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RESUMO 
 
SILVEIRA, Larissa Fajardo, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, janeiro de 2022. 
Conteúdo de DNA, ploidia e dimorfismo sexual Polistes versicolor Orientadora: 
Karla Yotoko Coorientadores: André Rodrigues de Souza e Nicole   Estefania Ibagón 
Escobar. 
 

Polistes versicolor (Hymenoptera: Vespidae) é uma espécie eussocial amplamente 

distribuída pela América do Sul que não apresenta castas morfologicamente 

determinadas. Estudos anteriores sugerem que apesar de ocorrerem acasalamentos 

entre indivíduos de um mesmo ninho, não há registros da presença de machos 

diploides em P. versicolor, que em tese pode ser evitada pela produção exclusiva de 

machos ou fêmeas por um ninho no período reprodutivo. O presente trabalho visou a 

investigação de uma população de P. versicolor (86 machos e 24 fêmeas oriundos 

de 13 ninhos diferentes) coletada na fase de pós-emergência no Campus de 

Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo e armazenada em álcool absoluto. No 

Cap. 1, utilizamos morfometria geométrica para avaliar o dimorfismo sexual de forma 

e tamanho das asas à luz das diferenças de ploidia e das especificidades 

comportamentais de cada sexo. Nossos resultados sugerem que apesar dos machos 

apresentarem tamanho médio de asas menor do que o das fêmeas, alguns machos 

apresentaram asas tão grandes quanto as maiores fêmeas, de  modo que a 

diferença de tamanho não pode ser diretamente relacionada à ploidia. A variação na 

forma das asas dos machos também foi muito maior que das fêmeas, sugerindo a 

ação de seleção estabilizadora, que limita a variação no formato das asas das 

fêmeas, o que impactaria negativamente o valor adaptativo da colônia. Com o intuito 

de quantificar a prevalência de machos diploides na população em estudo e 

determinar a quantidade de DNA (1C) da espécie, utilizamos, no Cap. 2, a citometria 

de fluxo. Comparamos os resultados obtidos de espécimes fixados com espécimes 

recém coletados de P. versicolor e detectamos, em ambas as amostras, células com 

múltiplas ploidias, tanto em machos quanto em fêmeas. De um total de 23 machos 

avaliados, encontramos apenas dois machos diploides, ambos coletados nos únicos 

ninhos da amostras    dos quais foram obtidos tanto machos quanto fêmeas. O valor 

1C determinado  foi 0,65 pg, o maior valor já encontrado em espécies de Polistes.  

 

Palavras-chave: Machos diploides. Citometria de fluxo. Poliploidia. Morfometria 

geométrica. Seleção estabilizadora. 



 

ABSTRACT 
 
SILVEIRA, Larissa Fajardo, M.Sc., Universidade Federal Viçosa, January 2022. DNA 
content, ploidy and sexual dimorphism in Polistes versicolor Adviser: Karla 
Yotoko Co-advisers: André Rodrigues de Souza and Nicole Estefania Ibagón 
Escobar. 
 

Polistes versicolor (Hymenoptera: Vespidae) is a eusocial species widely distributed 

throughout South America that presents no morphologically distinguishable castes. 

Previous studies suggest that although mating occurs between individuals from the 

same nest, there are no records of diploid males in P. versicolor, which in theory could 

be avoided by the production of only males or females by a nest during the 

reproductive period. The present work aimed to investigate a population of P. 

versicolor (86 males and 24 females from 13 different nests) collected during the 

post-emergence phase on the Ribeirão Preto Campus of the University of São Paulo 

and stored in absolute alcohol. In Chap. 1, we used geometric morphometry to 

assess sexual dimorphism of wing  shape and size in the light of differences in ploidy 

and behavioral specificities of  each sex. Our results suggested that although males 

had smaller average wing  size than females, some males had wings as large as the 

largest females, so the size difference cannot be directly related to ploidy. 

Furthermore, the variation in male wing shape was also much larger than that of 

females, suggesting the action of stabilizing selection that limits variation in female 

wing shape, which would negatively impact the colony's fitness. To quantify the 

prevalence of diploid males in the population under study and determine the amount 

of DNA (1C) in the species, we used flow cytometry in Chap.2. We compared the 

results obtained from fixed specimens with recently collected specimens of P. 

versicolor and detected, in both samples, cells with multiple ploidies in both males 

and females. From a total of 23 males evaluated, we found only two diploid males, 

both collected from the only nests in the sample from which both  males and females 

were obtained. The 1C value determined was 0,65 pg, the highest value ever found 

in Polistes species. 

  

Keywords: Diploid males. Flow cytometry. Polyploidy. Geometric morphometry. 

Stabilizing selection. 
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INTRODUÇÃO GERAL 
 
1.1 Insetos sociais 
 

O surgimento de espécies sociais, foi uma das grandes transições sofridas  pela 

vida no processo evolutivo, equivalente em importância ao surgimento dos    

cromossomos, dos eucariotos, da reprodução sexuada e dos organismos 

multicelulares (MAYNARD SMITH; SZATHMÁRY, 1995). Entre os insetos sociais, 

destacam-se grupos da ordem Hymenoptera, como formigas, abelhas, vespas; além 

dos cupins, da subordem Isoptera, ordem Blattaria. 

Dos serviços ecossistêmicos realizados por insetos, os insetos sociais são        

responsáveis por pelo menos 10 categorias, dentre as quais se insere a  polinização 

e dispersão de sementes, sendo essenciais para a existência de plantas no planeta 

(ELIZALDE et al., 2020). 

Em se tratando do comportamento social, a eussocialidade é o grau mais 

complexo que pode ser alcançado (MICHENER, 1969, apud Rodrigues, 2020, p. 

75). Para se ter uma ideia de sua importância, estima-se que 50% da biomassa de 

insetos no mundo seja eussocial (WILSON, 1971), enquanto apenas 2% das 

espécies descritas de insetos apresentam este comportamento  (FU; KOCHER; 

NOWAK, 2015). 

Dentre as teorias que explicam a evolução da eussocialidade, a teoria da 

seleção de parentesco sugere que a cooperação entre a rainha e as operárias 

depende de altos graus de parentesco. Neste caso, operárias desistiriam da 

reprodução por ter aptidão indireta, pois em um sistema haplodiploide (onde machos 

são monoploides e fêmeas são diploides), que possui apenas uma rainha dentro do 

ninho (ninho monogínico) e esta copula com apenas um macho (fêmea 

monoândrica), o coeficiente de parentesco será de 75% (média)         entre as irmãs e de 

50% entre mãe e filha. Esses números explicariam, em termos de valor adaptativo, o 

fato de as operárias cuidarem de suas irmãs em vez de produzir a própria prole 

(HAMILTON, 1964). 

Pela originalidade e forma como elucidou as questões que envolvem 
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a evolução da eussocialidade, a teoria da seleção de parentesco impulsionou muitos 

estudos correlativos que colocam o parentesco como princípio indispensável para o 

surgimento da eussocialidade. Entretanto, detalhes dessa teoria ainda são 

questionados já que é diretamente aplicável em organismos haplodiplóides, mas não 

a organismos diplodiploides como cupins (PRESTES; CUNHA, 2012). 

De fato, a eussocialidade surgiu independentemente nos mais variados 

organismos (GULLAN; CRANSTON, 2017), gerando diferentes sistemas que variam 

do solitário ao eussocial, com as seguintes classificações: a) solitário - o indivíduo 

vive sozinho; b) comunal - os indivíduos utilizam um sítio de nidificação coletivo; c) 

quase-social - sítio de nidificação coletivo e sobreposição de gerações; d) semi-social 

- sítio de nidificação coletivo, sobreposição de gerações e divisão de trabalho; e) 

eussocial - todas as características anteriores e o cuidado cooperativo com a prole 

(WILSON, 1971). 

Nos insetos sociais, a vida em grupo maximiza a eficiência em tarefas como 

forrageamento, cuidado com a prole e defesa da colônia (CREMER; ARMITAGE; 

SCHMID-HEMPEL, 2007). Entretanto, a baixa variabilidade genética, consequência 

da agregação de indivíduos aparentados nos ninhos, pode torná-los susceptíveis ao 

ataque de patógenos. Além desses, defensivos  agrícolas (PIRES et al., 2016), 

mudanças climáticas (MESSAGE et al., 2011) e  perda de hábitat (LOPES; 

FERREIRA; SANTOS, 2005) vêm causando a diminuição das populações de insetos 

sociais (FAITA; CHAVES; NODARI, 2021), a ponto de ameaçá-los de extinção 

(ICMBIO, 2018). 

Dada a importância e a fragilidade desses insetos, é urgente a ampliação      de 

estudos nas diversas linhas de pesquisas para que possamos preservar a 

biodiversidade de insetos sociais no planeta. 

 
1.2 Dimorfismo sexual em Hymenoptera 
 
O desenvolvimento da maturidade sexual é um processo marcado por mudanças 

morfológicas e fisiológicas no corpo dos indivíduos (HARTNOLL, 1985). Assim como 

na maioria dos animais, incluindo os insetos, nos Hymenoptera, machos e fêmeas 

costumam apresentar diferenças de tamanho, fenômeno identificado na literatura 

como Sexual Size Dimorphism (SSD).  Em geral, organismos ectotermos 

apresentam fêmeas maiores que machos (ARAK,     1988;     SHINE,     1988,     
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1989;     FAIRBAIRN,     1997),  mas, independentemente das generalizações, a 

direção e o grau de SSD variam bastante entre os diferentes taxa e pode estar 

relacionada com a plasticidade de tamanho, que tende a ser maior em um dos 

sexos. Dentre as causas do SSD, encontram-se a emergência dos machos antes 

das fêmeas o que tende a produzir machos menores, pelo menor tempo de 

desenvolvimento; e as diferenças de tamanhos de ovos e larvas que darão origem a 

machos ou fêmeas. 

Em outra abordagem, Morales et al., (2021) mostraram que no meliponídeo 

neotropical Scaptotrigona pectoralis (Dalla Torre, 1896), a quantidade de alimento 

fornecida às larvas pode impactar o desenvolvimento das larvas e 

consequentemente o tamanho do corpo da prole. Em populações com organismos 

que se reproduzem de forma sexuada, espera-se investimento   e provisão de recursos 

igualitários 1:1 na produção de machos e fêmeas (FISHER, 1930). No entanto, 

espécies de himenópteros podem apresentar desvios desta proporção. Fêmeas da 

espécie Trypoxylon rogenhoferi Kohl, 1884, são maiores que os machos por 

receberem maior quantidade de alimento enquanto larvas e se beneficiam desse 

tamanho caçando presas maiores e completando mais rapidamente as células de 

cria quando adultas (PERUQUETTI; LAMA, 2003). 

