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Resumo

Symphyta é uma Subordem de Hymenoptera cujos representantes sdo
caracterizados por apresentarem caracteres primitivos, como a auséncia da
constricdo abdominal. As larvas de Symphyta sdo fitéfagas e se alimentam de
forma gregaria, o que faz com que algumas espécies, principalmente as de clima
temperado, provoquem danos em florestas, agriculturas e plantas ornamentais.
Neste grupo, as pesquisas enfocam principalmente os aspectos ecolégicos
relacionados ao controle de pragas. Pouco se conhece sobre a estrutura genética
de suas populacdes e os estudos sobre variabilidade genética apontam niveis
discordantes dentro do grupo. Neste trabalho, foram estudados alguns aspectos
da biologia de D. diversipes, um sinfita neotropical com larvas ativas de
novembro a marg¢o que tem como planta hospedeira Eugenia glazioviana
(Myrtaceae), onde os aglomerados de casulos sao encontrados. A variabilidade
genética e a estrutura populacional foram determinadas por analise alozimica
em eletroforese em gel de amido. Os agregados foram coletados na Estagao
Ecolégica Jatai, (Luiz Antonio, SP  21"25 S, 47°50 W) nos anos de 2000 e 2001 em
duas &dreas da reserva. Observagdes de campo evidenciaram; i) as larvas de
Digelasinus diversipes se dispersam durante a alimentacdo, migrando entre as
arvores vizinhas; ii) larvas de diferentes posturas se associam para a construcdo
comunal dos aglomerados, observagdo corroborada pelo baixo valor de
parentesco entre os individuos do agregado. Os adultos sdao efémeros; os
machos menores que as fémeas, que nascem com seus ovos prontos para a
fecundagdo e/ou oviposicdo. A razdo sexual secundaria, obtida com individuos
emergidos em laboratério, é enviesada em favor das fémeas. As anélises
eletroforéticas demonstraram heterozigosidade média (Hobs = 0,094+0,025EP)
elevada para a espécie, diferentemente do que ocorre para outros himendpteros.
Nao foram observados niveis significativos de endogamia nas amostras
estudadas, mas a populacdo mostrou-se estruturada, sugerindo fluxo génico

reduzido como conseqtiiéncia da baixa capacidade de dispersao.
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Abstract

Symphyta is a suborder of Hymenoptera, which presents primitive
characters, like absence of constriction at the base of the abdomen. Symphyta
larvae are phytophagous and feed gregariously, causing damage to agricultural
crops, ornamental plants and forests stands, especially in temperate zones. In
this group researches focus mainly on ecological aspects related to pests control.
There are few data about population genetic structure, and studies about
genetic variability exhibit disagreeable data. This study attempts to elucidate
some aspects of the biology of Digelasinus diversipes, a Neotropical Symphyta
with active larvae from November until March which host in Eugenia glazioviana
(Myrtacea) trees, where cocoon masses can be found. Genetic variability and
population structure were measured by allozymic analyses through starch gel
electrophoresis. Cocoon masses were collected in 2000 and 2001, in two areas of
the Estacdo Ecoldgica Jatai (Luiz Antbnio, SP — 21°25, 47°50'W). Field
observations evidenced i) Digelasinus diversipes larvae disperse during foraging,
among neighboring trees; ii) larvae from different ovipositions associate to
cocoon mass communal construction, observation corroborated by the low
relatedness coefficient among individuals of cocoon mass; iii) adults are short-
lived; males are smaller than females, which emerge with all eggs matured for
fecundation and/or oviposition; iv) the secondary sex ratio, measured by
individuals emerged at laboratory, are female-biased. Electrophoretic analyses
reveal high levels of average heterozigosity (Hobs = 0.094+0.025SE) for this
species, contrasting with previous data for other Hymenopteran species. There
were no significant levels of inbreeding inside samples, but the population was
structured, suggesting low levels of gene flow, a consequence of their low

dispersal ability.



1. Introducéo

Os himenépteros sdo comumente conhecidos por algumas
espécies de vespas, formigas e, principalmente, abelhas. Esta familiaridade
decorre da domesticacdo da abelha melifera e de algumas espécies de abelhas
sem ferrdo; poucos grupos dentro desta ordem tém recebido tamanha atencao.
Hymenoptera é a terceira maior ordem de insetos e seu sucesso é evidenciado
pela vasta diversidade de formas. Nesta ordem, sdo reconhecidas mais de
115.000 espécies (Hanson & Gauld, 1995) e algumas estimativas indicam que
este numero pode alcancar 300.000 (Goulet & Huber, 1993).

Os insetos desta ordem apresentam, em sua maioria, reproducao
por haplodiploidia arrendtoca, onde as fémeas sdo diploides e originadas de
ovos fecundados, enquanto que os machos sdo haploides e originados de ovos
nao fecundados. Diferentemente dos insetos dipléides, onde as fémeas virgens
raramente se reproduzem, em Hymenoptera as fémeas que ndo se acasalam
também podem se reproduzir, mas nesse caso deixam apenas descendentes
machos. Alguns himendpteros também podem se reproduzir por partenogénese
telitoca, onde apenas fémeas sdo produzidas, todas férteis.

A haplodiploidia arren6toca tem como consequéncia a assimetria
de parentesco entre os individuos de uma prole, ou seja, se considerarmos um
sistema de acasalamento onde uma fémea copula com um Unico macho, as
irmas compartilham em média 75% de seus genes, as maes compartilham em
média 50% de seus genes com seus filhos ou filhas, enquanto que irmés e
irmaos compartilham em média 25% de seus genes. Devido a essas assimetrias,
podem ocorrer conflitos de interesse no momento da determinagdo do sexo da
prole (Trivers & Hare, 1976), desviando a razdo sexual e favorecendo a
producéo de fémeas.

Outra consequéncia deste modo de reproducdo é que a fémea-mae
pode escolher o sexo de sua prole controlando a liberacdo do esperma

armazenado em sua espermateca, no momento da oviposi¢ao (Flanders, 1956;



Gauld & Bolton, 1996). Este controle é, na maioria das vezes, influenciado por
estimulos externos, como disponibilidade de alimento e competicdo por
acasalamento. Em himendpteros parasitéides tem sido relatado que a razédo
sexual da prole estd associada a quantidade e a qualidade de recursos
disponiveis, de modo que ovos fecundados sdo ovipositados em hospedeiros
maiores, enquanto que ovos nao fecundados sdo depositados em hospedeiros
menores (Charnov, 1982; King, 1987; Godfray et al., 1994; Gauld & Bolton, 1996;
Ode & Heinz, 2002). Acredita-se que, deste modo, o valor adaptativo (fitness)
das fémeas é aumentado, uma vez que fémeas maiores sobrevivem por mais
tempo e produzem maior namero de ovos do que fémeas menores (Gauld &
Bolton, 1996).

A haplodiploidia arrenétoca permite, ainda, eliminar os genes
recessivos deletérios de uma populagdo, com a selecdo natural operando sobre
0s machos hemizigotos, onde estes alelos sdo necessariamente expressos
(Havron et al.,, em Gauld & Bolton, 1996). Desta forma, este sistema permite
maiores niveis de endogamia na populacdo, sem a conseqiéncia da depressao
endogémica (Gauld & Bolton, 1996). A endogamia também leva a producéo de
machos diploides, os quais tém sido amplamente utilizados na investigacédo dos
mecanismos genéticos da determinacdo do sexo nos himenopteros.

Outra caracteristica importante em Hymenoptera €é o
comportamento social. Este tipo de comportamento é resultante da presenca de
cooperacdo e de alguma forma de organizacdo, onde as agdes dos individuos
sdo coincidentes e coordenadas, ou de alguma forma comunicativas (Wilson,
1971). Entre os himendpteros sdo encontrados diversos niveis de sistemas
sociais, onde o habito solitario de criacdo da prole € o mais comum. A
diversidade e a complexidade destes sistemas culminam na organizagéo social
apresentada pelas formigas, e por alguns grupos de abelhas e vespas. O
cuidado maternal é bastante difundido entre estes insetos (Evans & West-

Eberhard, 1970; Gauld & Bolton, 1996), sendo mais pronunciado em espécies



gue constréem ninhos e apresentam avancados sistemas sociais, como abelhas e

vespas sociais, e formigas (Hunt, 1999).

1.1 A Subordem Symphyta

A ordem Hymenoptera apresenta-se tradicionalmente dividida
em duas subordens: Apocrita e Symphyta. A primeira compreende Aculeata
(formigas, abelhas e algumas vespas) e Parasitica (vespas parasitdides). Embora
as espécies de Parasitica totalizem cerca de 50% das espécies de Hymenoptera
(Hanson & Gauld, 1995; Gauld & Bolton, 1996), conhece-se relativamente pouco
sobre este grupo. As espécies de Symphyta (Figura 1), também conhecidas
como Sawflies”e Wwoodwasps’, constituem um grupo encontrado em todos os
continentes (com excecdo da Antartida), com cerca de 8.000 espécies, das quais,
pelo menos, 3.000 sdo do hemisfério ocidental (Smith, 1995). Entretanto, apenas
algumas espécies sdo conhecidas no Brasil. Segundo Hanson & Gauld (1995), a

subordem Symphyta se subdivide em seis superfamilias (Figura 2):

- Xyeloidea (Xyelidae);

- Tenthredinoidea (Blasticotomidae, Cimbicidae, Diprionidae,
Pergidae, Argidae e Tenthredinidae);

- Megalodontoidea (Megalodontidae e Pamphiliidae);

- Cephoidea (Cephidae);

- Siricoidea ou "vespas de madeira" (woodwasps) (Anaxyelidae,
Siricidae e Xyphydriidae);

- Orussoidea (Orussidae).
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Figura 1. Fotos de Symphyta em diferentes estagios de
desenvolvimento. As fotos A, B e C sdo de exemplares adultos,
enquanto que as fotos D, E e F sdo de exemplares na fase larval, que
apresentam comportamento gregario.
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Figura 2. Dendrograma ilustrando a filogenia dentro de Hymenoptere

(modificado de Hunt, 1999).



Symphyta é um grupo parafilético, de dificil classifica¢do, onde
estdo agrupados o0s representantes estruturalmente mais primitivos de
Hymenoptera. Os adultos apresentam auséncia de constricdo abdominal entre o
primeiro e o segundo segmentos, tornando o abddmen largo e relativamente
inflexivel em relagdo ao térax (Daly et al., 1998), diferindo de Apocrita (onde o
abddmen apresenta esta constricdo, também denominada Tintura?’. Outras
caracteristicas dos adultos sdo presenca de cenchri (exceto em Cephidae), asas
com muitas nervuras (exceto em Orussidae), com células fechadas e a presenca
de uma (ou mais) célula anal na asa anterior. Em sua maioria, ndo sdo bons
voadores (Mopper et al., 1990; Smith, 1993; Gauld & Bolton, 1996; Ostrand &
Anderbrant, 2001) e se encontram associados a areas Umidas (Gauld & Bolton,
1996).

Diferentemente de Apocrita, onde o ovipositor foi modificado em
ferrdo para defesa ou paralisacdo das presas, a maioria das fémeas de sinfita
possui o aparelho ovipositor serrilhado (exceto em Siricidae) (Figura 3),
caracteristica que d4 nome ao grupo (sawfly), podendo ser chamado de
moscas-de-serra” (Marques, 1933; Costa Lima, 1960) ou de ‘espa-de-serra”
(Dias, 1975). Este aparelho é utilizado para fazer pequenos cortes nas folhas
onde os ovos serdo depositados isoladamente ou em grupos.

As larvas de Symphyta sdo primariamente fitéfagas (exceto em
Orussidae), resgatando a ancestralidade do grupo e se alimentam expostas na
vegetacdo ou parcialmente camufladas pelas folhas. Sdo eruciformes (Figura 4),
semelhantes as lagartas de Lepidoptera e apresentam pernas abdominais,
porém, ndo possuem ganchos, sendo chamadas por esta razdo de falsas-
lagartas” (Monte, 1946). As larvas passam por 5 ou 6 estagios e os machos
geralmente apresentam um estagio larval a menos que as fémeas. As espécies
podem apresentar uma ou mais gerac¢des por ano (univoltismo, bivoltismo ou
multivoltismo), podendo ou ndo entrar em diapausa na fase de pré-pupa.

Em algumas espécies, os grupos larvais sdo chamados de

Ttomunidades primitivas”(Lindauer, 1965 em Dias, 1981), uma vez que se



Figura 3: Foto de ovipositor serrilhado de Arge sp (Argidae).
Este tipo de ovipositor é caracteristico de Symphyta.



