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RESUMO

Vespas construtoras de ninho de papel (Hymenoptera, Vespidae, Polistinae) sdo organismos-
modelo para estudos sobre comportamentos sociais em Insecta, pois exibem organizacgdes
coloniais e mecanismos de diferenciacdo de castas variados. Entre os representantes do grupo,
Mischocyttarus cassununga Von lhering € uma espécie que apresenta fundacdo independente
de ninhos e hierarquia colonial estavel. Todavia, ainda assim a presenca de castas com
diferenciacdo morfoldgica marcante em M. cassununga € controversa. O presente estudo teve
como objetivo utilizar técnicas de morfometria geométrica para evidenciar diferengas em
estruturas corporais de fémeas de M. cassununga de castas sociais distintas. Foram amostrados
27 ninhos, totalizando 102 espécimes, em duas areas de coleta: o campus da Universidade
Federal de Lavras (LavrassMG) e a zona rural do municipio Campo do Meio/MG. Para a
determinacdo prévia das castas foram considerados os seguintes critérios: (i) condi¢cdo do
desenvolvimento ovariano; (ii) idade relativa estimada por meio da coloracdo dos esternos
metassomais; (iii) padrdo de desgaste alar. Foram obtidas imagens de trés estruturas corporeas
(clipeo, esterno Il e asa) de cada exemplar, utilizando camera digital Canon EOS Rebel T6
acoplada a microscopio estereoscopio. Foram inseridos marcos anatdbmicos nas imagens de
cada estrutura com uso dos softwares Tpsutil v. 1.6 e Tpsdig v. 2.19, sendo estes marcos
posteriormente sobrepostos por meio da Andlise Generalizada de Procrustes (AGP). A
diferenga entre as castas foi testada utilizando analises de componentes principais (PCA),
regressao para correcdo de efeitos de alometria, e analises discriminante e candnica. Todas as
analises foram realizadas com o auxilio do software MorphoJ v. 2.0. Os resultados das analises
estatisticas ndo demonstraram evidéncias de resultados significativos para separacao de grupos
com relacdo a casta em nenhuma das estruturas analisadas. Assim, foi verificada auséncia de
diferenciacdo morfologica, utilizando técnicas de morfometria geométrica, entre as castas de
M. cassununga, sugerindo que as castas sao determinadas por interacdes comportamentais entre
os adultos.

Palavras-chave: Aculeata. diversidade morfologica. vespas sociais.



ABSTRACT

Paper wasps (Hymenoptera, Vespidae, Polistinae) are model organisms for studies on social
behavior within Insecta, as they exhibit colonial organizations and varied mechanisms of caste
differentiation. Among the species of the group, Mischocyttarus cassununga von lhering is a
species that has independent nesting foundation and stable colonial hierarchy. Nevertheless, the
presence of varieties with marked morphological differentiation in M. cassununga is still
controversial. The present study aimed to use geometric morphometric techniques to evaluate
possible differences in body structures of females of M. cassununga from different social castes.
Twenty-seven nests were sampled, totaling 102 specimens, in two collection areas: the campus
of the Universidade Federal de Lavras (Lavras / MG) and the rural area of Campo do Meio /
MG. For the prior determination of the varieties the following criteria were considered: (i) stage
of ovarian development; (ii) relative age estimated by staining of the metasomal sterna; (iii)
pattern of wing wear. We obtained images of three body structures (clypeus, sternum Il and
wing) of each specimen, using a Canon EOS Rebel T6 digital camera coupled to a stereoscopic
microscope. Anatomical landmarks were inserted in the images of each structure using Tpsutil
v. 1.6 and Tpsdig v. 2.19, and these landmarks were later overlapped through the Generalized
Procrust Analysis (AGP). The difference between the varieties was tested using principal
component analysis (PCA), regression for correction of allometry effects, and discriminant and
canonical analysis. All analyzes were performed using MorphoJ v. 2.0. The results of the
statistical analyzes showed no evidence of significant results for caste separation in any of the
structures analyzed. Thus, there was no morphological differentiation using geometric
morphometry techniques among M. cassununga varieties, suggesting that the social castes are
determined by behavioral interactions among adults.

Keywords: Aculeata. morphological diversity. social wasps.
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1 INTRODUCAO

Estudos envolvendo as caracteristicas e condi¢fes dos comportamentos sociais em
Insecta tém sido tradicionalmente focados em grupos com maior apelo econémico e mais
facilmente reconhecidos pela populacdo em geral, como abelhas, formigas e cupins (RIBEIRO,
2009). Para outros grupos, como os vespideos sociais (Hymenoptera, Vespidae: Stenogastrinae,
Polistinae, Vespinae), 0s conhecimentos acerca destes comportamentos sdo comparativamente
escassos e debatidos (MURAKAMI; SHIMA; DESUO, 2009; 2013; SMITH et al., 2011;
JANDT; TIBBETTS; TOTH, 2013; MONTAGANA et al., 2015).

Uma das questdes ainda ndo esclarecidas em muitas das espécies de vespas sociais é a
divisdo das tarefas da col6nia entre os individuos, separando-0s em grupos hierarquicos
denominados castas (rainhas e operarias) (JEANNE, 1980). Nos Vespinae existe uma clara
diferenciacdo morfoldgica entre operarias e rainhas, e a determinacéo de castas nestes grupos
ocorre antes da emergéncia do adulto (pré-imaginal) (BLACKITH, 1958; FOSTER et al.,
2001). Entretanto, em outros grupos, como as vespas sociais pertencentes a tribo
Mischocyttarini (subfamilia Polistinae), a presenca de castas morfologicas é menos
pronunciada ou ausente, sendo que os fatores que atuam na determinacgéo das castas ainda séo
pouco compreendidos (NODA, 2005; CUNHA et al., 2017).

Um dos organismos-modelo desta tribo para que se compreenda as condi¢des para a
determinacdo das castas e a presenca de diferenciacdo morfologica, é a vespa social
Mischocyttarus cassununga Von Ihering, 1903 (PENNA et al., 2007). O sistema de castas nesta
espécie se baseia na divisao de tarefas entre fémeas reprodutivas (rainhas) e ndo reprodutivas
(operarias). As tarefas intranidais sdo desempenhadas pelas rainhas, enquanto a busca de
recursos € realizada majoritariamente pelas operarias (PREZZOTO et al., 2004).

Os estudos sobre diferenciacGes morfoldgicas entre castas em Vespidae utilizam em sua
maioria técnicas de morfometria tradicional, em que medidas lineares sdo a base para mensurar
diferencas no tamanho entre os individuos componentes de uma colénia (KEEPING, 2002).
Porém a utilizacdo de uma técnica relativamente recente, a morfometria geométrica, tem
proporcionado uma nova abordagem em estudos com vespas sociais relacionados a
diferenciacdo de forma entre as castas (PERRARD et al., 2012; PERRARD; LOOPE, 2015;
DAPPORTO; PETROCELLI; TURILLAZZI, 2011).

Neste estudo objetivou-se testar métodos de morfometria geométrica como uma

possivel ferramenta para a diferenciacdo de castas sociais em M. cassununga, utilizando
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estruturas corporais para buscar evidencias de diferenciacdo morfoldgica entre as castas rainha

e operaria.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Vespidae

A familia Vespidae apresenta 5271 espécies descritas distribuidas em 262 géneros
(PIEKARSKI et al., 2018). Atualmente a familia encontra-se subdividida em nove subfamilias
atuais: Euparaginae (10 spp.), Masarinae (359 spp.), Eumeninae (3404), Gayellinae (11 spp.),
Zethinae (335 spp.), Raphidoglosinae (16spp.), Stenogastrinae (63 spp.), Polistinae (1003) e
Vespinae (70spp.) (PIEKARSKI et al., 2018). Destas, apenas as trés ultimas apresentam
comportamentos eussociais, isto é, possuem: (i) sobreposicdo de geracdes, (ii) cuidado
cooperativo da prole e (iii) divisdo reprodutiva do trabalho (WILSON; HOLLDOBLER 2005).

