 +9,32
9, 21-Dimetilhentriacontano 44.10 0,27 +0,18 0,41+0,55 1,31+0,34 4,41 + 4,39
7,19 e 7, 16-Dimetilhentriacontano 44.16 - 44.25 3,042,119 0,49 + 0,57 1,71+1,59 0,93+0,53
5, 17-Dimetilhentriacontano 44.42 3,65+ 254 0,11+0,19 0,00 £ 0,00 0,06 £0,13
15, 16-Dimetilhentriacontano 45.00 2,53+1,98 0,12 + 0,08 0,20 + 0,09 0,14 +0,10

Caracterizagdo dos grupos: G1- col6nia N4, G2- colénia N5a, G3- coldnia N5b, G4- colénia N6, G5- colbnia N7, G6-

col6nia N8, G7- colonia N9, G8- colonia N10, G9- coldnia N11, G10- col6nia N12, G11- coldnia N13, G12- col6nia N14.



Tabela 37: Valores médios e desvio padrdo da concentracdo relativa dos compostos cuticulares das fémeas de diferentes

colénias (Colbnias N11 a N14) em M. cassununga. (G: Grupo; M + DP: Média e Desvio Padrao).
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Tempo de G9 G10 G111 G12
COMPOSTOS retencao N=5 N=6 N=9 N=11
M = DP M + DP M + DP M = DP
Heptacosano (C27) 33.78 3,58 +1,33 5,32+ 3,41 3,85+1,74 5,24 + 3,72
7, 16-Dimetilheptacosano 35.33 0,79+0,70 0,67 + 0,57 0,48 + 0,25 1,59 +£1,97
3-Metilheptacosano 35.51 4,02 +0,84 8,77 +1,62 4,46 +1,95 6,26 + 2,37
Nonacosano (C29) 38.40 4,63+ 1,95 2,97 +2,08 3,56 + 1,62 6,42 + 6,30
9e 11 e 13 e 15-Metilnonacosano 39.07 - 39.25 21,41 + 4,08 14,45 + 4,24 16,54 +1,42 14,41 +6,89
7-Metilnonacosano 39.32 4,57 + 0,66 4,27 +£1,81 6,98 + 2,57 6,05 + 3,10
11, 15-Dimetilnonacosano 39.67 2,46 + 1,28 1,93+0,63 4,16 +0,14 2,12+0,94
9, 15e 9, 16-Dimetilnonacosano 39.71-39.83 2,12+0,72 3,17+ 1,50 3,82+1,50 2,99+ 154
7,15 e 7, 18-Dimetilnonacosano 39.87 - 39.93 3,57 +2,14 1,59 £ 0,50 1,96 £ 0,27 2,25+1,03
3-Metilnonacosano 40.06 7,50 + 0,62 4,75+ 2,10 555+ 1,79 9,45+ 11,06
13, 15-Dimetilnonacosano 40.59 - 40.70 0,37 £ 0,25 9,82 + 6,08 0,50 + 0,10 0,29+ 0,17
11 e 13 e 14 e 15-Metiltriacontano 41.24 - 41.35 1,11+0,44 2,77+ 1,59 1,14+0,18 0,92 +0,46
11, 15-Dimetiltriacontano 41.79 1,65+0,95 1,09 +£0,15 2,41 +0,39 2,06 + 0,52
9 e 11 e 13 e 15-Metilhentriacontano 43.37 6,08 + 0,46 457+1,44 4,52 +0,93 341+1,74
7-Metilhentriacontano 43.59 2,10+0,21 1,07 £ 0,50 2,38+ 0,49 1,97 £ 0,65
11, 16-Dimetilhentriacontano 43.95 19,88 + 11,20 10,78 + 6,42 25,64+441  20,95+8,71
9, 21-Dimetilhentriacontano 44.10 3,94 + 3,65 1,22+2,16 0,83 + 0,49 0,92 +0,48
7,19 e 7, 16-Dimetilhentriacontano 44.16 - 44.25 0,68 + 0,63 1,50 +1,17 1,14+0,26 0,78 +0,51
5, 17-Dimetilhentriacontano 44.42 0,11 +£0,15 1,82 +2,82 0,12 +0,15 0,17 +£0,19
15, 16-Dimetilhentriacontano 45.00 0,16 + 0,07 2,99 + 2,06 0,16 + 0,04 0,13+ 0,06

Caracterizagdo dos grupos: G1- col6nia N4, G2- colénia N5a, G3- coldnia N5b, G4- colénia N6, G5- colbnia N7, G6-

col6nia N8, G7- colonia N9, G8- colonia N10, G9- coldnia N11, G10- col6nia N12, G11- coldnia N13, G12- col6nia N14.



Tabela 38: Distancia Mahalanobis, F, e valor de p nas comparacdes dos compostos cuticulares

entre as diferentes col6nias. (* significativo para p <0,05)

Combinagoes Distancia de Mahalanobis F P
Gl1xG2 17,04 2,01 *0,02
G1xG3 11,68 2,36 *0,009
Gl x G4 10,21 2,34 *0,01
G1xG5 8,41 1,82 0,05
G1lxG6 18,29 4,19 *0,00003
GlxG7 36,50 6,76 *0,0000001
G1xG8 48,96 8,14 *0,0000001
G1xG9 26,61 4,43 *0,00001
G1x G10 18,61 3,45 *0,0003
Gl1x G111 22,12 5,06 *0,000003
GlxG12 19,82 4,96 *0,000004
G2xG3 12,16 1,38 0,1
G2 x G4 19,39 2,361 *0,009
G2 x G5 11,73 1,38 0,1
G2 x G6 19,59 2,38 *0,009
G2 x G7 36,50 3,941 *0,00006
G2 x G8 54,33 5,51 *0,000001
G2xG9 34,38 3,48 *0,0002
G2 xG10 19,33 2,09 *0,02
G2 xG1l1 22,37 2,72 *0,003
G2 x G12 20,58 2,62 *0,004
G3x G4 13,95 2,97 *0,001
G3x G5 5,87 1,18 0,3
G3xG6 16,38 3,49 *0,0002
G3x G7 33,36 5,82 *0,0000001
G3xG8 52,16 8,22 *0,0000001
G3xG9Y 27,65 4,36 *0,00002
G3xG10 7,09 1,24 0,2
G3xGl11 19,18 4,08 *0,00004
G3xG12 19,35 4,47 *0,00001
G4 x G5 15,34 3,51 *0,0002
G4 x G6 4,59 1,12 0,3
G4 x G7 14,78 2,88 *0,001
G4 x G8 28,94 5,029 *0,000003

G4 x G9 9,51 1,65 0,08




Continuacéo da tabela 38.

Combinagoes Distancia de Mahalanobis F P
G4 x G10 13,79 2,68 *0,003
G4 x G11 8,86 2,155 *0,01
G4 x G12 8,16 2,18 *0,01
G5 x G6 17,38 3,98 *0,00006
G5 x G7 34,87 6,46 *0,0000001
G5x G8 53,26 8,86 *0,0000001
G5xG9 24,92 4,14 *0,00003
G5x G10 7,97 1,48 0,1
G5xG11 20,17 4,62 *0,00001
G5x G12 21,05 5,27 *0,000002
G6 x G7 13,54 2,63 *0,004
G6 x G8 32,15 5,59 *0,000001
G6 x G9 10,77 1,87 *0,04
G6 x G10 17,98 3,50 *0,0002
G6 x G11 8,97 2,18 *0,01
G6 x G12 9,40 2,51 *0,005
G7xG8 14,04 2,07 *0,02
G7xG9 8,42 1,24 0,2
G7xG10 26,39 4,28 *0,00002
G7x G111 5,019 0,97 0,4
G7xG12 10,64 2,23 *0,01
G8xG9 18,04 2,44 *0,007
G8 x G10 44,13 6,51 *0,0000001
G8x G11 19,45 3,38 *0,00039
G8 x G12 23,51 4,37 *0,00002
G9x G10 18,29 2,69 *0,003
G9x G11 8,19 1,42 0,1
G9x G12 7,68 1,43 0,1
G1l0ox G11 16,04 3,12 *0,0008
G1l0x G12 19,29 4,05 *0,00005
Glix G12 4,30 1,15 0,3

87
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Figura 9. Box-plots indicando a mediana, percentil 25, percentil 75 e leque dos valores ndo isolados das concentragdes
relativas dos hidrocarbonetos responséveis pela diferenciacdo do perfil cuticular das fémeas conforme as col6nias em

M. cassununga.
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Figura 10. Andlise candnica dos compostos cuticulares das fémeas de cada uma das coldnias. As duas

primeiras raizes representam 63% da variabilidade das amostras. Intervalo de confianga= 85% (Elipses).

c.2) Comparacao dos perfis quimicos das fémeas e dos pedunculos dos ninhos entre as
colbnias de Mischocyttarus cassununga

Com a andlise discriminante stepwise foi possivel separar significantemente todos os
grupos analisados, tanto nas colénias sem divisdo (Segunda analise - Modelo global: Wilks’s
L =0.1114, F@42,57) =4.7728, p < 0.00001), quanto nas que se dividiram (Terceira analise -
Modelo global: Wilks’s A =0.00001, F(68,18) =9.9245, p < 0.00001). A MANOVA também
demonstrou que todos os grupos diferem significantemente em seu perfil cuticular em ambas
as comparacdes (Segunda analise - F= 122947.5, p= 0.002; Terceira analise - F= 463.02, p=
0.0000001). Conforme o resultado obtido na anélise anterior, as colonias ndo foram analisadas

conforme as subfases pré-macho ou pds-macho.
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Na segunda comparacao, 0s compostos responsaveis pela separagdo dos grupos foram o
7-Dimetilnonacosano e o heptacosano (C27) (Tabelas 39 e 40), enquanto que, na terceira,
foram o 7, 16-dimetilheptacosano, 11 e 13 e 14 e 15-metiltriacontano, 11, 15-
dimetilnonacosano, 9, 21-dimetilhentriacontano, 9 e 11 e 13 e 15-metilhentriacontano, 7, 15-
e 7, 18- dimetilnonacosano, 11, 16-dimetilhentriacontano, 9 e 11 e 13 e 15-metilnonacosano e
11, 15-dimetiltriacontano (Tabelas 41 e 42). Os graficos Box-plots mostram as variac@es dos
perfis nas proporcdes dos hidrocarbonetos entre os grupos (Figuras 11 a 13). Os compostos
com maiores variacdes foram os metilalcanos e dimetilalcanos, sendo principalmente o 7-
metilheptacosano na segunda comparacgéo, e o 7, 16-dimetilheptacosano, 11 e 13 e 14 e 15-
metiltriacontano, 11, 15-dimetilnonacosano, 9, 21-dimetilhentriacontano na terceira
comparagao.

Em ambas as subfases as amostras dos individuos e dos pedunculos tiveram 100% de

correta alocacdo dentro do grupo esperado (Figuras 14 e 15).



Tabela 39: Valores médios e desvio padrdo da concentracdo relativa dos compostos cuticulares presentes nas fémeas das
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coldnias N4, N8, N12 e N13 e nos pedunculos dos ninhos em M. cassununga. (G: Grupo; M + DP: Média e Desvio Padréo).

Tempo de Gl G2 G3 G4
COMPOSTOS retencao N=9 N= 10 N=10 N=7

M = DP M + DP M + DP M = DP
Heptacosano (C27) 33.78 7,46 = 8,01 18,66 + 10,13 5,13+ 3,16 4,13+1,86
7, 16-Dimetilheptacosano 35.33 1,85+ 1,29 1,23+153 0,95+ 0,92 0,53+0,28
3-Metilheptacosano 35.51 9,78 + 3,05 8,14 + 2,64 9,04 +1,65 5,31 + 3,27
Nonacosano (C29) 38.40 4,05+ 4,50 16,03 + 9,95 2,90+191 3,43+ 1,58

9e 11 e 13 e 15-Metilnonacosano 39.07 - 39.25 7,64 + 3,27 7,95+ 5,32 14,49 + 3,87 16,07 £ 2,01
7-Metilnonacosano 39.32 3,07 +£2,54 2,74 £1,61 4,26 + 1,66 6,75+ 2,53
11, 15-Dimetilnonacosano 39.67 1,54 £0,98 2,39+1,72 1,91 +0,57 4,41 +0,82
9, 15 e 9, 16-Dimetilnonacosano 39.71-39.83 2,84+ 1,78 2,23+1,83 3,06+1,40 3,43+1,86
7,15 e 7, 18-Dimetilnonacosano 39.87 - 39.93 0,74 £ 0,96 1,38+1,25 1,47 £ 0,55 1,82 £0,52
3-Metilnonacosano 40.06 5,36 £ 2,97 11,42 £7,17 4,91 +1,96 540+ 1,74
13, 15-Dimetilnonacosano 40.59 - 40.70 8,37 £ 6,35 0,63+0,19 10,05 + 5,59 1,24 +£2,34
11 e 13 e 14 e 15-Metiltriacontano 41.24 - 41.35 3,51+2,77 0,45+0,31 2,77+ 1,45 1,37+£0,77
11, 15-Dimetiltriacontano 41.79 1,02+£0,79 1,24 £ 0,65 1,07+0,15 2,33+0,46
9 e 11 e 13 e 15-Metilhentriacontano 43.37 2,44 +1,18 1,76 £1,22 450+1,32 4,34+ 1,04
7-Metilhentriacontano 43.59 1,22 +£1,08 2,45+ 0,81 1,11+0,47 2,20+0,73

11, 16-Dimetilhentriacontano 43.95 7,78 + 7,65 9,92+741 10,53 + 5,90 23,86 + 7,00
9, 21-Dimetilhentriacontano 44.10 0,42 + 0,43 0,41+0,53 1,16 £1,98 0,74 £ 0,53
7,19 e 7, 16-Dimetilhentriacontano 44.16 - 44.25 2,17+ 0,98 0,49+0,54 1,29+1,21 1,13+£0,24
5, 17-Dimetilhentriacontano 44.42 421+248 0,11+0,18 1,56 + 2,67 0,11+0,15
15, 16-Dimetilhentriacontano 45.00 2,26 + 1,57 0,12 + 0,07 2,97 + 1,88 0,34 +0,56

Caracterizacao dos grupos considerando a amostra do peddnculo: G1- Colénia N4; G2- Coldnia N8; G3- Coldnia N12; G4-

Colbnia N13.

Tabela 40: Distancia Mahalanobis, F, e valor de p nas comparagdes dos compostos cuticulares de

acordo com as colénias N4, N8, N12 e N13. (* significativo para p <0,05)

Combinagoes Distancia de Mahalanobis F P
G1XG2 36,47 7,33 0,00005
G1 X G3 28,80 4,81 0,0009
Gl X G4 26,85 5,39 0,0004
G2 X G3 32,33 5,64 0,0003
G2 X G4 16,38 3,47 0,006
G3 XG4 19,33 3,37 0,007
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Tabela 41: Valores médios e desvio padrdo da concentracdo relativa dos compostos cuticulares presentes nas fémeas das

coldnias N5a, N5b, N14a, N14b e N14c e nos peddnculos dos ninhos em M. cassununga. (G: Grupo; M + DP: Média e Desvio

Padrao).
T q Gl G2 G3 G4 G5
COMPOSTOS reert:ﬁoéoe N=3 N=8 N=7 N= 3 N= 4
¢ M + DP M + DP M + DP M + DP M + DP
Heptacosano (C27) 33.78 702+546  1205+11,75 518+243  203+352  6.65+585
o 116 35.33 227+266  090+063  096+043  466+334  137+064
Dimetilheptacosano
3-Metilheptacosano 35.51 17,91+15,10 13,26 + 10,19 5,56 + 1,89 5,62 + 0,59 7,57 + 3,26
Nonacosano (C29) 38.40 3114323  479+354  397+190  990+842  7.45+7.28
9elleldels- 39.07-39.25  823+750  10,02+694  1715+477  1003+678 12,33 +6,56
Metilnonacosano
7-Metilnonacosano 39.32 399+406  409+376  694+255  388+208 546+ 268
o 1,15 39.67 197+301  241+151  281+076  225+178  168+156
Dimetilnonacosano
9,15e9,16- 39.71-39.83  599+640  221+144  360+087  285+236  2,86+207
Dimetilnonacosano
_7,15e7,18- 3087-3993  099+090  093+080  276+055  253+195  188+146
Dimetilnonacosano
3-Metilnonacosano 40.06 11,11 + 13,22 10,06 + 8,24 438+216 15,56 + 14,60 12,86 + 12,60
. 13,15 4059-40.70  398+502  492+489  035+013  057+012  012+017
Dimetilnonacosano
11el3elde15- 4124-4135  230+272  222+174  108+034  058+039 0,78+ 046
Metiltriacontano
o 11,15 41.79 190+£079 1204052  204+026  191+071  210+073
Dimetiltriacontano
9el1lel3el5-
Mot lheraientns 4337 264+235  324+245  421+120  208+143  2.86+168
7-Metilhentriacontano 43.59 1,32 +0,99 1,35+1,11 1,95 +0,63 1,43+0,82 2,13+0,87
11,16 43.95 878+1031  891+818  2305+206 1746+12,62 21,00+ 1112
Dimetilhentriacontano
92l 44.10 0314037 0224027  125+048 0494085  0,75+0,61
Dimetilhentriacontano
_ 7,19e7,16- 44.16 - 44.25 113+101  2,00+098 1134072  048+036  061+041
Dimetilhentriacontano
o517 44.42 1,57 £1,99 1,45+ 2,00 0,24+0,15 0,00 0,00 0,16+£0,24
Dimetilhentriacontano
15, 16- 45.00 110+155  131+141  021+014  008+008  0,08+0,07

Dimetilhentriacontano

Caracterizacdo dos grupos considerando a amostra do pedunculo: G1- Colénia N5a; G2- Colénia N5b; G3- Colénia N14a;
G4- Colbdnia N14b; G5- Colbnia N14c. Somente na colénia N5a ndo foi possivel detectar e identificar os compostos

hidrocarbonetos.
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Tabela 42: Distancia Mahalanobis, F, e valor de p nas comparagdes dos compostos cuticulares de
acordo com as coldnias que se dividiram na subfase p6s-macho (N5a, N5b, N14a, N14b e N14c). (*

significativo para p <0,05)

Combinag0es Distancia de Mahalanobis F P
Gl X G2 1501,06 38,53 0,001
G1 X G3 141,35 3,49 0,1
Gl X G4 3090,93 54,55 0,0007
G1 X G5 1188,45 23,97 0,003
G2 X G3 1936,719 85,06 0,0003
G2 X G4 720,58 18,49 0,005
G2 X G5 5110,13 160,32 0,00008
G3 X G4 3533,32 87,29 0,0002
G3x G5 782,53 23,43 0,003
G4 x G5 744255 150,10 0,00009

Figura 11. Box-plots indicando a mediana, percentil 25, percentil 75 e leque dos valores ndo isolados das
concentracdes relativas dos hidrocarbonetos responsaveis pela diferenciacdo do perfil cuticular das fémeas
e dos pedinculos dos ninhos conforme as colonias G1: N4, G2: N8, G3: N12 e G4: N13 em M.

cassununga.
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Figura 12. Box-plots indicando a mediana, percentil 25, percentil 75 e leque dos valores ndo isolados das concentracfes
relativas dos hidrocarbonetos responsaveis pela diferenciacdo do perfil cuticular das fémeas e dos pedinculos dos ninhos
conforme as coldnias G1: N5a, G2: N5b, G3: N14a, G4: N14b e G5: N14c em M. cassununga.
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Figura 13. Box-plots indicando a
mediana, percentil 25, percentil 75 e leque
dos valores ndo isolados  das
concentragdes relativas dos
hidrocarbonetos responsaveis pela
diferenciagdo do perfil cuticular das
fémeas e dos pedinculos dos ninhos
conforme as colbnias G1: N5a, G2: N5b,
G3: N14a, G4: N14b e G5: N14c em M.

cassununga.

Raiz 1x Raiz 2

Raiz 2
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Grupo 4: N13

> <o 00

Raiz 1
Figura 14. Anélise canfnica dos compostos cuticulares das fémeas de cada uma das coldnias
considerando os pedunculos dos ninhos. As duas primeiras raizes representam 100% da variabilidade
das amostras. Intervalo de confianga= 85% (Elipses).
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Figura 15. Analise canbnica dos compostos cuticulares das fémeas de cada uma das col6nias
considerando o peddnculo. As duas primeiras raizes representam 100% da variabilidade das amostras.

Intervalo de confianga= 85% (Elipses).

c.3) Comparacéo dos perfis quimicos na hierarquia de dominancia de Mischocyttarus
cassununga

Quando aplicou-se a andlise discriminante stepwise dos compostos analisados, foi
possivel separar significativamente os grupos analisados (Modelo global: Wilks’s A =0.4519,
F33,212) =1.9955, p < 0.001) (Tabela 43), e de forma geral, os grupos foram

significativamente diferentes no seu perfil cuticular (MANOVA: F=623.63, p= 0.0000001).
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Na tabela 44, nota-se que foi possivel somente separar as fémeas dominantes reprodutivas

(G1 - 1% posicdo) das demais subordinadas (G4 - grupo 4), assim como as fémeas na 3°

posicdo (G3) da hierarquia das demais subordinadas (G4 - grupo 4).

A classificacdo da matriz revelou um total de 63,95% de correta alocacdo das fémeas

dentro do grupo previsto (Figura 16), e dentre todas as substancias consideradas na analise, 0s

compostos cuticulares 7-metilnonacosano, 11, 15-dimetilnonacosano e 7-metilhentriacontano

foram os que mais contribuiram para separar os grupos (Figura 17). Os graficos Box-plots

mostraram que as maiores diferencas nas concentracdes aparentemente estdo entre G1 e G4.

Tabela 43: Valores médios e desvio padrdo da concentracéo relativa dos compostos cuticulares das fémeas de acordo com a

hierarquia de dominancia nas colénias em M. cassununga. (G: Grupo; M + DP: Média e Desvio Padréo).