O dimorfismo sexual em Hymenoptera também pode ser notado pela diferença 

de coloração ou dicromismo, como na vespa da madeira Sirex noctilio   Fabricius, 

1773, onde as fêmeas apresentam coloração azul metálica mais escura que os 

machos (IEDE; ZANETTI, 2007). Já em alguns representantes da família 

Agaontidae, diferenças quanto ao número e forma dos segmentos antenais também 

auxiliam na discriminação entre indivíduos do sexo feminino e masculino (LIMA, 

1960). 

Os Hymenoptera geralmente são tetrápteros, possuindo dois pares de asas 

membranosas, sendo as asas anteriores maiores que as posteriores (BARBIERI 

JUNIOR, 2011). Todavia, encontram-se espécies ápteras (sem 
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asas) em um dos sexos, na maioria dos casos a fêmea como nas famílias Thynnidae 

e Mutillidae (LIMA, 1960). 

Em seus estudos envolvendo a forma média da asa em vespas do gênero 

Polistes (Hymenoptera: Vespidae), Abbasi, 2009 evidenciaram o dimorfismo sexual 

nas asas de Polistes dominula (Christ, 1791) e P. gallicus (Linnaeus, 1767). Em um 

trabalho realizado com P. simillimus Zikan, 1951, a pigmentação facial preta mostrou 

ser um traço dimórfico entre os indivíduos, sendo maior e mais variável em machos 

que em fêmeas (SOUZA, 2015). Já na  espécie P. versicolor, o padrão de coloração 

auxilia na distinção entre os sexos, uma vez que machos apresentam coxas, 

mesoesterno e face com coloração amarelada e as fêmeas apresentam uma 

coloração mais escura, no tom amarronzado (PIETROBON, 2005). 

 
1.3 Morfometria geométrica 
 
A morfometria geométrica é uma técnica que se baseia na comparação das 

coordenadas dos pontos anatômicos homólogos marcados nas estruturas 

morfológicas de diferentes espécimes (BOOKSTEIN, 1991). O método é acurado o 

suficente para descrever as diferenças entre amostras biológicas, além de ser 

utilizado para inferir sobre as modificações que ocorreram durante  o 

desenvolvimento (MITTEROECKER, 2020), causadas por tratamentos 

experimentais ou mesmo por forças evolutivas (JIA; ZHU, 2020). 

Em estudos envolvendo a maioria das ordens de insetos, a morfometria 

geométrica das asas se destaca como uma das mais utilizadas (TATSUTA; 

TAKAHASHI; SAKAMAKI, 2017). Por serem estruturas planas que permitem 

análises em apenas duas dimensões, facilitam o acesso a preciosas informações 

com a vantagem adicional de evitar erros na delimitação dos marcos anatômicos 

quando comparadas a estruturas tridimensionais (DUJARDIN, 2008). Em relação a 

estudo envolvendo espécies de Hymenoptera, a morfometria geométrica das asas 

vem sendo utilizada para validar o status taxonômico de espécimes fósseis (LI et al., 

2022), avaliação da contaminação ambiental, que gera assimetria bilateral nas asas, 

(MIELCZAREK; MIELCZAREK; WOJCIECHOWICZ-ŻYTKO, 2021), modificações de 

forma em parasitoides em função do 
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hospedeiro parasitado (TORRES-MORENO; VÍCTOR; MOYA-RAYGOZA, 2021), 

delimitação de castas em espécies eussociais (MAHIMA et al., 2021), detecção de 

machos diploides (GERARD et al., 2015), dimorfismo sexual (PRETORIUS, 2005), 

entre  outras aplicações. 

Para dar uma ideia da relevância do método, uma busca no GOOGLE scholar, 

de 2020 até a presente data (06/12/2021), com as palavras-chave “Geometric 

Morphometrics” e Wing, retornou 5700 artigos. Acrescentando a palavra 

Hymenoptera, a busca retornou 1080 resultados, 110 deles publicados              só em 2021. 

 
1.4 Citometria de fluxo 
 
A citometria de fluxo é um método que analisa partículas suspensas em uma 

solução tamponada à medida que elas passam por um ou vários lasers (CHEN; LUU, 

2016). Essa metodologia pode ser utilizada para analises de células inteiras, 

organelas, núcleos, DNA, RNA, cromossomos, citocinas, hormônios e  conteúdo 

proteico (ADAN et al., 2017). 

Para análise de citometria são utilizados fluorocromos, moléculas que emitem 

fluorecência quando excitadas por um comprimento de luz específico 

(MONTENEGRO, 2016). Dentre os flurocromos que podem ser utilizados para  corar 

tanto o RNA quanto o DNA, estão Brometo de Etídio (BE) e o Iodeto de Propídeo 

(IP) (LOUREIRO; SANTOS, 2004). Além desses, outras metodologias envolvendo o 

uso de partículas de semicondutores nanocristalinos desenvolvidas por empresas 

comerciais ampliaram as possibilidades para experimentos altamente multiplexados 

(CHATTOPADHYAY, 2011; MOQUIN et                      al., 2015). 

Em trabalhos com citometria é também utilizado uma espécie padrão com o 

conteúdo de DNA já descrito na literatura para ser comparado com o material que 

será analisado. Para insetos alguns padrões já foram testados e incluem Tenebrio 

molitor Linnaeus, 1758, Drosophila melanogaster Meigen, 1830 ou Scaptotrigona 

xanthotricha Moure, 1950 (ARDILA-GARCIA; UMPHREY; GREGORY, 2010; 

HANRAHAN; JOHNSTON, 2011; LOPES et al.,                  2009). 

         Dentre as aplicações da citometria de fluxo está a imunofenofotipagem de 

células sanguíneas (SOUZA; PEDRAZZANI, 2019), análise de apoptose e 

viabilidade celular (WLODKOWIC; SKOMMER; DARZYNKIEWICZ, 2011), detecção 

de citocinas (FARIA, 2016), quantificação do conteúdo de DNA (SOARES, 2012) e 

https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/RefRpt?search_type=author&search_id=author_id&search_id_value=21823
https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/RefRpt?search_type=author&search_id=author_id&search_id_value=23013
https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/RefRpt?search_type=author&search_id=author_id&search_id_value=23013
https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/RefRpt?search_type=author&search_id=author_id&search_id_value=93937
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ploidia (SILVA, 2016). 

Em Hymenoptera, dados de conteúdo de DNA em espécies de abelhas do 

gênero Melipona, obtidos por meio da citometria de fluxo, permitiram categorizar 

diferentes espécies em dois grandes grupos principais: o primeiro com teor 

relativamente baixo de DNA (média = 0,29 pg) e o segundo com alto teor de DNA 

(média = 0,98 pg), sendo o teor de DNA não correlacionado com o tamanho dos 

indivíduos (TAVARES et al., 2012). 

Silva (2016), utilizando a técnica de citometria de fluxo para analise de 

formigas do gênero Solenopsis mostraram que células poliploides em tecido neural é 

um fenômeno que não ocorre com igual frequência em todas as etapas do 

desenvolvimento, sendo ausentes em indivíduos adultos. 

Mais recentemente a metodologia de citometria de fluxo também foi aplicada 

para espécies fixadas em álcool (CUNHA et al., 2021), ampliando as possibilidades 

para se trabalhar com diferentes tipos de materiais. 

 
1.5 O gênero Polistes 
 
Polistes foi descrito pela primeira vez como um gênero por Latreille e teve como 

espécie-tipo Polistes gallicus, diagnosticável pelo formato cônico do Tergo I 

(LATREILLE, 1802, apud SOMAVILLA, 2016, p. 3). 

         Espécies do gênero Polistes apresentam colônias constituídas por castas que 

apresentam diferenças morfológicas mínimas entre os indivíduos (COWAN, 1991). 

Os ninhos podem ser fundados por uma ou várias fêmeas (VIRGÍNIO; MACIEL; 

BARBOSA, 2016), cuja posição hierárquica é determinada pela agressividade 

(TANNURE; NASCIMENTO, 1999). A fêmea mais agressiva (dominante) realiza a 

postura dos ovos, enquanto as fêmeas subordinadas se dividem nas tarefas de 

forrageamento, alimentação das larvas e manutenção do ninho (TORRES; 

ANTONIALLI-JUNIOR; GIANNOTTI, 2009). 

          Polistes constroem seus ninhos utilizando material vegetal 

(WESTEBERHARD, 1969), o que as tornou popularmente conhecidas como “Vespas 

de Papel” (JEANNE, 1975; WENZEL, 1998). Seus ninhos têm como característica 

um pedúnculo preso ao substrato, sem a construção de envelope protetor 

(SOMAVILLA; OLIVEIRA; SILVEIRA, 2012). 

             A duração do ciclo de uma colônia em vespas sociais pode variar muito e 
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depende da disponibilidade de alimento, do clima e do risco de predação 

(GIANNOTTI, 1977). Em regiões de clima temperado, as espécies de Polistes 

apresentam ciclo colonial curto e em sincronia com as estações do ano, de modo 

que ninhos são fundados e abandonados em épocas bem definidas. Nas regiões de 

clima tropical, os ciclos são assíncronos e as colônias podem se manter ativas por 

vários meses (MONTAGNA, 2009). 

 
1.6 Polistes versicolor 
 
P. versicolor é uma espécie de vespa social neotropical que ocorre desde a Costa 

Rica até a Argentina (RICHARDS, 1978). Vive em colônias que podem variar de sete 

fêmeas, em associação de fundadoras; a 100 fêmeas, em colônias maduras 

(GOBBI, 1977) (Fig. 1). Em todas as colônias, as operárias iniciam as tarefas de 

campo a partir da segunda semana de vida (ZARA; BALESTIERI, 2000). 

Operárias de P. versicolor permanecem em atividade de forrageio das 8h às 

17h (GOBBI,1977) e apresentam média de 35 minutos de atividade por hora 

(SOUZA; PREZOTO, 2012). Embora seja uma importante predadora com  potencial 

para controle biológico, seus ninhos podem sofrer ataques constantes  de pássaros e 

formigas (GOBBI et al., 2009). 

A cópula em P. versicolor pode durar entre 30 e 40 segundos (PIETROBON, 

2005). Uma vez fertilizada, a fêmea faz a oviposição e suas larvas são alimentadas 

com recurso proteico animal, fornecido pelas outras fêmeas da colônia. Em ninhos 

coletados no município mineiro de Juiz de Fora, foram encontradas 89 espécies de 

presas de P. versicolor, sendo 95,4% larvas  de Lepidoptera e 1,1% larvas de 

Coleoptera. As demais presas não puderam ser identificadas (PREZOTO et al., 

2006). 

