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RESUMO

O grupo Polybia ainda apresenta alguns problemas quanto a discriminacdo de especies,
decorrente de uma grande variacdo morfoldgica dentro de alguns grupos, sendo necessario o
uso de ferramentas adicionais, como a morfometria geométrica (MG), além da taxonomia
tradicional, para resolucdo dessas Incertezas taxonomicas. Assim, este estudo objetivou
diferenciar espécies de vespas do género Polybia, por meio da morfometria geométrica, e
realizar uma analise comparativa entre caracteres da asa e cabeca. Os organismos amostrados
sdo oriundos de diversas localidades do Brasil. Para obtencdo das amostras, foram realizadas
coletas por meio de busca ativa de ninhos e doagdo de pesquisadores de outras instituigdes.
Obteve-se um total de 498 individuos, oriundos de nove estados brasileiros, pertencentes a vinte
grupos distintos, considerando-se espécies e morfoespécies. Utilizaram-se as asas direita
anteriores e ¢cabecas dos organismos para.as analises de MG, Foram definidos 21 marcos
anatoémicos por asa,.enquanto para a caheca, 10 marcos anatdmicos e 9 semimarcos anatdmicos
por individuo.. Nas analises de asa, para 0 formato, a MANOVA demonstrou diferencas
significativas entre.asespécies. A Anélise de Componentes Principais (ACP).indicou diferenca
na forma das asas das especies analisadas, com os trés primeir0s componentes principais
explicando aproximadamente 70% da variacao. Observa-se que as regioes que apresentaram as
maiores variagOes foram do estigma, nervuras submarginal, marginal e medial. A validacéo
cruzada classificou corretamente, aproximadamente, 91,70% das espécies. A ANOVA aplicada
ao tamanho do centroide foi significativa, contudo as médias comparadas no Teste de Tukey
ndo demonstraram diferencas de tamanho. Para as anélises de cabeca, a MANOVA também
revelou diferencas significativas entre as espécies. A ACP apontou diferenca na forma das
cabecas das espécies analisadas, com os dois primeiros componentes principais explicando,
aproximadamente, 70% da variacdo. Verifica-se que as maiores variacdes ocorreram nas
regides do clipeo, soquete antenal, ocelos e regido externa inferior dos olhos compostos. A
validacdo cruzada classificou corretamente, aproximadamente, 92,04% das espécies. A
ANOVAaplicada ao tamanho do centréide foi significativa, porémas médias comparadas no
Teste de Tukey ndo demonstram diferen¢as_de tamanho. “Os resultados indicam que a
morfometria geométrica aplicada a"asa € cabeca pode ser eficiente para identificacdo de

espeécies no género Polybia.

Palavras-chave: Analise de Componentes Principais, Epiponini, forma, Procrustes.



ABSTRACT

The Polybia group still presents some problems regarding species discrimination, due to a large
morphological variation in the group, requiring the use of additional tools, such as geometric
morphometrics (GM), in addition to the traditional taxonomy, to resolve these taxonomic
uncertainties. Thus, this study aimed to differentiate wasp species of the Polybia genus, through
geometric morphometrics, and to perform a comparative analysis between wing and head
characters. The sampled organisms come from different locations in Brazil. To obtain the
samples, collections were made through active search for nests and donation from researchers
from other institutions. A total of 498 individuals were obtained, from nine Brazilian states,
belonging to twenty different groups, considering species and morpho-species. The right
forewing and heads of the organisms were used for the GM analysis. 21 anatomical landmarks
per wing ‘were_defined, while for_the heads, 10 anatomical landmarks and 9 anatomical
semilandmarks per. individual. In the wing analysis, for the format, MANOVA showed
significant differences between species. The Principal Component Analysis (PCA) indicated a
difference in the.shape of the wings of the.analyzed species, with the.first three main
components explaining approximately 70% of the variation. It is observed that the regions that
presented the greatest variations were submarginal, marginal, medial and stigma. Cross-
validation correctly classified approximately 91.70% of the species. The ANOVA applied to
the size of the centroid was significant, however the means compared in the Tukey Test did not
show differences in size. For head analyzes, MANOVA dlso revealed significant differences
between species. The PCA showed a difference in the shape of the heads of the species
analyzed, with the first two main components explaining approximately 70% of the variation.
It appears that the greatest variations occurred in the regions of the clypeus, base of antennae,
ocelli and lower external region of compound eyes. Cross-validation correctly classified
approximately 92.04% of the species. The ANOVA applied to the size of the centroid was
significant, but the means compared in the Tukey test do not show differences in size. The
results indicate that the geometric marphemetry applied to the wing-and head can be efficient

to identify species in the genus Polybia.