Figura 4. Desenho de larva eruciforme de Neodiprion lecontei
(Diprionidae), mostrando sua semelhanca morfolégica com as
lagartas de Lepidoptera .




alimentam de maneira gregaria. As espécies neotropicais Themos olfersii e
Dielocerus diasi provavelmente estdo entre os representantes mais socializados
destas comunidades, devido ndo somente ao comportamento gregario das
larvas, mas também porque apresentam sobreposicdo de geracgdes, cuidado
maternal de ovos e larvas jovens e, no caso de D. diasi, porque empupam juntos
sobre uma capa tecida comunalmente (Dias, 1981).

Muitas espécies sdo consideradas de importancia econdmica, uma
vez que as larvas se alimentam em plantas de importancia para o homem,
causando danos em agriculturas, plantas ornamentais e em florestas de
coniferas (Smith, 1993). A maioria das espécies que apresentam gregarismo
larval se alimenta de plantas lenhosas e, portanto, sdo reconhecidas como as
mais importantes economicamente (Smith, 1993). As plantas hospedeiras de
Symphyta sd@o mais primitivas que as de Lepidoptera, seus relativos ecolégicos,
0 que pode ser explicado pela co-evolucdo entre os sinfitas primitivos e os
grupos mais primitivos de plantas (Heitland & Pschorn-Walcher, 1993).

A maioria das espécies que apresenta o ovipositor serrilhado €
altamente especifica a seus hospedeiros, alimentando-se de plantas de apenas
um género (mondfagas) e esta especificidade é mais pronunciada em
Diprionidae e Argidae, e menos frequente nas subfamilias de Tenthredinidae
(Heitland & Pschorn-Walcher, 1993).

1.1.1 Superfamilia Tenthredinoidea

Os foOsseis deste grupo apareceram no periodo Jurassico,
representado pela extinta familia Xyleotomidae. Segundo Rasnitsyn (1980, em
Gauld & Bolton, 1996) esta familia € ancestral a todos o0s outros tentredindideos,
dando origem as linhagens Blasticotomidae, Argidae + Pergidae +
Electrocomidae e Diprionidae + Cimbicidae + Tenthredinidae. Tenthredinoidea
é caracterizado pela tendéncia das larvas se alimentarem em lugares expostos e
de maneira exofitica. Provavelmente, este foi o grupo de insetos fitofagos mais

representativos durante o Paleoceno e o Eoceno (Gauld & Bolton, 1996).
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Tenthredinoidea é considerada a maior superfamilia dentro de
Symphyta e, como relatado anteriormente, é constituida de seis familias:
Blasticotomidae, Cimbicidae, Diprionidae, Pergidae, Tenthredinidae e Argidae,
sendo as duas ultimas de maior diversidade na regiéo tropical.

De maneira geral, as espécies desta superfamilia sdo univoltinas.
Os machos emergem primeiro que as fémeas, as quais emergem com todos seus
ovos prontos para serem fecundados e/ou ovipositados. A cépula se da logo
apés o nascimento. Os ovos sdo depositados com o auxilio do aparelho
ovipositor serrilhado e ficam incubados por volta de duas semanas, absorvendo
agua do tecido foliar. Deste modo, os ovos aumentam muitas vezes de tamanho
e acabam rompendo o tecido (Dias, 1981).

Argidae ¢é a segunda maior familia de Symphyta, agrupando cerca
de 800 espécies (aproximadamente 10% das espécies conhecidas de Symphyta),
divididas em 6 subfamilias e com 51 géneros. A grande maioria das espécies é
neotropical (360 espécies de 32 géneros e 5 subfamilias, segundo Smith, 1992).
Os representantes de Argidae ndo apresentam o impacto econémico que as
espécies de Tenthredinidae e Pergidae possuem, mas sdo de grande
importancia local como desfoliadores (Knerer, 1993). As espécies desta familia
se alimentam em angiosperma, arbustos e plantas herbaceas, exceto Zenarge

(australiano) que é associado a coniferas.

1.1.2 Estudos realizados com sinfitas Brasileiros

De maneira geral, os sinfitas neotropicais tém sua biologia pouco
conhecida (Smith 1995). No Brasil, poucos sdo os trabalhos nesta area, sendo
que apenas duas espécies foram estudas em detalhes, Themos olfersii e Dielocerus
diasi (Dias, 1975 e 1976) ambas pertencentes a Argidae. Alguns aspectos
ecolégicos de D. diasi (como a distribuicdo espacial desta espécie e de seu
hospedeiro) foram abordados por Emery (1998).

T. olfersii € uma espécie bivoltina, que tem como planta hospedeira

Eriotheca pubescens (Bombacacea). Os adultos emergem durante o periodo das
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chuvas (a primeira geracdo ocorre de Outubro a Margo, enquanto que a
segunda geracdo ocorre de Janeiro a Dezembro). D. diasi, por sua vez, € uma
espécie encontrada o ano todo (multivoltina) e tem como planta hospedeira
Sclerobium aureum (Leguminosae). A duragcdo media do ciclo de vida desta
espécie € de 90 dias (exceto nos casos de diapausa), com um maximo de quatro
geracdes por ano, sendo que estes ciclos ndo estdo necessariamente
sincronizados em diferentes populacoes.

As fémeas das duas espécies emergem com Seus 0vOS prontos
para serem fecundados e/ou ovipositados e realizam a postura de uma so6 vez,
sobre uma Unica folha. O numero de ovos e o tempo de desenvolvimento
variam de acordo com a espécie. Em D. diasi, por exemplo, cada fémea coloca
em média 75 ovos e o tempo de desenvolvimento é de 14 dias, enquanto que em
T. olfersii cada fémea coloca apenas 27 ovos em média e este tempo € de 23 dias.
Esta variacao reflete no tamanho das larvas recém-nascidas (as de T. olfersii tém
o dobro do tamanho das de D. diasi) e provavelmente esta relacionada ao grau
de especializacdo do comportamento maternal (Dias, 1975 e 1976): as fémeas
das duas espécies ndo descuidam de sua prole e apresentam uma série de
comportamentos defensivos, protegendo principalmente os ovos e as larvas
mais jovens.

As larvas destas duas espécies apresentam gregarismo acentuado,
permanecendo juntas desde o momento da eclosdo até se encasularem. Os
casulos de T. olfersii sdo delgados, moles e revestidos de grédos de terra,
enquanto que os casulos de D. diasi sdo duros e muito espessos, colados
lateralmente uns aos outros. Estes casulos apresentam ainda uma cobertura
espessa de seda, denominada ®sponja’ e finalmente uma outra cobertura de
seda branca, fina e continua, denominada tapa”(Dias, 1975 e 1976).

Digelasinus diversipes (Figura 5), objeto de estudo do presente
trabalho, tem sua biologia pouco conhecida. Segundo Penteado-Dias (1991), as
larvas desta espécie constréem seus aglomerados de casulos de forma

desordenada, paralelos ou perpendiculares uns aos outros, e envoltos por uma



Figura 5: Fémea de Digelasinus diversipes realizando postura em folha
de Eugenia glazioviana (A). Em (B) a fémea caminha sobre sua
oViposicao.

12
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capa de seda marrom. Estes aglomerados variam de tamanho, ou seja, variam
no nimero de casulos que possuem e sdo constituidos de material hidroéfilo, ndo
oferecendo protecdo durante a época das chuvas. A seda que recobre o
agregado de casulos é constituida principalmente de alanina, glicina e serina
(Craig et al., 1999). As larvas estédo ativas de Novembro a Marc¢o, enquanto que
os adultos apresentam uma geracdo por ano (univoltismo), podendo ou néo
entrar em diapausa, e sdo encontrados a partir do inicio de Outubro (Penteado-
Dias, 1991). D. diversipes é parasitado por Lymeon dieloceri (Ichneumonidae)
(Costa Lima, 1937), Perilampus sp (Perilampidae) e Spilochalcis sp (Chalcididae)
(Penteado-Dias, 1991).

1.2 Genética de Populac¢bes de Symphyta

O desenvolvimento da técnica eletroforética por Smithies em 1955,
juntamente com os procedimentos de coloracdo histoquimica de Hunter &
Markert em 1957, tornou possivel estudar a variabilidade genética existente em
populagdes naturais (Avise, 1974). Desde entdo, esta técnica tem sido
amplamente utilizada para quantificar a variacdo genética e verificar a
organizacgao desta variagdo em plantas e animais (Lester & Selander, 1979).

Os estudos de genética evolutiva em Hymenoptera através deste
tipo de andlise tém evidenciado um baixo grau de polimorfismo nesta ordem
em comparacao a outros insetos (Snyder, 1975; Metcalf et al., 1975; Pamilo et al.,
1978; Lester & Selander, 1979; Berkelhamer, 1983; Graur, 1985; Crespi, 1991;
Packer & Owen, 2001).

As justificativas para estes baixos indices de heterozigosidade
estdo baseadas na haplodiploidia e nas caracteristicas comportamentais e
ecoldgicas dos himendpteros (Rosenmeier & Packer, 1993). A haplodiploidia
(fémeas sdo dipldéides e machos sdo hapldides) leva a reducdo do tamanho
efetivo da populagdo, aumenta a taxa de fixacdo dos alelos e dificulta a
obtencdo de um polimorfismo estavel (Crozier, 1970; Lester & Selander, 1979;

Pamilo & Crozier, 1981; Avery, 1984; Owen, 1985). De modo semelhante, a
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eusocialidade também promove a reducdo do tamanho efetivo da populacéo,
uma vez que poucos individuos sdo responsaveis pela reproducdo (Pamilo et
al.,, 1987; Lester & Selander, 1979; Berkelhamer, 1983). Ainda, segundo a
hipétese da variacdo de nicho (Van Valen, 1965), quanto mais variavel for o
ambiente, maior sera a heterozigosidade. Assim, em colénias de insetos sociais
ou eusociais 0 ambiente esta tamponado, o que resulta em menor variabilidade.
A variabilidade também é menor em espécies parasitas, que freqientemente
experimentam o afunilamento em suas populagdes devido a mudangas na
guantidade de hospedeiros (Lester & Selander, 1979).

E consenso que insetos haplodipldides (Hymenoptera)
apresentam menor variabilidade genética do que insetos dipléides, porém os
dados se mostram contraditérios quanto ao grau de socialidade e os niveis de
heterozigosidade presentes nesta ordem (Berkelhamer, 1983; Owen, 1985; Reeve
et al.,1985; Shoemaker et al., 1992; Rosenmeier & Packer, 1993; Hedrick & Parker,
1997; Packer & Owen, 1990; Packer & Owen, 2001).

Embora a maioria dos estudos sobre variabilidade genética dentro
dos himenépteros tenha sido conduzida em espécies sociais ou parasitdides da
subordem Apocrita, 0s poucos estudos realizados em Symphyta (que agrupa
espécies ndo sociais) mostram niveis discordantes de heterozigosidade,
verificando-se ora valores baixos como os de Hymenoptera, ora valores
elevados como os encontrados para insetos dipléides.

Estudando polimorfismos enzimaticos em trés espécies de
Symphyta, Euura s-nodus e Euura n. sp (Tenthredinidae) e Schizocerella pilicornis
(Argidae), Sheppard & Heydon (1986) encontraram niveis de heterozigosidade
semelhantes aos observados em insetos diploides. Os valores de
heterozigosidade para E. s-nodus, Euura. n. sp e S. pilicornis foram de 0,137, 0,124
e 0,166, respectivamente, sendo consideravelmente superior a observada para
outros himenopteros (0,036).

Boato & Battisti (1995) também encontraram altos indices de

heterozigosidade ao estudarem espécies de Cephalcia. O menor valor de
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heterozigosidade encontrado foi de 0,063 para C. erythrogaster, porém apenas
uma populacdo desta espécie foi analisada, e este pode ter sido subestimado.
Para as espécies C. abiietis, C. alashanica, C. arvensis, C. falleni, C. fulva e C. klugii,
os valores de heterozigosidade variaram de 0,138 até 0,286, mesmo quando
poucos individuos foram analisados. A heterozigosidade média encontrada
para as espécies de Cephalcia (0,197) foi significativamente maior do que a
encontrada para os outros Symphyta da familia Tenthredinidae (0,059).

O estudo de Rosenmeier & Packer (1993) em Neodiprion pratti e N.
maurus (Symphyta; Diprionidae) e Halictus confusus e H. tumulorum (Apocrita;
Halictydae), constatou uma baixa heterozigosidade média (0,048) para as
espécies de Neodiprion, um indice que ndo difere significativamente do
encontrado para Halictus. Porém, ao recalcularem a heterozigosidade média
para Symphyta, o valor encontrado (0,070) reafirmou a maior variabilidade de
Symphyta em relacdo aos demais himendpteros.

De modo semelhante Woods & Guttman (1987), ao estudarem
Diprion similis e 13 espécies de Neodiprion, incluindo N. pratti e N. maurus,
estimaram uma heterozigosidade média proxima a 0,060, valor néo
estatisticamente distinto do observado para Hymenoptera (0,039). Apoiando
estes resultados, Beaudoin et al. (1997) constataram em Diprion pini L
(Diprionidae) baixos niveis de polimorfismo enzimatico.