Como ocorre em outras espécies de Polistes, a dominância hierárquica se dá 

por interações comportamentais agressivas protagonizadas pelas fêmeas de um 

mesmo ninho. Brocanelli (2015) sugeriu que que o sistema de hierarquia  de Polistes 

versicolor é linear, com uma fêmea dominante, uma segunda fêmea   que domina 

todas outras exceto a primeira e assim sucessivamente. 

De acordo com Oliveira, Lopes e Prezoto (2006), a frequência de interações 

de dominância em P. versicolor é maior em colônias em estágio de pós-emergência 

do que pré-emergência, apresentando correlação positiva com  o número de 
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indivíduos. Itô (1987) sugeriu que a menor frequência de interações  de dominância 

em colônias de pré-emergência favorece a permanência de subordinadas. No 

entanto, a fêmea dominante pode manter seu status praticando oofagia, ou a 

ingestão dos ovos de outras fêmeas durante a fase de pré-emergência (ZARA; 

BALESTIERI, 2000). Estes mesmos autores mostraram que as atividades realizadas 

dentro da colônia não são definidas em                   função da idade dos indivíduos. 
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          Figura 1: Ninho da vespa Polistes versicolor. Foto: Frank Bungartz, CDF, 2008. 
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CAPÍTULO 1: DIMORFISMO SEXUAL NO TAMANHO E FORMATO DE 
ASAS DE Polistes versicolor (HYMENOPTERA – VESPIDAE) 
 
Larissa Fajardo Silveira, André Rodrigues de Souza, Nicole Estefania Ibagón 
Escobar e Karla Yotoko 
 
 

RESUMO 
 
As características que diferenciam machos e fêmeas foram classificadas por Darwin 

como primárias, secundárias e ecológicas, sendo as primárias relativas aos órgãos 

reprodutores, as secundárias expressas na morfologia externa e as  ecológicas 

referentes a hábitos de vida. Nos Hymenoptera, as diferenças  começam no fato de 

machos serem monoploides e as fêmeas diploides. Há também diferenciação 

morfológica e comportamental entre os sexos. Neste trabalho, utilizamos 

ferramentas de morfometria geométrica para avaliar as diferenças de forma e 

tamanho das asas anteriores e posteriores entre machos e fêmeas de Polistes 

versicolor (Olivier, 1791) na tentativa de associar os padrões encontrados à ploidia e 

às especificidades comportamentais de cada sexo. Nossos resultados sugerem que 

as fêmeas são em média maiores que os machos, mas que essa diferença não pode 

ser diretamente creditada à haplodiploidia, uma vez que as maiores asas de machos 

da amostra são tão grandes quanto as maiores fêmeas. Por outro lado, a menor 

variância encontrada nas asas das fêmeas sugere a ação de seleção estabilizadora, 

que  limita a variação de forma nas asas das fêmeas, que realizam a maior parte das 

tarefas dentro do ninho, o que impactaria negativamente o valor adaptativo da 

colônia. 

 

Palavras-chave: Morfometria geométrica. Haplodiploidia. Diferenças 

comportamentais. 
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2.1 Introdução 
 
Com o desenvolvimento da maturidade sexual, os organismos sofrem profundas 

mudanças morfológicas e fisiológicas (HARTNOLL, 1985). Darwin (1871) classificou 

as caracteristicas que diferenciam machos e fêmeas em primárias, secundárias e 

ecológicas. As primárias incluem as diferenças nos órgãos reprodutores, as 

secundárias são as diferenças expressas na  morfologia externa do indivíduo e as 

ecológicas se referem a diferentes hábitos  de vida. 

Nos Hymenoptera, as diferenças começam na produção de embriões, onde 

machos nascem de óvulos não fecundados e são, portanto, monoploides, enquanto 

as fêmeas são diploides. De acordo com Short e Balaban (1994), isso  permite que as 

fêmeas tenham controle da razão sexual, algo não disponível para a grande maioria 

dos animais. Esses mesmos autores relataram desde diferenças extremas de 

morfologia entre os sexos até machos e fêmeas morfologicamente indistinguíveis. 

Eles reforçaram ainda que machos e fêmeas  vivem vidas muito diferentes, já que as 

fêmeas acumulam uma série de tarefas, que vão da construção à manutenção de 

ninhos, provimento e alimentação de larvas, enquanto os machos se limitam a 

inseminar as fêmeas. 

Dentre as ferramentas utilizadas para investigar diferenças entre machos   e 

fêmeas está a morfometria geométrica (CAMARGO et al., 2015), que consiste no 

estudo estatístico das variações de forma e tamanho entre organismos 

(MONTEIRO; REIS, 1999). É possível estudar a morfometria de qualquer    estrutura 

anatômica, mas, entre os insetos, a morfometria das asas é   considerada simples 

e eficaz por se limitar ao estudo de duas dimensões, o que minimiza os erros de 

digitalização dos marcos anatômicos (DUJARDIN, 2008).  

Vespas da espécie Polistes versicolor são amplamente distribuídas pela 

América do Sul (GOBBI; ZUCCHI, 1980), constroem seus ninhos utilizando material 

vegetal (WEST-EBERHARD, 1969), sendo também bem adaptadas a áreas urbanas 

(OLIVEIRA; CASTRO; PREZOTO, 2010). Nesta espécie, fêmeas reprodutoras e 

operárias não são claramente distinguíveis entre si (COWAN, 1991) e a dominância 

hierárquica é mantida por meio da agressividade (TANNURE; NASCIMENTO, 1999). 

         A maioria dos estudos envolvendo espécimes de P. versicolor versam sobre a 

ecologia e o comportamento desses animais. Pietrobon (2005) elaborou etogramas a 

partir da observação de ninhos pós-emergência que evidenciam uma grande 
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diferença no número e no tipo de comportamento exibido por machos e fêmeas. 

Como em várias outras espécies de Hymenoptera, as fêmeas são as responsáveis 

pela manutenção da colônia,  alimentação das larvas e dos indivíduos reprodutores 

(fêmeas poedeiras e machos). Já os machos permanecem no ninho materno por um 

período que variou entre um e cinco dias e se limitaram a comportamentos como 

autolimpeza, interação com outros membros para obter trofolaxia (transferência de 

alimento de fêmeas forrageadoras e larvas para os machos), cópula com as 

companheiras de ninho           e curtos vôos de reconhecimento da área onde se encontra o 

ninho. Beani e Zaccaroni (2014), argumentaram que machos de Hymenoptera 

também apresentam comportamentos complexos, que são normalmente 

negligenciados dada a impressionante complexidade do comportamento das 

fêmeas. Especificamente, machos de P. dominula (Christ, 1791) precisam detectar 

fêmeas disponíveis, fazer a corte (que às vezes se faz em grupos) e copular. Há 

registros de machos engajados na defesa dos ninhos, que Pietrobon (2005) relatou 

como um bater de asas que gera um zumbido capaz de alertar outros indivíduos de 

ataques ao ninho de P. versicolor. 

Diferenças no padrão morfométrico das asas se relacionam à capacidade de 

dispersão e reprodução. Nas fêmeas, o formato das asas pode estar associado à 

habilidade de voar longas distâncias, enquanto nos machos o fomato aerodinâmico 

das asas auxilia na maior aptidão para alcançar a fêmea e acasalar (SOUZA et al., 

2018). Partindo do princípio de que diferentes ploidias, bem como diferentes 

comportamentos e pressões seletivas moldam o  tamanho e o formato das asas, esse 

estudo avaliou, utilizando ferramentas de morfometria geométrica, o tamanho e o 

formato das asas de machos e fêmeas  adultos de P. versicolor para verificar se é 

possível associar os padrões encontrados à haplodiploidia da espécie e às 

especificidades comportamentais        de cada sexo. 
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2.2 Material e métodos 
 
2.2.1 Coleta 
 
Foram coletados 110 indivíduos de uma população Polistes versicolor, provenientes 

de 13 ninhos do campus de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo (USP) em 

2019. Os espécimes foram mantidos em álcool absoluto e sob refrigeração (-20 oC) 

no Laboratório de Bioinformática e Evolução da Universidade Federal de Viçosa 

(UFV), MG. 

 

2.2.2 Obtenção das imagens 
 
As imagens de pelo menos uma asa anterior e uma posterior de cada espécime  foram 

obtidas com o celular Samsung Galaxy A01 modelo – SM-A015M/DS, utilizando a 

função “temporizador” para evitar movimentos bruscos que poderiam comprometer a 

qualidade das imagens. As asas foram dispostas entre duas lâminas histológicas 

juntamente com uma escala de 5,0 mm, necessária para aferir o tamanho de cada 

asa. Todas as imagens foram obtidas  paralelamente às lâminas, com distância focal 

e zoom fixos para evitar interferências de posição e ampliação no formato das asas. 

        Cada imagem foi identificada pelas letras PV (de P. versicolor) seguida por um 

número, único para cada espécime, letras M ou F, para demarcar o sexo de cada um 

e A ou P, indicando asa posterior ou anterior. As imagens foram convertidas para o 

formato “.tps” no programa TpsUtil versão 1.78 e exportadas para o programa 

TpsDig versão 2.31, com o qual digitalizamos a escala e os marcos anatômicos que 

basearam o estudo da forma e tamanho das asas, realizado com o auxílio do 

software MorphoJ versão 1.07. 

A Figura 2 mostra uma asa anterior (A) e uma posterior (B) com os marcos 

anatômicos homólogos identificados e digitalizados em toda a amostra. Foram 

considerados marcos anatômicos os pontos de encontro entre pelo menos duas 

nervuras que estavam presentes em todos os indivíduos da amostra (seguindo as 

orientações de BOOKSTEIN, 1991). No total, foram delimitados 13 marcos 

anatômicos nas asas anteriores e sete nas asas posteriores. Indivíduos que estavam 

com as asas danificadas foram excluídos das análises (Tabela S1 - Suplementar), 

de modo que avaliamos 109 asas anteriores e 105 asas posteriores dos 110 

indivíduos amostrados. 
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Figura 2: Asa anterior (A) e posterior (B) de Polistes versicolor contendo respectivamente 
13 e 7 pontos anatômicos digitalizados no programa tpsDig, versão 2.31. 
 