Os vespideos séo insetos que possuem niveis variados de organizacgéo social, exibindo
comportamentos desde o tipo solitario, como o encontrado em Eumeninae, até o social com
construcdo e compartilhamento de ninho, como o encontrado nos Vespinae (CARPENTER,
1991; HINES et al., 2007; HUNT, 2012; REHAN; TOTH, 2015). Estudos moleculares recentes
propuseram que o0 comportamento eussocial nos vespideos teria duas origens evolutivas
independentes, uma para a subfamilia Stenogastrinae, e outra para o clado Polistinae + Vespinae
(BANK et al., 2017; PIEKARSKI et al., 2018). Esse cenario filogenético ressalta a importancia
do grupo para estudos relacionados a evolucdo da eussocialidade (HINES et al., 2007;
PIEKARSKI, 2014).

Stenogastrinae compreende vespas eussociais de distribuicdo asidtica (RICHARDS,
1971). As col6nias sdo pequenas, raramente apresentando um numero maior que seis fémeas
por ninho (HUNT, 2012; TURILLAZZI, 2012). As fémeas sdo morfologicamente semelhantes,
sendo todas capazes de produzir seus proprios descendentes, uma vez que ndo ocorre inibicdo
do desenvolvimento ovariano. As fémeas recém emergidas Sdo operarias temporarias,
auxiliando as rainhas até que seus ovarios estejam desenvolvidos (TURILLAZZI, 1989).

Os Vespinae sdo exclusivamente de clima temperado, ocorrendo na Europa, América
do Norte e no sudeste da Asia (RICHARDS, 1971). Dentre as vespas sociais, 0 dimorfismo
entre as castas rainha e operaria é mais evidente nesta subfamilia, em que geralmente a rainha

€ muito maior que as operarias (SPRADBERY, 1972). Neste grupo a rainha inibe o
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desenvolvimento ovariano das operarias por meio da liberacdo de feromodnios (GRENNE,
1991).

A subfamilia Polistinae possui uma condi¢cdo intermediaria entre Stenogastrinae e
Vespinae, apresentando desde espécies com diferencas morfoldgicas evidentes, até espécies
sem diferenciagcdo morfoldgica (FELIPPOTTI etal., 2009; TORRES et al., 2014; BIAGIOTTO;
SHIMA, 2017). Em alguns géneros, como Polistes e Mischocyttarus, as fémeas fundam seus
ninhos de forma independente, exibindo sistemas de dominancia e subordinacdo que sdo
baseados em interacdes agonisticas entre os individuos, em que cada individuo se comporta de
acordo com a sua posicdo hierarquica (ROCHA; GIANNOTTI, 2016).

2.2 Tribo Mischocyttarini: Mischocyttarus cassununga Von lhering, 1903

Dentre os Polistinae, sdo reconhecidas quatro tribos: Ropalidiini, Epiponini, Polistini e
Mischocyttarini (CARPENTER, 1982; 2004). Ropalidiini é composta pelos géneros Ropalidia,
Parapolybia, Polybioides e Belonogaster, ja a tribo Epiponini € representada por 19 géneros
predominantemente neotropicais. Polistini e Mischocyttarini sdo representadas por apenas um
género cada: o género Polistes e o género Mischocyttarus, respectivamente. Este ultimo conta
com aproximadamente 250 espécies descritas (CARPENTER; MARQUES, 2001;
CARPENTER, 2004; SILVEIRA, 2008).

Os integrantes da tribo Mischocyttarini séo caracterizados por apresentarem o terceiro
e 0 quarto tarsdmeros das pernas medianas e posteriores assimétricos, com os lobos internos
maiores que os externos (RICHARDS, 1978). Este grupo possui distribuicdo essencialmente
Neotropical, com apenas umas poucas espécies com ocorréncia na regido Neartica
(RICHARDS, 1978; SILVEIRA, 2008).

Os Mischocyttarini apresentam col6nias relativamente pequenas (raramente com mais
que 100 individuos adultos), ciclo coldnial curto e diferencas morfoldgicas entre rainhas e
operarias consideradas inexistentes em diversas espécies (MURAKAMI; SHIMA; DESUO,
2009; BIAGIOTTO; SHIMA, 2017). As funcdes desempenhadas pelos adultos podem alterar,
visto que diversos estudos relatam a auséncia de controle quimico das rainhas sobre as
operarias, que podem apresentar desenvolvimento ovariano em determinadas condicdes
(CHANDRASHEKARA; GADAGKAR, 1991; GADAGKAR, 1991).

Dentre as espécies que compdem este género pode-se citar Mischocyttarus cassununga
Von lhering, 1903. M. cassununga é uma vespa eussocial que apresenta ninho descoberto e

formado por um Gnico favo, que é preso ao substrato por um pedinculo. Nestes vespideos, a
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forma de fundacdo de novos ninhos é independente, tanto por haplometrose, com uma fémea
inseminada atuando na fundagéo do novo ninho, quanto pela associacdo de algumas fémeas,
condicdo chamada de pleometrose (CASTRO et al., 2014).

Quando os individuos desta espécie estdo presentes no ninho eles interagem de acordo
com o status social de cada individuo e padrdes de comportamentos podem apresentar variacdes
intraespecificas de acordo com a estabilidade hierérquica presente (LITTE, 1979; HERMANN
e CHAO, 1984; TORRES et al., 2012). De forma geral, as fémeas dominantes (rainhas),
apresentam comportamentos caracteristicos de dominancia quando interagem com as operarias,
que demonstram comportamentos de subordinacio (CECILIO; ROCHA; GIANNOTTI, 2016).
Devido a estas caracteristicas, as interacfes entre os individuos presentes no ninho
desempenham um papel importante na organizacdo social, auxiliando na manutencdo da
estabilidade da hierarquia presente nas colonias (SOARES; TORRES; ANTONIALLI-
JUNIOR, 2014).

Aspectos comportamentais e fisiologicos sdo utilizados como critério para a
diferenciacdo de rainhas e operarias em grupos que ndo exibem diferenciacdo morfoldgica
evidente (KEEPING, 2002; DESUO et al., 2011; MURAKAMI, 2012). A posicéo social das
fémeas esta diretamente relacionada a sua fisiologia reprodutiva de modo que o comportamento
de dominancia mantém as operarias com os ovarios ndo desenvolvidos, devido a diferencas de
quantidade e qualidade do alimento ingerido (O"'DONNEL, 1998).

Estudos com M. cassununga tém mostrado que a hierarquia presente nesta espécie é
estavel quando comparada a outras espécies do mesmo género (ITO, 1984; NODA; SILVA;
GIANNOTTI, 2001; PREZOTO et al., 2004). Esta condicao torna a espécie importante para
estudos que busquem elucidar os mecanismos envolvidos na diferenciacdo de castas, visto que
a rainha apresenta grande longevidade, obtendo controle do seu status durante todo o ciclo de
desenvolvimento da col6nia (PENNA et al., 2007; ALVES et al., 2012).

Os conflitos hierarquicos em M. cassununga sdo praticamente inexistentes, indicando a
existéncia de um mecanismo eficiente de determinacdo do status social dos individuos na
coldnia (CASTRO et al., 2014). Os estudos com M. cassununga podem contribuir para que se
compreenda os padrbes de organizacao social em vespas de fundacdo independente, bem como
auxiliar no entendimento de como ocorre a determinacéo das castas nas vespas sociais no geral
(CASTRO; GUIMARAES; PREZOTO, 2011; BIAGIOTTO; SHIMA, 2017).

2.3 Castas
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Um modo de se compreender a socialidade de um taxon especifico esta relacionado com
a forma com que as relag6es entre os individuos se estabelecem na colénia (JEANNE, 1986).
Por isso um ponto chave no estudo dos chamados insetos eussociais, como é o caso das vespas
da subfamilia Polistinae, é o entendimento de como os individuos se organizam em castas
sociais (JEANNE 1980). Além disso, um dos critérios tradicionalmente elencado para definir a
eussocialidade é a presenca da divisdo do tralho reprodutivo, com castas estéreis (CRESPI;
YANEGA, 1995).