Além da descricdo da variacdo populacional em espécies de
sinfitas, a eletroforese de proteinas foi utilizada também para caracterizar 13
espécies de Neodiprion de dificil identificacdo, principalmente N. swainei, N.
rugifrons e N. dubiosus, cujos machos ndo apresentavam diferencas morfologicas
(Kuenzi & Coppel, 1986). De forma semelhante, Beaudoin et al. (1997)
utilizaram desta técnica para melhor caracterizar 6 populacdes de Diprion pini

gue apresentam voltismos distintos.
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3. Material e Métodos

3.1 Material

Aglomerados de casulos de D. diversipes foram coletados em duas
areas da Estacdo Ecoldgica Jatai (Luis Antbnio, SP — 21°257S, 47°50W),
denominadas Lagoa do Pato (Pat) e Lagoa do Inferndo (Inf), distantes 1,7 Km
entre si. Foram amostrados 67 agregados, 31 no periodo de agosto a outubro de
2000 e 36 em setembro de 2001, presos ao tronco de Eugenia cf. glazioviana
Kiaersk. (Myrtaceae), proximos ao solo. Os agregados foram retirados do tronco
das arvores, individualizados, levados ao laboratério, dispostos em caixas
plasticas mantidas a temperatura ambiente. Durante todo o periodo do
experimento, os casulos foram mantidos Umidos por borrifamento de agua.
Apo6s emergirem, os adultos foram armazenados em freezer a —20°C até o

momento das analises.

3.2 Métodos
3.2.1 Biologia de Digelasinus diversipes

De dezembro de 2001 a marco de 2002, foram realizadas
observacbes (aproximadamente 80 horas) do comportamento das larvas e
adultos presentes na Lagoa do Inferndo. As plantas hospedeiras estavam
espalhadas em um trecho de 150m, a beira de um alagado. Foram verificados:
(i) a forma de alimentacéo das larvas, (ii) a possivel ocorréncia de recrutamento
entre elas, (iii) o periodo de maior atividade de larvas e adultos, (iv) o
comportamento de oviposicdo e (v) existéncia de cuidado maternal nesta
espécie. Algumas larvas foram marcadas com tinta a base de nitrocelulose de
diferentes cores para verificar a possivel fusdo dos grupos de alimentacgédo e os
padrdes de dispersao destes grupos na arvore hospedeira. Também foi anotada
a presenca de inimigos naturais na area de observagdo. Durante a coleta de
2001, as arvores hospedeiras foram medidas, anotando-se entdo a circunferéncia

na base do tronco destas arvores e a altura do agregado ao solo.



19

O ciclo de desenvolvimento foi determinado com base nas
observacoes feitas no campo sobre o aparecimento dos adultos e a construcgédo
dos aglomerados pelas larvas e pelas observacfes no laboratério sobre a
emergéncia dos adultos.

Os adultos emergidos no laboratério foram sexados e pesados em
balanca de precisdo (0,1mg). As diferencas entre o peso de individuos
emergidos de diferentes agregados foram testadas através de ANOVA e as
possiveis diferencas entre a média de peso de machos e fémeas das quatro
amostras foram testadas através de teste-t, utilizando o programa InStat3.

A razdo sexual secundéria foi calculada a partir de adultos
emergidos no laboratério durante os dois anos de estudo, como sendo a razéo
do numero de fémeas / numero de machos para cada agregado e para a
populacdo como um todo. As possiveis rela¢fes entre o tamanho do agregado e
a razdo sexual, bem como o tamanho do agregado e o peso médio dos
individuos emergidos, foram testadas por correlacdo de Pearson (para dados
gue passaram pelo teste de normalidade) e por correlacdo de Spearman (para
dados que ndo passaram pelo teste de normalidade), utilizando o programa
InStat3.

Com o proposito de determinar se a fecundidade das fémeas
estaria relacionada ao seu tamanho, ou seja, se fémeas maiores seriam
potencialmente mais fecundas que fémeas menores, 19 fémeas escolhidas ao
acaso foram pesadas e dissecadas. Seus ovos foram contados e foi estabelecida
uma relacdo entre o peso da fémea e o nimero de ovos, através de regressao
Modelo Il (Sokal & Rohlf, 1995).

A relacdo entre o tamanho da planta hospedeira e o tamanho dos
agregados foi averiguada através de correlacdo entre a medida da
circunferéncia na base do tronco de cada arvore hospedeira e o tamanho do
agregado. Como a maioria dos aglomerados tinha forma semelhante a de uma
elipse, sua area (determinada usando-se a férmula para célculo da area dessa

figura geométrica) foi utilizada como indicativo do numero de casulos.
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Adotando-se este procedimento, evitou-se que os agregados fossem danificados
e que larvas ainda em diapausa fossem mortas. Para estimar o nimero médio
de casulos de um agregado, 16 agregados tiveram o numero de células contadas
e as medidas das areas tomadas; assim, através de uma regressdo linear,
estimou-se 0 nimero de células dos outros agregados, dos quais apenas as

medidas haviam sido tomadas.

3.2.2 Analise aloenzimatica

Dos 67 agregados coletados, 38 foram utilizados nas anélises
eletroforéticas, sendo 13 deles coletados em 2000 (11 de Pat00 e 2 de Inf00) e 25
deles coletados em 2001 (16 de Pat0l e 9 de Inf0l). Vérios testes foram
realizados com individuos inteiros ou sem o abdémen para que se obtivesse a
melhor resolugdo eletroforética dos padrdes enzimaticos. Os machos foram
macerados em 0,15 mL de solugdo aquosa de 2-mercaptoetanol 0,2%, enquanto
que as fémeas foram maceradas em 0,3 mL desta solucdo, com excecdo dos géis
confeccionados em tampdao histidina pH 6.0 para revelacdo da Est-4, onde o
volume final da solucéo foi de 0,3mL para os machos e 0,8mL para as fémeas.
As amostras foram maceradas com o auxilio de um bastdo de vidro,
centrifugadas a 8.000 rpm durante 10 minutos e os sobrenadantes obtidos foram
submetidos a eletroforese horizontal em gel de amido 14% (Penetrose 30™), de
acordo com a técnica de Smithies (1955). Foram analisados 23 sistemas
enzimaticos, correspondentes a 38 locos génicos. Os sistemas enzimaticos
estudados e o niumero de locos correspondentes, bem como os tampdes e
condicdes de corrida utilizados estdo apresentados na Tabela 1.

A deteccdo da atividade esterdsica foi realizada com a utilizacao

de substratos fluorogénicos (derivados de 4-metilumbeliferona) e ésteres de a
naftol, de acordo com procedimentos descritos por Hopkinson et al. (1973). As
misturas de reacdo para a deteccdo de atividade das demais enzimas foram
preparadas segundo Harris e Hopkinson (1976), e vertidas sobre o gel, o qual

permaneceu incubado a 37° até que as regides de atividade fossem reveladas.
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Tabela 1. Sistemas enzimaticos, niumero de locos estudados, entre parénteses o
numero de locos polimorficos, sistema tampédo de confeccdo do gel, e condigdes

de corrida onde foram feitas as andlises eletroforéticas de Digelasinus diversipes.

Sistemas enzimaticos N° Locos Tampéo
b-hidroxibutirato desidrogenase - b-Hbdh 1(0) C
fumarase —Fum 1(0) C
manose 6-fosfato isomerase —Mpi 1(1) C
glicose 6-fosfato desidrogenase —G6pd 1(0) C

a -glicerofosfato desidrogenase - a -Gpdh

6-fosfogluconato desidrogenase —6Pgd 1(0) D
isocitrato desidrogenase —Icd 1(1) D
enzima malica—Me 3(1) D
malato desidrogenase —Mdh 2 (1) E
superoxido dismutase —Sod 6 (4) A
esterases — Est 3(2) A
fosfatase acida — Acp 1(0) A
leucil aminopeptidase —Lap 3(3) B
peptidases A, B e D —Pep 2 (0) B
diaforases —Dia 1(0) A
aconitase —Acon 1(0) A
fosfoglicose isomerase — Gpi 1(1) E
fosfoglucomutase —Pgm 1(0) E
hexoquinase —Hk 1(0) B
arginina quinase — ArgK 1(0) E
transaminase glutamica oxaloacética —Got 1(0) C
aldolase — Ald 1(0) C
adenilato quinase — Ak 1(0) C

A - Tris-citrate pH 7.5  (55mA /5h30min)

B - Tris-citrate-borate pH 8.0-8.0  (32mA 7/ 4h)

C - Tris-citrate pH 8.0  (50mA 7 5h)

D - Tris-histidine pH 6.0-6.6  (55mA /5h30min)

E - Tris-EDTA-maleate-magnesium pH 7.4 (85mA /5h30min)
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3.2.2.1 Anélise dos dados

Os marcadores genéticos forneceram os fenotipos e suas
respectivas freqléncias, com as quais foi possivel estimar os parametros de
diversidade genética em D. diversipes: grau de polimorfismo genético (P) nesta
espécie, numero médio de alelos por loco (A), heterozigosidade intraloco (Hi) e
heterozigosidade média observada (Hobs) € esperada (Hesp).

As frequéncias génicas foram estimadas por contagem direta. A
verificagdo de equilibrio genético foi realizada atraves de teste de aderéncia a
um nivel de significancia de 5% entre frequéncias genotipicas observadas e
esperadas. A variacdo genética foi determinada pela heterozigosidade intraloco
e pela heterozigosidade média observada e esperada e seu respectivo erro-
padrédo (Nei & Roychoudhury, 1974) para cada amostra e para a amostra total.
As comparagdes entre as heterozigosidades foram realizadas utilizando o
método Bootstrap sobre locos (Efron, 1982), com 200 repeticGes e intervalo de
confianca de 95%.

A diferenciacdo genética dentro e entre as amostras foi analisada
através dos coeficientes da estatistica-F de Wright (Fis, Fst e Fit), e pelas
distancias genéticas segundo Cavalli-Sforza & Edwards (1967) e Nei (1972,
1978), obtidos pelo programa BYOSIS-1 (Swofford & Selander, 1981). Estas
relacbes de similaridade genética foram representadas por dendrogramas
segundo as andlises de agrupamentos obtidas pela técnica do UPGMA
(Swofford e Selander, 1981).

O valor médio do parentesco genético entre os individuos dos
agregados e o0 respectivo erro-padrdo foi estimado pelo programa
RELATEDNESS 4.2b (Queller & Goodnight, 1989).



23

4. Resultados

4.1 Biologia de Digelasinus diversipes

4.1.1 Ciclo de vida

O ciclo de vida de Digelasinus diversipes pode ser visto na Figura 6.
Esta espécie apresentou apenas uma geragdo a cada ano (univoltina) e suas
larvas podem ou ndo permanecer em diapausa, como pré-pupas. No
laboratério, adultos de agregados coletados em 2000 permaneceram em
diapausa e emergiram um ano depois, juntamente com os adultos dos
agregados coletados em 2001. Em agosto de 2001, quando ja nao havia mais
emergéncia de individuos dos agregados de 2000, com o auxilio de estilete,
abrimos os casulos de alguns agregados e pudemos verificar, em muitos casos,
larvas ainda vivas, em diapausa.

O periodo de emergéncia compreendeu os meses de outubro a
janeiro, sendo que o maior nimero de nascimentos foi observado em dezembro
(Figura 7). Os adultos emergiram nas horas mais quentes da manha, com o pico
de eclosdo por volta das 11 horas. Os primeiros adultos a emergir dos casulos
usualmente foram machos (Figuras 8 e 9). Os adultos de Digelasinus diversipes
parecem apresentar vida efémera, em média, dois dias.

Os agregados coletados durante o periodo de agosto e setembro
de 2000 tiveram sua cobertura de seda removida na tentativa de identificar de
quais casulos emergiam machos e fémeas. Neste ano, o periodo de emergéncia
no laboratério teve inicio em setembro de 2000, prolongando-se até maio de
2001. Emergiram 1102 individuos (de todos os agregados amostrados), sendo
765 fémeas e 337 machos (Tabela 2), com o pico maximo de nascimentos em
dezembro, més em que nasceram, aproximadamente, 54% dos individuos
(Figura 7).

