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2018. 18f. Monografia — Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, 2018.

RESUMO

Espécies com comportamento primitivamente social sdo modelos importantes na
pesquisa sobre evolucdo da eussocialidade. Este estudo se propds a analisar o parentesco
genético entre fémeas associadas e a prole produzida, em ninhos de Xylocopa frontalis, com o
objetivo de verificar se estd ocorrendo dominancia da reprodugdo por parte de uma fémea.
Nossos resultados apontam que nas associagdes formadas durante o reuso de ninhos de
Xylocopa frontalis ocorre um compartilhamento da reproducdo entre as fémeas. As analises
genéticas apontam prole relacionada a mais de uma fémea. Esses resultados estdo de acordo
com o modelo de desvio reprodutivo, no qual as fémeas competem pela reprodugao,
fendmeno ja registrado em outras espécies do género Xylocopa. Esses resultados, somados a
outras pesquisas moleculares e comportamentais com espécies que apresentam sistemas mais
basais de comportamento social, podem promover o melhor entendimento da evolucdo do

comportamento eussocial em insetos.

Palavras-chave: desvios reprodutivos; comportamento eussocial; abelhas.
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ABSTRACT

Species with primitively social behavior are important models in the research on eusociality
evolution. This study aimed to analyze the genetic kinship among associated females and the
offspring produced in nests of Xylocopa frontalis, in order to determine if the reproductive
dominance is performed by only one female. Our results showed that the nesting females
share the reproduction in all nests observed. Genetic analyzes point to offspring related to
more than one female. These results is supported are in agreement with the model of
reproductive skew, in which females compete for reproduction, a phenomenon already
registered in other species of the genus Xylocopa. These data, coupled with other molecular
and behavioral research with species that present more basal systems of social behavior, may

promote a better understanding of the evolution of eusocial behavior in insects.

Keywords: Reproductive skews; eusocial behavior; carpenter bees
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1. Introduciao

A evolucao da eussocialidade chama aten¢do dos bidlogos desde Darwin (PRAGER,
2014). A caracterizacdo do comportamento eussocial envolve o cuidado coletivo com a prole,
a divisdo reprodutiva de trabalho e a sobreposi¢do de geracdes (MICHENER 1974). Essas
caracteristicas nao sdo obrigatoriamente relacionadas, por isso foram propostos diferentes
niveis de socialidade: a) solitario: auséncia de todos os critérios citados acima; b) subsocial:
ocorréncia de cuidado parental com os imaturos; ¢) comunal: membros da mesma geragao
vivem juntos, sem coopera¢ao no cuidado com a prole; d) quasissocial: membros da mesma
geracdo vivem juntos e cooperam no cuidado da prole; e) semissocial: como em quasissocial,
mas apresentam também divisao reprodutiva de trabalho e f) eussocial, como em semissocial,

porem ha também a sobreposi¢do de geragdes (MICHENER, 1974)

A divisdo de trabalho reprodutivo depende de uma acgdo altruista por parte de algumas
fémeas, que ndo se reproduzem em detrimento da reproducdo de outras fémeas (KELLER;
CHAPUISAT, 1999). Nos Hymenoptera, devido ao sistema haplodiploide de determinacdo do
sexo, no qual os machos sdo produzidos por partenogénese e haploides, as fémeas irmas,
quando filhas de um mesmo macho, sdo mais aparentadas entre si do que com seus proprios
filhos, gracas as relagdes assimétricas de parentesco genético. Um maior parentesco entre os
individuos pode favorecer a evolucdo de caracteristicas altruistas, conforme proposto por

Hamilton (1964).

Atualmente ¢ amplamente aceito que o estudo de espécies que apresentam niveis de
organizagdo social intermedidrios entre o comportamento solitario e o eussocial, tem especial
importancia para um melhor entendimento da evolu¢do de comportamentos sociais, pois pode

auxiliar na compreensdo dos fatores ecoldgicos e genéticos que poderiam ter favorecido o



surgimento de padrdes comportamentais mais avancados de cooperacdo, caracteristicos de

espécies eussociais (VELTHUIS; GERLING, 1983).