Entretanto, alguns autores afirmam que a presenca de uma casta estéril permanente ndo
deveria ser considerada um critério para a eussocialidade, uma vez que ha espécies que
apresentam flexibilidade em relacdo ao papel desempenhado pelos individuos durante a
ontogenia da colonia (KELLER; PERRIN, 1995; SHERMAN et al., 1995). Outros autores
defendem que € obrigatoria a presenga de uma casta esteril permanente no contexto eussocial,
de modo que ndo poderiam ocorrer mudancas de posicdo na hierarquia colonial (TSUJI, 1992;
CRESPI; YANEDA, 1995). Villet (1992) estipulou que o termo “casta” poderia ser utilizado
somente para espécies que apresentam diferencas morfoldgicas entre individuos resultantes de
padrdes diferenciados de desenvolvimento, portanto, segundo esta definicdo, os individuos
pertenceriam a castas morfoldgicas distintas independentemente da fungdo desempenhada na
colonia.

O’Donnel (1998) propde que este termo deveria ser utilizado para grupos que
apresentem um polifenismo reprodutivo, e ndo seria necessaria a diferenciacdo morfoldgica
externa. Para este autor a determinacdo da casta ocorreria durante o desenvolvimento
embrionario, sendo um processo irreversivel. De fato, em algumas espécies de vespideos existe
uma clara determinacdo pré-imaginal das castas e as operarias sdo completamente estéreis
(SCHMIDT; HUNT; SMITH, 2012).

No presente estudo o termo casta segue as condi¢6es propostas por Wilson (1979), que
define casta como um subgrupo dentro dos membros da coldnia, que sdo geneticamente, mas
ndo anatomicamente e fisiologicamente semelhantes, e que sdo especializados em tarefas
particulares por prolongados periodos. Com base nesta definicdo as castas em vespas sociais
representam as rainhas que exercem comportamentos de dominancia e possuem o controle da
atividade reprodutiva, e as operarias que demonstram comportamentos de subordinacdo e
exercem as atividades de forrageamento (JEANNE, 1980; RICHTER, 2000).

Os mecanismos de diferenciagdo de castas entre as fémeas de vespas sociais ainda ndo
estdo esclarecidos, sendo a presenga de uma determinacdo pré-imaginal e de castas

morfoldgicas ainda debatida em diversos grupos. Assim o uso de novas técnicas, como é o caso
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da morfometria geométrica, pode elucidar como as castas podem ser diferenciadas nesse grupo

de vespas.

2.4 Morfometria geométrica

A compreensdo das formas dos organismos € um dos mais antigos temas investigados
nas Ciéncias Naturais (ZELDITCH; SWIDERSKI; SHEETS, 2004). Todavia, 0 termo
“morfologia” foi cunhado somente no século XVIII, no ano de 1790 pelo naturalista e poeta
alemao Johan Wolfgang von Goethe (1749-1832). Goethe definiu morfologia como o “estudo
da forma” ou mais precisamente o estudo das formas organicas (KARDONG, 1995).

Inicialmente, qualquer metodologia que visasse a analise quantitativa de variacdes
morfoldgicas era referida como morfometria. Estudos pioneiros nesse campo se baseavam em
comparacgOes de valores médios de medidas de uma estrutura analisada, construindo o que se
denomina de morfometria tradicional (ROHLF et al., 1993). Técnicas morfométricas
tradicionais sdo utilizadas para diferentes fins, inclusive na busca por critérios para a
delimitacdo de castas em insetos sociais (MONTEIRO; REIS, 1999; DUJARDIM, 2008).

Ja a morfometria geométrica ou analise estatistica da forma pode ser definida como “um
conjunto de métodos de aquisicao, processamento e analise de variaveis de forma que preserva
toda a informagdo geométrica contida nos dados originais” (SLICE 2005). Todos os dados que
sdo utilizados em morfometria geométrica nao sdo baseados em medidas ou angulos, mas sim
em coordenadas cartesianas chamadas marcos anatomicos (landmarks). Estas coordenadas
podem ser definidas num plano e ter duas dimensdes ou em um espaco com trés dimensdes
(ROHLF, 1990; ROHFL; MARCOS, 1993; MONTEIRO; REIS 1999).

A morfometria geométrica, em relacdo a tradicional, &€ mais eficiente na captura da
informacdo relacionada a forma do organismo (MONTEIRO; REIS 1999). Outra vantagem
desta técnica é permitir a reconstrucdo das variacGes da forma inferidas estatisticamente, sendo
importante na visualizacdo das diferencas da forma, ou seja, identificar como, onde e em que
magnitude estdo ocorrendo as mudancas (FORNEL; CORDEIRO-ESTRELA, 2012).

Algumas andlises multivariadas sdo utilizadas na morfometria geométrica, como a
Analise de Componentes Principais (PCA) e Analise de Funcdes Discriminantes (AFD), sendo
utilizadas para verificar se ocorre ou ndo a formacéao de grupos heterogéneos. A PCA também
possui 0 objetivo de verificar se alguns componentes analisados séo capazes de explicar a maior
parte da variacdo das caracteristicas (MONTEIRO; REIS, 1999).
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Estudo morfoldgicos utilizando técnicas de morfometria geométrica vem demonstrando
resultados positivos na constatacdo de diferencas na forma de estruturas em diversos grupos.
Moraes (2003) analisou cranio de roedores em diferentes estagios ontogénicos, Sungvornyothin
et al. (2004) demonstrou a eficiéncia desta técnica em estudo com acaros, e Albertson e Kocher
(2005) em suas analises morfoldgicas em duas espécies de peixes.

Esta técnica esta sendo utilizada na Entomologia Forense como ferramenta para
identificacdo de espécies de dipteros por meio da anélise do padrdo de venacdo alar (MACEDO,
2016; SONTIGUN et al., 2019). Nos insetos sociais é utilizada em estudos com abelhas sociais,
como ferramenta para a identificacdo tanto de subespécies como de castas socais (FRANCOY:;
FONSECA, 2010; DE SOUZA et al., 2015; NAWROCKA et al., 2018).

Perrard et al. (2012) utilizou esta técnica como forma de demonstrar a presenca de
diferencas de forma com relacdo a castas em trés espécies de Vespinae. Dapporto, Petrocelli e
Turillazzi (2011) demonstraram a presenca de diferenciacdo entre castas em Polistes gallicus
analisando a forma do Gltimo esterno metassomal, sugerindo a presenca de determinacéo pré-
imaginal nesta espécie.

Devido as caracteristicas relacionadas ao comportamento social demonstradas por M.
cassununga em estudos anteriores e o potencial estatistico das técnicas de morfometria
geométrica, o presente estudo tem como objetivo avaliar a existéncia de possivel diferenciacdo
morfoldgica entre as castas rainha e operaria, com relacdo a forma de estruturas corporais,

utilizando morfometria geomeétrica.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O presente estudo teve como objetivo avaliar a existéncia de diferenciacdo morfologica
entre as castas operdria e rainha em M. cassununga, utilizando técnicas de morfometria

geomeétrica.

3.2 Objetivos especificos

e Investigar a possivel existéncia de diferencas entre as castas operaria e rainha com

relacdo a forma do clipeo de M. cassununga.
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e Investigar a possivel existéncia de diferencas entre as castas operaria e rainha com
relacdo a forma das asas anteriores e posteriores de M. cassununga.

e Investigar a possivel existéncia de diferencas entre as castas operaria e rainha com
relacdo a forma de esterno metassomal VI de M. cassununga.

e Testar o potencial de técnicas de morfometria geométrica como ferramenta na
investigacdo sobre diferenciagdo morfoldgica de castas com relacdo a forma de

estruturas em vespas socais.

4. HIPOTESES

4.1 Hipotese Geral

e Existe diferencas na forma de estruturas corporais entre as castas operaria e rainha de

M. cassununga.

4.2 Hipoteses especificas

e Existe diferenca da forma do clipeo entre as operarias e rainhas de M. cassununga.

e Existe diferencas da forma das asas anteriores e posteriores entre operarias e rainhas de
M. cassununga.

e Existe diferenca da forma do esterno metassomal VI entre operarias e rainhas de M.

cassununga.