Tempo de le ?2 ?3 C_;4
COMPOSTOS . N=11 N=12 N=12 N=51
retencao M + DP M + DP M + DP M + DP

Heptacosano (C27) 33.78 4,64 +5,30 4,21 + 3,00 8,61 + 10,33 9,09 + 8,40
7, 16-Dimetilheptacosano 35.33 0,50 £ 0,40 0,71+ 0,44 1,10+ 1,55 1,45+ 1,56
3-Metilheptacosano 35.51 8,57 +9,31 6,16 + 2,86 9,03+9,35 7,76 + 3,81
Nonacosano (C29) 38.40 6,90 + 8,92 4,97 £5,13 7,44 + 8,37 5,62 + 5,03
9 e 11 e 13 e 15-Metilnonacosano 39.07 - 39.25 10,14 £ 6,06 13,12 + 3,68 11,97 £ 8,63 13,70 + 6,29
7-Metilnonacosano 39.32 2,84 +1,64 4,12 +2,06 3,16 £ 2,27 5,42 + 3,00
11, 15-Dimetilnonacosano 39.67 1,88 +1,43 285+1,14 1,98+ 1,29 2,72+ 2,45
9, 15 e 9, 16-Dimetilnonacosano 39.71 - 39.83 3,16 £ 3,46 3,00+£1,25 2,03 +1,03 3,24 + 3,26
7,15 e 7, 18-Dimetilnonacosano 39.87 - 39.93 1,11+0,97 1,62 +0,88 0,99 + 1,06 1,83+1,27
3-Metilnonacosano 40.06 9,75+ 8,93 7,04 £ 3,18 9,74+ 7,04 7,27 £5,72
13, 15-Dimetilnonacosano 40.59 - 40.70 6,41 £ 6,90 5,11 £ 6,52 3,11+5,57 2,51 +4,17
11 e 13 e 14 e 15-Metiltriacontano 41.24 - 41.35 2,93 +2,39 2,37+1,75 1,81+1,59 1,34 +1,42
11, 15-Dimetiltriacontano 41.79 1,75+0,74 1,97+ 0,70 1,44 + 0,97 1,46 + 0,74
9e 11 e 13 e 15-Metilhentriacontano 43.37 3,68 £2,05 4,58 + 1,62 3,44 £ 2,23 3,48 £1,87
7-Metilhentriacontano 43.59 1,67+1,24 1,92+1,13 1,64+1,01 2,04 +0,94
11, 16-Dimetilhentriacontano 43.95 13,44 + 11,09 18,52 + 9,79 12,65+ 12,63 14,49+ 8,92
9, 21-Dimetilhentriacontano 44.10 0,55+ 0,55 0,76 + 0,57 2,05+ 3,45 1,22 +2,06
7,19 e 7, 16-Dimetilhentriacontano 44.16 - 44.25 1,49+ 0,92 1,45+0,72 1,11+£0,77 1,50+ 1,64
5, 17-Dimetilhentriacontano 44.42 2,03+2,81 1,99 + 2,63 1,36 +2,42 0,81+1,64
15, 16-Dimetilhentriacontano 45.00 1,93 +2,09 1,52 +1,93 0,97 + 1,48 0,64 + 1,09

Caracterizacdo dos grupos: G1- Fémeas dominantes na primeira posicdo do ranking; G2- Fémeas na segunda posi¢do do

rank; G3- Fémeas na terceira posicéo do rank; G4- Demais subordinadas tipicas
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Tabela 44: Distancia Mahalanobis, F, e valor de p nas comparac¢des dos compostos cuticulares na

hierarquia de dominancia. (* significativo para p <0,05)

Combinagoes Distancia de Mahalanobis F P
Gl X G2 2,34 1,07 0,3
G1 X G3 3,63 1,66 0,09
Gl XG4 4,72 3,41 *0,0007
G2 X G3 2,52 1,21 0,2
G2 XG4 1,63 1,26 0,2
G3 X G4 3,29 2,56 *0,008
Raiz 1 X Raiz 2
5
4 L
3 L
2 L
1 L
N O
S A
-1f
2t
-3+
al o Grupo 1: 1* Posigao
O Grupo 2: 22 Posicéo
¢ Grupo 3: 3% Posicéo
-5 ' ' ' ) ) A Grupo 4: Demais posicoes
-5 -4 -3 -2 -1 0 1 5
Raiz 1

Figura 16. Andlise candnica dos compostos cuticulares das fémeas na hierarquia de dominancia da

colbnia. Juntas, as duas primeiras raizes representam 90% da variabilidade das amostras. Intervalo de

confianga= 85% (Elipses).
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Figura 17. Box-plots indicando a mediana, percentil
25, percentil 75 e leque dos valores ndo isolados das
concentracbes  relativas dos  hidrocarbonetos
responsaveis pela diferenciacdo do perfil cuticular
das fémeas conforme a hierarquia de dominancia em

M. cassununga.

c.4) Comparacao dos perfis quimicos na hierarquia de dominéancia e conforme a subfase
pré-macho e pés-macho de Mischocyttarus cassununga

Uma comparacdo mais detalhada com a analise discriminante stepwise mostrou que foi
possivel separar significantemente os grupos (Modelo global: Wilks’s A =0.1793, F(70,409)
=2.0035, p < 0.0001) (Tabelas 45 e 46). Neste caso, os resultados da analise canénica
mostraram que 0s principais compostos responsaveis pela separacdo foram o 7, 16-
dimetilheptacosano, nonacosano (C29), 11, 15-dimetilnonacosano, 3-metilnonacosano e 11,

15-dimetiltriacontano (Figura 18). Os resultados indicaram que ndo existe uma nitida
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diferenca dos perfis cuticulares dos grupos entre as subfases, ou seja, as diferencas
significativas entre determinados grupos ndo estdo associadas a subfase pré-macho ou pos-
macho (Tabela 47). Por exemplo, o grupo de fémeas da 1° posicéo hierarquica da subfase pré-
macho (G1) diferiu significativamente das 1* colocadas na hierarquia da subfase pés-macho
(G5), entretanto, 0 mesmo n&do ocorreu na comparacgéo das fémeas da 2% posicdo da subfase
pds-macho (G6) com as fémeas da 2% posicdo hierarquica da subfase pré-macho (G2).

A MANOVA mostrou que, de forma geral, os perfis cuticulares dos grupos diferiram
significativamente (F= 574.13, p= 0.0000001), no entanto, a classificacdo da matriz apontou
somente um total de 45,35% de correta alocacdo das fémeas dentro do grupo esperado (Figura

19).



Tabela 45: Valores médios e desvio padrdo da concentracao relativa dos compostos cuticulares das fémeas de acordo com a
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hierarquia de dominancia na subfase pré-macho em M. cassununga. (G: Grupo; M + DP: Média e Desvio Padrio).

Tempo de Gl G2 G3 G4
COMPOSTOS retencao N=6 N=7 N=7 N= 30
M = DP M + DP M + DP M = DP
Heptacosano (C27) 33.78 2,15+ 1,58 3,00+0,71 4,26 +191 8,26 + 7,21
7, 16-Dimetilheptacosano 35.33 0,46 + 0,31 0,69+ 0,54 0,54 + 0,54 1,45+ 1,58
3-Metilheptacosano 35.51 5,63 +2,48 5,86 + 3,06 7,36 + 5,39 7,68 + 3,63
Nonacosano (C29) 38.40 3,67 +2,82 3,67 +1,89 4,48 + 3,95 4,69+ 4,43
9e 11 e 13 e 15-Metilnonacosano 39.07 - 39.25 11,65 + 4,55 13,30 + 4,14 15,18 +7,62 14,13+6,41
7-Metilnonacosano 39.32 3,09+ 159 3,83+1,60 3,70+ 1,85 5,62 + 3,04
11, 15-Dimetilnonacosano 39.67 2,40+ 0,98 2,48 + 0,96 1,92 +£1,43 2,93+ 3,04
9, 15e 9, 16-Dimetilnonacosano 39.71-39.83 2,75+0,74 2,96 + 1,42 2,16 + 0,89 3,61+4,03
7,15 e 7, 18-Dimetilnonacosano 39.87 - 39.93 1,10£0,96 1,41+0,85 0,96 + 1,03 1,87 £1,40
3-Metilnonacosano 40.06 6,95 + 0,82 6,89 + 1,38 6,28 + 2,54 6,27 + 3,22
13, 15-Dimetilnonacosano 40.59 - 40.70 9,737,227 6,76 + 7,60 4,57 + 7,06 3,21 +4,70
11 e 13 e 14 e 15-Metiltriacontano 41.24 - 41.35 4,01+2,14 2,75+ 1,84 2,25+ 1,79 151+1,65
11, 15-Dimetiltriacontano 41.79 1,63+£0,53 1,83+0,79 1,27 £0,94 1,38+0,77
9 e 11 e 13 e 15-Metilhentriacontano 43.37 4,28 + 1,27 4,77 +1,50 4,40+ 1,38 3,61+1,94
7-Metilhentriacontano 43.59 1,42+ 1,26 1,71+ 1,10 1,69+1,14 2,08 +1,06
11, 16-Dimetilhentriacontano 43.95 14,16 + 8,86 18,37 +10,81 12,39+11,34 13,74+8,91
9, 21-Dimetilhentriacontano 44.10 0,54 + 0,47 0,65+ 0,57 3,17+ 4,25 1,58 £ 2,60
7,19 e 7, 16-Dimetilhentriacontano 44.16 - 44.25 1,99 £ 0,69 1,62+0,55 1,39+0,81 1,64+1,88
5, 17-Dimetilhentriacontano 44.42 3,04 + 3,29 2,64+ 298 2,33+2,85 1,07+1,94
15, 16-Dimetilhentriacontano 45.00 2,94 +2,20 1,95+2,18 154+1,76 0,81+1,25

Caracterizacdo dos grupos: Subfase pré-macho: G1- Fémeas dominantes (mais dominantes + outras fémeas superiores),
G2- Fémeas forrageadoras tipicas; G3- Fémeas subordinadas mais inativas.



Tabela 46: Valores médios e desvio padrdo da concentracao relativa dos compostos cuticulares das fémeas de acordo com a
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hierarquia de dominéancia na subfase p6s-macho em M. cassununga. (G: Grupo; M + DP: Média e Desvio Padrio).

Tempo de G5 G6 G7 G8
COMPOSTOS retencao N=11 N= 12 N=5 N=21
M + DP M + DP M + DP M = DP
Heptacosano (C27) 33.78 4,64 + 5,30 4,21 + 3,00 14,71+ 14,44 10,28 +£9,93
7, 16-Dimetilheptacosano 35.33 0,50 + 0,40 0,71+0,44 1,88 +2,20 1,45+ 1,57
3-Metilheptacosano 35.51 8,567+ 9,31 6,16 + 2,86 11,38+ 13,61 7,87 +4,14
Nonacosano (C29) 38.40 6,90 + 8,92 4,97 +5,13 11,60+ 11,49 6,95+5,63
9e 11 e 13 e 15-Metilnonacosano 39.07 - 39.25 10,14 + 6,06 13,12 + 3,68 7,47 +8,62 13,09+6,23
7-Metilnonacosano 39.32 2,84+£1,64 4,12 £ 2,06 2,41+281 5,15+ 2,98
11, 15-Dimetilnonacosano 39.67 1,88 +1,43 2,85+ 1,14 2,06 + 1,23 2,44 +121
9, 15e 9, 16-Dimetilnonacosano 39.71-39.83 3,16 + 3,46 3,00+1,25 1,84+1,28 2,71+ 159
7,15 e 7, 18-Dimetilnonacosano 39.87 - 39.93 1,11 +£0,97 1,62 £0,88 1,04 £1,23 1,77+1,10
3-Metilnonacosano 40.06 9,75+ 8,93 7,04 + 3,18 1459 +8,74 8,69+ 7,95
13, 15-Dimetilnonacosano 40.59 - 40.70 6,41 + 6,90 5,11+ 6,52 1,06 £ 1,26 1,51+3,12
11 e 13 e 14 e 15-Metiltriacontano 41.24 - 41.35 2,93+ 2,39 2,37+1,75 1,19+1,13 1,09 £0,99
11, 15-Dimetiltriacontano 41.79 1,75+0,74 1,97 +£0,70 1,68+ 1,06 1,58 £ 0,69
9 e 11 e 13 e 15-Metilhentriacontano 43.37 3,68 + 2,05 4,58 +1,62 2,10+ 2,63 3,29+1,80
7-Metilhentriacontano 43.59 1,67+1,24 1,92+1,13 1,56 +£0,91 1,98 £0,75
11, 16-Dimetilhentriacontano 43.95 13,44 + 1,09 18,52 + 9,79 13,02 + 15,68 15,57 £9,03
9, 21-Dimetilhentriacontano 44.10 0,55+ 0,55 0,76 + 0,57 0,47 £ 0,65 0,70+ 0,54
7,19 e 7, 16-Dimetilhentriacontano 44.16 - 44.25 1,49 £0,92 1,45+0,72 0,72+ 0,57 1,30£1,23
5, 17-Dimetilhentriacontano 44.42 2,03+2.81 1,99 +2,63 0,001+£0,00 0,45+1,02
15, 16-Dimetilhentriacontano 45.00 1,93+2,09 1,52+1,93 0,18 +0,16 0,39+0,76

Caracterizagdo dos grupos: Subfase pds-macho: G1- Fémeas dominantes (mais dominantes + outras fémeas superiores),
G2- Fémeas forrageadoras tipicas; G3- Fémeas subordinadas mais inativas.
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Figura 18. Box-plots indicando a mediana, percentil
25, percentil 75 e leque dos valores ndo isolados das
concentracbes  relativas  dos  hidrocarbonetos
responsaveis pela diferenciagéo do perfil cuticular das
fémeas conforme a hierarquia de dominéancia nas

subfases pré-macho e p6s-macho em M. cassununga.



Tabela 47: Distancia Mahalanobis, F, e valor de p nas comparagdes dos compostos cuticulares na

hierarquia de dominéancia das subfases pré-macho e pds-macho. (* significativo para p <0,05)

Combinagoes Distancia de Mahalanobis F P
Gl X G2 2,01 0,57 0,8
G1 X G3 3,95 1,19 0,3
Gl XG4 5,36 2,37 *0,01
G1 X G5 21,14 5,10 *0,00001
G1 X G6 3,99 0,96 0,4
Gl X G7 12,65 2,68 *0,007
G1 X G8 5,53 2,28 *0,02
G2 XG3 2,96 0,98 0,4
G2 X G4 1,38 0,69 0,7
G2 X G5 18,58 4,79 *0,00003
G2 X G6 0,64 0,16 0,9
G2 X G7 8,35 1,88 0,06
G2 X G8 1,55 0,72 0,7
G3 XG4 4,57 2,55 *0,01
G3 X G5 19,15 5,21 *0,00001
G3 X G6 3,76 1,02 0,4
G3 X G7 10,88 2,57 *0,01
G3 X G8 4,64 2,38 *0,01
G4 X G5 18,45 6,99 *0,000001
G4 X G6 1,48 0,56 0,8
G4 X G7 8,00 2,50 *0,01
G4 X G8 0,70 0,77 0,6
G5 X G6 16,57 3,66 *0,0005
G5 X G7 16,72 3,29 *0,001
G5 X G8 16,01 5,72 *0,000003
G6 X G7 5,64 1,11 0,3
G6 X G8 0,76 0,27 0,9
G7 X G8 4,45 1,32 0,2

104
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Raiz 1 x Raiz 2

Raiz 2

G1: 1% posigdes - Pré-macho
G2: 2% posigdes - Pré-macho
G3: 3% posicdes - Pré-macho
G4: Demais - Pré-macho

: 1% posigdes - Pds-macho
G6: 2% posigdes - Pés-macho
G7: 3% posicdes - Pés-macho
G8: Demais - P6s-macho

>emEOP>CSOO
®
al

Raiz 1

Figura 19. Analise candnica dos compostos cuticulares das fémeas na hierarquia de dominancia de acordo
com a subfase pré-macho e p6s-macho da col6nia. Juntas, as duas primeiras raizes representam 74% da
variabilidade das amostras. Intervalo de confianca= 85% (Elipses).

c.5) Comparacdo dos perfis quimicos de acordo com o padrdo comportamental da
divisdo de tarefas na colénia de Mischocyttarus cassununga

Apdbs o agrupamento das fémeas por categorias caracteristicas de comportamento, a
analise discriminante stepwise dos perfis cuticulares mostrou que foi possivel separa-las
significantemente (Modelo global: Wilks’s A =0.4278, F(22,118) =2.8363, p < 0.0002) (Tabela
48). A MANOVA revelou que os grupos diferem em seu perfil cuticular (F= 575.06, p=
0.0000001).

Através da analise canbnica, 0s principais compostos responsaveis por essa separacao

foram o heptacosano (C27), 7-metilnonacosano, 3-metilnonacosano e 11, 16-
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dimetilhentriacontano (Figura 20), onde, aparentemente, o heptacosano (C27) e 11, 16-

dimetilhentriacontano revelaram uma maior diferenca relativa entre os perfis dos grupos de

fémeas. Os resultados da canonica para todas as combinagdes possiveis também revelou que

as fémeas dominantes (G1) diferiram significantemente dos outros dois grupos de fémeas na

hierarquia (G2 - fémeas forrageadoras e G3 - fémeas mais subordinadas), embora a

significancia na comparacao entre G2 x G3 ndo foi significativa (Tabela 49).

A classificacdo da matriz apontou um total de 72,22% de correta alocacao das fémeas no

grupo esperado (Figura 21).

Tabela 48: Valores médios e desvio padrdo da concentracdo relativa dos compostos cuticulares de acordo com o padréo

comportamental das fémeas em M. cassununga. (G: grupo; M + DP: Média e Desvio Padrdo).

Tempo de le C_;2 ?3
COMPOSTOS retencao N= 24 N= 23 N= 25
M = DP M + DP M + DP

Heptacosano (C27) 33.78 3,90+ 3,72 9,21 + 8,59 11,39 + 10,18

7, 16-Dimetilheptacosano 35.33 0,53 + 0,46 1,35+1,35 1,37+1,44
3-Metilheptacosano 35.51 7,09 + 6,98 8,14 + 4,59 7,90 + 3,43
Nonacosano (C29) 38.40 5,47 + 6,36 6,41 + 6,93 6,09 + 5,55

9 e 11 e 13 e 15-Metilnonacosano 39.07 - 39.25 12,61 £ 6,27 12,37 £ 6,79 13,61 £ 5,89
7-Metilnonacosano 39.32 3,29+1,74 457287 5,30 £ 3,02

11, 15-Dimetilnonacosano 39.67 2,31+1,27 2,81+3,42 2,73+1,24
9, 15e 9, 16-Dimetilnonacosano 39.71-39.83 2,42+ 1,20 3,22+ 4,53 3,08 +1,69
7,15 e 7, 18-Dimetilnonacosano 39.87 - 39.93 1,17+ 0,89 1,41+0,97 191+156
3-Metilnonacosano 40.06 8,46 £5,95 7,62 £4,52 6,41 £ 3,30
13, 15-Dimetilnonacosano 40.59 - 40.70 6,28 + 6,94 3,19+ 4,69 2,37+ 3,99
11 e 13 e 14 e 15-Metiltriacontano 41.24 - 41.35 2,66 + 1,99 1,67 +1,56 1,24 £ 1,47
11, 15-Dimetiltriacontano 41.79 1,70£0,85 1,38+0,77 1,35+0,72
9e 11 e 13 e 15-Metilhentriacontano 43.37 4,38 +1,82 3,50 +2,13 3,29+ 1,79
7-Metilhentriacontano 43.59 1,76 £+1,19 2,09+1,17 1,95+0,83

11, 16-Dimetilhentriacontano 43.95 15,37 + 11,22 12,23 + 8,96 14,07 £ 9,10
9, 21-Dimetilhentriacontano 44.10 1,40+ 251 1,26 +2,38 1,12+1,93
7,19 e 7, 16-Dimetilhentriacontano 44.16 - 44.25 1,51+0,82 1,49+1,21 1,61+1,99
5, 17-Dimetilhentriacontano 44.42 2,13+£2,74 1,06 + 2,04 0,84 +1,59
15, 16-Dimetilhentriacontano 45.00 1,81+1,99 0,86 + 1,24 0,56 + 0,92

Caracterizagdo dos grupos: G1- Fémeas dominantes (mais dominantes + outras fémeas superiores), G2- Fémeas
forrageadoras tipicas; G3- Fémeas subordinadas mais inativas.
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Figura 20. Box-plots indicando a mediana, percentil 25, percentil 75 e leque dos valores ndo isolados das concentragfes
relativas dos hidrocarbonetos responsaveis pela diferenciacdo do perfil cuticular conforme o padrdo comportamental das

fémeas em M. cassununga.

Tabela 49: Distancia Mahalanobis, F, e valor de p nas comparac¢des dos compostos cuticulares em

relacdo ao padrdo comportamental dos grupos de fémeas. (* significativo para p <0,05)

Combinag0es Distancia de Mahalanobis F P
G1X G2 2,6 2,32 *0,01
G1XG3 5,55 5,26 *0,00001

G2 X G3 1,80 1,71 0,09




Raiz 1 x Raiz 2

Raiz 2

G1: Fémeas dominantes
G2: Fémeas forrageadoras
G3: Fémeas subrodinadas inativas

0o

Raiz 1

Figura 21. Analise canbnica dos compostos cuticulares das fémeas de acordo com o padrdo

comportamental das fémeas. Juntas, as duas primeiras raizes representam 100% da variabilidade das
amostras. Intervalo de confianca= 85% (Elipses).

c.6) Comparacao dos perfis quimicos de acordo com o padrdo comportamental da
divisdo de tarefas das col6nias nas subfases pré-macho e pos-macho de Mischocyttarus
cassununga
A andlise discriminante stepwise dos perfis cuticulares, de acordo com o padréo
comportamental das fémas ao longo da ontogenia colonial, mostrou que foi possivel separar

significantemente quase todos 0s grupos (Modelo global: Wilks’s A =0.1868, F(55,262)
=2.0873, p< 0.0001) (Tabela 50 e 51).
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Através da andlise discriminante, 0s principais compostos responsaveis por essa
separacdo foram o nonacosano (C29), 9, 11, 13 e 15-metilnonacosano, 3-metilnonacosano, 11,
15-dimetiltriacontano e 7-Metilhentriacontano (Figura 22). Percebe-se que 0s compostos 9,
11, 13 e 15-metilnonacosano e 11, 15-dimetiltriacontano aparentemente foram os que mais
diferiram nas concentracdes relativas entre os grupos de individuos, além disso, as fémeas
dominantes do grupo G4 na subfase pds-macho apresentaram a maiores variacdes nas
concentracdes dos compostos ramificados.

De maneira geral, a MANOVA mostrou que os perfis dos grupos diferiram
significantemente entre si (F= 571.06, p= 0.0000001). O resultado da analise candnica para
todas as combinagdes possiveis mostrou que as diferencas significativas ocorreram
principalmente na comparacdo entre os grupos das diferentes subfases, no entanto, uma
diferenca significativa entre as fémeas dominantes na subfase pré-macho (G1) e forrageadoras
na subfase pds-macho (G5) néo foi clara (Tabela 52).

A classificacdo da matriz apontou somente um total de 56,94% de correta alocacao das

fémeas no grupo esperado (Figura 23).
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Tabela 50: Valores médios e desvio padrao da concentracao relativa dos compostos cuticulares das fémeas de acordo com

0 padrdo comportamental na subfase pré-macho em M. cassununga. (G: Grupo; M + DP: Média e Desvio Padrio).