Diferentes niveis de socialidade podem ser observados em Aracnideos (AVILES,
1997; SAITO, 1997) e varios grupos de insetos, como Hemiptera (STERN; FOSTER, 1997),
Thysanoptera (CRESPI; MOUND, 1997), Coleoptera (HALFFTER, 1997), Lepidoptera
(COSTA; PIERCE, 1997), Isoptera (SHELLMAN-REEVE, 1997) e Hymenoptera
(DANFORTH, 2002). No caso de Hymenoptera, considerando que as formigas sdo todas
eussociais, somente abelhas e vespas podem ser observadas em diversos niveis de socialidade,

desde solitario até eussociais.

As abelhas apresentam cerca de 20.00 espécies descritas, distribuidas em sete familias
(DANFORTH et al., 2013). Pertencem a superfamilia Apoidea juntamente com um grupo de
vespas conhecido como vespas esfecoides que compreende as familias Heterogynaidae,
Ampulicidae, Crabronidae, Sphecidae (SILVEIRA; MELO; ALMEIDA, 2002). As abelhas
possuem estreitas relagdes filogenéticas com esse grupo suportadas por dados morfologicos e
moleculares que também indicam maior parentesco com Crabronidae (DANFORTH et al.,
2013). Assim sendo as familias Colletidae, Stenotritidae, Andrenidae, Halictidae, Melittidae,
Megachilidae e Apidae, chamadas de abelhas, sdo vespas vegetarianas que se especializaram
em coletar néctar e pdlen de angiospermas. A maioria dessas familias ¢ reconhecida como
monofilética, por bases moleculares e morfologicas, com excecdo de Melittidae

(DANFORTH et al., 2013; SILVEIRA; MELO; ALMEIDA, 2002).

O género Xylocopa (Apidae, Xylocopini) apresenta mais de 700 espécies, amplamente
distribuidas e com maior diversidade nos tropicos e subtropicos (GERLING et al., 1989). As
espécies desse género geralmente apresentam habito solitario, caracterizado pela

independéncia das fémeas na construgdo e aprovisionamento de seus ninhos e auséncia de



cooperacao nessas atividades. Embora os ninhos sejam fundados solitariamente, a ocorréncia
de ninhos compartilhados por mais de uma fémea foi registrada em algumas espécies, como
Xylocopa pubescens Spinola (HOGENDOORN; VELTHUIS, 1999; HOGENDOORN, 1996),
Xylocopa sulcatipes Maa (STARK, 1992; STARK et al.,, 1990), Xylocopa virginica
(Linnaeus) (PRAGER 2014), Xylocopa frontalis Olivier, Xylocopa grisescens Lepeletier e
Xylocopa suspecta Moure & Camargo (CAMILLO; GAROFALO, 1989). As espécies que
apresentam ninhos sociais possuem atributos como longevidade das fémeas, reuso dos ninhos,
sobreposi¢do de geracdes e tolerdncia a presenca de coespecificos no ninho, considerados
como requisitos para a evolucdo da eussocialidade (MICHENER, 1974).

As espécies de Xylocopa mais abundantes e conhecidas no Brasil sdo X. frontalis, X.
grisescens e X. suspecta. Como a maioria das espécies do género, essas abelhas nidificam em
madeira morta, seca ou apodrecida (CAMILLO; GAROFALOQO, 1982), mas podem também
ocupar cavidades preexistentes, como gomos de bambu e ninhos-artificiais (CAMILLO,
2003; FREITAS; DE OLIVEIRA FILHO, 2001). A formagao de ninhos sociais € o seu ciclo
biologico foram estudados por Camillo e Gardfalo (1989). O nimero de individuos
produzidos por uma unica fémea em um periodo de reproducdo varia de 2 a 8 e seu estagio
imaturo dura de 35 a 65 dias. Na fase final do ciclo biologico dessas espécies ocorre uma
associacdo da mae com os filhos adultos. Fémeas e machos podem permanecer no ninho apés
a emergéncia, por um periodo de aproximadamente 30 dias, onde sdo alimentados pela mae
ou por uma das irmas mais velha. Apos este periodo, os machos abandonam o ninho e as
fémeas podem dispersar ou permanecer no ninho materno, reusando-o (CAMILLO;
GAROFALO, 1989).

