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RESUMO

Vespas crabronideas do género Trypoxylon se caracterizam por serem solitarias e nidificarem
em cavidades pré-existentes ou em ninhos de barro. A espécie Trypoxylon (Trypargilum)
albitarse esta incluida no segundo grupo, pois exclusivamente constrdi seus ninhos. Esses sao
constituidos por tubos de barro com a por¢do inferior aberta. Sdo formados internamente por
uma série linear de células aprovisionadas com aranhas capturadas, sobre uma das quais ela
oviposita um ovo para, entdo, comecar o fechamento da célula com uma parede de barro e
iniciar o aprovisionamento da célula seguinte. Os machos dessas vespas possuem um
comportamento incomum entre os himendpteros. Eles auxiliam as fémeas na construgdo e no
aprovisionamento de seus ninhos, além de permanecerem nestes até o seu término,
expulsando parasitdides ou outros machos que eventualmente se aproximem do ninho. Essa
peculiaridade do macho-guarda sempre foi associada a sua paternidade da prole feminina do
ninho que guardava. No entanto, esta hipdtese até hoje ndo fora testada, constituindo assim,
o objetivo principal deste trabalho. Neste, foi acompanhado o comportamento de nidificagao
da espécie Trypoxylon albitarse e, para tal, foram necessdrias a observagdo de casais
nidificando e a coleta dos mesmos e de suas proles. Os adultos capturados foram congelados a
-20°C para posterior andlise genética. A prole foi coletada apds a formacgao do casulo e, apés a
sua emergéncia, ela foi pesada, sexada e congelada a -20°C para o mesmo fim. O
acompanhamento do processo de nidificagdo permitiu colher dados desta espécie que constréi
ninhos expostos, complementando a maioria dos trabalhos realizados no género que se
baseiam em espécies que nidificam em ninhos armadilha. Foi observado maior atividade de
nidificacdo na época fria e seca do ano, a emergéncia dos adultos se concentra principalmente
em dois momentos, imediatamente antes e apds o inverno, além de que, a maior parte dos
individuos passa por um estado de quiescéncia no estado de larva durante essa época. Uma
razdo sexual secunddria 1:1 foi observada nas duas populagdes amostradas, S3o Carlos e
Araras. Porém a alocagdo de recursos foi maior para as fémeas, ja que elas sdo em média 28%
maiores que os machos. Para os testes genéticos de paternidade, foi necessdrio desenvolver
uma biblioteca genémica para Trypoxylon albitarse, o que permitiu o desenvolvimento de oito
marcadores de regides de microssatélites, dos quais quatro foram polimdrficos e suficientes
para as analises necessarias. Essas ferramentas genéticas foram as primeiras a serem
desenvolvidas para o género. Elas, em conjunto com as observa¢Ges a campo, permitiram
atribuir a prole feminina de um ninho ao macho que o guardou. No entanto, usurpagoes e
cOpulas extra-par também foram evidenciadas, contribuindo para o maior conhecimento do
sistema de acasalamento na espécie e para o entendimento do significado funcional do
comportamento de guarda. A ocorréncia de machos dipldides foi detectada e sua origem

discutida.



ABSTRACT

Crabronid wasps of the genus Trypoxylon are characterized by being solitary and nest in pre-
existing cavities or in mud nests. The species Trypoxylon (Trypargilum) albitarse is included in
the latter group, because builds its own mud nests. These nests are made by mud tubes with
the lower portion open. Each tube is internally formed by a linear series of cells provisioned
with captured spiders in which she oviposits an egg. After that, she starts closing the cell with a
mud wall and begins to supply the next cell. Males of these wasps have an unusual behavior
among the Hymenoptera. They assist the females during the construction and the provisioning
of their nests, besides expelling parasites or other males who eventually approach the
nest. This peculiarity of the male guard was always associated with his paternity of female
offspring of the guarded nest. However, this hypothesis has not been tested until now,
doing this the main objective of this work. The nesting behavior of the species Trypoxylon
albitarse was monitored. For this, it took the observation of the nesting pairs and their
collecting, as the collect of their offspring. The adults caught were frozen at -20°C for the
genetic analysis. The offspring was collected after the construction of the cocoon and, after its
emergence, it was weighted and frozen at -20°C for the same purpose. The monitoring of
nesting allowed gathering data from this species, adding information to this gender, since most
of that is gathered with trap nests. It was seen that that species have more nesting activity in
cold and dry seasons, the emergence of adults is mainly concentrated in two moments, before
and after the winter. Besides that, most of the larvae spend the winter in a quiescence state. A
secondary sex ratio 1:1 was observed in two populations, Sdo Carlos and Araras, however the
resource allocation was higher for females, since they are 28% larger than males. To the
paternity tests of the guard male, it was necessary to develop a genomic library for Trypoxylon
albitarse, which allowed the development of eight microsatellite markers. Four of those were
polymorphic and good enough to the purpose of these tests. These genetic tools were the first
developed for this gender. They, together with the field observations, allowed assigning the
female offspring of a nest to the male who guarded it. However, usurpation and extra-pair
copulations were also found, contributing for greater understanding of mating system in this
species and theunderstanding of the functional significance of the male guard

behavior. The occurrence of diploid males was detected and their origin discussed.
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1- INTRODUCAO GERAL

Dentre as ordens da classe Insecta, a Ordem Hymenoptera é uma das mais conhecidas,
pois agrupa espécies que sdo importantes agentes polinizadores, produtores de cera, mel,
prépolis, veneno, entre outros compostos e também por serem, em grande parte, pragas
agricolas ou parasitéides de pragas de importantes culturas.

Esta Ordem é constituida pela Subordem Symphyta e Subordem Apocrita. Esta ultima
se divide em dois grupos, Parasitica e Aculeata. O primeiro é representado por espécies
parasitoides e o segundo por espécies que sdo, ou foram no passado evolutivo, capazes de
ferroar (Gauld & Bolton 1996). Este Gltimo grupo inclui os himendpteros mais conhecidos - as
abelhas, vespas e formigas.

Os himendpteros tém como uma de suas principais caracteristicas o mecanismo
haplodipléide de determinagdo do sexo por partenogénese arrendtoca, ou seja, usualmente
6vulos fecundados originam fémeas (2n) e dvulos ndo fecundados geram machos (n). Por isso,
nas fémeas a gametogénese ocorre de maneira usual, com a meiose resultando em gametas
hapléides e nos machos, por apresentarem somente um conjunto cromossdmico, a meiose
nao apresenta o carater reducional (Gauld & Bolton 1996).

Essa caracteristica produz algumas consequéncias para os himendpteros. A primeira
delas é a maior facilidade na eliminagdo de genes recessivos deletérios de uma populagdo -
alelos deletérios sdao necessariamente expressos e eliminados conjuntamente com os machos,
ja que sdo hapléides (Havron et al. 1987).

Outra consequéncia dessa caracteristica é a capacidade da fémea de influenciar o sexo
da sua prole. De acordo com Flanders (1956) e Gerber & Klostermeyer (1970), momentos
antes da oviposicdo a fémea pode escolher pressionar ou ndo a espermateca e liberar o
esperma que estava ali armazenado, a fim de fecundar o dvulo a ser depositado; dessa forma,

ela poderia definir o sexo da cria. Essa escolha é, na maioria das vezes, influenciada por fatores



externos como a disponibilidade de alimento (Charnov 1982; Gauld & Bolton 1996).
Brockmann & Grafen (1989) e Molumby (1996) relataram que a razdo sexual da prole em
Trypoxylon (Trypoxylon) politum pode estar associada a quantidade de recursos disponiveis,
uma vez que ovulos fecundados foram ovipositados em células nas quais se encontrava maior
massa de aranhas capturadas, enquanto que dévulos nao fecundados estavam depositados em
células com menor massa de aranhas. Acredita-se que, dessa forma, o valor adaptativo das
fémeas nidificadoras seja aumentado, uma vez que as maiores cagam mais, mais rapidamente
e aprovisionam aranhas maiores do que as nidificadoras menores (Peruquetti & Del Lama
2003a).

A terceira consequéncia da haplodiploidia arrendtoca é a assimetria de parentesco
entre os individuos da prole de um casal monogamico. Nesse caso, as filhas compartilham
entre si, em média, 75% do material genético (25% proveniente da mde e 50% proveniente do
pai), e, em média, 25% do material genético com seus irmaos (25% proveniente da mae e 0%
proveniente do pai) (Hamilton 1964). Essas diferencas podem gerar conflitos de interesse no
momento da determinagdo do sexo da prole entre o macho e a fémea (Trivers & Hare 1976;
Brockmann & Grafen 1989), pois, enquanto ela compartilha, em média, 50% do material
genético com ambos os sexos da prole, ele sé compartilha seu material genético com as filhas.
Isso pode acarretar em estratégias, por parte dele, para desviar a razdo sexual da prole a favor
das filhas.

Essa assimetria de parentesco parece ser uma das condi¢Ges favoraveis a evolugdo da
socialidade nessa ordem (Hamilton 1964), visto que, apenas entre as abelhas, a eussocialidade
surgiu, pelo menos, 13 vezes independentemente (Michener 1974). Outras causas favoraveis
devem ser o cuidado materno e a construgdo de ninhos. Evans & Eberhard (1970) afirmam
haver correlagdo entre o grau de socialidade e os tipos de ninhos encontrados nas espécies. E
sabido também que a constru¢do de ninhos é um tipo de cuidado materno (Ross & Matthews

1991). Por exemplo, em vespas solitarias, o modo pelo qual as fémeas mantém suas crias



proximas as presas e como constroem ambientes que mantém um microclima favoravel ao seu
desenvolvimento e bem protegido de predadores e parasitéides, é um forte indicativo desse
cuidado materno (Ross & Matthews 1991).

Brockmann (1980), estudando Trypoxylon (Trypargilum) politum, uma vespa solitéria,
pela primeira vez tentou associar o processo de nidificagdo no género Trypoxylon e a origem
da socialidade, ja que este género é um dos representantes diretos dos ancestrais vespiformes
dos atuais himendpteros eussociais. Essa espécie se mostrou favoravel por apresentar grande
plasticidade para construcdo de ninhos com cinco diferentes estratégias. Em nenhuma outra
espécie do género foi encontrada tal plasticidade, apesar de a maior parte dos estudos que
descrevem a nidificacdo nessas espécies se basearem nas que nidificam em ninhos armadilha.
Sendo assim, este trabalho visou caracterizar a biologia de nidificacdo de Trypoxylon
(Trypargilum) albitarse Fabricius 1804, uma vespa solitaria, encontrada em toda a América do
Sul, que constrdi ninhos de barro expostos (Coville 1982), e assim contribuir para o melhor
conhecimento da biologia desse género.

As fémeas do subgénero Trypargilum nidificam em cavidades compridas e estreitas
que podem ser pré-existentes ou construidas por elas com barro. Elas formam células de cria
lineares, separadas por paredes de barro e aprovisionadas com aranhas que servem de
alimento as larvas. Em cada célula de cria é ovipositado um ovo ao final do seu
aprovisionamento. No decorrer da fase de nidificacdo, os machos desse subgénero auxiliam as
fémeas na construgdo e no aprovisionamento, além de apresentarem o comportamento de
guarda do ninho, evitando a aproximacdo de parasitdides, predadores e de individuos da
mesma espécie ou de outras (Brockmann 1980). Acredita-se que, desta forma, ele tem a
chance de copular repetidamente com a fémea durante o aprovisionamento (Coville & Coville
1980, Brockmann & Grafen 1989, Amarante 1991, Brockmann 1992) e, com isso, garantir a

paternidade da prole feminina.



O comportamento de auxilio e participacdo dos machos na nidificacdo é incomum
entre os insetos (Wilson 1971). Contudo, além deste comportamento observado em espécies
de Trypargilum, também é observado que nao ha fidelidade da fémea em rela¢do ao macho-
guarda, ja que ela copula também com outros machos (Coville & Coville 1980; Brockmann &
Grafen 1989; Amarante 1991; Brockmann 1992). Assim, duvidas quanto ao sistema de
acasalamento genético e a paternidade do ninho em relagdo a prole feminina levantam a
questdo sobre a razdo ou razdes dos machos despenderem energia atuando como guarda, ao
invés de simplesmente copularem com a fémea e a abandonar, como a maioria dos machos de

insetos o faz (Thornhill & Alcock 1983).
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2- JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

O esclarecimento do significado funcional do comportamento de macho-guarda é
elemento chave para o entendimento da biologia de nidificacdo em muitas espécies de
Trypoxylon. Um melhor entendimento da origem e manutencdo deste comportamento requer
gue seja estabelecida a estrutura sociogenética dos ninhos, incluindo aqui o sistema de
acasalamento e a paternidade da cria.

Estudos sobre os comportamentos de nidificacdo e do macho-guarda nesse género ja
vém sendo feitos desde 1934 (Richards 1934). Entre estes, incluem-se os desenvolvidos em
nosso laboratério (Peruquetti 2003; Peruquetti & Del Lama 2003a; Peruquetti & Del Lama
2003b; Santoni 2008; Santoni & Del Lama 2007; Santoni et al 2009). No entanto, faltam
informacdes sobre a genética familial. Peruquetti (2003) e Santoni (2008), utilizando
marcadores alozimicos, estimaram o parentesco médio dos ninhos para espécies desse
género; porém, devido ao baixo polimorfismo do marcador utilizado, a paternidade da cria
desses ninhos so pode ser atribuida ao macho-guarda em algumas situagdes.

Para esse tipo de estudo é bastante aconselhado o uso de regiGes de microssatélites
(Queller et al. 1993; Pederson & Boomsma 1999; Hughes 1998), as quais consistem de
sequéncias curtas e repetidas em tandem do DNA nuclear e que geralmente apresentam alta
diversidade alélica (Queller et al 1993). Atualmente, para a familia Crabronidae sé ha
marcadores microssatélites para Philanthus triangulum (Kantenpoth et al. 2004) e
Microstigmus nigrophthalmus (Lucas et al. 2009).

No sentido de melhor compreender a biologia de nidificacdo, este trabalho teve por
objetivo corroborar a hipétese de que o comportamento de guarda exibido pelo macho de
Trypoxylon (Trypargilum) albitarse Ihe garante a paternidade da prole feminina gerada pela
fémea com a qual ele interage. Portanto, o que se deseja determinar é a estrutura

sociogenética dos ninhos amostrados. Para que este objetivo geral possa ser cumprido, o
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trabalho envolveu a execucdo de trés atividades principais que serdo descritas em trés
capitulos distintos. No primeiro, intitulado “Biologia de nidificacdo de Trypoxylon (Trypargilum)
albitarse (Hymenoptera: Crabronidae)”, serd descrito o processo de nidificagdo. O segundo,
intitulado “Marcadores microssatélites para a espécie Trypoxylon (Trypargilum) albitarse
(Hymenoptera: Crabronidae)”, descreve o desenvolvimento de marcadores microssatélites e
os testes de transferabilidadep para outras espécies do género, ja que ndo existem
marcadores para o mesmo. No terceiro capitulo, intitulado “Comportamento de macho-guarda
e paternidade em ninhos de Trypoxylon (Trypargilum) albitarse (Hymenoptera: Crabronidae)”,
serdo reportados os comportamentos de interacSes fémeas - machos, machos - machos e
machos - parasitdides e as andlises para verificagdo da estrutura genética familial e do papel

genético do macho-guarda dos ninhos.
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3- CAPITULO 1: “Biologia de nidificagdo de Trypoxylon (Trypargilum) albitarse

(Hymenoptera: Crabronidae)”

3.1- Introdugao

O ninho de vespas e abelhas é uma caracteristica muito estudada, ja que desempenha
papel central na vida desses insetos. Ele pode significar protecao, alimento, local de referéncia
para retornos e, muitas vezes, copulas (Ross & Matthews 1991). Além disso, também
representam um “comportamento cristalizado”por ser a construcdo fisica de algo ndo
aprendido, principalmente em espécies em que ndo ha sobreposicdo de geragdes (Evans &
Eberhard 1970). Evans e Eberhard (1970) acreditavam haver associacdo entre os tipos de
ninhos de uma espécie e o seu grau de socialidade. Isso porque, de certa maneira, a
socialidade desses insetos é consequéncia de algumas condi¢des favoraveis desse grupo. Entre
estas, a assimetria de parentesco e o cuidado parental, sendo este ultimo entendido como o
modo pelo qual as fémeas mantém suas crias proximas as presas, constroem ambientes que
produzem um microclima favoravel ao seu desenvolvimento e bem protegidos de predadores
e parasitdides (Ross & Matthews 1991). Juntamente disso, acredita-se que as atuais vespas
solitarias da superfamilia Apoidea se assemelhem com os ancestrais vespiformes das atuais
abelhas e vespas eussociais. Assim, o estudo da diversidade da biologia de nidificacdo, bem
como da estrutura sociogenética dos ninhos dessas vespas, pode auxiliar na elucidacdo da
origem da eussocialidade nos himendpteros (Ross & Matthews 1991).