Tempo de E;l (_32 (_33
COMPOSTOS retengio N=17 N=15 N=18
M + DP M + DP M + DP

Heptacosano (C27) 33.78 3,14+ 1,60 6,68 + 5,76 8,81+7,95
7, 16-Dimetilheptacosano 35.33 0,55+0,48 1,40 £ 1,57 1,43 +£1,55
3-Metilheptacosano 35.51 6,22 £ 3,62 8,34 £ 4,27 7,27 £ 3,50
Nonacosano (C29) 38.40 4,15 + 3,07 3,48 + 2,09 5,34+541

9e 11 e 13 e 15-Metilnonacosano 39.07 - 39.25 13,10 £ 5,79 13,52 £ 6,67 14,81 £ 6,03
7-Metilnonacosano 39.32 3,50+ 1,80 513 +2,78 5,72+ 3,12
11, 15-Dimetilnonacosano 39.67 2,23+1,10 3,13 +4,17 2,66 + 1,30
9, 15 e 9, 16-Dimetilnonacosano 39.71-39.83 2,66+ 1,16 3,87 +5,48 3,18+ 1,73
7,15 e 7, 18-Dimetilnonacosano 39.87 - 39.93 1,07+0,84 1,52 £0,92 2,08+ 1,70
3-Metilnonacosano 40.06 6,91+ 1,49 5,46 + 2,60 6,63 + 3,61
13, 15-Dimetilnonacosano 40.59 - 40.70 8,03+ 7,27 3,85+5,59 2,29+371
11 e 13 e 14 e 15-Metiltriacontano 41.24 -41.35 3,09+2,04 1,94 +1,82 1,27+1,44
11, 15-Dimetiltriacontano 41.79 1,54 +£0,77 1,40 £ 0,83 1,43 +£0,77
9 e 11 e 13 e 15-Metilhentriacontano 43.37 4,39+ 1,26 3,81+£2,13 3,64 +£1,87
7-Metilhentriacontano 43.59 1,61+1,19 2,08 +1,23 1,99 +0,89

11, 16-Dimetilhentriacontano 43.95 14,12 + 9,78 12,96 + 9,28 15,31 +9,66
9, 21-Dimetilhentriacontano 44.10 1,60+2,95 1,65+ 2,87 1,40 £2,20
7,19 e 7, 16-Dimetilhentriacontano 44.16 - 44.25 1,70+ 0,75 1,35+0,97 1,80+2,24
5, 17-Dimetilhentriacontano 44.42 2,75+ 2,89 152+241 0,84+1,59
15, 16-Dimetilhentriacontano 45.00 2,27 £2,07 1,10+ 1,45 0,54 £0,82

Caracterizacao dos grupos: Subfase pré-macho: G1- Fémeas dominantes (mais dominantes + outras fémeas superiores),
G2- Fémeas forrageadoras tipicas; G3- Fémeas subordinadas mais inativas.



Tabela 51: Valores médios e desvio padrao da concentracao relativa dos compostos cuticulares das fémeas de acordo com
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0 padrdo comportamental na subfase pds-macho em M. cassununga. (G: Grupo; M + DP: Média e Desvio Padrdo).

Tempo de Ci4 G_5 (36
COMPOSTOS retenco N=7 N=28 N=7
M = DP M + DP M + DP

Heptacosano (C27) 33.78 5,77 + 6,36 13,96 + 11,24 18,04 + 12,80
7, 16-Dimetilheptacosano 35.33 0,50+ 0,42 1,24 +£0,88 1,21+1,22
3-Metilheptacosano 35.51 9,18 + 12,02 7,77 £5,44 9,52 +2,84
Nonacosano (C29) 38.40 8,66 + 10,65 11,90 + 9,46 8,00 + 5,86

9 e 11 e 13 e 15-Metilnonacosano 39.07 - 39.25 11,42 +7,70 10,20 + 6,93 10,52 + 4,52
7-Metilnonacosano 39.32 2,77+ 1,60 3,561+2,92 4,21 +261
11, 15-Dimetilnonacosano 39.67 2,49 + 1,69 2,21+1,19 2,89+1,18
9, 15 e 9, 16-Dimetilnonacosano 39.71 - 39.83 1,83+1,17 1,99 +1,33 2,83+ 1,66
7,15 e 7, 18-Dimetilnonacosano 39.87 - 39.93 1,41+£1,03 1,20+ 1,08 1,49 £1,17
3-Metilnonacosano 40.06 12,23 £10,30 11,66 + 4,68 5,86 + 2,49
13, 15-Dimetilnonacosano 40.59 - 40.70 2,03+3,75 1,97 +1,98 2,58 + 4,98
11 e 13 e 14 e 15-Metiltriacontano 41.24 - 41.35 1,62+1,52 1,18 +0,82 1,18 +1,65
11, 15-Dimetiltriacontano 41.79 2,08 +0,99 1,35+0,68 1,16 £ 0,60
9 e 11 e 13 e 15-Metilhentriacontano 43.37 4,34 £291 2,93+2,15 2,40+1,24
7-Metilhentriacontano 43.59 2,12+1,18 2,11+1,14 1,85+ 0,70

11, 16-Dimetilhentriacontano 43.95 18,39 + 14,58 10,84 + 8,75 10,90 + 7,09
9, 21-Dimetilhentriacontano 44.10 0,90+ 0,74 0,53+0,55 0,40 + 0,47
7,19 e 7, 16-Dimetilhentriacontano 44.16 - 44.25 1,04 +0,86 1,77 £ 1,62 1,14+ 1,13
5, 17-Dimetilhentriacontano 44.42 0,65+1,72 0,21 +0,43 087+1,71
15, 16-Dimetilhentriacontano 45.00 0,69+ 1,29 0,43+0,51 0,61+121

Caracterizacao dos grupos: Subfase pds-macho: G1- Fémeas dominantes (mais dominantes + outras fémeas superiores),

G2- Fémeas forrageadoras tipicas; G3- Fémeas subordinadas mais inativas.
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Figura 22. Box-plots indicando a mediana, percentil 25,
percentil 75 e leque dos valores ndo isolados das
concentracdes relativas dos hidrocarbonetos
responsaveis pela diferenciacdo do perfil cuticular
conforme o padrdo comportamental das fémeas nas

subfases pré-macho e p6s-macho em M. cassununga.



Tabela 52: Distancia Mahalanobis, F, e valor de p nas comparagdes dos compostos cuticulares de

acordo com o padrdo comportamental das fémeas nas subfases pré-macho e p6s-macho. (*

significativo para p <0,05)

Combinag0es Distancia de Mahalanobis F P
Gl X G2 5,39 3,31 *0,001
G1 X G3 4,48 3,02 *0,003
G1 X G4 1,59 0,54 08
G1 X G5 4,28 1,79 0,07
G1 X G6 9,63 4,04 *0,0002
G2 X G3 1,57 0,99 0,4
G2 X G4 7,45 2,46 *0,01
G2 X G5 8,68 3,49 *0,0009
G2 X G6 5,92 2,38 *0,01
G3 X G4 5,79 2,00 *0,04
G3 X G5 7,12 3,04 *0,002
G3 X G6 5,36 2,29 *0,02
G4 X G5 2,41 0,64 0,7
G4 X G6 9,00 2,38 *0,01
G5 X G6 5,35 1,65 0,1

113
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Raiz 1 x Raiz 2

Raiz 2

Grupo 1: Fémeas dominantes (Pré)
Grupo 2: Fémeas forrageadoras (Pré)
Grupo 3: Fémeas subordinadas (Pré)
Grupo 4: Fémeas dominantes (Pds)
Grupo 5: Fémeas forrageadoras (Pds)
Grupo 6: Fémeas subordinadas (P6s)

mer<oOO

Raiz 1

Figura 23. Analise candnica dos compostos cuticulares das fémeas de acordo com o padrdo comportamental
das fémeas nas subfases pré-macho e pds-macho. Juntas, as duas primeiras raizes representam 85% da
variabilidade das amostras. Intervalo de confianca= 85% (Elipses).

c.7) Comparacao dos perfis quimicos entre as fémeas inseminadas (1) e ndo inseminadas
(NI) de Mischocyttarus cassununga

Através da analise discriminante stepwise foi possivel separar significantemente os dois
grupos (Modelo global: Wilks’s A =0.5845, F(7,67) =6.8028, p < 0.00001) (Tabela 53). A
MANOVA revelou que os grupos diferiram significativamente no perfil cuticular (F= 653.13,
p= 0.0000001). Os resultados da analise discriminate ainda mostraram que 0s principais
compostos responsaveis pela separacdo dos grupos foram o heptacosano (C27),9e 11e 13 e

15-metilnonacosano, 3-metilnonacosano e 11, 16-dimetilhentriacontano (Figura 24).
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Aparentemente, os metilalcanos representaram as maiores diferengas das concentragoes
relativas entre os dois grupos (I x NI).

Nesta comparacdo, através da classificacdo da matriz, a analise candnica apontou um
total de 80% de correta alocacdo das fémeas dentro do grupo esperado (Tabela 54). N&o foi
possivel obter um grafico na analise canbnica, pois somente uma raiz (Raiz 1) foi gerada na

analise.

Tabela 53: Valores médios e desvio padrdo da concentracdo relativa dos compostos cuticulares das fémeas inseminadas (1) e
ndo inseminadas (NI) em M. cassununga. (G: Grupo; M + DP: Média e Desvio Padrio).

Gl G2
COMPOSTOS Tr‘;ggga%e N= 22 N= 53
M = DP M = DP
Heptacosano (C27) 33.78 5,75+ 5,40 9,14 + 9,23
7, 16-Dimetilheptacosano 35.33 0,98+ 1,24 1,17+131
3-Metilheptacosano 35.51 8,48 + 9,09 7,86 + 4,09
Nonacosano (C29) 38.40 7,81 8,79 5,08 + 4,47
9e 1l e 13 e 15-Metilnonacosano 39.07 - 39.25 10,38 + 5,74 13,67 + 6,32
7-Metilnonacosano 39.32 3,28+£2,13 4,84 +£2,84
11, 15-Dimetilnonacosano 39.67 2,23+1,36 2,74+ 2,45
9, 15 e 9, 16-Dimetilnonacosano 39.71 - 39.83 2,84+ 262 3,11+£3,18
7,15 e 7, 18-Dimetilnonacosano 39.87 - 39.93 1,24 +£0,97 1,60+ 1,26
3-Metilnonacosano 40.06 10,63 +7,41 6,44 £ 3,15
13, 15-Dimetilnonacosano 40.59 - 40.70 472 +6,14 3,59 +5,18
11 e 13 e 14 e 15-Metiltriacontano 41.24 - 41.35 2,27+£212 1,71+1,63
11, 15-Dimetiltriacontano 41.79 1,80+ 0,74 1,37 +0,78
9 e 11 e 13 e 15-Metilhentriacontano 43.37 3,71+£215 3,68 +£1,89
7-Metilhentriacontano 43.59 1,99+1,27 1,88 £0,97
11, 16-Dimetilhentriacontano 43.95 14,83 + 11,11 13,29 + 9,17
9, 21-Dimetilhentriacontano 44.10 0,58 £ 0,59 1,49+ 256
7,19 e 7, 16-Dimetilhentriacontano 44.16 - 44.25 1,27 £0,90 1,65+1,58
5, 17-Dimetilhentriacontano 44.42 1,54 + 2,45 1,29+2,13
15, 16-Dimetilhentriacontano 45.00 1,37+1,82 0,98 +1,43

Caracterizacdo dos grupos: G1- Fémeas inseminadas (I); G2- Fémeas ndo inseminadas (NI).
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Figura 24. Box-plots indicando a mediana, percentil 25, percentil 75 e leque dos valores ndo isolados das
concentracdes relativas dos hidrocarbonetos responsaveis pela diferenciacdo do perfil cuticular das fémeas

inseminadas e ndo inseminadas em M. cassununga.

Tabela 54: Distancia Mahalanobis, F, e valor de p nas comparagfes dos compostos cuticulares

das fémeas inseminadas (I) e ndo inseminadas (I). (* significativo para p <0,05)

Combinagoes Distancia de Mahalanobis F P
Gl xG2 3,337293 6,80 *0,000004
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c.8) Comparacéo dos perfis quimicos entre os padrdes de desenvolvimento ovariano em
Mischocyttarus cassununga

A analise discriminante stepwise aplicada nos individuos conforme o padrdo de
desenvolvimento ovariano, mostrou que é possivel separar significantemente quase todos 0s
grupos (Modelo global: Wilks’s A =0.1156, F(56,223) =2.9627, p < 0.00001) (Tabela 55). O
resultado da MANOVA revelou que, de maneira geral, os perfis cuticulares dos grupos foram
significativamente diferentes entre si (F= 645.43, p= 0.0000001). Conforme a analise
discriminante, os principais compostos responsaveis pela separacdo dos individuos de acordo
com os grupos foram o heptacosano (C27), 3-metilheptacosano, 9 e 11 e 13 e 15-
metilnonacosano, 11, 15-dimetilnonacosano, 3-metilnonacosano, 11, 16-
dimetilhentriacontano, 5, 17-dimetilhentriacontano e 15, 16-dimetilhentriacontano (Figura
25). Comparando-se os valores das medianas e as variagdes das propor¢fes nos compostos
cuticulares dos grupos, nota-se que o 3-metilheptacosano, o 11, 16-dimetilhentriacontano e o
heptacosano (C27) apresentaram as maiores diferencas na concentracGes relativa entre as
fémeas.

Os resultados da andlise candnica mostraram que existe uma significancia para as
comparagoes dos grupos G1 x G4, G1 x G5, G2 x G5, G3 x G5 e G4 x G5 (Tabela 56). Dessa
maneira, pode-se notar que as fémeas com ovarios relativamente mais desenvolvidos (G1, G2
e G3) ndo diferiram no perfil cuticular. Por outro lado, quando compara-se o perfil das fémeas
com ovario menos desenvolvido com o restante dos grupos, a significancia é alta.

A classificacdo da matriz apontou um total de 78,67% de correta alocagédo dos individuos

dentro dos grupos esperados (Figura 26).



Tabela 55: Valores médios e desvio padrdo da concentracao relativa dos compostos cuticulares de acordo com o padrao de

desenvolvimento ovariano das fémeas em M. cassununga. (G: Grupo; M + DP: Média e Desvio Padrao).
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T q Gl G2 G3 G4 G5
COMPOSTOS r:rtgﬁoéoe N=11 N= 13 N=8 N=10 N= 33
¢ M + DP M + DP M + DP M + DP M + DP
Heptacosano (C27) 33.78 4,65 + 530 561+ 543 344+215 1235+1462 10,18+775
7, 16-Dimetilheptacosano 35.33 0,47 £ 0,40 1,20 £ 1,47 1,03+£0,76 0,70+ 0,62 1,44 + 1,56
3-Metilheptacosano 35,51 778+ 954 7.96 + 8,63 548 + 2,89 9.11+5,15 8,47 +372
Nonacosano (C29) 38.40 7,20 + 8,68 7.37+8,73 3,90 + 2,39 6,17 + 5,76 5,25 + 4,59
9elleldels 30.07-39.25 1123+650 1045+520 1401+343  11,09+897 13,99 +6,18
Metilnonacosano
7-Metilnonacosano 39.32 322+1,83 312+ 1,79 539+ 2,36 3,49+ 2,68 530 + 3,05
o 11,15 39.67 237+145 265+ 1,22 252+131 222+153 277+295
Dimetilnonacosano
9,15e9, 16- 39.71-39.83  2,51+1,66 258+ 1,47 4,02 +3,69 1,90+ 1,39 348 +384
Dimetilnonacosano
7.15e7, 18- 30.87-39.93  1,04+1,06 1,29+ 0,85 200+ 0,53 1,05+ 1,06 1,75+ 1,41
Dimetilnonacosano
3-Metilnonacosano 40.06 1038+839 1023+621  647+198 7.83+392 6,00 + 3,26
o 1815 4059-40.70  444+652  A493+641  367+494  550+619  2.93+4,67
Dimetilnonacosano
11el3eldels- 4124-4135  228+219 2114205  211+153  237+199  143+153
Metiltriacontano
11, 15-Dimetiltriacontano 41.79 1,92 +0,82 1,86 + 0,80 2,12+0,53 1,20+ 0,78 1,15+ 0,61
9ellelsels- 4337 380+218  381+205  503+141  346+207  334+187
Metilhentriacontano
7-Metilhentriacontano 43.59 191+1,17 1,95+1,12 2,54 +1,33 1,56+ 1,03 1,86 + 0,93
o 11,16 43.95 1754+1241 1543+1121 2039+909 1054+1022 11,17 +7,01
Dimetilhentriacontano
o921 44.10 0,66 + 0,69 0,72 + 0,56 0,84 +0,45 1,31+255 1,67+2,95
Dimetilhentriacontano
_ 7,19e7, 16- 4416-4425  131+083  133+087  137+077 1454098  176+101
Dimetilhentriacontano
51 44.42 176+277  141+239  141+210  193+281  102+183
Dimetilhentriacontano
15, 16- 45.00 127 +1,86 1,46+ 1,95 117+ 1,61 1,54+ 1,86 074+113

Dimetilhentriacontano

Caracterizacdo dos grupos: G1- Fémeas com ovario muito bem desenvolvido (padrdo A); G2- Fémeas com ovario bem
desenvolvido (padrdo B); G3- Fémeas com ovario bem desenvolvido (padrdo C); G4- Fémeas com ovario moderadamente
desenvolvido (padréo D); G5- Fémeas com ovario pouco desenvolvido (padréo E).
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Figura 25. Box-plots indicando a mediana,
percentil 25, percentil 75 e leque dos valores nédo
isolados das concentracbes relativas  dos
hidrocarbonetos responsaveis pela diferenciacdo
do perfil cuticular das fémeas conforme o padrdo

de desenvolvimento ovariano em M. cassununga.
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Tabela 56: Distancia Mahalanobis, F, e valor de p nas comparaces dos compostos cuticulares no

desenvolvimento ovariano. (* significativo para p <0,05)

Combinagoes Distancia de Mahalanobis F P
G1xG2 4,53 1,57 0,1
G1xG3 4,44 1,197 0,3
GlxG4 9,46 2,88 *0,002
G1xG5 22,66 10,87 *0,000000
G2xG3 2,04 0,59 0,8
G2x G4 4,69 1,54 0,1
G2xG5 13,51 7,33 *0,000000
G3xG4 5,58 1,44 0,1
G3xG5 12,77 4,78 *0,00001
G4 x G5 6,69 2,99 *0,001
Raiz 1 x Raiz 2
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Figura 26. Analise canbnica dos compostos cuticulares das fémeas em relacdo ao desenvolvimento

ovariano. As duas primeiras raizes da analise candnica representam 90% da variabilidade das amostras.

Intervalo de confianga= 85% (Elipses).
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c.9) Comparacdo dos perfis quimicos entre as idades relativas em Mischocyttarus
cassununga

Os resultados mostraram que, através da andlise discriminante stepwise, nao foi possivel
separar significantemente todos os grupos de acordo com a idade relativa das fémeas (Modelo
global: Wilks’s A =0.5958, F(18,187) =2.0892, p < 0.007) (Tabela 57). O resultado da
MANOVA mostrou que, de forma geral, os perfis cuticulares dos grupos foram
significativamente diferentes (F= 501.32, p= 0.0000001). A andlise canbnica mostrou que,
dentre todos os compostos analisados, o composto 7, 19 e 7, 16-dimetilhentriacontano e 7-
metilnonacosano, foram os principais responsaveis por separar o grupo de fémeas mais velhas
(G1 - Preto) do grupo de fémeas mais jovens (G4 - Amarelo) da coldnia (Figura 27 e Tabela
58). O resultado na classificacdo da matriz apontou somente um total de 60% de correta

alocacdo das fémeas dentro do grupo esperado (Figura 28).
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Tabela 57: Valores médios e desvio padrdo da concentracdo relativa dos compostos cuticulares das fémeas de acordo com

idade relativa em M. cassununga. (G: grupo; M + DP: Média e Desvio Padréo).

Tempo de Gl G2 G3 G4
COMPOSTOS retencao N= 32 N=7 N=8 N= 28
M = DP M + DP M + DP M = DP
Heptacosano (C27) 33.78 8,62 + 9,69 9,19 +9,00 4,76 + 1,69 8,32+ 7,92
7, 16-Dimetilheptacosano 35.33 0,91+1,04 1,26 +1,68 0,79+0,91 141+151
3-Metilheptacosano 35.51 9,31+7,67 7,24 + 4,36 7,20 + 4,28 7,05+4,12
Nonacosano (C29) 38.40 7,12 + 8,00 5,20+ 3,11 4,74 + 3,70 4,96 + 4,51
9 e 11 e 13 e 15-Metilnonacosano 39.07 - 39.25 10,15 + 5,50 12,72 + 3,78 16,71 +7,37 14,48 + 6,42
7-Metilnonacosano 39.32 3,31+1,94 4,41+ 237 5,43+ 2,69 5,31+ 3,23
11, 15-Dimetilnonacosano 39.67 2,22+ 1,25 3,12+0,85 2,40+ 154 2,94 + 3,19
9, 15 e 9, 16-Dimetilnonacosano 39.71-39.83 3,00+2,51 2,94+0,41 2,42+1,16 3,26 + 4,13
7,15 e 7, 18-Dimetilnonacosano 39.87 - 39.93 1,14 £1,00 1,97 £ 0,66 1,74 £0,97 1,72 +£1,46
3-Metilnonacosano 40.06 9,00 + 6,63 6,60 + 1,65 6,33 + 2,97 6,80 + 3,85
13, 15-Dimetilnonacosano 40.59 - 40.70 4,74 + 6,25 2,55 +5,25 4,22 +6,42 3,24 + 4,27
11 e 13 e 14 e 15-Metiltriacontano 41.24 - 41.35 2,27+221 151+1,61 1,78+ 1,54 1,53+1,28
11, 15-Dimetiltriacontano 41.79 1,58 £0,75 1,82 +0,80 1,46 £0,79 1,32 £0,82
9 e 11 e 13 e 15-Metilhentriacontano 43.37 3,30+2,01 3,77+ 1,77 4,55+ 1,45 3,87 +2,03
7-Metilhentriacontano 43.59 181+1,11 2,18+ 0,79 2,29+1,36 1,86 £ 0,98
11, 16-Dimetilhentriacontano 43.95 12,64 + 9,76 19,23 + 10,68 14,87 + 9,38 13,30 + 9,60
9, 21-Dimetilhentriacontano 44.10 0,57 +0,53 0,66 +0,41 2,50 + 3,30 1,75+2,97
7,19 e 7, 16-Dimetilhentriacontano 44.16 - 44.25 1,25+0,89 0,92 +0,80 0,99 + 0,96 2,17 +1,87
5, 17-Dimetilhentriacontano 44.42 1,86 £2,62 0,82+ 2,04 1,30 £ 2,07 0,94 +1,73
15, 16-Dimetilhentriacontano 45.00 1,43 +£1,82 0,70+ 1,39 0,98 +1,43 0,85+ 1,26

Caracterizacao dos grupos: G1- cor preta: fémeas mais velhas, G2- cor castanho escuro: fémeas relativamente velhas, G3-
cor castanho claro: fémeas jovens e G4- cor amarela: fémeas mais jovens.

