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RESUMO

A familia Crabronidae compreende um grupo de extrema importancia na filogenia de
Hymenoptera por ser considerada por alguns autores como 0 grupo que deu origem as
abelhas; no entanto, ainda ha poucos estudos sobre essa familia. O género Trypoxylon é o
mais diverso da familia Crabronidae, com 631 espécies nas quais as fémeas se ocupam da
construgdo e aprovisionamento dos seus ninhos com aranhas que sdo paralisadas e
depositadas em células de cria dispostas linearmente em cavidades preexistentes ou em ninhos
de barro construidos por elas. O género é dividido em dois subgéneros com base em
caracteres morfolégicos e comportamentais. Trypoxylon (Trypoxylon) é o mais diverso e ndo
apresenta sinapomorfias que o sustente como grupo monofilético. Em contrapartida, o
subgénero Trypoxylon (Trypargilum) é caracterizado pelo comportamento de guarda exibido
pelos machos. Apesar de muitos estudos com o subgénero Trypoxylon (Trypargilum) terem
sido desenvolvidos no Brasil, o subgénero Trypoxylon (Trypoxylon) foi pouco explorado,
assim como os estudos de filogenia do género, o que se torna mais dificil ao passo que ndo ha
especialistas no pais na identificacdo taxondmica desses organismos. A utilizacdo de
marcadores moleculares em estudos de genética evolutiva tem sido uma alternativa para casos
como o de Trypoxylon, de maneira a possibilitar o estudo da historia evolutiva do género. Para
isso foi levantada a pergunta central que embasou esse trabalho: “A divisdo subgenérica
de Trypoxylon Latreille, 1796 (Hymenoptera: Crabronidae) é sustentada por marcadores
moleculares?”. Para respondé-la, foram extraidas e sequenciadas para as regides pol, CytB e
COI amostras de 268 espécimes do género Trypoxylon. Foram realizadas também buscas em
bancos de dados, totalizando 173 sequéncias do gene COI. Essas sequéncias foram
submetidas a analises de diversidade nucleotidica, analises filogenéticas pelas metodologias
de Inferéncia Bayesiana e Maéxima Verossimilhanca, além da estimativa de tempo de
divergéncia e delimitacdo e identificacdo de espécies. Os resultados mostraram que o gene
nuclear pol apresenta menor variagédo em relacdo aos genes mitocondriais CytB e COI que se
mostraram bons candidatos para o estudo da variacdo intra e interespecifica. Os dados
moleculares apresentaram altos valores de sustentacdo na divisdo dos subgéneros em
Trypoxylon (Trypoxylon) e Trypoxylon (Trypargilum), porém foi observado que pode haver
mais de dois subgéneros no género Trypoxylon. As analises de delimitacdo de espécies
apresentaram na maioria dos casos 0S mesmos resultados, porém as incongruéncias
observadas se assemelham as dificuldades encontradas também na classificacdo, sugerindo
fortemente a necessidade de revisdo do grupo com base em caracteres morfoldgicos e
moleculares.



ABSTRACT

The family Crabronidae comprises a group of extreme importance to the phylogeny of
Hymenopytera and is considered by some authors to be the group that gave rise to bees.
Despite this importance, very few studies have been conducted on the family. Trypoxylon is
the most diverse genus in Crabronidae, with 631 species. Females supply of their nests with
spiders, which are paralyzed and deposited in brood cells arranged linearly in pre-existing
cavities or in nests of mud built by the females. The genus is divided into two subgenera
based on morphological and behavioral characteristics. Trypoxylon (Trypoxylon) sensu stricto
is the most diverse and has no synapomorphies that sustain it as a monophyletic group.
Nevertheless, the subgenus Trypoxylon (Trypargilum) is characterized by the guard behavior
displayed by males. Although studies on the subgenus Trypoxylon (Trypargilum) have been
developed in Brazil, few investigations have addressed the subgenus Trypoxylon (Trypoxylon)
or the phylogeny of the genus, which becomes more difficult due to the lack of specialists in
the country that can perform the taxonomical identification of these organisms. The use of
molecular markers in genetic evolutionary studies is an option for cases like Trypoxylon and
enables the study of the evolutionary history of the genus. Therefore, the following question
was raised and served as the basis for the present study: "Is the subgeneric division of
Trypoxylon Latreille, 1796 (Hymenoptera: Crabronidae) supported by molecular markers?"
To answer this question, we extracted and sequenced the pol, CytB and COI regions of 268
samples of the genus Trypoxylon. We also searched on databases and found 173 sequences of
the COIl gene. These sequences were subjected to analyses of nucleotide diversity,
phylogenetic analysis by Bayesian Inference and Maximum Likelihood and estimated time of
divergence as well as the delimitation and identification of species. The results showed that
the nuclear gene pol is less varied in comparison to the mitochondrial genes CytB and COl,
which were good candidates for the study of intraspecific and interspecific variation. The
molecular data had high support values for the division of the subgenera into Trypoxylon
(Trypoxylon) and Trypoxylon (Trypargilum). However, the findings suggest that there may be
more than two subgenera in the genus Trypoxylon. The species delimitation analyses
demonstrated the same results in most cases, but the inconsistencies encountered resemble the
difficulties found in the classification, strongly suggesting the need for a revision of the group
based on morphological traits and molecular markers.
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1 Introdugéo

Desde os primdrdios, o ser humano sempre demonstrou a necessidade de fazer classificacoes.
Os primeiros registros de classificacdo dos organismos vivos datam de 360 a.C., quando o
filosofo Aristoteles foi capaz de identificar caracteristicas comuns entre eles, propondo a
formacdo de grupos com base em estruturas organizadas de maneira dicotdmica, das mais
simples as mais complexas, estabelecendo certa hierarquia entre os grupos. Aristoteles os
descreveu inicialmente como organismos que se moviam, dando a eles 0 nome de animais, e
individuos que ndo se moviam, sendo estes as plantas (LOPES; CHOW HO, 2018).

Com o desenvolvimento de novas ferramentas, como o0 microscépio de luz por
Antonie Van Leeuwenhoek, organismos microscépicos puderam ser descritos, revelando uma
diversidade maior, trazendo a necessidade da modificacdo da classificacdo feita até entdo
(MADIGAN et al., 2016).

Carl Von Linné (Carolus Linnaeus) foi outro cientista extremamente
importante na classificacdo dos organismos. Em sua principal obra, denominada Systema
Naturae (1735), ele descreveu os organismos de maneira sistematizada, perdurando a forma
dicotdmica de classificacdo até o surgimento das ideias evolucionistas de Charles Darwin e
Alfred Russel Wallace em 1859, quando a evolucdo passou a integrar as discussdes que
permeavam o estudo do campo bioldgico e sobremaneira, a classificacdo dos seres vivos
(LOPES; CHOW HO, 2018; TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

A partir deste marco, comecou a ser levado em conta o parentesco evolutivo
dos seres vivos ao se fazer as classificacdes, surgindo o que foi chamado de filogenia dos
diferentes grupos de organismos. Em 1866, o entomologo Ernst Haeckel apresentou o seu
sistema de classificacdo como uma arvore na qual deixava explicitas as relagcdes evolutivas de
parentesco entre 0s seres vivos, sistema que ainda hoje € utilizado (SHARKEY, 2007).

Na década de 1950, avancgos tecnoldgicos surgiram e com o advento da
biologia molecular foi possivel o desenvolvimento da escola filogenética que mais tarde seria
utilizada para discusséo das relacOes entre as espécies existentes (LOPES; CHOW HO, 2018).

Atualmente, a proposta de classificacdo mais aceita é a elaborada por Robert
Whittaker (1959), a qual divide os organismos vivos em cinco reinos, dos quais se destaca o
Reino Animalia, representado por organismos heterotrofos que interagem com o0 meio
ambiente na busca por alimento (MADIGAN et al., 2016).



No Reino Animalia esté inclusa a classe Insecta, a mais diversa em numero de
espécies, diversidade de héabitos de vida e distribuicdo geogréafica, representada por
organismos que apresentam, entre suas caracteristicas principais, trés pares de pernas
articuladas e corpo dividido em trés tagmas (RUPPERT; BARNES, 1996).

Na Classe Insecta, destaca-se a ordem Hymenoptera por ser uma das mais
diversas, com cerca de 153.000 especies descritas, de habitos de vida diversos como
predadores, parasitoides ou polinizadores, estes com especial importancia ecoldgica e
econdmica (GRISSELL, 1999; GRIMALDI; ENGEL, 2005; AGUIAR et al., 2013).

A ordem Hymenoptera, representada por abelhas, formigas, sinfitas, vespas
esfecideas e parasitoides (SHARKEY, 2007), é um dos grupos responsaveis por cerca de 80%
da polinizacdo de espécies de plantas brasileiras (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE
ESTUDOS DAS ABELHAS, 2018), além de desempenharem enorme papel ecoldgico como
decompositores e predadores (HOLLDOBLER; WILSON, 1990). Atualmente, as vespas
parasitoides constituem também alternativa ao uso de pesticidas a partir do manejo integrado
de pragas (ABREU; ROVIDA; CONTE, 2015) e as abelhas respondem também pela
producdo de mel e prépolis e pela polinizacdo, tendo papel importante na economia
(MICHENER, 2007).

Ademais, ocorreu em Hymenoptera a evolugdo do comportamento social,
teméatica amplamente estudada e que permanece levantando diversas questdes por envolver
conceitos de altruismo, cooperacdo e conflitos, sendo um desafio a teoria evolutiva
reconhecido pelo proprio Darwin (1859) (HERRON; FREEMAN, 2014). Neste contexto,
argumentos inovadores foram propostos, como a associacdo do sistema haplodiploide de
determinacdo do sexo dos himendpteros e a assimetria de parentesco entre as filhas,
favorecendo o comportamento social (HAMILTON, 1964; CROZIER, 2008).

A classificacdo de Hymenoptera vem sendo amplamente estudada e diversos
trabalhos foram publicados com dados morfol6gicos, comportamentais e moleculares para
estabelecer as relagdes filogenéticas existentes entre 0s grupos inclusos na ordem
(RASNITSYN, 1988; RONQUIST et al., 1999; RONQUIST, 1999; CARPENTER;
WHEELER, 1999; DOWTON; AUSTIN, 2001; SHARKEY, 2007; SHARKEY et al., 2012;
AGUIAR et al., 2013; PETERS et al., 2017).

Atualmente, a ordem ¢ dividida em duas subordens, denominadas Symphyta

(sinfitas) e Apocrita (vespas, formigas e abelhas), em que a diferenca principal entre elas é a
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constricdo dos primeiros segmentos abdominais, possibilitando maior mobilidade abdominal,
favorecendo a maior diversificacio de Apocrita (VILHELMSEN; MIKO; KROGMANN,
2010; PETERS et al., 2017).

Apocrita, por sua vez, inclui as superfamilias “Parasitica” caracterizada pelo
comportamento de parasitismo e auséncia de ferrdo e Aculeata, que agrupa individuos com o
comportamento de predacdo favorecido pela presenca do aculeo ou ferrdo (GRIMALDI;
ENGEL 2005; SHARKEY, 2007; SHARKEY et al., 2012; AGUIAR et al., 2013; PETERS et
al., 2017).

Em trabalho recente sobre a historia evolutiva de Hymenoptera, Peters e
colaboradores (2017) corroboraram a classificagio de Hymenoptera utilizando dados
filogendmicos, chegando a conclusdo de que “Symphyta” e “Parasitica” correspondem a
grupos parafiléticos, enquanto que Apocrita e Aculeata sdo grupos monofiléticos.

A classificagdo de Aculeata também ja foi alvo de diversos estudos e a mais
aceita inclui a superfamilia denominada “Vespoidea”, parafilética, e uma segunda
superfamilia monofilética, denominada de Apoidea que agrupa os demais aculeados
(SHARKEY, 2007; SHARKEY et al., 2012; PILGRIM; VON DOHLEN; PITTS, 2008).

Apoidea inicialmente foi dividida nas familias Sphecidae e Apidae e agrupadas
em um taxon denominado Sphegiformia (MULLER, 1872). Porém, estudos posteriores
apontaram que Sphecidae poderia ser considerado um grupo parafilético, devido a indicios de
que Apidae teria se originado a partir de vespas esfeciformes, reforcando a ideia de que as
duas familias poderiam ser agrupadas em um grupo monofilético (LOMHOLDT, 1982;
ALEXANDER, 1992; PRENTICE, 1998; MELO, 1999; OHL; BLEIDORN, 2006;
LOHRMANN et al., 2008). Essa classificacdo foi suportada por varios autores que
reconheceram uma unica superfamilia denominada Sphecoidea (MICHENER, 1944;
BROTHERS, 1975; BOHART; MENKE, 1976) No entanto, posteriormente, Michener (1986)
sugeriu utilizar o nome Apoidea pelo fato de ter sido o primeiro nome proposto e ter assim
prioridade.

Portanto, de acordo com a classificagdo mais aceita atualmente, Apoidea
agrupa vespas predadoras e abelhas e esta dividido em cinco familias: Sphecidae,
Ampulicidae, Heterogynaidae, Apidae e Crabronidae (ALEXANDER, 1992; MELO, 1999;
BROTHERS, 1999; AGUIAR et al., 2013; AMARANTE, 2002; PETERS et al., 2017), sendo
Sphecidae, grupo irmdo de Crabronidae (PRENTICE, 1998; MELO, 1999; OHL,;
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BLEIDORN, 2006; PETERS et al., 2017) e Crabronidae o grupo que deu origem a
Anthophila, no qual estdo incluidas todas as abelhas (Figura 1) (DANFORTH et al., 2013;

PETERS et al., 2017), o que constitui um motivo relevante para o estudo de Crabronidae.

Figura 1: Arvore filogendmica de Hymenoptera. Circulos azuis escuros indicam 0% de bootstrap, azuis claro de
71-55%, amarelos de 91-99% e vermelhos 100%.
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Fonte: Modificado de Peters et al. 2017

A familia Crabronidae € considerada um grupo monofilético por alguns autores
com base em caracteres morfolégicos (LOMHOLDT, 1982; MELO, 1999; MICHENER,
2007). No entanto, para outros autores que utilizaram dados morfolégicos (ALEXANDER,
1992) e moleculares (OHL; BLEIDORN, 2006; LOHRMANN et al., 2008; DEBEVEC,;
CARDINAL; DANFORTH, 2012; PETERS et al., 2017), Crabronidae pode ser considerado
um grupo parafilético, com base em evidéncias que apontam que a familia Heterogynaidae
esta inclusa em Crabronidae (ALEXANDER, 1992; OHL; BLEIDORN, 2006; DEBEVEC;
CARDINAL; DANFORTH, 2012). Porém, estas relacfes ainda ndo estdo bem esclarecidas e
Apoidea ainda é subdividida em cinco familias, permanecendo Crabronidae separada de
Heterogynaidae (PULAWSKI, 2018).
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Crabronidae destaca-se entre os Apoidea por ser cosmopolita e extremamente
diversa. E representada basicamente por vespas solitarias e predadoras especializadas em
capturar e paralisar a presa que servira de alimento para a sua prole (BOHART; MENKE,
1976; MELO, 2000; HANSON; MENKE, 2006).

A familia Crabronidae é dividida em oito subfamilias, sendo uma delas
denominada Crabroninae, na qual est& inclusa a tribo Trypoxylini que, por sua vez, agrupa
oito géneros, sendo Trypoxylon Latreille, 1796 considerado o mais diverso da familia, com
631 espécies (PULAWSKI, 2018).

Espécies de Trypoxylon apresentam habito de vida solitario. As fémeas se
ocupam da construcdo e aprovisionamento de seus ninhos com aranhas, que séo paralisadas e
depositadas em células de cria, dispostas linearmente em cavidades preexistentes ou em tubos
de barro construidos pelas mesmas (Figura 2). Ao término do aprovisionamento de cada
célula, um ovo é colocado sobre uma das presas estocadas e uma divisoria de barro é
construida, individualizando as células de cria (Figura 3) (BOHART; MENKE, 1976;
COVILLE, 1982).

Figura 2: Formas de nidificacdo do género Trypoxylon. A. Trypoxylon sp. nidificando em cavidade preexistente
em parede; B. Ninho de barro construido por Trypoxylon (Trypargilum) albitarse.
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Fotos: Camila Sabadini
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Figura 3: Visdo interna do ninho de Trypoxylon (Trypargilum) menkeanum em um ninho-armadilha, evidenciando trés
células. Na primeira e segunda células é possivel observar as larvas sobre 0 abdémen de uma aranha; na terceira célula, ha
apenas aranhas e, provavelmente, um ovo que ainda nao eclodiu.

Fonte: COVILLE; GRISWOLD; COVILLE, 2015.

Inicialmente, este género foi dividido por Richards (1934) nos subgéneros
Trypoxylon (Trypoxylon) e Trypoxylon (Trypargilum). Krombein (1967) ao revisa-lo, sugeriu
que os subgéneros fossem elevados a nivel de género, o que posteriormente foi refutado por
Bohart & Menke (1976) e Coville (1982) que revalidaram a proposta original de Richards
(1934).

Esta divisdo infragenérica, considerada até os dias atuais, foi baseada em
caracteres morfoldgicos, bioldgicos e comportamentais, porém Trypoxylon (Trypoxylon)
sensu stricto ndo apresenta sinapomorfias que sustentem sua condic¢éo de grupo monofilético.
Em contrapartida, Trypoxylon (Trypargilum) se diferencia principalmente pelo
comportamento de guarda exibido pelo macho ao longo do processo de nidificacdo, traco
considerado por muitos autores como uma sinapomorfia para o subgénero (AMARANTE,
2005; BROCKMANN, 1980; COVILLE, 1982; BERGAMASCHI et al., 2015).

Trypoxylon (Trypoxylon) apresenta distribuicdo mundial e agrupa 543 espécies
descritas que exibem grande variacdo morfoldgica (PULAWSKI, 2018) e séo subdivididas em
cinco grupos de especies: T. fabricator, T. scutatum, T. marginatum, T. figulus e T. rufidens
(RICHARDS, 1934).

Por outro lado, o subgénero Trypoxylon (Trypargilum) é menos diverso e
apresenta registros desde o sul do Canada até o sul da Argentina. Atualmente, 88 espécies sdo
reconhecidas; estas foram catalogadas e agrupadas, com base em caracteres morfoldgicos e
comportamentais, nos grupos de espécies T. albitarse, T. superbum, T. punctulatum, T.
spinosum e T. nitidum que por sua vez, sdo subdivididos em subgrupos (RICHARDS, 1934).

Mais tarde esses grupos de espécies foram revisados por Sandhouse (1940) que
analisou as espécies do género Trypoxylon com distribui¢do neartica alterando 0os nomes dos

grupos para Fabricator, Scutatum, Marginatum, Figulus e Rufidens para o subgénero
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Trypoxylon (Trypoxylon) e grupos Politum (semelhante ao grupo T. albitarse), Punctulatum,
Spinosum e Nitidum para o subgénero Trypoxylon (Trypargilum).

Em 1982, Coville analisando as espécies do subgénero Trypoxylon
(Trypargilum) da América do Norte, propés uma nova classificacdo para os grupos de
espécies, alterando o nome dos subgrupos de Richards (1934) para complexos e propondo
uma nova reorganizacgéo destes, voltando o grupo Politum para o nome Albitarse e rebaixando
0s grupos T. punctulatum e T. spinosum a nivel de complexos dentro do grupo Nitidum
(Tabela 1) (COVILLE, 1982).

Tabela 1: Comparacéo da classificacdo dos grupos de espécies do género Trypoxylon subgénero Trypoxylon
(Trypargilum).

Richards (1934) Sandhouse (1940) Coville (1982)
Grupo T. superbum Grupo Superbum
Grupo T. albitarse Grupo Politum Grupo Albitarse
Subgrupo T. albitarse Complexo albitarse
Subgrupo T. palliditarse
Subgrupo T. fuscipenne Complexo fuscipenne
Subgrupo T. poultoni Complexo poultoni
Grupo Nitidum
Grupo T. punctulatum Grupo Punctulatum Complexo punctulatum
Grupo T. nitidum Grupo Nitidum Complexo nitidum
Subgrupo T. nitidum
Subgrupo T. aureovestitum Complexo aureovestitum
Subgrupo T. excavatum Complexo excavatum
Subgrupo T. fugax Complexo fugax
Subgrupo T. vagum Complexo vagum
Grupo T. spinosum Grupo Spinosum Complexo spinosum

Fonte: Modificado de Coville (1982).