Brockmann (1980) ja buscava determinar tal origem estudando a diversidade do
comportamento de nidificacdo em Trypoxylon (Trypargilum) politum. Esta vespa solitaria da
familia Crabronidae apresenta grande plasticidade nas estratégias de nidificagdao. Cinco
diferentes padroes foram descritos: construgao de ninhos, nidificagdo em cavidades pré-
existentes, nidificagdo conjunta, reutilizacdo de ninhos e usurpacgao. Este fato é suficiente para

tornar o grupo a que essa espécie pertence interessante. O atual entendimento da biologia de
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nidificacdo nesse género é baseado em sua maioria em espécies que nidificam em cavidades
pré-existentes (ninho armadilha) pela facilidade de coleta. Para melhorar esse entendimento é
necessario a obtencdo de mais dados dessas espécies que constroem os ninhos expostos, ja
que as informacgdes a respeito delas sdo esparsas na literatura.

Sendo assim, a espécie Trypoxylon (Trypargilum) albitarse foi escolhida como alvo de
estudo por ser uma espécie que nidifica somente em ninhos de barro construidos por ela
mesma. Na fase de nidificacdo, as fémeas constroem um tubo cilindrico de barro, com a parte
inferior aberta para formar células de cria aprovisionadas de maneira massal com aranhas
capturadas. Durante o aprovisionamento, ha sempre a presenca de um macho no ninho. Nesse
subgénero, eles auxiliam as fémeas durante essa fase e também fazem o comportamento de
guarda do ninho, afastando predadores, parasitdides e outros machos. Dessa forma, nesse
capitulo ha a descricdo do processo de nidificacdo de Trypoxylon (Trypargilum) albitarse. Para
tanto, foi necessdrio observar e descrever como os ninhos sdao construidos e aprovisionados,

caracterizar a prole e obter evidéncias do cuidado materno.

3.2- Material e métodos

3.2.1- Areas de estudo
Este estudo foi conduzido em dois locais da cidade de Sdo Carlos - SP: no campus da

Universidade Federal de Sdo Carlos (latitude 22° 01’S e longitude 47° 53’W), em paredes de
prédios, cobertas e sombreadas, e na Fazenda Canchim, EMBRAPA (latitude 22° 01'S e
longitude 47° 53’W), na parte interna dos estabulos.

Alguns ninhos também foram coletados na cidade de Araras - SP, entre Margo e
Agosto de 2007, no campus da Universidade Federal de S3o Carlos, (latitude 22° 18'S e

longitude 47° 22°W) em locais cobertos e sombreados.
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3.2.2- Amostragem

Visitas rotineiras foram feitas nos locais de estudo, principalmente no campus UFSCar
de Sdo Carlos, entre os anos de 2005 e 2009. Ninhos que estavam em construcao receberam
total atencdo e acompanhamento por todo o processo de nidificagdo. Anotagdes, registros de
video e fotografico permitiram a forma¢do de um banco de dados e imagens tanto do
desenvolvimento dos ninhos quanto do comportamento de nidificacdo do casal (Figura 1).
Cada ninho teve seus dados de arquitetura anotados, como comprimento, largura e
quantidade de tubos, e foram periodicamente conferidos, tendo em vista que outras fémeas
podem estender ninhos ja construidos. Ao final do processo de nidificacdo , quando possivel,
o casal foi capturado e os espécimes foram colocados em frascos individuais, etiquetados e
levados ao laboratério onde foram estocados a —20°C. As pupas foram coletadas 35 dias apds o
término do ninho que era o tempo suficiente para as larvas emergirem dos ovos e depois
empuparem. Logo apds a sua emergéncia, cada adulto foi sexado e imediatamente estocado a
—20°C para posterior extra¢cdo do seu DNA. Algumas células de cria foram escavadas para a
coleta das aranhas aprovisionadas, a fim de identificar as presas de Trypoxylon (Trypargilum)
albitarse. Estas foram estocadas em tubos plasticos, armazenadas em alcool 70% e
posteriormente identificadas pelo Dr. Antonio Domingos Brescovit (Instituto Butantd - S3o
Paulo). ObservacGes esparsas de outras espécies de Trypoxylon (T. aurifrons, T. lactitarse, T.

nitidum e T. rogenhoferi) também foram feitas a campo.
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Figura 1) Imagens das diferentes fases de construgdo de um ninho de Trypoxylon (Trypargilum)
albitarse. Ele pode ser formado por diversos tubos de barro, no caso 5 tubos. Nesse exemplo, um s6
casal aprovisionou 15 células de cria. (Fotos: Juliano Almeida)

3.2.3- Analise dos resultados

As andlises estatisticas foram realizadas de acordo com Zar (1999), considerando nivel
de significancia de 5% e conduzidas no programa STATISTICA 7. Para os testes de igualdade,
como propor¢do de machos e fémeas emergentes de cada més, foi usado o teste de ¥* (qui-
qguadrado). O teste t de Student, para distribuicGes paramétricas, ou o teste de Kruskal-Wallis,
para distribuicGes ndo paramétricas, foram usados para comparacbes baseadas em valores,
como atividade de nidificagdo em diferentes épocas do ano e atividade de construcdo de
ninhos em diferentes estagdes. Para testar a normalidade das distribui¢gdes foi usado o teste
de Shapiro-Wilk. Para as analises de correlagdo paramétricas a correlagdo de Pearson e para as

nao paramétricas a correlacdo de Spearman.

3.3- Resultados e discussdo

16



3.3.1- Comportamento de nidificagdo

O comportamento de nidificacdo observado foi semelhante ao descrito para outras
espécies do grupo Albitarse, que sdo basicamente espécies de Trypargilum construtores de
tubos de barro (Cross et al. 1975 apud Camillo 1999), como Trypoxylon (Trypargilum) albitarse
(Amarante 1991), Trypoxylon (Trypargilum) politum (Brockmann 1980), Trypoxylon
(Trypargilum) monteverdeae (Brockmann 1992), apesar dessa Ultima construir e aprovisionar

uma célula de cria por vez.

A atividade das fémeas de Trypoxylon (Trypargilum) albitarse ocorreu em dias
ensolarados e se concentrou nas horas mais quentes do dia. Houve pouca atividade em dias
nublados e ndo houve atividade em dias chuvosos. A fémea iniciou o processo de nidificagdo
escolhendo um local para a construcdo do tubo de barro. Ela ficou sobrevoando as paredes e
tocando-as com as antenas. Quando encontrava um tubo ja construido, ficava sobrevoando a
entrada e, algumas vezes, entrava e saia rapidamente, para depois continuar sobrevoando o
territério. Depois de definido um local, ela comegava a buscar barro para o inicio da
construgdo. Para coletar o barro de uma pocga, a fémea usava as pecas bucais para puxar o
barro e as pernas para modeld-lo numa esfera, e durante o voo usava as pernas dianteiras para

transporta-lo (Figura 2).
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Figura 2) Fémea de Trypoxylon albitarse chegando com barro em um tubo que esta sendo estendido.
Notar a regido com barro ainda fresco que marca o ponto em que iniciou a extensdo do tubo. (Foto:
Juliano Almeida)

Para construir o tubo, a fémea usa cada bola de barro para formar metade de uma
linha (do centro para a esquerda, ou do centro para a direita). Como o tubo é formado por
diversas linhas de barro que sdo moldadas pelas pegas bucais e pernas dianteiras, ela faz
diversas viagens para coletar o barro. Essa repeticdo faz com que os tubos de barro tenham a
aparéncia de canos em V invertido (Figura 3). Normalmente, as fémeas se utilizam da mesma
fonte de barro, o que caracteriza a coloragdo continua de praticamente todos os tubos. Apesar
de variar de acordo com a distancia da fonte, elas demoravam por volta de trés minutos para
cada viagem de coleta. A constru¢do de um tubo de barro demorou de um a quatro. Os
machos, quando presentes na construcao, faziam o acabamento interno dos tubos alisando a
parte interna do mesmo enquanto a fémea saia para buscar mais (Figura 4). Esse
comportamento foi raramente observado nas fémeas, porém quando iam reutilizar um tubo

de barro abandonado, elas o revestiam internamente com barro. Talvez esse comportamento
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de manter lisa a parte interna do tubo seja para facilitar a alocagdo das aranhas no processo de

aprovisionamento.

Figura 3) Fémea de Trypoxylon albitarse construindo o tubo de barro. Notar que as linhas paralelas de
barro que constituem o tubo sdo sempre espalhadas do centro para a direita e do centro para a
esquerda, alternadamente. (Foto: Juliano Almeida)

19



Figura 4) Macho de Trypoxylon albitarse alisando o barro recém espalhado pela fémea. (Foto: Juliano
Almeida)

Terminada a construgdao do tubo, a fémea inicia a fase de aprovisionamento, a qual
consiste na caga das aranhas que serdo estocadas nas células de cria. Durante essa etapa, ha
sempre um macho-guarda presente no ninho (Figura 5), diferentemente da etapa anterior,
quando a sua presenca nao foi obrigatdria, como indicaram nossas observa¢des. Ndo foi
possivel definir como ocorre a formagdo do casal, mas, provavelmente, a fémea aceita o
primeiro macho que surgir (Capitulo 3). Antes de cagar a primeira aranha, a fémea deposita
barro na parte superior da célula de cria (Figura 6), possivelmente para que a larva se utilize
desse barro para a construgao do seu pupario sem afetar a estrutura do tubo. Nao foi possivel
observar presas sendo capturadas pelas fémeas; porém, enquanto estavam cagando, ficavam
sobrevoando e tocando com as antenas as paredes, telhados, galhos e diversos locais em que
poderia haver teias de aranhas. Quando alguma teia era encontrada, ficava sobrevoando ao
seu redor, algumas vezes pousava proximo e ela, a tocava e voltava a voar. As aranhas
capturadas foram todas da familia Araneidae, sendo fémeas e jovens de espécies que

constroem teias orbiculares, em sua maioria do género Eustala sp (Tabela 1). Depois de
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cacadas, as aranhas eram carregadas pela fémea até o tubo de barro com o auxilio dos trés
pares de pernas (Figura 7), sendo que apenas uma aranha é carregada por viagem. No retorno
ao ninho, o casal fazia o reconhecimento por um toque de antenas. O macho saia para a fémea
entrar com a aranha e, logo em seguida entrava. Enquanto a fémea ficava prensando a aranha
no fundo da célula de cria, o macho mantinha as suas mandibulas em contato com a por¢do
final do abdémen dela (Figura 8). Por vezes, e ainda dentro do tubo, copulavam rapidamente
antes da fémea sair para cagar uma nova aranha. Em seguida, o macho se dirigia ao fundo da
célula de cria e ficava prensando as aranhas, emitindo um zumbido. Na sequéncia, voltava a
posicdo de guarda, até que a fémea retornasse com a proxima aranha. O tempo de caga de
uma aranha variou muito, desde 20 minutos até uma hora e meia. As aranhas foram cacadas e
estocadas até completar a célula de cria. Pouco antes da oviposi¢cdo, ela copulava com o
macho-guarda dentro do tubo e depois de ovipositar um ovo sobre as aranhas, ela passava a
buscar barro para fechar a célula de cria. Terminado esse processo, a fémea reiniciava o
aprovisionamento da célula seguinte. Todo esse processo se repetia até que todo o tubo de

barro estivesse completo de células de cria.

Figura 5) Macho de Trypoxylon albitarse em posi¢do padrdo de guarda dentro do ninho. (Foto: Juliano
Almeida)
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Figura 6) Células de cria escavadas de um tubo de barro de Trypoxylon albitarse. Na célula superior ha
uma larva se alimentando das aranhas. Na célula inferior é possivel visualizar a deposicdo de barro que a
fémea faz antes de iniciar o aprovisionamento das células. (Foto: Juliano Almeida)

Tabela 1) Presas coletadas no interior de células de cria de Trypoxylon albitarse.

Familia Género
Fémea Jovem
Araneidae Eustala 23 4
Araneidae Actinosoma 1 -
Araneidae Neoscona 2 -
Araneidae ndo identificado - 50
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Figura 7) Fémeas de Trypoxylon albitarse chegando ao tubo de barro com uma aranha paralisada.
(Fotos: Juliano Almeida)

Figura 8) Macho de Trypoxylon albitarse tocando a porg¢do final do abdémen da fémea enquanto essa
aprovisiona a aranha recém levada ao tubo de barro. (Foto: Juliano Almeida)
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Quase sempre, enquanto a fémea esta coletando barro para finalizar a ultima célula de
cria, o macho abandona a sua posi¢cdo de guarda e se retira. Pelo o que foi observado, quando
finalizado um tubo, a fémea inicia a construgdo de outro ao lado ou abaixo do ja construido, ou

em algum local muito préximo (um ou dois metros afastado).

Os machos, durante todo esse processo de nidificagdo, ficam dentro do tubo
exercendo a func¢do de guarda. Na construcdo nem sempre estdo presentes, porém, nao foi
observado nenhum tubo sendo aprovisionado sem a presenca de algum macho-guarda.
Enquanto eles estdao dentro do tubo, se incomodados, emitem um zumbido agudo, como se
fosse um display de defesa. Se muito perturbados, eles saem e atacam a fonte do disturbio.

Outras informagdes sobre o comportamento de guarda estdo descritas no Capitulo 3.

3.3.2- Produtividade de nidificagao

Dados sobre a bionomia dos ninhos do grupo Albitarse sdao esparsos na literatura;
portanto, informacdes desse carater podem auxiliar estudos futuros no grupo. Neste trabalho
foram encontrados, em média, 1,86 (+ 1,28 DP; n= 147 ninhos) tubos por ninho e 3,68 (+ 2,63
DP; n= 256 tubos) células por tubo. A média do comprimento dos tubos foi de 12,3 cm (+ 6,99
DP; n= 134 tubos) e a média do diametro das células de cria foi de 0,95 cm (+ 0,1 DP; n= 146
células), ndo havendo diferenga estatistica para os didmetros entre as células que geraram
machos e fémeas (teste t: F= 3,7285; p=0,0554). O comprimento das células de cria de machos
e fémeas foi diferente (teste t: F= 30,093; p<0,01; machos = 1,75cm + 0,22 DP; n=87; fémeas =
1,95cm * 0,21 DP; n=59). Como pode ser observado na Figura 9, ha bastante sobreposi¢cdo
entre a distribuicdo do comprimento das células de machos e fémeas. Entretanto, a parte da

distribuicdo que ndo se sobrepGe permite a identificacdo do sexo do individuo que se
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desenvolveu naquela célula, baseado no comprimento de sua célula de cria. Células menores
do que 1,5cm tém grande chance de pertencerem a um individuo macho, enquanto células
maiores do que 2,2cm de pertencerem a uma fémea. Dessa forma, com essa técnica é possivel
estimar o sexo de alguns individuos que n3ao se desenvolveram por completo e morreram

antes de chegar a fase adulta e que, portanto, ndo permitiriam a sexagem direta.
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Figura 9) Distribuicdo do comprimento das células de cria para cada sexo (n= 59 células de
fémeas; n= 87 células de machos). Foram usados dois desvios padrdo, pois a distribuicdo
demonstra 95% das amostras de cada sexo e minimiza a chance de erro na inferéncia do sexo
baseado no comprimento da célula de cria.