Figura 27. Box-plots indicando a mediana, percentil 25, percentil 75 e leque dos valores ndo isolados das
concentracdes relativas dos hidrocarbonetos responsaveis pela diferenciacdo do perfil cuticular das fémeas conforme a

idade relativa em M. cassununga.
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Tabela 58: Distancia Mahalanobis, F, e valor de p nas comparac¢des dos compostos cuticulares em

relacdo a idade relativa. (* significativo para p <0,05)

Combinagoes Distancia de Mahalanobis F P
Preto X Cast. escuro 0,90 0,88 0,51
Preto X Cast. claro 1,76 1,75 0,12
Preto X Amarelo 1,60 3,69 *0,003
Cast. escuro X Cast. claro 1,48 0,86 0,53
Cast. escuro X Amarelo 2,24 1,94 0,087
Cast. claro X Amarelo 2,18 2,10 0,06
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Figura 28. Andlise can6nica dos compostos cuticulares das fémeas em relacdo a idade relativa. As duas

raizes representam 89% da variabilidade das amostras. Intervalo de confianga= 85% (Elipses).
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¢.10) Comparagdo dos perfis quimicos no desenvolvimento da glandula de Van der
Vecht em Mischocyttarus cassununga

Por meio da andlise discriminante stepwise foi possivel separar significantemente quase
todos os grupos (Modelo global: Wilks’s A =0.3072, F(30,116) =3.1088, p < 0.00001) (Tabela
59). De maneira geral, a MANOVA revelou que os perfis dos grupos diferiram
significantemente entre si (F= 710.47, p= 0.0000001). Na andlise discriminante, os principais
compostos responsaveis pela separacao das fémeas nos grupos foram o nonacosano (C29), 9 e
11 e 13 e 15-metilnonacosano, 7-metilnonacosano, 11, 15-dimetilnonacosano, 9 e 11 e 13 e
15-metilhentriacontano, 11, 16-dimetilhentriacontano e 9, 21-dimetilhentriacontano (Figura
29). Os compostos dimetilalcanos apresentaram as maiores variagdes nas concentrtacoes entre
0s grupos de fémeas.

A analise candnica mostrou que existe uma significancia na comparacéo dos grupos G1 x
G3 e G2 x G3 (Tabela 60), onde a classificagdo da matriz apontou um total de 80% de correta

alocacdo dos individuos dentro dos grupos esperados (Figura 30).



Tabela 59: Valores médios e desvio padrao da concentracao relativa dos compostos cuticulares das fémeas de acordo com
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o desenvolvimento da glandula de Van der Vecht em M. cassununga. (G: grupo; M + DP: Média e Desvio Padrao).

Tempo de L G2 3
COMPOSTOS retencao N=16 N= 27 N= 32
M + DP M + DP M + DP
Heptacosano (C27) 33.78 8,99 + 10,38 7,77 £9,05 8,03 + 6,86
7, 16-Dimetilheptacosano 35.33 0,86 + 0,93 0,99 +0,81 1,34+1,70
3-Metilheptacosano 35.51 7,79+4,18 8,14 £ 6,69 8,09 +6,18
Nonacosano (C29) 38.40 6,83 + 7,33 5,06 + 4,67 6,10 + 6,64
9e 11 e 13 e 15-Metilnonacosano 39.07 - 39.25 10,29 + 4,80 11,58 + 5,05 14,86 + 7,31
7-Metilnonacosano 39.32 3,32+2,23 3,98 + 2,29 5,26 + 3,08
11, 15-Dimetilnonacosano 39.67 2,19+1,20 2,87 +1,25 2,55+ 3,04
9, 15e 9, 16-Dimetilnonacosano 39.71-39.83 3,23+291 2,84 +1,37 3,09 + 3,99
7,15 e 7, 18-Dimetilnonacosano 39.87 - 39.93 1,04 +£0,94 1,54+0,94 1,69+1,44
3-Metilnonacosano 40.06 8,70 + 3,86 7,26 + 4,81 7,50 + 5,95
13, 15-Dimetilnonacosano 40.59 - 40.70 6,09 + 6,34 3,56 + 5,26 3,14 +5,03
11 e 13 e 14 e 15-Metiltriacontano 41.24 - 41.35 2,60+2,12 1,95+1,87 1,44 +1,45
11, 15-Dimetiltriacontano 41.79 1,61+0,80 1,78 +0,83 1,19+0,64
9 e 11 e 13 e 15-Metilhentriacontano 43.37 3,35+1,70 3,72+£1,89 3,83+£2,15
7-Metilhentriacontano 43.59 158+1,12 1,91+0,99 2,08 +1,08
11, 16-Dimetilhentriacontano 43.95 13,20 + 10,00 16,63 + 10,73 11,58 + 8,30
9, 21-Dimetilhentriacontano 44.10 0,42 £ 0,54 0,77+0,51 2,01+3,19
7,19 e 7, 16-Dimetilhentriacontano 44.16 - 44.25 1,44 +£0,84 1,45+0,93 1,65+1,92
5, 17-Dimetilhentriacontano 44.42 2,17+2,73 1,40 £ 2,22 0,92+1,85
15, 16-Dimetilhentriacontano 45.00 1,68+1,84 1,10+ 1,53 0,80 £ 1,37

Caracterizacao dos grupos: G1- glandula muito desenvolvida, G2- glandula moderadamente desenvolvida; G3- glandula

pouco desenvolvida.
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Figura 29: Box-plots indicando a mediana, percentil 25, percentil 75 e leque dos valores ndo isolados das
concentracdes relativas dos hidrocarbonetos responsaveis pela diferenciacao do perfil cuticular das fémeas conforme o

desenvolvimento da glandula de Van der Vecht em M. cassununga.
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Tabela 60: Distancia Mahalanobis, F, e valor de p nas comparacdes dos compostos cuticulares em

relacdo ao desenvolvimento da glandula de Van der Vecht. (* significativo para p <0,05)

Combinacdes Distancia de Mahalanobis F P
Bastante X Moderado 3,02 1,63 0,09
Bastante X Pouco 9,41 5,39 *0,000001
Moderado X Pouco 4,33 3,41 *0,0003
Raiz 1 X Raiz 2
5 . . .
4 L
3t a
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Figura 30. Andlise canbnica dos compostos cuticulares das fémeas em relacdo ao desenvolvimento da

glandula de Van der Vecht. As duas raizes geradas explicam 100% da variabilidade das amostras.
Intervalo de confiangca= 85% (Elipses).
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c.11) Comparacdo dos perfis quimicos na quantidade de corpo gorduroso em
Mischocyttarus cassununga

Os resultados da andlise discriminante stepwise mostraram que foi possivel separar
significantemente quase todos os grupos de diferentes quantidades relativas de corpo
gorduroso (Modelo global: Wilks’s A =0.4318, F(16,130) =4.2393, p < 0.00001) (Tabela 61).
De forma geral, a MANOVA mostrou que os grupos diferiram significantemente em seu
perfil cuticular (F= 718.35, p= 0.0000001). Os principais compostos cuticulares responsaveis
por separar 0s grupos (G1 - Bastante x G3 - Pouco e G2 - Moderado x G3 - Pouco) foram o 3-
metilheptacosano, 9 e 11 e 13 e 15-metilnonacosano, 3-metilnonacosano, 11, 16-
dimetilhentriacontano, 5, 17-dimetilhentriacontano, e 15, 16-dimetilhentriacontano (Tabela 62
e Figura 31). Nota-se que o grupo de fémeas com maior quantidade relativa aparentemente
apresentou uma maior variagdo destes compostos, e principalmente do dimetilalcanos.

A classificacdo da matriz apontou um total de 76% de correta alocacdo das fémeas

(Figura 32).



Tabela 61: Valores médios e desvio padrdo da concentracdo relativa dos compostos cuticulares de acordo com a

quantidade relativa de corpo gorduroso presente no gaster das fémeas em M. cassununga. (G: grupo; M + DP: Média e

Desvio Padrao).
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Tempo de cl 2 3
COMPOSTOS retenco N=15 N= 28 N= 32
M = DP M + DP M + DP
Heptacosano (C27) 33.78 7,90 £ 9,93 6,96 + 8,17 9,30+7,94
7, 16-Dimetilheptacosano 35.33 0,75+0,72 0,84 £ 0,69 152+173
3-Metilheptacosano 35.51 6,49 £231 8,35+ 6,36 8,51+ 6,28
Nonacosano (C29) 38.40 8,73 + 10,69 4,68 + 3,38 5,59 + 4,76
9e 11 e 13 e 15-Metilnonacosano 39.07 - 39.25 9,80 +5,95 12,36 + 4,98 14,38 + 7,08
7-Metilnonacosano 39.32 3,03+£2,24 4,49 + 2,46 4,93 + 3,01
11, 15-Dimetilnonacosano 39.67 2,46 + 1,22 2,56 + 1,30 2,67 +3,04
9, 15e 9, 16-Dimetilnonacosano 39.71-39.83 241+111 3,17+ 2,50 3,19+ 3,93
7,15 e 7, 18-Dimetilnonacosano 39.87 - 39.93 1,36 £1,00 1,43 £0,88 1,63+1,50
3-Metilnonacosano 40.06 10,27 £ 6,22 7,06 £4,61 6,99 £ 4,75
13, 15-Dimetilnonacosano 40.59 - 40.70 5,89 + 7,03 4,29 + 5,06 2,67 +4,78
11 e 13 e 14 e 15-Metiltriacontano 41.24 - 41.35 2,58 +2,21 1,96 +1,72 1,46 £ 1,57
11, 15-Dimetiltriacontano 41.79 1,58 +£0,73 1,74 +£0,84 1,24 +£0,70
9 e 11 e 13 e 15-Metilhentriacontano 43.37 3,22 +£1,93 411+191 3,53+1,99
7-Metilhentriacontano 43.59 187+1,27 1,90 £ 1,09 1,94 +£0,94
11, 16-Dimetilhentriacontano 43.95 13,40 + 10,71 16,53 + 10,46 11,46 + 8,15
9, 21-Dimetilhentriacontano 44.10 0,54 +0,54 0,66 + 0,55 2,03+ 3,18
7,19 e 7, 16-Dimetilhentriacontano 44.16 - 44.25 1,46 £ 0,90 1,62+1,20 1,50+1,78
5, 17-Dimetilhentriacontano 44.42 1,87 +2,76 1,60 £ 2,23 0,91+1,88
15, 16-Dimetilhentriacontano 45.00 1,65+ 2,07 1,23+154 0,71+£1,19

Caracterizacéo dos grupos: G1- bastante quantidade relativa, G2- moderada quantidade relativa; G3- pouca quantidade

relativa.

Tabela 62: Distancia Mahalanobis, F, e valor de p nas comparac¢es dos compostos cuticulares em

relacdo a quantidade de corpo gorduroso. (* significativo para p <0,05)

Combinagdes

Distancia de Mahalanobis

Bastante X Moderado
Bastante X Pouco

Moderado X Pouco

1,35
6,41
3,16

*0,000001
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Figura 31. Box-plots indicando a mediana, percentil 25, percentil 75 e leque dos valores ndo isolados das concentragdes relativas
dos hidrocarbonetos responsaveis pela diferenciacdo do perfil cuticular das fémeas conforme a quantidade de corpo gorduroso

em M. cassununga.
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Raiz 1 X Raiz 2
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Raiz 1

Figura 32. Analise canbnica dos compostos cuticulares das fémeas em relacdo a quantidade de
corpo gorduroso. As duas raizes juntas representam 100% da variabilidade das amostras neste
caso. Intervalo de confianga= 85% (Elipses).

c.12) Comparacdao dos perfis quimicos conforme o estado fisioldgico geral das fémeas em
Mischocyttarus cassununga

A andlise discriminante stepwise mostrou que foi possivel separar significantemente
quase todos 0s grupos analisados (Modelo global: Wilks’s A =0.08887, F(52,215) =3.5918, p <
0.0000) (Tabela 63). Os resultados da MANOVA mostraram que, de maneira geral, 0s grupos
diferiram significativamente no perfil cuticular (F= 811.42, p= 0.0000001). Os compostos
cuticulares responsaveis por separar os grupos foram o 3-metilheptacosano, nonacosano
(C29), 9 e 11 e 13 e 15-metilnonacosano, 11, 15-dimetilnonacosano, 9, 15 e 9, 16-

dimetilnonacosano, 3-metilnonacosano, 9 e 11 e 13 e 15-metilhentriacontano, 11, 16-
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dimetilhentriacontano, 5, 17-dimetilhentriacontano (Figura 33). Nesta andlise, pode-se
perceber que a variacdo das medianas (distancias entre os valores centrais) entre 0s grupos
comparados foi maior do que nas demais analises.

O resultado da anélise candnica para todas as combinacdes possiveis entre 0s grupos
mostrou que as fémeas dos grupos G4 e G5 foram as que estatisticamente mais diferiram dos
demais grupos (Tabela 64).

A classificacdo da matriz apomtou um total de 77,78% de correta alocacédo dos individuos

nos grupos previstos (Figura 34).



133

Tabela 63: Valores médios e desvio padrdo da concentracdo relativa dos compostos cuticulares de acordo com o estado

fisiologico geral das fémeas em M. cassununga. (G: grupo; M + DP: Média e Desvio Padrio).

T q Gl G2 G3 G4 G5
COMPOSTOS r(::rt:ﬁoéoe N= 20 N=10 N=9 N=9 N= 24
¢ M + DP M + DP M + DP M + DP M + DP
Heptacosano (C27) 33.78 5,55+ 5,37 2,51+0,72 13,10 £ 15,30 13,96 + 8,55 8,76 +7,11
7, 16-Dimetilheptacosano 35.33 0,79+0,81 0,74 +0,51 0,66 + 0,64 1,53+1,09 1,41+£1,72
3-Metilheptacosano 35.51 7,10+ 7,17 4,63 +252 9,11 +5,46 10,54 + 3,26 7,69 + 3,64
Nonacosano (C29) 38.40 8,20+ 9,10 3,43+1,61 6,70 + 5,84 5,67 + 3,81 5,09 + 4,92
9elleldels 30.07-39.25 10924552  1431+326 11,68+945 995+406 1550622
Metilnonacosano
7-Metilnonacosano 39.32 3,43+2,15 4,70 + 1,87 2,93+214 3,96 + 2,40 5,80 + 3,15
) .11’ 15- 39.67 2,43 +1,25 3,17+ 0,85 1,86 £1,09 2,43+1,30 2,89+ 3,39
Dimetilnonacosano
. 9, :!'5 €9, 16- 39.71 - 39.83 2,45+1,29 3,10+ 1,40 1,61+1,11 3,08+1,21 3,63+4,46
Dimetilnonacosano
. /, ]:5 e7, 18- 39.87 - 39.93 1,31 +£0,98 1,68 £0,74 0,97 + 1,09 1,49 +1,18 1,85+1,51
Dimetilnonacosano
3-Metilnonacosano 40.06 10,14 £ 6,77 6,50+ 1,12 8,45 + 3,59 554+214 6,17 + 3,62
13, 15-

N 40.59-40.70 4,68 +6,27 3,85+5,78 593+6,41 2,94 + 4,86 2,92+4,70
Dimetilnonacosano

11e13e14e15-
Metiltriacontano

11, 15-Dimetiltriacontano 41.79 1,81 +0,74 2,27 £ 0,65 1,08 +0,72 1,11 +0,61 1,16 + 0,63
9ellel3e15-

41.24-4135 2,22+2,05 1,95+1,50 2,48 + 2,08 1,77+ 2,26 1,30+1,20

. . 43.37 3,85+2,08 5,00+ 1,20 3,47 +£2,20 2,27 +0,83 3,75+2,01
Metilhentriacontano
7-Metilhentriacontano 43.59 2,11+1,.27 2,27 +0,99 1,46 + 1,04 1,58+ 0,77 1,96 + 0,97
11,16 43.95 1600+10,93 2305:876  9,46+10,22 1041660  11,45%727
Dimetilhentriacontano
921 44.10 063+059  105:039  138+269  044%040 2144335
Dimetilhentriacontano
_ 1.19e7,16- 44.16-4425 129+089 1474057  148+104  155+130  1,84+211
Dimetilhentriacontano
ST 44.42 150£250  151%238  204:29 190258 070138
Dimetilhentriacontano
15, 16- 45.00 1,36 + 1,86 1,22 +1,79 1,66 1,93 0,89+1,12 0,69+1,15

Dimetilhentriacontano
Caracterizagdo dos grupos: G1- Fémeas inseminadas (1), maioria com ovario muito ou bem desenvolvido (padrées A, B ou C), com a
Glandula de Van der Vecht bastante ou moderadamente desenvolvida, e com quantidade relativa alta ou moderada de corpo gorduroso;
G2- Fémeas ndo inseminadas (NI), com ovéario bem desenvolvido (padrdes B ou C), maioria com moderado desenvolvimento da
Glandula de Van der Vecht, e maioria com quantidade relativa alta ou média de corpo gorduroso; G3- Fémeas ndo inseminadas (NI),
com desenvolvimento moderado do ovario (padrdo D), maioria com pouco ou moderado desenvolvimento da Glandula de Van der
Vecht, e maioria com moderada ou pouca quantidade relativa de corpo gorduroso; G4- Fémeas ndo inseminadas (NI), com ovéario pouco
desenvolvido (padrdo E), maioria com moderado desenvolvimento da Glandula de Van der Vecht, e maioria com pouca quantidade
relativa de corpo gorduroso; G5- Fémeas ndo inseminadas (NI), com ovario pouco desenvolvido (padrdo E), maioria com a Glandula de
Van der Vecht pouco desenvolvida, e maioria com pouca quantidade relativa de corpo gorduroso.
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Figura 33. Box-plots indicando a mediana, percentil 25, percentil 75 e leque dos valores ndo isolados das
concentragdes relativas dos hidrocarbonetos responsaveis pela diferenciagdo do perfil cuticular das fémeas

conforme o estado fisiol6gico em M. cassununga.
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Tabela 64: Distancia Mahalanobis, F, e valor de p nas comparac¢des dos compostos cuticulares em

relacdo ao estado fisiologico geral do individuo. (* significativo para p <0,05)

Combinagoes Distancia de Mahalanobis F P
Gl1xG2 1,61 0,68 0,7
G1xG3 3,06 1,20 0,3
Gl x G4 22,81 8,94 *0,000000
G1xG5 16,18 11,15 *0,000000
G2 xG3 4,97 1,49 0,1
G2 x G4 22,82 6,83 *0,000000
G2 x G5 14,39 6,42 *0,000000
G3x G4 17,68 5,02 *0,00001
G3x G5 10,60 4,38 *0,00005
G4 x G5 6,36 2,63 *0,006

Raiz 1 X Raiz 2
5 . .
al

Raiz 2
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6 ) ) ) ) <& Grupo 3: G3

- A Grupo 4: G4

-5 -4 -1 0 3 5 ® Grupo 5: G5
Raiz 1

Figura 34. Anélise candnica dos compostos cuticulares das fémeas em relacdo ao estado fisioldgico. As

duas raizes representam 92% da variabilidade das amostras neste caso. Intervalo de confianga= 85%

(Elipses).
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c.13) Comparacdo dos perfis quimicos conforme o estado fisioldgico geral das fémeas
nas subfases pré-macho e p6s-macho em Mischocyttarus cassununga

Os resultados da andlise discriminante stepwise mostraram que foi possivel separar
significantemente quase todos os grupos analisados (Modelo global: Wilks’s A =0.0166,
F(117,387) =2.4144, p < 0.00001) (Tabelas 65 e 66). De forma geral, a MANOVA revelou que
os perfis cuticulares dos grupos diferiram significantemente entre si (F =751.06, p = 0.00001).
De acordo com a analise discriminate a diferencas foram baseadas no contraste entre 0s
compostos 3-metilheptacosano, nonacosano (C29), 9 e 11 e 13 e 15-metilnonacosano, 13, 15-
dimetilnonacosano, 7, 15 e 7, 18-dimetilnonacosano, 3-metilnonacosano, 11, 15-
dimetiltriacontano e 11, 16-dimetilhentriacontano (Figura 35). Nota-se que existe uma grande
variagdo nas proporgdes (= concentragdes relativas) dos hidrocarbonetos cuticulares entre 0s
grupos de fémeas, e que estas foram relativamente maiores quando comparadas com as
concentracdes relativas dos dimetilalcanos, seguidos pela de metilalcanos. O Gnico composto
que aparentemente foi mais homogéneo entre os grupos, com excecdo do G6, foi o
nonacosano (C29). Além disso, similarmente aos resultados da divisdo de tarefas na ontogenia
colonial, o grupo de fémeas dominante na subfase p6s-macho (G6) apresentou uma maior
variacdo relativa das concentracdes destes compostos.

O resultado da anéalise candnica para todas as combinacdes possiveis entre 0S grupos
mostrou que, tanto na comparacao das fémeas de mesma subfase (pré-macho x pré-macho ou
pos-macho x pds-macho) quanto de subfases diferentes (pré-macho x p6s-macho), os grupos
de fémeas que foram mais proximas ou similares fisiologicamente ndo se separaram tanto
pelo nivel de significancia da discriminante (ex: G1 + G2 + G3 e G4 + G5 na subfase pré-
macho; G6 + G7 +G8 e G9 + G10 na subfase pos-macho). (Tabela 67). Grande parte dos

resultados ainda mostrou que existe uma certa similaridade dos grupos de subfases diferentes
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(ex: G1 x G6, G1 x G7, G2 x G7, G5 x G9, G5 x G10), mas nao entre todos, como por
exemplo, G4 x G5, G4 x G9 e G6 x G8.
A classificacdo da matriz apontou um total de 73,61% de correta alocacdo dos individuos

nos grupos previstos (Figura 36).
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Tabela 65: Valores médios e desvio padrdo da concentracdo relativa dos compostos cuticulares de acordo com o estado

fisiologico das fémeas na subfase pré-macho em M. cassununga. (G: grupo; M + DP: Média e Desvio Padréo).