 
2.2.3 Avaliação de erros procedimentais 
 
A análise morfométrica se baseia na marcação de pontos anatômicos homólogos 

para a comparação de forma e tamanho entre espécimes. É necessário que a 

marcação seja a mais precisa possível, de modo que as diferenças entre as asas de 

dois indivíduos sejam significativamente maiores que as diferenças de marcação 

feitas em duas ocasiões na asa de um indivíduo, conhecida como erros de 

digitalização. Esse tipo de erro pode ocorrer       por problemas na resolução das imagens 

ou por precisão dos equipamentos utilizados. Para testar o erro de digitalização dos 

marcos anatômicos, fizemos duas cópias de cada imagem e os marcos anatômicos 

foram digitalizados duas vezes, independentemente, para aferir o erro na marcação 

(VISCOSI; CARDINI, 2011). O programa MorphoJ foi utilizado para particionar as 

variâncias de forma (multivariada) e tamanho (univariado) entre imagens obtidas de 

um mesmo indivíduo e imagens obtidas a partir de indivíduos diferentes. 

 

 



 

 

 

 

 

 

28 

 

 

2.2.4 Determinação de forma e tamanho 
 
A determinação do tamanho de uma estrutura pode ser feita a partir da 

determinação do tamanho do centroide de cada asa. A medida do tamanho do 

tamanho do centroide, deve ser calculada pela raiz quadrada da soma dos 

quadrados das distâncias de cada marco anatômico ao centroide da imagem 

(BOOKSTEIN, 1991). 

Para avaliar a forma, é preciso fazer com que todas as estruturas homólogas 

tenham o mesmo tamanho, ou seja, a raiz quadrada soma dos quadrados das 

distâncias de cada marco anatômico ao centroide da imagem deve ser a mesma para 

todas as estruturas (SOUZA, 2016). Esse procedimento   elimina o efeito do tamanho 

na medida das diferenças de forma. 

Além de uniformizar o tamanho, todas as estruturas devem ser posicionadas no 

mesmo sentido e orientação, de modo a minimizar a distância  entre os diferentes 

marcos anatômicos das imagens (minimiza as distâncias do marco 1 de todas as 

imagens ao mesmo tempo que minimiza as distâncias dos  marcos 2, 3, ..., n; sendo n 

o número de marcos anatômicos em estudo). Uma  vez feitas essas modificações 

iniciais, o restante das diferenças é computado como diferenças de forma entre as 

estruturas. A partir da sobreposição das imagens, é calculada uma forma média, que 

corresponde à imagem formada pelos pontos médios de cada um dos marcos 

anatômicos. A forma de cada indivíduo é então comparada com a forma média para 

gerar uma matriz de covariância e avaliada por uma Análise de Componentes 

Principais (PCA). 

Para aferir as diferenças de tamanho entre os sexos, fizemos uma análise  de 

variância do tamanho do centroide dos espécimes em estudo, que foi precedida por 

um teste de normalidade (Shapiro-Wilk). 

 
2.2.5 Subconjunto de dados 
 
A amostra em estudo é composta por 110 indivíduos, dos quais 86 são machos  e 

apenas 24 são fêmeas. Diante disso, fizemos o sorteio de uma subamostra de 30 

machos (Tabela S1 – suplementar) que foi comparada com todas as fêmeas com 

os mesmos métodos utilizados no conjunto total de dados para comparar a 

significância e retirar o efeito da superamostragem de machos em relação às 

fêmeas. 
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2.3 Resultados 
 
2.3.1 Avaliação de Erros 

 
A Anova multivariada comparando a variância gerada pelas diferenças entre os 

indivíduos e as diferenças devidas a erros de digitalização dos pontos (ver métodos) 

revelou que os erros de digitalização não foram significativos tanto na variação de forma 

quanto de tamanho (Tabela 1). 

 
Tabela 1: Variância (dada pela soma de quadrados, SS e média da soma de quadrados 
MS) da forma e tamanho dos indivíduos (I) e do erro de digitalização (E) das asas anterior 
(A) e posterior (P) de Polistes versicolor. df se refere ao número de graus de liberdade, e p 
ao p-valor, que foi significativo para a variação individual e não significativo (NS) para o erro 
de digitalização, em todas as medidas. 
  

 
 2.3.2  Diferenças de tamanho 
 

Antes de testar se P. versicolor apresenta dimorfismo sexual de tamanho, 

fizemos o teste de normalidade e vimos que a distribuição de tamanhos das asas 

anteriores (A) e posteriores (P) é normal tanto para machos (p-valor (A) = 0,2345; p-

valor (P) = 0,3315) quanto para fêmeas (p-valor (A) = 0,1096; p-valor (P) = 0,4328) 

permitindo o teste de ANOVA, que revelou diferenças significativas de tamanho entre 

machos e fêmeas tanto nas asas anteriores (F(1,107) = 12,54, p = 0,00059) quanto 

posteriores (F(1,103) = 12,175, p = 0,00071). Em ambos os testes, os resíduos 

também apresentaram distribuição normal para asas anteriores e posteriores 

respectivamente p = 0,1045 e p = 0,1156. A Figura S1 (material suplementar) mostra 

que tanto asas anteriores como as posteriores são maiores nas fêmeas que nos 

machos, tanto quando consideramos o conjunto total de dados quanto quando 

consideramos apenas a subamostra de          30 machos. 

 Asa Efeito %SS SS MS df F p 

 A I 94,33 0,147612 6,21E-05 2376 16,78 <.0001 

F
or

m
a  E 5,67 0,008877 3,70E-06 2398  NS 

P I 95,66 0,122506 0,000118 1040 22,26 <.0001 
  E 4,34 0,005556 5,29E-06 1050  NS 

T
am

an
ho

 

A I 99,74 78,59121 0,7277 108 394,7 <.0001 

 E 0,26 0,200938 0,00184 109  NS 

P I 99,7 27,83664 0,26766 104 340,9 <.0001 
 E 0,3 0,082453 0,00079 105  NS 
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As Figuras 3 e 4 mostram a distribuição de tamanhos da asa anterior e 

posterior para o conjunto total de machos e fêmeas amostrados, respectivamente 

em azul e vermelho, onde foi possível constatar que a variância no sexo masculino é 

muito grande, de modo que há machos com tamanho igual às maiores fêmeas da 

amostra. Esses machos de tamanho maior provinham de ninhos que foram 

coletados apenas indivíduos do sexo masculino (notadamente o ninho 1 e o ninho 7) 

e os machos de tamanho menor   são oriundos de ninhos dos quais foram coletados 

fêmeas e machos (notadamente os ninhos 2 e 4). 

  

 
Figura 3: Distribuição de tamanho da asa anterior de fêmeas (F) e machos (M) de Polistes 
versicolor. Os números dentro das barras correspondem ao ninho de origem de cada 
indivíduo. 
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Figura 4: Distribuição de tamanho da asa posterior de fêmeas (F) e machos (M) de Polistes 
versicolor. Os números dentro das barras correspondem ao ninho de origem de cada 
indivíduo. 
 
2.3.3 Diferenças de forma 
 
A Análise dos Componentes Principais revelou que os três primeiros componentes 

respondem por 53,22% da variação de forma das asas anteriores (PC1=23,53%; 

PC2=18,46%; PC3=11,23%) e 76,28% da variação de forma das asas posteriores 

(PC1=32,00%; PC2=30,24%; PC3=14,04%) no conjunto total de indivíduos 

amostrados. Para o subconjunto de dados feito com 30 machos e 24 fêmeas, a 

Análise dos Componentes Principais revelou que os três primeiros componentes 

respondem por 59,82% (PC1=30,06%, PC2=17,46%, PC3=12,30%) da variação de 

forma das asas anteriores e 81,19% (PC1=34,32%, PC2=31,20%, PC3=15,67%) da 

variação nas asas posteriores. A Figura 5 mostra a plotagem dos dois componentes 

principais das asas anteriores e posteriores de machos e fêmeas de P. versicolor 

utilizando o conjunto completo de indivíduos (Fig. 5A e 5C), e apenas o subconjunto 

de dados (Fig. 5B e 5D). 
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Figura 5: Plot das formas das asas anteriores (A,B) e posteriores (C,D) nos componentes 
principais (CP) 1 e 2 dos machos (pontos em azul) e fêmeas (pontos em vermelho) de 
Polistes versicolor. Em A e C foram considerados todos os indivíduos da amostra e em B e 
D o conjunto de machos foi reduzido a apenas 30, para reduzir o impacto das diferenças no 
tamanho amostral de machos e fêmeas. 
 
 
2.4 Discussão 
 
A população estudada de Polistes versicolor apresentou diferenças significativas no 

tamanho das asas entre machos e fêmeas, sendo que as fêmeas apresentam uma 

média maior de tamanho que os machos. Considerando que o tamanho da asa é 

uma aproximação apropriada para o tamanho corporal, P. versicolor apresenta o 

padrão observado para a ordem Hymenoptera (SHORT; BALABAN, 1994). 

                O dimorfismo sexual no tamanho que favorece as fêmeas é geralmente 
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interpretado como resultante de seleção a favor da fecundidade e quando machos 

são maiores que fêmeas esse padrão é interpretado como resultado de seleção 

sexual (STILLWELL et al., 2010). Pardi (1948) mostrou que a hierarquia nos ninhos 

de espécies Polistes, que indica qual fêmea será a dominante, é definida pelo 

tamanho e desenvolvimento dos ovários, revelando    que a fecundidade das fêmeas 

está sob seleção mais forte que a seleção sexual nos machos. 

Na maioria dos animais e plantas, existe uma correlação consistente entre o 

conteúdo de DNA de uma célula e suas atividades metabólicas, o que impõe uma 

pressão seletiva nos machos de Hymenoptera, que precisam se adaptar ao fato de 

receberem apenas metade do conteúdo de DNA destinado às fêmeas da mesma 

espécie (NAGL, 1978 apud ARON et al., 2005, p. 824). Aron            et al., (2005) relataram 

que os machos da maioria das famílias de Hymenoptera (exceto Xyeloidea, grupo 

irmão dos outros Hymenoptera) apresentam duplicação do DNA nos tecidos 

musculares, o que os autores atribuíram à necessidade de se igualar às fêmeas 

(diploides) em atividade metabólica e eficiência muscular. É possível também que a 

duplicação do DNA nessas células favoreça o crescimento dos machos, a ponto de 

potencialmente apresentarem o mesmo tamanho que as fêmeas. Em nossos 

resultados, observamos que, apesar do tamanho dos machos ser em média menor, 

a variância é muito grande, de modo que há machos com tamanho igual às maiores 

fêmeas da amostra (Figuras 3 e 4). 

Curiosamente, quando identificamos os ninhos dos quais machos e fêmeas 

foram coletados, notamos que machos oriundos de ninhos dos quais foram 

coletados apenas indivíduos machos (ninhos 1 e 7) apresentaram um tamanho 

maior de asas que os machos oriundos de ninhos dos quais foram coletados fêmeas 

e machos (ninhos 2 e 4). Helms (1994), estudando a relação entre o grau de 

dimorfismo de tamanho sexual e investimento em espécies de vespas e abelhas, 

mostrou que apesar dessa relação não ser direta ainda é visto um maior 

investimento no sexo feminino. Além disso, há registros de que em P. versicolor, 

alguns ninhos se especializam na produção de fêmeas e outros na produção de 

machos (MAULE-RODRIGUES, 1968, apud SOUZA et al., 2017). Juntas, essas 

observações apontam para a hipótese de que ninhos que produzem machos e 

fêmeas investem menos na alimentação das larvas que darão origem a machos que 

ninhos que produzem apenas machos, explicando a variação de tamanho dos 
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machos. 