5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Amostragem

Individuos de Mischocyttarus cassununga foram amostrados em duas areas: (A) zona
rural do municipio de Campo do Meio, Minas Gerais, Brasil (21°06'25"S, 45°49°48”W); (B)
campus da Universidade Federal de Lavras (UFLA) no municipio de Lavras, Minas Gerais,
Brasil (21°14'43"S, 44°59°27”W) (FIGURA 1). Foram localizados e coletados 27 ninhos,
totalizando 102 espécimes, considerando ambas as areas de coleta.

Os ninhos foram localizados por meio de busca ativa. Os individuos foram identificados
até o nivel de espécie utilizando a chave de identificacdo de Vespidae proposta por Hermes e

Kohler (2004) e Richards (1978), aléem de comparacdo com espécimes identificados por
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especialistas. As coletas foram realizadas no inicio da noite, pois neste periodo seria mais
provavel que os individuos estivessem presentes no ninho, de acordo com os habitos de
forrageamento observados em vespas socais (MURAKAMI; DESUO; SHIMA, 2013). Todos
os ninhos encontrados foram coletados independentemente do nimero de individuos e periodo
do ano.

Apos a coleta os especimes foram colocados em um recipiente contendo em seu interior
algodao embebido com acetato de etila, incluindo os adultos que emergiram apds a coleta, sendo
posteriormente armazenados em tubos Eppendorf contento alcool 70% e conservados no freezer
a -18°C. Os espécimes foram identificados de acordo com o ninho, local e data de coleta.

Os espécimes coletados para o presente estudo estdo depositados na Colecdo
Entomologica da Universidade Federal de Lavras (CEUFLA), ja os ninhos coletados estdo
armazenados no Laboratdrio de Sistematica e Biologia de Insetos (LSBI), pertencente a mesma
instituicdo. Todas as imagens de interesse do presente estudo foram obtidas com a camera

digital Canon EOS Rebel T6 acoplada ao microscopio estereoscopico Leica S8 APO.
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Figura 1 — Mapa do estado de Minas Gerais representando a localizagdo geogréafica dos municipios em
que foram amostrados os ninhos: (A) municipio de Campo do Meio; (B) municipio de
Lavras.
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Fonte: Do autor (2020).

5.2 Determinacao de castas

Os individuos foram coletados previamente, categorizados em castas socais por meio de
analises morfofisioldgicas ja realizadas em outros estudos (GALEANO, 2010; MURAKAMI
2012). Para a realizacdo das analises morfofisioldgicas todos os individuos presentes na colénia
foram inicialmente armazenados em alcool 70%. Foram desconsiderados os machos e todas as

fémeas foram dissecadas e submetidas a seguintes analises:

i. Desenvolvimento ovariano (FIGURAS 2 a 5): Para a andlise do desenvolvimento
ovariano, o gaster de cada fémea foi imerso em uma placa de Petri contendo alcool 70%,
visando evitar desidratacdo durante o processo. A dissecacao foi feita com o auxilio de alfinetes



19

entomolodgicos fixados a hastes de madeira. Os esternos foram retirados para facilitar a
observacdo da condigdo do desenvolvimento do ovério.

Todos os ovarios foram fotografados e a condi¢cdo do desenvolvimento foi comparada
entre as fémeas presentes no ninho. Elas foram agrupadas em trés grupos, (1) ovério ndo
desenvolvido; (2) ovario desenvolvido; e (3) ovario muito desenvolvido (MURAKAMI;
SHIMA, 2006; MURAKAMI, 2012; MONTAGNA; ANTONIALLI-JUNIOR, 2016).

Figuras 2 a 5 — Padrdo de desenvolvimento ovariano encontrados nos espécimes. 2 e 3 representam
ovarios nao desenvolvido com ovariolos filamentosos. 4 representa um ovario
desenvolvido com ovdcitos desenvolvidos. 5 representa um ovario muito desenvolvido,
com diversos ovocitos desenvolvidos.

Fonte: Do autor (2020).

i. Idade relativa (FIGURAS 6 a 9): Para esta analise foi utilizado como referéncia o

grau de pigmentac&o do apodema transverso do esterno metassomal I11. Todas as fémeas foram
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analisadas de acordo com a idade relativa, e classificadas em dois grupos: (1) jovens e (2)
velhas, de acordo com o padrdo da pigmentacdo do ap6dema transverso (conforme as Figuras
6 a 9). As fémeas mais velhas com apddemas mais pigmentado foram consideradas rainhas, ja

as fémeas mais jovens com apodemas menos pigmentados foram consideradas operarias.

Figuras 6 a 9 — Idade relativa de acordo com o padrdo de pigmentacdo do apdédema transverso do
terceiro esterno metassomal em M. cassununga. Tipo 6 e 7 representam fémeas jovens.
Tipos 8 e 9 representam fémeas mais velhas. As setas indicam o padrdo de
pigmentacao.

i R
Fonte: Do autor (2020).

iii. Desgaste alar (FIGURAS 10 a 13): O padrdo de desgaste alar encontrado na porgao
apical das asas em vespas sociais foi proposto por Noll (1995) como um método para auxiliar
na identificagdo de castas. Esta analise fornece algumas informac@es sobre o individuo: (1)
idade relativa: o desgaste alar, associado a idade relativa pode gerar estimativas mais precisas
sobre a idade dos individuos; (2) forrageamento: fémeas forrageadoras normalmente

apresentam maior desgaste alar associado ao ato de forragear ser desempenhado
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majoritariamente pelas operarias; (3) interacdes agonisticas: as intera¢des entre os individuos
no ninho podem levar a danos nas asas e em outras estruturas corporais (GALEANO, 2010;
GARCIA; NOLL, 2013).

Para as comparagdes foram utilizadas imagens das asas anterior direita e posterior
direita de todos os individuos. Os espécimes foram agrupados em trés categorias de acordo com
0 padrédo de desgaste encontrado na porcéo apical de ambas as asas, sendo eles: (1) asas sem
desgastes; (2) asas com pouco desgaste; (3) asas com desgaste. Os padrdes estdo representados
nas Figuras 10 a 13. As fémeas que apresentavam menor desgaste alar quando comparadas a
outras presentes no mesmo ninho foram consideradas rainhas.

Figuras 10 a 13 — Padrdo de desgaste alar encontrado as asas anteriores e posteriores. A imagem 10
representa asas sem desgaste, 11 e 12 asas com pouco desgaste, e 13 asas com muito
desgaste. Padrdo adaptado de Garcia e Noll (2013).

Fonte: Do autor (2020)

Foram determinadas as castas de todos os individuos analisados valendo-se desses trés

critérios. Os critérios foram aplicados para cada ninho individualmente, de acordo com a
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condicOes observadas. Buscou-se, quando possivel, pela congruéncia entre mais de um critério

para a determinacdo dos individuos assinalados como rainhas ou operérias.

5.3 Obtencéo das imagens e estabelecimento dos marcos anatdomicos

Para as analises morfométricas foram selecionadas regies do corpo dos insetos para o
estabelecimento dos marcos anatomicos (landmarks) que poderiam ser planificados em duas
dimensdes. As regides escolhidas foram: a cabeca (clipeo); metassoma (esterno metassomal V)
e asas (asa anterior direita e asa posterior direita). Foi estabelecido um padrdo para cada
estrutura fotografada, de forma que todas as imagens seguissem o padrao preestabelecido.

Os marcos anatdmicos foram estabelecidos em todas as fotos seguindo o padrédo de
referéncia de cada estrutura (FIGURAS 14 a 21). Todas as imagens foram identificadas com o
nome da estrutura analisada; ninho ao qual o individuo pertence; individuo que foi retirada a
estrutura; e local da coleta. Todos os dados com as informagfes sobre os individuos e as
estruturas foram catalogados em uma planilha no Excel, constituindo um banco de dados de

referéncia.