A cobertura de seda dos agregados coletados em agosto de 2001

nao foi retirada, uma vez que o objetivo inicial de marcar de quais casulos
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CICLO DE DESENVOLVIMENTO DE
DIGELASINUS DIVERSIPES

O
F‘ﬁ"

CONSTRUCAO
DO AGREGADO

Fgura 6: Cicdo de vida de Digelasinus diversipes Por volra de um més gpés a
oviposcéo as larvas eclodem e s dimentam durante cinco meses. Entéo migram pelo
caule da planta aé bem proximo ao solo para encasular. As larvas podem ou néo entrar

em digpausa.
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FHgura 7: Emergénca de mechos e fémess de Digdasnus diverspes. Em (A)

emergéncia de individuos de agregados coletados em 2000, e em (B) emergéncia de

individuos de agregados coletados em 2001.
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Tabela 2. Total de adultos de Digelasinus diversipes emergidos em laboratério

entre setembro de 2000 e janeiro de 2002.

Periodo de Emergéncia

Numero de individuos

ano meses Fémeas Machos Total
1% coleta
9 2 1 3
2000 10 80 54 134
11 148 72 220
12 420 174 594
1 13 6 19
2001 > ! i °
4 18 11 29
5 83 15 98
Total 765 337 1102
2% coleta
10 17 5 22
2001 11 183 96 279
12 1029 276 1305
2002 1 146 38 184
Total 1375 415 1790
Total Geral 2140 752 2892
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emergiam machos e fémeas nao foi atingido. Neste segundo ano, o periodo de
emergéncia no laboratoério teve inicio em outubro de 2001, prolongando-se até
janeiro de 2002. Neste periodo, emergiram 1790 individuos (de um agregado de
Pat01 e trés de Inf01 ndo ocorreram emergéncias), sendo 1375 fémeas e 415
machos (Tabela 2), com o pico de nascimentos em dezembro, onde nasceram,
aproximadamente, 73% dos individuos (Figura 7).

Foi constatada a presenca de parasitas associados aos agregados,
os quais emergiram no laboratoério. Espécimes (n = 100) de Lymeon dieloceri
(Costa Lima, 1937), Perilampus sp., Conura (Spilochalcis) sp. (Hymenoptera:
Ichneumonidae, Perilampidae e Chalcididae) foram observados e suas
freqiiéncias relativas estdo representadas na Figura 10.

Os adultos apresentaram marcante dimorfismo sexual em relagao
ao tamanho do corpo, sendo os machos menores que as fémeas. Dos agregados
coletados em 2000, foram pesados 544 individuos recém emergidos, sendo 312
(204 fémeas e 108 machos) de Pat00 e 232 (164 fémeas e 68 machos) de Inf00. Os
machos de Pat00 apresentaram peso médio de 53 + 8 mg e as fémeas
apresentaram peso médio de 160 = 25 mg. Os machos de Inf00 apresentaram
peso médio de 55 + 8 mg, enquanto que as fémeas pesaram em média 166 + 28
mg. Dos agregados de 2001/2002, foram pesados 762 individuos recém
emergidos, sendo 589 (442 fémeas e 147 machos) de Pat01 e 173 (123 fémeas e 50
machos) de Inf01. Os machos de Pat01 apresentaram peso médio de 44 + 7mge
as fémeas apresentaram peso médio de 123 * 24 mg. Os machos de Inf01
apresentaram peso médio de 57 * 11 mg, enquanto que as fémeas pesaram em
média 160 + 33 mg. As diferencas entre os pesos de machos e fémeas entre os
dois anos sdo significativas (p<0,0001; IC 95%), assim como as diferencas entre

os pesos de machos e fémeas nas amostras analisadas (p<0,0001; IC 95%).
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. Chalcididade
- Ichneumonidae

. Perilampidae

Figura 10: Porcentagem de parasitas associados (n = 100) aos agregados de

Digelasinus diversipes, emergidos no laboratdrio.
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4.1.2 Razdo Sexual

A razdo sexual secundaria foi calculada a partir de 2892
individuos emergidos no laboratério, de 63 agregados diferentes. Deste total,
2140 eram fémeas e 752 eram machos. Apenas 7 destes agregados apresentaram
emergéncia de apenas um sexo (de 3 agregados emergiram apenas fémeas e de
4 agregados emergiram apenas machos); destes sete agregados, um ntimero
muito baixo de individuos emergiram.

O numero de individuos emergidos de cada um dos agregados,
bem como as razdes sexuais encontradas para cada um deles estdo sumariados
nas Tabelas 3 e 4, para as amostras coletadas em 2000 e em 2001. Nestas tabelas,
estdo descritos apenas os agregados de onde emergiram 10 ou mais individuos.

Os valores de razao sexual secunddaria encontrados diferem da
proporgao 1:1 (fémeas : machos), com a razdo desviada para fémeas. Foram
feitos testes de aderéncia (a = 0,05 e a = 0,10) para verificar razao sexual de 2:1,
3:1 e 4:1. A razdo sexual encontrada deve estar, para a maioria dos agregados,
entre 2:1 e 3:1 a favor de fémeas. As Tabelas 3 e 4 trazem qual a razao sexual

possivel para cada agregado. Nenhum agregado apresentou razao sexual 4:1.

4.1.3 Cépula, Oviposicdo e Cuidado Maternal

Apo6s a emergeéncia, os adultos liberam uma substancia liquida de
odor desagradavel. Tal substancia também é liberada quando sdo perturbados,
como, por exemplo, quando sdo manuseados com a pinga. Ao serem
perturbados, os adultos ficam imoéveis como se estivessem mortos. No
laboratério foi observado que machos e fémeas, logo apds emergirem,
procuram copular entre si. Um macho pode copular com mais de uma fémea,
porém nao foi possivel observar se uma fémea copulou com mais de um macho.

As fémeas de D. diversipes emergem com todos seus ovos maduros
(prontos para fecundacdo e/ou postura) e os ovipositam de uma s6 vez (n = 5).

Foram contados os nameros de ovos de 19 fémeas, obtendo-se um ntimero
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Tabela 3: Ntumero observado de células, nimero de individuos emergidos,
razdo sexual secundéria e qui-quadrado para razdes 2:1 e 3:1, para os agregados
coletados no ano de 2000, nas duas localidades estudadas. * indica valores

significativos (a = 0,05).

N° de individuos

Agregado  N° de células emergidos é{eale?; c2(2:1) c2(3:1)
Fémeas Machos
Inf00-1 79 15 53 12,771* 4,099*
Inf00-2 111 17 17 1,0 0,844 0,111
Inf00-3 144 35 13 2,7 4,250* 11,333*
Inf00-4 275 121 48 2,5 1,489 1,043
Inf00-5 91 21 10 21 0,016 0,871
Inf00-6 58 14 8 1,8 0,091 1,515
Inf00-7 27 9 3,0 1,125 0
Pat00-1 44 11 2 5,5 1,885 0,641
Pat00-2 176 65 33 2,0 0,005 3,932*
Pat00-3 66 20 8 2,5 0,286 0,190
Pat00-4 67 22 4 55 3,769 1,282
Pat00-5 113 26 16 1,6 0,428 3,841
Pat00-6 38 23 8 2,9 0,790 0,011
Pat00-7 66 17 11 1,5 0,446 3,048
Pat00-8 179 55 32 1,7 0,465 6,441*
Pat00-9 177 64 18 3,6 4,780* 0,407
Pat00-10 192 17 11 1,5 0,446 3,048
Pat00-11 107 46 9 51 7,127* 2,188
Pat00-12 184 23 27 0,9 9,610* 22,427*
Pat00-13 25 17 1,5 0,964 5,365*

Pat00-14 126 23 12 1,9 0,014 1,610
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Tabela 4: Namero estimado de células, namero de individuos emergidos, razao

sexual secundaria e qui-quadrado para razdes 2:1 e 3:1, para os agregados

coletados no ano de 2001, nas duas localidades estudadas. * indica valores

significativos (a = 0,05).

N° de individuos

Agregado  N° de células emergidos geaxzj; c2(2:1) c2(3:1)
Fémeas Machos
Inf01-1 35 11 3 3,7 0,300 0,022
Inf01-2 41 18 6 3,0 0,941 4,745*%
Inf01-3 38 11 1 11,0 0,118 0,176
Inf01-4 38 16 3 53 0,964 0,032
Inf01-5 57 16 9 1,8 11,139* 1,609
Inf01-6 272 63 16 3,9 3,0 0,222
Inf01-7 73 5 9 0,6 0,169 1,459
Inf01-8 65 23 7 3,3 16,560* 0,516
Inf01-9 185 23 6 3,8 12,852* 3,158
Inf01-10 103 10 3 3,3 10,343* 0,444
Inf01-11 239 48 8 6,0 2,0 0,148
Inf01-12 162 21 6 3,5 2,085 0,064
Pat01-1 47 11 4 2,8 2,571 0,048
Pat01-2 378 20 14 1,4 10,547* 2,722
Pat01-3 126 12 5 2,4 6,050* 10,800*
Pat01-4 210 31 11 2,8 7,172* 1,796
Pat01-5 552 120 31 3,9 0,893 0,095
Pat01-6 132 42 12 3,5 0,750 0
Pat01-7 138 51 23 2,2 3,375 1,778
Pat01-8 2933 285 87 3,3 2,623 0,860
Pat01-9 150 100 22 4,5 0,080 1,613
Pat01-10 217 167 50 3,3 6,082* 0,949
Pat01-11 123 28 8 3,5 6,036* 11,524*
Pat01-12 187 36 11 3,3 1,350 0,044
Pat01-13 103 48 15 3,2 2,086 0,287
Pat01-14 182 79 17 4,6 0,615 0,026
Pat01-15 57 3 7 0,4 9,143* 3429
Pat01-16 164 55 12 4,6 1,500 0,111
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médio de 76 ovos por fémea (min = 42, max = 105; SD = 20,2). Fémeas maiores,
ou seja, mais pesadas, apresentaram maior namero de ovos (r = 0,75; p< 0,0001).

Durante a oviposigdo, a fémea caminhava sobre a superficie foliar
escolhendo o local da postura, fazia um pequeno corte na cuticula da folha com
o aparelho ovipositor e injetava uma substancia dentro deste corte, juntamente
com o ovo (Figura 11). Pelas observacdes, as fémeas iniciavam a oviposicao
perto do meio dia e se estendiam nesta tarefa até o final da tarde. Os ovos eram
depositados todos de uma vez, numa tnica folha ou em folhas préximas entre
si (que chegavam a se sobrepor), de modo a formar um cluster . Era comum
ocorrer em uma mesma drvore mais de uma oviposicdo. Terminada esta
atividade, a fémea permanecia no pedanculo foliar onde realizou a postura,

mesmo apods a morte (n = 4). Nao foi observado cuidado maternal nesta espécie.

4.1.4 Alimentacao das Larvas

A eclosao dos ovos se iniciou, aproximadamente, um més apds a
postura, porém algumas posturas levaram mais tempo para eclodir. As larvas
se alimentavam de forma gregéria, por, aproximadamente, 5 meses (de
novembro a marco), durante todo o dia e a noite. Durante o periodo de
alimentacdo, as larvas migravam de um galho para outro da arvore, momento
em que larvas de diferentes grupos se misturavam (grupos de alimentagao
marcados com cores diferentes se misturam). Esta associacdo também ocorreu
entre grupos de larvas de arvores vizinhas, uma vez que as larvas se
dispersaram entre elas (dispersdo larval acompanhada com o auxilio de
marcagdo com diferentes cores). Foi comum observar larvas de diferentes
tamanhos se alimentando num mesmo grupo. No campo, foi possivel observar
o numero de grupos larvais que se alimentavam numa mesma planta. Embora
este namero mostrou-se variavel, foi comum encontrar arvores com 3 ou mais
grupos larvais. Em uma arvore foram observados 18 grupos larvais, com larvas

em diferentes estagios de desenvolvimento.
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Figura 11: Fémea de Digelasinus diversipes durante a oviposicdo. A seta mostra o
aparelho ovipositor. Nos detalhes, a fémea sobre a oviposicdo e uma folha onde

toda a postura ja foi realizada.



36

Ap6s este periodo de alimentagdo, um grupo de larvas desce pelo
caule da planta até bem préximo ao solo para empupar. Os casulos sao tecidos

comunalmente durante a construcao dos agregados (Figura 12).

4.1.5 Capacidade suporte do hospedeiro

Os agregados foram encontrados junto ao solo ou um pouco acima
deste, aderidos ao pé das arvores de Eugenia glazioviana (Myrtaceae). A altura
do agregado em relagdo ao solo foi medida em 31 agregados. A altura média
destes agregados foi de 35 = 52 cm (min = zero; max = 180 cm) e seu tamanho
muito variavel - foram coletados agregados com 38 até 2933 células (ver Tabelas
3e4).

O peso médio dos individuos emergidos nado apresentou
correlagdo significativa com o tamanho dos agregados coletados em 2000 (r =
0,3367 para fémeas e r = -0,1544 para machos), e em 2001 (r = -0,09188 para
fémeas e r = -0,2176 para machos), considerando a = 0,05 e IC = 95%. A razao
sexual encontrada em cada agregado também ndo apresentou correlacdo
significativa com seu tamanho (r = 0,1100; IC 95%). Por outro lado, o tamanho
do agregado esta correlacionado com o didmetro da arvore hospedeira (r = 0,77;
IC =95%; p<0,0001).