Os dados da bionomia de Trypoxylon (Trypargilum) politum (Brockmann & Grafen
1989), Trypoxylon (Trypargilum) monteverdeae (Brockmann 1992), Trypoxylon (Trypargilum)
antropovi (Camillo 1999) e Trypoxylon (Trypargilum) aestivale (Camillo 1999) sdo apresentados
na Tabela 2, juntamente com os nossos dados de Trypoxylon (Trypargilum) albitarse, para fins
comparativos. Ao que esses dados indicam, Trypoxylon (Trypargilum) monteverdeae é menor
do que as outras espécies (vide comprimento da célula de cria), enquanto Trypoxylon

(Trypargilum) politum é a maior. Trypoxylon (Trypargilum) monteverdeae também é a que
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nidifica mais células de cria por tubo, apesar de que cada célula de cria é feita
independentemente. Como para as outras espécies o tubo é primeiramente construido e sé
depois é aprovisionado, as fémeas nidificadoras realizam o esfor¢o de completar o tubo ja
construido com células de cria para s6 depois construirem outro tubo. Como a construc¢do dos
mesmos ocorre tanto ao lado dos ja existentes, como em algum lugar distante, isso pode ser
um indicativo de que ha alguma estratégia de dispersdo da prole (com poucos tubos de barro
por ninho), ou de manté-la agregada no mesmo local (muitos tubos de barro por ninho, ou
estender os tubos de barro ja existentes). Se considerado cada tubo (célula no caso de

Trypoxylon (Trypargilum) monteverdeae) como um evento independente.

Tabela 2) Bionomia comparada de espécies do grupo Albitarse (média/+desvio padrio).

Espécies

T. albitarse  T.antropovi® T. aestivale®  T. politum®  T. monteverdeae®

tubos por ninho 1,86 3,80 2,80 3,20
+1,28DP +2,4DP +0,97DP ) +0,43DP
células por tubo 3,68 4,0 5,70 3,1 6,10
+2,63DP +1,1DP +3,1DP +0,37DP
comprimento do tubo 12,30cm 9,30cm 14cm 8,9cm 11,10 cm
+6,99DP +2,3DP +5,0DP +0,75DP
diametro das células 0,95cm 0,79cm 1,1cm 0,55 cm
+0,1DP +0,6DP ) +0,008DP
comprimento das células 1,82cm 2,1cm 1,30 cm
+0,23DP 1,70cm ) +0,02DP

2Camillo 1999; °Brockmann & Grafen 1989; “Brockmann 1992.

Fémeas de Trypoxylon (Trypargilum) albitarse mostraram preferéncia por nidificar ao
lado de tubos ja construidos a iniciar um tubo isolado (60,9% de 256 tubos em Amarante 1991
e 70% de 82 tubos neste trabalho), assim como Trypoxylon (Trypargilum) monteverdeae (85%
de 59 tubos) (Brockmann 1992). Ndo houve diferenca estatistica entre construir um tubo a
esquerda ou a direita de um ja construido (x?= 3,648; p= 0,0561; n= 145 tubos).

O tempo médio de construgdo de um tubo foi de um a quatro dias (1,5 dias + 1,37 DP;

n= 22 tubos). Brockmann (1980) inferiu de um a dois dias para Trypoxylon (Trypargilum)
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politum. Amarante (1991) detalha esse comportamento em Trypoxylon (Trypargilum) albitarse
ao afirmar que as fémeas s6 permanecem na atividade de construgdo por um dia e que, no dia
seguinte, ela comec¢a a aprovisionar no que fora construido no dia anterior. Terminado o
aprovisionamento, ela pode ou nao estender aquele tubo ou construir outro ao lado deste.
Provavelmente, é esse comportamento que predomina nas espécies que constroem tubos de
barro. Os meses em que houve maior atividade de construcdo foram os referentes a estagao
seca e fria (Abril a Setembro) (Figura 10) a qual teve 2,25 mais atividade do que a estagdo
Umida e quente (Outubro a Margo). Usualmente, é esperada maior atividade de abelhas e
vespas solitarias durante as estagdes mais quentes do ano (Camillo et al. 1993, Camillo et al.
1994, Camillo & Brescovit 1999, Loyola & Martins 2006, Santoni & Del Lama 2007); no entanto,
Trypoxylon (Trypargilum) albitarse apresentou forte associacdo entre a atividade de
construcdo e as caracteristicas da estacdo seca e fria, como fotoperiodo, precipitacdo e
temperatura (Figura 11). Apesar disso, como ja dito anteriormente, as fémeas ndo nidificam
durante a noite, em dias nublados e nos periodos mais frios do dia. Na estacao seca e fria, nos
dias quentes e sem nuvens, principalmente nas horas mais quentes do dia, a atividade dessas
fémeas é muito mais intensa do que nas mesmas condi¢des durante a estagcdo Umida e quente.
Este achado pode ser uma indica¢do da influéncia do microclima da regido se sobrepondo a do
macroclima e também que a maior atividade de construcdo nessa estacdo seja em funcdo da
primavera (Setembro e Outubro), época em que ha maior nimero de emergéncias no ano

(Figura 14).
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Figura 10) Taxa de atividade de construgdo de tubos de barro (cm/més) ao longo do ano em S3o Carlos
(n= 129 tubos). Os meses em vermelho (Outubro a Marco) se referem a estacdo Umida e quente,

enquanto os meses em azul (Abril a Setembro) se referem a estacdo seca e fria.
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Figura 11) Gréfico de correlagdo entre precipitacdo média (mm/m?2) no eixo X, fotoperiodo médio
(minutos didrios) no eixo Z, e construcdo média de ninhos de barro (cm) no eixo Y (Multiplo R z/xy=
07935; p= 0,0114). A precipitacdo média mensal e a temperatura média mensal (ndo estd no grafico)
apresentaram alta correlacdo (r>= 0,4529;

r= 0,6730; p= 0,0165), portanto ela ndo altera
significativamente os resultados deste grafico. Dados de precipitacio foram obtidos no site

“http://www.cppse.embrapa.br/050pesquisa/bovinos-da-raca-canchim/origem”. Todos os dados sdo
referentes a cidade de S&do Carlos.

3.3.3- Ciclo de vida

O tempo de desenvolvimento de um individuo foi considerado como a diferenca entre
a data do término do aprovisionamento do tubo a que pertencia e a data da sua emergéncia.
Dessa maneira, foi possivel estima-lo tanto a partir dos individuos coletados e levados para o
laboratério, quanto daqueles que permaneceram em suas células de cria. Para esses ultimos, a

data de emergéncia foi estipulada quando era visualizado o orificio de emergéncia do
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individuo no tubo de barro (Figura 12). N3do foi encontrada diferenga no tempo de
desenvolvimento entre os individuos coletados e levados ao laboratério e os deixados nas
células de cria no campo (Kruskal-Wallis, KW= 0,23911; p= 0,5317; Laboratério: 50,11 dias *
12,65 DP; n= 22 individuos; Campo: 60,37 dias + 21,08 DP; n=73 individuos); por esta razdo, os

dados foram agrupados.

Figura 12) Ninho de Trypoxylon albitarse constituido por 11 tubos de barro. Esses orificios, escavados
pelos adultos recém emergidos, permitem estipular com precisdo em qual célula de cria houve a
emergéncia e a sua data. (Foto: Juliano Almeida)

Entre as cidades de Sado Carlos e Araras houve diferenga no tempo de desenvolvimento
(Kruskal-Wallis, KW= 5,1713; p= 0,0230; Sdo Carlos: 74,17 dias = 61,47 DP; n= 245 individuos;
Araras: 50,54 dias * 38,05 DP; n= 97 individuos); no entanto, isso pode ser reflexo da falta de
coletas ao longo de todo o ano na cidade de Araras (coletas ocorreram de Margo a Agosto de
2007). Assim, em Sdo Carlos foi possivel observar a distribuicdo do tempo de desenvolvimento

e de emergentes ao longo do ano (Figura 13 e Figura 14). Percebe-se que antes da estagdo
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seca e fria (de Abril a Setembro), e em seu inicio, hd o aumento do tempo de desenvolvimento,
inclusive tendo o seu apice em Maio com um desvio-padrdo menor em relagdo aos meses
anteriores, mostrando que todos os individuos desse més estdo passando por quiescéncia.
Esse padrdo de pré-inverno também foi observado por Amarante (1991) para essa mesma
espécie e por Brockmann & Grafen (1989) para Trypoxylon (Trypargilum) politum, porém,
nessa Ultima espécie, os individuos entraram em estado de diapausa durante o inverno. Neste
trabalho e para essa estagao, foi observado emergéncias, apesar destas se destacar nas fases
pré e poés-inverno, fato que também foi observado por Amarante (1991). Essa tendéncia do
aumento da amplitude do tempo de desenvolvimento conforme se aproxima o inverno,
permitindo a emergéncia de alguns adultos durante o mesmo, reforca a idéia de que essas
vespas tenham alta atividade de nidificacdo durante a estacdo seca e fria, pelo menos nessa
regido. Este resultado é distinto do observado para Trypoxylon (Trypargilum) politum

(Brockmann & Grafen 1989) na Flérida, EUA.
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Figura 13) Tempo de desenvolvimento (em dias) ao longo do ano em S&o Carlos (n=95
individuos).

31



14
12 — n
1)
c
[
[
2
10 + <
. 1=
2 3
© o
2 gl IS
3] @
S i
o
2 []
o 6
g _
E o
2 =
at g
)
)
IS
O
2]
2t o
S
c
=
o - L i
o o 8. = Q E E 2 o e o o
= = o o <
s T £ £ £ £ £ ©§ 5 5 £ s
S o S =] ] > =
© > L] < Q =] <] ]
lar] b > N
o @ o ) )
= n Z al

Figura 14) Distribuicdo dos emergentes ao longo do ano em Sdo Carlos. Os meses de Abril a
Setembro correspondem a estacdo fria e seca; entre Outubro e Mar¢o, a estacdo quente e
Umida (n=95 individuos).

Como a alimentacdo da cria desses crabronideos é massal, é esperado que quanto
maior o tempo de desenvolvimento do individuo, menor a sua massa corpdrea ao emergir.
Isso porque parte da energia do alimento que deveria se transformar em massa corporal é
usada na manutencdao do corpo durante o tempo de desenvolvimento prolongado. Neste
trabalho foi observado que ha diferenca entre os tempos de desenvolvimento de machos e
fémeas (teste-t= 4,8495; p= 0,0284; Machos: 74,92 dias + 63,61 DP; n= 159 individuos;
Fémeas: 60,26 dias + 50,71 DP; n= 144 individuos) (Figura 15) e que nos machos a massa
corpdrea tende a diminuir de acordo com o aumento do tempo de desenvolvimento,
conforme esperado (r?= 0,0487; r= -0,2207; p= 0,0052; n= 84 machos) (Figura 16a). No
entanto, o mesmo nao aconteceu com as fémeas. Para elas, independentemente do tempo
que ficam em desenvolvimento, a sua massa corporea nio é alterada em média (r?= 0,0000; r=

0,0049; p= 0,9535; n= 77 fémeas) (Figura 16b) além de também apresentarem menor desvio
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padrdo em relagdo aos machos (Figura 15). Isso talvez ocorra devido a pressdo de selecdo
sobre o seu tamanho corpdreo, ja que este afeta a caca e o transporte das aranhas durante a
nidificacdo. Assim, deve haver algum mecanismo que ndo as permita perderem massa

corpdrea por mais que tenham um tempo de desenvolvimento mais prolongado.
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Figura 15) Tempo de desenvolvimento de fémeas (n= 144) e machos (n= 159).
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Figura 16) Correlagdo entre massa corpérea e tempo de desenvolvimento de machos (a) e
fémeas (b) (n= 159 machos e 144 fémeas).

Com o intuito de compreender melhor como se comporta o ciclo de vida de Trypoxylon
(Trypargilum) albitarse em S3o Carlos, buscou-se estimar a razdo “’potencial mensal de

nidificagdo’/emergentes”. Entender como ocorre o investimento médio das fémeas de uma
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popula¢do permite visualizar o momento pelo qual a populagdo esta passando, o que facilitaria
a comparacdo de diferentes populacGes ou espécies, ou mesmo o delineamento de projetos.
Para isso é necessario medir e somar o investimento das fémeas em cada més. Para tal, foram
utilizados o comprimento dos tubos de barro aprovisionados e o tamanho médio de uma
célula de cria (1,82 cm). A visualizagdo dos resultados desse investimento foi direta, pois
consistiu na observagcdo da emergéncia dos adultos que deixam um orificio no tubo por onde
saem (Figura 12). Essas varidveis foram escolhidas para a mensuragdo do ‘potencial mensal de
nidificacdo’ por serem amostragens indiretas e, portanto, por ndo interferirem na populagdo.
Fazendo a razdo do investimento mensal pelo nimero de emergentes de cada més e
comparando com o valor médio anual, essa razdo se comporta como um indicativo da
tendéncia daquela populacdo a cada més (Figura 17). Por exemplo, entre os meses de
Setembro e Dezembro (primavera e inicio de verdo), houve predominio da emergéncia de
individuos em relagdao a nidificagdo. Por outro lado, entre os meses de Junho e Agosto
(inverno), a tendéncia da populagdo estava concentrada na nidificacdo. Esse panorama
permitiu comparar o comportamento dessa populagdo com uma outra (Amarante 1991), assim
como com de outra espécie (Trypoxylon (Trypargilum) politum (Brockmann & Grafen 1992)).
Amarante (1991) separou a atividade de Trypoxylon (Trypargilum) albitarse em duas esta¢des
de nidificacdo, aparentemente uma no verdo e outra no outono, sendo que durante o inverno
(Julho e Agosto) ndao foram encontrados adultos em atividade e as larvas estavam em
quiescéncia. Brockmann & Grafen (1992) apresentaram informag¢des mais precisas quando
identificaram duas geracbes ao ano, sendo a primeira no inicio da primavera e a segunda no
meio do verao. Eles também observaram que ndo havia atividade de adultos durante o outono
e o inverno, o que é compreensivel, pelo fato do estudo ter se desenvolvido no estado da
Flérida (EUA), onde o inverno é mais rigoroso do que no sudeste do Brasil. Sendo assim, os
dados denotam que, apesar de haver diferentes momentos de atividade de nidificagcdao entre

populacdes e espécies, ha uma tendéncia de ocorrer tempo de desenvolvimento mais
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prolongado durante o inverno e que ha épocas do ano mais propensas a nidificagdo, assim

como outras para a emergéncia de adultos.

Razé&o potencial de nidificagdo/emergentes

|
1t

Figura 17) Razdo entre o ‘potencial mensal de nidificagdo’ e emergéncia com os dados de Sdo
Carlos. O eixo X cruza com o eixo Y no valor da razdo média do ano (1,67), assim é possivel
observar com maior destaque o momento pelo qual a populagédo passa a cada més.
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O valor médio dessa razdo no ano foi de 1,67, ou seja, por esse estimador, houve uma
tendéncia de ocorrer um investimento 67% maior em nidificagbes do que em emergéncias, o
que seria esperado, supondo uma populacdo estavel e tendo em vista a ocorréncia de
parasitismo, problemas durante o desenvolvimento, predacdo e outros fatores que levam a
mortalidade precoce dos individuos. Assim, considerando essa populacdo estavel, seria de se
esperar que a mortalidade total fosse por volta de 67%. No entanto, como sé houve
acompanhamento de uma parte da vida dos individuos, do ovo até a emergéncia dos adultos,
essa porcentagem sera usada de maneira especulativa.

As causas de mortalidade foram divididas em duas categorias: parasitismo e problemas

no desenvolvimento. Respectivamente, foram considerados como a emergéncia de um
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parasitoide da célula de cria, assim como a observa¢do de um indicio de parasitismo nos tubos
de barro no campo, e a ndo emergéncia de um adulto.