Os subgéneros apresentam diferencas morfoldgicas, biol6gicas e
comportamentais, com destaque para duas delas: i) o0 comportamento de guarda exibido pelos
machos do subgénero Trypoxylon (Trypargilum) (Figura 4) que, ao formar par com uma
fémea, mantém presenca constante durante o processo de nidificacdo, o que pode ser eficiente
contra ataque de parasitoides, predadores e competidores intraespecificos (BROCKMANN;
GRAFEN, 1989), alem de provavelmente, ser uma forma de garantir a paternidade da prole
feminina como apontado por Bergamaschi et al. (2015); ii) a morfologia do casulo que em
Trypoxylon (Trypoxylon) é delicado, com uma coloracdo branca se assemelhando a seda

(Figura 5A) e em Trypoxylon (Trypargilum) € mais rigido e com coloracdo marrom
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envernizada devido as secrecBes que a larva incorpora ao construi-lo (Figura 5B)
(KROMBEIN, 1967; MATTHEWS; MATTHEWS, 1968; BOHART; MENKE, 1976).

Figura 4: Exemplo de macho em posicéo de guarda. Macho do grupo T. (Trypargilum) nitidum na posicéo de
guarda durante a nidificagdo em ninho reaproveitado de T. (Trypargilum) albitarse.

Foto: Camila Sabadini

Figura 5: Casulos do género Trypoxylon. A. Casulo de Trypoxylon (Trypoxylon) punctivertex; B. Casulo de T.
(Trypoxylon) albitarse.

Fotos: Camila Sabadini

Ademais, outra caracteristica que distingue as espécies do subgénero
Trypoxylon (Trypargilum) é a morfologia da espermateca das fémeas, considerada néo
funcional quando comparada as de fémeas de Trypoxylon (Trypoxylon) (MOREIRA, 2007).
Este fato pode justificar a necessidade de repetidas coOpulas imediatamente antes da
oviposicdo para gerar filhas, demandando a presenca constante do macho durante o processo
de nidificacéo.

Sendo assim, acredita-se que esse comportamento, compartilnado pelas
espécies do subgénero, tenha surgido a partir de um ancestral comum e se estabeleceu no
tempo evolutivo com a receptividade da fémea a repetidas cépulas ao longo do processo de
nidificacdo (ALCOCK et al., 1978).
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Por concentrar grande riqueza de espécies, a regido Neotropical foi alvo de
muitos estudos no intuito de obter dados sobre a histdria natural do subgénero Trypoxylon
(Trypargilum). A maior parte dos estudos relacionados a fauna Neotropical foi realizada no
Brasil, focando diversos aspectos - taxonomia, distribuicdo geografica, biologia,
comportamento, alocacdo sexual, parentesco intranidal, morfologia, citogenética, estrutura
familial e genética de populacdes (AMARANTE, 1991a; 1991b; 2002; 2005; ARAUJO et al.,
2002; PERUQUETTI, 2003; 2005; PERUQUETTI; DEL LAMA, 2003; BUSCHINI, 2006;
2007; BUSCHINI; WOLF, 2006; BUSCHINI; BERGAMASCHI, 2010; BUSCHINI;
DONATTI, 2012; SANTONI; DEL LAMA, 2007; SANTONI, 2008; SANTONI;
BRESCOVIT; DEL LAMA, 2009; ALMEIDA 2010; ALMEIDA et al., 2013;
BERGAMASCHI, 2013; BERGAMASCHI et al., 2015; BERGAMASCHI; DEL LAMA,
2015)

Entretanto, a amostragem e a quantidade de trabalhos com espécies do
subgénero Trypoxylon (Trypoxylon) na regido Neotropical é quase inexistente, com apenas
alguns estudos sobre socialidade e biologia de nidificagdo em Trypoxylon (Trypoxylon)
asuncicola Strand, 1910 (PERUQUETTI; DEL LAMA, 2003) e anéalise citogenética das
espécies T. (Trypoxylon) asuncicola, Trypoxylon (Trypoxylon) fabricator Strand, 1910 e T.spl
(GOMES; POMPOLO; CAMPOS et al., 1995).

Os estudos de filogenia sdo muito esparsos no género, assim como nao ha
especialistas capazes de fazer a identificacdo taxondmica, 0 que constitui um sério
impedimento no estabelecimento da classificacdo no género.

Atualmente, a utilizacdo de marcadores moleculares tem sido uma forma de
aumentar as informacGes disponiveis para auxiliar no estudo dos mais diversos grupos de
organismos vivos de tal forma que, questdes dificilmente esclarecidas pelos marcadores
morfoldgicos, passam a ser prioridade para o uso de marcadores moleculares (BLAXTER,
2003).

A utilizacdo dos marcadores moleculares é pautada pelo preceito de que a
informagdo necesséria esta distribuida em todo o genoma; porém, para que seja eficiente, o
tipo de marcador a ser utilizado deve ter estrutura e modo de heranga conhecidos, além de
apresentar variagdo entre as populagdes e espécies (AVISE, 1994).

Os marcadores mitocondriais séo considerados os marcadores modelos para 0s

estudos de genética evolutiva, pois apesar de representar uma pequena parte da informacao
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genética contida nos organismos, sdo mais faceis de acessa-los devido ao tamanho reduzido,
por estar presente em uma organela ao invés de estar no nucleo, ndo apresentar introns e
sequéncias repetitivas, o que facilita o processo de leitura das sequéncias nucleotidicas e
posterior analise dos dados, além de apresentar heranca uniparental materna e maior taxa de
variabilidade se comparado aos genes nucleares, culminando em uma evolucdo mais rapida
(BROWN et al., 1982; WILSON et al.,, 1985; MORITZ; DOWLING; BROWN, 1987,
SACCONE et al., 1999).

O gene mitocondrial citocromo c¢ oxidase subunidade | (COIl) tem sido
utilizado como um codigo de barras genético (DNA Barcode) para identificar taxons
(HEBERT et al., 2003), sendo uma excelente ferramenta para estudos taxonomicos. Ele
apresenta duas vantagens em relacdo aos demais genes mitocondriais: i) existéncia de
diversos marcadores universais conhecidos para esse gene e que englobam quase todos 0s
filos animais (FOLMER et al., 1994; ZHANG; HEWITT, 1997); ii) possui alta ocorréncia de
substituicdes na terceira base nucleotidica, elevando a sua taxa de evolugcdo molecular em trés
vezes se comparada a de outros genes mitocondriais como 12S e 16S, permitindo assim a
caracterizacdo de especies, bem como a diferenciacdo entre as espécies (KNOWLTON;
WEIGT, 1998; COLLINS; CRUICKSHANK, 2012).

O gene COI pode ser utilizado conjuntamente com outros genes para
estabelecer relacdes filogenéticas mais robustas (SIMMONS; WELLER, 2001), o que pode
ser de especial utilidade em investigacdes como no caso do género Trypoxlon, em que a
realizacdo de estudos sobre a biologia, estrutura populacional e comportamento de nidificacéo
é dificultada pela falta de especialistas para uma segura identificacdo das espécies do género,
fato este que tem sido um sério obstaculo para as pesquisas desenvolvidas ndo so pelo nosso,
mas também para outros grupos de pesquisa.

O interesse de tornar possivel o estudo desse grupo fascinante acabou por
inspirar a realizagdo deste trabalho, de modo que ao estudarmos melhor a histéria evolutiva do
grupo poderemos testar a monofilia dos subgéneros e sera possivel também testar a
identificacdo molecular dos individuos tanto por descoberta de espécies novas como por
caracterizagdo das espécies ja identificadas, possibilitando assim que outros trabalhos sejam
realizados em futuro proximo.

Ademais, Trypoxylon também é um representante de Crabronidae, outro grupo
com poucos estudos filogenéticos (MELO, 1999; HANSON; MENKE, 2006; ROSA, 2015) e
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que pode nos fornecer informagfes valiosas sobre a ascendéncia e historia evolutiva das
abelhas (DEBEVEC; CARDINAL; DANFORTH, 2012; DANFORTH et al., 2013; PETERS
et al., 2017). Além disso, estudos tém demonstrado que abelhas e vespas que nidificam em
cavidades preexistentes tendem a apresentar um maior nimero de espécies em ambientes mais
alterados (KLEIN et al., 2002), o que torna tais espécies sensiveis bioindicadores da acdo
antrépica e de mudancas ambientais (TSCHARNTKE; GATHMANN; STEFFAN-
DEWENTER et al.,, 1998), sendo de grande valia o conhecimento da classificacdo e
identificacdo desses organismos.

Considerando que a divisdo subgenérica de Trypoxylon foi realizada apenas
com base em marcadores morfolégicos e comportamentais, uma questdo imediatamente
decorre deste fato, constituindo a pergunta central que sustenta este trabalho: “A divisdo
subgenérica de Trypoxylon Latreille, 1796 (Hymenoptera: Crabronidae) € sustentada por
marcadores moleculares?”.

Neste sentido, para que tal questdo fosse adequadamente respondida, dois
objetivos especificos foram tracados: i) padronizar marcadores moleculares de forma a utiliza-
los como meio de estimar a variacdo entre as especies de cada subgénero; ii) estimar as
relacfes evolutivas entre as espécies dos subgéneros, assim como entre 0s subgrupos que 0s

compdem.

2 Material e Métodos

2.1 Obtencéo de amostras
Os espécimes utilizados nas andlises foram obtidos de duas formas. A primeira foi por meio
de coleta feita por nés ou em trabalhos realizados anteriormente no Laborat6rio de Genética
Evolutiva de Himendpteros (LGEH) utilizando ninhos-armadilha e busca ativa por ninhos de
barro construidos em paredes. Os ninhos-armadilha foram feitos com gomos de bambu de 5
mm a 10 mm de didmetro, cortados na regido dos nds de forma que ficassem com,
aproximadamente, 20 cm de comprimento. Esses gomos foram cortados longitudinalmente e
as duas partes foram mantidas juntas com auxilio de fita adesiva de forma que pudessem ser
abertos facilmente quando necessario. Por fim, os tubos de bambu foram agrupados em
pacotes com oito unidades (Figura 6A e 6B).
Outro modelo de ninho-armadilha utilizado foi elaborado com uma placa de
madeira com furos onde eram encaixados tubos de papel cartdo com cerca de 10 cm de
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comprimento e 6 mm ou 8 mm de didmetro (Figura 6C). Apds a confeccdo, eles eram
dispostos na localidade a ser estudada (Tabela 2) e de 15 em 15 dias eram feitas visitas para
averiguar se havia nidificacdo (Figura 6D).

Figura 6: Ninhos-armadilhas. A. Gomo de bambu cortado e colado com fita adesiva o que correspondia a um
ninho-armadilha; B. Pacote com oito ninhos armadilha; C. Ninho-armadilha feito em placa de madeira, os tubos
onde os individuos nidificam foram confeccionados com papel cartdo; D. Pacote instalado em area de coleta.
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Fotos: Camila Sabadini

Tabela 2: Relacdo das localidades de coleta especificando as siglas utilizadas, os pontos nos quais foram
instalados ninhos-armadilha e suas respectivas coordenadas. UFSCar: Universidade Federal de Sdo Carlos,
UFLA: Universidade Federal de Lavras, UFV: Universidade Federal de Vigosa, UESC: Universidade Estadual
de Santa Cruz.

Sigla Localidades Ponto de coleta Coordenadas
ARR Araras — SP Campus da UFSCar 22°18'41"S, 47°23'05"W
SCL Sdo Carlos — SP Campus da UFSCar 21°59'03"S, 47°52'55"W
RIF Rifaina— SP Zona rural - Fazenda Rio Branco 20°03'32"S, 47°26'25"W
SJC Sdo José dos Campos — SP  Zona rural — Estrada Municipal Petybon 23°11'01"S, 45°55'39"W
LAV Lavras — MG Campus da UFLA 21°13'56"S, 44°59'37"W
VIC Vigosa— MG Campus da UFV 20°45'39"S, 42°51'50"W
ILH llhéus — BA Campus da UESC 14°47'46"S, 39°1022"W
CFO Campo Formoso — BA Chapada Diamantina — Fazenda Formosa ~ 10°21'37"S, 40°26'09"W
GUA Guarapuava — PR Parque Municipal das Araucérias 25°23'36"S, 51°27'19"W
PRU Prudentopolis — PR Zona rural - BR 277 / Km 284 25°19'08"S, 51°01'56"W
SMA Atilio Vivacqua — ES Zona rural - Sdo Pedro 20°56'32"S, 41°11'51"W

Quando era registrado sinal de nidificacdo, tanto em ninhos-armadilha quanto
em ninhos de barro, esperava-se 0 término desta e o desenvolvimento da prole até a fase de

casulo, quando os individuos eram colocados individualmente em vidros de penicilina e
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deixados a temperatura ambiente até a emergéncia do adulto. Apds isso, eram anotadas as
informacgdes de sexo e data de emergéncia e os individuos transferidos para tubos de 1,5 ml
com alcool 85% e estocados a -4°C para posterior extracdo do DNA. A segunda forma de
obtencdo de amostras foi pela concessdo de espécies em alcool, ou montados a seco por
grupos de pesquisa parceiros do LGEH (Tabela 3).

A triagem do material obtido para o presente trabalho consistiu em separar 0s
organismos de acordo com seus tipos morfologicos com base nas chaves de identificacdo de
Bohart & Menke (1976) e Coville (1982). Essa identificacdo foi realizada por nés quando
possivel, pelos grupos de pesquisa descritos na Tabela 3 e pelo Dr. Wojciech J. Pulawski
(California Academy of Science). Quando ndo era possivel efetuar a classificagdo utilizando
chaves de identificacdo, o morfotipo recebia um nome genérico para identificagdo como

descrito nos resultados.
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Tabela 3: Espécimes de Trypoxylon fornecidos por grupos de pesquisa parceiros do LGEH. N (nimero de espécimes), ARA (Aracaju - SE), CAR (llha do Cardoso-SP),
CAN (Cananéia-SP), COM (llha Comprida- SP), ITI (ltirapina-SP) e COT (Cotriguagu - MT).

Universidade Grupo de pesquisa Morfotipos N  Localidade de coleta Armazenamento

Universidade Estadual do Maranhdo (UEMA)  Agroecologia de Desenvolvimento Rural Sp01- ARA 3 ARA Seco
Universidade Estadual do Maranhdo (UEMA)  Agroecologia de Desenvolvimento Rural Sp02 - ARA 3 ARA Seco
Universidade Estadual do Maranhdo (UEMA)  Agroecologia de Desenvolvimento Rural Sp03 - ARA 2 ARA Seco
Universidade Estadual do Maranhdo (UEMA)  Agroecologia de Desenvolvimento Rural Sp04 - ARA 3 ARA Seco

USP — Ribeir&o Preto (FFCLRP) Laboratério de Ecologia e Evolugdo de Abelhas e Vespas Morfotipo "A* 8  CAR, CANe COM  Seco e alcool
USP — Ribeiréo Preto (FFCLRP) Laboratério de Ecologia e Evolugdo de Abelhas e Vespas Morfotipo"B" 4 CARe CAN Seco e alcool
USP — Ribeir&o Preto (FFCLRP) Laboratrio de Ecologia e Evolugdo de Abelhas e Vespas Morfotipo"C" 10 CAN, CANe COM  Seco e alcool
USP — Ribeiréo Preto (FFCLRP) Laboratério de Ecologia e Evolugdo de Abelhas e Vespas Morfotipo"D" 3 CAR Seco e alcool
USP — Ribeir&o Preto (FFCLRP) Laboratdrio de Ecologia e Evolugdo de Abelhas e Vespas Morfotipo "E" 1 CAR Seco e alcool
USP — Ribeiréo Preto (FFCLRP) Laboratério de Ecologia e Evolugao de Abelhas e Vespas  Morfotipo "F" 1 CAR Seco e alcool
USP — Ribeir&o Preto (FFCLRP) Laboratdrio de Ecologia e Evolugdo de Abelhas e Vespas Morfotipo"H" 2 COM Seco e alcool
USP — Ribeiréo Preto (FFCLRP) Laboratério de Ecologia e Evolugdo de Abelhas e Vespas  T. lactitarse 2 CAR Seco e alcool
USP — Ribeir&o Preto (FFCLRP) Laboratdrio de Ecologia e Evolugdo de Abelhas e Vespas T. punctivertex 4 CANe COM S'eco e lcool
USP — Ribeirdo Preto (FFCLRP) Laboratério de Biologia Comparada de Abelhas T.punctivertex 7 ITI NCOO'

USP — Ribeirao Preto (FFCLRP) Laboratério de Biologia Comparada de Abelhas T. lactitarse 3 Tl NCOO'

USP — Ribeirdo Preto (FFCLRP) Laboratério de Biologia Comparada de Abelhas T.rogenhoferi 4 ITI Alcool

USP — Ribeirao Preto (FFCLRP) Laboratério de Biologia Comparada de Abelhas T. sp2 2 Tl Seco

USP — Ribeirdo Preto (FFCLRP) Laboratério de Biologia Comparada de Abelhas T.sp 2 Tl Seco
Universidade Federal do Mato Grosso (UFTM) Laboratdrio de Ecologia de Comunidades Spl-COT 3 coT Seco
Universidade Federal do Mato Grosso (UFTM)  Laboratério de Ecologia de Comunidades Sp2 - COT 2 COoT Seco
Universidade Federal do Mato Grosso (UFTM) Laboratdrio de Ecologia de Comunidades Sp3 - COT 2 COoT Seco
Universidade Federal do Mato Grosso (UFTM)  Laboratério de Ecologia de Comunidades Sp4 - COT 2 COT Seco
Universidade Federal do Mato Grosso (UFTM) Laboratdrio de Ecologia de Comunidades T.xanthandrum 2  COT Seco
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2.2 Obtencédo do DNA, amplificacdo, sequenciamento e analise das sequéncias nucleotidicas
Os individuos coletados, assim como os cedidos tiveram 0 DNA extraido a partir de trés
pernas do lado direito do corpo ou do térax utilizando os métodos Chelex 100 (WALSH,;
METZGER; HIGUCHI, 1991) ou fenol-cloroformio-CETAB (FERNANDES-SALOMAO et
al., 2005).

Logo apds a obtencdo do extrato, as amostras eram amplificadas por PCR para
as regides dos genes nucleares wingless (wg) e RNA Polimerase Il (pol) e dos genes
mitocondriais citocromo ¢ oxidase subunidade | (COIl) e citocromo B (CytB) utilizando os

oligonucleotideos iniciadores descritos na Tabela 4.

Tabela 4: Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores utilizados e seus respectivos autores.

Regido Sequéncia de oligonucleotideos Autores

COl-LepF1  5°- ATT CAACCA ATC ATAAAG ATATTGG-3’
COI-LepR1 5 -TAAACT TCT GGA TGT CCA AAA AAT CA-3’

HEBERT et al., 2004

CytB - F 5 -TAAAGAGTCCAATTACTCCTCC-3% Laboratdrio de Genética Evolutiva
CytB-R 5 -GGA CAAATATCATTT TGA GGA GC -3’ de Himenopteros

Wg-F 5'- TGC ACN GTG AAR ACY TGC TGG ATG CG - 3' WARD; DOWNIE, 2005
Wg-R 5'- ACY TCG CAG CAC CARTGG AA - 3' ABOUHEIF; WRAY, 2002
Polfor2a—F  5'- AAY AAR CCV GTY ATG GGT ATT GTRCA - 3' DANFORTH; FANG:; SIPES,
Polrev2a—R 5'- AGR TAN GAR TTC TCR ACG AAT CCTCT -3 2006

As reacOes de amplificacdo foram realizadas em volume final de 25pL
contendo tampao de reacdo Invitrogen 1x, 2,5mM de cloreto de magnésio, 250uM de cada
dNTP, 1uM de cada oligonucleotideo iniciador, 1U de Taq Polimerase Platinum® Taq DNA
Polymerase — Invitrogen e eventualmente GoTag® DNA Polymerase — Promega, 1 pL ou 2
pL da solucdo de DNA e &gua esterilizada. As PCRs foram submetidas a diferentes ciclos em
termociclador de acordo com a temperatura de anelamento de cada par de oligonucleotideo
iniciador (Tabela 5). Posteriormente, os fragmentos amplificados foram submetidos a

dTM

eletroforese em gel de agarose 1%, corado com Gel Red ™ e a qualidade da amplificacdo foi

revelada em luz ultravioleta com foto documentador BIO-RAD Gel Doc™ XR+.
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Tabela 5: Informac6es dos ciclos aos quais foram submetidas as reagdes de PCR para cada gene estudado.

wg Temperatura Tempo Ciclos pol Temperatura  Tempo  Ciclos

Desnaturacdo 94°C 3 1x  Desnaturagédo 95°C 15’ 1x
Desnaturacéo 94°C 40" Desnaturagdo 95°C 40"
Hibridagdo 54°C 1 40x  Hibridacédo 54°C 1 40x
Elongacéo 72°C 120" Elongacéo 72°C 1'30"
Extenséo 72°C 10 1x  Extensdo 72°C 10 1x

CytB Temperatura Tempo Ciclos COl Temperatura  Tempo  Ciclos
Desnaturacdo 94°C 3 1x  Desnaturagédo 94°C 3 1x
Desnaturacéo 94°C 30° Desnaturagdo 94°C 30"
Hibridagdo 54°C 1 40x  Hibridacédo 48°C 1 40x
Elongacéo 72°C 130" Elongacéo 72°C 1'30"
Extenséo 72°C 10 1x  Extensdo 72°C 10 1x

Os fragmentos gerados na amplificacdo por PCR foram purificados utilizando
1U de SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase, GE) e 10U de Exol (Exonuclease I, GE) em 8uL
de DNA amplificado totalizando o volume de 10uL, que foi submetido a um ciclo Gnico de
60 minutos a 37°C, 15 minutos a 80°C e 5 minutos a 20°C em termociclador. Posteriormente,
os fragmentos purificados foram sequenciados utilizando 2,5x do tampédo Save Money, 1uL
de BigDye v3.1 (Applied Biosystems), 1 picomol do oligonucleotideo iniciador, 1uL da
reacdo purificada e agua esterilizada completando 10uL no volume final. O sequenciamento
foi realizado em um sequenciador automatico ABI 3700 (Applied Biosystems).