Em muitos casos, o nimero de casulos de um agregado foi maior

que o numero médio de ovos encontrados nas fémeas.

4.2 Analises Eletroforéticas

Para uma amostragem inicial a respeito dos sistemas enzimaticos
polimoérficos presentes nestas populagdes foram utilizados 206 individuos, de
13 agregados diferentes coletados nas duas dreas de estudo em 2000. Estas
amostras foram submetidas a anélise eletroforética, de acordo com as condi¢des
estabelecidas na Tabela 1. Como relatado anteriormente, foram testados 23
sistemas enzimaticos, correspondentes a 38 locos génicos. Apenas os locos

polimoérficos foram escolhidos para a continuidade das analises. Assim, um



37

Figura 12: Construcdo dos agregados. As larvas gregarias constréem de
maneira desordenada os casulos do agregado. No detalhe, o agregado aderido

ao tronco da arvore hospedeira.
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total de 404 individuos, sendo 375 fémeas e 29 machos, correspondentes a 38

agregados diferentes, foram analisados eletroforeticamente.

4.2.1 Sistemas Enzimaticos

A seguir estdo descritos os sistemas enzimaticos estudados em
Digelasinus diversipes. As variantes encontradas foram denominadas de acordo
com sua mobilidade em relagao a origem do gel, de modo que a variante mais
freqiiente para cada sistema enzimatico foi chamada variante 100, e a partir dela
foram denominadas as demais, levando em conta sua mobilidade relativa. Os
alelos dos locos enzimaticos receberam a mesma denominacdo das variantes

produzidas por eles.

Esterases

O perfil eletroforético das esterases de D. diversipes é composto por
6 regides, denominadas de acordo com a mobilidade (Estl é a mais anddica, e
assim sucessivamente), sendo 4 delas polimorficas (Estl, Est3, Est4 e Est5)
(Figura 13). As regides apresentam diferentes intensidades de coloracao de
acordo com o substrato utilizado, como pode ser visto na Tabela 5.

Esterase 1 (Est 1)

Esta enzima apresentou mobilidade a 10,0cm da origem, e foi
melhor visualizada em gel TC 8,0. E uma regido polimérfica, onde foram
encontrados trés fenétipos, 106, 106/100 e 100.

Esterase 2 (Est 2)

Esta regido apresentou mobilidade a 8,0cm da origem e nao foi
detectado polimorfismo enzimatico. Em razao da baixa atividade, é uma regido
que apresenta dificuldades de melhor caracterizacdo.

Esterase 3 (Est 3)

Esta esterase, localizada a 6,5 cm da origem, apresentou duas

variantes (108 e 100).
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Est1

Est2
Est 3

Est4

Est5

Est 6

Figura 13: Padroes eletroforéticos de Esterases (Estl, Est2, Est3, Est4, Est5 e

Est6) em amostras de Digelasinus diversipes, coletadas na EE] - Luis Antonio.
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Tabela 5. Atividade relativa das esterases de D. diversipes frente a diferentes

substratos.
Substratos Fluorogénicos
Acetato de Butirato de Propionato de Diacetato de
Regides a-naftil-acetato
Umbeliferona Umbeliferona Umbeliferona Fluoresceina
1 +++ +++ +++ ++ +
2 ++ + ++ + +
3 +++ +++ +++ - +
4 ++++ +H++ ++++ +++ +H++
5 - ++ - - +++
6 - - - - +++
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Esterase 4 (Est 4)

Esta regido migra a 5,0 cm da origem. Esterase de maior atividade
no gel, foi intensamente detectada com todos os substratos. Foram observados
trés variantes nesta regiao: 112, 106 e 100. A deteccao precisa dos fenétipos
existentes depende de trés coloracdes associadas: acetato ou propionato de
umbeliferona, butirato de umbeliferona e &-naftil-acetato, uma vez que nesta
regido as variantes apresentam mobilidades muito préximas, como pode ser
visto na Figura 14. Devido a esta dificuldade, consideramos apenas duas
variantes neste sistema (112 e 100).

Esterase 5 (Est 5)

Esta regiao foi detectada apenas com butirato de umbeliferona e
com 4a-naftil-acetato, encontrando-se a 4,5cm da origem. Duas variantes
eletroforéticas foram observadas, denominadas 108 e 100.

Esterase 6 (Est 6)

Esta regido s6 foi visualizada com o uso de a-naftil-acetato.

Localizada a 2,0cm da origem, ndo apresentou polimorfismo enzimatico.

Peptidases

Trés regides de atividade peptidasica foram detectadas, referentes
a PepA, PepD e PepB; todas se apresentaram polimorficas (Figura 15).
Peptidase A (PepA)

O pertil eletroforético para PepA foi obtido a partir do substrato
valil-leucina (Val-Leu), apresentando-se a 6,0cm da origem. Foram encontradas
duas variantes, 114 e 100.

Peptidase B (PepB)

O perfil eletroforético da PepB foi obtido utilizando-se o substrato
leucil-glicil-glicina (Leu-Gly-Gly). Esta regido esta localizada a 9,0cm da origem

e apresentou duas variantes, 106 e 100.
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>

Est 4

2 45

Figura 14: Padroes eletroforéticos de Esterases, evidenciando a Est 4. Em A esta
representado um gel Tris-citrato pH7,5, e em B um gel Histidina pH6,6. As setas
indicam a mesma amostra. A variante 106 é evidenciada apenas no gel B. Os

nameros 2, 4 e 5 indicam, respectivamente, os fenétipos 112/100, 100 e 112/106.
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Figura 15: Padrdes eletroforéticos de Peptidases (PepA e PepD) em amostras de
Digelasinus diversipes, coletadas na EEJ - Luis Antonio. Na regido da PepA as
amostras 13 e 18 representam os fenétipos 114/100 e 100, respectivamente. Na
regido da PepD os fenétipos homozigotos 106 e 100 estdo representados nas
amostras 9, 10 (respectivamente), enquanto que o heterozigoto 106/100 é

representado pela amostra 14.
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Peptidase D (PepD)

O perfil eletroforético desta regidao foi obtido a partir do substrato
leucil-prolina (Leu-Pro). Com mobilidade a 9,0cm da origem, duas variantes,

100 e 88, foram detectadas.

Leucil-amino-peptidase (Lap)
Uma regido bem definida da Lap foi revelada a 9,0cm da origem,
utilizando L-leucil-b-naftilamida como substrato. Nao foi encontrado

polimorfismo enzimatico nesta regiao.

Diaforases (Dia)
Duas regides definidas foram reveladas a 7,0 e 9,0cm da origem do
gel referentes a atividade diafordsica dependente de NADH e NADPH,

respectivamente. Estas regides ndo apresentaram polimorfismo enzimatico.

Arginina Quinase (ArgK)
A atividade desta enzima foi visualizada a 9,0cm da origem,

porém nao se detectou polimorfismo enzimatico.

Isocitrato desidrogenase (Icd)
Esta enzima apresentou uma regido facilmente visualizada a
3,0cm da origem do gel. Nesta regido, trés fenétipos foram caracterizados: 133,

133/100 e 100.

Manose 6-fosfato desidrogenase (Mpr)
A Mpi apresentou uma regido de atividade a 7,5cm da origem.
Trés variantes foram observadas: 100, 93 e 86. O gel com coloragdo para esta

enzima pode ser visualizado na Figura 16.
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Figura 16: Padroes eletroforéticos de Mpi em amostras de Digelasinus diversipes,
coletadas na EE] - Luis Antonio. Os fenétipos homozigotos 86, 100 e 93 estao
representados pelas amostras 4, 6 e 18, enquanto que os fenétipos heterozigotos

100/93,100/86 e 93/86 estao representados em 1, 7 e 9, respectivamente.
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a-Glicerofosfato desidrogenase (i-Gpdh)

O padrao eletroforético desta enzima apresentou 3 regides a 6,0cm
(a-Gpdh 1), 3,0cm (a-Gpdh 2) e 1,5cm (a-Gpdh 3) da origem. Destas, a-Gpdh 1
e a-Gpdh 2 apresentaram fenodtipos distintos, porém tais fenétipos nao
apresentaram caracteristicas de variacdo alélica (possivelmente, variagao

epigenética).

Glicose-6-fosfato isomerase (Gpi)
A Gpi apresentou uma regido definida a 6,0cm da origem; nao foi

detectado polimorfismo enzimatico.

Fumarase (Fum)
Esta enzima migra a 2,0cm da origem do gel e apresentou uma

banda de facil visualizagdo, porém nao foi detectado polimorfismo enzimatico.

Aconitase (Acon)
A atividade desta enzima pode ser facilmente visualizada a 3,5cm

da origem, porém sem a presenca de variantes eletroforéticas.

Malato desidrogenase (Mdh)

Trés regides de atividade foram definidas: as formas dependentes
de NAD, uma citoplasmatica e outra mitocondrial, e a forma dependente de
NADP+, citoplasmatica, referida como Me. A forma mitocondrial apresentou
mobilidade catédica (1,5cm) e auséncia de variantes, enquanto que as formas
citoplasmaticas migraram a 4,0cm (Mdh) e 2,0cm (Me), e apenas a primeira
apresentou polimorfismo. Nesta detectou-se a presenca de duas variantes, 120 e
100, e duas outras variantes raras, 110 e 87, detectadas em apenas uma das

amostras.
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Fosfoglicomutase (Pgm)
A regido da Pgm apresentou mobilidade a 4,0cm. Foram

encontradas duas variantes, 112 e 100, como pode ser visto na Figura 17.

Hexoquinase (Hk)
Esta enzima apresentou uma regido a 2,0cm da origem do gel,

porém nao foi detectado polimorfismo enzimatico.

Superdxido dismutase (Sod)
Duas regides foram reveladas: Sodl (4,0cm) e Sod2 (2,0cm), com
apenas a primeira regido apresentando polimorfismo. Na Sodl foram

observadas duas variantes, 100 e 87.

Transaminase Glutamica-Oxalacética (Got)
Duas regides de atividade foram evidenciadas, uma a 5,0cm e

outra bem préxima a origem; em ambas, nao foi observado variagdo alozimica.

b-Hidroxibutirato Desidrogenase (b-HBdh)

Esta enzima apresentou uma regido de atividade a 6,0cm da
origem, revelada quando se utilizou acido gliconico, mas ndo b-hidroxibutirato
de s6dio, como substratos. Nao foi detectado polimorfismo enzimatico nesta

regiao.

Fosfatase 4cida (Acp)

Trés regides de atividade foram definidas a partir da utilizacdo de
dois substratos (a- e b-naftil-fosfato acido de s6dio). Estas fosfatases migraram a
6,0cm (Acpl), 2,5cm (Acp2) e 1,5cm (Acp3) da origem. A regido Acpl
apresentou duas variantes, 114 e 100, bem como a regido Acp2, as variantes 100

e 80 (Figura 18). A regido Acp3 nao apresentou polimorfismo enzimaético.
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Figura 17: Padroes eletroforéticos de Pgm em amostras de Digelasinus diversipes,
coletadas na EE]J - Luis Antonio. Os fenétipos 112, 100 e 112/100 estao

representados pelas amostras 3, 11 e 16, respectivamente.
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Figura 18: Padrdes eletroforéticos de Fosfatase acida (Acpl, Acp2 e Acp3) em
amostras de Digelasinus diversipes, coletadas na EE] - Luis Antonio. Na regido
Acpl, os fenétipo 114, 114/100 e 100 podem ser observados nas amostras 10, 13
e 15, respectivamente. Em Acp2, os fenétipos 100, 100/80 e 80 podem ser

observados nas amostras 4, 9 e 18, respectivamente. A regidao Acp3 ndo

apresenta polimorfismo enzimatico.
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As enzimas Piruvato Quinase (Pk), Adenilato Quinase (Ak),
Aldolase (Ald), 6-Fosfogliconato Desidrogenase (6Pgd) e Glicose-6-Fosfato
Desidrogenase (G6pd) também foram testadas, porém ndo evidenciaram regioes

de atividades.

4.2.2 Estimativas de diversidade genética

Dos 38 locos enziméaticos amostrados, 16 deles exibiram
polimorfismo (42% - critério 1% - ver Tabela 6). Um ntimero muito pequeno de
individuos (agregados) coletados em Inf01 foram analisados, e por este motivo
estes resultados ndo foram incluidos nas andlises estatisticas. Por sua vez, os
locos Est5, aGpl, aGp2 nao foram incluidos nas andlises em razdo da
dificuldade na identificacdo dos fenétipos devido, aparentemente, a ligeiras
diferencas de idade entre os adultos analisados. A porcentagem de locos
polimoérficos (P), o numero médio de alelos (A), as freqiiéncias alélicas, o valor
de c2 de equilibrio genético e o nimero de individuos analisados para cada loco
e amostra estdo sumarizados na Tabela 6.