Keywords: Epipenini; Principal Component-Analysis, Procrustes, shape.
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1. INTRODUCAQ

Hymenoptera € formada por vespas, formigas e abelhas, que apresentam grande
diversidade na regido Neotropical. Nesta ordem esté incluida a familia Vespidae, da qual fazem
parte as vespas sociais, destacando-se pelo elevado grau de sociabilidade dos seus organismos.
Possuem capacidade de forragear um grande numero de presas, controlando populagdes de
insetos herbivoros, além de atuarem na polinizacéo.

As vespas do género Polybia, apresentam ampla variacdo morfologica dentro de alguns
grupos. Esta variacdo acarreta muitos problemas quanto a taxonomia deste género. Existem
alguns subgéneros com problemas taxonémicos, devido a alguns critérios empregados para
diferenciacdo morfoldgica, tais como a coloracdo e a alta quantidade de polimorfismos nas
estruturas corpdreas, que dificulta a identificacdo de caracteres distintivos. Em razdo da sua
importancia nes processos ecoldgicos, este é um grupo de interesse para estudos envolvendo
estratégias de conservacao, portanto, € necessario um melhor entendimento.sobre a taxonomia
do mesmo.

Em virtude.das dificuldades de identificagdo encontradas no grupo;a partir da utilizacao
da taxonomia tradicional, necessita-se de ferramentas adicionais, visando reduzir essas
incertezas taxonomicas. Dentre essas ferramentas, estd a morfometria geométrica (MG), que
permite fazer uma analise detalhada da variacdo da forma de determinadas estruturas corpéreas
no organismo, podendo entdo, distinguir entre espécies. Além disso, é considerada uma técnica
de baixo custo, a0 se compdrar com técnicas moleculares, por-exemplo, e permite uma
identificacdo taxondmica mais rapida. Portanto, estudos que utilizem estes marcadores
morfolégicos podem ser importantes no avango da taxonomia tradicional, permitindo maior

acesso a biodiversidade deste amplo grupo de vespas sociais.
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2. REFERENCIALTEORICO

2.1. Vespas sociais

Hymenoptera é uma das quatro grandes ordens de insetos, com mais de 153.000 espécies
descritas e uma distribuicdo cosmopolita (SHARKEY, 2007; AGUIAR et al., 2013). Nela estéo
incluidos os insetos popularmente conhecidos como abelhas, formigas e vespas, que apresentam
uma grande diversidade ecologica, comportamental e morfolégica (TRIPLEHORN &
JOHNSON, 2011).

Historicamente, esta ordem esta dividida em dois agrupamentos: Symphyta e Apocrita.
Os Symphyta constituem um grupo de organismos gque ndo possuem a “cintura de vespa", que
caracteriza os demais himendpteros, e 0os Apocrita constituem um grupo no qual encontra-se
mais de.90% das espécies de Hymenoptera, do qual fazem parte“os Aculeata (individuos
apresentam o ovipositor modificado em .um ferrdo) e os Parasitica (constituido,
predominantemente, pelas vespas parasitoides). Os Aculeata estdao agrupados em trés
superfamilias, Chrysidoidea, Apoidea e Vespoidea, a qual pertencem..as vespas sociais,
especialmente da familia Vespidae (MASON & HUBER, 1993; SHARKEY, 2007, PETERS et
al., 2017).

Os Vespidae incluem mais de 5.000 espécies validas (PIEKARSKI et al., 2018),
possuem tamanho variando entre 5,5 até 25,0 mm de comprimento e cor geralmente amarela
com marcas negras ou inteiramente “negras (CARPENTER, 1982, CARPENTER &
MARQUES, 2001). Eles formam um grupo de vespas com elevado grau de sociabilidade e
encontram-se distribuidos em seis subfamilias (CARPENTER, 1982; SOMAVILLA et al.,
2014), dentre estas, destaca-se a Polistinae, que se caracteriza pela grande variedade
comportamental e morfoldgica (CARPENTER, 1991).

Os Polistinae tém distribuicdo cosmopolita, mas a regido Neotropical concentra a maior
diversidade de espécies. Taxonomicamente, compreende 25 géneros e aproximadamente 1000
espécies (PIEKARSKI et al., 2018) eno'Brasil estas vespas estaodistribuidas em 22 géneros e
319 espécies (CARPENTER & MARQUES, 2001; SOMAVILLA et al., 2014). Eles estdo
divididos em quatro tribos: Mischocyttarini, Polistini, Epiponinie"Ropalidiini, mas no Brasil
ha representantes _apenas das trés primeiras. Qs Ropalidiini ocorrem na'Africa, regido
Indomalaia e Australasia (CARPENTER, 2004).