A analise das sequéncias obtidas foi realizada no programa CodonCode versao
3.7.1 (CodonCode, Dedham, Massachusetts, United States). O alinhamento e edi¢do para
retirada dos oligonucleotideos iniciadores foi feito no programa BioEdit (HALL, 1999)
utilizando a ferramenta CLUSTAL W (THOMPSON; HIGGINS; GIBSON et al., 1994). Para
verificar as similaridades entre as sequéncias analisadas e aquelas depositadas no banco de
dados do NCBI/GenBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov/) foi utilizado o software BLAST®
(ALTSCHUL et al., 1990) disponivel na mesma plataforma, e com isso foi possivel
confirmar que a regido génica estudada correspondia a regido de interesse.

O numero de haplétipos para cada espécie foi identificado e estimativas de
diversidade nucleotidica () nas e entre as especies foram realizadas utilizando o programa
DnaSP v7.1.2 (LIBRADO; ROZAS, 2009) e a diferenca par a par entre as espécies foi
elaborada no Mega7 (KUMAR; STECHER; TAMURA, 2016). Foi utilizada a metodologia
TCS Network (CLEMENT et al., 2002) no programa PopArt v.1.7 para a confeccdo de redes
de hapl6tipos com a finalidade de, juntamente com os indices de diversidade nucleotidica,

separar as sequéncias em linhagens de acordo com a quantidade de substituicdes
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nucleotidicas existente entre elas. Desta forma, quando era observado um numero de
substituicdes nucleotidicas maior do que o geralmente visto nas espécies com base no gene

COl, essa sequéncia era considerada como pertencente a outro tipo genético.

2.3 Obtencéao de sequéncias em bancos de dados
Foram realizadas buscas por sequéncias nucleotidicas de espécies do género Trypoxylon e de
espécies proximamente relacionadas nas plataformas NCBI/GenBank e BOLD Systems v4
(http://www.boldsystems.org/). As sequéncias encontradas foram analisadas seguindo o
mesmo procedimento citado anteriormente, de maneira que apenas as que nao apresentassem
indels e missing data foram consideradas nas analises.

As sequéncias extraidas dos bancos de dados também foram submetidas a
andlise de diversidade haplotipica nas espécies utilizando o software DnaSP v7.1.2
(LIBRADO; ROZAS, 2009) para que na presenca de sequéncias repetidas, apenas uma unica

sequéncia por haplétipo fosse utilizada nas analises filogenéticas.

2.4 Analises filogenéticas

A filogenia de Trypoxylon foi gerada a partir de cada gene separadamente e com as
sequéncias concatenadas dos genes mitocondriais. Foram utilizados os modelos de Inferéncia
Bayesiana (IB) e de Méaxima Verossimilhanca (em inglés, Maximum Likelihood - ML). Os
melhores modelos evolutivos para as trés particGes dos dados foram estimados no programa
Partition Finder v1.1.1 (LANFEAR et al., 2012) com base no Alkaike Information Criterion
(AIC) sugerido por Posada & Buckley (2004). Quando os dados ndo foram particionados, a
estimativa do melhor modelo evolutivo foi feita no programa jModelTest 2.1.10 (POSADA,
2008), baseando-se também no AIC (POSADA; BUCKLEY, 2004) .

Para a analise por IB de todos os genes, foi utilizado o programa MrBayes 3.2
(HUELSENBECK; RONQUIST, 2001), sendo duas corridas independentes de 10 milhdes de
geracOes e quatro cadeias de Markov Monte Carlo (MCMC). Ap6s a amostragem de mil
arvores a cada mil geracdes, considerou-se um burn-in de 25% e com isso, 2,5 mil arvores
foram descartadas. A convergéncia das corridas foi estimada utilizando o programa Tracer
v1.6 (http://beast.bio.ed.ac.uk/Tracer) e os resultados foram aceitos quando os valores de ESS
(Effective Sample Size) foram >200. A arvore consenso para cada inferéncia foi visualizada e
editada usando o programa FigTree v1.4.2 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

A andlise filogenética pelo meétodo de ML foi realizada no RAxXML
(STAMATAKIS; HOOVER; ROUGEMONT, 2008) utilizando o default do programa que
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consiste no modelo evolutivo GTRAC, modelo de heterogeneidade com sitios invariaveis e
distribuicdo gamma para cada particdo durante a corrida.

Ademais, foi elaborada outra andlise de 1B utilizando a plataforma CIPRES
Science Gateway (MILLER; PFEIFFER; SCHWARTZ, 2010) para executar o programa
BEAST 2.4.8 (BOUCKAERT et al., 2014) e assim estimar o tempo de divergéncia dos
subgéneros considerando todo o conjunto de dados obtidos para o gene COI.

Para obter o tempo absoluto, foi utilizada a taxa de substituicdo de 1,9% por
sitio por milhdes de anos como padronizado por Machado e colaboradores (2001) para vespas
do figo, o grupo mais proximamente relacionado a Trypoxylon no qual foi possivel identificar
a padronizacdo de uma taxa de mutacdo. O modelo de substituicdo foi estimado no
jModelTest 2.1.10 (POSADA, 2008), baseando-se no AIC (POSADA; BUCKLEY, 2004).
Foram realizadas trés corridas independentes com o conjunto de dados particionado e néo
particionado, seguindo os parametros Birth Death Model com reldgio relaxado de 30 milhGes
de geracdes. Ao final das trés corridas para cada uma das metodologias (dados particionados
e nao particionados), foi utilizado o programa LogCombiner v2.4.8 para combinar os
arquivos das estatisticas e das arvores geradas.

A convergéncia entre as corridas e o desempenho da analise foram checados
utilizando o programa Tracer v1.6, e os resultados foram aceitos quando os valores de ESS
foram >200. As arvores resultantes foram sumarizadas no TreeAnotator v2.4.8 assumindo um
burn-in de 25% e a arvore consenso das espécies com o tempo de divergéncia foi visualizada

no programa FigTree v1.4.2.

2.5 Delimitacao de espécies
As analises de identificacdo de espécimes e delimitacdo de espécies, a partir do marcador
mitocondrial COI, foram realizadas utilizando duas metodologias diferentes: a andlise por
distancia genética e a analise pelo modelo filogenético e coalescente.

A distancia genética foi estimada utilizando o modelo evolutivo de Kimura-2-
Parametros (K2P) (KIMURA, 1980) por meio do pacote SPIDER (SPecies IDentity and
Evolution in R; BROWN et al., 2012) dentro da plataforma R (R DEVELOPMENT CORE
TEAM, 2011). Essa andlise possibilita que, a partir do conjunto de dados fornecido, seja
calculado o valor méaximo da distancia genética intraespecifica e o valor minimo
interespecifico, gerando assim o valor de Barcoding gap que representa a lacuna que existe
entre a distancia genética de individuos de uma mesma espécie e a distancia genética entre

individuos de espécies diferentes (MEYER; PAULAY, 2005). A partir do Barcoding gap e
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utilizando a funcdo “localMinima” do pacote SPIDER, € estabelecido o valor de corte
denominado de 6timo threshold (OT) que indica a transicdo entre os individuos pertencentes
a mesma espécie e os individuos de espécies distintas (BROWN et al., 2012).

Apo6s a obtencdo desse valor, foi utilizado o programa jMOTU v1.0.9
(http://www.nematodes.org/bioinformatics/jMOTU/) para separar os individuos em unidades
taxonémicas operacionais moleculares (MOTU). A MOTU é um termo amplamente utilizado
na delimitagdo de espécies que consiste em agrupamentos de sequéncias que representam as
entidades moleculares presentes no conjunto de dados (JONES; GHOORAH; BLAXTER,
2011), possibilitando que seja feita a caracterizacdo de morfotipos que merecem uma atencao
dos taxonomistas por, possivelmente, representarem uma espécie ainda ndo identificada
(COLLINS; CRUICKSHANK, 2012).

Essa andlise foi realizada com dois conjuntos de dados diferentes a fim de
comparacdo, sendo o primeiro, todas as sequéncias de COI obtidas durante este trabalho,
totalizando 333 sequéncias; ja o segundo conjunto de dados utilizado foi composto de uma
sequéncia por haplétipo, totalizando 102 sequéncias.

A delimitagdo de espécies realizada pelo modelo filogenético e coalescente foi
feita por meio de duas metodologias diferentes utilizando apenas uma sequéncia por
haplétipo (n = 102) com o intuito de evitar politomias geradas por sequéncia idénticas no
conjunto de dados (FUJISAWA; BARRACLOUGH, 2013).

A primeira metodologia foi o bPTP (https://species.h-its.org/), em que se
assume que o namero de substituicGes nucleotidicas entre espécies € significativamente maior
do que entre organismos de uma mesma espécie. Para a realizacdo da analise, é utilizada uma
arvore ndo ultramétrica em que o comprimento dos ramos significa 0 nimero médio de
substituicbes nucleotidicas por sitio entre duas sequéncias, fazendo com que seja possivel
relacionar espécies novas a espécies conhecidas (ZHANG; MUSTER; LIANG, 2012). A
arvore foi obtida utilizando o programa MrBayes 3.2 (HUELSENBECK; RONQUIST, 2001)
conforme descrito anteriormente nas analises filogenéticas. Foram feitas duas corridas com e
sem 0s grupos externos Pison sp. e Nitela sp. com 300 mil geragdes MCMC.

A segunda metodologia utilizada foi o GMYC (Generalized Mixed Coalescent
Yule) (PONS et al., 2006) que estima a transi¢do entre os eventos de coalescéncia e os de
especiacao e extingdo que representam, respectivamente, as relagfes intra e interespecificas
com base em uma arvore ultramétrica na qual o comprimento dos ramos significa a distancia

genética em relacdo ao tempo e que, neste trabalho, foi gerada no programa BEAST v2.4.8
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(BOUCKAERT et al., 2014) na plataforma CIPRES Science Gateway (MILLER; PFEIFFER,;
SCHWARTZ, 2010) utilizando os mesmos parametros da analise de tempo de divergéncia
descrita anteriormente. A analise do GMYC foi realizada na plataforma R (R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2011) utilizando o pacote SPLITs (SPecies LImits by
Threshold Statistcs; MONAGHAN et al., 2009) e o método de threshold Unico em que
assume um unico intervalo padrdo para delimitar o ponto de transicdo entre 0s eventos de

especiacao/extin¢do e eventos de coalescéncia.
3 Resultados

3.1 Amostragem e obtencéo das sequéncias nucleotidicas

Apds a coleta e triagem dos organismos a serem estudados, foi realizada a extracdo do DNA
de 268 individuos que representavam 29 morfotipos, sendo 24 do subgénero Trypoxylon
(Trypargilum) e cinco do subgénero Trypoxylon (Trypoxylon) (Tabela 6). Além destes,
também foi extraido o DNA de individuos da familia Crabronidae com o intuito de utiliza-los
como grupos irmdos nas andlises filogenéticas, sendo eles trés individuos do género Pison

(Crabronidae: Trypoxilini) e trés individuos do género Nitela (Crabronidae: Mischophini).

Tabela 6: Morfotipos do género Trypoxylon utilizados para extracdo de DNA obtidos em coletas ou por doacao
de grupos de pesquisa parceiros do LGEH. SCL (Sao Carlos-SP), ARR (Araras-SP), RIF (Rifaina-SP), ITI
(Itirapina-SP), COM (llha Comprida-SP), CAN (Cananeia-SP), CAR (llha do Cardoso-SP), SJIC (S&o José dos
Campos-SP), LAV (Lavras-MG), VIC (Vicosa-MG), CFO (Campo Formoso-BA), ILH (Il1héus-BA), SMA (S&o
Mateus-ES), GUA (Guarapuava-PR), PRU (Prudentépolis-PR), ARA (Aracaju-SE) e COT (Cotriguagu-MT).

Trypargilum Trypargilum

Morfotipo Localidade N Morfotipo Localidade N
Trypoxylon albitarse SCL 37 Morfotipo B CAN 2
Trypoxylon albitarse LAV 14 Morfotipo C CAR 2
Trypoxylon albitarse VIC 17 Morfotipo C COM 2
Trypoxylon albitarse CFO 1 Morfotipo C CAN 6
Trypoxylon albitarse ILH 17 Morfotipo D CAR 2
Trypoxylon albitarse PRU 6 Morfotipo D CAN 1
Trypoxylon albitarse GUA 19 Morfotipo F CAN 1
Trypoxylon agamemnon GUA 11 T.SP ITI 1
Trypoxylon aurifrons SCL 5 T.SP SCL 6
Trypoxylon aurifrons ARR 4 T. sp2 ITI 2
Trypoxylon aurifrons RIF 3 Sp2 - COT coT 2
Trypoxylon aurifrons SMA 2 Sp3 - COT COoT 2
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Tabela 6: Continuacdo

Trypargilum Trypargilum

Morfotipo Localidade N Morfotipo Localidade N
Trypoxylon lactitarse ARR 6 Sp4 - COT CoT 2
Trypoxylon lactitarse CAR 1 Trypoxylon xanthandrum CcoT 2
Trypoxylon lactitarse ITI 2 Sp01 - ARA ARA 3
Trypoxylon lactitarse RIF 2 Sp02 - ARA ARA 3
Trypoxylon rogenhoferi  RIF 5 Sp03 - ARA ARA 2
Trypoxylon rogenhoferi  SCL 1 Sp04 - ARA ARA 3
Trypoxylon rogenhoferi  ARR 2 T.spd SCL 2
Trypoxylon rogenhoferi  ITI 2 T. sp5 SJC 2
Trypoxylon rogenhoferi  VIC 1 Trypoxylon
Trypoxylon rogenhoferi  GUA 2 Morfotipo Localidade N
Trypoxylon nitidum RIF 3 Trypoxylon asuncicola ARR 9
Trypoxylon nitidum ARR 3 Trypoxylon punctivertex SCL 4
Trypoxylon opacum SCL 6 Trypoxylon punctivertex ITI 2
Trypoxylon opacum GUA 13 Trypoxylon punctivertex COM 2
Morfotipo A CAR 4 Trypoxylon punctivertex CAN 2
Morfotipo A COM 2 Morfotipo E CAR 1
Morfotipo A CAN 2 Morfotipo H COM 2
Morfotipo B CAR 2 Spl-COT COT 3

3.2 Caracterizacao dos genes nucleares e analise filogenética

Foram feitos testes preliminares para os genes nucleares wg e pol. Apesar dos resultados das

amplificacbes terem sido positivos com bandas fortes e bem delimitadas (Figura 7), os

eletroferogramas resultantes da reacdo de sequenciamento da regido wg ndo apresentaram boa

qualidade para nove das 16 amostras testadas (Figura 8); assim, apesar da obtencdo de

sequéncias com 409 pb para cinco amostras, optamos pela exclusao deste gene das analises.

Figura 7: Géis de agarose dos genes wg e pol. Géis de agarose 1% com os amplicons da
regido wg (A) e pol (B). Os numeros de 1 a 5 indicam as amostras amplificadas e C indica o

controle negativo.
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Figura 8: Eletroferograma do gene wg. Eletroferograma obtido ap6s sequenciamento da regido nuclear wg de
amostras do género Trypoxylon. A imagem A corresponde a fita forward e a imagem B a fita reverse.

ENEe AN C A G 6 A C TG A A GG ACCTGG6G TTTACTCTG G AG
220 230 240

s\l sy

C € PR G ROETs ST rTockt U0 Lo sttt i FAS | ) TP BITACTS w0 i G =P S0 C R T PR TUb,

B 280 290 300

A regido nuclear pol apresentou eletroferogramas de excelente qualidade
possibilitando obtengdo de sequéncias de 771 pb (Figura 9). Foi possivel identificar regides
que continham picos duplos que foram consideradas nas analises como missing data (N),
porém foi possivel identificar qual base nucleotidica estava presente em cada regido e
comparar com as demais sequéncias analisadas (Tabela 7).

Tabela 7: Posicdo dos picos duplos em sequéncia do gene pol. Bases nucleotidicas, posi¢cdo de ocorréncia de

pico duplo e bases nucleotidicas presentes nas demais sequéncias analisadas para o gene pol de amostras do
género Trypoxylon.

Bases nucleotidicas no

Morfotipo Hapldtipo Posicdo Tipo de substitui¢do Mesmo sitio
T. (Trypargilum) agamemnon  AgaH1 105 C-G(S) C,GeA
T. (Trypargilum) lactitarse LacH1 119 A-G(R) A
T. (Trypargilum) Morotipo J "J'"H1 171 C-T(Y) Cc
T. (Trypargilum) albitarse AlbH3 297 A-G(R) AeG
T. (Trypoxylon) punctivertex 1~ PunlH2 384 C-T(Y) CeT
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Figura 9: Eletroferograma do gene pol. Eletroferograma obtido a partir da reacdo de sequenciamento da regiao
pol de amostras do género Trypoxylon. A imagem A corresponde a fita forward, a imagem B corresponde a fita
reverse. As setas indicam a presenca de picos duplos nas duas fitas analisadas

ATTGEERCACGA&ETTTGCGG:\.CG&TTTTATGG;\.AAT&
370 360 350 400

T TG 6 ¢ A C & C ¢ A A ¢ TTTGC & G A C G A TTTTAE G G A A A TR
BOO Bl0 BZ0 830

Foram analisadas para a regido pol 23 sequéncias correspondentes a 15
morfotipos, sendo um do subgénero Trypoxylon (Trypoxylon) e 14 do subgénero Trypoxylon
(Trypargilum) (Tabela 8). No total, foram obtidos 19 haplotipos, sendo que haplétipos que
diferiam entre si apenas pela presenca de missing data foram agrupados na rede de
haplotipos, como € possivel ver na espécie T. (Trypoxylon) punctivertex H1 e H2. Ademais,
morfotipos diferentes apresentaram o mesmo haplétipo, como visto para o T. (Trypargilum)
Morfotipo B e T. (Trypargilum) agamemnon (Figura 10). Os valores de diversidade
nucleotidica par-a-par entre e nos tipos genéticos estdo apresentados no Apéndice A.

Ao efetuar a transcricdo das sequéncias nucleotidicas em sequéncia de
aminoacidos e comparar entre todos o0s espécimes sequenciados, nao foi identificada qualquer
alteracdo de aminoéacidos entre elas. A composi¢do média de G+C foi de 40,13% (+0,73), 124
sitios polimérficos 64 sitios parcimoniosamente informativos e 134 substituicdes

nucleotidicas.
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Tabela 8: Sequéncias analisadas para a regido pol de amostras do género Trypoxylon e seus respectivos
haplétipos. SCL (Sdo Carlos-SP), RIF (Rifaina-SP), ITI (Itirapina-SP), COM (llha Comprida-SP), CAN
(Cananeia-SP), CAR (llha do Cardoso-SP), LAV (Lavras-MG), VIC (Vicosa-MG), GUA (Guarapuava-PR) e
ARA (Aracaju-SE).