O reuso do ninho pode proporcionar a ocorréncia de associagdes de fémeas de
geragdes diferentes (mae-filha) ou da mesma geragdo (irmas) e, consequentemente a divisao

reprodutiva de trabalho. Esse comportamento ja foi descrito para outras espécies de Xylocopa,



onde a fémea assume um papel de guarda enquanto a filha realiza o aprovisionamento e

oviposicao de células (HOGENDOORN; VELTHUIS, 1993).

Por apresentarem em seu ciclo de vida comportamentos solitdrio e social, as abelhas
do género Xylocopa se constituem em um modelo para investigar os fatores que influenciaram
a evolucdo da eussocialidade nas abelhas. Ainda s3o necessarios maiores esfor¢os para se
entender a divisdo reprodutiva de trabalho em ninhos sociais dessas espécies, sendo o uso de
marcadores moleculares uma ferramenta 1til para andlises do parentesco intranidal
(ANDRADE et al., 2016). Camillo e Garéfalo (1989) ao estudar a organizagdo social em
ninhos de X. frontalis, X. grisescens e X. suspecta, verificaram a ocorréncia de ninhos onde
apenas uma fémea era responsavel pela reproducao e a(s) outra(s) forrageava(m) e também

ninhos onde mais de uma fémea era responsavel pela reproducao.

Para explicar as taxas diferenciais de reprodugdo entre individuos de um grupo, foram
propostos modelos de desvios reprodutivos que vem sendo testados por pesquisadores em
varios grupos sociais (FIELD et al., 1998; JAMIESON, 1997; KUTSUKAKE; NUNN, 2006).
Esses modelos consideram o conflito de interesses entre os membros em obter uma maior
parcela da reprodu¢do e a influéncia que podem exercer na reproducdo uns dos outros, por

meio de coer¢ao ou suborno.

Existem duas classes de modelos de desvios reprodutivos: transacionais e de
compromisso (ou cabo-de-guerra). Os modelos transacionais os membros do grupo concedem
oportunidades reprodutivas uns aos outros. Nos modelos de compromisso, ndo ha essa
concessao ¢ os membros competem pela maior parcela da reproducao (REEVE; KELLER,

2001; TRUBENOVA; HAGER, 2012).

De acordo com Camilo e Garédfalo (1989), durante os processos de reuso observados

em ninhos de X. frontalis, associagdes matrifiliais e entre irmas podem ocorrem. Nessas



associacoes, embora todas as fémeas possam se reproduzir, foi observada a ocorréncia de
comportamentos que correspondem aos niveis quasesocial e semisocial de organizagado social.
Mas uma questdao importante emerge desse estudo: nas associacdoes formadas em ninhos
reusados de X. frontalis ocorre a dominancia reprodutiva por parte de uma das fémeas, a mae

ou uma das irmas?

Estudos com o objetivo da determinagdo da estrutura social apresentada em ninhos de
espécie que, como X. frantalis, apresentam niveis de socialidade intermediarios, entre o
comportamento solitdrio e o eussocial, podem ser feitos por meio da analise do parentesco
entre as fémeas adultas que se associam e a prole produzida. Para genotipagem dos individuos
podem ser utilizados locos microssatélites (PAXTON e al. 2002). Esses marcadores sio
geralmente neutros, constituidos de pequenas seqii€ncias de 1 a 6 pares de bases repetidas in
tandem, os quais tém sido descritos em todos os organismos até hoje analisados (HANCOCK,

1999).

Assim, este estudo terd como objetivo geral analisar as relagdes de parentesco entre as
fémeas associadas em ninhos de X. frontalis e a prole produzida, visando determinar se nos
ninhos sociais de X. frontalis, ocorre dominancia reprodutiva por parte de uma das fémeas

associadas ou existe um compartilhamento da reproducao.