T q Gl G2 G3 G4 G5
COMPOSTOS rzrt:ﬁoéoe N= 12 N=7 N=6 N= 4 N= 20
¢ M + DP M + DP M + DP M + DP M + DP
Heptacosano (C27) 33.78 308+212  369+310  353+060  1116+7.00 921+7.72
7, 16-Dimetilheptacosano 35.33 0,76 + 0,78 0,81+0,51 0,49 +0,40 1,68+0,71 1,47 £ 1,87
3-Metilheptacosano 35.51 5414270  634+262  698+407  13,05+097 7,79+ 364
Nonacosano (C29) 38.40 4,37 +2,35 2,75+131 3,97 £ 4,00 3,80+ 2,44 5,11 +5,25
9elleldels 30.07-39.25  1244+396  1418+471 15994855  694+311 1555 6,67
Metilnonacosano
7-Metilnonacosano 39.32 423+£220  509+239  383+205  275+216  588+324
11, 15-Dimetilnonacosano 39.67 260104  297+088  194+123 1414049  307+366
9,15e9,16- 30.71-39.83  293+114  389+189  211+088 2314062  3,90+485
Dimetilnonacosano
7.15e7, 18-
it 39.87-39.93  131+091  150+083  144+104  101+118  203+157
3-Metilnonacosano 40.06 738+142  546+179  653+191  540+266  6,05+3.74
. 18,15 4059-4070  650+7,16 5334646  722+750  548+682  2.65+4.46
Dimetilnonacosano
11el3eldels- 4124-4135  289+213  202+187  297+229  309+306  1.21+100
Metiltriacontano
o 13,15 41.79 188+069  1,88+070  135+075  074+052  1,20+067
Dimetiltriacontano
9ellelde 15 4337 433+132  418+168  478+106  193+087  3,60+212
Metilhentriacontano
7-Metilhentriacontano 43.59 2,02+1,36 1,81+1,20 1,66+1,12 1,21 +1,07 1,96 + 0,98
o 11,16 43.95 1811+958  20,15+928 1317+1085 570+473  11,92+773
Dimetilhentriacontano
9.2 44.10 062+053 0774052  206+315 0334018 1,99+ 312
Dimetilhentriacontano
_ 1.19e7,16- 4416-4425  158+078 1504085  165+113  203+135  165+2.17
Dimetilhentriacontano
s 44.42 209+288  216+262  307+320  386+286  056+1,19
Dimetilhentriacontano
15, 16- 45.00 187+208 1624205  213+221  171+127  062+109

Dimetilhentriacontano

Caracterizacdo dos grupos: Subfase Pré-macho: G1- Fémeas inseminadas (1), maioria com ovario muito ou bem desenvolvido (padroes
A, B ou C), com a Glandula de Van der Vecht bastante ou moderadamente desenvolvida, e com quantidade relativa alta ou moderada de
corpo gorduroso; G2- Fémeas ndo inseminadas (NI), com ovario bem desenvolvido (padrées B ou C), maioria com moderado
desenvolvimento da Glandula de Van der Vecht, e maioria com quantidade relativa alta ou média de corpo gorduroso; G3- Fémeas ndo
inseminadas (NI), com desenvolvimento moderado do ovéario (padrdo D), maioria com pouco ou moderado desenvolvimento da
Glandula de Van der Vecht, e maioria com moderada ou pouca quantidade relativa de corpo gorduroso; G4- Fémeas ndo inseminadas
(NI), com ovério pouco desenvolvido (padrdo E), maioria com moderado desenvolvimento da Glandula de Van der Vecht, e maioria
com pouca quantidade relativa de corpo gorduroso; G5- Fémeas ndo inseminadas (NI), com ovario pouco desenvolvido (padrdo E),
maioria com a Glandula de Van der Vecht pouco desenvolvida, e maioria com pouca quantidade relativa de corpo gorduroso.
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Tabela 66: Valores médios e desvio padrdo da concentracao relativa dos compostos cuticulares de acordo com o estado

fisiologico das fémeas na subfase pds-macho em M. cassununga. (G: grupo; M + DP: Média e Desvio Padréo).

T q G6 G7 G8 G9 G10
COMPOSTOS reert‘;ﬂoéoe N=8 N= 3 N=3 N=5 N= 4
¢ M + DP M + DP M + DP M + DP M + DP
Heptacosano (C27) 33.78 9274670  249+095  3224+1050 1620+977 652+ 140
7, 16-Dimetilheptacosano 35.33 0,84 + 0,89 0,74 +0,51 1,00 £ 0,99 1,41+1,41 1,09 £ 0,53
3-Metilheptacosano 35.51 963+10,76  283+035  1338+607  854+305  717+412
Nonacosano (C29) 38.40 13,93 +£ 12,39 5,15+ 1,03 12,17 + 5,41 7,17 + 4,28 4,98 + 3,27
9elleldels 30.07-39.25  864+695  1663+044  305+270  1236+306 1527 +3,86
Metilnonacosano
7-Metilnonacosano 39.32 224+150  436+038  114+078 4934233 540+ 308
11, 15-Dimetilnonacosano 39.67 216+156  328+050 1724098  325+114  204+136
9.15e9, 16- 30.71-39.83  172+122  243+010  061+088  370+126  225+085
Dimetilnonacosano
7.15e7, 18-
it 39.87-39.93  131+115  211+016  002+003  187+115  0,95+0,64
3-Metilnonacosano 40.06 14304939  723+016  1229+307 566+196  6,80+334
. 18,15 4059-4070  196+347  052+006  334+288  091+082  428+638
Dimetilnonacosano
11el3eldels- 4124-4135  121+153 1564013  149+140  072+032  179+206
Metiltriacontano
o 13,15 41.79 170+085  268+031  054+022  141+055 097 +032
Dimetiltriacontano
9ellel3els- 4337 314+283 5704006  085+103 2554078  448+125
Metilhentriacontano
7-Metilhentriacontano 43.59 2,26 +1,20 2,65+ 0,56 1,06 + 0,91 1,87 +0,31 1,99+ 1,08
o 11,16 43.95 1284+1270 2795+161  205+049  1418+550 9.15+421
Dimetilhentriacontano
92l 44.10 065+071  136+004  001x001  052+052 291487
Dimetilhentriacontano
_ 1.19e7,16- 4416-4425  085+001  104+009  116+094  117+126  275+171
Dimetilhentriacontano
s 44.42 063+159  0001+000 0001+000  033+049  140+223
Dimetilhentriacontano
15, 16- 45.00 061+122  021+008  071+078  023+026  102+155

Dimetilhentriacontano

Caracterizacdo dos grupos: Subfase P6s-macho: G1- Fémeas inseminadas (I), maioria com ovario muito ou bem desenvolvido (padrdes
A, B ou C), com a Glandula de Van der Vecht bastante ou moderadamente desenvolvida, e com quantidade relativa alta ou moderada de
corpo gorduroso; G2- Fémeas ndo inseminadas (NI), com ovario bem desenvolvido (padrGes B ou C), maioria com moderado
desenvolvimento da Glandula de Van der Vecht, e maioria com quantidade relativa alta ou média de corpo gorduroso; G3- Fémeas ndo
inseminadas (NI), com desenvolvimento moderado do ovério (padrdo D), maioria com pouco ou moderado desenvolvimento da
Glandula de Van der Vecht, e maioria com moderada ou pouca quantidade relativa de corpo gorduroso; G4- Fémeas ndo inseminadas
(NI), com ovério pouco desenvolvido (padrdo E), maioria com moderado desenvolvimento da Glandula de Van der Vecht, e maioria
com pouca quantidade relativa de corpo gorduroso; G5- Fémeas ndo inseminadas (NI), com ovario pouco desenvolvido (padrdo E),
maioria com a Glandula de Van der Vecht pouco desenvolvida, e maioria com pouca quantidade relativa de corpo gorduroso.
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Figura 35. Box-plots indicando a mediana, percentil 25, percentil 75 e leque dos valores ndo isolados das
concentragdes relativas dos hidrocarbonetos responsaveis pela diferenciacdo do perfil cuticular das fémeas conforme

0 estado fisiolégico na ontogenia colonial em M. cassununga.



Tabela 67: Distancia Mahalanobis, F, e valor de p nas comparac¢es dos compostos cuticulares em

relacdo ao o estado fisiolégico do individuo ao longo da ontogenia colonial. (* significativo para p

<0,05)

Combinagoes Distancia de Mahalanobis F P
Gl1xG2 3,52066 0,96 0,4
G1xG3 5,34533 1,33 0,2
Glx G4 41,03133 7,64 *0,000000
G1x G5 13,51389 6,40 *0,000001
G1xG6 5,45196 1,62 0,1
G1xG7 3,28689 0,49 0,9
G1xG8 23,12364 3,44 *0,0007
G1xG9 16,88771 3,69 *0,0004
G1xG10 16,28374 2,42 *0,01
G2xG3 4,65072 0,93 05
G2x G4 48,12555 7,59 *0,000000
G2 x G5 13,52522 4,40 *0,00006
G2 x G6 8,57245 1,98 *0,04
G2 x G7 5,11768 0,67 0,7
G2 xG8 34,93184 4,55 *0,00004
G2 x G9 18,37427 3,32 *0,001

G2 xG10 15,50540 2,02 *0,03
G3x G4 40,66443 6,05 *0,000001
G3x G5 8,12197 2,35 *0,01
G3xG6 9,39511 1,99 *0,04
G3x G7 8,70641 1,08 0,3
G3xG8 32,28784 4,00 *0,0001
G3x G9 12,62748 2,14 *0,02
G3xG10 9,01254 1,12 0,3

G4 x G5 23,56247 4,91 *0,00001
G4 x G6 44,09665 7,29 *0,000000
G4 x G7 47,90445 5,09 *0,00001
G4 x G8 36,73502 3,91 *0,0002
G4 x G9 20,44092 2,82 *0,004
G4 x G10 28,69427 3,05 *0,002
G5 x G6 15,40483 5,54 *0,000004
G5 x G7 13,74681 2,24 *0,02
G5xG8 28,86552 4,70 *0,00003
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Continuacdo da tabela 67.

Combinagoes Distancia de Mahalanobis F P
G5xG9 4,40037 1,10 0,3
G5x G10 3,78386 0,62 0,8
G6 x G7 6,84539 0,93 0,5
G6 x G8 16,53952 2,24 *0,02
G6 x G9 14,19610 2,71 *0,005
G6 x G10 16,05050 2,17 *0,02
G7xG8 28,12848 2,62 *0,007
G7xG9 16,53170 1,92 *0,04
G7xG10 16,15142 1,50 0,1
G8xG9 27,00840 3,14 *0,001
G8 x G10 36,67257 3,41 *0,0008
G9x G10 4,17899 0,48 0,9
Raiz 1 x Raiz 2
AN
N
<
24
O Grupo 1: G1
O Grupo 2: G2
¢ Grupo 3: G3
A Grupo 4: G4
® Grupo5: G5
= Grupo 6: G6
¢ Grupo 7: G7
A Grupo 8: G8
+ Grupo 9: G9
*

Grupo 10: G10
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Figura 36. Analise candnica dos compostos cuticulares das fémeas em relacdo ao estado fisiologico na

ontogenia colonial. As duas raizes representam 74,91% da variabilidade das amostras neste caso.

Intervalo de confianca= 85% (Elipses).
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Discussdo
a) Hierarguia social de dominancia em Mischocyttarus cassununga

Varios aspectos da organizacdo tém sido amplamente estudados na presente espécie, e
sem davida é caracterizada por uma hierarquia de dominancia bastante estavel e com elevada
longevidade da rainha (= fémea dominante reprodutiva) na colonia (MURAKAMI, 2003,
MURAKAMI & SHIMA, 2006; MURAKAMI & SHIMA, 2009). Em um estudo sob o
aspecto nutricional, MURAKAMI & SHIMA (2006) classificaram os individuos mais
dominantes da col6nia desta espécie como fémeas hierarquicamente superiores e as demais
como subordinadas tipicas, onde a fémea dominante reprodutiva possui uma alta longevidade
na col6nia provavelmente relacionada a ingestdo de maior quantidade de alimento protéico.
Esta fémea dominante reprodutiva (= rainha), obtém a vantagem nutricional devido a sua
maior permanéncia sob o ninho, evitando tarefas de alto custo energético e risco como o
forrageamento e mantendo o controle social pela verificacdo constante das celulas e das
fémeas subordinadas (MURAKAMI, 2007). Murakami & Shima (2006; 2009; 2010) também

demonstraram que a hierarquia social em M. cassununga é linear, onde a fémea na 1% posicéo
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do ranking domina todas as outras na col6nia. A fémea na 2% posicdo, por sua vez, com
excecdo da 1% dominante, domina todas as outras, e assim por diante. No presente trabalho, o
estudo da hierarquia de dominancia aumentou o nimero amostral de colénias estudadas na
espécie, tanto na subfase pré-macho quanto na subfase pds-macho, e fortaleceu nossos
achados anteriores na espécie (Tabelas 3 a 24). Também foi possivel confirmar que o
comportamento agressivo predominante foi o ato de verificar o subordinado co-especifico
com as antenas (Comportamento 5, v. MATERIAIS E METODOS), sugerindo a utilizago
dos hidrocarbonetos como uma forma de reconhecimento individual intraespecifico. Estas
substancias cuticulares também sdo consideradas sinais primarios no sistema de
reconhecimento de insetos sociais (SINGER, 1998; HOWARD & BLOMQUIST, 2005), os
quais sdo capazes de perceber tais substancias atraves do contato direto, por exemplo, através
da “antenagdo” (LORENZI et al., 1997). E de acordo com Sledge et al. (2004), € necessario
entender como determinados hidrocarbonetos sdo percebidos pelos receptores quimicos das
antenas dos insetos.

Comportamentos violentos entre dois ou mais individuos da hierarquia social, 0s quais
sdo comuns no estabelecimento e manutencdo da hierarquia social em espécies de Polistes
(PARDI, 1948; ROSELER, 1991), sdo menos frequentes nas coldnias de M. cassununga
presentes no Campus de Rio Claro (MURAKAMI, 2007; MURAKAMI & SHIMA, 20093;
MURAKAMI, et al., 2010). Ou seja, em M. cassununga, apesar das interacOes agressivas
durante a fase inicial na pré-emergéncia serem mais intensas do que na pds-emergéncia
(PREZOTO, et al.,, 2004), as disputas fisicas entre as fémeas pela dominancia social e
reprodutiva na coldonia podem ser caracterizadas principalmente por um comportamento
menos agressivo em relacdo a Polistes. As interacfes sociais entre 0s membros da coldnia
ocorrem predominantemente através do ato de tocar o outro com as antenas (principal meio de

contato fisico direto), mesmo quando ocorre o desaparecimento da fémea dominante
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(MURAKAMI & SHIMA, 2009a). Baseado no método de linearizagéo (Id) (PREMNATH et
al., 1991), a hierarquia linear foi determinada em cada uma das col6nias (Tabelas 3 a 24), o
que permitiu o agrupamento e a classificacdo de todos os individuos estudados conforme a
hierarquia de dominancia social, ou seja, em fémeas da 1° posi¢do hierarquica (fémeas o = as
“rainhas” da coldnia), fémeas da 2% posicdo hierarquica (fémeas PB), fémeas da 3 posicdo
hierarquica (fémeas v), e demais fémeas subordinadas (restante dos individuos). Isto permitiu
a investigacdo da presenca dos hidrocarbonetos cuticulares e da sua possivel funcdo em M.
cassununga, principalmente sob o aspecto comportamental na hierarquia social através do

contato direto com as antenas.

b) Aspectos comportamentais da divisdo de trabalho em Mischocyttarus cassununga
Em grupos de insetos sociais onde as diferencas morfologicas sdo praticamentes
inexistentes entre as castas rainha e operaria, ou mesmo somente dentro da casta operéaria, 0
comportamento tem sido o parametro diferencial entre esses grupos de individuos da colénia.
No presente trabalho, resultados similares puderam ser obtidos comparando as fémeas mais
dominantes e as fémeas subordinadas da coldnia através da correlacdo de postos de Spearman
(p < 0,05). Na espécie estudada obtivemos uma correlacdo positiva entre a posi¢do da fémea
na hierarquia de dominancia e o seu perfil comportamental na organizacao social da colénia,
onde as fémeas mais dominantes sdo responsaveis pelo cuidado direto da prole, sendo
relativamente as mais ativas sobre o ninho (frequéncia total de comportamentos realizados no
ninho), inspecionando com maior frequéncia as células, e realizando uma aparente sinalizacao
ou marcacdo das células através do ato de esfregar o gaster nas mesmas (Tabelas 25 a 29 e
Tabelas 30 e 31). Além disso, obtivemos uma correlacdo negativa significativa em 2 colonias
e uma correlacdo negativa néo significantiva na maior parte das col6nias (4 colonias), onde as

fémeas subordinadas sdo as forrageadoras tipicas da colonia. Nas outras 4 colénias ndo houve
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a mesma correlagdo negativa, e muito provavelmente isto se deve a existéncia de mais um
grupo caracteristico de fémeas nas coldnias desta espécie, ou seja, 0 grupo de fémeas
subordinadas, na realidade, é constituido por fémeas forrageadoras tipicas (as quais passam a
maior parte do tempo fora do ninho executando tarefas extranidais) e por fémeas mais
subordinadas do ranking relativamente mais jovens na col6nia com a pigmentacdo amarela da
linha transversal do 3° tergito (Tabelas 32 e 33).

Ja na colbnia N8 (pds-macho) a correlacdo foi positiva e significativa, entretanto, isto
pode ter ocorrido devido a demanda da col6nia por alimento no periodo das observacgdes, o
que levou as fémeas hierarquicamente superiores a forragear. Segundo Costa-Filho (2011),
comprovou-se em M. cerberus styx que a retirada de individuos subordinados em baixas
posicdes do ranking hierarquico ndo afeta o nimero da atividade forrageadora/hora na
col6nia, pois as fémeas de posi¢cbes mais elevadas passam a executar tal atividade sem a
necessidade de um rearranjo da hierarquia social. Por outro lado, quando as fémeas de
posicdes elevadas (hierarquicamente superiores) sao retiradas, as fémeas forrageadoras tipicas
assumem o posto hierarquico mais elevado e permanecem mais tempo no ninho, diminuindo
drasticamente a frequéncia da atividade de forrageamento observada.

Fica evidente que, além das interacdes entre a fémea poedeira e suas subordinadas na
col6nia, a interacdo de dominancia também ocorre entre a geracdo de operarias e, certamente,
influencia na realizacdo do trabalho dentro da coldnia, como ja relatado na literatura para
outras especies de vespas eussociais basais (PARDI, 1948; JEANNE, 1972, LITTE, 1977,
CHANDRASHEKARA & GADAGKAR, 1991; JEANNE, 1991; O’ DONNELL, 1998a, b).
Resultados semelhantes ja foram demonstrados em M. cassununga, onde as fémeas mais
dominantes sdo as principais responsaveis por inspecionar as células, realizar a postura de
ovos (producéo da prole) (MURAKAMI, 2007) e vigiar a prole permanecendo mais tempo na

frente do favo da colonia (MURAKAMI & SHIMA, 2010). Nesta espécie, a predominancia
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da permanéncia da fémea dominante e reprodutiva na col6nia deve-se a manipulagédo do seu
controle social sobre todas as outras fémeas e a prépria manutencdo do seu status como
individuo reprodutor dominante. Por sua vez, as fémeas mais subordinadas juntas sdo
responsaveis pela maior parte da atividade de coleta do alimento (MURAKAMI, 2007). De
acordo com Jeanne (1986) e Giannotti (1992), em espécie de vespas eussociais basais, a
diferencia¢do entre as castas “rainha” e operdria ocorre em um nivel comportamental,
similarmente ao encontrado em M. cassununga. Conforme Torres et al. (2009), em P.
canadensis canadensis, os individuos mais dominantes se especializam em determinadas
tarefas intranidais (controle social, verificacdo das células, iniciar células novas, esfregar
gaster no ninho, oofagia e ovipositar), enquanto que os subordinados, em outras, relacionadas
a manutencdo da colonia (atividade de forrageamento, trofalaxis, aumentar as células, dar
alarme).

De acordo com os resultados morfofisioldgicos em M. cassununga, as diferencas entre as
fémeas no ranking social sdo evidentes (Tabelas 32 e 33), onde os individuos dominantes
tendem a apresentar um estado fisioldégico que justificam a sua dominancia colonial (sdo
fémeas inseminadas, com ovario mais desenvolvido, maior quantidade de tecido de reserva,
maior desenvolvimento da glandula de Van der Vecth e relativamente mais velhas) em
comparacdo com as demais fémeas. Conforme MURAKAMI et al. (2009b), diferencas na
fisiologia entre as fémeas da hierarquia social ocorrem, de forma que a fémea mais dominante
ndo é a Unica capaz de gerar uma prole 2n na col6nia. Além disso, neste estudo também foi
demonstrado que o nimero de fémeas inseminadas aumenta de acordo com a ontogenia da
colénia, sugerindo uma condicdo estratégica da espécie frente as dificuldades na natureza.
Tais fémeas se caracterizam por estarem inseminadas, com o ovario desenvolvido e com
maior quantidade relativa de corpo gorduroso. Cabe salientar que a presenca de mais de uma

fémea inseminada também ocorre em outras especie do mesmo género presente na area de
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estudo (OLIVEIRA, 2007; SILVA, 2008). No presente trabalho, o aumento do nimero de
fémeas reprodutivas conforme a ontogenia colonial ndo foi observado provavelmente devido
ao estagio da subfase em que as colbnias foram estudadas. No entanto, os resultados da
morfofisiologia na espécie reforcam as nossas afirmacdes e conclusdes sobre a forte relacéo
da capacidade reprodutiva do individuo com o seu status social.

Portanto, baseado na literatura e nos resultados obtidos através deste estudos, classificou-
se as fémeas em categorias comportamentais, tais como, fémeas hierarquicamente superiores
(fémeas dominantes reprodutivas + outras fémeas inseminadas na coldnia = potencialmente
reprodutivas), fémeas forrageadoras tipicas e fémeas subordinadas menos ativas da col6nia (v.
Tabelas 48, 50 e 51). Concomitantemente, agrupou-se as fémeas conforme o seu estado
fisioldgico (v. Tabelas 63, 65 e 66), como ja relatado (v. MATERIAIS E METODOS). Todos
os resultados obtidos na espécie até 0 momento certamente nos dao suporte para investigar a
possivel existéncia de um mecanismo de sinalizacdo quimica baseado nos perfis cuticulares
de acordo com o padrdo comportamental das fémeas.