Identificacdo dos Presenca de Missing

Localidade

Subgénero

Sequéncias

haplétipos Data
Trypargilum  T.sp7 CAR Sp7H1 N&o
Trypargilum  T.sp2 ITI Sp2H1 Néo
Trypargilum  T.sp6 ARA Sp6H1 N&o
Trypargilum  Morfotipo A CAR “A” H1 Néo
Trypargilum  Morfotipo B CAR “B” H1 Né&o
Trypargilum  Morfotipo C CAN “C”H1 Néo
Trypargilum  Morfotipo | ITI “I” H1 N&o
Trypargilum  Morfotipo J CAR “J”H1 Sim
Trypargilum  T.agamemnon 1 GUA AgaH1 Sim
Trypargilum  T.agamemnon 2 GUA AgaH2 Nao
Trypargilum  T. albitarse 1 GUA AlbH1 N&o
Trypargilum  T. albitarse 2 LAV AlbH2 Nao
Trypargilum  T. albitarse 3 GUA AlbH3 Sim
Trypargilum  T. aurifrons SCL AurH1 Nao
Trypargilum  T. lactitarse 1 ITI LacH1 Sim
Trypargilum  T. lactitarse 2 ITI LacH2 Nao
Trypargilum  T. nitidum 1 RIF NitH1 N&o
Trypargilum  T. nitidum 2 RIF NitH1 Nao
Trypargilum  T. rogenhoferi 1 RIF RogH1 Né&o
Trypargilum  T. rogenhoferi 2 ITI RogH1 Nao
Trypargilum  T. rogenhoferi 3 VIC RogH1 N&o
Trypoxylon T. punctivertex 1 COM PunlH1 Nao
Trypoxylon T. punctivertex 2 ITI Pun1H2 Sim
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Figura 10: Rede de hapl6tipos do gene pol. Rede de haplétipos produzida com sequéncias da regido nuclear pol
de amostras do género Trypoxylon. As caixas abaixo dos circulos mostram as amostras que foram agrupadas por
apresentarem missing data ou 0 mesmo haplétipo. Os nomes dos haplétipos estdo indicados na Tabela 8. As
cores estdo presentes para facilitar a identificacdo de hapl6tipos do mesmo tipo genético.

RogH1 LacH2
RogH1 - Seql kLl
RogH1 - Seq2
RogHI1 - Seq3
Sp7H1
"A"Hl
”B“Hl
AgaHl1
AgaH?2
AIbH2 LB
AlbH1
AIbH3
Sp2H1
Nit1H1
Nit1H1
Nit2H1
"I"H]
PunlH1
PunlH1 AurH1
Pun1H?2|
Sp6H1 "C"Hl
"J"Hl

A arvore filogenética para o gene pol por IB foi gerada utilizando os modelos
evolutivos TIM+I (nst=6) (POSADA, 2003), F81 (nst=1) (FELSENSTEIN, 1981) e TrN+G
(nst=6) (TAMURA,; NEI, 1993) para cada uma das parti¢des, respectivamente. A topologia
final apresentou altos valores de probabilidade a posteriori, indicando que 0s priors

utilizados na analise foram eficientes para gerar uma arvore com alta sustentacdo dos ramos
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(Figura 11). Os grupos irmédos utilizados foram uma espécie do género Nitela (Crabroninae:

Miscophini) e uma sequéncia da espéecie Clypeadon haigi (Philanthinae: Aphilanthopini)

(AY945104.1) retirada do GenBank/NCBI e cuja sequéncia foi obtida utilizando o mesmo

par de oligonucleotideos iniciadores utilizados neste trabalho. N&o foi possivel obter

amplicons de boa qualidade para os individuos do género Pison e, por esse motivo, eles ndo

foram utilizados como grupo irméo nas andlises de pol.

Figura 11: Arvore filogenética da regifo pol de espécimes do género Trypoxylon produzida pela metodologia
de IB. Os valores de densidade a posteriori estdo indicados em cada n6 da arvore. O Asterisco indica um ramo

com baixo valor de densidade a posteriori.
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A arvore filogenética feita pela metodologia de ML esta apresentada na Figura 12. Os

valores de bootstrap foram altos em todos 0s ramos e 0s grupos irmdos utilizados foram os mesmos

da anélise por IB.

Figura 12: Arvore filogenética de espécimes do género Trypoxylon gerada a partir das sequéncias do gene pol
pela metodologia de ML. Os valores de bootstrap estdo indicados em cada ramo da topologia. O Asterisco

indica um ramo com politomia.
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3.3 Caracterizacao dos genes mitocondriais e analises filogenéticas

O sequenciamento das regides mitocondriais CytB e COI geraram eletroferogramas com
excelente qualidade (Figuras 13 e 14), possibilitando a analise de fragmentos com 436 pb e
658 pb, respectivamente.

Figura 13: Eletroferograma da regido CytB. Eletroferograma obtido apds sequenciamento da regido
mitocondrial CytB de amostras do género Trypoxylon. A imagem A corresponde a fita forward e a imagem B a

fita reverse.
AATTAAAAATAAAATAAATATTATGATAAATCC

2:0-B423.D03_B_025 150 160

]

A

\ "ﬂ“ [ \ | \ f\ f\
T I\ [\ AVRVAVATARY /\ [\ | /V\
%Al X %V LY. , ' 0 0 ) R L.V XN NN

BAAAATA:\AATAAATATTATGATAAATCCTAT
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Figura 14: Eletroferograma da regido COI. Eletroferograma obtido apds sequenciamento da regido mitocondrial
COl de amostras do género Trypoxylon. A imagem A corresponde a fita forward e a imagem B a fita reverse.
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Foram obtidas 169 sequéncias para o gene CytB com 237 sitios polimdrficos,
201 sitios parcimoniosamente informativos, 364 substituicdes nucleotidicas e 38 hapl6tipos
correspondentes a 23 morfotipos, sendo 19 do subgénero Trypoxylon (Trypargilum) e quatro
do subgénero Trypoxylon (Trypoxylon) (Tabela 9). Apos a anélise de diversidade nucleotidica
entre as espéecies (Apéndice B) e a elaboracdo da rede de hapldtipos (Figura 15), foi possivel
identificar 28 tipos genéticos, sendo 23 do subgénero Trypoxylon (Trypargilum) e cinco do
subgénero Trypoxylon (Trypoxylon) (Tabela 9).

Todos os individuos do T. (Trypargilum) Morfotipo | analisados apresentaram
picos duplos nas posicles 21 e 413 das sequéncias de CytB. Em todas as sequéncias, 0 pico
duplo correspondia a duas pirimidinas (C-T) na primeira posi¢do e a duas purinas na segunda
posicdo (A-G). Nos outros individuos analisados, esses sitios correspondiam a uma citosina e
a uma guanina, respectivamente, com exce¢do do tipo genético T. (Trypargilum) sp4 que
apresentou uma adenina na posi¢édo 413.

Devido a presenca dos picos duplos nas sequéncias do T. (Trypargilum)
Morfotipo | e por se tratar da analise de um gene mitocondrial de origem uniparental
(portanto, haploide), ndo era esperado que houvesse picos duplos nas sequéncias; por esse
motivo, optamos por excluir o T. (Trypargilum) Morfotipo | das analises filogenéticas. Com
isso, foram analisados 27 tipos genéticos, sendo 22 do subgénero Trypoxylon (Trypargilum) e
cinco do subgénero Trypoxylon (Trypoxylon). Foi utilizado como grupo irmdo apenas uma
espécie do género Pison (Crabroninae: Trypoxilini), pois ndo foi possivel amplificar a regido
CytB dos individuos do género Nitela com os oligonucleotideos iniciadores utilizados, além
de ndo haver sequéncias de espécies mais proximamente relacionadas no GenBank/NCBI

para essa regido.
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Tabela 9: Identificacdo das amostras de género Trypoxylon analisadas com o gene CytB detalhando os morfotipos estudados e os tipos genéticos encontrados apos a analise
dos dados. SCL (S&o Carlos-SP), ARR (Araras-SP), RIF (Rifaina-SP), ITI (Itirapina-SP), COM (llha Comprida-SP), CAN (Cananeia-SP), CAR (llha do Cardoso-SP), SJC
(Sao José dos Campos-SP), LAV (Lavras-MG), VIC (Vigosa-MG), CFO (Campo Formoso-BA), ILH (IIhéus-BA), SMA (Sdo Mateus-ES), GUA (Guarapuava-PR), PRU
(Prudentépolis-PR), ARA (Aracaju-SE) e COT (Cotriguagu-MT).

Subgénero Morfotipos N Localidades Tipos genéticos
Trypargilum Sp3 - COT 1 CoT T. lactitarse (LacH3)
Trypargilum T.xanthandrum 2 COT T.xan (XanH1)
Trypargilum  Sp02 - ARA 1 ARA T. nitidum1 (Nit1H2)
Trypargilum  Sp04 - ARA 2 ARA T.sp6 (Sp6H1)
Trypargilum  T.sp2 1 ITI T.sp2 (Sp2H1)
Trypargilum  T.sp4 1 SCL T.sp4 (Sp4H1)
Trypargilum  T.sp5 2 SJC T.sp5 (Sp5H1)
Trypargilum  Morfotipo A 1 CAR Morfotipo A (“A”H1)
Trypargilum  Morfotipo B 2 CAR Morfotipo B (“B”H1)
Trypargilum  Morfotipo C 9 CAN, CAR,COM Morfotipo C (“C”H1 e H2) Morfotipo J (“J’HI)
Trypargilum  Morfotipo D 1 CAR Morfotipo D (“D”H1)
Trypoxylon Moroftipo E 1 CAR Moroftipo E (“E”H1)
Trypoxylon Moroftipo H 2 COM Moroftipo H (“H”H1)
Trypargilum  Morfotipo | 3 RIFITI Morfotipo I (“I’"H1)
Trypoxylon  T. asuncicola 1 ARR T. asuncicola (AsuH1)
Trypargilum T.agamemnon 3 GUA T. agamemnon (AgaH1 e H2) T.sp8 (Sp8H1)
Trypargilum  T. aurifrons 9 ARR, SCL, RIF T. aurifrons (AurH1)
Trypargilum  T.rogenhoferi 11 GUA, ARR, SCL, VIC, ITI T. rogenhoferi (RogH1e H2) T.sp6 (Sp6H2)
Trypargilum  T. opacum 9 SCL,GUA T. opacum (OpaH1) T.sp9 (Sp9H1)
Trypargilum  T. albitarse 90 ILH, LAV, VIC, SCL, GUA, PRU T. albitarse (AlbH1, H2 e H3)
Trypargilum  T. lactitarse 6 ARR,ITI T. lactitarse (LacH1 e H2) T.sp7 (Sp7H1)
Trypoxylon  T.punctivertex 5 COM, ITI, SCL T. punctivertexl (PunlH1 e H2) T. punctivertex2 (Pun2H1)
Trypargilum T. nitidum 6 ARR,RIF, SCL T. nitiduml (Nit1H1) T. nitidum2 (Nit2H1) T. nitidum3 (Nit3H1)
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Figura 15: Rede de hapl6tipos do gene CytB. Rede de hapldtipos gerada a partir das sequéncias da regido
mitocondrial CytB de amostras do género Trypoxylon. Os nomes dos haplétipos estdo indicados na Tabela 9. As
cores estdo presentes para facilitar a identificacdo de hapl6tipos do mesmo tipo genético.
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A arvore filogenética do gene CytB pelo método de IB foi gerada de forma
particionada utilizando os modelos evolutivos TrN+G (nst=6) (TAMURA; NEI, 1993) para a
primeira particdo, TVM+G (nst=6) (POSADA, 2003) para a segunda particdo e GTR+I+G
(nst=6) (LANAVE et al., 1984; TAVARE, 1986; RODRIGUEZ et al., 1990) para a terceira
particdo. A arvore ndo particionada foi gerada com o modelo evolutivo GTR+I+G (nst=6)
(LANAVE et al., 1984; TAVARE, 1986; RODRIGUEZ et al., 1990) (Apéndice C). Os
valores de probabilidade a posteriori foram baixos em alguns ramos (abaixo de 0,90); porém,
outros apresentaram valores de suporte significativamente aceitaveis (acima de 0,90) (Figura
16).

A arvore filogenética obtida por ML utilizou 0 mesmo grupo irméo da analise
por IB e foi realizada com as sequéncias particionadas (Figura 17) e n&do particionadas
(Apéndice D). Os valores de bootstrap foram menores do que os valores aceitos como
significativos (acima de 85), gerando uma arvore com baixa sustentacdo dos ramos e de

topologia diferente da arvore produzida pelo método de IB.
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Figura 16: Arvore filogenética da regido mitocondrial CytB de espécimes do género Trypoxylon elaborada com
dados particionados utilizando o método de IB. O asterisco indica a divisao entre os subgéneros Trypoxylon

(Trypargilum) e Trypoxylon (Trypoxylon).
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Figura 17: Arvore filogenética da regio mitocondrial CytB de espécimes do género Trypoxylon elaborada com
dados particionados utilizando o método de ML.
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Para o gene mitocondrial COI foram obtidas 173 sequéncias com 283 sitios
polimorficos, 259 sitios parcimoniosamente informativos e 456 substituicdes nucleotidicas
correspondentes a 25 morfotipos, sendo 21 do subgénero Trypargilum e 4 do subgénero
Trypoxylon (Tabela 10). Apoés a elaboracéo da rede de haplotipos (Figura 18) e da estimativa

da diversidade nucleotidica dentro e entre espécies (Apéndice E), foram caracterizados 42
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hapl6tipos correspondentes a 29 tipos geneticos, sendo 25 do subgénero Trypoxylon
(Trypargilum) e 4 do subgénero Trypoxylon (Trypoxylon) (Tabela 10). Os morfotipos T.
(Trypargilum) Sp2-COT, T. (Trypargilum) Sp4-COT e T. (Trypargilum) xanthandrum
apresentaram eletroferogramas de baixa qualidade para todos os individuos analisados, ndo
sendo possivel a obtencdo de sequéncias de boa qualidade, mas sequéncias com picos
sobrepostos, identificados como missing data (N) e com gaps no final das mesmas. Por esse
motivo, esses morfotipos foram excluidos da andlise filogenética, permanecendo 26 tipos

genéticos para serem analisados.
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Tabela 10: Identificacdo das amostras do género Trypoxylon analisadas para o gene COl, detalhando os morfotipos estudados e os tipos genéticos encontrados ap6s a analise dos
dados. N indica o nimero de sequéncias analisadas. SCL (S&o Carlos-SP), ARR (Araras-SP), RIF (Rifaina-SP), ITI (ltirapina-SP), COM (llha Comprida-SP), CAN (Cananeia-SP),
CAR (llha do Cardoso-SP), SJC (Sédo José dos Campos-SP), LAV (Lavras-MG), VIC (Vigosa-MG), CFO (Campo Formoso-BA), ILH (llhéus-BA), SMA (Sdo Mateus-ES), GUA
(Guarapuava-PR), PRU (Prudent6polis-PR), ARA (Aracaju-SE) e COT (Cotriguagu-MT).

Subgénero Morfotipos N  Gaps/Missing data Localidades Tipos genéticos

Trypargilum Sp02 1 Né&o ARA T. nitiduml (NitlH2)

Trypargilum Sp04 2 Né&o ARA T. sp6 (Sp6H1)

Trypargilum Sp2 - COT 1 Sim coT Sp2 (Sp2H1-COT)

Trypargilum Sp4 - COT 1 Sim COoT Sp4 (Sp4H1-COT)

Trypargilum T. xanthandrum 1 Sim coT Xan (XanH1)

Trypargilum T. sp2 1 Né&o ITI T. sp2 (Sp2H1)

Trypargilum T. sp4 1 Né&o SCL T. sp4 (Sp4H1)

Trypargilum T. sp5 2 Sim* SJC T. sp5 (Sp5H1)

Trypargilum Morfotipo A 6 Sim* CAN, CAR, COM Morfotipo A (“A”H1 e H2)

Trypargilum Morfotipo B 2 Né&o CAR Morfotipo B (“B”H1)

Trypargilum Morfotipo C 9 Sim* CAN, CAR, COM Morfotipo C (“C”H1) Morfotipo J (“J”H1)
Trypargilum Morfotipo D 3 Néo CAR Morfotipo D (“D”H1 e H2)

Trypoxylon  Morfotipo E 1 Néo CAR Morfotipo E (“E”H1)

Trypargilum Morfotipo F 1 Né&o CAN Morfotipo D (“D”H1)

Trypoxylon  Morfotipo H 2 Néo COM Morfotipo H (“H”H1)

Trypargilum Morfotipo | 3 Néo ITI, RIF Morfotipo | (“I"H1)

Trypargilum T. aurifrons 11 Néo RIF, ARR, SCL, SMA T. aurifrons (AurH1)

Trypargilum T. agamemnon 3 Néo GUA T. agamemnon (AgaH1 e H2) T. sp8 (Sp8H1)
Trypargilum T. albitarse 89 Néo SCL, LAV, VIC, ILH, GUA, PRU, CFO T. albitarse (AlbH1, H2, H3 e H4)

Trypargilum T. lactitarse 6 Néo ITI, ARR, CAR T. lactitarse (LacH1) T. sp7 (Sp7H1)
Trypargilum T. nitidum 6 Néo RIF, ARR T. nitiduml (NitlH1) T. nitidum2 (Nit2H1 e H2) T. nitidum3 (Nit3H1)
Trypargilum T. opacum 4 Néo SCL T. opacum (OpaH1)

Trypargilum T. rogenhoferi 11 Néo SCL, ITI, RIF, ARR, SSJ, SMA T. rogenhoferi (RogH1, H2, H3 e H4) T. sp6 (Sp6H1) T. sp6 (Sp6H2)
Trypoxylon  T. punctivertex 5 Sim* COM, SCL, ITI T. punctivertexl (PunlH1 e H2) T. punctivertex2 (Pun2H1)
Trypoxylon  T. asuncicola 1 N&o ARR T. asuncicola (AsuH1)

* Nao foram todos os individuos analisados que apresentavam missing data e por esse motivo foram mantidos nas analises.
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Figura 18: Rede de haplétipos do gene COIl. Rede de haplétipos de sequéncias de espécimes do género
Trypoxylon elaborada com o gene COI. Os nomes dos haplétipos estdo indicados na Tabela 10. As cores estdo

presentes para facilitar a identificacdo de hapldtipos do mesmo tipo genético.
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A analise filogeneética para o gene COI pelo método de IB foi feita para 39
sequéncias em trés parti¢Oes, utilizando os modelos evolutivos TIM+G (nst=6) (POSADA,
2003) para a primeira particio e GTR+I+G (nst=6) (LANAVE et al., 1984; TAVARE, 1986;
RODRIGUEZ et al., 1990) para a segunda e terceira partices (Apéndice F) e ndo
particionada com o modelo evolutivo GTR+I+G (nst=6) (LANAVE et al., 1984; TAVARE,
1986; RODRIGUEZ et al., 1990) (Figura 19). Os grupos irméo utilizados foram espécies do
género Pison e Nitela. A sustentagdo da maioria dos ramos foi alta, mostrando que os priors
utilizados foram eficientes para a confecgcdo de uma arvore filogenética informativa quanto a
sustentacdo dos subgéneros Trypoxylon (Trypoxylon) e Trypoxylon (Trypargilum) (Figura
19).
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Figura 19: Arvore filogenética da regido mitocondrial COI de espécimes do género Trypoxylon elaborada com
dados particionados utilizando o método de IB.
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A arvore filogenética elaborada pelo método de ML foi feita utilizando os

mesmos grupos irmaos da analise por IB juntamente com sequéncias particionadas (Apéndice

G) e ndo particionadas (Figura 20). Alguns ramos apresentaram altos valores de bootstrap,

enquanto outros tiveram valores abaixo de 85 (Figura 20).

Figura 20: Arvore filogenética da regido mitocondrial COI de espécimes do género Trypoxylon elaborada com

dados particionados utilizando o método de ML.
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Os tipos genéticos que haviam sido analisados tanto para CytB quanto para

COI tiveram suas sequéncias concatenadas gerando fragmentos com 1094 pb. Foram

utilizadas 39 sequéncias que correspondiam a 24 tipos genéticos, sendo 20 do subgénero
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Trypoxylon (Trypargilum) e quatro do subgénero Trypoxylon (Trypoxylon). Como grupo
irmao foi utilizada apenas uma sequéncia do género Pison, pois ndo foi possivel sequenciar
os individuos do género Nitela. Também ndo foram encontradas sequéncias de CytB que
fossem proximas do género Trypoxylon.