2. Material e Métodos

2.1 - Obten¢ao dos ninhos

Ninhos de Xylocopa frontalis contendo fémeas adultas e células de cria foram obtidos
no periodo de janeiro a margo de 2010 e outubro a novembro de 2012, em duas areas:
Campus Umuarama da Universidade Federal de Uberlandia (18°53°01S/48°15°48”0) (02
ninhos); e uma area de cultivo de maracujad-amarelo na regido de Araguari-MG

(18°36°15,69°S/48°15°25,34”W) (2 ninhos). As fémeas adultas, presentes nesses ninhos,



foram sacrificadas e mantidas em alcool absoluto e os ninhos mantidos no laboratorio até a
emergéncia da cria.

Nessas areas existem ranchos de madeira cobertos com lona (abrigos de abelhas)
(Figura 1A), onde sdao disponibilizados ninhos artificiais (ninhos-armadilhas). Esses ninhos
sao feitos de gomos de bambu fechados em uma das extremidades pelo proprio nd, os quais
sao encaixados em tijolos do tipo baiano, com oito furos. Fémeas nidificantes de X. frontalis
sao frequentemente atraidas por esses ninhos-armadilha (Figura 1B), de acordo com estudos
realizados na regido do Triangulo Mineiro (JUNQUEIRA et al. 2012; JUNQUEIRA; &

AUGUSTO (2017).

2.2- Analises genéticas

O DNA para as reagdes de PCR foi extraido pelo método Chelex, utilizando-se uma
das pernas medianas dos individuos coletados.

Para a extracdo, o tarso foi macerado levemente em 400 pl de Chelex 10%, incubado
por 30 minutos a 56 °C e depois por 5 minutos a 100 °C (adaptado de WALSH; METZGER;
HIGUCHI, 1991). A solugao foi centrifugada a 14.000 rpm por 3 minutos, e guardada a -20
°C. foram utilizados marcadores microssatélites para as analises de parentesco entre as fémeas
adultas e a prole. Os alelos foram amplificados usando-se os primers desenhados para X.
frontalis (AUGUSTO et al., 2012).

As amplifica¢des foram realizadas em volume total de 5 uLL seguindo as etapas: um
passo de desnaturacdao a 94 °C por 3 minutos, seguido de 35 ciclos a 94°C por 30 segundos,
60°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto e elongacdo a 72°C por 10 minutos (FRANCISCO et
al., 2011). Os produtos foram analisados no sequenciador automatico ABI 3700 (Life

Technologies), os genotipos dos individuos foram determinados usando o software



Genemaker 1.85 (SoftGenetics) e as andlises de parentesco foram realizadas usando o

GenAlEx 6.5

Figura 1- A — Um dos modelos de abrigo utilizados para a atragdo de fémeas nidificantes de Xylocopa frontalis,
com os ninhos-armadilha; B- Detalhes dos ninhos-armadilhas; C- Fémea adulta no ninho; D- células de cria
(p=partigdes da célula); E- Fémea de Xylocopa frontalis chegando com poélen; F- Macho de Xylocopa frontalis
no interior do ninho. Fotos: Junqueira & Augusto, 2018: Guia pratico para criagdo e manejo de polinizadores do
maracuja-amarelo.

Os valores usados para definir as possiveis relagdes de parentesco (adaptado de

Queller et al. 2002) sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1- valores usados para definir as possiveis relagdes de parentesco entre os individuos

de Xylocopa frontalis, adaptado de Queller et al. (2002)

r (parentesco) Possivel parentesco
0,5 Filha ou Filho da Fémea nidificante
0,75 Irmas verdadeiras
0,375 Sobrinha ou sobrinho da fémea
nidificante

0al Irmaos




4. Resultados

3.1- Ninhos e familias coletadas

Foram analisadas quatro “familias” de Xylocopa frontalis, provenientes de quatro
ninhos. No total foram genotipadas cinco fémeas que estavam em atividade, nove fémeas e

nove machos que emergiram de células presentes nos ninhos coletados (Tabela 2).