As andlises demonstraram que o loco Mdh nao se encontra em
equilibrio na amostra Pat00, da mesma forma que os locos PepB, PepD e Acpl na
amostra Pat01 e os locos PepB e Pgm na amostra Inf01. Foram analisados 29
machos adultos de cinco agregados diferentes, ndo tendo sido detectado
nenhum macho dipléide entre eles.

Os maiores valores de heterozigosidade intraloco (Hi) foram
observados para o loco Mpi nas trés amostras analisadas (0,41, 0,65 e 0,55, para
as amostras Pat00, Pat01 e Inf01, respectivamente), enquanto que os menores
valores foram observados para o loco Est: nas amostras Pat00 (0,013) e Inf01
(0.10) e para o loco Mdh (0,055) na amostra Pat01. A heterozigosidade média
observada (H) foi de 0,052 + 0,018 em Pat00, de 0,097 + 0,027 em Pat01 e de 0,101
+ 0,028 em Inf01. O valor médio da heterozigosidade média observada (H) para

as trés amostras foi 0,094 + 0,025.
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Tabela 6: Frequéncias alélicas (e respectivos desvios padrao), valores de X? de equilibrio genético
(ndmero de individuos analisados entre parénteses), proporcéo de locos polimérficos (P), nUme-
ro médio de alelos (A), e heterozigosidade média observada (H) para os locos polimoérficos em
Digelasinus diversipes. * indica valores significativos (a = 0,05).

Populagao
Locus Allele Pat00 Pat01 Inf01
Pep A 114 0,01 (£ 0,001) 0,12 (£ 0,005) 0,11 (£ 0,007)
100 0,99 0,88 0,89
X2 (n) 0,014 (76) 0,167 (181) 1,707 (107)
Pep B 106 0,39 (£ 0,0106) 0,30 (% 0,023)
100 0,61 0,70
X2 (n) 18,621* (120) 10,906* (108)
Pep D 100 0,62 (£ 0,015) 0,55 (£ 0,014)
88 0,38 0,45
X2 (n) 6,343* (109) 1,070 (54)
Acp 1 114 0,07 (£ 0,007) 0,20 (% 0,009) 0,26 (£ 0,013)
100 0,93 0,80 0,74
X2 (n) 0,242 (43) 7,390* (157) 0,538 (98)
Acp 2 100 0,91 (£ 0,009) 0,67 (£ 0,012) 0,64 (£ 0,016)
80 0,09 0,33 0,36
X2 (n) 0,452 (43) 1,221 (160) 0,855 (107)
Icd 133 0,18 (£ 0,012) 0,15 (£ 0,007) 0,07 (£ 0,005)
100 0,82 0,85 0,93
X2 (n) 1,453 (76) 1,137 (182) 0,691 (108)
Mpi 100 0,55 (£ 0,024) 0,44 (£ 0,013) 0,60 (% 0,0106)
86 0,27 (% 0,020) 0,40 (£ 0,013) 0,12 (£ 0,007)
93 0,18 (£ 0,014) 0,17 (£ 0,007) 0,28 (£ 0,014)
X2 (n) 3,847 (51) 0,719 (169) 10568 (100)
Estl 106 0,01 (£ 0,0005) 0,09 (% 0,004) 0,05 (% 0,003)
100 0,99 0,91 0,95
X2 (n) 0,003 (76) 1,809 (182) 0,311 (108)
Est 3 108 0,01 (£ 0,001) 0,00 0,00
100 0,99 1,00 1,00
X2 (n) 0,014 (74) 182 108
Est4 112 0,34 (£ 0,018) 0,23 (£ 0,009) 0,10 (% 0,0006)
100 0,66 0,77 0,90
X2 (n) 3,140 (76) 0,015 (181) 1,389 (108)
Sod 1 100 0,93 (% 0,005) 0,85 (£ 0,007) 0,42 (£ 0,016)
87 0,07 0,15 0,58
X2 (n) 0,463 (76) 0,017 (1640 2,286 (108)
Pgm 112 0,20 (£ 0,013) 0,37 (£ 0,012) 0,49 (£ 0,017)
100 0,80 0,63 0,51
X2 (n) 1,688 (76) 0,111 (179) 7,245% (108)
Mdh c 120 0,08 (% 0,000) 0,03 (£ 0,001) 0,09 (% 0,005)
100 0,92 0,97 0,89 (£ 0,007)
110 + 87 0 0 0,02 (£ 0,001)
X2 (n) 15,882* (76) 0,145 (182) 1,120 (108)
P 0.34 0,34 0,31
A 1.4 1,4 1,6
H

0.052 (+ 0.018)

0,097 (% 0,027)

0,101 (+0,028)
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Os valores da estatistica F estdo sumarizados na Tabela 7. Um
valor significativo de Fsr (0,070; c2? = 458,862; p<0,05; GL=28) e um valor nao
significativo de Fis (0,062; c2 = 29,9; p<0,05; GL=28) foram encontrados. Valores
significativos de Fst, mas ndo de Fis foram observados quando as populacdes
foram analisadas duas a duas. O coeficiente de distancia genética de Nei (1978)
foi de 0,017 entre Pat00-Pat01, 0,065 entre Pat00-InfO1 e 0,041 entre Pat01-Inf01.

Para a construcdo dos dendogramas a partir das distancias
genéticas de Nei (1987) foram utilizados apenas sete dos locos polimérficos
(PepA, Estl, Est4, Mdhc, Pgm, Icd e Mpi), por apresentarem dados em todos os
agregados analisados. A Figura 19 ilustra o dendrograma gerado para os
agregados coletados na Lagoa dos Patos nos anos de 2000 e 2001. A Figura 20
representa o dendrograma gerado para os agregados coletados nas lagoas do
Pato e do Inferndo, no ano de 2001.

O grau de parentesco genético médio foi calculado separadamente
entre os agregados de cada amostra, sendo 0,36 * 0,15 na Pat00, 0,23 + 0,09 na
Pat01 e 0,44 = 0,10 na Inf01.
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Tabela 7: Coeficientes da Estatistica-F e suas significancias determinadas a
partir de locos enziméticos de Digelasinus diversipes. * indicam valores

significativos; NS indicam valores nao significativos (a = 0,05).

Locus Fst c2 Fis c2 gl Fir
PepA 0,031 22,568 0,045 0,737 2 0,013
Estl 0,025 18,300 0,079 2,284 2 0,052
Est3 0,004 3,504 0,011 0,053 2 0,006
Est4 0,053 38,690 0,068 1,688 2 0,117
Acpl 0,028 19,992 0,15 8,033 2 0,174
Acp2 0,076 47,120 0,018 0,100 2 0,059
Mdhc 0,014 30,744 0,111 4,509 6 0,124
Pgm1 0,060 43,560 0,147 7,844 2 0,198
Sod1 0,256 178,176 0,062 1,338 2 0,302
Icdl 0,018 13,176 0,046 0,774 2 0,028
Mpil 0,033 43,032 0,087 2,467 4 0,117

Meédia 0,070 458,9* 0,062 29,9Ns 28 0,127
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Figura 19: Dendrograma de distancia genética segundo Nei (1978) para

agregados de Digelasinus diversipes coletados na Lagoa dos Patos em 2000 e

2001.
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Figura 20: Dendrograma de distancia genética segundo Nei (1978) para

agregados de Digelasinus diversipes coletados nas lagoas do Pato e do Inferndo

em 2001.
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5.Discussio

5.1 Biologia de Digelasinus diversipes

5.1.1 Ciclo de Vida

Digelasinus diversipes é uma espécie univoltina, os adultos sao
encontrados a partir do inicio de Outubro, e as larvas estdo ativas de Novembro
a Marco, podendo ou ndo entrar em diapausa. O ciclo de vida descrito no
presente trabalho condiz com os relatos de Penteado-Dias (1991).

Os agregados coletados em 2000, nas duas &reas de estudo,
apresentaram um periodo de emergéncia longo, iniciando em setembro e
prolongando-se até maio. J4 o periodo de emergéncia dos agregados coletados
em 2001 foi de outubro a janeiro. As diferencas encontradas durante o periodo
de emergéncia dos dois anos de coleta podem ser conseqiiéncia do manuseio
destes agregados em laboratério, onde fatores como luz, umidade e
temperatura podem ter alterado o desenvolvimento dos individuos durante o
primeiro ano.

Os machos de Digelasinus diversipes emergiram primeiro que as
fémeas, e estas emergiram com todos seus ovos prontos para serem fecundados
e/ou ovipositados. Estas observacdes estao de acordo com relatos da literatura
que mostram estas particularidades ocorrendo ndo s6 em outras espécies de
Argidae, como T. olfersii e D. diasi, estudados por Dias (1975 e 1976), mas
também como sendo caracteristicas das espécies pertencentes a
Tenthredinoidea (Dias, 1981).

Em laboratério, pudemos observar que machos e fémeas
procuram copular entre si logo apds o nascimento. Este comportamento é
bastante difundido entre as espécies de sinfita, uma vez que, de maneira geral,
os adultos sdo efémeros, vivendo apenas poucos dias apds a eclosao, como é o
caso de Digelasinus diversipes. Em poucas espécies foram observados adultos

sobrevivendo por mais de duas semanas (periodo médio desde a oviposicao até
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a eclosdo das larvas - Dias, 1981; Smith, 1993), mas este periodo pode se
estender, como no caso de T. olfersii, D. diasi, Syzygonia e Perga, onde as fémeas

apresentam cuidado maternal de ovos e larvas jovens (Dias, 1975 e 1976; Smith,
1993).

O univoltismo em sinfita é amplamente difundido entre as
espécies, porém em alguns casos o nimero de geracdes pode ser bastante
varidvel e dependente das condi¢des climaticas (Knerer, 1993; Baumann et al.,
2003). Em Diprion pini, por exemplo, algumas populacdes sdo bivoltinas,
podendo apresentar uma terceira geracdo por ano, enquanto que outras
populacdes sdo univoltinas, com diapausa prolongada (Baumann et al., 2003).
Algumas espécies apresentam até quatro geragdes por ano, como é o caso de
Dielocerus diasi (Dias, 1976) e esse ntimero pode ser ainda maior, de 3 a 7
geracdes, em Athalia rosae (Oishi et al., 1993). Por outro lado, algumas espécies
de altitudes e latitudes extremas podem levar até dois anos para completar seu
ciclo de vida (Knerer, 1993).

A diapausa é um atraso no desenvolvimento que facilita a
sobrevivéncia durante os periodos desfavoraveis, quando o crescimento normal
esta prejudicado (Tauber & Tauber, 1976 em Knerer, 1993). Quando as
condicdes se tornam favoraveis, o desenvolvimento se completa. Este periodo
de dorméncia ocorre principalmente durante o estidgio larval, dentro dos
casulos (Knerer, 1993), porém também pode ocorrer nos ovos (Neodiprion), nos
adultos (Neodiprion maurus) ou na fase de pré-pupa, como no caso de D.
diversipes e T. olfersii (Dias, 1975).

Os agregados de D. diversipes foram parasitados por Lymeon
dieloceri, Perilampus sp. e Conura (Spilochalcis) sp., assim como relatado por
Penteado Dias (1991). Em Symphyta, é comum que ovos, larvas e pré-pupas
sejam parasitadas por outros himendpteros. As larvas apresentam maior
susceptibilidade aos parasitas por se alimentarem expostas na vegetacdo (Smith,
1993). Em espécies de importancia econdmica, a relacdo parasita-sinfita é

estudada em detalhes, 0 mesmo ndo ocorre na relagdo predador-sinfita que é
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pouco conhecida (Smith, 1993). Para se proteger contra predadores e
parasitdides, as larvas desenvolveram algumas adaptacdes como alimentagdo
na face interna da folha, coloracdo mimética, pélos e espinhos e alimentacdo
gregaria (Smith, 1993; Codella & Raffa, 1993).

O dimorfismo sexual encontrado em D. diversipes, com fémeas
maiores do que os machos, também foi relatado por Dias (1981) para T. olfersii e
D. diasi, e em 11 espécies de sinfita revisadas por Craig & Mopper (1993). Estes
autores atribuem esta diferenca de peso entre machos e fémeas inclusive ao
namero de estagios larvais destes insetos, uma vez que os machos geralmente
apresentam um estagio larval a menos que as fémeas.

As diferengas encontradas no peso de machos e fémeas entre os
locais de estudo, nos dois anos de coleta, podem ser reflexo de diferencas
qualitativas e quantitativas na alimentacdo destes individuos durante a fase

larval.