A tribo Epiponini compreende 19 géneros, com 242 espécies descritas (PIEKARSKI et
al., 2018), das quais 147 tem registro no Brasil (CARPENTER & MARQUES, 2001). Destes,


https://en.wikipedia.org/wiki/Ropalidiini
https://en.wikipedia.org/wiki/Ropalidiini
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destaca-se Polybia lepeletier, que apresenta 58-especies validas, sendo 49 destas ja encontradas
no Brasil (RICHARDS, 1978; CARPENTER & MARQUES, 2001; HERMES et al., 2015).
Polybia é um género tipicamente Neotropical, com distribuigdo estendendo-se do sul
dos Estados Unidos até o norte da Argentina (RICHARDS, 1978, CARPENTER &
MARQUES, 2001; GELIN, 2009). Devido a grande variacdo morfolégica dentro de alguns
grupos, o0 género ainda apresenta varios problemas taxonomicos. Segundo Richards (1978) e
Gelin (2009), as espécies que ndo se enquadram em nenhum outro género sdo colocadas em
Polybia, acarretando em dificuldades de identificar sinapomorfias. Essas espécies estdo
distribuidas de maneira arbitrdria em 11 subgéneros, alguns probleméaticos quanto a
classificacdo, por exemplo, Polybia (Trichinothorax), que apresenta grande quantidade de
polimorfismos, que dificulta a identificacdo de caracteres distintivos (RICHARDS, 1978;
GELIN, 2009). Em P. (Alpha) ocorre uma variacdo na coloracao dentro da mesma espécie e até
na mesma colénia, ndo havendo relagé&o com as castas, entdo, muitos espécimes podem estar
identificados de maneira incorreta como outras morfoespéecies (RICHARDS, 1978; GELIN,
2009). Em P. (Myrapetra), muitas espéecies se diferenciam pela variedade da celoracéo, o que
muitas vezes pode.ndo justificar a separacdo, por-€xemplo, as espécies € subespécies do grupo
P. occidentalis, que apresentam diferencas morfoldgicas sutis nas estruturas corpéreas e
coloracdo variavel, principalmente no padrao de marcacGes amarelas no corpo (RICHARDS,
1978; CARPENTER et al., 2000; GELIN, 2009). Em levantamentos de espécies, Polybia
geralmente apresenta uma elevada frequéncia e abundancia, portanto é importante o
entendimento sobre a taxonomia deste grupo. Ha muito'tempo este género nao passa por uma
revisdo taxondmica, com o ultimo trabalho de taxonomia sendo proposto por Richards (1978),
que apresenta poucas informacdes das espécies e uma chave de identificacdo, desta forma,

Polybia ainda ndo tem uma filogenia proposta para a relacao das espécies.

2.2. Morfometria geométrica

Atualmente, diversas abordagenspodem ser empregadas paraidentificacdo taxonémica,
dentre ‘elas, esta'a morfometria gedmeétrica,'a qual vem sendo aplicada'em diversas areas da
biologia ‘animal, incluindo a Entomologia. Esta técnica permite"uma anélise detalhada da
variacdo da forma de uma determinada estrutura, em organismos de diferentes tamanhos,
principalmente, utilizando métodos estatisticos multivariados (KLINGENBERG, 2002,
ADAMS, et al., 2004; DUJARDIN, et al., 2014; TATSUTA, et al., 2018).
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Tradicionalmente, a diversidade de organismos e suas classifica¢des baseavam-se em
descricBes morfoldgicas. No inicio do secuio XX, houve uma transi¢do do campo descritivo
para 0 campo quantitativo na biologia, entdo, 0s estudos morfologicos passaram a incluir dados
quantitativos, que eram resumidos em valores medios e comparados entre grupos (BUMPUS,
1898; BOOKSTEIN, 1998; FORNEL & CORDEIRO-ESTRELA, 2012; ADAMS et al., 2013).
O termo morfometria foi usado, durante um tempo, para definir qualquer estudo que analisava,
quantitativamente, a variacdo da morfologia encontrada nos organismos (MONTEIRO & REIS,
1999; TATSUTA, et al., 2018). Ainda neste século, houve uma combinacdo da descricao
quantitativa da morfologia com as analises estatisticas, objetivando identificar e descrever
padrGes de variacdo da forma dentro e entre grupos, dando inicio ao moderno campo da
morfometria (ADAMS et al., 2004; FORNEL & CORDEIRO-ESTRELA, 2012; ADAMS et
al., 2013; TATSUTA, et al., 2018).