Tabela 2- Numero de ninhos (N) coletados e de individuos de Xylocopa frontalis que foram

genotipados.
Ninhos N° de fémeas Prole/Fémeas Prole/Machos
adultas
N, 1 2 2
N, 2 4 2
N, 1 2 2
N, 1 1 3

3.2- Analises genéticas das familias

No ninho 1 (Figura 1), considerando os valores de » obtidos, pode-se concluir que existiam
duas fémeas reprodutivas. A @, é mie dos os & | e 35 As @, e @5 sdo irmis, e possivelmente
sobrinhas da ©,, sendo portanto, filhas de outra fémea reprodutora irma da ¥, , que ndo estava

presente no ninho estes foi coletado.

No ninho 2 (Figura 2) havia 3 pares de irmdos (93 e 91, 92 € Q4 e J'1 e d4) que ndo
eram filhos de nenhuma das fémeas encontradas. Assim os valores de parentesco encontrados

indicam a existéncia de, ao menos 3 fémeas reprodutivas.

No ninho 3 (Figura 3), pela ocorréncia de 2 pares de irmdos (4 1 e S2e @1 € $2), que
nao sao filhos da 3, podemos identificar a existéncia de outras 2 fémeas reprodutivas que sdo

provavelmente da mesma geragao da 93, segundo os valores de parentesco encontrados.



IGO0 [_ ---------------

al

@ == @

== Relacdo potencial entre individuos

——— Provavelrelagio de parentesco entre individuos
Parentesco potencial deduzido pelo valor de r
Provavel parentesco deduzido pelo valor de r

 E—
[
I:l Macho
O

Fémea

Figura 1- Relagdes de parentesco (r) entre os individuos coletados no ninho 1 de Xylocopa frontalis.

— . — .. Relagdo potencial entre individuos

Provavel relagdo de parentesco entre individuos

I Provavel parentesco deduzido pelovalor de r

Figura 2- Relagdes de parentesco (r) entre os individuos coletados no ninho 2 de Xylocopa frontalis.
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Ninho 3

— . = Relac3o potendial entre individuos
Provavel relagio de parentesco entre individu

- Provavel parentesco deduzido pelo valor de r

Figura 3- Relagdes de parentesco (r) entre os individuos coletados no ninho 3 de Xylocopa frontalis.

No ninho 4 (figura 4) os valores indicam a existéncia de ao menos 3 fémeas
reprodutivas. O &3 ¢ filho da @,. A @ ¢é sobrinha da @, indicando a ocorréncia de outra
fémea reprodutiva, sua irmd. E os & e J2 ndo sdo filhos da $, nem irmdos da 9

evidenciando a terceira fémea reprodutiva.

Ninho 4

®)

r=0.62

S

— . — . Relacdo potencial entre individuos
— Provavel relagdo de parentesco entre individuos

- Provavel parentesco deduzido pelo valor de r

I:l Macho
O Fémea

Figura 4- Relagdes de parentesco (r) entre os individuos coletados no ninho 4 de Xylocopa frontalis.
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4. Discussao e Conclusoes

Nossos resultados apontam que nas associagdes formadas durante o reuso de ninhos de
Xylocopa frontalis ocorre um compartilhamento da reproducdo entre as fémeas. Nos ninhos
observados as analises genéticas mostraram prole relacionada a mais de uma fémea, ou

evidentemente de maes diferentes.

Estudos sobre sistemas de organizagdo social de espécies quase-social ou semi-social
relataram a existéncia de uma fémea dominante exercendo a reprodugdo. Gerling et al. (1989)
registraramoito espécies de Xylocopa com dominancia na reprodugdo por parte de uma fémea:
X. combusta, X. virginica, X. soronina, X. frontalis, X. grisescens, X. sulcatipes, X. pubescens
e X suspecta. Exemplos de sistemas com dominancia por parte de uma fémea também
podem ser encontrados em ninhos de espécies primitivamente eussociais de Euglossa
(Apidae, Euglossini), como FEuglossa cordata (FREIRIA et al, 2017, AUGUSTO;

GAROFALO 2011) e Euglossa fimbriata (AUGUSTO; GAROFALO 2009).