Sabe-se que o estabelecimento de uma hierarquia estavel resulta em uma vantagem para
os individuos dominantes que obtém o controle social e freqlientemente evitam atividades de
risco ou elevado gasto de energia (MARKIEWICZ & O’DONNELL, 2001). Considerando
este fato, autores afirmam que, nestes vespideos, a posicdo social da fémea depende
freqiientemente e fortemente da sua fisiologia reprodutiva (PARDI, 1948; ROSELER;
ROSELER & STRAMBI, 1985). Apesar dos esforgos nessa area, 0 mecanismo que relaciona
0 comportamento dominante, a divisdo de trabalho (polietismo) entre as operarias e a
fisiologia reprodutiva ainda ndo esta claro (O’ DONNELL, 1998b ; BECHERS & FEWELL,
2001 e SLEDGE et al. 2004). Dessa forma, estudar este mecanismo do ponto de vista
bioquimico, ou seja, explord-lo por meio de um estudo dos perfis dos hidrocarbonetos

cuticulares, pode no minimo ajudar a compreendé-lo melhor. Os hidrocarbonetos cuticulares
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tém sido utilizados como sinais da atividade ovariana em espécies de Polistes (SLEDGE et al.
2000; SLEDGE et al., 2004; DAPPORTO et al., 2005) e Stenogastrinae (TURILLAZZI et

al., 2004).

c) Analise geral do perfil cuticular das fémeas de Mischocyttarus cassununga

Conforme Howard (1993) e Howard & Blomquist (2005), os lipidios cuticulares sdo
constituidos principalmente de alcanos lineares de cadeias longas, alcenos e mono-, di- e
trimetil-alcanos. Na espécie de vespa eussocial basal M. cassununga foi possivel encontrar
uma enorme abundancia de hidrocarbonetos alcanos (88 compostos) (Tabela 34). Dentre
todos os compostos que puderam ser encontrados e identificados, os hidrocarbonetos alcanos
ramificados (Figura 7), representados por metilalcanos (36,20%) e dimetilalcanos (32,75%)
foram encontrados em maior abundancia, seguido pelos alcanos lineares (14,65%). Resultado
semelhante na ordem de abundancia foi obtido por TANNURE-NASCIMENTO (2007) com
Polistes satan, uma espécie eussocial basal neotropical (Porcentagem da quantidade de
compostos: 39,28% de metilalcanos, 28,57% de dimetilalcanos e 21,42 de alcanos lineares). A
literatura mostra que a diversidade nos compostos cuticulares estd ligada a variagdo na
proporcdo de metilalcanos e alcenos, ao invés de alcanos lineares (CLEMENT &
BAGNERES, 1998; SLEDGE et al., 2001). Dentro do género Polistes, algumas espécies
apresentam uma predominancia na quantidade relativa dos alcanos lineares quando
comparada com os metilalcanos. Segundo Espelie et al. (1994), P. fuscatus possui 67,09% de
alcanos lineares, enquanto que os metilalcanos apresentam-se em 13,71% da amostra de
hidrocarbonetos. Em P. metricus, a quantidade relativa dos alcanos lineares é de 50% e de
metilalcanos 33,3% do perfil cuticular (ESPELIE et al., 1990). Por outro lado, na maioria das
especies deste género os metilalcanos sd@o predominantes, como similarmente obtido nos

resultados em M. cassununga. P. annularis, de acordo com Espelie & Hermann (1990),
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apresenta 25% de alcanos lineares e 55% de metilalcanos em seu perfil quimico. J4 em P.
exclamans, os alcanos lineares representam de 31,81%, enquanto os metilalcanos de 36,36%
do perfil cuticular (SINGER et al., 1992). Bonavita-Cougourdan et al. (1991), verificaram que
os alcanos lineares representam 18,96% e os metilalcanos 43,10% dos hidrocarbonetos
cuticulares de P. dominulus. Nesta mesma espécie, Sledge et al. (2001) também encontraram
uma quantidade relativa de alcanos lineares em 19,67% e metilalcanos em 31,14%. Ainda
nestas espécies de Polistes, os compostos alcenos representaram uma pequena fracdo do
espectro cuticular total, e algumas vezes sdo ausentes. Os dimetilalcanos também
apresentaram-se relativamente em baixa quantidade nestas espécies, com excecdo da espécie
P. dominulus, onde a quantidade relativa de dimetilalcanos foi a segunda maior, ou seja,
32,75% encontrado por Bonavita-Cougourdan et al. (1991) e 24,59% por Sledge et al. (2001).

Na subfamilia Stenogastrinae, também parece existir uma certa tendéncia nas propor¢oes
dos hidrocarbonetos, onde os alcanoslineares predominam em quantidade, seguido por
compostos alcenos. Em Parischnogaster striatula, cujo espectro compreende substancias de
cadeias menores do que em Polistes, os alcanos lineares representam 40,9%, os alcenos
46,42% e 17,85 o restante dos compostos (alcadienos e acidos) (ZANETTI et al., 2001).
Segundo Turillazzi et al. (2004), a espécie Eustenogaster fraterna possui 58,82% de alcanos
lineares, 35,29% de alcenos e um &cido (C20-OH), enquanto que Parischnogaster vechti
possui 42,30% de alcanos lineares, 30,76% de alcenos, e 26,92% de metilalcanos.
Liostenogaster flavolineata, por sua vez, mostra 33,33% de alcanosl lineares, 44,44% de
alcenos, 11,11% de alcoois e apenas 3,7% de metilalcanos (CERVO et al., 2002).

Em Ropalidia marginata, talvez a espécie mais estudada deste género, 16,66% dos
compostos cuticulares sdo alcanos lineares e 63,33% dimetilalcanos (BHADRA et al., 2010).

Na presente espécie em estudo, ainda podemos afirmar que os alcenos ndo puderam ser

encontrados, entretanto, a quantidade relativa de dimetilalcanos € relativamente elevada



152

(32,75%), sendo o segundo tipo de composto cuticular mais encontrado (Figura 7). Talvez a
elevada proporcdo de dimetilalcanos, tanto em quantidade quanto em qualidade, esteja
relacionada a sua importancia no reconhecimento individual em M. cassununga. Martin &
Drijfhout (2009), através de um estudo comparativo dos hidrocarbonetos cuticulares de 78
espécies de formigas de 5 subfamilias, relatam que, em uma ordem decrescente de ocorréncia,
os hidrocarbonetos mais frequentes sdo: alcanos lineares > monometilalcanos >
dimetilalcanos > alcenos > dienos >> trimetilalcanos >> metilalcenos > metilalcadienos >
trienos > tetrametilalcanos. De acordo com estes autores, a ampla diversidade de
dimetilalcanos pode ser indica-los como excelentes compostos discriminatorios no
reconhecimento inter- e intra-especifico das espécies de formigas.

De acordo com Dani et al. (2001), a composicao total dos hidrocarbornetos da cuticula
comumente caracteriza a espécie e pode variar amplamente entre os grupos de insetos sociais.
Esta variacdo ocorre desde um perfil altamente complexo com muitas dezenas de compostos
até um perfil mais simples com poucas dezenas de hidrocarbonetos. Por exemplo, no género
Polistes, cujo grupo de vespa eussocial basal é o mais estudado sob este aspecto, as espécies
Polistes biglumis bimaculatus (LORENZI et al., 1997) e P. dominulus (DAPPORTO et al.,
2004) apresentam respectivamente 63 e 65 compostos cuticulares, enquanto P. metricus
(LAYTON et al., 1994) e P. satan (TANNURE-NASCIMENTO et al., 2007) apresentam 25 e
28 compostos cuticulares, respectivamente.

A enorme quantidade de hidrocarbonetos cuticulares (88 compostos) encontrada em M.
cassununga, somado aos grupos dominantes de hidrocarbonetos alcanos presentes (alcanos
lineares, metilalcanos e dimetilalcanos), nos sugere a existéncia de um mecanismo complexo
de comunicagdo quimica atraves do perfil cuticular individual desta espéecie. Muitos estudos
comportamentais tém concentrado a atencdo na habilidade dos insetos sociais de se

reconhecerem através de mecanismos de selecdo, castas e identificacdo de co-especificos
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(LORENZI et al., 1996; SINGER, 1998; DANI et al., 2001; SLEDGE et al., 2001), e nas
vespas eussociais basais, como Polistes, Stenogastrinae e Ropalidia, a utilizacdo deste
mecanismo baseado na quimiorecepcdo dos hidrocarbonetos cuticulares, os quais sao
encontrados em grande abundancia na cuticula (SINGER & ESPELIE, 1992), tem sido

comprovado em diversas espécies.

d) Analise do perfil cuticular das fémeas nas colénias de Mischocyttarus cassununga
Com base na comparacdo dos perfis cuticulares entre as coldnias de Mischocyttarus
cassununga, as analises estatisticas (73,25% de correta alocacdo das fémeas nas col6nias)
mostram que as fémeas de uma mesma colénia (co-especificas) apresentam um perfil quimico
similar ou muito proximo (Figura 10). Isto, aliado as caracteristicas intrinsecas da espécie, tais
como a presenca de uma hierarquia linear bastante estavel durante a ontogenia colonial, e a
auséncia de agressdes violentas entre os individuos (MURAKAMI, 2003; MURAKAMI &
SHIMA, 2006, MURAKAMI, 2007; MURAKAMI & SHIMA, 2009a), sugere ndo s6 a
existéncia de um sistema de reconhecimento intracolonial eficaz, mas também a forte
presenca de um mecanismo de reconhecimento entre co-especificos através da
quimiorrecepcdo. No presente trabalho ndo foram realizadas manipulacdes experimentais para
testar de fato a presenca de um mecanismo de reconhecimento co-especifico da coldnia, no
entanto, durante todo o periodo da coleta de dados comportamentais no campo, foi constatada
a rejeicao da coldnia estudada por individuos ndo co-especificos desconhecidos em diversas
ocasides (observacdes pessoais). No entanto, quando as coldnias N5 e N12 durante a subfase
pos-macho se dividiram (N5 — N5a = N5 (natal) + N5b (derivada); N12 (natal) — Na
(derivada) + Nb (derivada) + Nc (derivada)), foi observado que durante algum tempo as
fémeas co-especificas eram aceitas tanto na colonia natal quanto na coldnia derivada.

Infelizmente as colonias N5a e N5b foram coletadas para o estudo bioguimico, enquanto que
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as colonias Na, Nb e Nc foram atacadas por parasitoides (observagdes pessoais).
Adicionalmente, o ato de tocar um ao outro com as antenas é a forma de interacdo
predominantemente utilizada na determinacdo da hierarquia, e com certeza nos da mais
suporte para esta nossa hipotese. Conforme Zanetti et al. (2001), em Parischnogaster striatula
apresenta comumente este tipo de comportamento, o que também leva estes autores a sugerir
que sinais quimicos estdo envolvidos no reconhecimento de co-especificos desta espécie de
Stenogastrinae. Estes sinais quimicos representados pelos hidrocarbonetos cuticulares
comprovadamente apresentam uma composicao espécie-especifica e coldnia-especifica, onde
as fémeas de uma determinada colonia sdo capazes de reconhecer 0s seus co-especificos
através do odor, como demonstrado em Polistes annularis (ESPELIE & HERMANN, 1990),
em P. metricus (ESPELIE et al., 1990; LAYTON et al., 1994), em P. dominulus
(BONAVITA-COURGOUDAN et al., 1991; PICKETT et al., 2000; LORENZI et al., 2004;
SUMANA et al., 2005), em P. fuscatus (GAMBOA et al., 1996; PANEK et al., 2001), e em
P. biglumis bimaculatus (LORENZI et al., 1997). Na familia Stenogastrinae, o
reconhecimento individual por meio de um odor similar ou homogéneo da colénia também foi
demonstrado em Liostenogaster flavolineata (CERVO et al., 1996; CERVO et al., 2002), em
L. vechti (CERVO et al.,, 1996), Parischnogaster jacobsoni (CERVO et al., 1996) e em
Parischnogaster striatula (ZANETTI et al., 2001).

De acordo com os estudos realizados até 0 momento, nas vespas eussociais basais, 0
mecanismo de reconhecimento de co-especificos através de determinados hidrocarbonetos
depende principalmente da quantidade na concentracéo relativa de determinados compostos
cuticulares em uma coldnia. Nosso estudo mostra que o perfil cuticular das coldnias em M.
cassununga pode ser caracterizado pela especificidade na concentracdo relativa dos
compostos heptacosano (C27), 3-metilheptacosano, 9 e 11 e 13 e 15-metilnonacosano, 7, 15 e

7, 18-dimetilnonacosano, 13, 15-dimetilnonacosano, e 11, 16-dimetilhentriacontano (Tabelas
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35 a 37). Em colbnias distintas e aparentadas de Polistes fuscatus, os compostos 13 e 15-
metilhentriacontano, 11, 15 e 13, 17-dimetilhentriacontano e 13 e 15 e 17-metiltritriacontano
apresentaram propriedades postuladas referentes a feromonios de reconhecimento, tais como
especificidade colonial, auséncia de diferencas entre fundadoras e operérias, e herdabilidade
do perfil cuticular da col6nia natal (ESPELIE et al., 1994). Em um estudo similar com esta
mesma espécie (P. fuscatus), Gamboa et al. (1996) verificaram que 0s compostos
metilalcanos (13 e 15-metilhentriacontano, 13 e 15 e 17-metiltritriacontano e 11, 15-
dimetilnonacosano) sao relativamente mais colonia-especificos, enquanto os alcanos lineares
(heneicosano (C21), hentriacontano (C31), triacontano (C30), tricosano (C23), tetracosano
(C24) e hexacosano (C26)) sdo menos col6nia-especificos.

Diversos estudos tém investigado o mecanismo de reconhecimento quimico através do
perfil cuticular nas vespas eussociais basais, principalmente estudando espécies do género
Polistes. O intuito de determinar se toda a mistura de compostos cuticulares € importante na
discriminacdo individual, ou se os individuos utilizam determinados compostos especificos
para se reconhecerem nao € simples, e tem gerado muita discussdo (LORENZI et al., 2004).
Dani et al. (2001), testaram o efeito da concentracdo de algumas substancias cuticulares
durante o processo de reconhecimento entre co-especificos de Polistes dominulus, e
constataram que os alcanos lineares ndo causaram efeito algum na resposta de
reconhecimento, ao contrario dos metilalcanos e alcenos. Neste estudo foi comprovado que a
alteracdo do perfil cuticular das vespas de uma colbnia, por meio de uma concentracdo
distinta de metilalcanos ou alcenos, gera um conflito colonial onde os individuos com perfil
alterado sdo atacados na coldnia. Por outro lado, Lorenzi et al. (2004), estudando a mesma
espécie (P. dominulus), verificaram que os hidrocarbonetos lineares sdo importantes no
reconhecimento co-especifico em individuos jovens, ou seja, a importancia da concentragédo

destas substancias deve estar relacionada a ontogenia do perfil cuticular (conforme o
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desenvolvimento do individuo a quantidade relativa de compostos lineares tende a diminuir
enquanto a quantidade de alcanos ramificados tende a aumentar).

Para M. cassununga, a analise discriminante revelou que, em uma ordem decrescente, 0s
compostos que mais contribuiram para caracterizar as diferencas entre os perfis coloniais
(73,25% de correta alocacdo dos individuos dentro da sua coldnia) foram o 13, 15-
dimetilnonacosano, heptacosano (C27), 9 e 11 e 13 e 15-metilnonacosano, 7, 15 e 7, 18-
dimetilnonacosano, 3-metilheptacosano e 11, 16-dimetilhentriacontano (Figura 9).
Adicionalmente, percebe-se que a maior parte destes compostos quimicos (considerados
potencialmente coldnia-especificos) foi constituida por alcanos ramificados em todas essas
analises em M. cassununga. Diferentemente, em Polistes satan, uma espécie de vespa
eussocial neotropical basal que pode ser encontrada nas mesmas regides que a espécie em
estudo, Tannure-Nascimento et al. (2007), relatam que 0s compostos mais importantes na
separacdo dos individuos de acordo com a sua colénia foram o octacosano (C28), heptacosano
(C27), 11-metilhentriacontano e tritriacontano (C33), ou seja, surpreendentemente a
predominancia de compostos lineares. Resultado semelhante também foi obtido em um estudo
mais recente na mesma espécie, onde 0s principais compostos decrescentemente foram o
hentriacontano (C31), heptacosano (C27), 3-metilnonacosano, nonacosano (C29) e o
pentacosano (C25) (TANNURE-NASCIMENTO et al., 2008).

Por sua vez, quando analisou-se o perfil quimico das col6nias considerando a amostra do
respectivo pedunculo do ninho, obtivemos 100% de correta alocacdo, tanto nas col6nias que
ndo se dividiram durante as subfases pré-macho ou pds-macho (Figura 14) quanto nas que se
dividiram durante a subfase pds-macho (Figura 15). Nestes casos, 0s compostos quimicos que
mais contribuiram na separacdo significativa dos grupos em ambos 0s casos sem e com
divisdo colonial durante as observacOes (Tabelas 39 e 41), foram principalmente os

compostos metilalcanos e dimetilalcanos. Em algumas espécies de Polistes foi demonstrado
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que a composi¢do quimica da superficie do ninho e do pedunculo é similar ao perfil colonial,
diferindo apenas nas concentracdes relativas dos hidrocarbonetos (P. annularis por ESPELIE
& HERMANN, 1990; P. metricus por ESPELIE et al., 1990).

Dentro deste contexto nossos dados sugerem que, para elucidar o postulado sobre os
sinais quimicos utilizados através do perfil cuticular col6nia-especifico em M. cassununga,
seria necessario a aplicacdo de futuros trabalhos experimentais. Desse modo, através de
bioensaios seria possivel testar se as diferencas nas concentracfes destes compostos realmente
apresentam uma funcdo coldnia-especifica, ou ainda, se o perfil quimico do individuo na
colénia depende da concentracdo de um composto especifico ou de uma mistura entre 0s

compostos presentes na espécie.

e) Andlise do perfil cuticular das fémeas de acordo com status social na ontogenia
colonial em Mischocyttarus cassununga, considerando a hierarquia social, 0s aspectos
comportamentais e os parametros morfofisiolégicos

O processo de reconhecimento quimico nos insetos sociais envolve a hipétese da
capacidade de percepcdo das diferencas na composicdo quimica dos hidrocarbonetos
epicuticulares entre os individuos. Diversos trabalhos nas vespas eussociais basais

(principalmente Polistes e Stenogastrinae) tém mostrado e confirmado a importancia dos

hidrocarbonetos cuticulares no reconhecimento de co-especificos. Por outro lado, estudos

também tém demonstrado diferencas no perfil cuticular entre as fémeas na hierarquia social
da colonia (BONAVITA-COUGOURDAN et al., 1991; LAYTON et al., 1994; SLEDGE et
al., 2001, 2004; DANI et al, 2004; DAPPORTO et al., 2004, 2005, 2007), 0 que sugere que 0S
hidrocarbonetos sdo importantes no reconhecimento entre as castas ou na sinalizacdo de um
status reprodutivo na colénia. Em Mischocyttarus cassununga, as andlises estatistica foram

realizadas baseando-se em diversos aspectos e pardmetros relevantes dentro da organizagdo
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social da colénia nesta espécie. Tais aspectos levaram em consideragdo caracteristicas
intrinsecas como a estabilidade da hierarquia de dominéancia, a divisdo de trabalho e os
parametros morfofisiolégicos (MURAKAMI, 2003, MURAKAMI & SHIMA, 2006;
MURAKAMI, 2007; MURAKAMI & SHIMA, 2009a; MURAKAMI et a., 2009b;
MURAKAMI & SHIMA, 2010;).

Nossos resultados sobre a comparacao dos perfis quimicos entre as fémeas de diferentes
posicdes hierarquicas (1%, 2%, 3* e demais fémeas no ranking) revelam que o0s
hidrocarbonetos cuticulares aparentemente ndo sdo bom sinalizadores para diferenciar estes
grupos pelo seu perfil quimico. Tanto na primeira comparagdo dos grupos (desconsiderando a
divisdo por subfases pré-macho e pés-macho) (Figura 16), quanto na segunda (considerando
grupos distintos entre as duas subfases) (Figura 19), as porcentagens de correta alocacdo dos
individuos foram relativamente baixa (respectivamente 63,95% e 45,35%). Este resultado,
baseado na hierarquia de domindncia, mostra que considerar somente a agressividade
moderada no comportamento de dominéncia (tocar o outro com as antenas) pode gerar erros
na interpretacdo dos dados agrupados. Embora a hierarquia social de M. cassununga seja
altamente estavel durante a ontogenia colonial (MURAKAMI & SHIMA, 2006, 2009a, 2010),
onde os individuos mais dominantes sdo os mais “agressivos” numa escala linear e tendem a
assumir a funcdo reprodutiva, provavelmente outros fatores também devem estar relacionados
aos hidrocarbonetos das fémeas na espécie. Tais fatores provavelmente dizem respeito a
fisiologia reprodutiva das fémeas. De acordo com trabalhos realizados em Polistes dominulus,
o perfil cuticular das fémeas dominantes reprodutivas depende da estabilidade na hierarquia e
esta correlacionado com o desenvolvimento ovariano (SLEDGE et al., 2001; SLEDGE et al.,
2004; DAPPORTO et al., 2004). Na espécie do presente estudo, foi comprovada a existéncia
de mais de uma fémea inseminada por coldnia independente da subfase (pre-macho ou pés-

macho) durante o desenvolvimento da colonia (MURAKAMI, 2003, MURAKAMI &
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SHIMA, 2006; MURAKAMI, 2007; MURAKAMI et al., 2009b). Considerando que as
diferencas nos perfis cuticulares sdo influenciadas pelo estado fisioldgico, isto pode explicar a
baixa diferenciacdo do perfil dos hidrocarbonetos entre os grupos de fémeas separados pelas
posicdes hierarquicas, neste caso. Dessa maneira, embora o termo dominancia signifique tanto
dominancia social quanto reprodutiva, uma vez que, quando uma fundadora alcanca a posi¢éo
social de dominante concomitantemente torna-se a principal poedeira da colénia (PARDI,
1948; ROSELER, 1991), a diferenciacdo do perfil cuticular dos individuos na col6nia nio
deve ser explicado estritamente conforme as posi¢des hierarquicas na colénia.