A arvore filogenética gerada pela metodologia de IB foi feita em trés particdes.
Os modelos evolutivos utilizados foram TIM+G (nst=6) (POSADA, 2003) para a primeira
particdo, GTR+1+G (nst=6) (LANAVE et al., 1984; TAVARE, 1986; RODRIGUEZ et al.,
1990) para a segunda particdo e TrN+I+G (nst=6) (TAMURA; NEI 1993) para a terceira
particdo. Os valores de sustentacdo dos ramos foram altos, porém néo foi possivel identificar
o valor de probabilidade a posteriori do ramo que separa o0s dois subgéneros, representado na

arvore por um asterisco (Figura 21).
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Figura 21: Arvore filogenética das regides mitocondrial COIl e CytB concatenadas de espécimes do género
Trypoxylon elaborada pelo método de IB. O asterisco indica a divisdo entre os subgéneros Trypoxylon

(Trypargilum) e Trypoxylon (Trypoxylon).
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A arvore filogenética gerada pela metodologia de ML apresentou topologia
diferente da 1B, porém as relacfes entre as espécies se mantiveram, de forma que os dois
subgéneros continuaram separados. Na anélise de ML também nédo foram vistas politomias,
porém os ramos que correspondiam as politomias na analise por IB apresentaram baixos

valores probabilidade de bootstrap na analise por ML. Também néo foi possivel estimar o
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valor de bootstrap do ramo que separa 0s subgéneros Trypoxylon (Trypoxylon) e Trypoxylon

(Trypargilum) (Figura 22).

Figura 22: Arvore filogenética das regides mitocondrial COl e CytB concatenadas de espécimes do género
Trypoxylon elaborada pelo método de ML.
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3.4 Selecéo das sequéncias de bancos de dados, analises filogenéticas e estimativa de tempo
de divergéncia dos subgéneros

Foram encontradas nos bancos de dados NCBI/GenBank e BOLD Systems v4 520 sequéncias
referentes ao gene COI, correspondentes a 24 espécies do género Trypoxylon da regido
Neértica e Paleartica. Destas, quatro sequéncias foram excluidas por estarem identificadas
como affinis, além de outras 95 sequéncias que nao apresentavam o nome das espeécies, sendo
identificadas apenas como pertencentes ao género Trypoxylon. Ademais, a sequéncia
referente ao espécime identificado como T. (Trypoxylon) fitzgeraldi apresentou resultados
preliminares duvidosos apds analise filogenética e ao comparar as fotos das demais espécies
disponiveis no BOLD com a foto de T. (Trypoxylon) fitzgeraldi (Figura 23), foi possivel
observar diferengcas morfoldgicas que levantam ddvidas sobre a correta identificacdo deste
individuo. Portanto, com o intuito de ndo promover artefatos nas analises subsequentes, a
sequéncia foi excluida, totalizando 421 sequéncias utilizadas.

Figura 23: Espécimes de Trypoxylon disponiveis no BOLD. Fotos de quatro espécimes identificados na

plataforma BOLD Systems v4 como pertencentes ao género Trypoxylon. Apenas a escala da primeira foto (T.
(Trypoxylon) bidentatum) é de 2 mm; as demais representam 1 mm.

I carinatum

1 mm

T. fitzgeraldi T. nitidum

Fotos: Retiradas do BOLD Systems v4 sem modificagdes.

Por fim, foram retiradas desse conjunto as sequéncias que apresentavam indels
e/ou missing data, totalizando 173 sequéncias de 658 pb referentes a 18 espeécies, as quais
foram submetidas a analise de diversidade haplotipica nas especies. Para as analises
filogenéticas, apenas uma sequéncia por haplétipo foi utilizada, totalizando 63 hapl6tipos,

enquanto que para as analises de delimitacdo de espécies por distancia genética foram feitas
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tanto as analises com todas as sequéncias de cada haplétipo como apenas uma sequéncia por
hapldtipo (Tabela 11).

Tabela 11: Informagoes das sequéncias obtidas de bancos de dados. Numero de sequéncias (N), diversidade
haplotipica (Hd), identificacdo dos hapl6tipos e nimero de identificacdo das sequéncias obtidas nos bancos de dados
NCBI/GenBank e BOLD Systems v4.

Subgénero Espécie N Hd Haplétipo BOLD Systemsv4 NCBI/GenBank

Trypoxylon  T. attenuatum 11 0,18 AttH1 ASGLE1017-10 JN288384
AttH2 JSJUL1744-11 KR808738

Trypoxylon  T. bidentatum 1 0 BidH1 BBHYA2762-12

Trypoxylon  T. carinatum 6 0,33 CarH1 CNROF123-13 KR417862
CarH2 OPPMO01458-17

Trypoxylon  T. clavicerum 25 04 ClaH1 GBMIN11444-13 KC460790
ClaH2 GBMIN11492-13 KC460783
ClaH3 BBHYNO095-10 JN294326

Trypargilum  T. collinum 3 0,66 ColH1 BBHYA1230-12
ColH2 BBHYA1293-12

Trypoxylon  T. figulus 28 0,47 FigH1 CNW192-13

FigH2 CNW193-13
FigH3 CNW204-13
FigH4 BBHYL792-10

Trypoxylon  T. frigidum 51 0,92 FriH1 ASAHY055-12 KM997506
FriH2 JSYKAOQ53-09 HM395410
FriH3 JSYKAO052-09 HM395409
FriH4 JSYKA196-10 HMB860368
FriH5 ASGLE999-10 JN289137
FriH6 ASGLE1000-10 JN288368
FriH7 JSYKAO054-09 HM395411
FriH8 TWHYMO031-09 GU675378
FriH9 JSHYMB804-11 KR804941
FriH10 BBHYI172-10 JN292291
FriH11 BBHYJ998-10 JF864624
FriH12 BBHYI516-10 JN292518
FriH13 BBHYI1173-10 JN292292
FriH14 PHMTV275-10 JN308036
FriH15 ERPIR177-12 KR805957

FriH16 BBHYA2780-12
FriH17 RRMFG2769-15

FriH18 JSYKA592-10 HQ569261
Trypoxylon  T. johnsoni 3 1 JohH1 ASGLF218-11 KM996017
JohH2 ASGLF219-11 KM996525
JohH3 TTMHY667-11 KR883303
Trypargilum T. lactitarse 2 0 LacH1 TTHYW021-08 KR874003
Trypoxylon  T. lissonotum 1 0 LisH1 HYSAF086-12
Trypoxylon  T. medium 1 0 MedH1 FBACA948-10 HQ947977
Trypoxylon  T. minus 1 0 MinH1 ARTNO183-17

53



Tabela 11: Continuacdo

Subgénero Espécie

N Hd Haplétipo BOLD Systemsv4 NCBI/GenBank

Trypargilum T. nitidum 10 0,86 NitH1 BBHYA3337-12
NitH2 BBHYA850-12
NitH3 CNPPF1230-12 KJ166704
NitH4 CNPPE1221-12 KJ090765
NitH5 SYC1487-14 KX055172
NitH6 OPPEO6415-17
NitH7 OPPQG256-17
Trypoxylon  T. pennsylvanicum 10 0,62 PenH1 ASGLE1649-10 JN288868
PenH2 OPPOC1344-17
PenH3 CNPPG203-12 KJ163327
Trypargilum T. politum 10 0,91 PolH1 BBHYA336-12
PolH2 TTHYW902-08 KR895965
PolH3 BBHY338-12
PolH4 BBHYA414-12
PolH5 BBHYA570-12
PolH6 OPPFS130-17
PolH7 OPPQQO074-17
Trypargilum T. spinosum 5 1 SpiH1 BBHYA1228-12
SpiH2 BBHYA1248-12
SpiH3 BBHYA1306-12
SpiH4 BBHYA1307-12
SpiH5 GMMCF066-14
Trypoxylon  T. stroudi 1 0 StrH1 HYSAF121-12
Trypargilum T. tridentatum 1 0 TriH1 BBHYA1294-12

Fonte: Do autor utilizando dados do BOLD Systems v.4 e GenBank/NCBI.

Essas sequéncias foram agrupadas as sequéncias de COI obtidas em nosso
trabalho e a anélise filogenética pelos métodos de IB e ML foi feita utilizando 81 sequéncias
do género Trypoxylon, correspondendo a 26 tipos genéticos do subgénero Trypoxylon
(Trypargilum) e 17 tipos genéticos do subgénero Trypoxylon (Trypoxylon). Os grupos irmaos
utilizados nas duas metodologias foram sequéncias dos géneros Pison e Nitela.

A arvore filogenética pelo método de IB foi feita sem parti¢bes utilizando o
modelo evolutivo GRT+I+G (nst=6) (LANAVE et al., 1984; TAVARE, 1986; RODRIGUEZ
et al., 1990) (Figuras 24 e 25) e em trés particdes, utilizando os modelos evolutivos K81uf+G
(nst=6) (KIMURA, 1981) para a primeira particdo e GTR+I+G (nst=6) (LANAVE et al.,
1984; TAVARE, 1986; RODRIGUEZ et al., 1990) para a segunda e terceira particdes
(Apéndices H e I). Os valores de probabilidade a posteriori foram altos, sendo uma arvore

com alta sustentacdo dos ramos e, apesar de haver muitas politomias em sua topologia, as
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relacdes entre os subgéneros pode ser vista claramente juntamente com as a separa¢do em
grupos de espécies.

A éarvore filogeneética pela metodologia de ML também foi elaborada com os
dados particionados (Apéndices J e K) e ndo particionados (Figuras 26 e 27), 0 que gerou
uma topologia semelhante a obtida pela analise por IB, porém os valores de bootstrap foram

baixos na maioria dos ramos.
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Figura 24: Arvore filogenética do gene COI com destaque para o subgénero Trypoxylon (Trypargilum). Arvore
elaborada pela metodologia de Inferéncia Bayesiana. Ramos destacados em vermelho correspondem as espécies
do grupo T. albitarse, em azul ao grupo T. nitidum, em verde ao grupo T. spinosum e em rosa ao grupo T.

punctulatum.
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Figura 25: Arvore filogenética do gene COI com destaque para o subgénero Trypoxylon (Trypoxylon). Arvore
elaborada pela metodologia de Inferéncia Bayesiana. Ramos destacados em vermelho correspondem as espécies
do grupo T. marginatum, em azul ao grupo T. figulus, em verde ao grupo T. scutatum e em rosa ao grupo T.
fabricator.
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Figura 26: Arvore filogenética do gene COI — subgénero Trypoxylon (Trypargilum) - gerada pela metodologia
de ML utilizando sequéncias do gene COI sem parti¢des.
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Figura 27: Arvore filogenética do gene COI — subgénero Trypoxylon (Trypoxylon) - gerada pela metodologia de
ML utilizando sequéncias do gene COIl sem partigdes.
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O resultado da analise de tempo de divergéncia revelou que os subgéneros
Trypoxylon (Trypoxylon) e Trypoxylon (Trypargilum) divergiram entre o Eoceno e o
Oligoceno, ha 36,5 milhdes de anos, com intervalo de confianga (95% HPD) de 27,5 a 46,9
milhdes de anos (Figura 28). Dessa forma, o género Trypoxylon teria surgido ha cerca de 40

milhdes de anos, com um intervalo de confianca (95% HPD) de 28,4 a 54,5 milhdes de anos.
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Figura 28: Arvore filogenética evidenciando o tempo de divergéncia do género Trypoxylon. Arvore elaborada
por IB para o gene COI calibrada com a taxa de mutacdo de 1,9% Ma para a obtencdo do tempo de divergéncia
do género Trypoxylon. As barras azuis indicam 95% HPD dos valores estimados e os circulos coloridos
representam os valores de probabilidade a posteriori de cada ramo. Preto (1,00 — 0,90), vermelho (0,89 — 0,70),
verde (0,69 — 0,50) e amarelo (0,49 — 0,00).

| T. agamemnon
: Morfotipo B

T. nitidum3
Morfotipo A

=T L T. sp8

_L. T. tridentatum

. Morfotipo D

T. albitarse
T. politum
T. sp5
T. aurifrons
T. sp6
T. collinum
T. nitidum (BOLD)
T. nitidum (BOLD)
T. nitidum]
T. nitidum?2
T. sp4
Morfotipo I
T. nitidum (BOLD)
T. opacum
Morfotipo C
Morfotipo J
T. lactitarse (BOLD)
= T. lactitarse
T. sp7
T. rogenhoferi
Is T. spinosum
T T. spinosum
T. sp2
Morfotipo H
T. asuncicola
| e e——— T. johnsoni
' Morfotipo E
r T. attenuatum
T. pennsylvanicum
T. figulus
T. {nga’ium
T. minus

T. frigidum
| T. bidentatum
T. carinatum
| r T. lissonotum

4 T. stroudi
< T. clavicerum
T. punctivertexl
T. punctivertex?2
Nitela sp.

i

f

—

!f #mﬂh []

o

.

| | | | | I—bHoloceno

55 40 3 30 25 20 15 10 s 0(Ma)

60



3.5 Delimitacao de espécies

Ao fazer a analise de delimitacdo e identificacdo de espécimes pelo método de distancia
genética com todas as sequéncias de COI obtidas no trabalho (n = 333), o valor de 6timo
threshold (OT) estimado foi de 0,0381 (3,81%) na andlise com 0s grupos externos e 0,0388
(3,88%) na andlise sem 0s grupos externos. Convertendo os valores de OT em nUmero de
substituicbes em sequéncias de 658 pb, temos 25,5 e 25 substituicdes nucleotidicas,
respectivamente, o que ndo alterou a atribuicdo das sequéncias as MOTUs pelo programa
JMOTU, recuperando 41 MOTUs.

Os resultados obtidos utilizando uma sequéncia por haplotipo (n = 102) foi
diferente, apresentando o valor de OT de 0,0434 (4,34%) sem 0s grupos externos e 0,0483
(4,48%) com os grupos externos. Convertendo essa porcentagem para nimero de
substituicdes, temos que o OT é de 28,6 e 29,5, respectivamente. Porém, ao atribuir as
sequéncias as MOTUSs, ndo ha diferencas se utilizarmos os valores de 28 a 30 substituicdes
nucleotidicas como valor de corte para determinar a diversidade interespecifica, pois da
mesma forma foram recuperadas 39 MOTUs (Figuras 29 e 30).

A andlise pelo método filogenético e coalescente feita utilizando o bPTP
recuperou um total de 50 espécies ao considerar 0 grupo externo (grupos externos Pison sp. e
Nitela sp. ndo inclusos nesse valor) e 52 espécies sem considerar 0s grupos externos (Figuras
29 e 30). As corridas convergiram (Apéndices L e M) e os valores de suporte das espécies
estdo indicados nos Apéndices N e O.

A analise pelo método GMYC teve como resultado o valor de maxima
verossimilhanca do modelo de GMYC significativamente superior (L = 160,68) a
verossimilhanca do modelo nulo (Lo = 125,01, p-value 0.000), indicando que h& mais de uma
espécie no conjunto de dados. O ponto em que 0s processos de especiacdo passam a ser
processos de coalescéncia esta indicado pela linha vermelha nas Figuras 29 e 30, sugerindo a
presenca de 46 entidades com um intervalo de confianca de 42-53, incluindo o grupo externo

Nitela sp.
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Figura 29: Delimitacdo de espécies do subgénero Trypoxylon (Trypargilum). Topologia de IB com detalhe ao
subgénero Trypoxylon (Trypargilum) derivada da andlise de delimitacdo de espécies. Os resultados da analise
por distancia genética sdo apresentados nas barras vermelha (todas as 333 sequéncias) e verde (todos os 102
haplétipos). As analises filogenética e de coalescéncia por bPTP estdo representadas pelas barras amarela (sem
0S grupos externos) e azul (com os grupos externos) e a analise por GMYC esta representada pela barra roxa. A
linha horizontal vermelha indica o ponto em que o0s eventos de especiacdo passam a ser eventos de coalescéncia
com base na analise de GMYC e 0s nomes em negrito sdo as sequéncias retiradas do BOLD Systems v4. Séo
mostrados apenas os valores de probabilidade a posteriori acima de 0,80.
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Figura 30: Delimitacdo de espécies do subgénero Trypoxylon (Trypoxylon). Topologia de IB com detalhe ao
subgénero Trypoxylon (Trypoxylon) derivada da analise de delimitacdo de espécies. Os resultados da anélise por
distancia genética sdo apresentados nas barras vermelha (todas as 333 sequéncias) e verde (todos os 102
haplétipos). As analises filogenética e de coalescéncia por bPTP estdo representadas pelas barras amarela (sem
0s grupos externos) e azul (com os grupos externos) e a analise por GMYC esta representada pela barra roxa. A
linha horizontal vermelha indica o ponto em que os eventos de especiacdo passam a ser eventos de coalescéncia
com base na analise de GMYC e os nomes em negrito sdo as sequéncias retiradas do BOLD Systems v4. Séo

mostrados apenas os valores de probabilidade a posteriori acima de 0,80.
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4 Discussao

4.1 Caracterizacao da variacao génica

Considerando os trés genes analisados (pol, CytB e COI), os genes CytB e COI se mostraram
mais polimoérficos. Tal fato € amplamente reconhecido por serem genes mitocondriais,
porém, particularmente em vespas Crabronideas, a evolucdo do genoma mitocondrial ocorre
de maneira acelerada em relacdo ao genoma nuclear, apresentando maior taxa de substituicdo
nucleotidica do genes mitocondriais em relacdo aos genes nucleares (KALTENPOTH et al.,
2012).

Em relacdo ao nimero de sitios polimorficos e sitios parcimoniosamente
informativos, vemos que pol apresenta 124 sitios polimérficos e 51% deles correspondem a
sitios nos quais ha substituicdo nucleotidica em mais de uma sequéncia (sitios
parcimoniosamente informativos).

Nos genes mitocondriais CytB e COI, essa relacdo de sitios
parcimoniosamente informativos foi consideravelmente maior, representando 85% dos sitios
polimorficos em CytB e 91% dos sitios polimorficos em COIl, indicando maior variacéo
informativa nos genes mitocondriais.

Apesar da baixa diversidade nucleotidica do gene nuclear pol se comparado
aos genes mitocondriais (Apéndices A, B e E), toda variacdo presente no gene pol encontra-
se em regides codificantes, pelo fato de ndo haver introns no fragmento de 771 pb, como
descrito por Danforth et al. (2006) ao caracterizar este gene. Também foi vista variacdo
dentro das espécies, apresentando inclusive sequéncias com picos duplos (Tabela 7), reflexo
da possivel heterozigosidade que pode ser identificada ao se analisar genes nucleares. Em
contrapartida, foi possivel observar que morfotipos diferentes como T. (Trypargilum)
agamemnon e T. (Trypargilum) Morfotipo B e T. (Trypargilum) nitiduml e T. (Trypargilum)
nitidum 2 apresentaram o mesmo haplétipo (Figura 10), sendo que nas analises com 0s genes
mitocondriais, estes espécimes possuiam numero de substituicdes nucleotidicas relativamente
altos, sendo 36 substituicOes entre AgaH1 e “B”H1 para o gene CytB e 43 substituicdes
nucleotidicas para o gene COI, além de 8 substituicbes nucleotidicas para o gene CytB entre
NitlH1 e NitH2 e 20 substituicdes para o gene COIl. Portanto, apesar de fornecer informagoes
valiosas sobre a filogenia dos grupos por apresentar dados da evolugdo de uma regiéo
nuclear, o gene pol ndo possilita que seja efetuada a separagédo de espécies.

Diferentemente, os genes CytB e COI apresentaram variacdo nucleotidica

semelhante com 38 e 42 haplétipos, respectivamente. Os dois genes apresentaram alta
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diversidade nucleotidica intra e interespecifica, embora a variacdo no interior das espécies
tenha sido maior para o gene COI do que para o gene CytB (Apéndices B e E). No entanto, 0s
dois genes podem ser considerados adequados para estimar a diversidade nucleotidica
interespecifica e intraespecifica.