5.3.1 Obtencéo de marcos anatdmicos na cabeca

Nesta regido foi utilizado o clipeo para o estabelecimento dos marcos anatdémicos.
Inicialmente a cabeca de cada individuo foi destacada do restante do corpo com o auxilio de
uma tesoura entomoldgica. Apos isso, a cabeca foi colocada em uma placa de Petri 90 x 15 mm
para facilitar a padronizagdo das imagens. Os marcos anatdmicos utilizados seguiram o padréo

proposto no presente estudo e representado nas Figuras 14 e 15.
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Figuras 14 e 15 — Padrdo estabelecido para a obtencao das imagens do clipeo. Os circulos representam
0s marcos anatémicos delimitados para esta regido, os ndmeros correspondem a
sequéncia de estabelecimento dos marcos. Barra de escala = 1mm.

15

Fonte: Do autor (2020).

5.3.2 Obtencéo dos marcos anatdbmicos nas asas
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Ambas as asas direitas (anterior e posterior) foram removidas do restante do corpo com
0 auxilio de uma tesoura entomoldgica para facilitar a padronizacdo e a obtencdo das
fotografias. Posteriormente cada asa foi colocada em uma placa de Petri 90 x 15 mm e
umedecida com alcool 70% para facilitar a planificacdo da estrutura.

Os marcos anatdbmicos foram selecionados seguindo um padréo adaptado do utilizado
nos estudos de Perrard et al. (2012, 2015). As adaptacdes foram necessarias devido as
caracteristicas do padrédo de venacdo alar encontrado em M. cassununga, 0s marcos anatdmicos

estabelecidos para as asas anteriores e posteriores estdo representados nas Figuras 16 a 19.
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Figuras 16 e 17 — Padrdo estabelecido para a obtencdo das imagens da asa anterior. Os circulos
representam 0s marcos anatdmicos delimitados para esta regido, 0s ndmeros
correspondem a sequéncia de estabelecimento dos marcos. Barra de escala = 1mm.

16

17

Fonte: Do autor (2020).
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Figuras 18 e 19 — Padrdo estabelecido para a obtengdo das imagens da asa posterior. Os circulos
representam 0s marcos anatémicos delimitados para esta estrutura, 0s numeros
correspondem a sequéncia de estabelecimento dos marcos. Barra de escala = 1mm.

18

19

Fonte: Do autor (2020).

5.3.3 Obtencao dos marcos anatdmicos no metassoma

Nesta regido foi escolhido para o estabelecimento dos marcos anatdmicos o Gltimo

esterno metassomal (esterno VI). Esta estrutura ja foi analisada em estudos anteriores com
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vespas da tribo Polistini, apresentado resultados positivos para a diferenciacdo de castas em
algumas espécies (DAPPORTO; PETROCELLI; TURILLAZZI, 2011). A estrutura foi retirada
do restante do metassoma durante o processo de dissecacdo do metassoma para a analise do
desenvolvimento do ovario, o esterno VI foi colocado em uma lamina e planificada com o
auxilio de uma laminula. Os marcos anatdmicos foram estabelecidos seguindo o padréo
utilizado por Petrocelli e Turillazzi (2013), com adaptacGes necessarias para morfologia
encontrada em M. cassununga, 0s marcos estabelecidos para esta estrutura estdo representados

na Figura 20.
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Figuras 20 e 21 — Padréo estabelecido para a obtengdo das imagens do esterno 6. Os circulos representam
0s marcos anatbmicos delimitados para esta estrutura, 0s nimeros correspondem a
sequéncia de estabelecimento dos marcos. Barra de escala = 1mm.

21

Fonte: Do autor (2020).

Todas as imagens obtidas durante esta etapa foram armazenadas em um diretorio
especifico de acordo com a estrutura analisada (clipeo, asa anterior, asa posterior e esterno
metassomal VI). Com o auxilio do software TpsUtil v. 1.60 foi criado um arquivo com as

informacdes de todas as imagens no formato de. tps. Posteriormente foi realizada a demarcacéo



29

dos marcos anatdmicos com o programa TpsDig2 v. 2.19. Como resultado desta etapa foi criado

um arquivo de texto (.txt) com todas as coordenadas cartesianas de todos 0s marcos anatdmicos.

5.4 Analises morfométricas

Apos da digitalizacdo dos marcos anatémicos e aquisi¢do dos dados de cada ponto, a
sobreposicdo ou superimposicdo dos marcos é 0 processo que gera as variaveis que serao
analisadas estatisticamente. O método de sobreposicao utilizado foi a Anéalise Generalizada de
Procrustes (AGP) que realiza a otimizagdo via método de quadrados minimos para oS
parametros de translocacgéo e rotacdo (ADAMS; ROHLF; SLICE, 2004).

Esta etapa tem o objetivo de remover os efeitos de posi¢do, tamanho, e orientacéo,
permanecendo apenas as informacdes de forma. Como resultado da técnica de superimposicao
foi gerada uma variavel de tamanho que recebe o nome de tamanho de centroide (TC) e
variaveis de forma (residuos de sobreposi¢do) que sdo as variagdes que se mantém estaveis
independentemente das variacdes de tamanho (MONTEIRO; REIS, 1999).

Foi realizada uma analise de componentes principais (PCA) utilizando as variagdes
encontradas pela AGP para explorar as variacbes encontradas, e se essas variacOes
demonstravam indicios de diferenciacdo morfologica entre as castas. A distribuicdo dos
individuos na PCA em todas as estruturas foi definida pelos dois componentes principais que
apresentaram maior variacao entre as castas.

Para as analises seguintes o efeito de alometria foi corrigido nas estruturas utilizando
uma regressao. Nesta andlise foi utilizada a configuracao anatdmica de cada estrutura analisada
como variavel dependente, e como variavel preditora foi utilizado o tamanho do centroide.
Como resultado desta analise foi possivel encontrar variagdes nas estruturas que correspondem
somente a alteracdes na forma.

As variacdes de forma encontradas em cada estrutura foram analisadas por meio de
analise discriminante (DA) com teste de validacdo cruzada (VC), e uma analise de covariancia
candnica (CVA), todos os valores de p foram obtidos por meio do teste de permutacdo contra
hipétese nula de independéncia. A DA e CVA foram realizadas para testar a presenca de
separacdo de grupos com relacdo a casta dos individuos. Todas as analises utilizadas foram
realizadas com auxilio do software MorphoJ v. 2.0 (KLINGENBERG, 2010).

6 RESULTADOS E DISCUSSAO



6.1 Determinacéo de castas

Diante dos critérios estabelecidos, as castas foram determinadas para todos 0s

individuos analisados. Os critérios que foram utilizados em cada ninho e o nimero de

individuos em cada casta estdo representados na Tabela 1.

Tabela 1 — Critérios utilizados na determinacdo das castas em cada ninho analisado. As colunas
representam os ninhos que foram analisados, 0 nimero de individuos identificados em cada
casta, e 0s critérios utilizados para a determinacdo das castas. Os critérios foram

estabelecidos baseando-se nas analises morfofisioldgicas: DO: desenvolvimento ovariano;

IR: idade relativa e DA: desgaste alar. No total foram determinadas 27 fémeas como rainhas

e 75 fémeas como operarias.

Critérios

Ninho

Rainha

Operaria(s)

DO

IR

DA

Ninho 1

X

Ninho 2

Ninho 3

Ninho 4

Ninho 5

Ninho 6

Ninho 7

Ninho 8

Ninho 9

Ninho 10

Ninho 11

Ninho 12

Ninho 13

Ninho 14

Ninho 15

Ninho 16

Ninho 17

Ninho 18

Ninho 19

Ninho 20

Ninho 21

Ninho 22

Ninho 23

Ninho 24

Ninho 25

Ninho 26

o|lw|lr|o|r|r|lo|dv|olkr|o|kr|la|lo|r|N]RN]o|n]|o

Ninho 27

AN R I I I I Y S =

0

XXX XXX X XXX XX XX XXX X XX XXX X X XXX XX

XXX XXX XX XXX X XXX XX XX XXX X XXX X

Fonte: Do autor (2020).
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6.1.1 Desenvolvimento ovariano

Ovérios ndo desenvolvidos foram observados em 38 fémeas, j& ovarios desenvolvidos
foram observados em 64 individuos, sendo que 20 deles apresentavam ovarios muito
desenvolvidos. Foi encontrado mais de uma fémea com ovérios desenvolvidos em 15 ninhos.
Onze dos ninhos analisados apresentaram apenas uma fémea com ovarios desenvolvidos, sendo
que em seis deles apenas um individuo estava presente no momento da coleta. Foi selecionada
como rainha a fémea que apresentava maior grau de desenvolvimento ovariano entre 0s
individuos presentes no ninho. Nos ninhos em que foram encontradas apenas uma fémea, essa
foi considerada rainha.