Dos ninhos obtidos na cidade de Araras, foram coletados 255 casulos, dos quais 20,4%
deles apresentaram problemas no desenvolvimento e 2,7% foram parasitados, sendo trés por
Melittobia sp (Eulophidae), dois por Chalcididae e dois por espécies ndo identificadas. Na
cidade de S3o Carlos, foi possivel obter dados tanto dos casulos coletados, quanto das células
de cria acompanhadas a campo. Dessa forma, foram coletados 239 casulos, dos quais 15,5%
apresentaram problemas no desenvolvimento e 13,4% deles foram parasitados, sendo 20 por
Melittobia sp (Eulophidae), oito por Chalcididae (Brachymeria villosa Oliver 1790), um por
Ichneumonidae e um por espécie nao identificada. A campo, foram observadas 242 células de
cria, das quais 17,4% apresentaram problemas no desenvolvimento e 4,5% foram parasitadas,
seis por Melittobia sp (Eulophidae), dois por Chalcididae (Brachymeria villosa) e trés por
Ichneumonidae (Tabela 3). Para Sdo Carlos, ndo houve diferenca significativa de mortes por
problemas no desenvolvimento entre os individuos coletados e os mantidos em campo (x*=
0,316; p= 0,5737). O grande indice de mortalidade devido a Melittobia sp (Eulophidae) no
laboratério provavelmente foi causado por dispersao dessas entre os tubos de plasticos. Como
explicacdo alternativa, podemos supor também que no campo, quando uma célula de cria
estava parasitada, geralmente as outras do mesmo ninho também estavam, e assim, com a
coleta dessas, parte da populacdo do parasitéide foi levada para o laboratério, diminuindo a
sua dispersdo no campo. Todavia, as duas suposicdes podem ter ocorrido de formas ndo
excludentes. Melittobia sp também foi reportada como o principal parasitdide de ninhos por

Camillo et al. (1994), Camillo (1999), Loyola & Martins (2006) e Santoni & Del Lama (2007).

37



Tabela 3) Comparativo de mortalidade entre Araras e S3o Carlos e entre laboratério e campo da cidade
de S3o Carlos.

Araras Sao Carlos
Laboratério Campo
Puparios coletados 255 239 242
Problemas no desenvolvimento 20,4% 15,5% 17,4%
Parasitides 2,7%" 13,4%" 4,5%

%trés Melittobia sp (Eulophidae), dois Chalcididae e dois desconhecidos; °20 Melittobia sp
(Eulophidae), oito Chalcididae (Brachymeria villosa), um Ichneumonidae e um desconhecido;
seis Melittobia sp (Eulophidae), dois Chalcididae (Brachymeria villosa) e trés Ichneumonidae.

Amarante (1991) encontrou parasitismo em Trypoxylon (Trypargilum) albitarse pela
espécie Brachymeria mexicana (Chalcididae), e outras familias, como Photocryptos sp
(Ichneumonidae) e Chrysis sp (Chrysididae). Ele observou também mortalidade de 27,4% por
problemas no desenvolvimento, que, por sinal, considerou baixa. Parasitdides dessas ultimas
duas familias também foram encontrados em Garcia & Adis (1995), Buschini & Wolf (2006) e
Santoni & Del Lama (2007). Brockmann & Grafen (1989) encontraram principalmente
Chrysididae e Melittobia sp (Eulophidae); Brockmann (1992) contabilizou em sua maioria
Ichneumonidae e Sarcophagidae (Diptera); Coville & Coville (1980), além dessas duas ultimas
familias, também encontraram Chrysididae, e Freeman (1981) contabilizou principalmente
parasitoides das familias Ichneumonidae e Chalcididae.

Foi observada a campo uma fémea de Brachymeria villlosa parasitando quatro células
de cria (Figura 18). A fémea escavou o barro do tubo usando as pegas bucais, abriu um orificio
e por este ovipositou. Também foi observada uma fémea escavando o tubo enquanto o
macho-guarda estava presente, mas esse ndo conseguiu expulsa-la (Figura 19). Os pupdrios
dessas células de cria atacadas foram levados ao laboratdrio a fim de confirmar o parasitismo e

identificar a espécie do parasitdide.
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Figura 18) Fémea de Brachymeria villosa (Chalcididae) escavando um tubo de barro e ovipositando em
seguida. Os orificios da primeira imagem sdo células ja parasitadas por essa fémea. (Fotos: Juliano
Almeida)

Figura 19) O Macho de Trypoxylon albitarse ndo saiu do ninho para expulsar o parasitéide (Brachymeria
villosa — Hymenoptera: Chalcididae). Ele ficou zumbindo o tempo todo, porém ndo saiu do ninho,
permanecendo postado na entrada do tubo de barro. (Foto: Juliano Almeida)
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Considerando as células de cria coletadas e as acompanhadas a campo, a mortalidade
total estimada, do ovo a emergéncia do adulto na cidade de S3o Carlos, foi de 25,36%. Assim,
e supondo constante o tamanho da populacdo, espera-se que a mortalidade total dos
individuos na fase adulta seja de 41,64%, podendo essa ser consequéncia de diversos fatores,
como doengas, ataques de fungos, predagao por outras espécies e morte natural.

No intuito de encontrar algum fator que estivesse associado a mortalidade dos ninhos,
foram realizadas andlises de correlagdo entre a mortalidade de cada ninho e o nimero de
emergentes sobre o total de células de cria aprovisionadas de cada ninho. Da mesma maneira
entre a mortalidade de cada ninho com a razdo de alocagdo de recursos para fémeas sobre o
total alocado (r>= 0,0261; r= -0,1616; p= 0,3851), a razdo sexual de machos sobre o total de
individuos emergidos (r?= 0,0529; r= -0,2301; p= 0,2052) e com a quantidade de células de cria
por ninho (r?= 0,0001; r= 0,0073; p= 0,9684). No entanto, para nenhum destes testes houve
correlagao significativa, sugerindo que ndo ha evidéncias de associagao entre a mortalidade

verificada nos ninhos e esses fatores.

3.3.4- Investimento parental

A razdo sexual secundaria pode ser medida tanto em S3o Carlos como em Araras. Em
ambas as cidades, a proporc¢do 1:1 de machos e fémeas emergentes seguiu o proposto por
Fisher (1930) (S3o Carlos: x?>= 0,004; p= 0,9526; Araras: x*>= 0,248; p= 0,6188). Ndo foi
encontrada diferenca na razdo sexual secundaria entre as duas cidades (p= 0,9519). Amarante
(1991) e Peruquetti (2003) também observaram razdo sexual de 1:1 para Trypoxylon
(Trypargilum) albitarse, assim como Camillo (1999), Brockmann & Grafen (1989) e Brockmann
(1992) observaram o mesmo para Trypoxylon (Trypargilum) antropovi, Trypoxylon
(Trypargilum) aestivale, Trypoxylon (Trypargilum) politum e Trypoxylon (Trypargilum)

monteverdeae, respectivamente. Embora estes trabalhos com espécies do grupo Albitarse
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tenham encontrado producdo igualitaria dos sexos, a razdo sexual pode flutuar de acordo com
variagcOes temporais e espaciais de cada populagdo, principalmente no caso dos himendpteros
em que a fémea tem a capacidade de influenciar o sexo da prole de acordo com as condi¢Oes
ambientais e, por conseguinte, enviesar a razdo sexual para o sexo que lhe render maior
vantagem naquele momento (Trivers & Hare 1976, Charnov 1982). Na tentativa de encontrar
correlagdo entre o investimento materno no sexo da prole e o tamanho do ninho foi feita uma
anadlise entre a razdo sexual de cada ninho e a sua quantidade de células de cria. No entanto,
nenhuma associacdo foi encontrada, tanto em S3o Carlos (r?>= 0,0020; r= -0,0447; p= 0,8435),
como em Araras (r*= 0,0863; r= -0,2937; p= 0,3541).

Brockmann & Grafen (1992) mostraram desvios da razdo 1:1 para uma populagdo de
Trypoxylon (Trypargilum) politum em funcdo do inverno, época em que as larvas entravam em
diapausa. Eles notaram que ha basicamente duas gera¢des por ano, uma geragado pré-inverno,
na qual a razdao sexual é desviada a favor dos machos e o tempo de desenvolvimento é
prolongado e uma geragdao pds-inverno, com razao 1:1 e desenvolvimento direto. Alguns
machos que emergem na primeira geragao sobrevivem ao inverno e se acasalam com as
fémeas da segunda gerac¢do, o que justifica talvez a maior proporgao de machos na geragdo
pré-inverno. Neste trabalho, o ano foi dividido em duas esta¢Oes, fria e seca, e quente e
Umida, e elas apresentaram entre si uma diferenca que merece ressalva. A razdo sexual na
primeira foi de 0,97M:1F (x>= 0,015; p= 0,928), o que n3o difere estatisticamente de 1:1.
Contudo, na segunda estacdo, a razdo sexual foi de 2,11M:1F, razdo esta que, apesar de ndo
ser estatisticamente diferente de 1:1, o valor de P é muito préximo do nivel de significancia
assumido (x>= 3,571; p= 0,0588). Assim, como no trabalho de Brockmann & Grafen (1992),
neste trabalho se observou uma estagdao com proporg¢des iguais entre os sexos e outra com
predominancia de machos, embora na estacdo quente e Umida a quantidade de emergentes

seja muito menor do que na estagdo fria e seca (Figura 14).
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Coville (1982) afirma que a sequéncia dos sexos dos ovos ovipositados em um ninho
pode estar relacionada a defesa contra parasitéides. Espécies que nidificam em cavidades pré-
existentes geralmente apresentam preferéncia por algum dos sexos nas células de cria mais
internas, ou nas mais externas (Coville & Coville 1980; Camillo et al. 1993; Camillo et al. 1994;
Garcia & Adis 1995; Oku & Nishida 1999; Tormos et al. 2005, Buschini & Wolf 2006; Santoni &
Del Lama 2007), e é sabido que ha exposi¢do diferencial das mesmas para os parasitdides. Ja
para as espécies construtoras de ninhos expostos, como os crabronideos do grupo Albitarse,
nas quais as células de cria estdo semelhantemente expostas aos parasitdides, é esperado que
nao haja essa preferéncia, como visto nas populacGes de Sdo Carlos e Araras para Trypoxylon
(Trypargilum) albitarse (Tabela 4 e Tabela 5). Brockmann & Grafen (1989) para Trypoxylon
(Trypargilum) politum e Brockmann (1992) para Trypoxylon (Trypargilum) monteverdeae

também ndo observaram essa preferéncia.

Tabela 4) Sequéncia dos sexos ovipositados nos ninhos de S3o Carlos.
Posicdo da célula de cria Machos Fémeas P

1 37 32 0,5472
2 39 35 0,6419
3 34 28 0,4461
4 22 30 0,2673

Tabela 5) Sequéncia dos sexos ovipositados nos ninhos de Araras.
Posicdo da célula de cria Machos Fémeas P

1 23 26 0,668
2 17 19 0,738
3 17 12 0,353
4 10 12 0,669

Referente a massa corpdorea dos emergentes de Sdo Carlos, o peso médio dos machos

foi de 78,81 mg (+ 8,80 DP; n= 142 individuos) e o das fémeas 108,40 mg (+ 14,71 DP; n= 141
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individuos) (Figura 20), ou seja, elas foram 37,5% mais pesadas (teste t: F= 56,5844; p< 0,01).
Em Araras, o peso médio dos machos foi de 87,72 mg (+ 10,65 DP; n= 48 individuos) e o das
fémeas 113,02 mg (+ 10,27 DP; n= 53 individuos) (Figura 21), sendo elas 28,8% mais pesadas
(teste t: F= 35,1232; p< 0,01). Esses resultados confirmam o que se esperava para essa espécie,
ja que o tamanho tem forte efeito no valor adaptativo das fémeas (Brockmann & Grafen 1992;
Molumby 1996; Peruquetti & Del Lama 2003a) e também por este estar relacionado com a
massa corpdrea e com a quantidade de alimento aprovisionada na célula de cria do individuo
(Amarante 1991; Molumby 1996). Reforcando este achado, Brockmann & Grafen (1989),
Molumby (1996) e Peruquetti & Del Lama (2003a) ja haviam afirmado que fémeas maiores
aprovisionam mais e mais rapidamente, enquanto que machos maiores nao necessariamente
se reproduzem mais. Comparando a massa corpdrea entre os sexos das duas cidades, os
machos apresentaram diferenca de peso (teste t: F= 6,400; p= 0,0171) enquanto as fémeas
ndo (teste t: F= 0,901; p= 0,3504). Por haver menor pressdo de sele¢do para tamanho de corpo
do macho, é de se esperar que haja maior variagdo de seu tamanho, sendo este mais
dependente do microambiente a que o individuo esta sujeito. De forma que, além da diferenga
entre as cidades, os machos da populagdo de S3o Carlos também apresentaram maior variagao
de peso ao longo do ano (machos: ANOVA: F= 2,723; p= 0,012) do que as fémeas (fémeas:

ANOVA: F=1,687; p=0,132) (Figura 22).
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Figura 20) Distribuicdo da massa corporea dos emergentes de Sdo Carlos (n= 214 individuos).
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Figura 22) Variagdao da massa corporea de machos e fémeas ao longo do ano na cidade de Sdo Carlos (n=
94 individuos).

Como ha diferenca de massa corpdrea entre machos e fémeas é esperado desvios da
razdo sexual,supondo um investimento igualitario de recursos entre os sexos. Em S3o Carlos, a
razdo sexual esperada seria de 1,37M:1F e em Araras de 1,28M:1F; no entanto, ndo foram
significativamente diferentes das razdes observadas, 1,01M:1F para Sdo Carlos (p= 0,2492) e
0,91M:1F para Araras (p= 0,1969). Nado foi encontrado também diferenca de massa entre os
individuos emergidos na estacdo fria e seca, e na quente e Umida (machos: teste t: F= 0,0775;
p=0,7870; fémeas: teste t: F= 0,2924; p= 0,6034).

O tamanho de uma célula de cria é um bom estimador do volume de presas que foi
investido naquela célula (Molumby 1996). No caso das espécies que aprovisionam de maneira
massal, essa quantidade tem associacdo com o tamanho e, por conseguinte, com o valor
adaptativo do adulto (Brockmann & Grafen 1989; Molumby 1996). Esse estimador foi
confirmado neste trabalho pela correlagdo positiva entre a massa corpdérea dos emergentes
com o comprimento de suas células de cria (r?= 0,1571; r= 0,3963; p< 0,01; n= 146). Também

foi feito teste de correlacdo entre a massa corpdérea dos emergentes de um ninho com a
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guantidade de células de cria dos mesmos. Em S3o Carlos ndo houve associac3o entre eles (r’=
0,0522; r= -0,2285; p= 0,3468; n= 22), ao passo que em Araras, 0os ninhos com maior
quantidade de células de cria geraram prole menor (r?’= 0,3381; r= -0,5815; p= 0,0474),
podendo, talvez ser um indicativo de que a fémea nidificadora tenha a capacidade de perceber
a abundancia de presas no ambiente e ajustar o tamanho das suas células de cria de acordo
com o mesmo (Charnov 1982).

Com o intuito de estimar a aloca¢do de recursos, a massa corpérea média de cada sexo
foi multiplicada pela razdo sexual da populacdo a que pertencia. Dessa forma, pode-se concluir
que as fémeas receberam maior quantidade de recursos do que os machos (Sdo Carlos:
36,57%; teste t: F= 4,488; p= 0,0341; Araras: 42,38%; teste t: F= 5,861; p= 0,0155) e que entre
as cidades ndo houve diferenca significativa de recursos alocados para cada sexo (machos:
teste t: F= 0,001; p= 0,996; fémeas: teste t: F= 0,096; p= 0,7562), apesar de haver um potencial
para essa diferenciagao, partindo do pressuposto de que ha diferengas entre os microclimas de
cada regido e a disponibilidade de aranhas para cada um dos locais. Em relagdo aos machos
apresentarem maior amplitude de variacdo do que as fémeas para algumas caracteristicas,
como na massa corpérea das populagdes, ao longo do ano e nos tempos do desenvolvimento,
este achado reforga a suposicdo prévia - essas caracteristicas apresentam pressdo de selegao
diferenciada entre os sexos, sendo maior nas fémeas do que nos machos, por elas nidificarem,
cacarem e consequentemente cuidarem da prole enquanto os machos ndo o fazem.