Foi observado também a presenca de picos duplos na regido CytB para os
espécimes identificados como e T. (Trypargilum) Morfotipo I. Esse achado ndo é algo
esperado em genes mitocondriais, uma vez que sdo de origem uniparental e, portanto,
apresentam apenas uma cépia de seus genes (WILSON et al., 1985). Porém, casos como
esses sdo descritos como provaveis heteroplasmias em que ha mais de um tipo de DNA
mitocondrial (DNAmt) no individuo (ROBERTSON; WILLIAMS, 2009; MAGNACCA,;
BROWN, 2010) e que, em insetos, ¢ atribuido a passagem do DNAmt paterno para a prole
(MEUSEL; MORITZ, 1993). Como os trés individuos analisados do e T. (Trypargilum)
Morfotipo | foram fémeas, essa possibilidade ndo pode ser descartada.

Uma segunda explicacao para este resultado € a presenca de Numts, regides do
DNA nuclear que sdo paralogas ao DNAmt e que sdo igualmente amplificadas durante a
reacdo de PCR, gerando picos duplos (SONG; MOULTON; WHITING, 2014). Nesse caso,
ha& boas chances de haver Stop codons nas sequéncias, 0 que ndo foi observado em nossos

dados.

4.2 Relagbes de parentesco entre os subgéneros

As analises filogenéticas realizadas demonstraram que assim como o estabelecido por
Richards (1934), Bohart e Menke (1976) e Coville (1982) com base em dados morfoldgicos e
comportamentais, a divisdo subgenérica em Trypoxylon (Trypoxylon) e Trypoxylon
(Trypargilum) foi bem sustentada pelos dados moleculares.

As arvores filogenéticas elaboradas com o gene pol pelos métodos de 1B e ML
apresentaram altos valores de sustentacdo dos ramos e topologia semelhante mantendo as
relacBes entre os tipos genéticos. A Unica diferenca entre elas foi a sustentacdo do ramo
destacado com um asterisco que foi baixo (0,63) na andlise por IB e que na andlise por ML
estd representado por uma politomia (Figuras 11 e 12). O Unico tipo genético representante
do subgénero Trypoxylon (Trypoxylon) nesta analise foi T. (Trypoxylon) punctivertex que se
encontra como grupo irmdo em relacdo as espécies do género Trypoxylon (Trypargilum).
Esse, por sua vez, apresenta dois clados, sendo um representado por T. (Trypargilum) sp2 e o
outro inclui os demais tipos genéticos pertencentes ao subgénero (Figuras 11 e 12).
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Apesar do gene pol ndo fornecer informagdes muito robustas acerca da
sustentacdo dos subgéneros devido a amostragem insuficiente de espécies para o subgénero
Trypoxylon (Trypoxylon), ele parece reproduzir o que foi visualizado para 0s genes
mitocondriais CytB e COI.

A sustentacdo da arvore filogenética elaborada pelo método IB com o gene
CytB foi baixa em alguns ramos (abaixo de 0,95) e ndo foi possivel obter o valor de
sustentagdo do ramo que divide os dois subgéneros devido a auséncia de um segundo grupo
externo no conjunto de dados; porém, é possivel observar dois clados principais, sendo um
composto por tipos genéticos identificados como pertencentes ao subgénero Trypoxylon
(Trypoxylon) e outro correspondente aos tipos genéticos do subgénero Trypoxylon
(Trypargilum) (Figura 16).

Assim como observado nas arvores do gene pol (Figuras 11 e 12), o tipo
genético T. (Trypargilum) sp2 encontra-se em um ramo separado dos demais representantes
do subgénero, porém, agora mais espécimes permaneceram mais proximamente relacionados
a ele formando um grupo monofilético com os tipos genéticos T. (Trypargilum) albitarse e T.
(Trypoxylon) Morfotipo H. No entanto, devido a baixa sustentagdo do ramo que d& origem a
esse grupo (0,51), essa relacdo permanece incerta (Figura 16).

A arvore elaborada pelo método de ML com o gene CytB apresentou valores
predominantemente baixos nos ramos mais profundos da topologia, mostrando baixa robustez
dos dados no que se diz respeito a relacdo de parentesco dos subgéneros (Figura 17). Algo
semelhante foi visto nas topologias elaboradas pelo método de ML para o gene COI (Figuras
20, 26 e 27). Apesar de apresentar valores de sustentacdo mais altos do que a arvore
filogenética de ML do gene CytB, os ramos mais profundos das arvores de COI apresentaram
valores de sustentacdo menores do que os aceitaveis (acima de 85), impedindo a discusséo a
respeito das relacfes de parentesco entre 0s subgéneros.

Em contrapartida, as analises com o gene COI elaboradas pelo método de IB,
apresentaram altos valores de sustentagdo dos ramos e os resultados referentes as relaces
filogenéticas entre subgéneros se manteve como nos demais genes.

Na analise pela metodologia IB utilizando apenas as amostras sequenciadas
nesse trabalho (Figura 19) foi possivel observar dois clados bem definidos com alta
sustentagdo do ramo que o origina (1), corroborando a divisdo entre os subgéneros. No

subgénero Trypoxylon (Trypargilum), T. (Trypargilum) sp2 e T. (Trypoxylon) Morfotipo H se
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mantém como grupos mais ancestrais, enquanto que os demais tipos genéticos se encontram
em um unico clado (Figura 19).

Ao concatenar os genes CytB e COI, as arvores filogenéticas obtidas em
ambos os métodos (IB e ML) apresentaram altos valores de sustentacdo dos ramos (Figuras
21 e 22), diferentemente do que foi visto para as analises com o gene CytB para ambos 0s
métodos (Figuras 16 e 17) e pelo método de ML para o gene COI (Figura 20).

Concatenar ou ndo os dados séo estratégias amplamente discutidas dentro da
andlise filogenética, uma vez que as estratégias distintas sdo indicadas — ou combinar toda a
evidéncia em uma unica andlise (KLUGE, 1989), ou conduzir analises separadas para cada
conjunto de dados e depois produzir uma arvore consenso (MIYAMOTO; FITCH, 1995), ou
ainda testar a heterogeneidade dos dados para depois combina-los (BULL et al., 1993;
HUELSENBECK; BULL; CUNNINGHAM, 1996). Os nossos dados foram produzidos com
0 intuito de analisar as topologias geradas para cada gene antes de concatena-los; com isso,
foi possivel observar que os baixos valores de sustentacdo dos ramos mais profundos
observados em CytB e COI (ML) aumentaram quando os dados foram concatenados,
indicando que, como Hills (1987) sugere, combinar dados com baixa resolu¢cdo em ramos
externos com dados com alta resolucdo em ramos mais profundos aumenta a resolucédo da
arvore final, a qual em nossos resultados teve topologia semelhante a observada para o gene
COl (Figura 19).

O mesmo foi visto ao considerarmos as sequéncias de COI obtidas nos bancos
de dados e analisadas pelo método de IB (Figuras 24 e 25). Em todas essas analises,
novamente os tipos genéticos T. (Trypargilum) sp2 e T. (Trypoxylon) Morfotipo H
permaneceram como espécies mais ancestrais dentro do subgénero Trypoxylon
(Trypargilum). Esse resultado se revela uma evidéncia de que, assim como na classificacao
feita por caracteres morfoldgicos, ha a possibilidade de que ocorram mais de dois subgéneros
no género Trypoxylon, de forma que Trypoxylon (Trypargilum) possa ser dividido em outros
subgéneros como sugerido por Bohart e Menke (1976), Coville (1982) e Amarante (2005).

Ao comparar a arvore produzida pelo método IB com o gene COI particionado
(Apéndice F), foi possivel identificar que os tipos genéticos T. (Trypoxylon) punctivertexl e
T. (Trypoxylon) punctivertex2 encontram-se no clado referente ao subgénero Trypoxylon
(Trypargilum). Essa diferenca também foi vista na classificacgdo morfologica para diversas

espécies devido ao fato de ndo haver sinapomorfias que sustentem o subgénero Trypoxylon
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(Trypoxylon) como um grupo monofilético (AMARANTE 2005), evidenciado a necessidade
de ser elaborada uma revisdo para o género.

As anélises de tempo de divergéncia mostraram que o género Trypoxylon teria
surgido ha cerca de 43 milhdes de anos no periodo Eoceno, enquanto que a divergéncia entre
0s subgéneros Trypoxylon (Trypoxylon) e Trypoxylon (Trypargilum) provavelmente tenha
ocorrido entre os periodos Eoceno e Oligoceno, ha cerca de 36,5 milhdes de anos. Os
primeiros registros fosseis do género Trypoxylon datam de 45 a 25 milhGes de anos e
correspondem a trés espécies do subgénero Trypoxylon (Trypoxylon) do grupo de espécies T.
fabricator (PRETENCE; PONAIR, 1993). Esses registros sdo concordantes com o tempo de
divergéncia aqui estimado e, apesar de ndo ser possivel calibrar os nossos dados com as
informaces de registros fosseis e taxa de mutacdo devido a ndo convergéncia das corridas
realizadas no BEAST, é possivel comparar nossos resultados com dados de transcriptoma
produzidos por Peters e colaboradores (2017) que utilizaram uma espécie do género
Trypoxylon para investigar a histéria evolutiva de Hymenoptera, sugerindo que o género

Trypoxylon tenha surgido ha cerca de 45 milhGes de anos.

4.3 Divisdo dos subgéneros em grupos de espécies

O género Trypoxylon, além de ser dividido em subgéneros, também é separado em grupos de
espécies que, por sua vez, sao divididos em subgrupos (RICHARDS, 1934). As espécies do
género com distribuicdo Neartica tiveram a classificacdo de grupos de espécies revisada por
Sandhouse (1940), assim como as espéecies do subgénero Trypoxylon (Trypargilum) da
América do Norte que também foram revisadas por Coville (1982). Porém as espécies que
ocorrem em outras regides ndo tiveram modificacdes quanto a sua classificacao.

A classificacdo elaborada por Richards (1934) levava em consideracao
principalmente caracteres morfoldgicos; estes passaram a ser muito diversos devido ao
elevado nimero de espécies identificadas. Por esse motivo, as diferencas entre 0s grupos ja
ndo é clara, dificultando a identificacdo dos mesmos (BOHART; MENKE, 1976; COVILLE,
1982).

A utilizacdo de dados moleculares possibilitou a observacdo, com base no
gene COI, da relagdo filogenética entre os grupos de espécies, subgrupos e complexos de
espécies a eles relacionados com base nas espécies aqui amostradas (Figuras 24 e 25).

No subgénero Trypoxylon (Trypargilum) (Figura 24), as espécies T.
(Trypargilum) politum e T. (Trypargilum) albitarse pertencem ao grupo T. albitarse

(subgrupo T. albitarse) pela classificacdo de Richards (1934). Para Sandhouse (1940) o grupo
68



T. albitarse corresponde ao grupo Politum que em Coville (1982) 0 mesmo grupo €
denominado Albitarse. Os dados moleculares corroboram esta classificacdo, sendo o clado
formado por T. (Trypargilum) politum e T. (Trypargilum) albitarse, um grupo monofilético
(em vermelho na Figura 24).

As espécies apresentadas em ramos azuis (Figura 24) foram identificadas
como do grupo T. nitidum que, com base no gene COI, corresponde a um grupo polifilético.
Na classificagdo de Richards (1934) os demais ramos coloridos apresentados na Figura 24
pertenceriam cada cor a um grupo diferente, sendo estes T. punctulatum (laranja) e T.
spinosum (verde). Porém, na revisdo elaborada por Coville (1982), esses grupos foram
denominados de complexos de espécies dentro do grupo Nitidum e algumas modificacdes
aconteceram, como no caso da espécie T. (Trypargilum) tridentatum que estd incluida na
classificacdo de Richards (1934) como pertencente ao grupo T. spinosum por apresentar
caracteres semelhantes ao grupo T. nitidum, mas possuir a genitalia do macho diferente dos
demais. Para Sandhouse (1940) e Coville (1982), T. (Trypargilum) tridentatum pertence ao
grupo Nitidum assim como T. (Trypargilum) opacum, porém ndo apresentam um complexo
de espécies definido devido a diversos caracteres morfoldgicos.

Analisando as relacbes entre as espécies dos grupos T. punctulatum e T.
spinosum, temos que T. punctulatum corresponde a um grupo parafilético, porém com
potencial a vir a ser monofilético se a espécie T. (Trypargilum) sp7 for identificada como
pertencente a esse grupo; ja T. spinosum corresponde a um grupo polifilético abrangendo as
espécies T. (Trypargilum) tridentatum e T. (Trypargilum) spinosum.

Em relacdo ao subgénero Trypoxylon (Trypoxylon) (Figura 25), o grupo
classificado por Richards (1934) como T. marginatum permaneceu com a mesma descrigéo,
porém foi renomeado para Marginatum em Sandhouse (1940); a espécie T. (Trypoxylon)
carinatum, considerada por Richards (1934) como pertencente a T. marginatum, passou a ser
considerada como do grupo Scutatum (SANDHOUSE, 1940) juntamente com a espécie T.
(Trypoxylon) stroudi.

Ha& poucas espécies conhecidas no grupo Marginatum pelo fato da sua maior
diversidade estar localizada no extremo sul da Ameérica, apesar de sua distribuicdo atingir
todo o continente (RICHARDS, 1934). Os dados moleculares mostraram que esse grupo,
assim como T. figulus - grupo Figulus em Sandhouse (1940) - representam grupos
parafiléticos (Figura 25), abarcando um grande numero de espécies analisadas. Em

contrapartida, o grupo T. fabricator aqui representado por T. (Trypoxylon) johnsoni e T.
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(Trypoxylon) asuncicola (RICHARDS, 1934) corresponde a um grupo monofilético com base
no gene COI.

Essas evidéncias mostram que a luz dos dados moleculares, a classificagdo que
mais faz sentido é a elaborada por Richards (1934) ou ainda a andlise das arvores feita com
base nos complexos de espécies descritos por Coville (1982), pois se considerarmos apenas
0s grupos de espécies de Coville (1982), estaremos considerando grupos ndo monofiléticos
na classificagdo. No entanto, ainda é necessario que sejam feitas revisdes dos grupos de
espécies, associando dados morfolégicos e moleculares para que tenhamos uma classificagao

mais acurada desse grupo de vespas.

4.4 ldentificacdo molecular das espécies do género Trypoxylon

Muitas vezes ndo é adequado atribuir a classificacdo de um organismo a sua identificacdo
molecular. Isto se deve ao fato de que o conceito bioldgico de espécies definido por Mayr
(1942) e amplamente utilizado por taxonomistas é diferente dos conceitos filogenéticos de
espécies que consistem em “a menor agregagdo de populagdes (sexuadas) ou de linhagens
(assexuadas) que é diagnosticavel através de uma combinacdo exclusiva de modos de
expressdo dos caracteres nos individuos comparaveis” (NIXON; WHEELER, 1990), ou
ainda, a definicdo mais atual de Groves e Grubb (2011) que consiste em “a menor populacéo
ou agrupamento de populacGes que apresentem diferencas hereditarias fixadas de outras
populagdes ou agregacdes”.

Sendo assim, apesar de usarmos o conceito filogenético de espécies como base
para as analises filogenéticas e coalescentes de delimitacdo e identificacdo de espécimes,
utilizamos as unidades taxonémicas operacionais moleculares como identificacdo das
entidades analisadas por ndo comprometer a nomenclatura vigente (GOLDSTEIN et al.,
2000; BLAXTER et al., 2005).

Em todas as abordagens utilizadas, foi encontrado aproximadamente 0 mesmo
nimero de unidades taxondmicas moleculares, variando de 39 a 52 MOTUs devido as
incongruéncias entre as metodologias.

Para as analises de distancia genética, considerar 0s grupos externos ou nédo
considera-los ndo afetou 0s nossos resultados; entretanto, identificamos que o valor de OT foi
menor (3,80% e 3,88%) quando utilizamos todas as sequéncias de COI obtidas (n = 333) em
comparacdo com a analise efetuada apenas com uma sequéncia por haplétipo (4,34% e
4,83%). Esses valores geraram uma diferenca de duas MOTUs que correspondem as
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sequéncias de T. (Trypargilum) nitidum e T. (Trypargilum) colinum obtidas do BOLD (Figura
29).

Quanto as analises de bPTP, a inclusdo dos grupos externos resultou na
reducdo do nimero de entidades analisadas, passando de 52 para 50, respectivamente. Essa
diferenca se deu devido as sequéncias de T. (Trypoxylon) frigidum que foram divididas em
trés entidades. A primeira delas agrupando os haplotipos de FriH1 a FriH4, a segunda
correspondente aos haplétipos FriH8 e FriH9, e a terceira entidade representada pelos demais
haplotipos identificados como da espécie T. (Trypoxylon) frigidum e o haplétipo FigH4 da
espécie T. (Trypoxylon) figulus.

A analise de GMYC recuperou 45 entidades, porém o intervalo de confianca
de 42 a 56 mostrou que os resultados se sobrepdem as demais andlises e, apesar de haver
algumas incongruéncias entre elas, a maioria das atribui¢des foram iguais.

Ao analisar o subgénero Trypoxylon (Trypargilum) observamos que, para 0s
métodos de distancia genética e GMYC, T. (Trypargilum) aurifrons e T. (Trypargilum) sp6
correspondem a uma mesma MOTU; porém, para bPTP, T. (Trypargilum) sp6 corresponde a
uma MOTU diferente de T. (Trypargilum) aurifrons. Ao analisarmos os dados de outros
genes produzidos nesse trabalho podemos ver que essas duas MOTUs apresentam pouca
variacao entre si - um sitio polimorfico em pol, cinco sitios poliméficos entre AurH1 e
Sp6H2, e sete sitios polimdrficos entre AurH1 e Sp6H1 (Figuras 10 e 15, Apéndices A e B)
para 0 gene CytB, o que levanta a questdo de representarem realmente uma Unica unidade
taxondmica.

Os haplétipos OpaH1 e “C”H1 também foram agrupados como uma unica
unidade taxonémica pelos métodos de distancia genética e pelo GMYC, porém as analises de
bPTP indicaram que sdo entidades diferentes. Ao observar os dados de CytB em relacdo a
essas sequéncias, é possivel observar que ndo hd muita variacdo entre elas (quatro sitios
polimorficos entre OpaH1 e “C”H2); porém, pela rede de haplotipos constatamos a presenca
de dois median vectors entre T. (Trypargilum) opacum e o T. (Trypargilum) Morfotipo C,
indicando que ainda faltam hapl6tipos intermediarios para interliga-los (Figura 15 e Apéndice
B).

Algo semelhante pode ser visto com os haplotipos Sp4H1 e “I”’H1. Neste caso,
a metodologia de distancia genética considerou como sequéncias pertencentes a mesma
MOTU, enguanto as metodologias filogenética e coalescente (bPTP e GMYC) separou-0s em

entidades diferentes (Figura 29). Os dados de CytB indicam que ha 11 sitios polimorficos
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entre os dois haplétipos e, comparando com os demais valores encontrados para o gene CytB,
podemos considera-lo um valor intermediario de substitui¢cbes nucleotidicas.

Diferentemente, o0s espécimes T. (Trypargilum) Morfotipo B e T.
(Trypargilum) agamemnon foram considerados MOTU diferentes em todas as metodologias.
porém os dados de pol mostram que apresentam o mesmo hapl6tipo, exceto pela presenca de
uma substituicdo nucleotidica do tipo S (uma citosina por uma guanina) na posicao 105. Em
relacdo aos dados de variacdo nucleotidica para os genes CytB e COI entre T. (Trypargilum)
agamemnon e T. (Trypargilum) Morfotipo B, vemos uma alta diversidade nucleotidica (0,05

e 0,06, respectivamente), levantando a questdo se realmente sdéo MOTUs diferentes.

Foram observadas também diferencas entre a delimitacdo de T. (Trypargilum)
colinum e T. (Trypargilum) nitidum (sequéncias do BOLD) ao considerar todas as analises de
delimitacdo de espécies realizadas. Os tipos genéticos Nitl e Nit2 foram agrupados em uma
mesma MOTU pelas andlises de distancia genética, porém para as analises de bPTP e
GMYC, eles foram separados em entidades diferentes, corroborando a classificacdo em tipos
genéticos realizada neste trabalho. O mesmo pode ser dito do haplotipo Nit3H1, que foi
considerado uma Unica MOTU, como NitH5 (BOLD). O grupo Nitidum é extremamente
diverso, apresentando o maior numero de espécies do subgénero Trypoxylon (Trypargilum).
Trata-se de um grupo pouco definido na classificacdo de Bohart e Menke (1976) e Coville
(1982), o que torna a identificacdo desses individuos dificil, gerando incongruéncias também
reportadas aqui com base nos dados moleculares. Estas incongruéncias ja haviam sido
identificadas em estudo citogenético, no qual em uma mesma populacdo, foram encontrados
individuos com ndmeros cromossomicos diferentes, sugerindo que a espécie esteja em
processo de isolamento reprodutivo e geracao de novos taxons (SCHER; POMPOLO, 2003).