A divisdo de trabalho é crucial para a organizacdo da coldnia nos insetos sociais
(WILSON, 1971; NAUG & GADAGKAR, 1998). A organizacdo social, por sua vez,
apresenta um complexo sistema de comunicacdo quimica que permite a col6nia organizar a
divisdo de tarefas e maximizar a sua produtividade (KATHER et al., 2011). No entanto,
embora a divisdo do trabalho seja essencial para a vida da col6nia, segundo estes autores, 0
mecanismo no qual os insetos sociais distinguem os grupos de tarefas entre individuos
morfologicamente idénticos é desconhecido. Considerando a nossa analise pelo agrupamento
das fémeas na divisdo de tarefas, os nossos resultados revelaram que os grupos diferem em
seu perfil cuticular (Figura 21) num total consideravel de correta alocacdo (72,22%), o que
indica a possivel utilizacdo do perfil quimico no reconhecimento da funcdo do individuo na
colénia. Isto fortalece as nossas hipoteses anteriores sobre o nimero de fémeas inseminadas
por coléna, uma vez que o grupo de fémeas dominantes (G1: mais dominantes = 1* do
ranking + outras fémeas hierarquicamente superiores, ambas inseminadas e com ovario
desenvolvido) se distingue perfeitamente das fémeas forrageadoras (G2) e das subordinadas
mais inativas (G3) (Tabela 49). Posteriormente, quando agrupou-se as fémeas dentro dos
grupos esperados e conforme as subfases pré-macho e pds-macho, os resultados revelaram

que o percentual de correta alocacdo diminuiu muito (56,94%) (Figura 23), indicando que esta
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divisdo por subfases no agrupamento dos individuos ndo é a mais apropriada. E importante
salientar que, embora a divisdo de trabalho na col6nia seja influenciada pela hierarquia de
dominéncia e possa refletir o estado fisiologico, deve-se considerar a presenca de uma certa
flexibilidade comportamental nas vespas eussociais basais. Nestes vespideos, todos os
individuos sdo capazes de assumir qualquer papel comportamental, ou seja, dominante ou
subordinado, de acordo com a situacdo social em que se encontra a colénia (GOBBI, 1977;
LITTE, 1979, 1981). Dessa forma, apesar da relacdo existente entre a divisdao de tarefas e o
estado fisiologico da fémea na hierarquia colonial, mudancas na estrutura social da col6nia
(ex: perda de alguns individuos) podem influenciar a organizac¢do social como um todo, de
modo que os individuos tendem a se ajustar comportamentalmente em prol do
desenvolvimento colonial. Costa-Filho et al. (2011) observaram e demonstraram
experimentalmente, que a retirada de poucas fémeas de elevadas e baixas posicOes
hierarquicas afetam a frequéncia total da atividade de forrageamento na col6nia, diminuindo
essa atividade em maior grau no primeiro caso. Consequentemente, nestes casos, 0
agrupamento através dos padrdes comportamentais pode ndo refletir com exatiddo as
caracteristicas fisiologicas relacionadas com a divisdo de trabalho das fémeas na colénia, e
isto também pode levar a interpretacGes equivocadas dos dados. No entanto, durante as
observacGes de campo em M. cassununga, ndo houveram alteracOes visiveis deste nivel.
Conforme Sledge et al. (2001), em Polistes dominulus, as mudancas fisioldgicas como o
desenvolvimento ovariano, as quais resultam nas alteracdes do perfil cuticular das fémeas
operarias, ocorrem num periodo de dez (10) dias ap0s a perturbacdo na hierarquia social.
Desse modo, os nossos resultados indicam que as diferencas comportamentais podem
potencialmente explicar as diferencas nos perfis quimicos das fémeas da espécie sem

considerar a divisao da fase de pds-emergéncia em subfases.
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Estudos sobre a real utilizacdo dos hidrocarbonetos cuticulares como ferramentas quimicas
para sinalizar o status social e reprodutivo do individuo na colbnia das vespas eussociais
basais sdo mais complexos pela dificuldade em se controlar o estado fisioldgico das fémeas. A
maioria das pesquisas ainda se limita a pressupostos e/ou postulados baseados nas diferencas
encontradas entre os perfis quimicos das fémeas reprodutivas e nao reprodutivas das espécies
estudadas (P. dominulus por BONAVITA-COUGOURDAN et al. (1991), SLEDGE et al.
(2001), DANI et al. (2004); DAPPORTO et al. (2004) e P. metricus por LAYTON et al.
(1994)). Além disso, em Polistes, a maior parte das pesquisas visa a comparacao dos perfis
cuticulares sob um olhar bem mais bem definido entre os grupos da colénia (ex: reprodutivas
X ndo reprodutivas e/ou fundadoras x co-fundadoras), ou seja, desconsidera a existéncia de
grupos intermediarios entre dois extremos, como considerado neste estudo para M.
cassununga. Por exemplo, na espécie Polistes dominulus, segundo Dapporto et al. (2004) é
sempre possivel separar as fémeas fundadoras alfas (o) das fémeas co-fundadoras betas ()
pela comparacdo do perfil cuticular. Estes autores ainda sugerem que os individuos (o e f3)
usam as diferencas em seu perfil quimico para adquirir informacdes sobre o status social do
seu co-especifico. Por outro lado, estudos mais recentes tém comprovado a existéncia de um
mecanismo de reconhecimento baseado nas diferencas dos perfis quimicos entre “rainhas” e
operarias (P. dominulus por SLEDGE et al. (2004) e DAPPORTO et al. (2005) e P. gallicus
por DAPPORTO et al. (2007)). Por esta razdo, neste trabalho pretendeu-se analisar 0s
parametros fisiol6gicos primeiramente separados e, a0 memo tempo unindo-0s como um todo,
inclusive considerando o historico comportamental dos individuos na colonia.

Em M. cassununga, o agrupamento conforme o contetdo da espermateca das fémeas, ou
seja, a comparacdo dos perfis das fémeas inseminadas e ndo inseminadas, indicou que 0s
hidrocarbonetos apresentam uma forte relagdo com a capacidade reprodutiva do individuo na

col6nia (80% de correta alocacdo) (Tabela 54). Isto mostra que, acreditando no potencial da
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influéncia do estado fisiologico sobre o perfil quimico dos individuos na presente espécie,
este parametro deve ser considerado primordial nas analises. Pesquisas tém demonstrado que
as diferencas nos perfis cuticulares entre fémeas fundadoras sdo minimas durante as
fundacdes poliginicas de Polistes dominulus, e passam a ser significativas somente num
estdgio mais avancado da ontogenia colonial (fase de pos-emergéncia) devido a regressao
ovariana por parte das fundadoras subordinadas (SLEDGE et al., 2001; SLEDGE et al., 2004;
DAPPORTO et al., 2005). No presente trabalho todas as colonias foram estudadas durante a
fase de poOs-emergéncia, ou seja, apos o periodo inicial de estabelecimento da hierarquia da
colénia. E importante salientar que a hierarquia social desta espécie permanece altamente
estdvel mesmo quando os novos ninhos sdo fundados por uma associacdo de fémeas
(Pleometrose), uma vez que todas estas fémeas sdo provenientes do mesmo ninho natal e se
deslocam para fundar um novo nas proximidades do local. Este fato parece ser comum na
regido do estudo, onde a fundagdo haplometrética da espécie é predominante (observacgdes
pessoais). Considerando este fato, espera-se que, mesmo em fundacbes pleometréticas, as
diferencas nos perfis cuticulares é mais significativa mesmo neste estagio inicial.

Quando verificou-se o0s perfis cuticulares das fémeas baseados no padrdo de
desenvolvimento do ovério para a espécie em estudo (Figura 26), foi obtido um total de
correta alocacdo em 78,67%. Dentre os hidrocarbonetos analisados, numa ordem de
significancia, os compostos que mais contribuiram sugerindo que o estado fisioldgico do
ovario também deve estar relacionado ao perfil cuticular da fémea foram o 3-
metilnonacosano, 9 e 11 e 13 e 15-metilnonacosano, 11, 15-dimetilhentriacontano, 3-
metilheptacosano, 15, 16-dimetilhentriacontano, 11, 15-dimetilnonacosano, 5, 17-
dimetilhentriacontano e o heptacosano (C27) (Figura 25). Considerando que os alcanos
lineares e metil-ramificados de cadeia longa tendem a ser 0s principais compostos cuticulares

pela separagdo das fémeas o, p e demais subordinadas na espécie Polistes dominulus, de clima
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temperado (SLEDGE et al., 2001; DAPPORTO et al., 2004), os resultados em Mischocyttarus
cassununga, de regido neotropical, sugerem que o0s metilalcanos e dimetilalcanos séo
predominantemente 0s compostos responsaveis pela separacdo das fémeas na hierarquia
social, conforme a sua capacidade reprodutiva. Em menor proporcdo os alcanos lineares
também puderam apresentar uma importancia significativa na andlise. Por outro lado,
Tannure-Nascimento et al. (2008) relatam que 4 compostos lineares (C31, C27, C29 e C25) e
1 metilalcano (3-MeC29) foram os principais responsaveis pela separacdo das fundadoras
dominantes, fémeas substitutas e outras subordinadas, e que o perfil quimico das mesmas
apresentaram uma relacdo com o estado reprodutivo na colbnia da vespa eussocial basal e
neotropical, Polistes satan. Neste mesmo trabalho estes autores também demonstraram que 0s
sinais visuais presentes na regido frontal da cabeca (pigmentacao diferencial do clipeo) nesta
espécie foram associados a dominancia social na colénia. Embora a discusséo sobre a real
fungédo das classes de hidrocarbonetos ainda seja consideravelmente recente, estudos tém
demonstrado que os metilalcanos aparentemente sdo o0s principais feroménios de
reconhecimento da capacidade reprodutiva no status social (DANI et al, 2001), enquanto que
os alcanos lineares aparentemente sdo 0s principais responsaveis pelo reconhecimento de
individuos jovens co-especificos da colonia (LORENZI et al., 2004). Oportunamente, isto nos
leva a supor uma importancia significativa da participacdo dos compostos lineares na
sinalizacdo do status social (capacidade reprodutiva e/ou dominancia reprodutiva) durante o
inicio da ontogenia colonial em espécies com comuns associacdes pleometroticas (mais de
uma fémea jovem fundadora). Conforme Lorenzi et al. (2004), em Polistes dominulus,
durante as primeiras 72 horas ap0s a emergéncia das fémeas jovens, ocorrem mudancas nas
proporcOes das trés classes de hidrocarbonetos, onde a concentracdo dos alcanos lineares
permanece relativamente constante enquanto dos alcenos diminui, ao passo que a

concentragdo dos alcanos ramificados aumenta entre o segundo e terceiro dia. Resultado
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semelhante foi obtido por Panek et al. (2001) em P. fuscatus, cujas fémeas jovens com idade
inferior a 48 hs ndo sdo discriminadas quando introduzidas em uma outra col6nia. Portanto,
supde-se que, nestas associacdes formadas por fémeas jovens reprodutivas durante a fase de
pré-emergéncia, a proporcao relativa dos alcanos linerares provavelmente ainda pode ser
importante na distincdo entre as fémeas fundadoras. Possivelmente este seja o caso de P.
satan, diferentemente de M. cassununga, a qual a fundacdo haplometrética é o tipo
predominante no local onde o nosso estudo foi realizado. Segundo Sledge et al. (2004), em
fundacbes associativas durante a fase de pré-emergéncia de P. dominulus, as fémeas
dominantes apresentam uma maior propor¢cdo de alcanos lineares (semelhante a P. satan)
como o dotriacontano (C32) e tritriacontano (C33), assim como uma menor propor¢édo de 13 e
11-metilalcanos (alcano ramificado) quando comparadas com as fémeas subordinadas. J& em
fundacdes solitarias, as fémeas apresentam uma maior propor¢do de metilalcanos e
dimetilalcanos do que as outras fémeas em sub-estagios mais avancados, semelhante a M.
cassununga. Cabe salientar que a idade (relativa ou em dias) ndo foi o foco dos estudos feitos
nestas espécies do género Polistes, assim como o estudo dos hidrocarbonetos durante a fase
pré-emergéncia nao foi o foco em M. cassununga.

Adicionalmente, comparando com a proporcdo relativa dos compostos responsaveis por
separar as fémeas reprodutivas (inseminadas) das nao reprodutivas (ndo inseminadas), cujos
compostos foram o 3-metilnonacosano, heptacosano (C27), 9 e 11 e 13 e 15-metilnonacosano
e 15, 16-dimetilhentriacontano (Figura 24), percebe-se 0s compostos que provavelmente
sinalizam o status reprodutivo como um todo (inseminacdo + bom desenvolvimento do
ovario) sdo praticamente os mesmos. Quando comparou-se as diferencas quantitativas
(concentracdo relativa dos compostos) considerando isoladamente o desenvolvimento
ovariano, verificou-se que estas sdo mais evidentes quando compara-se as fémeas de ovarios

mais bem desenvolvidos com as de ovarios pouco desenvolvidos (G1 x G5, G2 x G5 e G3 x
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G5) (Tabela 56). Aparentemente, considerando os valores da concentracdo pela média e
mediana, o composto 3-metilnonacosano é encontrado em maiores propor¢cdes Nos grupos
com ovarios mais desenvolvidos, enquanto o heptacosano (C27) em propor¢des relativas
menores dos que nos outros grupos (Figura 25). Outras diferencas sao mais sutis, mas foram
significativas pela analise canénica. Nosso estudo comparou os perfis das fémeas levando-se
em consideracdo todos os graus de desenvolvimento ovariano (5 padrbes: G1= A, G2= B,
G3= C, G4= D e G5= E), e os resultados obtidos sugerem a potencialidade dos
hidrocarbonetos na sinalizacdo do status social e reprodutivo para a espécie estudada. Embora
a diferenca entre os perfis quimicos ndo seja clara entre todos os padrdes de ovarios, 0S N0ssos
resultados podem ser justificados e aceitos com base nas proprias caracteristicas conhecidas
da especie (MURAKAMI & SHIMA, 2006; MURAKAMI et al., 2009). O fato de haver
fémeas inseminadas com mais de um padréo desenvolvido de ovario (A, B e C) convivendo
em uma mesma colbnia (Tabelas 32 e 33), provavelmente diminui as diferencas entre 0s
perfis G1, G2 e G3. Estas fémeas em algum momento podem iniciar uma nova col6nia ja que
sdo capazes de gerar uma prole 2n. Desta maneira, fica evidente a forte possibilidade da
utilizacdo dos perfis quimicos como sinalizadores do estado fisologico na organizacao social
das fémeas. Embora a coexisténcia de mais de uma fémea reprodutiva em uma mesma coldnia
ainda seja um mistério em M. cassununga (e demais espécies do género também presentes na
proximidade da area do trabalho, tais como M. cerberus styx e M. montel), este estudo
bioquimico ajuda a explicar e entender melhor este aspecto bioldgico pelo fato das fémeas
com ovario desenvolvido aparentemente apresentarem um perfil quimico similar. Talvez as
fémeas dominantes reprodutivas (“rainhas”) e as fémeas potencialmente reprodutoras estejam
compartilhando uma assinatura cuticular semelhante, e isto pode ajudar a fémea mais
dominante a identificar e reforcar o seu controle sobre as fémeas que ameacam o seu status

social. Por outro lado, permanecer aceita no ninho aumenta as chances da fémea
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potencialmente reprodutora eventualmente passar 0s seus genes adiante por um descuido ou
mesmo desaparecimento da “rainha”. Entretanto, somente através de estudos experimentais
futuros poderemos confirmar se tais diferencas nos perfis cuticulares, principalmente das mais
dominantes em relacdo as subordinadas, estdo realmente relacionadas com a sinalizacdo
quimica das substancias encontradas no presente trabalho.

As pesquisas que investigam a sinalizacdo do estado reprodutivo, por meio do perfil
quimico, entre os individuos da colonia de outras espécies tém mostrado e confirmado a
importancia dos hidrocarbonetos cuticulares. Sledge et al. (2001) relataram que, em P.
dominulus, os hidrocarbonetos cuticulares sdo usados como sinais de atividade ovariana da
fémeas reprodutivas. Conforme estes autores, as novas fémeas substitutas da col6nia
adquiriram um perfil cuticular semelhante ao das fémeas alfas dominantes apds a remocao
desta ultimas durante a fase de pds-emergéncia (maior propor¢do dos compostos 9-Cyg.1, 9-
Cs1:1, N-Ca3:2, N-C3s:2). Resultado similar a respeito da relacéo entre o perfil quimico e o estado
reprodutivo foi obtido por Dapporto et al. (2005), onde algumas fémeas operarias de P.
dominulus desenvolveram seus ovarios e apresentaram perfis cuticulares parecidos com as das
dominantes removidas anteriormente da coldnia. Os compostos responsaveis por discriminar
as fémeas com ovarios desenvolvidos (fundadoras retiradas e operarias que se assemelharam
pelo perfil cuticular) das operarias subordinadas sem desenvolvimento ovariano foram o
nonacoseno (Cyg1), heptacosano (C27), octacosano (C28), uma mistura central de
monometilalcanos do nonacosano (C29) e dois dimetilalcanos (5, y-dimetilC29 e 7, y-
dimetilC31). Sledge et al. (2004) comprovaram que estas substancias cuticulares sao
importantes na diferenciacdo reprodutiva das fémeas nesta mesma espécie. Neste estudo, 0s
autores encontraram uma forte correlacéo positiva do perfil cuticular com o desenvolvimento
ovariano em coldnias poliginicas, e também que a variacdo no tamanho da corpora allata esta

associada com as variacdes na proporc¢édo dos hidrocarbonetos. Nestas fundacGes associativas,
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as fémeas dominantes apresentaram maior quantidade dos compostos dotriacontano (C32) e
tritriacontano (C33) e menor quantidade de 11 e 13-metilpentacosano, enquanto que as
subordinadas apresentaram maior porcentagem de dimetilpentacosanos (C25).

Estudando espécies de Stenogastrinae, Turillazzi et al. (2004) constataram que em
Liostenogaster flavolineata e L. vechti o estado reprodutivo das fémeas, baseado no
desenvolvimento ovariano, pode ser sinalizado através dos perfis quimicos. Nestas espécies o
percentual de correta alocacdo foi de 97,4% e 93%, respectivamente. Nas espécies
Eustenogaster fraterna e Parischnogaster striatula os resultados ndo confirmaram a
utilizacdo de hidrocarbonetos na sinalizacdo do status reprodutivo.

Trabalhos realizados sobre a mistura dos hidrocarbonetos presentes na cuticula e das
secrecOes da glandula de Dufour tém mostrado que a composic¢do dos compostos cuticulares é
similar em ambos (ESPELIE & HERMANN, 1990; KEEGANS et al., 1993; DANI et al.,
1996; SLEDGE et al., 2000). Por exemplo, Bhadra et al. (2010) revelaram evidéncias da
comunicagdo quimica entre “rainhas” e operarias de Ropalidia marginata. Atraves da analise
discriminante, os autores demonstraram que € possivel distinguir as “rainhas” e operarias da
colbnia baseando-se na composicdo quimica da glandula de Dufour. As “rainhas” desta
espécie apresentam particularidades dentre as espécies eussociais basais, cujos individuos
dominantes ndo sdo os mais agressivos da colonia (GADAGKAR, 1991), ou seja, o controle
da fémea reprodutiva sobre as operarias provavelmente ocorre através de feromonios. Neste
caso, 0s hidrocarbonetos seriam os candidatos em potencial. Por outro lado, apesar da funcéo
conhecida do 6rgédo de Van der Vecht (VdV), atuando como o grande responsavel no sistema
de defesa da col6nia contra formigas (VECHT, 1968; TURILAZZI, 1979; POST e JEANNE,
1980; JEANNE et al., 1983), estudos sobre a capacidade das vespas sociais em realmente
perceber e distinguir os sinais dessas secrecfes glandulares sdo escassos (DAPPORTO et al.

(2007). Este 6rgédo e o grande responsavel pela producdo das secrecGes repelentes que séo
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depositadas sobre o ninho durante o ato de esfregar o gaster. Analisando comparativamente 0s
perfis cuticulares das fémeas com o grau de desenvolvimento da glandula de Van der Vecht
em M. cassununga (Figura 30), verificou-se que os perfis quimicos das fémeas apresentam
certa similaridade conforme o desenvolvimento deste 6rgdo de secrecdo (80% de correta
alocacao dos individuos). Desta maneira, podemos supor que além da funcdo primordial na
producdo de substancias repelentes contra inimigos naturais, existe a possibilidade deste
Orgdo atuar como um indicativo do status social do individuo dominante na col6nia. E 0s
nossos resultados morfofisioldgicos e comportamentais ajudam nesta suposicdo, uma vez que
a fémea mais dominante é a que apresenta a glandula relativamente mais desenvolvida na
col6énia e esfrega o gaster com maior frequéncia nas diversas partes do ninho e no pedunculo
(Tabelas 25 a 29). Além disso, este comportamento constante nos leva a sugerir que, além da
probabilidade de sinalizar a dominéncia na col6nia, as substancias secretadas e espalhadas na
coldnia podem estar sendo usadas para marcacao individual da prépria prole. Os resultados
dos hidrocarbonetos presentes no peddnculo do ninho e que puderam ser detectados e
identificados também reforcam esta nossa suposicdo, uma vez que, a propor¢cdo destas
amostras, no minimo, mostram que existe uma especificidade quimica destes fragmentos com
a colonia dentro da espécie estudada. No entanto, testes experimentais sdo necessarios para
comprovar esta hipotese. Estudos mais recentes em Polistes tém apontado para a importancia
do 6rgdo de Van der Vecht em termos de sinalizacdo de co-especificos e de dominancia na
colénia. Em P. gallicus, segundo Dapporto et al. (2007), além da presenc¢a da “rainha” na
col6nia, é necessaria a frequéncia regular do comportamento de esfregar o gaster no ninho da
fémea dominante para inibir o desenvolvimento ovariano das operarias. Neste trabalho, os
autores mostraram experimentalmente que as operarias discriminaram entre a secrecdo da
glandula da “rainha” e das operarias, tanto de uma mesma colonia quanto de uma col6nia

desconhecida. Dani et al. (2003) encontraram que a composicao da secrecdo do 6rgédo de Van
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der Vecht é composta por uma mistura de hidrocarbonetos a qual é similar & composicéo
encontrada no perfil cuticular da fémea de P. dominulus. Embora tenhamos tido fortes
indicios da relacdo do desenvolvimento da glandula de Van der Vecht com o perfil quimico
exibido pelas fémeas na col6nia, sugerimos que estudos mais detalhados devem ser realizados
em M. cassununga a fim de verificar e comparar a composic¢do quimica da cuticula e com
secrecOes deste 6rgdo tdo utilizado pelas fémeas hierarquicamente superiores, especialmente
as dominantes reprodutivas.