Uma maneira de estimar o efeito da pressdo de selecdo sobre um carater de uma
populacdo é através da herdabilidade desse carater. Este parametro mede quanto do valor
fenotipico da prole regride ao valor fenotipico dos pais. A maneira mais adequada de obter o
valor da herdabilidade, no caso da massa corpdrea, seria por meio da correlagao entre as
massas das proles e a média da massa de seus pais. O valor da inclinagdo da reta da correlagdo
formada corresponderia ao valor da herdabilidade (Falconer 1989). Contudo, como neste

trabalho poucos casais foram coletados, a estimativa da herdabilidade por esse procedimento
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nao seria consistente. Sendo assim, ele foi calculado a partir do peso médio da cria de cada
ninho em relacdo a média de toda a populagdo, por meio do cdlculo do coeficiente de
correlagdo intraclasse (CCl) e a relagdo média de parentesco dentro de um ninho formado por
um sé pai e mae (3/8). Assim, foi possivel estimar a herdabilidade do peso nas populagbes das
duas cidades. Em S3do Carlos, a herdabilidade calculada foi de 0,4456 (CCl= 0,1671; p= 0,0065),
o0 que corresponde a dizer que 44,56% da variacdo do peso da prole é devida a varidncia
genética; em Araras, o valor obtido foi de 0,3274 (CCl= 0,1228; p= 0,0258). Vale lembrar que a
herdabilidade estimada ndo é valida para uma espécie e sim para a populacdo em um certo
instante, ja que ela esta ligada a variacdo genética e a pressdo de sele¢do sobre o carater,
fatores que variam no espaco e no tempo (Falconer 1989).

O acompanhamento de mais casais, com suas respectivas proles, é necessario ndo so
para obter uma estimativa mais acurada da herdabilidade, como também para aumentar as
evidéncias de que a massa corporal das fémeas esta sob maior pressdo de sele¢do do que a
dos machos. A marca¢do de individuos adultos nidificantes também dara robustez as
informagbes em relagdo a todo o processo de nidificagdo, assim como, essa atividade ser mais
intensa na estac¢do fria e seca e a assincronia entre a nidificagdo e a emergéncia dos adultos.
Por conseguinte, também melhorard o entendimento da ocorréncia de quiescéncia nessa
espécie, apesar dela aparentar ser multivoltina no sudeste brasileiro. Dessa forma, a biologia
de nidificacdo de Trypoxylon e, mais especificamente, das espécies que constroem seus

proprios ninhos, como Trypoxylon (Trypargilum) albitarse, podera ser melhor conhecida.

47



4- CAPITULO 2: “Marcadores microssatélites para a espécie Trypoxylon (Trypargilum)

albitarse (Hymenoptera: Crabronidae)”

Vespas crabronideas do género Trypoxylon se caracterizam por apresentarem fémeas
solitarias que aprovisionam seus ninhos de forma massal com aranhas paralisadas, as quais
servirdo de alimento para as suas larvas. Elas nidificam em cavidades pré-existentes, ou em
ninhos de barro em forma de tubos, que sdo constituidos por células de cria linearmente
dispostas. Diferentemente da maioria dos machos de himendpteros, machos do subgénero
Trypargilum se caracterizam por auxiliar a fémea durante o processo de nidificacdo
(Brockmann 1980). Eles atuam como guarda, permanecendo no ninho expulsando parasitdides
e outros machos que se aproximam. Dessa forma, eles tém chance de conseguir cépulas
repetidas durante o aprovisionamento. Ha relatos de que em Trypoxylon (Trypargilum)
albitarse e outras espécies desse subgénero, a fémea copula com outros machos além do
macho-guarda (Coville & Coville 1980, Brockmann & Grafen 1989, Amarante 1991, Brockmann
1992) e, de maneira geral, este Ultimo ndo reage a essas copulas extra-par da fémea. Assim, a
fim de se compreender melhor esses comportamentos, questdes referentes a garantia da
paternidade da prole pelo macho-guarda e do sistema de acasalamento neste grupo carecem
de analises genéticas.

O parentesco médio em ninhos de Trypoxylon foi estimado por Peruquetti (2003) e
Santoni (2008) utilizando marcadores alozimicos; porém, devido ao baixo polimorfismo do
marcador, a paternidade das crias s6 pode ser associada ao macho-guarda em alguns ninhos.
Queller et al. (1993), Pederson & Boomsma (1999) e Hughes (1998) afirmam que o uso de
regides de microssatélites é mais adequado para estimar o numero de machos que fertilizaram
os 6vulos de uma fémea e inferir a paternidade de uma prole. Para as espécies da familia
Crabronidae, atualmente sé foram descritos marcadores microssatélites para Philanthus

triangulum (Kantenpoth et al. 2004) e Microstigmus nigrophthalmus (Lucas et al. 2009),
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demonstrando a necessidade de marcadores especificos para esse grupo. Sendo assim, neste
capitulo ha a descricdo da prospecgdo e dos testes dos marcadores microssatélites para
Trypoxylon (Trypargilum) albitarse.

O DNA foi extraido a partir do mesossoma de adultos usando modificagdes do
protocolo de fenol-cloroférmio de Fernandes-Salomao et al. (2005). A estratégia adotada para
o isolamento das sequéncias de microssatélites foi a construgdo de uma biblioteca gendmica
enriquecida, proposta por Hamilton et al. (1999). O protocolo iniciou-se com a clivagem de
aproximadamente 4ug de DNA com as enzimas de restrigdo Rsal e BstUI (New England Biolabs
Inc.), seguindo as recomendacgGes do fabricante. Os produtos da clivagem foram separados em
gel de agarose 0,8%, o qual foi cortado na regido correspondente ao intervalo dos produtos
entre 300 e 1000pb. O DNA clivado foi eluido do gel com o kit Wizard SV Gel e PCR Clean-Up
System (Promega) e ligado a oligonucleotideos fosfatados de dupla fita (linkers), com o
objetivo de criar sitios de ligacdo de primers para as reac¢des de PCR subsequentes. Para
verificar a eficiéncia da reagdo, uma PCR foi realizada utilizando-se um par de primers
complementar a sequéncia dos linkers.

A seguir, os fragmentos foram hibridizados com um conjunto de oito sondas
biotiniladas de sequéncias repetitivas para motivos tetranucleotidicos: (AAAC)s - (AAAG)s -
(AATC)g - (AATG)s - (ACCT)s - (ACAG); - (ACTC)s - (ACTG)s. Os fragmentos hibridizados foram
capturados utilizando particulas magnéticas ligadas a Streptavidina (Streptavidin Magnesphere
Paramagnetic Particules - Promega), e o DNA restante, enriquecido com as sondas, foi
amplificado por PCR. O produto foi clonado utilizando-se o kit pGEM-T Vector Systems
(Promega), sendo as bactérias competentes preparadas com CaCl, e transformadas pela
inoculagdo do vetor. Col6nias foram plagueadas em meio LB sélido com ampicilina na
concentracdo 100pg/ml de meio. Cerca de 15 minutos antes da transferéncia das bactérias,
40ul de X-Gal 2% e 100ul de IPTG 2,3% foram espalhados sobre o meio para sele¢do de

recombinantes por coloracao branca-azul.
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As colbnias recombinantes foram novamente plaqueadas em MegaTiter plate de 96
orificios contendo 1ml de meio LB liquido com ampicilina, e incubadas por, aproximadamente,
22 horas a 37°C sob agita¢do. Foram feitas mini-preps com as colonias e essas foram utilizadas
como molde para amplificagdo por PCR, visando identificar o tamanho dos insertos clonados. A
reacdo de sequenciamento foi realizada com o kit DYEnamic™ ET Terminator Cycle Sequencing
(GE Healthcare), utilizando-se o sequenciador Megabace Flexyble 1000 (Ge HealthCare). Os
eletroferogramas gerados foram visualizados com o programa Chromas 2.33 (2003-2008
Technelysium Pty Ltda) e as sequéncias correspondentes ao vetor de clonagem foram
excluidas.

Essas sequéncias foram convertidas em formato “fasta” e posteriormente analisadas
com o programa CID (Freitas et al. 2008), para a prospec¢do de sequéncias de microssatélites
compostas de um a seis pares de bases, repetidas no minimo quatro vezes. Um total de 17
pares de primers foi desenhado utilizando o programa Gene Runner 3.05 (Hastings Software
Inc., Hastings, NY). Testes de amplificacdo foram realizados com a utilizacdo de 250 uM de
cada dNTP, 2,5 mM de MgCl,, 1,0 uM de cada primer, 1X tampao da Biotools e 1 U Tag DNA
polimerase (Biotools) em volume final de 10 pL. A amplificacdo foi permitida por 30 ciclos de
30 segundos a 94°C para denaturac¢ao, 20 segundos a 56°C para hibridizacdao, 1 minuto para
extensdo e um passo final de 1 hora a 72°C em termociclador Eppendorf modelo Mastercycler.
Os resultados foram visualizados em gel de agarose 1%.

Dos 17 pares de primers, oito apresentaram amplificagcdo positiva, sendo quatro
monomoérficos e quatro polimdrficos. As condi¢cdes de utilizagdo para esses primers foram
otimizadas a fim de se obter melhor qualidade de amplificagdo. O primer forward dos
marcadores polimérficos foram marcados com fluorescéncia para andlise do tamanho dos
alelos no sequenciador automatico MegaBace-1000 (GE Healthcare) e posterior leitura dos

resultados no programa MegaBace Fragment Profiler versdo 1.2 (GE Healthcare).
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Para as estimativas da diversidade alélica, assim como para o calculo do equilibrio de
Hardy-Weinberg e desequilibrio de ligacdo, foi utilizado o programa Arlequin (Excoffier et al.
2005) com o gendtipo de 27 fémeas provenientes de 27 ninhos da regido de Sdo Carlos (SP). Os
valores da heterozigosidade observada variaram entre 0,5556 e 0,9259 e o numero de alelos
de 5 a 16 (Tabela 6). Ndo foram encontrados alelos nulos visto que foi observada amplificagdo
para todos os 143 machos analisados, provenientes de 22 ninhos. Dentre os quatro locos
polimérficos obtidos ndo houve diferenga entre a heterozigosidade observada e a esperada,
assim como ndo houve desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg e desequilibrio de Ligacao.

Testes de amplificacdo foram feitos em outras espécies do género Trypoxylon e em
Sceliphron caementarium e os resultados foram positivos para todos os pares de primers
testados, exceto um (Tabela 7). Amplificacdo positiva para alguns locos foi obtida também em
espécies de abelhas, o que demonstra uma boa taxa de transferabilidade destes marcadores.

Um teste de atribuicdo feito com 305 individuos de 22 familias utilizando os quatro
locos polimérficos atribuiu corretamente 82% dos individuos a suas familias de origem,
demonstrando a eficacia desses locos para estudos de paternidade (Capitulo 3). Sendo assim,
os microssatélites desenvolvidos neste trabalho sdo ferramentas Uteis para estudos do sistema
de acasalamento e paternidade em Trypoxylon (Trypargilum) albitarse e em outras espécies do

género.
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Tabela 6) Caracteristicas das regiGes de microssatélites isoladas para Trypoxylon (Trypargilum) albitarse.

Loco Motivo repetido Sequéncia do primer (5°-3°) Tamanho (pb) T (°C) A N Ho He EHW (P)

Talb01 (TC)sTT(CT); F: CTAGCCTCAGGCGAATTC 126 58 1 27 - - .
R: GATTCGAGTCTTGGTGCTAA

Talb02 (AG);AA (AG); F: GTCAGCAAACTGGTCATCC 233 58 7 27 0,5556 0,5786 0,1310
R: CGTAAACTGGTCACTGGTG

Talb03 (GA)s F: CTCCCAGAGCTGCAGTGT 199 54 1 27 - - -
R: TACGAGACGGAAACAGAATG

Talb05 (AG),AA (AG)s F: GCAACTGAGAGATCGCTTC 172 52 11 27 0,8889 0,8239 0,7854
R: GTCTGTCAGCGAATAGTCAAG

Talb06 (AG)q F: GCACCGATATTATTAAGTCTCA 281 52 5 27 0,6296 0,6555 0,1657
R: TGGAAAGAAGTATACATGTTCG

Talb07 (TC)1a F: TCGCTGCCGACAATTATC 204 52 16 27 0,9259 0,8798 0,2440
R: GCAGTATTGAATCGGGTAAG

Talb09 (GCT)s F: GGCCAGAAGCGTAAGTAGA 360 58 1 27 - - -
R: TGAGTGTATGTATTCGGCG

Talb1l2 (TC);C(TCG)s F: AGGCTGGGCGTAGATTTC 210 58 1 27 - - -

R: TCGTATAACCTGTAGATAATGCC

T - temperatura de hibridizagao; A - nimero de alelos observados; N - nimero de fémeas genotipadas; Ho - heterozigosidade observada;

He - heterozigosidade esperada; EHW (P) - valor de p para desvio de equilibrio de Hardy-Weinberg.
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Tabela 7) Resultados de testes de transferabilidade utilizando primers de Trypoxylon (Trypargilum) albitarse. As amplificagGes foram
testadas em dois individuos de cada espécie.

Primers testados

Talb01 Talb02 Talb03 TalbO5 TalbO6 TalbO07  Talb09  Talbl2

Trypoxylon (Trypargilum) rogenhoferi + + + + + + + +
Trypoxylon (Trypargilum) lactitarse + + + + + + + +
Trypoxylon (Trypoxylon) asuncicola + + + + - + + +
Trypoxylon (Trypargilum) agamemnon + + + + - + + +
Trypoxylon (Trypargilum) aurifrons + + + + - + + +
Trypoxylon (Trypargilum) opacum + + + + - + + +
Sceliphron caementarium + + + + - + + +
Centris analis * + + + - + - -
Euglosa cordata + + + + - + + -
Apis mellifera + + + - - + . *
Partamona helleri + + + + - + + +

“wn, “uxn,

“+”: amplificacdo; “-”: ndo amplificagdo; : teste ndo realizado.



5- CAPITULO 3: “Comportamento de macho-guarda e paternidade em ninhos de Trypoxylon

(Trypargilum) albitarse (Hymenoptera: Crabronidae)”

5.1- Introdugao

Os machos do subgénero Trypargilum (Crabronidae) sdo conhecidos por auxiliarem as
fémeas no processo de nidificagdo (Richards 1934). Os machos que apresentam esse
comportamento sdao conhecidos como machos-guarda e se caracterizam por permanecerem
dentro de um ninho ativo enquanto a fémea caca aranhas para aprovisionar suas células de
cria. Nas espécies que constroem ninhos expostos eles também fazem o servigo de alisar o
barro da parte interna dos ninhos em construcdo, de prensarem as aranhas no fundo das
células de cria e afastar predadores, parasitéides e outros machos (Brockmann 1980).

Esse comportamento é bastante incomum entre os machos de insetos (Wilson 1971),
porém ndo é unico. Outros machos, inclusive de outras familias, Sphecidae (Hymenoptera)
(Hook & Matthews 1980) e Staphylinidae (Coleoptera) (Alcock 1991), por exemplo,
apresentam um comportamento de guarda diferenciado. Foi observado que em todas as
espécies de insetos em que ha o comportamento de guarda, ocorrem fémeas receptivas
durante a nidificacdo e precedéncia espermatica (Hook & Matthews 1980). A repeticdo da
ocorréncia desse comportamento de guarda em diferentes grupos de insetos pode ser
compreendida se as semelhangas comportamentais entre elas forem analisadas e comparadas.
Tsuji & Yamamura (1986) postularam um modelo de estratégia evolutivamente estavel que
mostra a razdo da proporgao entre duas estratégias de fertilizacdo apresentadas pelos machos
de uma populagdo (guarda e patrulheiro) e que estd relacionado ao periodo gasto por eles na
pré-oviposi¢do e na oviposicdo (garantia da fertilizagdo). Assim, de acordo com eles, em uma

mesma populacdo podem coexistir ambas as estratégias, inclusive com valores de sucesso
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reprodutivos proporcionais ao investimento. Pois, espera-se que uma pequena parte da prole
pertenca aos patrulheiros, ja que esses ndo investem maior tempo na garantia da fertilizacdo
do que o tempo de duragdao de uma cépula, e a maior parte da prole seja atribuida aos
guardas, ja que investem muito tempo e energia ficando nos locais de nidificagdo das fémeas,
no intuito de garantir a fertilizagdo dos dvulos mediante cdpulas sucessivas.

Outro ponto a ser analisado, referente a essa repeticdo do comportamento de guarda,
é a interacdo macho-fémea e as possiveis vantagens que esses machos tém por apresentarem
tal comportamento custoso. Baseado em dados comportamentais e até morfoldgicos, muito ja
foi discutido sobre a origem desse comportamento (Thornhill & Alcock 1983, Smith 1984). No
entanto, poucas informacdes genéticas estdo disponiveis. Dessa forma, este capitulo descreve
o comportamento de guarda dos machos de Trypoxylon (Trypargilum) albitarse, por meio de
observa¢des a campo e analises da estrutura genética dos ninhos, a fim de poder inferir a
paternidade da prole e o sistema de acasalamento da espécie, e assim colaborar com a

discussdo sobre a origem deste comportamento.