Outro exemplo é a espécie T.(Trypoxylon) frigidum, inclusa no grupo de
espécies Figulus. Nesse grupo todas as espécies classificadas perderam os caracteres dos
demais grupos de espécies do género Trypoxylon (SANDHOUSE, 1940), gerando dificuldade
de identificacdo. As espécies analisadas por nos e identificadas como pertencentes ao grupo
T. (Trypoxylon) figulus (Figura 25) apresentaram incongruéncias na delimitagdo de espécies,
como o caso de T. (Trypoxylon) pennsylvanicum que foi considerada uma Gnica MOTU pela
analise de distancia genética, enquanto que as analises bPTP e GMYC consideraram o
haplotipo PenH1 como um entidade e PenH2 e PenH3 como outra entidade.

T. (Trypoxylon) figulus foi outro exemplo de espécie que foi dividida em trés

entidades pelas analises com bPTP sendo cada haplétipo (FigHl1, FigH2 e FigH3)
72



considerado uma MOTU, enguanto que os métodos de distancia e GMYC agruparam-0s
como uma unica MOTU. O haplotipo FigH4 foi considerado em todas as analises como
pertencente a MOTU representada pela maior quantidade de haplétipos de T. (Trypoxylon)
frigidum. Ao blastar a sequéncia referente ao haplétipo FigH4 com as demais sequéncias de
T. (Trypoxylon) frigidum, foi possivel observar que FigH4 é exatamente 0 mesmo haplotipo
de FriH11, podendo ser um caso de identificacdo errada no BOLD.

Outra incongruéncia de dados observada foi entre T. (Trypoxylon) minus e T.
(Trypoxylon) medium. Nas analises de delimitacdo filogenética e coalescéncia representam
entidades diferentes; nas analises de distancia genética, representam uma Unica MOTU;
quando utilizamos todas as sequéncias obtidas nesse trabalho e com a analise utilizando uma
sequéncia por haplétipo, T. (Trypoxylon) minus e T. (Trypoxylon) medium corresponderam a
um agrupamento juntamente com os haplétipos FigH1, FigH2 e FigH3.

A despeito da delimitacao feita para T. (Trypoxylon) punctivertex, temos que
todas as metodologias consideraram os tipos genéticos T. (Trypoxylon) punctivertexl e T.
(Trypoxylon) punctivertex2 como entidades diferentes, corroborando a divisdo em tipos
genéticos realizada no inicio deste trabalho.

5 Consideracdes finais

Ao dar inicio a este trabalho com a pergunta “A divisdo subgenérica de Trypoxylon Latreille,
1796 (Hymenoptera: Crabronidae) ¢ sustentada por marcadores moleculares?”, tinhamos
como um dos propositos aumentar o conhecimento acerca deste grupo de vespas para o qual
encontravamos na grande maioria, dados comportamentais de trabalhos relativamente
antigos, mostrando a dificuldade de se trabalhar com um grupo extremamente diverso e com
falta de especialistas em identificacdo desses organismos.

O nosso conhecimento se limitava a identificacdo de poucas espécies do
subgénero  Trypoxylon (Trypargilum) principalmente, e dados limitados sobre
comportamento, parentesco e biologia de nidificacéo, pois todos os trabalhos que comegavam
a ser produzidos, apesar de muitas vezes apresentar uma boa amostragem de individuos, ndo
havia como identificar os espécimes.

Nossos resultados contribuiram para o conhecimento genético desses
organismos ao mostrarem que as espécies analisadas apresentam grande diversidade
nucleotidica, principalmente para os genes mitocondriais, possibilitando que estes genes

sejam utilizados como ferramentas para estudos de genética de populagGes, bem como para a
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delimitacdo e identificacdo de espécies, sendo uma alternativa para as dificuldades aqui
apontadas.

Quanto a divisdo subgenérica de Trypoxylon elaborada por caracteres
morfoldgicos e comportamentais, vimos que os genes pol e CytB corroboram a atual divis&o,
mas ainda deixam davidas quanto a acuracia dos dados por apresentar uma baixa amostragem
de sequéncias do subgénero Trypoxylon (Trypoxylon) no caso de pol. Ao concatenarmos 0s
dados de CytB com COl, verificamos que a arvore filogenética produzida se torna robusta.
Ao aumentarmos a amostragem com sequéncias obtidas do banco de dados para as analises
com o gene COI foi possivel corroborar a divisdo subgenérica de Trypoxylon (Trypargilum) e
Trypoxylon (Trypoxylon).

Ademais, foi possivel identificar que provavelmente o subgénero Trypoxylon
(Trypargilum) representa mais de um clado, como ja sugerido por Bohart e Menke (1976),
Coville (1982) e Amarante (2005), mostrando a necessidade de que mais estudos com esses
grupos sejam feitos incluindo dados morfoldgicos, comportamentais e moleculares.

Outra contribuicdo importante foi a estimativa do tempo de divergéncia
realizada em nosso trabalho de que o género Trypoxylon provavelmente surgiu ha cerca de 43
milhdes de anos no periodo Eoceno, enquanto que a divergéncia entre 0s subgéneros ocorreu
entre os periodos Eoceno e Oligoceno, ha cerca de 36,5 milhGes de anos. Ndo ha registro
semelhante na literatura que diz respeito ao género Trypoxylon, constituindo séria lacuna em
nosso conhecimento sobre a evolugdo de um grupo extremamente importante na
descendéncia de abelhas.

Também foi possivel verificar que a divisdo em grupos de espécies dentro de
cada subgénero ndo é completamente corroborada pelos dados moleculares. Nossos achados
indicaram que a classificacdo que aparenta fazer mais sentido € a proposta por Richards
(1934); no entanto, enquanto alguns grupos sdo monofiléticos, como no caso de T. albitarse e
T. fabricator, outros sdo polifiléticos como T. nitidum e T. figulus. Ainda ha o caso de T.
punctulatum, o qual pode vir a ser um grupo monofilético se a espécie sem identificacdo
presente nesse clado for classificada como pertencente a ele.

Este trabalho possibilitou ainda que uma diversidade maior de espécies fosse
amostrada e analisada molecularmente, gracas as parcerias para coletas em diversas regifes
brasileiras, 0 que culminou na amostragem e analise molecular de diversos morfotipos ainda

nédo identificados pela classificacdo recorrente e que passaram por analises de delimitacéo e
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identificacdo de espécimes, gerando uma estimativa de que foram analisadas de 39 a 52
unidades taxondmicas moleculares nesse trabalho.

As andlises de delimitacdo de espécies mostraram que existem algumas
incongruéncias entre as metodologias utilizadas, porém as maiores dificuldades de
identificacdo se assemelham as dificuldades encontradas na classificacdo dos organismos do
género Trypoxylon, em especial aqueles que estdo inclusos em grupos diversos e pouco
delimitados pelo fato de hoje em dia as caracteristicas que identificam as espécies serem
muito variadas, o que sugere fortemente a necessidade de revisao do grupo.

Outra barreira vencida foi a padronizacdo de marcadores moleculares
mitocondriais e nucleares para esse grupo, abrindo caminho para que novos trabalhos de
genética de populagdes sejam feitos ampliando ainda mais o conhecimento do grupo ndo sé
molecularmente, como também em outras areas. Pois, as andlises aqui realizadas
demonstraram que unindo a informacao de diversos genes é possivel chegar a delimitacGes de
espécies. No entanto, acreditamos que associar dados de caracteres morfologicos a essa
metodologia, possibilitard uma maior acuracia dos resultados, chegando a identificacdes mais
seguras, que nos possibilitardo desenvolver estudos para entender como se deu a grande

diversificacdo desse grupo que ocupa tantas regides de climas variados do planeta.
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APENDICES

APENDICE A: DIVERSIDADE NUCLEOTIDICA (DIAGONAL INFERIOR) E NUMERO DE SITIOS POLIMORFICOS (DIAGONAL SUPERIOR) ENTRE ESPECIES

ANALISADAS PARA A REGIAO NUCLEAR POL, DEMONSTRANDO OS HAPLOTIPOS UTILIZADOS PARA TAL ANALISE. OS VALORES EM NEGRITO
REPRESENTAM A DIVERSIDADE NUCLEOTIDICA INTRAESPECIFICA.

Sp7H1 Sp2H1 Sp6H1 “A”H1 “B”HI “C”’Hl1 “I”H1 “J’Hl AlbH1 AurH1 LacH2 NitH1 RogHl1l AgaH1 PunH1
Sp7 H1  0,0000 48 29 16 20 23 22 23 41 28 6 20 6 20 71
Sp2H1  0,0623  0,0000 38 44 43 38 36 38 49 37 45 36 50 44 64
Sp6H1  0,0376 0,0493  0,0000 24 26 8 9 7 34 1 32 9 31 27 66
“A”H1  0,0208 0,0571 0,0311 0,0000 14 18 17 18 2 23 21 15 20 15 67
“B”H1  0,0259 0,0558 0,0337 0,0182 0,0000 20 19 19 34 25 23 17 22 1 68
“C”H1 0,0298 0,0493 0,0104 0,0233 0,0259 0,0000 2 2 30 26 25 21 62
“I” H1 0,0285 0,0467 0,0117 0,0220 0,0246 0,0026 0,0000 3 29 25 24 20 60
“J” H1 0,0298 0,0493 0,0091 0,0233 0,0246 0,0026 0,0039 0,0000 30 26 25 21 62
AlbH1 0,0532 0,0636 0,0441 0,0026 0,0441 0,0389 0,0376 0,0389 0,0039 35 40 27 43 35 73
AurH1 0,0363 0,0480 0,0013 0,0298 0,0324 0,0091 0,0104 0,0078 0,0454 0,0000 31 8 30 26 65
LacH2 0,0078 0,0584 0,0415 0,0272 0,0298 0,0337 0,0324 10,0337 0,0519 0,0402 0,0013* 23 7 23 72
NitH1 0,0259 0,0467 0,0117 0,0195 0,0220 0,0039 0,0026 0,0039 0,0350 0,0104 0,0298 0,0000 22 18 62
RogH1 0,0078 0,0649 0,0402 0,0259 0,0285 0,0324 0,0311 0,0324 0,0558 0,0389 0,0091 0,0285 0,0000 22 75
AgaH2 0,0259 0,0571 0,0350 0,0195 0,0013 0,0272 0,0259 0,0272 0,0454 0,0337 0,0298 0,0233 0,0285 0,0013** 69
PunH1 0,0921 0,0830 0,0856 0,0869 0,0882 0,0804 0,0778 0,0804 0,0947 0,0843 0,0934 0,0804 0,0973 0,0895 0,0026**

* A diferenca entre as sequéncias corresponde a uma regido de missing data e a um sitio polimorfico.
** A diferenca entre as sequéncias corresponde a regifes de missing data.
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APENDICE B: DIVERSIDADE NUCLEOTIDICA PAR-A-PAR DAS SEQUENCIAS DO GENE CYTB DE AMOSTRAS DO GENERO TRYPOXYLON.

"A"H1 "B"H1 "C"H1 "D"H1 "E"H1 "H"H1 "I"H1 "J"H1 Sp2H1 Sp4H1 Sp5SH1 Sp6H1 Sp7H1 Sp8H1

"A"H1
"B"H1
"C"H1
"D"H1
"E"H1
"H"H1
"I"H1
"J"H1
Sp2H1
Sp4H1
Sp5H1
Sp6H1
Sp7H1
Sp8H1
Sp9H1
AgaHl
AlbH1
AsuH1
AurH1
LacH1
Nit1H1
Nit2H1
Nit3H1
RogH1
PunlH1
Pun2H1
OpaH1
XanH1

0,176
0,193
0,244
0,268
0,227
0,226
0,183
0,354
0,225
0,220
0,175
0,176
0,159
0,191
0,180
0,264
0,380
0,184
0,167
0,203
0,206
0,136
0,141
0,222
0,261
0,191
0,208

0,212
0,230
0,257
0,195
0,195
0,160
0,352
0,182
0,218
0,177
0,176
0,184
0,212
0,089
0,268
0,368
0,175
0,181
0,181
0,175
0,203
0,155
0,210
0,220
0,208
0,215

0,211
0,252
0,203
0,113
0,089
0,313
0,116
0,201
0,094
0,148
0,187
0,028
0,213
0,201
0,360
0,099
0,172
0,102
0,105
0,195
0,141
0,193
0,233
0,012
0,211

0,276
0,245
0,253
0,215
0,348
0,248
0,237
0,216
0,186
0,251
0,230
0,228
0,255
0,400
0,219
0,257
0,216
0,221
0,226
0,215
0,226
0,242
0,213
0,238

0,281
0,274
0,258
0,328
0,274
0,238
0,241
0,219
0,242
0,270
0,272
0,259
0,401
0,251
0,233
0,248
0,243
0,269
0,217
0,220
0,235
0,257
0,257

0,162
0,146
0,242
0,168
0,199
0,167
0,173
0,186
0,210
0,214
0,246
0,388
0,165
0,215
0,149
0,164
0,220
0,176
0,169
0,174
0,210
0,264

0,096
0,295
0,026
0,232
0,101
0,153
0,183
0,094
0,202
0,238
0,377
0,098
0,194
0,053
0,058
0,224
0,152
0,192
0,213
0,110
0,253

0,287
0,096
0,193
0,068
0,121
0,153
0,094
0,187
0,225
0,352
0,066
0,151
0,079
0,082
0,189
0,117
0,169
0,208
0,094
0,236

0,298
0,316
0,276
0,324
0,337
0,325
0,365
0,310
0,431
0,276
0,337
0,259
0,269
0,375
0,294
0,266
0,259
0,317
0,365

0,224
0,103
0,152
0,180
0,102
0,196
0,230
0,390
0,101
0,194
0,053
0,061
0,224
0,152
0,188
0,213
0,113
0,252

0,212
0,195
0,214
0,211
0,247
0,245
0,378
0,216
0,214
0,223
0,225
0,199
0,188
0,203
0,190
0,201
0,241

0,137
0,177
0,099
0,206
0,213
0,362
0,016
0,166
0,073
0,078
0,201
0,123
0,174
0,213
0,101
0,225

0,134
0,151
0,193
0,227
0,359
0,135
0,112
0,147
0,152
0,188
0,073
0,174
0,212
0,150
0,196

0,194
0,209
0,229
0,379
0,174
0,158
0,170
0,156
0,185
0,145
0,206
0,230
0,187
0,217
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APENDICE B: CONTINUACAO

Sp9H1 AgaH1 AlbH1 AsuH1 AurH1 LacH1 NitlH1 Nit2H1 Nit3H1 RogH1 PunlH1 Pun2H1  OpaH1
"A"H1
"B"H1
"C"H1
"D"H1
"E"H1
"H"H1
"I"H1
"J'"H1
Sp2H1
Sp4H1
Sp5H1
Sp6H1
Sp7H1
Sp8H1
Sp9H1
AgaH1l 0,217
AlbH1 0,201 0,265
AsuH1 0,358 0,399 0,334
AurH1 0,099 0,209 0,207 0,362
LacH1 0,172 0,190 0,257 0,408 0,164
NitlH1 0,100 0,196 0,224 0,385 0,071 0,175
Nit2H1 0,099 0,196 0,220 0,368 0,076 0,178 0,019
Nit3H1 0,200 0,211 0,266 0,366 0,210 0,199 0,210 0,213
RogH1 0,150 0,183 0,232 0,375 0,120 0,091 0,132 0,140 0,178
PuniH1 0,193 0,214 0,226 0,343 0,178 0,213 0,166 0,175 0,216 0,164
Pun2H1 0,240 0,240 0,243 0,314 0,223 0,225 0,199 0,202 0,229 0,211 0,139
OpaH1 0,023 0,210 0,298 0,360 0,201 0,272 0,097 0,202 0,192 0,147 0,196 0,236
XanH1 0,223 0,196 0,232 0,379 0,234 0,192 0,225 0,216 0,179 0,201 0,238 0,245 0,214
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APENDICE C: ARVORE FILOGENETICA DO GENERO TRYPOXYLON ELABORADA COM A

METODOLOGIA 1B PARA SEQUENCIAS DE CYTB NAO PARTICIONADAS.

————————————————————— o | | 5o ) C
0% T. nitidum1 H2
.................................................................................... T nitidum?2 H1

T. sp4 HI

0’75 .............................................................................. - T sp6 Hl1
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0,61 —————— " v 1

. T.sp2 HI

087 Morfotipo H H1

. T. punctulatum1 H1

e T punctulatum1 H2
- T. punctulatum2 H1

T. asuncicola H1

- Pison sp.

0.2

0,5 ] T. sp6 H2

.................................................................................................. T. aurifrons H1

07 Morfotipo C H1
087 B . Morfotipo C H2
ot oo AT T. opacum H1

- Morfotipo J H1
. T. lactitarse H1
- T lactitarse H2
.. T. lactitarse H3

. T. rogehoferi H1
T. rogenhoferi H2

.. T. agamemnon H1
- Morfotipo B H1

0 T. nitidum3 H1

. Morfotipo E H1

..................................................................................................... Morf()‘[ip() D H1
.......................................................................................... T albitarse H1
l{0765 ............................................................................................ T albitarse H3
0,54 10’99 .................................................................................. T albitarse H2

T. xanthandrum H1
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APENDICE D: ARVORE FILOGENETICA DO GENERO TRYPOXYLON ELABORADA COM A
METODOLOGIA ML PARA SEQUENCIAS DE CYTB NAO PARTICIONADAS.

T’ nitidum1 H1
v T nitidum1 H2
— T nitidum?2 H1
1. sp4 HI
w1 sp6 H2

~ T. sp6 H1
e T aurifrons H1
- Moroftipo C H2
-~ Morfotipo C H1
T opacum H1

-T. sp9 HI
Morfotipo J HI
T. lactitarse H1
- T lactitarse H2
T’ lactitarse H3
-~ T. rogenhoferi H1
T rogenhoferi H2
- T.sp7 HI
T. sp8 H1
-~ Morfotipo D H1
1. agamemnon H2
- 1. agamemnon H1

Morfotipo B H1
— T xanthandrum H1
— Morfotipo A H1
-« T’ nitidum3 H1
Morfortipo E H1
T. sp5S H1
T albitarse H3
-~ T. albitarse H1

-~ T albitarse H2
Morfotipo H H1
1. sp2 H1
1. asuncicola H1
-~ T’ punctivertex2 H1
T’ punctivertex] H1
T" punctivertex] H2
-~ Pison sp.

0.9
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APENDICE E: DIVERSIDADE NUCLEOTIDICA PAR-A-PAR DAS SEQUENCIAS DO GENE COI DE AMOSTRAS DO GENERO TRYPOXYLON.