5.1.2 Razao Sexual

A razao sexual secundéria encontrada nos adultos de D. diversipes
foi diferente de 1:1 (fémeas : macho), favorecendo o maior ntimero de fémeas.
Os estudos mais antigos sobre razao sexual em Symphyta (revisados por Dias,
1981), trazem discordédncia neste aspecto. Alguns autores relatam razado sexual
secunddria préxima de 1:1, mas alegam que podem existir variagcdes dentro de
uma espécie, de acordo com a localidade estudada. Outros estudos apontam
para o predominio de fémeas no estdgio adulto de algumas espécies. H4 ainda,
relatos de que algumas espécies de Tenthredinidae, Cimbicidae, Pergidae e
Diprionidae (mas ndo em Argidae) apresentam partenogénese telitoca, onde os
individuos hapléides ddo origem a fémeas e ndo a machos, e a presenca de
machos é rara e ndo funcional. Por outro lado, a presenca de partenogénese
arrendtoca (onde machos sdo produzidos a partir de ovos nao fecundados, e
fémeas a partir de ovos fecundados), relatada na maioria das espécies de

tentredinideos, mostra sempre o predominio de fémeas, enviesando a razao
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sexual secundédria mais comumente para 2 ou 3 fémeas para cada macho.
Estudos mais recentes sobre o assunto (revisados por Craig & Mopper, 1993)
também mostram o predominio de razdo sexual enviesada para fémeas. Estes
autores relatam que 43 espécies apresentaram razao sexual favorecendo fémeas,
2 espécies apresentaram razao sexual favorecendo machos e em 5 espécies a
razdo sexual nao foi diferente de 1:1.

Desvios da razdo sexual 1:1 em Hymenoptera tém sido
extensivamente relatados e as explicagdes recaem sobre a propria
haplodiploidia. Segundo Fisher (1930), se o beneficio reprodutivo do
investimento parental em ambos os sexos é igual e linear, entdo é de se esperar
que a razao sexual seja 1:1. Por outro lado, se este ndo for igual e linear, é
esperado que a razao sexual seja desviada favorecendo um dos sexos, para que
possa haver uma compensagdo no investimento parental (investimento igual,
apesar de numeros diferentes), como ocorre em himendépteros.

Em Symphyta, tanto a razdo sexual primaria como a secundéria
podem apresentar desvios. Entre as causas que alteram a razdo sexual primaria
estdo a partenogénese telitoca (onde ndo ocorre a producdo de machos) e o
controle da fémea em fertilizar ou ndo os ovos no momento da oviposicao. Ja os
desvios encontrados na razdo sexual secundaria podem ser explicados pela
mortalidade diferencial de machos (a haplodiploidia permite a expressao
acentuada de alelos deletérios) e por caracteristicas do préprio ciclo de vida da
espécie (os machos sdo menores, mais leves e voam mais rdpido do que as
fémeas) (Craig & Mopper, 1993). Um outro motivo pelo qual a razdo sexual
poderia se desviar da esperada 1:1 é a existéncia de acasalamento endogamico
nestas populacdes. Hamilton (1967) propds o modelo de Competicao Local por
Acasalamento (LMC) para explicar o efeito do endocruzamento na razdo sexual.
Neste modelo, as fémeas e os machos se acasalam no local onde emergiram e s6
depois é que as fémeas dispersam para fazer a oviposigdo. Assim, o
endocruzamento esta correlacionado com o ntimero de fémeas que colonizaram

aquele hospedeiro, e para minimizar a competicdo entre irmdos pelo
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acasalamento, sdo produzidos machos em numero suficiente apenas para
garantir a fertilizacdo das fémeas.

Embora ndo tenham sido observados niveis significativos de
endogamia nesta espécie (discutidos mais adiante) e alguns detalhes do ciclo de
vida referentes a acasalamento e dispersdo nao foram observados em campo,
dados laboratoriais apontam que machos e fémeas de D. diversipes se acasalam
logo ap6s a emergéncia. Embora resultados semelhantes tenham sido
encontrados por Dias (1981) em seus estudos com D. diasi e T. olfersii, ainda

assim é prematuro definir qual, ou quais fatores, levaram a razao sexual

enviesada para fémeas observada neste estudo.

5.1.3 Coépula, Oviposicao e Cuidado Maternal

Pouco se sabe sobre o comportamento de acasalamento em sinfita.
A maioria dos estudos trata de fémeas que acasalam apenas uma vez, enquanto
que os machos acasalam mais de uma vez. Este comportamento corresponde ao
observado em laboratério para D. diversipes, e ao observado por Dias (1976)
para D. diasi.

Muitos relatos tratam de feromoénios sexuais exalados pelas
fémeas para a atracdo de machos para a cépula. Fémeas virgens atraem um
grande namero de machos (Anderbrant, 1993) e, apds a cépula, a fémea passa a
ndo ser mais atrativa aos machos. Ainda que algum macho se aproxime para
uma nova cépula, este é repelido pela fémea (Dias, 1981). Por outro lado, os
machos estdo sempre prontos para uma nova cépula. De modo geral, as fémeas
recém emergidas permanecem na drvore hospedeira para a coépula, e somente
depois que foram inseminadas pelos machos é que saem para o vodo de
dispersao, a fim de encontrar o local onde depositardo seus ovos.

As fémeas de D. diversipes depositam seus ovos todos de uma vez,
numa unica folha, formando clusters. Comportamento semelhante foi
observado em fémeas de T. olfersii e D. diasi (Dias, 1975 e 1976). Casos como

estes sao conhecidos por semelparidade. Este tipo de comportamento é bastante
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difundido em diprionideos, porém, menos encontrado em tentredinideos, onde
é mais comum a oviposicdo de um ou poucos ovos por folha, em folhas de
diferentes plantas (Craig & Mopper, 1993).

Em sinfita, é comum encontrar varias fémeas ovipositando no
mesmo hospedeiro. Evidéncia disto em D. diversipes é o grande ntmero de
grupos de larvas ainda nos primeiros instars de desenvolvimento que se
alimentam em uma mesma planta. Alguns estudos mostram que, de modo
geral, a distribuicdo das arvores infestadas por sinfitas ndo segue distribuigao
normal, ou seja, ha &rvores hospedeiras mais infestadas do que seria esperado
ao acaso, e vice-versa (Dias, 1981; Mopper & Whitham, 1992; Emery, 1998).

Apesar de Benson (1938, em Dias, 1981) ter reportado cuidado
maternal em D. diversipes, este comportamento nao foi observado durante este
estudo. Dias (1981) apresenta uma revisdo deste comportamento em sinfita.
Segundo este autor, 18 espécies (10 géneros, 4 subfamilias), principalmente
pertencentes a Argidae e Pergidae, apresentam algum tipo de cuidado
maternal. Nas espécies neotropicais T. olfersii e D. diasi (Dias, 1975 e 1976) as

fémeas apresentam uma complexa série de comportamentos em defesa de sua

postura.

5.1.4 Alimentacao das Larvas

Em D. diversipes, os ovos demoram cerca de um més apds a
postura para eclodirem. Relatos da literatura (Dias, 1975, 1976, Smith, 1993)
informam que as larvas de sinfita demoram, em média, uma ou duas semanas
para eclodirem.

As larvas de sinfita apresentam comportamento, morfologia e
fisiologia semelhantes as lagartas de Lepidoptera. A alimentagdo das larvas de
sinfita pode ocorrer de maneira gregaria ou isolada. A maioria dos grupos em
sinfita apresenta os dois tipos de alimentacdo, mesmo em espécies proximas

que apresentam a mesma planta hospedeira, como é o caso de Hemichroa alni



62

(espécie solitaria) e Hemichroa crocea (espécie gregaria) (Heitland & Pschorn-
Walcher, 1993).

O gregarismo larval encontrado em D. diversipes também esta
presente em outras espécies de Argidae, Diprionidae, Pergidae e Nematinae
(Heitland & Pschorn-Walcher, 1993). As larvas que apresentam este
comportamento em geral apresentam coloracdo aposemaética e exibem
movimentos coletivos de defesa, como elevar o abdémen num movimento
rapido e expelir um liquido viscoso e repelente (Dias, 1975 e 1976; Heitland &
Pschorn-Walcher, 1993; Costa & Louque, 2001).

Em D. diversipes, larvas de diferentes tamanhos se alimentam em
um mesmo grupo, resultado da fragmentacdo e/ou fusao destes grupos, como
decorréncia da dispersdo das larvas dentro e entre plantas hospedeiras.
Segundo revisdo realizada por Craig & Mopper (1993), a dispersdo durante a
fase larval é muito alta, encontrada em 6 das 10 espécies estudadas. Costa &
Louque (2001) constataram que em Neodiprion lecontei os grupos de alimentacao
podem ser familias simples, resultantes do acasalamento de uma fémea e um
macho, ou podem ser resultado da associagdo de larvas de diferentes grupos.
Nas espécies neotropicais Themos olfersii (Dias, 1975) e Dielocerus diasi (Dias,
1976), as larvas também apresentam comportamento gregario, podendo ou ndo
haver fusdo dos grupos de alimentac¢do, porém nestas espécies os grupos larvais
ndo se deslocam de uma planta para outra, como ocorre em D. diversipes. Em D.
diasi, os agregados encontrados nas arvores sdao formados por um nimero
muito grande de individuos, sugerindo a presenca de grupos larvais
ovipositados por mais de uma fémea (Dias, 1981).

Evidéncias como larvas marcadas de diferentes cores se
alimentando juntas, nimero de casulos de um agregado maior do que o
nimero médio de ovos encontrado no abddmen das fémeas e baixo parentesco
genético entre individuos emergidos de um mesmo agregado (discutido mais
adiante) apontam que em D. diversipes um agregado é formado por larvas de

diferentes posturas.



63

5.1.5 Capacidade Suporte do Hospedeiro

Os agregados de Digelasinus diversipes foram encontrados aderidos
ao tronco da arvore hospedeira, assim como relatado por Penteado-Dias (1991),
e ndo suspensos como sugerido por Costa-Lima (1960).

A correlagdo encontrada entre o tamanho dos agregados (medido
através da area) e a planta hospedeira (medida através de seu didmetro), mostra
que arvores maiores sdo capazes de suportar um maior nimero de individuos.
Uma vez que as larvas de Digelasinus diversipes se alimentam de maneira
gregéria e dispersiva, seria esperado que arvores maiores abrigassem um maior
numero de individuos em alimentacdao, decorrente inclusive de um maior
nimero de posturas nestas &rvores, e que agregados maiores fossem
construidos junto a essas arvores.

Arvores maiores podem fornecer maior quantidade de alimento
para as larvas, porém, nao foi estabelecida uma correlacao significativa entre o
peso médio dos individuos e o tamanho da planta hospedeira. O
comportamento das larvas de D. diversipes se dispersarem entre &rvores
vizinhas pode explicar este fato, uma vez que a alimentacdo das larvas nao é
dependente somente dos recursos da arvore hospedeira onde os ovos foram
ovipositados.

Em himenodpteros parasitéides, muitos estudos mostram que o
tamanho do hospedeiro é fator importante no momento da oviposicao, afetando
a escolha do sexo da progénie (hospedeiros maiores sdo destinados aoviposicao
de fémeas, enquanto que hospedeiros menores sao destinados a oviposicdo de
machos), uma vez que os recursos disponiveis para o desenvolvimento das
larvas sdo dependentes deste fator. Acredita-se que, de maneira semelhante, as
fémeas de sinfita poderiam utilizar a alocagdo sexual como adaptacdo as
condi¢des ambientais, variagdes na qualidade da planta hospedeira, densidade
populacional ou estrutura da populacdo (Craig & Mopper, 1993). Por outro
lado, para insetos fitéfagos como no caso dos sinfitas, o tamanho da planta

hospedeira é apenas um dos fatores que determinam a qualidade da planta.



64

Outros fatores seriam defensivos quimicos, nutricdo e crescimento do
hospedeiro. Se qualquer um destes aspectos influencia o fitness do inseto,
afetando diferencialmente machos e fémeas, os parentais podem, entdo, ajustar
a razao sexual da progeénie (Craig & Mopper, 1993).

A auséncia de correlacdo significativa entre a razdo sexual e o
tamanho da arvore hospedeira em Digelasinus diversipes pode ser explicada pela
dispersdo larval durante a alimentagdo. Assim, se houver alocacdo sexual
baseada na qualidade da planta, ou seja, se em Digelasinus diversipes as fémeas
decidem o sexo da progénie no momento da oviposicdo dependendo das
condi¢des ambientais, o efeito desta escolha pode desaparecer no momento em
que as larvas migram entre as arvores vizinhas, provavelmente, a procura de
mais alimento, associando-se a outros grupos larvais, inclusive no momento da

construcdo dos agregados.