5.2- Material e métodos
5.2.1- Analise genética por locos microssatélites

O DNA foi extraido a partir do mesossoma dos adultos, ou de larvas e pupas recém
coletadas, usando modificacdes do protocolo de fenol-cloroférmio de Fernandes-Salomao et
al. (2005). Amplificagdo por PCR de locos microssatélites seguiram os padrdes descritos no
capitulo 2 desta Dissertacdo. Os fragmentos gerados foram analisados em sequenciador
MegaBACE —1000 (GE Healthcare) de acordo com o padrdo de picos gerado para cada loco e

fenotipados no programa MegaBace Fragment Profiler versdo 1.2 (GE Healthcare).
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5.2.2- Teste de robustez dos dados genéticos

Os programas GenAlex (Peakall & Smouse 2006) e Arlequin foram utilizados para o
teste de atribuicao, ou assignment test. Por adequacdao, como os programas nao distinguem
dados mistos de individuos hapléides e dipldides, a amostragem das fémeas foi duplicada e os
machos hapldides tiveram o seu gendtipo diploidizado. Essa metodologia foi escolhida, pois
mantém as proporg¢des alélicas originais, apesar de subestimar o numero amostral dos
machos. No entanto, como o teste de atribuicdo se baseia nas frequéncias alélicas, este viés
nao é relevante para o resultado do mesmo.

Esse teste serviu para verificar a confiabilidade das informa¢bes dos marcadores
microssatélites utilizados na genotipagem dos individuos. Ele consiste em analisar diferentes
caracteristicas de cada amostra e calcular a probabilidade dela pertencer a cada grupo ja
descrito a priori. Entende-se por amostra, individuos pertencentes a ninhos (grupos) de uma
populacdo. Conjuntamente ao teste de atribuicdo, também foi feito o teste de AMOVA. Esse
teve a finalidade de agregar um valor numérico para a diferenciacdo dos grupos, embora
originalmente ele seja utilizado para andlises populacionais em que a aquisicdo das amostras é
feita de maneira aleatdria, diferentemente desta andlise no qual as amostras apresentam

distribuicao familial.

5.2.3- Estrutura genética dos ninhos

Foram utilizadas duas metodologias para a andlise da estrutura genética dos ninhos: a
inferéncia da paternidade com o uso do programa MateSoft (Moilanen et al. 2004) e a
deducgdo dos gendtipos dos parentais por meio da comparagdo dos genétipos dos individuos
de cada ninho, o que também serviu para confirmar os resultados fornecidos pelo programa.

Para realizar as analises no programa MateSoft foi necessdrio inserir um arquivo de

entrada (input file) contendo a discriminagdo de cada individuo com seus genétipos, ninho e
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populacdo a que pertenciam e as frequéncias alélicas para todos os locos, as quais foram
obtidas a partir de 27 fémeas provenientes de 27 ninhos diferentes. A partir desse primeiro
arquivo de entrada o programa deduziu o gendtipo de uma ou mais possiveis fémeas
nidificadoras para cada ninho, com suas respectivas probabilidades. Gerou em seguida um
segundo arquivo de entrada para a deducdo dos possiveis machos que fertilizaram essas
fémeas. Como o processo de deducdo desses candidatos é feita em etapas, é possivel o
acréscimo ou a retirada de gendtipos quando necessario. Por exemplo, se o genétipo de uma
mdae é conhecido, basta retirar os gendtipos deduzidos como fémeas nidificadoras do ninho a
gue pertenciam e incluir o correto antes de calcular os gendtipos dos possiveis machos que a
fertilizaram. O programa MateSoft também discrimina para cada amostra o genétipo de seus
possiveis parentais. Dessa forma, foi possivel chegar ao sistema de acasalamento para a
espécie Trypoxylon (Trypargilum) albitarse.

A obtencdo do genétipo dos parentais de cada ninho, utilizando a segunda
metodologia, baseou-se na segregacao alélica nos gametas e na haplodiploidia arrendtoca dos
himendpteros. Assim, para se chegar ao gendtipo da fémea nidificadora foi considerado o
gendtipo dos filhos. Como esses sdo hapldides, pois sdo formados por ovos ndo fertilizados,
espera-se, em razdo da segregacao mendeliana, que metade da prole masculina possua um
dos dois alelos da mae. Em seguida, para se chegar ao gendtipo do macho que a fertilizou,
usou-se o gendtipo das filhas em conjunto com o da fémea nidificadora, pois, como as filhas
devem ter um alelo da mae e outro do pai, espera-se encontrar em todas elas, pelo menos, um

alelo em comum, o alelo do pai que as gerou (Tabela 10a).

5.3- Resultados e discussdo

57



5.3.1- Teste de robustez

Os valores de Fst, tanto do Arlequin (0,271) quanto do GenAlex (0,264), demonstraram
que ha diferenciagdo genética significativa (p<0,01) entre os ninhos testados e que, portanto,
os grupos familiares foram validados com a correta atribui¢ao dos individuos. Como pode ser
visto na Tabela 8, produzida pelo programa Arlequin, as amostras pertencentes ao ninho 17
possuiram maior valor de atribuicdo ao seu prdprio ninho que a qualquer outro, fato que se
repetiu com as amostras dos outros ninhos. O programa GenAlex ofereceu ainda um valor
numeérico a tal atribuicdo: 82% de todos os individuos genotipados foram atribuidos ao seu
ninho original, enquanto 18% ndo o foram. Esses resultados demonstram que, apesar do
pequeno numero, os quatro locos microssatélites analisados tém poder de informagdo
suficiente para a correta identificacdo e caracterizacdao genética dos ninhos e que, portanto,

permitem realizar a andlise de paternidade desejada.
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Tabela 8) Tabela produzida pelo teste de atribuigcdo do Arlequin para demonstrar como sdo apresentados os resultados. Quanto maior o valor, maior é a chance do

individuo pertencer ao ninho indicado (primeira linha, em negrito). Essa tabela é referente aos valores dos individuos do ninho 17.

"\nni:;‘s:r:; 13 16 17 33 109 124 133 142 145 148 151 153 154 157 158 159 160 163 166 Arr1 Arr 13 Arr 18
10911 -30.035 -28.284 -6.221 -26.600 -36.428 -29.098 -29.843 -28.883 -40.756 -29.117 -31.460 -29.790 -20.514 -32.026 -31.312 -34.965 -33.242 -34.083 -32.109 -22.783 -30.370 -29.400
10912 -27.262 -12.909 -2.612 -25.080 -24.716 -17.098 -21.928 -25.705 -38.677 -27.037 -25.834 -23.559 -18.513 -25.471 -26.415 -21.201 -23.692 -26.340 -15.519 -18.986 -26.093 -24.168
11891 -27.955 -18.365 -2.350 -25.773 -25.409 -22.843 -29.118 -26.398 -39.370 -27.731 -26.527 -30.314 -13.240 -26.164 -27.109 -25.558 -24.385 -27.033 -17.128 -21.145 -28.983 -28.525
11892 -30.035 -18.183 -3.002 -16.498 -25.879 -18.549 -29.843 -16.585 -40.756 -18.379 -25.518 -29.790 -20.514 -32.026 -25.370 -29.023 -22.695 -22.864 -22.584 -22.783 -30.370 -19.875
11893 -27.262 -12.909 -2.612 -25.080 -24.716 -17.098 -21.928 -25.705 -38.677 -27.037 -25.834 -23.559 -18.513 -25.471 -26.415 -21.201 -23.692 -26.340 -15.519 -18.986 -26.093 -24.168
11894 -27.262 -13.785 -3.528 -31.383 -21.051 -18.197 -29.719 -31.449 -39.370 -33.099 -31.695 -30.518 -19.509 -24.660 -32.025 -22.299 -22.188 -26.979 -12.142 -24.596 -29.757 -30.134
11895 -27.262 -12.909 -2.612 -25.080 -24.716 -17.098 -21.928 -25.705 -38.677 -27.037 -25.834 -23.559 -18.513 -25.471 -26.415 -21.201 -23.692 -26.340 -15.519 -18.986 -26.093 -24.168
11896 -27.955 -18.365 -2.350 -25.773 -25.409 -22.843 -29.118 -26.398 -39.370 -27.731 -26.527 -30.314 -13.240 -26.164 -27.109 -25.558 -24.385 -27.033 -17.128 -21.145 -28.983 -28.525
11897 -28.649 -18.548 -3.448 -27.719 -17.163 -19.360 -44.038 -26.686 -40.756 -29.117 -35.854 -42.323 -21.118 -29.018 -35.203 -29.834 -18.300 -22.756 -14.445 -32.617 -36.311 -30.422
11898 -30.035 -8.658 -4.913 -16.498 -25.879 -8.447 -16.849 -16.585 -40.756 -18.379 -25.518 -17.667 -32.446 -32.026 -25.370 -21.696 -22.695 -22.864 -20.751 -19.850 -25.975 -12.547
10911 -30.035 -28.284 -6.221 -26.600 -36.428 -29.098 -29.843 -28.883 -40.756 -29.117 -31.460 -29.790 -20.514 -32.026 -31.312 -34.965 -33.242 -34.083 -32.109 -22.783 -30.370 -29.400
10912 -27.262 -12.909 -2.612 -25.080 -24.716 -17.098 -21.928 -25.705 -38.677 -27.037 -25.834 -23.559 -18.513 -25.471 -26.415 -21.201 -23.692 -26.340 -15.519 -18.986 -26.093 -24.168
11891 -27.955 -18.365 -2.350 -25.773 -25.409 -22.843 -29.118 -26.398 -39.370 -27.731 -26.527 -30.314 -13.240 -26.164 -27.109 -25.558 -24.385 -27.033 -17.128 -21.145 -28.983 -28.525
11892 -30.035 -18.183 -3.002 -16.498 -25.879 -18.549 -29.843 -16.585 -40.756 -18.379 -25.518 -29.790 -20.514 -32.026 -25.370 -29.023 -22.695 -22.864 -22.584 -22.783 -30.370 -19.875
11893 -27.262 -12.909 -2.612 -25.080 -24.716 -17.098 -21.928 -25.705 -38.677 -27.037 -25.834 -23.559 -18.513 -25.471 -26.415 -21.201 -23.692 -26.340 -15.519 -18.986 -26.093 -24.168
11894 -27.262 -13.785 -3.528 -31.383 -21.051 -18.197 -29.719 -31.449 -39.370 -33.099 -31.695 -30.518 -19.509 -24.660 -32.025 -22.299 -22.188 -26.979 -12.142 -24.596 -29.757 -30.134
11895 -27.262 -12.909 -2.612 -25.080 -24.716 -17.098 -21.928 -25.705 -38.677 -27.037 -25.834 -23.559 -18.513 -25.471 -26.415 -21.201 -23.692 -26.340 -15.519 -18.986 -26.093 -24.168
11896 -27.955 -18.365 -2.350 -25.773 -25.409 -22.843 -29.118 -26.398 -39.370 -27.731 -26.527 -30.314 -13.240 -26.164 -27.109 -25.558 -24.385 -27.033 -17.128 -21.145 -28.983 -28.525
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5.3.2- Comportamento de Guarda, paternidade e estrutura sociogenética dos ninhos

Para as analises genéticas foram selecionados ninhos em que havia, pelo menos, sete
individuos ou um dos parentais. Assim, foram analisados 305 individuos de 22 ninhos, sendo
gue os casais de quatro ninhos, o macho-guarda de dois ninhos e a fémea nidificadora de um
ninho foram coletados, assim como as crias de todos os ninhos. Em todas as progénies, foi
atribuido, pelo menos, uma mae e um pai para a prole. Em seis dos ninhos, toda a prole pode
ser atribuida a um Unico casal. Em trés destes, as crias eram progénies de duas fémeas, sendo
a nidificacdo sequencial e sem sobreposi¢cao temporal. Em outros seis, foi encontrada prole
pertencente a uma segunda fémea em células de cria da regido central do ninho, indicativo de
gue nao foi nidificacdo sequencial e sim uma possivel usurpacdo por outra fémea. Finalmente,
em nove ninhos foram detectadas crias cuja paternidade ndo foi possivel atribuir ao macho-
guarda dos respectivos ninhos, caracterizando a promiscuidade da fémea. Apesar desses
numeros aparentemente rejeitarem a hipotese inicial de que a prole de cada ninho pertence a
um pai e uma mae, casos de usurpacdo e de cdpulas extra-par por parte das fémeas foram
encontradas em uma ou, no maximo, duas células de cria por ninho (ver Tabela 9 para resumo
desses resultados e Tabela 10 onde estd descrita a diversidade de ninhos genotipados). Vale
notificar também que foram feitos previamente testes de paternidade em alguns poucos
ninhos de Trypoxylon (Trypargilum) albitarse usando marcadores alozimicos. Nesse caso, a
paternidade da prole feminina de um ninho pode ser atribuida a um Unico macho em quatro
de sete ninhos. Contudo, esse resultado se baseou no Unico marcador com diversidade alélica
favoravel encontrada (esterase-2) dentro de 17 testados, refletindo o baixo polimorfismo

revelado por essa técnica.
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Tabela 9) Resumo dos resultados da analise da estrutura genética dos ninhos. A captura dos adultos ocorreu
durante a nidificagdo da ultima célula e a da prole 35 dias apds o término do ninho. DP = desvio padrao.

Dados

305

22

13,7

4 ninhos
2 ninhos
1 ninho
15 ninhos

individuos genotipados

ninhos

individuos por ninho (+ 4,8 DP)

prole, nidificadora e guarda coletados
prole e guarda coletados

prole e nidificadora coletadas

so a prole coletada

Inferéncias sobre a estrutura familial

22 ninhos
6 ninhos
3 ninhos
6 ninhos

9 ninhos
2 ninhos

predominancia de um casal na nidificagdo

Atribuicdo somente a um casal

nidificacdo sequencial de duas fémeas

1 ou 2 células de cria com maternidade nao atribuida a fémea do ninho

1 ou 2 células de cria com paternidade nao atribuida ao macho do ninho
tanto maternidade, quanto paternidade de algumas células de cria ndo foram
atribuidas ao casal do ninho
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Tabela 10) Diversidade de tipos de ninhos encontrados, usando o loco Talb07 como exemplo. a) prole pertencente a
somente um casal; b) célula de cria na porg¢do central do ninho indicando usurpacéo (negrito); c) estrutura genética do
ninho evidenciando nidificacdo sequencial de duas fémeas (uma em itdlico e a outra em negrito), no caso com o
mesmo pai (guarda); d) células de cria indicando cdpulas extra-par da fémea com algum patrulheiro (negrito). Na

prole, os machos hapldides estdo em azul e as fémeas dipléides em vermelho.

a)

Ninho

Prole

Guarda

Nidificadora

célula 01

216

212

208/216

célula 02

212/208

célula 03

208

célula 04

212/216

célula 05

212/208

célula 06

212/216

célula 07

216

célula 08

212/216

célula 09

216

célula 10

212/208

célula 11

208

célula 12

212/216

célula 13

208

célula 14

212/208

célula 15

216

célula 16

208

c)

Ninho

Prole

Guarda

Nidificadora |

célula 01

216

212

208/216

célula 02

212/208

célula 03

208

célula 04

212/216

célula 05

212/208

célula 06

212/216

célula 07

216

célula 08

212/216

célula 09

200

célula 10

212/200

célula 11

210

célula 12

200

célula 13

212/210

célula 14

212/200

célula 15

210

célula 16

212/210

Nidificadora Il

200/210

b)

Ninho Prole Guarda | Nidificadora
célula 01 216 212 208/216
célula02 | 212/208

célula 03 208

célula04 | 212/216 Usurpadora
célula 05| 212/208 200/?
célula06 | 212/216

célula 07 200

célula08 | 212/216

célula 09 216

célula 10| 212/208

célula 11 208

célula12 | 212/216

célula 13 208

célula 14 | 212/208

célula 15 216

célula 16 208

d)

Ninho Prole Guarda | Nidificadora
célula 01 216 212 208/216
célula02 | 212/208

célula 03 208 Patrulheiro |
célula04 | 212/216 200
célula 05| 212/208

célula 06 | 200/216 Patrulheiro Il
célula 07 216 210
célula08 | 212/216

célula 09 216

célula 10| 212/208

célula 11 208

célula12 | 210/216

célula 13 208

célula 14 | 212/208

célula 15 216

célula 16 208
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Referente a usurpacdo, essa ocorre quando uma fémea invasora oviposita na célula de
cria do ninho que esta sendo aprovisionado por outra fémea. Ela pode ser detectada por
analise genética do ninho quando o genétipo de um individuo da progénie nao possui um dos
alelos da nidificadora e se encontra em uma célula de cria da parte central do ninho (Tabela
10b). Brockmann (1980) descreveu cinco estratégias de nidificagdo para Trypoxylon
(Trypargilum) politum, sendo que duas delas podem ser identificadas como usurpacdo pelas
andlises genéticas: a usurpagdo em si e a nidificacdo simultanea. Essa ultima é incomum e
ocorre provavelmente em razdo das fémeas ndo distinguirem entre um ninho abandonado e
um que estd sendo aprovisionado (Brockmann 1980). Assim como em Trypoxylon
(Trypargilum) politum, Trypoxylon (Trypargilum) albitarse também nidifica em ninhos
construidos por outras fémeas e, portanto, é possivel que duas fémeas nidifiquem
simultaneamente no mesmo ninho. Esse evento foi observado uma Unica vez e foi
interrompido quando as duas fémeas chegaram juntas carregando aranhas paralisadas. Elas se
langaram uma contra a outra até que uma foi expulsa. O macho-guarda permitiu que ambas
nidificassem neste ninho. Como resultado desse evento, se bem sucedido pela fémea ndo
predominante daquele ninho, a prole daquela célula de cria ndo pertenceria a fémea do ninho
e, portanto, pela analise genética, isso seria classificado como usurpacao.