Ainda com relação aos resultados de tamanho, uma vez que a hierarquia no 

ninho de espécies de Polistes é definida pela maior agressividade (PARDI, 1948), 

esperávamos encontrar grande variância de tamanho das fêmeas. De fato, Gobbi, 

Noll e Penna (2006) sugeriram que fêmeas maiores tenderiam a ser as fêmeas 

dominantes em um ninho de P. versicolor, também coletado na região de Ribeirão 

Preto, SP. A menor variação de tamanho encontrada para as fêmeas que para os 

machos pode portanto pode ser resultado do pequeno número de fêmeas coletadas 

ou indicar que nossa amostra consiste apenas de           fêmeas operárias. 

Na avaliação de forma, a PCA revelou que as asas anteriores das fêmeas 

apresentou menor variância que as dos machos, o que não aconteceu com as asas 

posteriores (Figura 5). Nos Hymenoptera, as asas posteriores são menores e 

apresentam um padrão de inervação mais simples que as asas anteriores (LIMA, 

1960). Considerando que fêmeas de P. versicolor apresentam numerosos 

comportamentos relacionados à capacidade de vôo, como a predação e a habilidade 

em trazer presas, pólen e água para o ninho; enquanto os machos limitam seus vôos 

à atividade reprodutiva, é possível inferir modificações formato das asas anteriores 

das fêmeas têm mais impacto na sobrevivência do ninho que o dos machos. Com 

isso, o formato das asas anteriores das fêmeas, diferente das dos machos, estariam 

sob seleção estabilizadora. 
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MATERIAL SUPLEMENTAR 
 
 
Tabela S1: Lista dos espécimes utilizados nas análises morfométricas desse estudo indicando o “Ninho” de onde cada espécime foi coletado, 
a “Localização” geográfica do ninho, o “Sexo” de cada espécime e “Data” de coleta. Espécimes cujas asas anteriores ou posteriores foram 
aproveitadas nas análises apresentam um X nas colunas “A” e “P”, respectivamente. Os 30 machos sorteados para o estudo da sub-amostra 
também apresentam um X na coluna “30 ♂”. 
 
  
  

ID Ninho                            Coordenadas Sexo Data  A P 30♂ 
Pv1 N1 -21.16230481931092, -47.86423556810371 ♂ 26/02/19 x x x 
Pv2 N1 -21.16230481931092, -47.86423556810371 ♂ 26/02/19 x x  
Pv3 N1 -21.16230481931092, -47.86423556810371 ♂ 26/02/19 x x  
Pv4 N1 -21.16230481931092, -47.86423556810371 ♂ 26/02/19 x x  
Pv5 N1 -21.16230481931092, -47.86423556810371 ♂ 26/02/19 x x x 
Pv6 N1 -21.16230481931092, -47.86423556810371 ♂ 26/02/19 x x  
Pv7 N1 -21.16230481931092, -47.86423556810371 ♂ 26/02/19 x x x 
Pv8 N1 -21.16230481931092, -47.86423556810371 ♂ 26/02/19 x x x 
Pv9 N1 -21.16230481931092, -47.86423556810371 ♂ 26/02/19 x x x 
Pv10 N1 -21.16230481931092, -47.86423556810371 ♂ 26/02/19 x x  
Pv11 N1 -21.16230481931092, -47.86423556810371 ♂ 26/02/19 x x  
Pv12 N1 -21.16230481931092, -47.86423556810371 ♂ 26/02/19 x   
Pv13 N1 -21.16230481931092, -47.86423556810371 ♂ 26/02/19 x x x 
Pv14 N1 -21.16230481931092, -47.86423556810371 ♂ 26/02/19 x x  
Pv15 N1 -21.16230481931092, -47.86423556810371 ♂ 26/02/19 x x  
Pv16 N1 -21.16230481931092, -47.86423556810371 ♂ 26/02/19 x x x 
Pv17 N1 -21.16230481931092, -47.86423556810371 ♂ 26/02/19 x   
Pv18 N1 -21.16230481931092, -47.86423556810371 ♂ 26/02/19 x x  
Pv19 N1 -21.16230481931092, -47.86423556810371 ♂ 26/02/19 x x x 
Pv20 N1 -21.16230481931092, -47.86423556810371 ♂ 26/02/19 x x  
Pv21 N1 -21.16230481931092, -47.86423556810371 ♂ 26/02/19 x x  
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Pv22 N1 -21.16230481931092, -47.86423556810371 ♂ 26/02/19 x x x 
Pv23 N1 -21.16230481931092, -47.86423556810371 ♂ 26/02/19 x x  
Pv24 N1 -21.16230481931092, -47.86423556810371 ♂ 26/02/19 x x  
Pv25 N1 -21.16230481931092, -47.86423556810371 ♂ 26/02/19 x x  
Pv26 N1 -21.16230481931092, -47.86423556810371 ♂ 26/02/19 x x  
Pv27 N1 -21.16230481931092, -47.86423556810371 ♂ 26/02/19 x x x 
Pv28 N1 -21.16230481931092, -47.86423556810371 ♂ 26/02/19 x x x 
Pv29 N1 -21.16230481931092, -47.86423556810371 ♂ 26/02/19 x x  
Pv30 N2 -21.16230481931092, -47.86423556810371 ♂ 26/02/19 x x x 
Pv31 N2 -21.16230481931092, -47.86423556810371 ♂ 26/02/19 x x  
Pv32 N2 -21.16230481931092, -47.86423556810371 ♂ 26/02/19 x x  
Pv33 N2 -21.16230481931092, -47.86423556810371 ♂ 26/02/19 x x  
Pv34 N2 -21.16230481931092, -47.86423556810371 ♂ 26/02/19 x x x 
Pv35 N2 -21.16230481931092, -47.86423556810371 ♂ 26/02/19 x x  
Pv36 N2 -21.16230481931092, -47.86423556810371 ♂ 26/02/19 x x  
Pv37 N2 -21.16230481931092, -47.86423556810371 ♂ 26/02/19 x x x 
Pv38 N2 -21.16230481931092, -47.86423556810371 ♂ 26/02/19 x x  
Pv39 N2 -21.16230481931092, -47.86423556810371 ♂ 26/02/19 x x x 
Pv40 N2 -21.16230481931092, -47.86423556810371 ♂ 26/02/19 x x x 
Pv41 N2 -21.16230481931092, -47.86423556810371 ♂ 26/02/19 x x  
Pv42 N2 -21.16230481931092, -47.86423556810371 ♀ 26/02/19 x x  
Pv43 N2 -21.16230481931092, -47.86423556810371 ♀ 26/02/19 x x  
Pv44 N3 -21.16370579753724, -47.85906556024271 ♂ 27/02/19 x x  
Pv45 N4 -21.16536031976876, -47.86045926024265 ♂ 27/02/19 x x x 
Pv46 N4 -21.16536031976876, -47.86045926024265 ♂ 27/02/19 x x  
Pv47 N4 -21.16536031976876, -47.86045926024265 ♀ 27/02/19 x x  
Pv48 N4 -21.16536031976876, -47.86045926024265 ♀ 27/02/19 x x  
Pv49 N4 -21.16536031976876, -47.86045926024265 ♀ 27/02/19 x x  
Pv50 N4 -21.16536031976876, -47.86045926024265 ♀ 27/02/19 x x  
Pv51 N4 -21.16536031976876, -47.86045926024265 ♀ 27/02/19 x x  
Pv52 N4 -21.16536031976876, -47.86045926024265 ♀ 27/02/19 x x  
Pv53 N4 -21.16536031976876, -47.86045926024265 ♀ 27/02/19 x x  
Pv54 N4 -21.16536031976876, -47.86045926024265 ♀ 27/02/19 x   
Pv55 N4 -21.16536031976876, -47.86045926024265 ♀ 27/02/19 x x  
Pv56 N4 -21.16536031976876, -47.86045926024265 ♀ 27/02/19 x x  
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Pv57 N4 -21.16536031976876, -47.86045926024265 ♀ 27/02/19 x x  
Pv58 N4 -21.16536031976876, -47.86045926024265 ♀ 27/02/19 x   
Pv59 N4 -21.16536031976876, -47.86045926024265 ♀ 27/02/19 x x  
Pv60 N4 -21.16536031976876, -47.86045926024265 ♀ 27/02/19 x x  
Pv61 N4 -21.16536031976876, -47.86045926024265 ♀ 27/02/19 x x  
Pv62 N5 -21.16230481931092, -47.86423556810371 ♀ 27/02/19 x x  
Pv63 N5 -21.16230481931092, -47.86423556810371 ♀ 27/02/19 x x  
Pv64 N5 -21.16230481931092, -47.86423556810371 ♀ 27/02/19 x x  
Pv65 N5 -21.16230481931092, -47.86423556810371 ♀ 27/02/19 x x  
Pv66 N5 -21.16230481931092, -47.86423556810371 ♀ 27/02/19 x x  
Pv67 N5 -21.16230481931092, -47.86423556810371 ♀ 27/02/19 x x  
Pv68 N5 -21.16230481931092, -47.86423556810371 ♀ 27/02/19 x x  
Pv69 N6 -21.16950796135277, -47.85966086651627 ♂ 02/04/19  x x  
Pv70 N6 -21.16950796135277, -47.85966086651627 ♂ 02/04/19 x x  
Pv71 N6 -21.16950796135277, -47.85966086651627 ♂ 02/04/19 x x  
Pv72 N7 -21.16950796135277, -47.85966086651627 ♂ 02/04/19 x x x 
Pv73 N7 -21.16950796135277, -47.85966086651627 ♂ 02/04/19 x x x 
Pv74 N7 -21.16950796135277, -47.85966086651627 ♂ 02/04/19 x x  
Pv75 N7 -21.16950796135277, -47.85966086651627 ♂ 02/04/19 x x  
Pv76 N7 -21.16950796135277, -47.85966086651627 ♂ 02/04/19 x x  
Pv77 N7 -21.16950796135277, -47.85966086651627 ♂ 02/04/19 x x x 
Pv78 N7 -21.16950796135277, -47.85966086651627 ♂ 02/04/19 x x  
Pv79 N7 -21.16950796135277, -47.85966086651627 ♂ 02/04/19 x x  
Pv80 N7 -21.16950796135277, -47.85966086651627 ♂ 02/04/19 x x  
Pv81 N7 -21.16950796135277, -47.85966086651627 ♂ 02/04/19 x x  
Pv82 N7 -21.16950796135277, -47.85966086651627 ♂ 02/04/19 x x  
Pv83 N7 -21.16950796135277, -47.85966086651627 ♂ 02/04/19 x x  
Pv84 N7 -21.16950796135277, -47.85966086651627 ♂ 02/04/19 x x  
PV85 N7 -21.16950796135277, -47.85966086651627 ♂ 02/04/19 x x x 
Pv86 N7 -21.16950796135277, -47.85966086651627 ♂ 02/04/19 x x  
Pv87 N7 -21.16950796135277, -47.85966086651627 ♂ 02/04/19 x x  
Pv88 N7 -21.16950796135277, -47.85966086651627 ♂ 02/04/19 x x x 
Pv89 N7 -21.16950796135277, -47.85966086651627 ♂ 02/04/19 x x  
Pv90 N8 -21.16950796135277, -47.85966086651627 ♂ 02/04/19 x x x 
Pv91 N9 -21.16950796135277, -47.85966086651627 ♂ 02/04/19 x x  
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Pv92 N10 -21.162791484581767, -47.86052064225074 ♂ 02/04/19 x x  
Pv93 N10 -21.162791484581767, -47.86052064225074 ♂ 02/04/19 x x  
Pv94 N6 -21.16950796135277, -47.85966086651627 ♂ 06/05/19  x x x 
Pv95 N10 -21.162791484581767, -47.86052064225074 ♂ 06/05/19 x x  
Pv96 N10 -21.162791484581767, -47.86052064225074 ♂ 06/05/19 x x  
Pv97 N10 -21.162791484581767, -47.86052064225074 ♂ 06/05/19 x x  
Pv98 N10 -21.162791484581767, -47.86052064225074 ♂ 13/05/19  x x  
Pv99 N11 -21.162791484581767, -47.86052064225074 ♂ 06/05/19 x x x 
Pv100 N12 -21.16171969947098, -47.857904231406785 ♂ 06/05/19 x x  
Pv101 N12 -21.16171969947098, -47.857904231406785 ♂ 06/05/19 x x  
Pv102 N12 -21.16171969947098, -47.857904231406785 ♂ 06/05/19 x x  
Pv103 N12 -21.16171969947098, -47.857904231406785 ♂ 13/05/19 x x x 
Pv104 N12 -21.16171969947098, -47.857904231406785 ♂ 13/05/19 x   
Pv105 N12 -21.16171969947098, -47.857904231406785 ♂ 13/05/19 x x x 
Pv106  N12 -21.16171969947098, -47.857904231406785 ♂ 13/05/19 x x x 
Pv107 N12 -21.16171969947098, -47.857904231406785 ♂ 13/05/19 x x x 
Pv108 N12 -21.16171969947098, -47.857904231406785 ♂ 13/05/19  x  
Pv109 N13 -21.16370579753724, -47.85906556024271 ♂ 29/05/19 x x  
Pv110 N13 -21.16370579753724, -47.85906556024271 ♂ 29/05/19 x x x 
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Figura S1: Média ± erro padrão do tamanho do centroide das asas anteriores (A,C) e posteriores (B,D) de machos (M) e fêmeas (F) de 
Polistes versicolor considerando todas as amostras coletadas (A,B) ou apenas o subconjunto de 30 machos e todas as 24 fêmeas (C,D). Note 
que a barra de erro é maior em C e D devido ao menor tamanho amostral dos machos. A distribuição dos tamanhos das asas do subconjunto 
de 30 machos é normal tanto na asa anterior (AA) quanto na posterior (AP) (𝑝𝐴𝐴 = 0,09508; 𝑝𝐴𝑃 = 0,2726). 
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CAPÍTULO 2 – PLOIDIA E CONTEÚDO DE DNA NUCLEAR EM Polistes 
versicolor (HYMENOPTERA – VESPIDAE) 
 