A forma como se estabelece essa dominancia reprodutiva por parte de uma das fémeas
foi investigada para algumas espécies de Xylocopa. A literatura na area contem registros de
competicdo pela reprodug¢do, com combates, agressdes e oofagia relatados para Xylocopa
pubescens, Xylocopa sulcatipes e Xylocopa virginica. (STARK et al, 1990;
HOGENDOORN; VELTHUIS, 1995). Stark et al.(1990), analisou as interagdes entre duas
fémeas associadas ndo aparentadas, em 17 ninhos de Xylocopa sulcatipes, verificando a
ocorréncia de um ciclo de repetidas oofagias entre as fémeas (uma se comportava como
forrageador e a outra como guarda do ninho) até o estabelecimento de uma divisdo de trabalho
estavel em que uma fémea se tornava a dominante reprodutiva e a outra, a guarda do ninho.
Por outro lado, em 30 ninhos com associa¢des matrifiliais, ou seja, entre mae e filha(s),

praticamente ndo havia oofagias e a mae se tornava a reprodutiva do ninho.
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Em Euglossa cordata e Euglossa fimbriata, nas associagdes formadas, geralmente por
duas ou trés fémeas, sempre uma delas se comporta como dominante reprodutiva e guarda do
ninho, enquanto as outras, filhas ou irmas, assumem a fun¢do de subordinadas, realizando
atividades de aprovisionamento e oviposicdo de células. Todas as fémeas sdo fecundadas e
ovipositam frequentemente, sendo a dominancia reprodutiva mantida por interacdes
agonisticas e pelo comportamento de oofagia realizado dominante nas células ovipositadas

pelas subordinadas (AUGUSTO; GAROFALO 2009; AUGUSTO; GARAOFALO 2011).

Vinson e Frankie (2000) estudaram o comportamento de nidificacdo em Centris
bicornuta e registraram usurpacao de ninhos, onde uma fémea obstruia a célula construida por
outra, ¢ fazia a substitui¢do do ovo presente por um seu, poupando assim, o trabalho de
aprovisionamento. Este comportamento de usurpacdo de ninhos intraespecificos também foi
registrado em Xylocopa sulcatipes A ocorréncia de usurpagdo de ninhos pode ser uma
explicagdo para o baixo parentesco observado entre algumas fémeas neste trabalho (STARK,

1990).

No presente estudo, no6s ndo obtivemos dados comportamentais e nem do historico dos
ninhos. Além disso, nem todas as fémeas associadas foram analisadas. Contudo, a analise do
parentesco genético entre as fémeas associadas, e também entre elas e a prole produzida, nos
permitiu inferir quanto ao parentesco entre as fémeas e verificarmos ocorréncia de desvios
reprodutivos em ninhos de X. frontalis. Dos modelos de desvios propostos (REEVE;
KELLER, 2001), nossos resultados apontam para a ocorréncia do modelo de compromisso,

onde ha competicao pela maior parcela da reprodugao.

Na investigacdo da evolugcdo do comportamento social, uma das grandes e ainda
pertinentes questdes ¢ o surgimento da casta operaria. Esse individuo que deixarda de

reproduzir em detrimento de suas irmas. Uma das principais narrativas para esclarecer tal fato
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leva em consideragdo o fitness indireto adquirido pela fémea oriundo do sistema
haplodiploide de determinagdo genética (HAMILTON, 1964). Porém os estudos realizados
em espécies de organizacao social mais basal apontam resultados contrarios a essa corrente,
indicando que o estabelecimento de rainha e operaria nao foi tdo altruista e amigavel assim

(STARK et al., 1990, HOGENDOORN; VELTHUIS, 1995).

Assim, faz-se necessaria a realizagdo de mais pesquisas com bases moleculares e
comportamentais em espécies que, como X. frontalis, podem fornecer informagdes sobre a
ocorréncia de desvios reprodutivos entre as fémeas associadas em sistemas sociais mais
basais, ¢ uma melhor compreensdo dos caminhos percorridos pela vida na formagdo dessa

bem sucedida organizacdo, a eussocialidade.
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