A presenca de mais de uma fémea com condigdes reprodutivas ideais ja foi relatada em
espécies da tribos Polistini (ISHIKAWA et al., 2010; JUDD et al., 2015), Epiponini (NOLL et
al., 2009; KAPHEIM, 2017), Ropalidiini (HENSHAW; STRASSMANN; QUELLER, 2000),
e Mischocyttarini (NODA, 2005; CUNHA et al., 2017; CECILIO; ROCHA; GIANNOTTI,
2014). As condigdes de desenvolvimento ovarino observadas em M. cassununga nas analises
morfofisiologicas do presente estudo ja foram relatadas em estudos anteriores para a mesma
espécie (MURAKAMI; SHIMA; DESUOQ, 2009; BIAGIOTTO; SHIMA, 2017).

A rainha em vespas sociais passa maior parte do tempo no ninho e tem acesso a maior
quantidade de recursos, tanto trazidos por outros individuos adultos, quanto aos obtidos por
meio de solicitacdo de saliva larval, possuindo uma maior probabilidade de desenvolvimento
dos ovéarios (HUNT; BAKER; BAKER, 1982; HUNT 1988; O’DONNELL 1998; JUDD;
MAGNUS; FASNACHT, 2010). A alimentacdo trazida ao ninho por operarias é consumida em
grande parte pelas fémeas de maior posicdo hierarquica na colénia, o que é uma provavel
explicacdo para as diferencas de desenvolvimento ovariano encontrada entre as rainhas e
operarias nas andlises realizadas (O"'DONNEL et al., 2018).

As condic¢bes para o desenvolvimento ovariano apresentam variaces de acordo com o
ciclo colonial e as caracteristicas da colénia (TORRES et al., 2009). O nimero de fémeas que
apresentavam ovarios desenvolvidos foi maior em ninhos que apresentavam um numero maior
de operarias, corroborando estudos anteriores que constatam que a disponibilidade de recursos
esta diretamente relacionada ao nimero de individuos forrageando, levando a um nimero maior
de fémeas com ovarios desenvolvidos em ninhos com um numero maior de operarias
(ISHIKAWA et al., 2010; BIAGIOTTO; SHIMA, 2017).
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6.1.2 Idade relativa

O padréo de pigmentacdo do esterno metassomal 111 foi observado em todas as 102
fémeas, sendo 47 classificadas como velhas e 55 como jovens. Este critério foi utilizado na
determinacéo das castas em 25 ninhos (TABELA 1), com as rainhas sendo identificas como os
individuos com maior idade relativa na colonia, conforme a correlacdo do padrdo de
pigmentacdo e idade relativa demonstrado para M. cassununga por Murakami (2012)
(FIGURAS 6-9).

Estudos com M. cassununga demonstram que rainha é a fémea mais velha presente no
ninho, apresentando comportamentos de dominancia. Entretanto, comportamentos agressivos
S80 raros nesta espécie, sendo 0 mais comum o contato entre os individuos por meio da antena
(PREZOTO et al., 2004; MURAKAMI, 2012). O fato de a fémea mais velhas ocupar posi¢éo
hierarquica superior em M. cassununga provavelmente esta relacionada com a monoginia e a
linearidade hierarquica encontrada durante toda a ontogenia colonial (PREZZOTO et al., 2004;
PENNA, 2007).

A presenca de apenas uma fémea monopolizando a atividade reprodutiva e realizando
majoritariamente tarefas intranidais favorece fémeas mais velhas a apresentarem condicdes
fisioldgicas ideais para desempenhar func¢des reprodutivas nesta espécie, visto que elas evitam
tarefas de alto custo energéticos e tem acesso a alimentos mais ricos em nutrientes
(O'DONNELL, 1998).

6.1.3 Desgaste alar

Foram examinadas no total 81 fémeas que apresentaram asas sem desgaste, 17 que
apresentaram asas com pouco desgaste e 4 que apresentaram asas com muito desgaste. Este
critério foi utilizado na determinacdo das castas em 4 ninhos (TABELA 1). Nestes ninhos os
individuos apresentavam idade relativa e desenvolvimento dos ovarios semelhantes. Assim,
foram classificados como rainhas 0s que possuiam menor desgaste alar.

Galeano (2010) demonstra que individuos velhos em espécies que apresentam alto nivel
de conflitos hierarquicos podem apresentar maior desgaste alar que 0s mais jovens devido as
interacBes entre os individuos durante tais conflitos. A presenca de individuos que
apresentavam algum nivel de desgaste alar foi baixa em M. cassununga, condic¢do que pode ser
resultado da auséncia de conflitos agonisticos entre os individuos, ja que operarias evitam
contato direto com a rainha (MURAKAMI, 2012).
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O desgaste alar encontrado nos individuos foi atribuido aos habitos de forrageamento
desempenhados majoritariamente pelas operarias. Em M. cassununga as rainhas podem
forragear durante os periodos de fundacéo da coldnia até a emergéncia dos primeiros adultos,
depois toda essa atividade é desempenhada pelas operéarias (CASTRO; GUIMARAES;
PREZOTO, 2011). Por isto no presente estudo, as fémeas com maior desgaste alar foram

consideradas operarias.

6.2 Analises morfométricas

6.2.1 Clipeo

Foram analisadas imagens do clipeo de 100 fémeas, sendo realizada a superimposicao
de Procrustes (representada na Figura 22). A analise de componentes principais (PCA) resultou
em uma variancia de 55.090% para o primeiro componente e 16.173% para o segundo

componente. Os resultados da PCA estdo sumarizados na Figura 23.
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Figura 22 — Anélise de superimposigdo de Procrustes utilizando os marcos anatdmicos obtidos para o
clipeo. Os circulos azuis representam a configura¢do consenso encontrada para cada marco,
0S pontos pretos representam as variagdes em cada marco anatémico.

1 * 5

Fonte: Do autor (2020).
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Figura 23 — Andlise de componentes principais (PCA) com as variacBes encontrada nos marcos
anatbmicos do clipeo apds a superimposicdo de Procrustes. Os pontos vermelhos
correspondem as operarias (O) e 0s pontos pretos (R) correspondem as rainhas.
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A regressdo para andlise de efeitos de alometria retornou um indice de soma dos
quadrados de 0,06281385. Desse total, 0.00464814 (7.3999%) foi atribuido a variacdes no
tamanho do centroide e 0.05816571 (92.6001%) foi atribuido a residuos da regressdo variando
independentemente do tamanho do centroide. O teste de permutacdo contra hipotese nula de
independéncia apontou p-valor = 0.0006, demonstrando resultado significativo (p-valor 0.05).

A analise de covariancia canbnica (CVA) para o clipeo indicou a distancia de
Mahalanobis entre as castas de 0.8552, com p-valor de 0.0544. Os resultados estdo
demonstrados na Figura 24. A analise discriminante e o teste de validacdo cruzada realizados

par a par para o clipeo estdo expostos na Tabela 2.
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Figura 24 — Anélise de covariancia can6nica realizada para o clipeo ap6s correcdo para os efeitos de
alometria. Operérias (O) sdo representadas pelas colunas vermelhas (esquerda) e rainhas (R)
pelas colunas cinzas (direita). As representacdes graficas da forma do clipeo de rainhas e
operarias estdo indicadas nas extremidades laterais do gréfico.
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Fonte: Do autor (2020).

Tabela 2 — Sumarizagdo das analises discriminantes (DA) e validacéo cruzada (\VVC) para o clipeo. As
linhas indicam a casta a qual pertenciam os espécimes analisados, e as colunas indicam os
grupos (rainha e operéria) aos quais 0s espécimes foram atribuidos.