Larissa Fajardo Silveira, André Rodrigues de Souza, Fernanda Aparecida Ferrari, 
Wellington Clarindo e Karla Yotoko 
 

RESUMO 

 

Os Hymenoptera, grupo que agrega abelhas, vespas e formigas, têm o sexo 

determinado por um sistema haplodiploide mediado por um locus sexual, sl- CSD, no 

qual indivíduos heterozigotos são fêmeas, enquanto homo ou hemizigotos são 

machos. Nesse sentido, colônias de insetos sociais podem ser   mais ameaçadas pela 

redução das populações, que além dos efeitos gerais da  endogamia, podem gerar 

machos diploides, que são em geral estéreis ou podem gerar fêmeas estéreis. 

Estudos anteriores revelaram que machos de P. versicolor podem acasalar dentro do 

ninho em que emergiram e que não há discriminação entre indivíduos aparentados 

ou não para a cópula, o que pode dar origem machos diploides, apesar de não haver 

evidências deles em estudos  genéticos. Com o intuito de quantificar a prevalência de 

machos diploides em uma população de P. versicolor (Olivier, 1791) coletada 

anteriormente para estudos moleculares com os indivíduos fixados em álcool e 

mantidos sob refrigeração, submetemos o conteúdo interno da cabeça de 98 

amostras fixadas (74 machos e 24 fêmeas) à citometria de fluxo para verificar se o 

método  gera resultados relevantes para nossa pergunta. Utilizamos ainda 27 

amostras  frescas (3 machos e 24 fêmeas) para comparar a qualidade dos resultados 

e concluímos que, em ambos os casos, foi possível detectar numerosas células 

poliploides na cabeça tanto de machos quanto de fêmeas. Em nossa amostra, 

encontramos evidências de apenas dois machos diploides, ambos coletados em 

ninhos dos quais foram obtidos tanto machos quanto fêmeas. A aferição da 

quantidade de DNA em P. versicolor revelou que a espécie tem o maior genoma  entre 

as espécies já medidas do gênero. 

 
Palavras-chave: Macho diploide. Poliploidia. Tamanho de genoma. Citometria de 

fluxo.
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3.1 Introdução 
 

Os Hymenopteras são organismos haplodiploides (compostos de machos 

monoploides e fêmeas diploides). Entretanto a presença de machos diploides podem 

ocorrer um vez que o sexo é determinado por um locus sexual, o sl-CSD (WHITING, 

1943) que gera fêmeas heterozigotas (diploides), machos  hemizigotos (monoploides) 

ou machos homozigotos (diploides), sendo este último bastante provável em 

populações com tamanho efetivo reduzido que podem ocorrer acasalamentos 

endogâmicos entre indivíduos aparentados. 

Machos diploides são em geral estéreis e a formação dos mesmos pode 

comprometer a sobrevivência da população a que pertencem (AYABE; HOSHIBA; 

ONO, 2004) por reduzir a produção de fêmeas, tanto operárias quanto reprodutoras, 

fundamentais para o cuidado do ninho e a manutenção das populações (HEIN; 

POETHKE; DORN, 2009). Apesar de serem considerados raros em vespas sociais 

(LIEBERT; SUMANA; STARKS, 2005), já foi relatada a produção de machos 

diploides em Polistes dominula (Christ, 1791) e Polistes chinensis antennalis 

Perkins, 1905 (LIEBERT; SUMANA; STARKS, 2005; TSUCHIDA; NAGATA; 

KOJIMA, 2002). 

Vespas do gênero Polistes (Hymenoptera) se agregam em colônias fundadas 

por uma o mais fêmeas cuja hierarquia é mantida pela agressividade da (s) fêmea 

(s) dominante (s) (TANNURE; NASCIMENTO, 1999). Em Polistes versicolor, uma 

espécie neotropical do gênero, os ninhos são fundados por uma associação de 

fêmeas (OLIVEIRA; CASTRO; PREZOTO, 2010). Em um estudo envolvendo 

eletroforese de isozimas, Nagamati-Júnior et al., (2010) encontraram que a maioria 

dos ninhos de P. versicolor apresenta mais variabilidade genética que a esperada 

em ninhos eusociais monogínicos (com apenas uma fêmea reprodutora), que muitos 

ninhos apresentam mais de uma fêmea poedeira e não encontraram evidências de 

machos diploides.  

Ainda que mais de uma fêmea produza prole em um ninho de P. versicolor, 

indivíduos oriundos de um mesmo ninho apresentam mais chances de ser 

aparentados que indivíduos oriundos de ninhos diferentes, e que, portanto, o 

reconhecimento químico ou visual entre os indivíduos de um mesmo ninho é 

adaptativo no sentido de evitar acasalamentos endogâmicos (BARACCHI et al., 45 
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2015; BARACCHI; TURILLAZZI; CHITTKA, 2016). No entanto, Souza et al., (2017) 

não encontraram qualquer evidência de que indivíduos oriundos do mesmo ninho se 

reconheçam e que evitem acasalar, de modo que a produção de machos diploides 

pode ser mais comum do que se acredita, uma vez que há registros de cópula entre 

indivíduos de um mesmo ninho (PIETROBOM, 2005). 

No presente estudo, utilizamos a técnica de citometria de fluxo para analisar 

uma população de machos e fêmeas adultos de P. versicolor de uma amostra de 13 

ninhos coletados na fase de pós emergência, acondicionados em álcool absoluto e 

mantidos em baixa temperatura, suficiente para a manutenção da integridade do 

DNA das amostras. Um dos nossos objetivos foi testar um protocolo em espécimes 

acondicionados em álcool. Para isso, comparamos os histogramas obtidos a partir 

da suspenção nuclear do material fixado com a suspensão nuclear obtida de um 

material fresco recém coletado. Dada a possibilidade de acasalamentos 

endogâmicos levantada por Souza et al., (2017), nosso segundo objetivo foi avaliar a 

ploidia dos indivíduos e verificar   a existência de machos diploides em P. versicolor. 

Como terceiro objetivo, visamos quantificar o conteúdo de DNA em P. versicolor e 

compará-lo com o descrito na literatura para outras espécies do gênero. 



 

 

 

 

 

45 

 

 

 

3.2  Material e métodos 
 
3.2.1 Coleta 

 
Foram utilizados noventa e oito (98) espécimes de Polistes versicolor (74 machos e 

24 fêmeas) daqueles coletados no capítulo 1 no ano de 2019, provenientes de 13 

ninhos do campus de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo (USP). Essas 

amostras estavam armazenadas individualmente em álcool absoluto e 

acondicionados em tubos de congelamento a -20 oC no Laboratório de 

Bioinformática e Evolução da Universidade Federal de Viçosa e  foram tratados no 

trabalho como espécimes fixados. Além desses, foram coletadas outras 17 fêmeas 

na mesma localidade e mais 7 fêmeas e três machos na sede da Universidade 

Federal de Viçosa, MG no ano de 2020. Estes espécimes foram tratados como 

espécimes frescos. 