Outra possibilidade de detectar usurpacgdo seria se a usurpadora tivesse invadido o
ninho quando esse estivesse sozinho, com a nidificadora cagando aranhas e o macho ter saido
para se alimentar, por exemplo. No entanto, em nossas observa¢des a campo o macho-guarda
ndo foi visto sair do ninho sem que houvesse algum estimulo da parte do observador.
Brockmann & Grafen (1989) sugerem que o macho-guarda é capaz de se alimentar do fluido
protéico das aranhas aprovisionadas, o que seria motivo adicional para ele ndo abandonar o
ninho. Também foi observado que o macho-guarda desta espécie repele fémeas que se

aproximam do seu ninho; portanto, era de se esperar que ele ndo copulasse com outras

63



fémeas. Todavia, as analises indicaram que em trés dos seis ninhos em que houve usurpacgao, a
paternidade da cria pode ser imputada ao macho-guarda. Apesar desses resultados serem
conflitantes, durante as observagoes foi possivel notar em Trypoxylon (Trypargilum) aurifrons,
machos-guarda sairem de seus ninhos, copularem com outras fémeas e retornarem ao seu
posto de guarda. Brockmann (1992), Coville & Coville (1980) e Garcia & Adis (1995) também
descreveram esse comportamento em Trypoxylon (Trypargilum) monteverdeae, Trypoxylon
(Trypargilum) tenoctitlan e Trypoxylon (Trypargilum) rogenhoferi, respectivamente, e é
possivel que o mesmo aconteca em Trypoxylon (Trypargilum) albitarse, porém neste, seja mais
raro o macho permitir a aproximacdo de outra fémea, o que diminuiria a chance do

comportamento ser observado.
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Figura 23) Cépula em Trypoxylon agamemnon (foto de cima) (foto tirada no Parque das Araucarias,
Guarapuava — PR) e em Trypoxylon rogenhoferi (foto de baixo) (foto tirada na fazendo Canchim — Embrapa,
Sdo Carlos — SP); nos dois casos, as fémeas haviam acabado de chegar com uma aranha ao ninho. (Foto:

Juliano Almeida)
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Considerando o comportamento dos machos, como guarda e patrulheiro, nota-se que
a diferenca entre essas duas estratégias estda no investimento que fazem na garantia da
fertilizacdo. Isso é observado ndo sé entre as espécies de Trypargilum, mas também em outros
insetos em que ha a ocorréncia de guarda (Hook & Matthews 1980, Alcock 1991). O modelo
criado por Tsuji & Yamamura (1986) para estimar a proporcdo de machos patrulheiros e
guarda em uma populacdo se baseia no tempo que investem na fertilizagdo. Assim, afirmam
qgue ha um equilibrio dinamico entre essas duas estratégias. Considerando este pressuposto e
o fato de que todos os ninhos acompanhados neste trabalho possuiam um macho-guarda, ha
de se ressaltar que 19 das 146 filhas analisadas ndo tiveram sua filiacdo atribuida a ele.
Entende-se que, pelo modelo de Tsuji & Yamamura (1986), em média, 13% dos machos
daquela populagdo, e naquele momento, deveriam estar apresentando o comportamento de
patrulheiro, ja que foi essa a porcentagem de falha do guarda em garantir a paternidade da
prole feminina.

Considerando entdo esse equilibrio dindmico entre essas duas estratégias, é provavel
que a origem do comportamento de guarda se deu a partir de machos semelhantes aos
patrulheiros que permaneciam mais tempo junto as fémeas na tentativa de aumentar a
chance de fertilizar seus dvulos. No inicio, provavelmente, tanto machos quanto fémeas eram
poligdmicos. Para elas, essa caracteristica é vantajosa, pois mantém o estoque de
espermatozdides na espermateca sempre cheio, garantindo uma fertilidade prolongada;
aumenta a diversidade genética da prole, o que é vantajoso em ambientes instaveis; ndo
precisa gastar energia rejeitando machos; aumenta a chance de receber beneficios dos
machos, como protecdo e recursos (Thornhill & Alcock 1983). Além da poligamia, elas também
deveriam apresentar receptividade continua durante a nidificagdo. Essas duas caracteristicas
juntas criam um ambiente de alta competitividade entre os machos para conseguir manter a

espermateca da fémea cheia com os seus espermatozdides, ja que elas podem se encontrar
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com outro macho logo depois da cépula, principalmente se a ultima carga de espermatozdide
estocada na espermateca for a que tiver maior chance de fecundar os dvulos (precedéncia
espermatica) (Smith 1984). Hook & Matthews (1980) observaram que em todas as espécies de
insetos em que hd o comportamento de guarda ocorrem fémeas receptivas durante a
nidificacdo e a precedéncia espermatica.

Sendo assim, os machos que tinham a tendéncia de permanecer junto as fémeas logo
ap6és a coépula e afastar outros machos que se aproximavam foram positivamente
selecionados. Alcock (1991) descreveu esse comportamento de guarda pds-copulatéria para
Ontholestes cingulatus (Coleoptera: Staphylinidae). Os machos, logo apds a copula, ficam
seguindo as fémeas até essas nidificarem. Caso outro macho se aproxime, eles lutam até um
se afastar. Se ocorrer a cdpula extra-par ou a troca do parceiro, o macho vencedor copula com
a fémea diversas vezes. Essa repeticdo de cépulas é uma forte evidéncia da ocorréncia de
precedéncia espermatica (Alcock 1991).

A permanéncia do macho junto a fémea logo apds a cépula permitiu o surgimento de
diversas estratégias de fertilizagdo com base na precedéncia espermatica. Desde machos que
acompanham as fémeas até a oviposi¢do, passando por machos que ficam empoleirados
proximos as areas de nidificacdo, a machos que permanecem dentro de ninhos ativos
esperando pela nidificadora (macho-guarda) (Thornhill & Alcock 1983). Em todos esses casos,
os machos gastam tempo e energia a fim de serem os ultimos a copularem com a fémea e,
assim, garantirem a paternidade. Permanecer dentro do ninho em que a fémea estd
nidificando, garante a eles copulas momentos antes da oviposi¢do, o que aumentaria a chance
de fertilizar os 6vulos dela.

No entanto, sera que esse aumento da chance de fertilizagdo é justificado pelo esforgo
feito pelo macho-guarda? Banks (1995) encontrou uma correlagdo positiva entre o tempo que

o macho de Cerceris binodis (Hymenoptera: Sphecidae) gastava guardando o ninho e o nimero
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de cépulas que obtinha. Em Trypargilum (Brockmann 1980, Coville & Coville 1980, Brockmann
1992, Garcia & Adis 1995) e em alguns outros crabronideos (Oxybelus sericeus, Oxybelus
subulatus e Cerceris binodis, Hook & Matthews 1980, Peckham 1977 e Banks 1995,
respectivamente) em que ocorre o comportamento de guarda, os machos copulam
repetidamente com as fémeas. Isso ocorre principalmente quando elas retornam ao ninho (em
Trypargilum ocorre “cépulas curtas”), e momentos antes da oviposicdo (em Trypargilum
ocorrem cépulas mais longas) (Figura 23). Brockmann & Grafen (1989) suspeitaram que essas
variantes de copulas estivessem relacionadas com a garantia da paternidade. Walker (1980)
sugere que a pressdo de selecdo, exercida pela poliandria da fémea sobre os machos os
direcionou a adapta¢bes como a limpeza da espermateca das fémeas. Sendo assim, as
“cépulas curtas”, na verdade, seriam os machos-guarda retirando esperma de outros machos
da espermateca da fémea e as cdpulas estendidas seriam as cépulas em si. A aquisicdo de uma
adaptacdo desse calibre conferiria ao macho-guarda alto indice de paternidade, mesmo com a
fémea copulando com outros machos. Talvez isso justifique as observagdes feitas a campo de
que as fémeas de Trypoxylon (Trypargilum) aurifrons copulavam com patrulheiros ao lado da
entrada do ninho, e o macho-guarda permitia tais cépulas. No entanto, logo apds o patrulheiro
ir embora, o guarda copulava com a fémea repetidamente. Em um trabalho com Calopteryx
maculata (Odonata: Calopterygidae), Waage (1979) observou que o pénis dos machos removia
entre 88% e 100% do esperma de cépulas anteriores da espermateca das fémeas. Neste
trabalho, esse tipo de estudo morfoldgico ndo foi feito; no entanto, as analises genéticas dos
ninhos de Trypoxylon (Trypargilum) albitarse mostraram que 87% da prole feminina sdo
atribuiveis ao macho-guarda. Além disso, pelo comportamento comum de “cépulas curtas”
observado no subgénero, é esperado encontrar esse mecanismo de aumento da eficacia da
fertilizacdo dos dvulos, o que justificaria o predominio da monogamia genética encontrada em

cada ninho apesar do comportamento poliandrico da fémea.
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As adaptacOes apresentadas por esses machos surgiram como alternativa para elevar
0s seus sucessos reprodutivos por meio do aumento da paternidade sobre o ninho que
atuavam. Contudo, parece que a partir de um ponto, a permanéncia dos machos nos ninhos
permitiu surgir outra estratégia que elevasse o seu sucesso reprodutivo. O comportamento de
guarda adquirira novas fung¢des. Os machos que, além de permanecerem dentro do ninho,
auxiliassem na nidificacdo e na protecdo do mesmo, teriam o seu sucesso reprodutivo
aumentado por elevarem as chances da fémea a nidificar mais e mais rapidamente

(Brockmann 1992).

Segundo Grafen (1980), um macho que investe em uma fémea (guardando o ninho,
por exemplo), e ndo copula com outras, provavelmente ira investir nessa ultima até o ponto
em que garanta a paternidade da prole e depois a abandonard. Esse comportamento foi
observado nos machos de Trypoxylon (Trypargilum) tenoctitlan (Coville & Coville 1980) e de
Trypoxylon (Trypargilum) albitarse, no qual eles abandonavam o ninho quando a fémea
comegava a fechar com barro a ultima célula de cria. Talvez isso seja um resquicio da
existéncia da fase proposta por Grafen (1980). Esse tipo de comportamento dos machos
provavelmente foi moldado, a principio, para que eles permanecessem nos ninhos e ndo
necessariamente para defendé-los. Na subgénero Trypargilum os machos sdo vistos
defendendo arduamente seus ninhos contra parasitdides e coespecificos, em todas as espécies
isso foi encontrado, embora também tenha sido possivel observar um macho de Trypoxylon
(Trypargilum) albitarse ndo defender o seu ninho de ser parasitado (Figura 19). Os machos
dessa ultima espécie, assim como de Trypoxylon (Trypargilum) rogenhoferi e Trypoxylon
(Trypargilum) lactitarse apresentaram muita resisténcia para sairem dos tubos de barro,
mesmo quando provocados pelo observador. O mesmo ndo aconteceu com os machos de
Trypoxylon (Trypargilum) aurifrons e Trypoxylon (Trypargilum) nitidum, os quais saiam do
ninho para afastar parasitoides, outros machos (Figura 24), ou mesmo sobrevoar o observador

69



quando provocados, e depois retornarem a condi¢do de guarda. Brockmann & Grafen (1989) ja
haviam reparado que espécies de tamanho menor, como as duas ultimas referidas, sdo mais
defensivas. A espécie Trypoxylon (Trypargilum) politum, que se assemelha morfologicamente a
Trypoxylon (Trypargilum) albitarse (Sandhouse 1940), ndo apresentou parasitismo
diferenciado entre ninhos bem e mal guardados por machos (Brockmann & Grafen 1989). Por
outro lado, em outro esfecideo (Oxybelus sericeus) a presenca do macho-guarda diminuiu a
taxa de parasitismo (Hook & Matthews 1980). Essa variedade de comportamentos, em
conjunto com a idéia de Grafen (1980), indicaria que o aspecto defensivo do comportamento
de guarda é derivado e permanecer dentro do ninho para garantir a paternidade é mais

primitivo.

Figura 24) Dois machos de Trypoxylon aurifrons lutando; o macho de baixo é um patrulheiro que estava
tentando ocupar a célula de cria no tubo de barro j& ocupado por um macho-guarda. (Foto: Juliano
Almeida)
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Além da defesa do ninho, os machos de Trypargilum também s3o observados
auxiliando na nidificagdo. Nos trabalhos com espécies que nidificam em ninhos armadilha
(Coville & Coville 1980, Garcia & Adis 1995), os machos foram vistos ajudando a carregar as
aranhas da entrada ao fundo do tubo e a prensar as aranhas contra o fundo. Nas espécies em
que a fémea constrdi seus ninhos com tubos de barro, como em Trypoxylon (Trypargilum)
monteverdeae (Brockmann 1992), em Trypoxylon (Trypargilum) politum (Brockmann 1980) e
em Trypoxylon (Trypargilum) albitarse (este trabalho), os machos além de auxiliarem na
compactacdo das aranhas, também cuidaram do acabamento interno do tubo, alisando-o
enquanto o barro ainda se encontrava fresco (Figura 25). Apesar desse auxilio a construcdo e
ao aprovisionamento, esse comportamento ndo pode ser considerado um cuidado paterno, ja
que aparentemente ndo estd aumentando o sucesso reprodutivo da prole. Nos insetos é raro
encontrar o cuidado paternal (Wilson 1971); no entanto, é de se esperar maior chance de
encontra-lo em grupos de insetos em que os machos ja auxiliem as fémeas na nidificagao.
Segundo Smith (1984), limitacdes filogenéticas impedem o surgimento do cuidado paterno em
alguns grupos de himendpteros. Utilizando Trypoxylon (Trypargilum) politum como exemplo,
este autor afirma que, por ndo possuir ferrdo, o macho dessa espécie ndo tem capacidade de
cacar as presas e, portanto, o seu investimento ficaria limitado a compactacdo das aranhas e a
protecdo do ninho. Talvez, por eles ndo possuirem esse meio direto de investir na prole, o

cuidado paterno ndo tenha surgido entre as espécies de Trypargilum.