AlbH1

AsuH1 "A"H1 "B"H1 "C"H1 "D"H1 "E"H1 "H"H1 "I"H1 "J"H1 PunlH1 Pun2H1 Sp2H1 Sp4H1 SpSH1

AlbH1
AsuH1
"A"H1
"B"H1
"C"H1
"D"H1
"E"H1
"H"H1
"I"H1
"J'"H1
PunlH1
Pun2H1
Sp2H1
Sp4H1
Sp5H1
Sp6H1
Sp7H1
Sp8H1
AurH1
Nit1H1
Nit2H1
Nit3H1
RogH1
AgaH1
LacH1
OpaH1
Sp2H1-COT
Sp4H1-COT
XanH1

0,236
0,177
0,193
0,164
0,190
0,296
0,257
0,197
0,177
0,249
0,295
0,262
0,210
0,193
0,158
0,181
0,172
0,166
0,191
0,197
0,158
0,179
0,184
0,186
0,172
0,237
0,241
0,199

0,223
0,224
0,180
0,213
0,223
0,185
0,187
0,191
0,174
0,191
0,229
0,204
0,241
0,181
0,191
0,188
0,179
0,200
0,213
0,227
0,165
0,211
0,218
0,186
0,220
0,224
0,220

0,143
0,133
0,161
0,270
0,220
0,155
0,153
0,216
0,221
0,240
0,151
0,170
0,149
0,155
0,104
0,147
0,151
0,152
0,108
0,141
0,147
0,164
0,147
0,192
0,196
0,159

0,137
0,159
0,281
0,234
0,146
0,142
0,220
0,239
0,239
0,148
0,203
0,150
0,178
0,143
0,142
0,139
0,153
0,138
0,157
0,068
0,175
0,145
0,190
0,194
0,163

0,144
0,271
0,183
0,090
0,097
0,175
0,177
0,185
0,099
0,172
0,096
0,112
0,119
0,092
0,099
0,108
0,151
0,123
0,126
0,146
0,023
0,153
0,157
0,157

0,273
0,232
0,141
0,155
0,235
0,247
0,245
0,159
0,203
0,168
0,175
0,162
0,164
0,159
0,163
0,165
0,163
0,154
0,187
0,161
0,221
0,225
0,167

0,261
0,278
0,255
0,220
0,249
0,325
0,290
0,266
0,247
0,273
0,271
0,243
0,276
0,283
0,249
0,254
0,288
0,277
0,273
0,306
0,311
0,294

0,165
0,173
0,165
0,168
0,187
0,163
0,245
0,168
0,187
0,206
0,160
0,159
0,174
0,233
0,165
0,233
0,220
0,183
0,178
0,182
0,239

0,081
0,180
0,174
0,178
0,038
0,170
0,100
0,133
0,126
0,091
0,072
0,077
0,175
0,123
0,147
0,152
0,090
0,126
0,130
0,167

0,152
0,186
0,182
0,094
0,183
0,092
0,130
0,123
0,085
0,092
0,096
0,152
0,117
0,139
0,138
0,103
0,138
0,142
0,154

0,148
0,201
0,191
0,234
0,159
0,180
0,215
0,153
0,165
0,180
0,225
0,173
0,211
0,214
0,183
0,197
0,202
0,244

0,196
0,172
0,245
0,183
0,231
0,225
0,172
0,179
0,192
0,263
0,206
0,258
0,234
0,190
0,221
0,226
0,248

0,193
0,244
0,180
0,203
0,225
0,172
0,170
0,174
0,250
0,209
0,250
0,238
0,188
0,203
0,207
0,260

0,174
0,104
0,142
0,124
0,094
0,074
0,084
0,175
0,127
0,151
0,152
0,107
0,128
0,132
0,161

0,167
0,173
0,167
0,167
0,183
0,189
0,172
0,171
0,198
0,197
0,177
0,201
0,205
0,207
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APENDICE E: CONTINUACAO

Sp6H1 Sp7H1 Sp8H1 AurH1 NitlH1 Nit2H1 Nit3H1 RogH1 AgaH1l LacH1 OpaHl1l Sp2H1-COT Sp4H1-COT

AlbH1
AsuH1
"A"H1
"B"H1
"C"H1
"D"H1
"E"H1
"H"H1
"I"H1
"J'H1
PunlH1
Pun2H1
Sp2H1
Sp4H1
Sp5H1
Sp6H1
Sp7H1
Sp8H1
AurH1
Nit1H1
Nit2H1
Nit3H1
RogH1
AgaH1
LacH1
OpaH1
Sp2H1-COT
Sp4H1-COT
XanH1

0,105
0,120
0,018
0,085
0,090
0,154
0,090
0,131
0,130
0,103
0,118
0,122
0,157

0,131
0,103
0,134
0,138
0,164
0,070
0,149
0,086
0,124
0,155
0,159
0,147

0,120
0,131
0,135
0,125
0,118
0,142
0,152
0,129
0,166
0,170
0,148

0,080
0,083
0,156
0,083
0,124
0,130
0,099
0,116
0,120
0,153

0,033
0,164
0,119
0,147
0,156
0,103
0,120
0,124
0,175

0,169
0,129
0,148
0,164
0,107
0,132
0,136
0,173

0,156
0,143
0,153
0,159
0,213
0,218
0,174

0,141
0,095
0,130
0,141
0,145
0,152

0,163
0,133
0,183
0,187
0,157

0,157
0,186
0,190
0,170

0,149
0,153
0,173

0,003
0,197

0,202
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APENDICE F: ARVORE FILOGENETICA DO GENERO TRYPOXYLON ELABORADA COM A
METODOLOGIA IB PARA SEQUENCIAS DE COl PARTICIONADAS.

- T. albitarse H1
11 T. albitarse H2
1 -T. albitarse H3

-T. albitarse H4
T. spS HI
.............................. T nll‘ldum3 H1
o Morfotipo A H2
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, T Sp8 Hl1
T. agamemnon H2
e Morfotipo B HI
- Morfotipo D H1
- Morfotipo D H2
i T pogenhoferi H2
....... O rogenhoferi H4
2 T rogenhoferi H1
v T rogenhoferi H3
............................ T lac[itarse Hl1

. T, ifticturm] H2

e | EtAUM2 H1
.......................................................... T opacum H1
e —— Y [y (51 J R 5
L Morfotipo H Hl
T T punctl‘vertexl H1
W[l s T pURCHVErtex1 H2
e R T T T asuncicola H1
e B - Pison Sp_

0,99

0.67

0,99

0.2
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APENDICE G: ARVORE FILOGENETICA DO GENERO TRYPOXYLON ELABORADA COM A

METODOLOGIA ML PARA SEQUENCIAS DE COI PARTICIONADAS.

T. rogenhoferi H4
T. rogenhoferi H2
T. rogenhoferi H1
T. rogenhoferi H3
T.sp7 HI
T. lactitarse H1
T. sp6 H1
T. sp6 H2
T. aurifrons H1
T. nitidum1 H1
T. nitidum1 H2
~ T. nitidum2 H2
T. nitidum2 H1
e T §p4 H1
Morfotipo [ H1
T. albitarse H4
T. albitarse H3
001 7. albitarse H1
87 T. albitarse H2
T. spS HI
T. nitidum3 H1
Morfotipo A H2
Morfotipo A H1
T. sp8 HI
T. agamemnon H2
~T. agamemnon H1
Morfotipo B H1
Morfotipo D H1
Morfotipo D H2
T. opacum H1
Morfotipo C H1

T.sp2 H1
Morfotipo H H1

T. punctivertex1 H1
T. punctivertex1 H2
T. punctivertex2 H1

16 B
62 .
Bt
Morfotipo E H1

Nitela sp.
Pison sp.
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APENDICE H: ARVORE FILOGENETICA ELABORADA COM A METODOLOGIA IB PARA
SEQUENCIAS DE COI PARTICIONADAS. EM DESTAQUE O SUBGENERO TRYPARGILUM.

T. politum H3
T. politum HS
T. politum H1
T. politum H2
1} 7. politum H4
T. politum H6
I T. politum H7
T. albitarse H1
T. albitarse H2
T. albitarse H3
T. albitarse H4
T. sp5 HI1
- Morfotipo A H1
Morfotipo A H2
T nitidum3 H1
T. sp8 HI1
T. agamemnon H1
T. agamemnon H2
Morfotipo B H1
Morfotipo D HI
Morfotipo D H2
T. tridentaum H1
T. spinosum H1
T. spinosum H2
T. spinosum H3
T spinosum H4
T. spinosum H5
T. sp6 H1
T. sp6 H2
T. aurifrons H1
T. rogenhoferi H2
T. rogenhoferi H4
T. rogenhoferi H1
T. rogenhoferi H3
T. lactitarse H1 (BOLD)
T. lactitarse H1
T. sp7 H1
T. nitidum H3 (BOLD)
T. nitidum H6 (BOLD)
T. nitidum H7 (BOLD)
T. nitidum H4 (BOLD)
T. colinum H1
T. colinum H2
T. nitidum H1 (BOLD)
T. nitidum H2 (BOLD)
T. nitidum1 H1
T. nitidum1 H2
T. nitidum2 H1
T nitidum2 H2
Morfotipo I H1
T.spA H
Morfotipo C H1
T. opacum H1
- Morfotipo J H1
T. nitidum H5 (BOLD)
T.sp2 H1
Morfotipo H H1
T. punctivertex] H1
T. punctivertex1 H2
T. punctivertex2 H1
Subgénero Trypoxylon
Pison sp.
L Nitela sp.




APENDICE I: ARVORE FILOGENETICA ELABORADA COM A METODOLOGIA 1B PARA
SEQUENCIAS DE COI PARTICIONADAS. EM DESTAQUE O SUBGENERO TRYPOXYLON.

Subgénero Trypargilum
— | T ﬁgulus H47yp =
. T frigidum H10
=7 o
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, %: }‘rzgzzum g%i
B /e
...................................................... P }"lgl um
- T. frigidum
L
S ———— Y ;o7 D s
I T. frigidum H8
‘Il e Tfrigidum H9
B ; ;;ﬂlglil]um Eé
.................................................................. . ]"lgl um
o T frigidum H3
I 11 S— T frigidum H4
SR——————— ) (- Y 3
0 [ Tl H2
0,94 {%87 __________________________________________________ T “medium H1
g9y % minus ll—]] _ o
| T. pennsylvanicum H3
0,99 I ;
s ] , DERISYIvanicym H1
08 ... T attenuatum H1
1 i T attenuatum H2
1 N A———————— ; bidentatumHHll
Ml cenccscssresneans 1. carinatum
4[1 .......................................................... % ?arinatum P}II21
—{0.89 . T stroudi H1

L Tjohnsoni H1
4i1,“. i T johnsoni H2
— 0,96 1 i T, johnsoni H3

ssmmesmennnn 1 asuneisola H1
0,94 . MoTfOtipo E H1
e T Clavicerum H2
10,91, T elavicerum HB
| T clavicerum H1
e Pison Sp.
L. N tEl sp.




APENDICE J: ARVORE FILOGENETICA ELABORADA COM A METODOLOGIA ML PARA
SEQUENCIAS DE COI PARTICIONADAS. EM DESTAQUE O SUBGENERO TRYPARGILUM.

T. politum H6
T. politum H1
T politum H2
7. politum H4
1. politum H5
1. politum H3
1. politum H7
100 7' albitarse H1
1
1
1
7

~

" albitarse H2
" albitarse H4
" albitarse H3
L spS HI
Morfotipo A H2
Morfotipo A H1
T. nitidum3 H1
7. sp8 H1
T. agamemnon H2
Morfotipo B H1
T. agamemnon H1
Morfotipo D H2
Morfotipo D H1
- T tridentatum H1
T. spinosum H3
T. spinosum H2
T. spinosum H4
T. spinosum H1
T. spinosum H5
18 7. sp6 H1
1
1
1
1

7. sp6 H2

7. aurifrons H1

1. rogenhoferi H2

T. rogenhoferi H4

* rogenhoferi H1

T. rogenhoferi H3

T. lactitarse H1 (BOLD)
T. lactitarse H1

T.sp7 HI

T. nitidum H7 (BOLD)
" nitidum H3 (BOLD)
" nitidum H6 (BOLD)
" nitidum H4 (BOLD)
. colinum H1

~

77
62
87
100

100

~

* colinum H2
" nitidum H2 (BOLD)
" nitidum H1 (BOLD)
" nitidum2 H1
* nitidum?2 H2
" nitidum1 H1
" nitidum1 H1
" sp4 HI
Morfotipo I H1
I Morfotipo J H1
T. opacum H1
Morfotipo C H1
69 T. nitdum H5(BOLD)
7. sp2 H1
32 Morfotipo H H1
T punctivertex] H1

&
o

98

NNNNNNNNNNN

72

- = 100 1. punctivertex] H2

T. punctivertex2 H1

| - Subgénero Trypoxylon
Pison sp.
Nitela sp.




APENDICE K: ARVORE FILOGENETICA ELABORADA COM A METODOLOGIA ML PARA
SEQUENCIAS DE COI PARTICIONADAS. EM DESTAQUE O SUBGENERO TRYPOXYLON.

| Subgénero Trypargilum
- T. frigidum H12
T. frigidum H13
T. frigidum H10
T figulus H4
rrrrrr e T frigidum H11
- T. frigidum H14
T. frigidum H15
T. frigidum H17
T. frigidum H18
- T. frigidum H6
T. frigidum HS
T. frigidum H16
T. frigidum H7
T. frigidum H9
| s : T frigidum H8
- T. frigidum H3
T frigidum H2
T. frigidum H4
T. figulus H1
- T. figulus H3
T figulus H2
- T. medidum H1
T. minus H1
T. pennsylvanicum H2
T. pennsylvanicum H3
T. pennsylvanicum H1
i T attenuatum H2
S— e T attenuatum H1
T. bidentatum H1
Morfotipo E H1
T. clavicerum H2
T. clavicerum H3
— T. clavicerum H1
. [ -~-T.j0hl’lS0ﬂ1.H1
69 T. johnsoni H2
100 T. johnsoni H3
T. asuncicola H1

B e T lissonotum H1
e T carinatum H2
—100 T. carinatum H1
Pison sp.
Nitela sp.

1.0
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APENDICE L: CONVERGENCIA DA ANALISE BPTP COM OS GRUPOS EXTERNOS.

450 r T

445
1

Log likelihood
D
D
o

H
w
Ul

430} 1

425 1 I I I
0 500 1000 1500 2000 2500

MCMC iterations after thinning

APENDICE M: CONVERGENCIA DA ANALISE BPTP SEM OS GRUPOS EXTERNOS.

450 . .

445

440

Log likelihood
N
w
(O}

4301

4251

420
0

500 1000 1500 2000 2500
MCMC iterations after thinning
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APENDICE N: RESULTADO DA DELIMITAGAO DE ESPECIES ELABORADA PELA METODOLOGIA FILOGENETICA E COALESCENTE UTILIZANDO O

PROGRAMA BPTP INCLUINDO OS GRUPOS EXTERNOS PISON SP. E NITELA SP.. OS NOMES EM NEGRITO REPRESENTAM AS SEQUENCIAS RETIRADAS
DO BOLD SYSTEMS V4 E GENBANK/NCBI.

Espécie Morfotipo Haplotipos Valor de suporte
1 Nitela sp. Nitela 1,00
2 Pison sp. Pison 1,00
3 Morfotipo E "E"H1 1,00
4 T. clavicerum ClaH1, ClaH2, ClaH3 0,86
5 T. sp2 Sp2H1 1,00
6 Morfotipo H "H"H1 1,00
7 T. punctivertex PunlH1, PunclH2 0,98
8 T. punctivertex Pun2H1 1,00
9 Morfotipo D "D"H1, "D"H2 0,99
10 T. tridentatum TriH1 1,00
11 T. carinatum CarH1, CarH2 0,99
12 T.johnsoni JohH1, JohH2, JohH3 0,92
13 T.asuncicola AsuH1 1,00
14 T.sp5 Sp5H1 1,00
15 T.sp8 Sp8H1 1,00
16 T. lissonotum LisH1 1,00
17 T.stroudi StrH1 1,00
18  T.spinosum SpiH1, SpiH2, SpiH3, SpiH4 0,99
19  T.spinosum SpiH5 1,00
20 T. lactitarse LacH1 1,00
21 T. lactitarse LacH1 1,00
22 T.sp7 Sp7H1 1,00
23 T.rogenhoferi RogH1, RogH2, RogH3, RogH4 0,99
24 Morfotipo C "J"H1 1,00
25 T. nitidum NitH5 1,00
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APENDICE N: CONTINUAGAO

Espécie Morfotipo Haplotipos Valor de suporte
26 T. attenuatum AttH1, AttH2 0,98
27 T. bidentatum BidH1 1
28 Morfotipo A "A"H1, "A"H2 0,99
29 T. nitidum Nit3H1 1
30 T. politum PolH1, PolH2, PolH3, PolH4, PolH5, PolH6, PolH7 0,94
31 T. albitarse AlbH1, AlbH2, AlbH3, AlbH4 0,93
32 T. agamemnon AgaH1, AgaH2 0,99
33 Morfotipo B "B"H1 1
34 T. nitidum NitH1, NitH2 0,99
35 Morfotipo | "I"H1 1
36 T. sp4 Sp4H1 1
37 T. medium MedH1 1
38 T. minus MinH1 1
39 T. nitidum Nit1H1, Nit1H2 0,99
40 T. nitidum Nit2H1, Nit2H2 0,99
41 T. pennsyvanicum PenH2, PenH3 0,93
42 T. pennsyvanicum PenH1 0,96
43 T. figulus FigH1 0,65
44 Sp04-ARA e T. rogenhoferi Sp6H1, Sp6H2 0,79
45 T. aurifrons AurH1 0,79
46 T. figulus FigH2 0,62
47 T. nitidum NitH3, NitH4, NitH6, NitH7 0,79
48 T. collinum ColH1, ColH2 0,82
49 Morfotipo C "C"H1 0,75
50 T. opacum OpaH1 0,75
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APENCIDE N: CONTINUACAO

Espécie Morfotipo Haplétipos Valor de suporte
FigH4, FriH1, FriH2, FriH3, FriH4, FriH5, FriH6, FriH7, FriH8, FriH9,
51 T. figulus e T. frigidum FriH10, FriH11, FriH12, FriH13, FriH14, FriH15, FriH16, FriH17, 0,47
FriH18
52 T. figulus FigH3 0,62
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APENDICE O: RESULTADO DA DELIMITAGAO DE ESPECIES ELABORADA PELA METODOLOGIA FII:OGENETICA E COALESCENTE UTILIZANDO O
PROGRAMA BPTP SEM OS GRUPOS EXTERNOS. OS NOMES EM NEGRITO REPRESENTAM AS SEQUENCIAS RETIRADAS DO BOLD SYSTEMS V4 E

GENBANK/NCBI.

Espécie Morfotipo Haplotipos Valor de suporte
1 Morfotipo E "E"H1 1,00
2 T. clavicerum ClaH1, ClaH2, ClaH3 0,84
3 T. sp2 Sp2H1 1,00
4 Morfotipo H "H"H1 1,00
5 T. punctivertex PunlH1, Pun1H2 0,98
6 T. punctivertex Pun2H1 1,00
7 Morfotipo D "D"H1, "D"H2 0,99
8 T. tridentatum TriH1 1,00
9 T. carinatum CarH1, CarH2 0,98
10 T. johnsoni JohH1, JohH2, JohH3 0,91
11 T. asuncicola AsuH1 1,00
12 T. sp5 Sp5H1 1,00
13 T.sp8 Sp8H1 1,00
14 T. lissonotum LisH1 1,00
15 T. stroudi StrH1 1,00
16 T. spinosum SpiH1, SpiH2, SpiH3, SpiH4 0,99
17 T. spinosum SpiH5 1,00
18 T. lactitarse LacH1 1,00
19 T. lactitarse LacH1 1,00
20 T. sp7 Sp7H1 1,00
21 T. rogenhoferi RogH1, RogH2, RogH3, RogH4 0,99
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APENDICE O: CONTINUACAO

Espécie Morfotipo Haplotipos Valor de suporte
22 Morfotipo J "J"H1 1,00
23 T. nitidum NitH5 1,00
24 T. attenuatum AttH1, AttH2 0,98
25 T. bidentatum BidH1 1,00
26 Morfotipo A "A"H1, "A"H2 0,99
27 T. nitidum Nit3H1 1,00
28 T. politum PolH1, PolH2, PolH3, PolH4, PolH5, PolH6, PolH7 0,94
29 T. albitarse AlbH1, AlbH2, AlbH3, AlbH4 0,95
30 T. agamemnon AgaH1, AgaH2 0,99
31 Morfotipo B "B"H1 1,00
32 T. nitidum NitH1, NitH2 0,99
33 Morfotipo | "I"H1 1,00
34 T.sp4 Sp4H1 1,00
35 T. medium MedH1 1,00
36 T. minus MinH1 1,00
37 T. nitidum1 NitlH1, NitlH2 0,99
38 T. nitidum?2 Nit2H1, Nit2H2 0,99
39 T. pennsyvanicum PenH2, PenH3 0,93
40 T. pennsyvanicum PenH1 0,96
41 T. figulus FigH1 0,71
42 Sp04-ARA e T. rogenhoferi  Sp6H1, Sp6H2 0,78
43 T. aurifrons AurH1 0,79
44 T. figulus FigH2 0,69
45 T. nitidum NitH3, NitH4, NitH6, NitH7 0,79
46 T. collinum ColH1, ColH2 0,83
47 Morfotipo C "C"H1 0,78
48 T. opacum OpaH1 0,78
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APENDICE O: CONTINUACAO

Espécie Morfotipo Haplotipos Valor de suporte
49 T. frigidum FriH1, FriH2, FriH3, FriH4 0,53
. - FigH4, FriH5, FriH6, FriH7, FriH10, FriH11, FriH12, FriH13, FriH14, FriH15, FriH16,
50 T. figulus e T. frigidum FriH17, FriH18 0,47
51 T. frigidum FriH8, FriH9 0,48
52 T. figulus FigH3 0,69
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