5.2 Estrutura Genética Populacional

Os parametros de diversidade genética estimados neste trabalho
(proporcao de locos polimérficos, nimero médio de alelos, heterozigosidade
intraloco e média) mostraram valores igualmente elevados nas trés amostras
analisadas. Dos 38 locos enzimaticos estudados, 16 apresentaram polimorfismo
(Est1, Ests, Ests e Ests, PepA, PepB e PepD, Icd, Mpi, Mdh, Pgm, Sodi, Acp1 e Acpz,
aGpie aGpz) o que representa 42% de locos polimérficos (critério 1%).

Uma vez que a proporcao de locos polimérficos (P) e o nimero
médio de alelos (A) sdo estimativas que pouco refletem a real variabilidade
genética de uma populagdo, apenas os niveis de heterozigosidade média foram
utilizados para comparacdes estatisticas entre as espécies de Hymenoptera.
Assim, para fins comparativos entre os dados da literatura e os obtidos no
presente trabalho, apresentamos na Tabela 8 wum valor médio da
heterozigosidade média em Hymenoptera (Metcalf et al., 1975, Wagner &
Briscoe, 1983; Crespi, 1991; Owen et al., 1992; Shoemaker et al., 1992; Packer et

al., 1995; dados ndo publicados deste laboratério) e os valores ja reportados para
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Symphyta, bem como um valor médio de heterozigosidade média para este
grupo (Graur, 1985; Sheppard & Heydon, 1986; Woods & Guttman, 1987;
Rosenmeier & Packer, 1993; Boato & Battisti, 1996).

Os valores de heterozigosidade média observada nas trés
amostras analisadas ndo apresentaram diferencas significativas entre si
(Bootstrap sobre locos, IC 95%, Efron, 1982  Figura 21). O valor médio da
heterozigosidade média de D. diversipes estimado neste trabalho nao difere
significativamente do valor médio da heterozigosidade para espécies de sinfita
descritas na literatura, porém, é significativamente diferente da média estimada
para outros himenépteros (Bootstrap sobre locos, IC 95%, Efron, 1982 - Figura
21).

Considerando o valor de heterozigosidade média observado para
D. diversipes, um novo valor médio de heterozigosidade foi calculado para as
espécies de sinfita (0,086 + 0,054), o qual se mostrou significativamente diferente
do valor encontrado para Hymenoptera (teste U unicaudal - Mann-Whitney
Figura 21).

Algumas explicacoes tém sido propostas para os baixos niveis de
variabilidade genética encontrados nos himendpteros. A haplodiploidia,
caracteristica intrinseca deste grupo, reduz o tamanho efetivo da populagao,
aumenta a taxa de fixagdo dos alelos, dificulta a obtencao de um polimorfismo
estavel e aumenta a ligacdo génica e o efeito carona devido aos menores niveis
de recombinacdo presentes nos haplodiploides (Crozier, 1971; Lester &
Selander, 1979; Pamilo & Crozier, 1981; Avery, 1984; Owen, 1985). As
peculiaridades comportamentais e ecoldgicas dos himendpteros também
contribuem para a reducdo da variabilidade. Insetos sociais vivem em colonias
onde apenas um ou poucos individuos sdo responsaveis pela reproducao,
diminuindo assim o tamanho efetivo da populacdo, e o potencial para a
variabilidade genética (Pamilo et al., 1978; Lester & Selander, 1979; Berkelhamer,
1983). Ainda, a estrutura fisica do ninho e alguns comportamentos dentro deste

promovem o tamponamento das variagdes ambientais que poderiam ser
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experimentadas pelos imaturos, e, de acordo com a hipétese da variagdo de
nicho (Van Valen, 1965), a reducdo nas variagdes ambientais pode levar a
reducdo na variacdo genética. Por fim, espécies parasitas freqiientemente
experimentam o afunilamento em suas populagdes devido a mudangas na
quantidade de hospedeiros, o que também pode levar a menor variabilidade
genética neste grupo (Lester & Selander, 1979). No entanto, os niveis de
heterozigosidade tém se mostrado distintos entre espécies de um mesmo
estagio social (Owen, 1985) e o tamanho efetivo da populacao é influenciado,
ainda, pela razao sexual (Crozier, 1976; Hedrick & Parker, 1997; Packer &
Owen, 2001) e pelo sistema de acasalamento (Berkelhamer, 1983; Owen, 1985).

Os dados aqui apresentados mostraram altos niveis de
heterozigosidade em Symphyta, assim como os encontrados por Sheppard &
Heydon (1986), Rosenmeier & Packer (1993) e Boato & Batistti (1997). Estes
dados sugerem, entdo, que a haplodiploidia per se ndo parece ser responsavel
pelos baixos niveis de variabilidade genética em Hymenoptera.

Os valores da estatistica-F de Wright demonstraram que as
amostras analisadas ndo sdo geneticamente homogéneas (Fsr=0,070; c2 =
458,862; p<0,05; GL=28), indicando que esta populacdo se encontra subdividida
e que, portanto, ndo ocorre fluxo génico significativo entre as subpopulagoes.
As duas amostras coletadas em anos sucessivos na lagoa dos Patos (Lag00 e
Lag01) também se mostraram heterogéneas geneticamente (Fst =0,025; c2 =
157,458, p<0,05, GL=14). Este resultado pode ser justificado por uma
distribuicdo espacialmente heterogénea das arvores de onde foram retirados os
casulos nos dois anos consecutivos. A estatistica-F revelou ainda que ndo ha
niveis significativos de endogamia dentro de amostras e na amostra total
(F1s=0,062; c2 = 29,828; p<0,05; GL=28). Este resultado é corroborado pela ndo
deteccao de machos dipléides. Considerando o namero de machos analisados e
a probabilidade de um macho, sendo dipléide, ser heterozigoto para, pelo
menos, um dos marcadores genéticos utilizados, a freqiiéncia de machos

dipléides nesta espécie nao deve ser superior a 3%.
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Em Hymenoptera, a haplodiploidia arrenétoca (onde os machos
sdo hapléides e originarios de ovos nao fecundados, enquanto que as fémeas
sdo diploides e originarias de ovos fecundados) parece ser a regra, embora
algumas espécies apresentem partenogénese telitoca (onde ovos ndo
fecundados dao origem a fémeas). Machos dipléides causam problemas
genéticos ao se acasalarem, portanto, na natureza nao deve ser comum a
ocorréncia destes machos devido a baixa fertilidade, baixa viabilidade e aos
altos custos que representam para as espécies. Porém, a presenca de machos
diploéides tem sido amplamente relatada, em diferentes espécies da ordem (33
espécies, segundo Cook, 1993), inclusive em Neodiprion nigroscutum e Athalia
rosae ruficornis, ambos sinfitas (Smith & Wallace, 1971; Hung et al., 1974; Chaud-
Neto & Kerr, 1980; Camargo, 1982; Ross & Fletcher, 1985; Packer & Owen, 1990;
Naito & Suzuki, 1991, Cook, 1993; Roubik et al,, 1996). Diferentes espécies
desenvolveram mecanismos de eliminagdo destes machos, como por exemplo, o
canibalismo larval destes machos e da rainha que os produziu pelas operarias e
a expulsao do adulto da coldnia.

Os modelos existentes para explicar os mecanismos de
determinagao do sexo em Hymenoptera seguem duas vertentes: balango génico
e CSD (Complementary Sex Determination). De acordo com uma revisdo feita
por Cook (1993), o modelo CSD de loco tnico é, atualmente, o modelo que
melhor se aplica a um maior niimero de espécies em Hymenoptera. Segundo
este modelo, proposto por Whiting (1939 e 1943), o sexo é determinado por
multiplos alelos de um loco tnico, e os individuos heterozigotos se
desenvolvem em fémeas, enquanto que individuos hemi ou homozigotos se
desenvolvem em machos. Uma das predicdes testaveis deste modelo é que a
endogamia leva a maior homozigose dos alelos sexuais e, como conseqtiéncia, a
ocorréncia de machos dipléides. E neste ponto que o modelo falha: em espécies
parasitas, o endocruzamento é freqiiente e quase obrigatério. No modelo CSD

de locos multiplos, proposto por Crozier (1971), a endogamia também acarreta
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a producdo de machos dipléides, porém, mais vagarosamente do que no
modelo de loco tnico.

Embora ndo se possa excluir a possibilidade da ocorréncia de
mecanismos de eliminagao no estagio larval dos machos dipléides produzidos,
caso o modelo CSD responda pela determinacdo do sexo em Digelasinus
diversipes, a ndo deteccdo de machos diploides, portanto, reflete a baixa
freqtiéncia de acasalamentos endogamicos encontrados nesta espécie,
verificados pelos coeficientes Fis em cada amostra e na amostra total.

Os dendrogramas de distancia genética ilustram, como esperado,
que as diferencas genéticas entre as amostras das duas areas sao maiores que as
observadas entre as amostras de uma mesma area em dois anos consecutivos.
As distancias genéticas (D) estimadas nas amostras da Lagoa dos Patos (Figuras
19) ndo foram suficientemente distintas para agrupar os agregados coletados
nos dois anos consecutivos, apesar de ter sido encontrado estruturacao entre as
duas amostras. Por outro lado, os valores de D para as amostras coletadas em
2001 (Figura 20) foram capazes de agrupar em clusters diferentes os agregados
provenientes das duas areas de estudo, revelando uma baixa dispersdao dos
adultos desta espécie.

O parentesco médio estimado entre os individuos de um
agregado foi baixo, evidenciando, juntamente com as observacdes de campo,
que durante a alimentacdo as larvas de diferentes posturas se associam para
formar os agregados, e que a dispersao larval pode ocorrer nao s6 na mesma

arvore onde foi realizada a postura, mas também entre arvores vizinhas.
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6. Concluséao

Este estudo explorou alguns aspectos da biologia de Digelasinus
diversipes, encontrados em duas areas da Estacdo Ecoldgica do Jatai, Luis
Antbnio (SP). Esta espécie neotropical pertencente a Argidae apresenta uma
geracgdo por ano, e suas larvas se alimentam de maneira gregaria em Eugenia cf.
glazioviana Kiaersk. (Myrtaceae). Durante a alimentacdo, pode ocorrer a
associacdo de diferentes grupos larvais, ou mesmo a fragmentacdo destes
grupos. Os agregados sdo encontrados junto ao tronco da arvore hospedeira e
larvas de diferentes posturas se associam para sua construcao.

Os sistemas enzimaticos estudados neste trabalho revelaram altos
niveis de polimorfismo em Digelasinus diversipes, comparaveis com a
variabilidade genética encontrada em insetos diplodipléides. Estes achados
levam a crer que os baixos niveis de heterozigosidade encontrados em outros
himendpteros ndo sdo consequéncia apenas do sistema de determinacdo de sexo
haplodiploide, caracteristico destes insetos.

A populacdo estudada se mostrou estruturada, sugerindo
auséncia de fluxo génico significativo entre as amostras, o que leva a crer que
esta espécie ndo se dispersa a grandes distancias, corroborando os relatos da
literatura. Os baixos niveis de endogamia e o0 baixo grau de parentesco
encontrado constituem evidéncias de que os agregados sdo resultantes da
postura de varias fémeas.

Ao finalizar este trabalho, algumas consideracdes merecem ser
feitas. O baixo grau de parentesco encontrado entre os individuos do agregado
pode ser atribuido a associacdo das larvas para construcdo dos agregados;
entretanto, o baixo parentesco pode ser reflexo também do sistema de
acasalamento desta espécie. Esta questdo poderia ser resolvida com observacgdes
em campo, captura da fémea logo ap6s o fim da oviposicdo e transferéncia das
folhas onde a postura foi realizada para uma arvore controle. A retirada das

folhas com oviposi¢cdo poderia viabilizar o conhecimento da razéo sexual
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primaria, com experimentos de quantificacdo de DNA por fluorocromos (como
os realizados por Coleman et al.,, 1981 e Coleman & Golf, 1985, em Craig &
Mopper, 1993). Andlises eletroforéticas adicionais, a partir das fémeas que
sabidamente realizaram posturas e de suas larvas, forneceria dados sobre o
sistema de acasalamento Unico ou multiplo da fémea de Digelasinus diversipes.
Um estudo sobre a distribuicdo das plantas hospedeiras e sobre a dispersao dos
adultos traria maiores informacdes sobre a estrutura da populacédo estudada. O
estudo de parametros informativos sobre a qualidade das plantas hospedeiras
poderia, juntamente com o0s experimentos de transferéncia dos ovos, ajudar nas
guestdes sobre alocacdo sexual. Estas informacdes certamente contribuirdo para
a melhor compreensdo da biologia e da estrutura genética das populacdes deste
sinfita neotropical, abrindo caminhos para o estudo deste importante grupo de

himendpteros por outros grupos de pesquisa do pais.
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