DA VC
Operéria Rainha Operéria Rainha
Operéria 49 (66.21%) 25 (33.78%) 45 (60.81%) 29 (39.18%)
Rainha 9 (34.61%) 17 (65.38%) 12 (46.15%) 14 (53.84%)

Fonte: Do autor (2020).

A analise de componentes principais ndo demonstrou indicios de separacao de grupos
com relacdo as castas operarias e rainhas considerando as diferencgas encontradas no clipeo. As
analises discriminantes ndo demonstraram a presenca de dois grupos e a porcentagem de
reclassificacdo correta foi baixa (TABELA 2), evidenciando que a analise ndo foi bem-sucedida
em separar castas por meio das diferencas morfoldgicas de forma encontradas no clipeo. A
CVA também ndo demonstrou resultado significativo para a separacdo de castas nesta estrutura
(p-valor = 0.05).

A maioria dos estudos que utilizam o clipeo como ferramenta para diferenciacdo de
castas com técnicas de morfometria geométrica utilizam espécies com determinacdo de castas
bem definidas, existindo ainda pouco estudos com vespas sociais (KANDEMIR; OZKAN;
FUCHS, 2011). De Souza (2015) afirma que em Apis mellifera diferencas morfoldgicas entre

castas podem sem encontradas por meio de morfometria geométrica analisando regides
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cefélicas, evidenciando a importancia desta regido em estudos de diferenciacdo morfoldgica
entre castas.

Anélises morfométricas com vespas sociais demonstram que as castas podem apresentar
diferengas com relacdo ao tamanho e a forma de regides cefalicas e que essas diferenciacdes
poderiam sugerir determinacdo pré-imaginal de castas nestes grupos, Como ocorre em vespas
da tribo Epiponini (JONES et al., 2009; DESUO, 2013). A mesma diferenciagio entre as
operarias e a rainha com relagdo a componentes cefélicos ndo foi encontrada para M.
cassununga no presente estudo, sugerindo que a influéncia de fatores pré-imaginais pode ndo
representar um fator decisivo na determinacdo de castas nesta espécie (NODA; SILVA;
GIANNOTI, 2001; NODA, 2005; ROCHA; GIANNOTTI, 2016).

6.2.2 Asas anteriores e posteriores

Foram analisadas 102 asas anteriores das fémeas por meio da superimposicdo de
Procrustes (representada na Figura 25). A analise de componentes principais (PCA) apresentou
uma variancia de 21.479% para o primeiro componente e 15.896% para 0 segundo componente
(FIGURA 26). O mesmo numero de asas posteriores foi analisado, sendo que apds a
superimposicdo de Procrustes (representada na Figura 27), a Analise de Componentes
Principais (PCA) apresentou uma variancia de 40.060% para o primeiro componente e 27.274%
para o segundo componente (FIGURA 28).

Figura 25 — Analise de superimposi¢do de Procrustes utilizando os marcos anatémicos obtidos para a

asa anterior. Os circulos azuis representam a configuracdo consenso encontrada para cada
marco, 0s pontos pretos representam as variagdes em cada marco anatémico.
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Figura 26 — Analise de componentes principais (PCA) com as variagdes encontrada nos marcos
anatbmicos da asa anterior apds a superimposicdo de Procrustes. Os pontos vermelhos
correspondem as operarias (O) e os pontos pretos (R) correspondem as rainhas.
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Figura 27 — Analise de superimposicdo de Procrustes utilizando os marcos anatdmicos obtidos para a
asa posterior. Os circulos azuis representam a configuragdo consenso encontrada para cada
marco, 0S pontos pretos representam as variacfes em cada marco anatdmico.

S 4

5%
6

RS

Fonte: Do autor (2020).



40

Figura 28 — Analise de componentes principais (PCA) com as variacBes encontrada nos marcos
anatbmicos da asa posterior apds a superimposi¢cdo de Procrustes. Os pontos vermelhos

correspondem as operarias (O) e 0s pontos pretos (R) correspondem as rainhas.
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A regressao para analise de efeitos de alometria para a asa anterior retornou um indice
de soma dos quadrados de 0.10077376. Desse total, 0.00301807 (2.9949%) foi atribuido a
variacdes no tamanho do centroide e 0.09775569 (97.0051%) a residuos da regressdo variando
independentemente do tamanho do centroide. O teste de permutacdo contra hipdtese nula de
independéncia apontou p-valor = 0. 0341, demonstrando resultado significativo (p-valor 0.05).
Ja a regressdo para analise de efeitos de alometria para a asa posterior retornou um indice de
soma dos quadrados de 0.06320604. Desse total, 0.00439377 (6.9515%) foi atribuido a variacéo
no tamanho do centroide e 0.05881227 (93.0485%) a residuos de regressdo. O teste de
permutacdo contra hipdtese nula de independéncia apontou p-valor < 0.0001, demonstrando
resultado significativo (p-valor 0.05).

A analise de covariancia canbnica (CVA) para a asa anterior indicou a distancia de
Mahalanobis entre as castas de 1.2964, com p-valor de 0.0863 (FIGURA 29). A mesma analise
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para a asa posterior indicou a distancia de Mahalanobis de 0,9000, com p-valor de 0,0873
(FIGURA 30).

Figura 29 — Andlise de covariancia candnica realizada para a asa anterior apds corregdo para os efeitos
de alometria. Operarias (O) séo representadas pelas colunas vermelhas (esquerda) e rainhas
(R) pelas colunas cinzas (direita). As representagdes graficas da forma da asa anterior de
rainhas e operarias estdo indicadas nas extremidades laterais do gréfico.
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Fonte: Do autor (2020).

Figura 30 — Andlise de covariancia candnica realizada para a asa posterior apos correcdo para os efeitos
de alometria. Operérias (O) sdo representadas pelas colunas vermelhas (esquerda) e rainhas
(R) pelas colunas cinzas (direita). As representacdes graficas da forma da asa posterior de
rainhas e operérias estdo indicadas nas extremidades laterais do gréfico.
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Fonte: Do autor (2020).

As andlises discriminantes e o teste de validacdo cruzada realizados par a par para a asa
anterior estdo expostos na Tabela 03. Os resultados das mesmas analises realizadas para a asa
posterior estdo demonstrados Tabela 04. A porcentagem de reclassificacdo correta das castas

na andlise discriminante foi baixa tanto para a asa anterior, quanto para a asa posterior.
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Tabela 3 — Sumarizacdo das andlises discriminantes (DA) e de validagdo cruzada (VC). As linhas
indicam a casta a qual pertenciam os espécimes analisados, e as colunas indicam 0s grupos
(rainha e operaria) aos quais os especimes foram atribuidos.

DA VvC
Operaria Rainha Operéria Rainha
Operaria 57 (73.07%) 21 (26.92%) 46 (58.97%) 32 (41.02%)
Rainha 9 (32.14%) 19 (67.85%) 17 (60.71%) 11 (39.28%

Fonte: Do autor (2020).

Tabela 4 — Sumarizacdo das andlises discriminantes (DA) e validacdo cruzada (VC) para as asas
posteriores. As linhas indicam a casta a qual pertenciam os espécimes analisados, e as
colunas indicam os grupos (rainha e operaria) aos quais os espécimes foram atribuidos.

DA VvC
Operaria Rainha Operéria Rainha
Operéria 49 (65.33%) 26 (34.66%) 43 (57.33%) 32 (42.66%)
Rainha 8 (29.62%) 19 (70.37%) 14 (51.85%) 13 (48.14%)

Fonte: Do autor (2020).

As anélises de componentes principais ndo demonstraram indicios de separacdo de
grupos com relacdo as castas operarias e rainhas considerando a asa anterior direita e posterior
direita. As analises discriminantes nao demonstraram a presenca de dois grupos e a
porcentagem de reclassificacdo correta foi baixa (TABELAS 3 e 4), evidenciando que a analise
ndo foi bem-sucedida em separar castas por meio das diferencas morfolégicas de forma
encontradas em ambas as asas (anteriores e posteriores). A CVA também ndo demonstrou
resultado significativo para a separacéo de castas para essas estruturas (p-valor = 0.05).