Mesmo sem o cuidado paternal, os machos dessas espécies que apresentam as
qualidades de guarda tém nesse comportamento um diferencial da maioria dos machos de
himendpteros. E assim, unindo o conhecimento da biologia dessa ordem com as novas
informacgbes genéticas de Trypoxylon, que pertencem a familia Crabronidae, serd possivel

incrementar o conhecimento sobre a origem do comportamento social nos himendpteros,
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considerando que essa familia é a mais relacionada filogeneticamente as abelhas (Melo 1999),

para as quais ja foram descritas 13 origens independentes da eussocialidade (Michener 1974).
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Figura 25) Macho de Trypoxylon albitarse alisando a parte interna da parede do ninho recém construida
enquanto a fémea buscava mais barro para a construgdo do tubo. (Foto: Juliano Almeida)

5.3.3- Sistema de Acasalamento

Considerando sistema de acasalamento o modo como os individuos sexualmente
maduros de uma espécie investem na formacdo de pares reprodutivos, o subgénero
Trypargilum vem sendo classificado como promiscuo. Ha registros de que as fémeas copulam
com outros machos além do guarda e que os machos-guarda copulam com outras fémeas que
se aproximam do ninho em Trypoxylon (Trypargilum) tenoctitlan (Coville & Coville 1980), em
Trypoxylon (Trypargilum) politum (Brockmann & Grafen 1989), em Trypoxylon (Trypargilum)
albitarse (Amarante 1991) e em Trypoxylon (Trypargilum) monteverdeae (Brockmann 1992).

Nas observacbes a campo, foi constatado machos-guarda de Trypoxylon (Trypargilum)
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aurifrons saindo de seus ninhos para copularem com outras fémeas. A cépula ocorria ao lado
do orificio de entrada das células de cria e, logo depois, ele retornava a fun¢do de guarda e a
fémea ia embora. Foi igualmente observado para essa espécie copulas extra-par por parte da
fémea nidificadora. Essa, ao pousar préoximo ao ninho, foi receptiva e copulou com um macho
patrulheiro. O macho-guarda assistiu a cdpula sem sair do ninho; porém, quando a fémea se
aproximou, eles copularam repetidamente. A descricdo das cépulas extra-par na literatura
para outras espécies, em esséncia, ndo se diferencia muito dessa. No entanto, o
acompanhamento do processo de nidificacdo em Trypoxylon (Trypargilum) albitarse indicou
uma tendéncia a monogamia social. Ndo foram observadas fémeas nidificadoras copulando
com outros machos além do macho-guarda de seu préprio ninho. Por exemplo, caso estivesse
ocorrendo conflito entre o macho-guarda e um patrulheiro, a fémea ignorava ambos e
mantinha a sua atividade de nidificacdo. No caso dos machos-guarda, eles ficavam
praticamente o tempo todo dentro do tubo de barro e ndo aceitavam a aproximacgao de
machos ou outra fémea, exceto a nidificadora. Quando um patrulheiro se aproximava, o
guarda ficava somente com a cabega para fora do ninho (Figura 5) e quando o invasor estava a
grande distancia, ele ficava postado a entrada do tubo de barro (Figura 26). Quando era uma
fémea que se aproximava, o guarda sempre permitia um toque de antenas; caso ndo fosse a
nidificadora, ele a expulsava. Quando ele se encontrava no fundo do tubo, a fémea invasora
entrava e logo era expulsa. Ndo havia tempo para a ocorréncia de cépulas, tanto assim que
algumas vezes ela saia de ré, pois o macho ndo lhe dava tempo para se virar e sair de dentro

do ninho.
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Figura 26) Macho de Trypoxylon nitidum postado a entrada da célula de cria o qual estava de guarda.
Essa postura é feita quando ha um macho patrulhando préximo ao ninho. O mesmo padrdo de postura
foi observado em T. aurifrons e T. albitarse. (Foto: Juliano Almeida).

Os dados da estrutura genética dos ninhos mostraram que ha predominio da
paternidade da prole para um sé macho em todos os ninhos. Na verdade, como a literatura
considera que a fémea tem comportamento poliandrico (Coville & Coville 1980, Brockmann &
Grafen 1989, Amarante 1991, Brockmann 1992), era de se esperar que a paternidade do
macho-guarda em relagdo a prole fosse apenas parcial. Os resultados genéticos também
demonstraram que, ha sim, o predominio de um casal durante a construgdo e o
aprovisionamento de um ninho (monogamia genética). No entanto, o inicio de um novo ninho
também pode resultar na troca de um dos parceiros (poligamia). Ninhos que eram construidos
préximos a outros ninhos recentemente finalizados (hd um ou dois dias) foram considerados
como pertencentes ao mesmo casal. Apesar das andlises genéticas terem confirmado essa

suposi¢cdo na maioria das vezes, houve casos em que ocorreu a troca de um dos membros do
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casal - duas vezes para a troca da fémea e a permanéncia do macho-guarda e trés vezes para a
troca do macho-guarda e a permanéncia da fémea. Além disso, em um tubo de barro longo
pode haver dois conjuntos de prole pertencentes a diferentes casais. Essas informagdes sobre
o predominio de um casal por ninho e a possibilidade da formagao de um novo casal ao iniciar
nova nidificagdo confluem para o que ja havia sido descrito por Coville & Coville (1980) para
Trypoxylon (Trypargilum) tenoctitlan a partir de dados observacionais. Este trabalho, portanto,
contribui para a discussdo sobre o comportamento polidndrico da fémea, embora como
resultado final, cada macho consiga garantir a sua predominancia na prole feminina do ninho

gue esta guardando (monogamia genética).

5.3.4- Machos dipléides

Machos dipléides em himendpteros normalmente ndo estdo associados a populagdes
estdveis e em crescimento e sim a populagdes pequenas e submetidas a acasalamentos
endogamicos (van Wilgenburg et al. 2006). Isso ocorre porque acredita-se que, como Apis
mellifera, os machos dipldides de Trypoxylon sejam resultantes da homozigose no loco sexual
(csd, complementary sex determination). Apesar da diversidade de categorias sobre a sua
viabilidade e capacidade reprodutiva (Heimpel & de Boer 2008), a producdo de machos
dipléides sempre tende a diminuir o valor adaptativo da fémea que os originou, pois o que era
para ser um ovo de fémea (dipldide) acaba se tornando um ovo de macho (dipldide). A
ocorréncia de machos dipldides pode alterar a razdo sexual da populacdo de maneira
significativa se produzido em grande quantidade. Sendo assim, qualquer estratégia que
dificulte a producdo dos mesmos certamente teria sua frequéncia aumentada nas populagdes.
Duas dessas estratégias, que podem levar a valores adaptativos semelhantes, sdo: a fémea
reconhecer machos com o alelo sexual igual ao seu e ndo se acasalar com eles, ou a fémea

tender a copular com diversos machos e, assim, gerar uma prole com maior diversidade alélica
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para o loco sexual (Thornhill & Alcock 1983). Apesar dessa Ultima estratégia permitir que ela
produza machos dipldides, esses ocorrerdo em baixa proporc¢do frente a grande maioria de
prole feminina. Aparentemente a primeira estratégia é muito mais eficaz, pois reduziria a zero
a producdo de machos dipldides; no entanto, é uma estratégia de alta complexidade bioldgica,
pois seria necessario o reconhecimento de machos com o mesmo alelo sexual. J4 a segunda
estratégia, ainda que ndo resulte em quantidades menores de machos dipldides na populacéo,
faz com que esses sejam dispersos entre diversas fémeas, além de trazer consigo a vantagem
de aumentar a diversidade genética da prole. Para Trypoxylon (Trypargilum) albitarse essa
segunda estratégia parece ser a predominante, considerando os dados de observa¢do a campo
e as analises genéticas dos ninhos. Ainda mais por as fémeas apresentarem comportamento

poliandrico.

Foram analisados 22 ninhos (305 individuos), cada um dos quais representado por um
casal. Dezessete copulas extra-par por parte da fémea foram detectados e o teste de
atribuicao indicou que ndo havia ninhos geneticamente iguais. Esses dados mostram que
houve 39 unides diferentes entre machos e fémeas (prole com 143 hapldides e 162 dipldides).
Dentre estas unides, cinco levaram a formacdo de machos dipldides, sendo trés com o guarda
(sete individuos) e duas com patrulheiros (dois individuos) (Tabela 11). Isso quer dizer que
12,8% das unides entre machos e fémeas geraram prole com machos dipldides. No entanto,
apesar dessa porcentagem ser relativamente alta, ela representa somente 5,5% da prole
dipldide, sendo os outros 94,5% prole feminina. Logo, a estratégia de poliandria das fémeas de
Trypoxylon (Trypargilum) albitarse parece ser também uma estratégia que mantém baixa a
propor¢cdo de machos dipldides na populagdo. Vale lembrar que as andlises do equilibrio de
Hardy-Weinberg e desequilibrio de ligagdo para os locos analisados mostraram falta de
endogamia na populagdo e auséncia de alelos preferencialmente associados nos gametas,
respectivamente (Capitulo 2).

76



Tabela 11) Resumo dos dados referentes aos machos dipldides. Na coluna da direita encontra-se a
quantidade de individuos formados pelo tipo de unido correspondente da coluna da esquerda. Cada
unido de macho e fémea se refere a um casal formado que gerou pelo menos um individuo dipldide. Ela
pode ser formada entre uma fémea e o0 macho-guarda (ninho) ou entre uma fémea e um patrulheiro
(copula extra-par).

Geral

22 ninhos 305 individuos

17 copulas extra-par

39 unides de machos e fémeas gerou 162 dipldides e 143 hapldides
Unides que levaram a machos dipléides

5 unides de machos e fémeas 9 individuos
3 sendo os pais o guarda 7 individuos
2 sendo os pais patrulheiros 2 individuos

A fim de estimar se algumas das células de cria em que o ovo ou a larva ndo
completaram o seu desenvolvimento eram células de macho dipléide, verificou-se se havia
associagao entre o comprimento das células de cria dos machos dipldides com o de fémeas e
machos. Das quatro medidas obtidas, trés estavam na area da distribuicdo em que ha
sobreposicdo das medidas entre células de machos e fémeas (1,7 a 2,1cm de comprimento) e
somente uma foi classificada como célula de macho. Era esperado que as células de machos
dipldides se distribuissem ao redor da média das células de fémeas (ja que receberam grande
guantidade de alimento) e ndo que predominassem entre as classes intermediarias dos dois
sexos. Usando o mesmo raciocinio comparativo, porém em relagdo a massa corpérea, e
supondo que o metabolismo de machos e fémeas seja similar até a fase adulta, era de se
esperar que machos dipldides fossem, em média, mais pesados que os hapléides, tendo em
vista que receberam mais alimento. Em concordancia, todos os machos dipléides que tiveram
a massa medida mostraram o peso dentro de 95% da distribuicdo do peso de fémeas, sendo
que cinco deles apresentaram massa acima de 95% da distribui¢do verificada para machos

(Figura 27).
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Figura 27) Distribuicdo da massa corpdérea de machos e fémeas dos ninhos analisados. Foram usadas
distribuigdes com dois desvios padrdo para representar 95% das amostras e aumentar a acuracia da
analise (n= 284 individuos).

Apesar de que ndo houve um delineamento prévio para estimar a taxa de emergéncia
da prole em ninhos com e sem machos dipldides, foi estimada a razdo entre ‘prole
emergente’/’total de células de cria dos ninhos’ de forma a detectar alguma viabilidade
diferencial entre ninhos com somente individuos normais e ninhos com machos dipldides
presentes. No entanto, ndo houve diferenca significativa (ANOVA; F= 0,0230; p= 0,8806) e,
portanto, ndo foi possivel estabelecer uma taxa de emergéncia diferencial em ninhos que
apresentaram e os que ndo apresentaram machos dipldides em Trypoxylon (Trypargilum)

albitarse (Figura 28).
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Figura 28) Comparacdo da taxa de emergéncia dos ninhos com e sem machos dipléide (n=22 ninhos).

Estudos mais direcionados, o que inclui um maior nimero amostral, sdo necessarios a
fim de esclarecer melhor a ocorréncia de machos dipléides em Trypoxylon. Da mesma
maneira, para melhor compreender o sistema de acasalamento dessas vespas crabronideas,
assim como a paternidade e o comportamento de macho-guarda, é necessdria a obtencdo de
mais informacdes da biologia de nidificacdo de outras espécies e da estrutura sociogenética de
seus ninhos. Pois, enquanto as observacdes podem mostrar fémeas copulando com diversos
machos, a analise genética permite visualizar se houve, ou ndo, a fertilizacdo dessas (Page &
Metcalf 1982) e se essa fertilizagcdo levou a producdo de machos dipldides. Assim, a agdo
conjunta dessas metodologias, como visto, permitird interpretar com maior segurang¢a e
consisténcia os achados sobre o sistema de acasalamento que se observa a campo e os

acasalamentos extra-par que a estrutura genética do ninho parece sugerir.
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6- CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Nesta Dissertacdao, sao descritas informagdes referentes a biologia de nidificacdo de
Trypoxylon (Trypargilum) albitarse, uma espécie que, diferentemente da maioria das outras
espécies ja estudadas do género, ndo nidifica em ninhos armadilhas, mas constrdi seus
proprios ninhos com barro. Todo esse processo foi acompanhado, registrado, fotografado e
filmado. Comparacao entre duas popula¢des, Sdo Carlos e Araras, foi feita, assim como com
outras espécies de Trypoxylon que constroem seus ninhos (T. politum, T. monteverdeae, T.
antropovi e T. aestivale). A marca¢do de individuos adultos ndo foi bem sucedida; porém,
novos esforcos devem ser feitos para que detalhes de comportamento sejam melhor
visualizados (cdpulas extra-par, tanto da fémea nidificadora quanto do macho-guarda, trocas
de machos-guarda e alternancia de estratégia dos machos entre guarda e patrulheiro), além da
quantificagdo do numero de geracbes presentes em um ano e a longevidade dos adultos.
Maior atividade de nidificagdo na época fria e seca do ano e assincronia entre nidificagao e
emergéncia de adultos ainda ndao haviam sido descritas para essas vespas. Todavia,
informagbes como a ocorréncia de quiescéncia das larvas, aparente multivoltismo e
identificacdo das presas e dos parasitdides irdo complementar o que ja vem sendo estudado
nesse género. Este trabalho também traz novas evidéncias de que ha maior pressao de selecdo
nas fémeas do que nos machos, através de andlises do tempo de desenvolvimento, da massa
corporea e da alocacdo de recursos. A fim de aumentar a robustez das informacGes sobre
investimento parental e herdabilidade, dados de casais adultos devem ser obtidos e

contrapostos aos de suas proles.

Oito regides de microssatélites foram prospectadas e analisadas, sendo quatro
polimérficas e suficientemente informativas para esse estudo do sistema de acasalamento e
paternidade em Trypoxylon (Trypargilum) albitarse. Os marcadores desenvolvidos também

amplificaram para outras espécies, tanto do subgénero Trypargilum quanto de Trypoxylon.
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Estas sdo as primeiras informacgGes genéticas utilizando microssatélites e vislumbram uma

Q-

nova perspectiva para as pesquisas com esse género, principalmente no que se refere

-

paternidade das crias de um ninho recair sobre o macho que o guardou. No entanto,
recomenddvel que novas regides polimdrficas de microssatélites e de DNA mitocondrial sejam
encontradas e utilizadas para aumentar a robustez das andlises e trazer novas informacgoes,
como estruturacdo populacional, expansdao, colonizacdo, taxa de endogamia, dispersdao e

filopatria, inclusive em outras espécies de Trypoxylon.

Nas duas populacbes estudadas foram encontrados machos dipldides; no entanto,
estes ndo parecem ser consequéncia de cruzamentos entre aparentados, causado por
popula¢des pequenas e endogamicas (as populagbes se encontram em equilibrio genético para
os locos analisados), apesar de analises mais especificas serem necessarias para confirmagao.
Eles parecem ser consequéncia da poliandria das fémeas, as quais se acasalam com diversos
machos, sendo que alguns deles possuem o mesmo alelo para o loco sexual que elas. As
informagBes genéticas dessa dissertagdo também permitiram retomar, com novos
argumentos, a discussdo sobre a origem evolutiva do comportamento de guarda do macho
encontrado em alguns insetos. Informagdes genéticas adicionais sobre o sistema de
acasalamento desses insetos sdo necessarias, principalmente entre os subgéneros Trypargilum
e Trypoxylon, para que a hipdtese da monogamia genética por ninho seja testada. Informacdes
sobre a morfologia do aparelho reprodutor também se fazem necessarias, pois ja é sabido que
a espermateca de espécies do subgénero Trypargilum é menor do que de fémeas do
subgénero Trypoxylon (Moreira 2007) e que isso pode ter relagdo com o sistema de

acasalamento desses subgéneros.
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