O corpo gorduroso (CG), por sua vez, considerado o principal tecido de reserva de
nutrientes e de substancias energeticas, tem ajudado no entendimento sobre a distingdo entre
as castas rainha e operaria (PAES DE OLIVEIRA, 2005). Wheeler (1994) relata que a
diferenca na realizacdo da tarefa entre individuos de uma colénia pode determinar a variacéo
da fisiologia nutricional (corpo gorduroso= precursor do desenvolvimento do odcito) e do
desenvolvimento ovariano. Dessa forma, num contexto social, a ovogénese pode ser
influenciada por varios fatores importantes para sua regulacdo tais como: nutricdo, atividade
forrageira, acasalamento, clima e interacbes com outros individuos da mesma espécie
(WHEELER, 1996). Analisando os perfis quimicos das fémeas com base no critério da
quantidade relativa de corpo gorduroso, nossos resultados revelam que € possivel distinguir 0s
grupos de fémeas (Figura 32) pela proporcédo relativa dos hidrocarbonetos (76% de correta
alocacdo dos individuos). E importante salientar que este resultado condiz com a analise dos
perfis cuticulares atraves do agrupamento de fémeas com padrdes comportamentais
semelhantes (72,22% de correta alocacao). Isto indica que, provavelmente, se considerarmos
que a quantidade relativa deste tecido de reserva depende da especializacdo da tarefa do
individuo (mesmo que temporéaria ou ndo muito bem definida), indiretamente este parametro
fisiolégico também pode sinalizar o seu status social na coldonia. Conforme Markiewicz &

O’donnell (2001), o estabelecimento desta hierarquia resulta em uma vantagem para 0S
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individuos dominantes os quais obtém o controle social afetando a divisdo de trabalho dentro
do grupo, assim como frequentemente evitam atividades de risco ou elevado gasto de energia
comportamental. Nota-se também que apesar de ambas as analises terem tido o intuito de
comparar grupos semelhantes de fémeas, os hidrocarbonetos dominantes responsaveis pela
diferenciacdo dos grupos nos dois casos ndo foi a mesma (Tabelas 48 e 61). No entanto, isto
pode ser explicado com base na flexibilidade comportamental das fémeas de acordo com a
situacdo social em que se encontra a colénia (RICHARDS, 1971, GOBBI, 1977; LITTE,
1979, 1981). Por esta razao, talvez os grupos comparados nao tenham sido tdo homogéneos,
por exemplo, os grupos G1s de ambas analises (divisdo de tarefas e corpo gorduroso)
provavelmente ndo foram constituidos exatamente pelos mesmos individuos ou pelo menos
pela maioria. Ainda, embora esteja clara que os hidrocarbonetos cuticulares podem diferenciar
os individuos da coldnia de acordo com o padrdo comportamental (discutido anteriormente),
deve-se considerar os parametros fisiologicos como fundamentais nesse tipo de analise, ou
pelo menos atentar para este fato, como feito em M. cassununga.

Pesquisas sobre o efeito da idade no perfil cuticular do individuo tém apresentado aspectos
importantes no reconhecimento de co-especificos nas vespas eussociais basais. Sabe-se que a
exposicdo do ninho é importante no apredizado de um odor coldnia-especifico dos
hidrocarbonetos nas fémeas jovens recém-emergidas, fato relatado em operarias de P.
fuscatus (PFENNING et al., 1983; GAMBOA et al., 1986) e de Polistes metricus (SINGER &
ESPELIE, 1992; 1997). Como ja relatado, os hidrocarbonetos tém sido encontrado na
superficie dos ninhos de vespas eussociais basais, e estes s80 0s mesmos compostos presentes
na cuticula destas espécies (P. annularis por ESPELIE & HERMANN, 1990; P. metricus
ESPELIE et al., 1990). Foi verificado por Bonavita-Cougourdan et al. (1991), que as fémeas
fundadoras da espécie Polistes dominulus diferem das suas filhas (descendentes) na proporgéo

relativa de alguns compostos alcanos (hentriacontano = C31, tritriacontano = C33) e
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metilalcanos (13 e 15 e 17-metiltritriacontano, 7-metiltritriacontano, 14 e 16-tetratriacontano,
13 e 17-pentatriacontano). Estes compostos foram encontrado em grande abundéncia nas
fundadoras dominantes. Neste trabalho em P. dominulus, também foi possivel discriminar
alguns descendentes de diferentes fundadoras através da comparacdo dos perfis quimicos.
Panek et al. (2001) mostrou que as fémeas jovens recém-emergidas de Polistes fuscatus, tanto
sendo co-especificas quanto ndo sendo, sdo discriminadas pelas vespa maturas apds uma
periodo de 72 hs. Ainda nesta espécie basal, as vespas maturas sdo mais tolerantes aos co-
especificos, os quais adquirem o odor da coldnia de 2 a 3 dias de idade. Em P. dominulus, foi
demonstrado gque a quantidade de hidrocarbonetos do perfil das fémeas aumenta 72 hs apos a
sua emergéncia, onde os alcanos lineares aumentam vagarosamente e os alcanos ramificados
rapidamente (LORENZI et al.,, 2004). Coincidentemente, em M. cassununga, a analise
canodnica dos perfis cuticulares dos diferentes grupos de fémeas revelou uma diferenca
significativa apenas entre as fémeas mais velhas e as mais novas, e principalmente na
quantidade relativa dos alcanos ramificados 7, 19 e 7, 16-dimetilhentriacontano e 7-
metilnonacosano (Figura 27). Em nosso estudo, individuos de mesma idade relativa foram
agrupados de coldnias diferentes. O resultado apontou um total de 60% de correta alocacao
dos individuos, o que nos leva a supor numa fraca relacdo do perfil cuticular com a idade
relativa (Figura 28). No entanto, esses dados sugerem que, através de um estudo baseado na
idade real (em dias) das fémeas, provavelmente seja possivel obter resultados mais
explicativos e confiaveis sobre as possiveis diferencas no perfil quimico individual da espécie.

Por fim, quando consideramos todos os parametros morfofisiologicos juntos e analisamos
os perfis cuticulares agrupando as fémeas (Figura 34), os resultados em M. cassununga
mostraram que, as diferencas entre os perfis sdo mais significativas quando compara-se 0s
grupos G4 e G5 com os demais (G1l, G2 e G3) em 77,78% de correta alocacéo.

Provavelmente, grande parte destes resultados sdo provenientes principalmente da influéncia



172

do conteudo da espermateca (80% de correta alocacdo) e do desenvolvimento ovariano
(78,67% de correta alocacdo) no perfil cuticular dos individuos, e secundariamente dos fatores
como quantidade de corpo gorduroso (76%) e desenvolvimento da glandula de Van der Vecht
(80%). Quando comparamos estes mesmos grupos levando em conta as duas subfases (pré-
macho e p6s-macho), o percentual de correta alocacdo foi de (73,61%), ou seja, proximo da
primeira comparacdo. Obervando a proporcdo dos compostos cuticulares responsaveis pela
separacdo dos grupos nos dois casos, nota-se que a maioria dos compostos € a mesma
(Tabelas 63, 65 e 66). Além disso, com a andlise candnica verifica-se que os individuos
reprodutivos e potencialmente reprodutivos continuaram alocados proximos uns dos outros
independentemente das subfases (Figura 36). Isto também mostra que, apesar da fisiologia
estar indicando diferencas no perfil quimico entre as fémeas da col6nia, estas diferencas nao
estdo relacionadas a subfase durante a ontogenia colonial. O fato da maior variagdo das
proporcdes das concentracBes cuticulares no grupo dominante da subfase pds-macho
provavelmente deve-se a situacdo social que se encontra a coldnia, ou seja, 0 menor
comprometimento (menor permanéncia) com esta coldnia natal em contraste com a provavel
procura de locais de nidificacdo proprios pode talvez estar influenciando no perfil quimico
dessas futuras fundadoras. De acordo com Dapporto et al. (2004), em Polistes dominulus, as
diferencas quimicas relacionadas a posicdo no ranking, as quais podem estar sinalizando a
fertilidade (inseminacdo da espermateca), provavelmente sdo causadas pelas caracteristicas
fisiolégicas e comportamentais. Ainda em P. dominulus, conforme o estudo de Dapporto et al.
(2005), o perfil cuticular das fundadoras € correlacionado com o grau de desenvolvimento
ovariano de cada individuo. Porém, além da atividade ovariana, estes autores ainda apontam
para a influencia de outros fatores sobre o perfil quimico das operéarias, uma vez que, apés a
remocao das fundadoras dominantes, tanto as operarias que desenvolveram o ovario quanto as

que ndo desenvolveram acabaram tendo o seu perfil quimico modificado. Dessa maneira, com
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base neste estudo, os autores afirmam que as propor¢des dos hidrocarbonetos nas fémeas
operéarias provavelmente devem estar relacionadas aos fatores fisioldgicos e ao contexto social
da colénia.

As analises dos perfis quimicos em Mischocyttarus cassununga considerando cada
parametro morfofisiologico isoladamente (conteddo da espermateca, padrdo de
desenvolvimento ovariano, grau de desenvolvimento da glandula de Van der Vecht e
quantidade relativa de corpo gorduroso) mostraram que existe um forte indicio de relacao
entre o estado fisioldgico e o perfil cuticular das fémeas na colonia. Talvez estes parametros
isoladamente estejam ajudando a entender melhor as diferencas e/ou semelhancas dos
hidrocarbonetos presentes na espécie, porém, a forma de analise em que o estado fisioldgico
do individuo mais se aproxima da realidade provavelmente inclui a unido de todos os fatores
pertinentes a propria espéecie, como realizado com M. cassununga. Sendo assim, este trabalho
mostra a ocorréncia de diferencas entre os perfis cuticulares das fémeas mais dominates e
subordinadas tipicas conforme o status fisioldgico, principalmente por influéncia do
desenvolvimento ovariano aliado a inseminacdo da espermateca na espécie, e fornece fortes
indicios de que isto esteja relacionado a um mecanismo de reconhecimento quimico dentro da
organizacdo social. Trata-se do primeiro estudo bioquimico realizado em uma espécie do
género (Mischocyttarus) sob o aspecto evolutivo do comportamento social nos insetos, e
portanto, estuda-lo sob a perspectiva dos hidrocarbonetos claramente enriquece o
conhecimento na area. Entretanto, novamente sugere-se que estudos experimentais por meio
de bioensaios sdo necessarios para comprovar se estes sinais quimicos estdo realmente sendo

utilizados pelos individuos para sinalizar o seu status social dentro da col6nia.
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CONCLUSOES

a) Mischocyttarus cassununga é uma vespa eussocial basal neotropical que apresenta
uma hierarquia linear muito estavel durante a ontogenia colonial. Esta hierarquia social €
estabelecida entre as fémeas da col6nia principalmente através do comportamento de verificar
0 co-especifico com as antenas. Tal comportamento de dominéncia pode ser considerado ndo
violento, e traz indicios da importancia e utilizacdo da comunicac¢do quimica por meio dos

hidrocarbonetos na espécie.

b) Apesar da elevada estabilidade da hierarquia social na espécie, a qual resulta numa
certa inflexibilidade das posicdes das fémeas no ranking hierarquico, ndo existe uma forte
relacdo direta das posi¢cdes do ranking de dominancia com a sinalizagdo quimica por meio
dos hidrocarbonetos. O fato dos hidrocarbonetos cuticulares estarem bastante relacionados
com a fisiologia do individuo justifica a baixa probabilidade da existéncia deste nivel de
relacdo, uma vez que na espécie estudada, a presenca de mais de uma fémea inseminada na

colbnia é extremamente comum.

C) O estudo comportamental da divisdo de tarefas através da correlacdo de Postos de
Spearman (p < 0,05) mostra que existe uma diferenciacdo do padrdo comportamental dos
individuos baseado na hierarquia de dominéancia da colénia, onde as fémeas mais dominantes
(fémeas hierarquicamente superiores) permanecem mais tempo no ninho executando grande
parte das tarefas intranidais, enquanto uma parte das subordinadas se encarrega da atividade
de forrageamento (forrageadoras tipicas) e a outra parte permanece relativamente mais inativa

sobre o ninho (fémeas jovens).
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d) A investigagédo sobre os hidrocarbonetos cuticulares em M. cassununga revelou uma
enorme quantidade de substancias que puderam ser encontradas (88 compostos) na populagédo
estudada, cuja porcentagem relativa foi respectivamente de 36,20% (42) metilcalcanos,
32,75% (38) dimetilalcanos, 14,65% (17) alcanos lineares, 12,92% (15) etilalcanos e 3,48%
(4) de compostos que ndo puderam ser identificados. Estes compostos ndo volateis de cadeia
longa variam de 16 a 36 atomos de carbono. Nenhum composto insaturado com dupla ligacédo
(alceno), o qual é comumente encontrado em outras espécies eussociais basais, pode ser

encontrado nestas analises.

e) A maior quantidade relativa de compostos ramificados (metilalcanos e dimetilalcanos)
sugere a presenga de um sistema complexo de comunicacdo quimica presente. Dentre 0s
compostos apontados como responsaveis pela separacdo das fémeas conforme o seu perfil
cuticular, estes dois tipos de alcanos foram os dominantes, seguidos pelos alcanos lineares.
Nenhum etilalcano apresentou uma importancia significativa dentro da comunicacdo quimica

nesta populacéo de vespas eussociais basais.

f) Os resultados comparativos dos hidrocarbonetos, nas diversas analises realizadas entre
0s grupos, mostraram que as diferencas entre os perfis cuticulares foi devido as proporcdes
relativas (concentracBGes relativas) de determinados compostos, uma vez que nenhum

compostos exclusivo para alguma fémea foi encontrado neste estudo.

9) As anélises quimicas mostraram diferencas entre os perfis quimicos das colbnias na
espécie estudada, indicando que determinados hidrocarbonetos presentes na cuticula sdo
colbnia-especificos. Estes compostos foram o heptacosano (C27), 3-metilheptacosano, 9 e 11
e 13 e 15-metilnonacosano, 7, 15 e 7, 18-dimetilnonacosano, 13, 15-dimetilnonacosano, e 0

11, 16-dimetilhentriacontano.
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h) Adicionalmente, as analises quimicas das amostras dos pedunculos do ninho também
revelaram a existéncia de uma especificidade destes fragmentos com o perfil cuticular da

col6nia, independente da subfase em que ela se encontra desenvolvida.

) Comparando os perfis quimicos das fémeas de acordo com o padrdo comportamental,
nossos dados obtidos com a anélise estatistica mostraram que existe um mecanismo de
sinalizacdo quimica dentro da organizacdo social na espécie, a qual deve estar relacionada a
divisdo de tarefas na col6nia. Tal resultado provavelmente deve-se a relagdo da divisdo de

trabalho com o estado fisioldgico da fémea.

), Investigando o papel da comunicagdo quimica, como um meio de sinalizar o estado
reprodutivo das fémeas, na espécie deste estudo, pode-se constatar que analisar os parametros
fisiologicos isoladamente falicita a interpretagdo das diferencas nos perfis cuticulares
existentes dentro da organizacdo social da coldnia, e a0 mesmo tempo, possibilita o
entendimento de quais fatores podem estar influenciando ou ndo na funcdo dos
hidrocarbonetos. No presente trabalho puderam ser encontradas diferencas significativas nos
perfis cuticulares quando comparamos 0s parametros como inseminagdo, desenvolvimento
ovariano, corpo gorduroso, desenvolvimento da glandula de Van der Vecht, mas ndo quando

comparamos as fémeas pela idade relativa;

K) Dentre os parametros analisados, o conteddo da espermateca (inseminada ou néo
inseminada) e o desenvolvimento ovariano, sem duavida, estdo mais relacionados a
comunicac¢do quimica como forma de sinalizar o status social e reprodutivo da fémea na

colbnia de Mischocyttarus cassununga;
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)i Considerando a influéncia conjunta de todos os parametros fisioldgicos no perfil
quimico das fémeas, nosso estudo indicou que os hidrocarbonetos como uma forma de
sinalizar o status social dentro da colénia podem estar relacionado a acdo conjunta de todos 0s
aspectos fisiologicos, onde um ou mais fatores (ex: desenvolvimento ovariano e inseminacao)
devem estar primariamente relacionados, e outros (ex: corpo gorduroso e desenvolvimento da

glandula de Van der Vecht) secundariamente;

m) Apesar dos varios indicios da presenca de um mecanismo de sinalizagcdo quimica por
meio dos hidrocarbonetos cuticulares, estudos envolvendo bioensaios sdo necessarios para
esclarecer e comprovar definitivamente a utilizacdo destas substancias na comunicacao
quimica desta espécie de vespa eussocial basal. Desta maneira sera possivel entender como e
quais dos hidrocarbonetos presentes na cuticula destes insetos estdo realmente sendo
utilizados neste processo. Serd que este mecanismo de sinalizacdo col6nia-especifico e do
status reprodutivo envolve somente a proporcao relativa de determinados compostos que o
presente estudo mostra e indica? Ou a percep¢do na comunicagao quimica seria devido a uma
mistura complexa resultante da combinacdo de vérias destas substancias atuando ao mesmo
tempo? Quais fatores seriam realmente mais importantes neste processo de quimiorrecepgao?
Apenas a concentragdo relativa, a sua mera presenca ou ambos resultam em uma resposta
bioguimica especifica e com significado biolégico para a espécie? E quanto aos outros
compostos, (como proteinas ja relatadas na literatura) que podem estar presentes na cuticula
dos insetos? Qual a sua influéncia dentro deste contexto? Portanto, frente a estes diversos
questionamentos, sem ddvida, deve-se dar continuidade ao estudo, assim como ao inicio da
investigacdo bioquimica deste grupo significante de vespas eussociais basais de regido

neotropical.
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ESPECTROS DE MASSA DOS COMPOSTOS CUTICULARES IDENTIFICADOS em
Mischocyttarus cassununga
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Hexacosano (C26) —Tempo de retencdo: 31.30 minutos
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4-Metilhexacosano —Tempo de retengdo: 32.71 minutos
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Heptacosano (C27) —Tempo de retencdo: 33.78 minutos
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11 e 13-Metilheptacosano —Tempo de retencéo: 34.50 - 34.56 minutos
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5-Metilheptacosano —Tempo de retengdo: 34.93 minutos
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3-Metilheptacosano —Tempo de retengdo: 35.51 minutos
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5, 17-Dimetilheptacosano —Tempo de retencdo: 35.68 minutos
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Octacosano (C28) —Tempo de retencdo: 36.13 minutos
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7-Etilheptacosano —Tempo de retencdo: 36.20 minutos
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11, 16-Dimetiloctacosano —Tempo de reten¢do: 38.10 minutos
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Nonacosano (C29) —Tempo de reten¢do: 38.40 minutos
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9 e 11 e 13 e 15-Metilnonacosano —Tempo de retencdo: 39.07 - 39.25 minutos
%
100.04 A7
71
75.04
50.0 42
25.0+ 112
‘ ‘ 99
141
00 | “ | 1l H | | [t 155 169 197 on1 239 253 281 295 308 337 9 407
50.0 75.0 100.0 125.0 150.0 175.0 200.0 225.0 250.0 275.0 300.0 325.0 350.0 375.0 400.0
7-Metilnonacosano —Tempo de retencéo: 39.32 minutos
%
100.04 St
43
75.04
85
71
50.04
25.04
113
| Ll LTt ww oo :
0.0 A | il oll, \‘ i 267 281 36 65
50.0 75.0 100.0 125.0 150.0 175.0 200.0 225.0 250.0 275.0 300.0 325.0 350.0 375.0
5-Metilnonacosano —Tempo de retenc¢éo: 39.50 minutos
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11, 15-Dimetilnonacosano —Tempo de retengdo: 39.67 minutos
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9, 15 e 9, 16-Dimetilnonacosano —Tempo de retencdo: 39.71 - 39.83 minutos
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7,15 e 7, 18-Dimetilnonacosano —Tempo de retencdo: 39.87 - 39.93 minutos
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3-Metilnonacosano —Tempo de retencdo: 40.06 minutos
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6 e 8 e 11 e 14-Etilnonacosano —Tempo de retencéo: 40.35 - 40.44 minutos
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13, 15-Dimetilnonacosano —Tempo de retengdo: 40.59 - 40.70 minutos
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11 e 13 e 14 e 15-Metiltriacontano —Tempo de retencdo: 41.24 - 41.35 minutos
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6-Metiltriacontano —Tempo de retencdo: 41.54 minutos
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6, 16-Dimetiltriacontano —Tempo de retencdo: 42.16 minutos
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13, 17-Dimetiltriacontano —Tempo de retencéo: 42.28 minutos
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4, 16-Dimetiltriacontano —Tempo de retencéo: 42.44 minutos
%
100.04 S
75.04
71
43 85
50.04
25.01 2
113
‘ ‘ ‘ 127
0.0l \ | 12 141 207 -
50.0 75.0 100.0 125.0 150.0 175.0 200.0 225.0 250.0 275.0
Hentriacontano (C31) —Tempo de retengdo: 42.77 minutos
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8 e 10 e 14-Etiltriacontano —Tempo de retengdo: 42.96 - 43.09 minutos
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9 e 11 e 13 e 15-Metilhentriacontano —Tempo de retencdo: 43.37 minutos
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9, 21-Dimetilhentriacontano —Tempo de retengéo: 44.10 minutos
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7,19 e 7, 16-Dimetilhentriacontano —Tempo de retencdo: 44.16 - 44.25 minutos
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5, 17-Dimetilhentriacontano —Tempo de reten¢do: 44.42 minutos
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10 e 15-Etilhentriacontano —Tempo de retencéo: 44.51 - 44.88 minutos
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15, 16-Dimetilhentriacontano —Tempo de retencdo: 45.00 minutos
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8-Metildotriacontano —Tempo de retencdo: 45.15 minutos
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8, 16 e 8, 18-Dimetildotriacontano —Tempo de retencéo: 45.77 minutos
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11, 17-Dimetildotriacontano —Tempo de retencdo: 46.26 minutos
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6, 18-Dimetildotriacontano —Tempo de retencdo: 46.69 minutos
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4, 16-Dimetildotriacontano —Tempo de retencdo: 47.07 minutos
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7-Metiltritriacontano —Tempo de retencéo: 48.75 minutos



100.04 St
75.0
50.04 43

25.04
113

127
1 183 197 239
| R s \ 267 281 295 323 351 . )

‘\
0.0 mrmrlrs T T T o | AL NS — (A NS N Y B ALY B NS N
50.0 75.0 100.0 125.0 150.0 175.0 200.0 225.0 250.0 275.0 300.0 325.0 350.0 375.0 400.0 425.0 450.0 475.0

11, 18 e 15, 18-Dimetiltritriacontano —Tempo de retencdo: 49.12 - 49.45 minutos
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7, 18 e 7, 19-Dimetiltritriacontano —Tempo de retencdo: 49.55 - 49.66 minutos
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5, 17-Dimetiltritriacontano —Tempo de retengéo: 49.91 minutos
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8, 18 e 10, 18-Dimetiltetratriacontano —Tempo de retencdo: 51.84 minutos
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16-Etiltetratriacontano —Tempo de retencdo: 55.51 minutos
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14-Etiltetratriacontano —Tempo de retencéo: 56.88 minutos
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