As asas anteriores e posteriores sdo as estruturas mais utilizadas em trabalhos com
morfometria geométrica em insetos, devido ao padrdo marcante de venacgdo alar que facilita a
obtencdo dos marcos anatdmicos (DEVICARI; LOPES; SUESDEK, 2011; MACEDO, 2016).
Perrard, Lopez-Osorio e Carpenter (2016) demonstraram a eficiéncia do estudo da forma da asa
anterior por meio de técnicas de morfometria geométrica para ajudar a elucidar as relac6es
filogenéticas em vespas sociais.

Perrard et al. (2012) evidenciaram a diferenca na forma das asas entre castas em trés
espécies de vespas sociais, associando esta condicdo a fatores pré-imaginais, como diferencas
de qualidade e quantidade de nutrientes durante o desenvolvimento. Esta diferenciagdo com
relacdo a forma das asas ndo foi demonstrada para M. cassununga, reforgando a provéavel
auséncia de determinagdo pré-imaginal de castas nesta espécie ao contrario dos resultados

apresentados por Perrard et al. (2012).
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6.2.3 Esterno metassomal VI

Foram analisadas imagens do esterno metassomal VI de 94 fémeas. Apds a
superimposicdo de procrustes (representada na Figura 31), a Andlise de Componentes
Principais (PCA) resultou em uma variancia de 41.499% para 0 primeiro componente e
16.717% para o segundo componente. Os resultados da PCA estdo representados na Figura 32.
Figura 31 — Analise de superimposi¢do de Procrustes utilizando os marcos anatdmicos obtidos para o

esterno metassomal V1. Os circulos azuis representam a configuracdo consenso encontrada
para cada marco, 0s pontos pretos representam as variagdes em cada marco anatémico.
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Figura 32 — Andlise de componentes principais (PCA) com as variacdes encontrada nos marcos
anatbmicos do esterno metassomal VI apds a superimposicdo de Procrustes. Os pontos
vermelhos correspondem as operarias (O) e os pontos pretos (R) correspondem as rainhas.
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A regressdo para andlise de efeitos de alometria retornou um indice de soma dos
quadrados de 1.72457731. Desse total, 1.08571013 (62.9551%), foi atribuido a variacbes no
tamanho do centroide e 0.63886717 (37.0449) foi atribuido a residuos da regressao variando
independentemente do tamanho do centroide. O teste de permutacdo contra hipotese nula de

independéncia apontou p-valor < 0.0001, demonstrando resultado significativo (p-valor 0.05).

A andlise de covariancia canbnica (CVA) para o esterno metassomal VI indicou a
distancia de Mahalanobis entre as castas de 0.9559, com p-valor de 0.4359. O resultado desta
analise estd demonstrado na Figura 33. A analise discriminante e o teste de validacdo cruzada

realizados par a par para o esterno 6 estdo representados na Tabela 5.
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Figura 33 — Andlise de covariancia canbnica realizada para o esterno metassomal VI ap6s correcdo para
os efeitos de alometria. Operérias (O) sdo representadas pelas colunas vermelhas (esquerda)
e rainhas (R) pelas colunas cinzas (direita). As representac@es graficas da forma do esterno
metassomal VI de rainhas e operarias estdo indicadas nas extremidades laterais do gréfico.
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Tabela 5 — Resultados das analises discriminantes (DA) e validacdo cruzada (VC). As linhas indicam a
casta a qual pertenciam os espécimes analisados, e as colunas indicam os grupos (rainha e
operéria) aos quais 0s espécimes foram atribuidos.

DA VC
Operéria Rainha Operéria Rainha
Operéria 50 (71.42%) 20 (28.57%) 36 (51.42%) 34 (48.57%)
Rainha 8 (33.33%) 16 (66.66%) 11 (45.83%) 13 (54.16%)

Fonte: Do autor (2020).

A analise de componentes principais (PCA) ndo demonstrou indicios de separacdo de
grupos com relacdo as castas operarias e rainhas. A analise discriminante ndo demonstrou
resultados significativos para a diferenciacdo entre castas com relacdo a forma do esterno
metassomal VI e a porcentagem de reclassificacdo correta dos individuos com relacdo aos
grupos (rainha e operéria) foi baixa (TABELA 5). A CVA também ndo demonstrou resultado

significativo para a separacdo de castas para esta estrutura (p-valor = 0.05).

As fémeas das familias Vespinae e Polistinae possuem no metassoma uma rede de
ductos ligados ao 6rgdo de Van Der Vetch. — Estes ductos se abrem na regido anterior do esterno
metassomal VI e produzem compostos quimicos importantes na defesa do ninho (Turillazzi,
1979). Em espécies de vespas monoginicas, a rainha pode exercer sozinha as funcées de defesa
do ninho. Portanto, seria provavel um esterno mais desenvolvido nas rainhas correlacionado
com a maior fungdo secretora do 6rgdo de Van Der Vetch (LONDON; JEANNE, 2000). Porém
os resultados do presente estudo ndo demonstram uma diferenciacdo na forma do esterno

metassomal VI em M. cassununga.
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Estudos recentes valendo-se de morfometria geométrica em vespas socais sugerem a
existéncia de diferenciacdo pré-imaginal em algumas espécies. Dapporto, Petrocelli e Turillazzi
(2011) sugerem que a determinacdo de castas em Polistes gallicus € pré-imaginal, promovendo
diferenciacdo morfoldgica em regiGes metassomais. Petrocelli e Turillazi (2013) também
encontrou diferenciagdo na forma desta estrutura em Polistes associus e Polistes biglumis
utilizando morfometria geométrica, porém Polistes dominula e Polistes nimphus néo
demonstraram 0s mesmos resultados. Assim, a condicdo monoginica, como a encontrada em
M. cassununga, pode ndo ser um critério determinante para o surgimento de castas com

diferencas morfoldgicas em vespas sociais.

Noda (2005) nao encontrou evidéncias de diferenciacdo morfoldgica entre castas em M.
drewseni, destacando a importancia de fatores pos-imaginais na determinagédo de castas neste
grupo. Oliveira (2007) também demonstra 0 mesmo resultado para M. montei com relacdo a
diferenciacdo de castas. Os resultados encontrados nestas espécies e em estudos com M.
cassununga sugerem que a auséncia de diferenciacdo morfologica na forma das estruturas entre
as castas rainha e operaria pode representam um padrdo para vespas socais da tribo
Mischocyttarini, sinalizando que a determinacdo de castas neste grupo ndo ocorre antes da

emergéncia dos adultos.

7 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo apresenta indicios que as castas (operarias/rainha) em M. cassununga
ndo sdo determinadas pré-imaginalmente, devido a auséncia de diferencas na forma das
estruturas corporais analisadas. As estruturas corporais utilizadas neste estudo apesar de
proporcionarem resultados positivos para a diferenciacdo entre castas em outras espécies de
vespas sociais, ndo demonstraram indicios desta mesma condicdo em M. cassununga,
reforcando a importancia das interacfes entre os adultos no estabelecimento da hierarquia
col6nial nesta espécie.

Os habitos comportamentais relatados nesta espécie, como monoginia e auséncia de
conflitos hierarquicos, sugerem que exista um mecanismo de determinacdo de castas. Porém,
este fator pode estar relacionado com um reconhecimento quimico eficiente entre os individuos
e ndo a fatores pré-imaginais que poderiam produzir diferencas entre castas marcantes.

Os resultados apresentados para M. cassununga no presente estudo com relagdo a

diferenciacdo morfoldgica entre as castas reforcam um padréo encontrado em grande parte dos
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representantes da tribo Mischocyttarini, que é a auséncia de diferenciacdo morfoldgica entre as
castas (GADAGKAR, 1991). Existem outros fatores que podem influenciar na hierarquia da
coldnia, atuando em um nivel maior que o tamanho e a forma corporal em algumas espécies,
destacando a importéncia de estudos futuros sobre determinacdo de castas em vespas socias

envolvendo aspectos outros que ndo a morfologia.
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