 
3.2.2 Citometria de fluxo 
 
Os espécimes fixados tiveram as cabeças retiradas e reidratadas em água destilada 

por 10 min para a retirada completa do álcool. Os espécimes frescos (vivos) foram 

adormecidos por congelamento e tiveram suas cabeças retiradas. Os gânglios 

cefálicos dos indivíduos de ambas amostras (tecido fixado e fresco)  foram dissecados 

e seguidos os mesmos protocolos.  

         Foram adicionados 100 µl de solução de Lise OTTO I (OTTO, 1990), contendo 

ácido cítrico 0,2 M (Merk), 0,5% Tweem 20 (Merck) e 50 µg/ml de RNAase (Sigma-

Altdrich), pH 2,3 para maceração com pistilo (15 giros por amostra). O tampão OTTO 

I foi escolhido em função da alta resolução que confere aos histogramas, que devem 

apresentar coeficiente de variação, calculado pela razão do desvio padrão sobre a 

média (DOLEŽEL,1991), inferior a 5% (GALBRAITH et al., 2002).  

        Após esse procedimento, as amostras foram filtradas em filtro de nylon de 30 

µm (Partec), lavadas duas vezes com 0,5 ml de OTTO I e centrifugadas a 1100 RPM 

por 5 min. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 100 µl de 

OTTO I. A solução foi acrescida de 500 µl de tampão de coloração OTTO II 

(LOUREIRO et al., 2006), contendo Iodeto de Propídeo (PI), 75 M e 50 µg/µl de 

RNAse, pH 7,8, sendo mantida no escuro por 15 min. e posteriormente filtrada em 

filtro de nylon de 20 µm (Partec). 
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        As medidas foram feitas com um Citômetro de Fluxo (BD Accuri C6, Bélgica) 

equipado com uma fonte de laser que detecta emissões em FL3 (> 670 nm). O lazer 

detecta os núcleos celulares e gera um resultado que consiste na contagem de 

núcleos com uma determinada intensidade de fluorescência. Esta contagem gera 

histogramas de densidade, de modo que o eixo X mostra a intensidade de 

fluorescência e o eixo Y mostra o número de núcleos que apresentaram aquela 

intensidade. Os histogramas foram avaliados com o software BD CSampler™, onde 

inicialmente utilizou se como padrão fêmeas de Scaptotrigona xanthotricha cujo 

conteúdo de DNA é 1C = 0,44 pg (LOPES et al., 2009) e posteriormente com fêmeas 

de Drosophila melanogaster, cujo conteúdo de DNA 1C = 0,18 pg (RASCH; BARR; 

RASCH, 1971). Parte das amostras foi avaliada sem padrão, para obter apenas a 

ploidia de cada indivíduo. 

Todos procedimentos de citometria de fluxo foram realizados no Laboratório de 

Pesquisa em Citogenética e Citometria da Universidade Federal de Viçosa, 

coordenado pelo Professor Wellington Clarindo. 

 
3.3 Resultados 
 
Dos 98 espécimes fixados de Polistes versicolor que tiveram os núcleos dos 

gânglios cerebrais utilizados, apenas 28, 20 machos e oito fêmeas, puderam ser 

avaliados. Dentre os motivos que acarretaram a perda dessas amostras está a 

qualidade dos histogramas gerada pelo material fixado e o fato de que o histograma 

do padrão Scaptotrigona xanthotricha se sobrepôs  ao da amostra, não permitindo a 

visualização dos picos. O padrão foi então trocado após o início dasaferições. A 

avaliação da ploidia mostrou que os núcleos celulares dessas amostras contêm 

células poliploides. A Tabela 2 mostra o resultado, em termos de número de núcleos 

detectados em cada pico de ploidia das amostras fixadas. Dessas, todas as oito 

fêmeas apresentaram tanto núcleos 2C quanto 4C, e uma delas (PV 52) apresentou 

também núcleos 8C. Entre os machos, três apresentaram apenas núcleos 1C (PV34, 

PV81 e PV106), um apresentou núcleos 1C e 2C (PV102), 12 apresentaram picos 

1C, 2C e 4C. Dois machos apresentaram núcleos 1C e 4C (PV82 e PV83), e dois 

outros núcleos 2C e 4C (PV30 e PV46), constatando a presença de machos 

diploides. A Figura S2 do material suplementar, exibe alguns dos histogramas 

obtidos com espécimes fixados. 
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Tabela 2: Contagem de núcleos contendo os picos 1C, 2C, 4C e 8C de amostras de machos 
(M) e fêmeas (F) de indivíduos de Polistes versicolor fixados em álcool absoluto. (*0,5 %< 
CV < 0,6 %; **CV= 7,32 %). Em negrito machos diploides. 
 

Indivíduo Ninho Sexo 1C 2C 4C 8C 
30 2 M  74 72 68* 
32 2 M 211 100* 106*  
33 2 M 170 102 106  

34 2 M 167    
36 2 M 221 127 95*  
37 2 M 104 69* 63*  

40 2 M 172 86 107*  
42 2 F  158 160  

43 2 F  231 154*  
44 3 M 182 83 63  
46 4 M  101 153*  

50 4 F  115 102  
52 4 F  53 54* 29* 
54 4 F  144* 126  
59 4 F  93* 71  
67 5 F  183 152*  
68 5 F  109 74  

72 7 M 148* 69 142  
81 7 M 122    
82 7 M 153*  53*  

83 7 M 57  33*  
85 7 M 115 59 101  
90 8 M 131 46 32*  
91 9 M 77 36 84*  
95 10 M 58 53 58*  
96 10 M 57 48 46*  

102 12 M 147** 46*   
106 12 M 103    
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A Tabela 3 mostra o resultado, em termos de número de núcleos detectados 

em cada pico de ploidia das amostras frescas. Nesta avaliação todos  os 27 

espécimes analisados (24 fêmeas e três machos) apresentaram núcleos 8C o que 

confirmou a presença de células com múltiplas ploidias no gânglio cefálico de P. 

versicolor. A Figura S3 do material suplementar, apresenta alguns  dos histogramas 

obtidos com espécimes frescos. 

 
Tabela 3: Contagem de núcleos contendo os picos 1C, 2C, 4C e 8C de amostras de 
machos (M) e fêmeas (F) de amostras frescas de Polistes versicolor. (*0,5 %< CV < 0,6%). 
 

Indivíduo Ninho Sexo 1C 2C 4C       8C 16C 

111 14 F  981 99       29  
112 14 F  494       648       77  
113 14 F  1885       134        53  
114 14 F  8714      1076      257  
115 14 F  3721       643     122  
116 15 F  7058       729     111  
117 15 F  6373       598     180  
118 16 F  5388       381      41  
119 16 F  8225       950*     202  
120 17 F  2299       237      53  
121 18 F  12303      1236     529 287 

122 19 F  4729      261      83  
123 20 F  3061      256      53  
124 21 F  5115      798    199  
125 21 F  3569      583    155  
126 21 F  4889      302     57  
127 23 F  2489      206     51  
128 24 F  3855      1109   362  
129 24 F  6319      1478   276 573 

130 24 F  7224*      1022   438  
131 24 F  1150*      315   109  
132 24 F  6416      1147*   446  
133 24 F  8258 1103*   333  
134 24 F  870*      333*   93*  
135 24 M    311 112      247    41  
136 24 M   7647 232      906*   251 427 

137 24 M   4684 485      1348   278  
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A Tabela 4 mostra o tamanho do genoma estimado em indivíduos frescos 

coletados em Ribeirão Preto e em Viçosa, no ano de 2020. 

 
Tabela 4: Tamanho médio do genoma (1C) estimado de N espécimes de Polistes 
versicolor (material fresco) coletado na Universidade de São Paulo – USP (campus de 
Ribeirão Preto) e na Universidade Federal de Viçosa – MG (campus de Viçosa). 
 

Amostras/localidade N 1C (pg) Desvio 
padrão 

Machos/Viçosa 3 0,62 0,02 

Fêmeas/Viçosa 7 0,67 0,048 

Fêmeas/Ribeirão Preto 13 0,64 0,031 

 
O conteúdo de DNA de P. versicolor foi comparado ao de outras espécies  de 

Polistes. Até então, o conteúdo 1C de DNA no gênero variava de 0,24 pg em 

Polistes metricus Say, 1831 a 0,55 pg em Polistes exclamans Viereck,1906 (Tabela 

5), de modo que o conteúdo inferido nesse estudo para P. versicolor apresenta o 

maior valor entre as espécies de Polistes. 

 
Tabela 5: Tamanhos do genoma em diferentes espécies do gênero Polistes avaliados a partir 
de métodos diferentes de quantificação: Citometria de fluxo (1) e Análise de Densitometria 
de Imagem de Feulgen (2). N é o número de indivíduos avaliados em cada trabalho.  
 

Espécie 1C (pg) Met. N 
P. carolina1 0,38 1 7 
P. dominula2 0,29 1 6 
P. dominula3 0,31 1 4 
P. dorsalis2 0,48 2 7 
P. exclamans1 0,55 1 3 
P. fuscatus2 0,31 2 2 
P. fuscatus2 0,41 1 4 
P. metricus2 0,24 2 4 
P. versicolor4 0,65 1 23 

 
1-Hanrahan e Johnston, 2011; 2 - Ardila-Garcia; Umphrey; Gregory, 2010;3 - Johnston et 
al., 2004; 4 – este estudo. 
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3.4 Discussão 
 

Um dos objetivos desse trabalho foi metodológico: testar se é possível utilizar 

espécimes fixados em álcool para a aferição do tamanho dos genomas e/ou ploidia 

em P. versicolor. Nesse sentido, podemos sugerir que na impossibilidade de fazer 

novas coletas, é possível utilizar a citometria de fluxo em espécimes armazenados 

em álcool, mas que os dados são limitados no sentido da qualidade dos histogramas 

gerados, pelo menos com o protocolo utilizado nesse trabalho. A utilização de 

amostras fixadas para citometria de fluxo também já foram realizadas por Cunha et 

al., (2021) que obtiveram resultados satisfatórios na avaliação do tamanho de 

genoma nuclear em espécies de abelhas Meliponini. 

Os resultados das amostras fixadas sugeriram um padrão inesperado, que  foi 

confirmado com as amostras frescas: uma grande quantidade de núcleos com 

múltiplas ploidias tanto em amostras de machos quanto de fêmeas. O uso de 

amostras fixadas, ainda que com resultados limitados, pode, portanto, ser útil em 

laboratórios que tenham amostras em álcool coletadas para outros fins, como por 

exemplo a extração de DNA para trabalhos de taxonomia molecular,  filogenia e 

filogeografia. 

Núcleos com múltiplas ploidias são produzidos por endomitose, quando a célula 

inicia a divisão celular que é abortada na anáfase (LORDIER et al., 2008), ou por 

endoreplicação, quando ocorrem apenas as fases S e G1 do ciclo celular (FOX; 

DURONIO, 2013). Em sua revisão sobre ploidia, Edgar e Weaver (2001) salientaram 

que o tamanho da célula é proporcional à sua ploidia, já Nagl, 1978, apud Johnston 

et al., 2004, p. 584, ressaltaram que o aumento do conteúdo de DNA nas células é 

atribuído à necessidade de aumentar o tamanho das células e a produção de mRNA 

em células especializadas. Aron et al., (2005) em um estudo envolvendo diferentes 

tecidos de machos de Bombus terrestres (Linnaeus, 1758), mostraram que as 

células retiradas do tórax, dos músculos das mandíbulas, dos músculos das asas e 

das pernas posteriores de machos apresentam pico 2C idêntico ao das fêmeas e 

não apresentam o pico 1C esperado nos machos. Eles atribuíram a diploidização 

das células musculares dos machos a uma adaptação no sentido de serem maiores 

e mais fortes do que seriam com células monoploides.  

Aron et al. (2005) também mostraram que a diploidização de alguns tecidos é 

comum entre os Hymenoptera e está presente em todas as famílias testadas exceto 
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em Xyelidae, o grupo irmão de todos os outros Hymenoptera, de modo que 

supuseram que a habilidade de diploidizar células musculares surgiu logo no início 

da evolução do grupo. Mais tarde, Scholes, Suarez, Paige, (2013) mostraram que os 

machos de formigas apresentam índices mais altos de endoreplicação que as 

fêmeas, provavelmente para compensar sua origem haploide.  

Lee, Davidson, Duronio, (2009) argumentaram que diferentes tipos celulares 

adotam a endoreplicação como parte da finalização da diferenciação de células 

especializadas. Estes autores argumentaram ainda que perturbações na 

endoreplicação de determinadas células frequentemente causam mal funcionamento 

de órgãos. Em nosso trabalho com P. versicolor, foi possível constatar que tanto 

machos quanto fêmeas apresentam uma alta frequência de células 4C e 8C.  

Nandakumar, Grushko, Buttitta, (2020) observaram que células poliploides se 

acumulam no cérebro de indivíduos adultos de D. melanogaster (de três linhagens 

distintas) à medida que os adultos envelhecem, mais especificamente, do sétimo ao 

vigésimo primeiro dia após a emergência dos adultos. As autoras atribuíram o 

acúmulo de células poliploides a um mecanismo adaptativo que auxilia na defesa 

contra danos no DNA que podem acarretar a morte celular. 

 A segunda questão abordada nesse trabalho foi verificar a existência machos 

diploides em P. versicolor. Apesar de praticamente todas as amostras terem 

apresentado picos de múltiplas ploidias, apresentar picos 1C nas células 

provenientes da cabeça parece ser uma característica diagnóstica dos machos de P. 

versicolor. Aron et al. (2005), mostraram que apesar de apresentarem núcleos 2C 

nos tecidos musculares, machos de Bombus apresentam núcleos 1C nas células 

provenientes da cabeça. No entanto, em dois espécimes, PV30 e PV46, 

encontramos apenas núcleos 2C e 4C, compatíveis aos encontrados em fêmeas, 

evidenciando a presença de machos diploides.  

No capítulo 1 dessa dissertação, mostramos que a variância de tamanho das 

asas entre os machos dessa população de P. versicolor é muito maior que das 

fêmeas. Mostramos também que os machos que provinham de ninhos que foram 

coletados apenas indivíduos do sexo masculino tinham asas de tamanho equivalente 

às maiores fêmeas, enquanto machos coletados de ninhos de onde pudemos coletar 

tanto machos quanto fêmeas apresentaram os menores tamanhos de asas. 

Curiosamente, os únicos machos diploides detectados em nossa amostra provêm 
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dos ninhos 2 e 4, ninhos dos quais coletamos tanto machos quanto fêmeas e que 

também produziram os menores machos. 

 A produção de machos diploides em Polistes versicolor é um evento raro que 

parece ser evitado pelo fato de ocorrer a produção preferencialmente de machos ou 

fêmeas na estação reprodutiva dentro dos ninhos (MAULERODRIGUES, 1968, apud 

SOUZA et al., 2017, p. 185) o que reduz os efeitos da endogamia. Entretanto, em 

ninhos de Polistes, algumas das fêmeas subordinadas podem deixar o ninho 

materno para começar seu próprio ninho. Devido à filopatria característica de 

Polistes, essa fundação tende a ser próxima do ninho original, e esses ninhos são 

chamados ninhos satélites (STRASSMANN, 1981), o que pode favorecer o 

cruzamento entre indivíduos aparentados.  

Nossa terceira questão diz respeito à aferição do tamanho do genoma de P. 

versicolor, que apresentou como média 0,65 pg, o maior valor encontrado até então 

no gênero Polistes. Chamou a atenção o fato de que poucos indivíduos foram 

utilizados para a aferição do genoma em outras espécies. Nos artigos onde esses 

genomas foram publicados (ARDILA-GARCIA; UMPHREY; GREGORY, 2010; 

JONHSTON et al., 2004 e HANRAHAN; JOHNSTON, 2011), não foi mencionada a 

existência de núcleos poliploides nessas outras espécies, embora todos os trabalhos 

tenham se baseado no tecido neural ou da cabeça dos espécimes avaliados. 

Jonhston et al. (2004), estudaram a endoreplicação em parasitoides de P. dominula, 

mas não relataram a endoreplicação no tecido neural da espécie, o que indica que 

não observaram picos poliploides como os encontrados nesse trabalho.
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C) D) 

E) 
F) 

Material Suplementar 

 
 
Figura S2: Histogramas obtidos na análise da suspensão nuclear de células do gânglio 

cerebral de espécimes de Polistes versicolor (PV), fêmeas e machos obtidos de tecido fixado 

em álcool absoluto. Núcleos corados com iodeto de propídeo. A) PV50 – fêmea diploide 2C, 

CV=4,60. B) PV68 – fêmea diploide 2C, CV=4,67. C) PV30 – macho diploide 2C, CV=3,70. 

D) PV44 – macho haploide 1C, CV=4,32. E) PV46 - macho diploide 2C, CV=4,43. F) PV81– 

macho haploide 1C, CV=4,87. 
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Figura S3: Histogramas obtidos na análise da suspensão nuclear de células do gânglio 

cerebral de espécimes de Polistes versicolor (PV), fêmeas e machos obtidos de tecido fresco. 

Núcleos corados com iodeto de propídeo. A) PV121 – fêmea diploide 2C, CV=4,83. B) PV129 

– fêmea diploide 2C, CV=3,24. C) PV135 - macho haploide 1C, CV=3,67 D) PV136 - macho 

haploide 1C, CV=4,31. Em vermelho padrão interno fêmeas de Drosophila melanogaster. 

A) B) 

 D) C) 
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CONCLUSÃO GERAL 
 
Neste trabalho, utilizamos dois métodos diferentes para investigar o dimorfismo  

sexual em Polistes versicolor: A morfometria geométrica (para detectar dimorfismo 

na forma e no tamanho das asas anteriores e posteriores) e a citometria de fluxo 

(para mensurar a quantidade de DNA e aferir a ploidia dos indivíduos). 

A morfometria geométrica revelou que embora as asas das fêmeas sejam  em 

média maiores que as dos machos, a diferença não pode ser atribuída unicamente 

ao caráter haplodiploide da espécie, uma vez que a variância de tamanho das asas 

dos machos é muito maior que as das fêmeas e que as maiores asas de machos 

apresentam o mesmo tamanho das maiores asas das   fêmeas. O resultado sugeriu 

ainda que os ninhos nos quais foram coletados apenas indivíduos do sexo masculino 

produziram machos maiores que os ninhos que produziram machos e fêmeas, 

indicando que os recursos podem não ser igualmente disponibilizados para machos 

e fêmeas em um mesmo ninho. 

Em relação à forma, a morfometria revelou que o formato das asas anteriores 

das fêmeas varia muito menos que o dos machos, sugerindo a ação de seleção 

estabilizadora, que atua mais fortemente em estruturas que afetam diretamente o 

fitness do organismo, o que está de acordo com os diferentes comportamentos 

executados por machos e fêmeas e suas influências na sobrevivência do ninho. 

A citometria de fluxo mostrou que as células presentes no tecido neural de 

Polistes versicolor apresentam múltiplas ploidias, tanto em machos quanto em 

fêmeas. A presença de machos diploides foi detectada em nossa amostra, o que já 

foi constatado em outras espécies de Polistes, mas ainda não investigado    em Polistes 

versicolor. A citometria também estimou o valor 1C (quantidade de   DNA no genoma 

haploide) de Polistes versicolor em 0,65 pg, o maior tamanho de genoma dentro do 

gênero Polistes. Outras espécies de Polistes já tiveram seus valores estimados, 

porém a partir de amostras pequenas de indivíduos por espécie, sem qualquer 

registro de poliploidia nas células nervosas. 
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PERSPECTIVAS 
 
Em Polistes versicolor, vimos que os ninhos em que foram coletados apenas 

indivíduos do sexo masculino produziram os maiores machos do que ninhos que 

foram coletados machos e fêmeas, o que pode indicar que os recursos não são 

igualmente disponibilizados para machos e fêmeas em um mesmo ninho. Desta 

forma, novos trabalhos para o teste dessa hipótese podem ser feitos no sentido de 

investigar a distribuição de recursos alimentares. 

A presença de células poliploides em gânglios neurais de indivíduos adultos 

de P. versicolor foi constatada, mas não sabemos se ela proporcionaria os mesmos 

benefícios de defesa contra danos dos DNA como  visto em Drosophila. O que 

também pode ser testado por meio de experimentos que envolvam processos de 

danos oxidativos ao DNA e analisam sua relação com o produção de células 

poliploides. 

Nos ninhos 2 e 4 que coletamos tanto machos quanto fêmeas e produziram os 

menores machos amostrados, foi encontrado a presença de 2 machos diploides. 

Uma hipótese a ser testada é a de que as fêmeas subordinadas poderiam 

indiretamente dificultar o pleno desenvolvimento desses machos por se dedicarem 

mais atenção à alimentação das fêmeas que à dos machos. O que prever um 

desenho esperimental específico para apurar a subnutrição de machos diploides. 
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