Com o desenvolvimento de computadores e pacotes estatisticos, houve o surgimento da
morfometria geométrica, que possui destaque em relacdo a tradicional, uma.vez que, minimiza
a subestimacao da forma original do organismo. Inicialmente, os estudos eram feitos por meio
de comparacdes de.varias medidas, contude,.essas medidas que desereviam determinada
estrutura ndo eram suficientes para descrever a forma como um todo, pois 0s organismos séo
multidimensionais. J& a morfometria geométrica, inclui informacéo sobre as posicoes relativas
ao invés de medidas lineares, possibilitando uma representacdo grafica da forma (ROHLF &
MARCUS, 1993; MONTEIRO E REIS, 1999; MORAES, 2003; ADAMS et al., 2013; COOKE
& TERHUNE, 2015).

A morfometria geométrica consiste no estabelecimento de marcos anatémicos ou
landmarks nos diversos caracteres morfolégicos presentes, caracterizando-se como pontos
correspondentes, cujas comparacdes sdo aplicadas as regras da homologia. Esta homologia
entre 0s marcos possui grande importancia, pois assegura uma interpretacdo bioldgica dos
resultados (BOOKSTEIN et al., 1985; KLINGENBERG, 2002; DUJARDIN, et al., 2014;
TATSUTA, etal., 2018). Os marcos anatdmicos podem ser classificados em trés tipos de acordo
com graurde-confiabilidade em funcde‘da:homologia dos pontosatipa | (homologia altamente
confiavel), tipa' 1l _(homologia medianamente confiavel) e “tipo 1l (homologia de baixa
confiabilidade) também conhecidos como semimarcos anatdmicos. Estes marcos indicam as
localizagdes das caracteristicas anatbmicas, de maneira que as diferengas em suas posi¢oes
relativas demonstram divergéncias de forma entre os espécimes. Estas diferencas podem ser
visualizadas graficamente (BOOKSTEIN, 1991; ADAMS et al., 2004, VALENTIN et al.,

2008; ADAMS et al., 2013). Os dados primarios gerados, entdo, consistem em coordenadas
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cartesianas, que devem ser registradas de. medo que ndo sejam afetadas-pela variacdo na
posicdo, orientagdo e escala do espécime (MONTEIRO & REIS, 1999; KLINGENBERG,
2002; SLICE, 2007; FORNEL & CORDEIRO-ESTRELA, 2012).

Para remocdo dos fatores de escala, posicéo e orientacdo utiliza-se a sobreposicao de
Procrustes, que € realizada via método de quadrados minimos para os parametros de translacao,
rotacdo e proporcionalizacdao. Para isto, € usado o tamanho do centroide como variavel de
tamanho padrdo, que corresponde ao ponto médio ou centro de massa. Posteriormente, as
coordenadas cartesianas resultantes desta sobreposicdo podem ser sujeitas a diversas analises
estatisticas (MONTEIRO & REIS, 1999; KLINGENBERG, 2002; ADAMS et al., 2004;
ADAMS et al., 2013; TATSUTA, et al., 2018).

Dentre as diversas vantagens da utilizacdo desta técnica, destaca-se o seu baixo custo
comparado a outras metodologias como a molecular, rapidez, pela sua eficacia e proporciona
uma identificacao taxondmica mais rapida (LYRA et al., 2010).

Considerando_este contexto, o uso de ferramentas adicionais além da taxonomia
tradicional, tais como a morfometria” geoméirica, podem contribuir para a. resolucdo de
incertezas taxon@micas em Polybia. Devido a.sua participacdo em atividade de polinizacéo,
controle de populacdes de insetos herbivoros, ciclagem de nutrientes e sensibilidade as
mudangas ambientais, Hymenoptera constitui um grupo de interesse para estudos que envolvam
estratégia de conservacdo (LASELLE & GAULD, 1993; RESENDE et al., 2001).

2.3. Morfometria geomeétrica e suas aplicacoes em Hymenoptera

H& muitas questdes evolutivas e taxondmicas relativas aos Hymenoptera que podem ser
respondidas usando aplicacGes da morfometria (OWEN, 2012). A morfometria geométrica é
uma ferramenta Gtil para detectar variacbes morfoldgicas minimas, que muitas vezes Sao
indetectaveis por estudos morfologicos tradicionais (VILLEMANT et al., 2007).

Vérias partes do corpo dos insetos podem ser utilizadas em estudos que envolvam esta
técnica, porém, as asas sdo as principaissestruturas utilizadas, per'serem predominantemente
bidimensionais, ‘planas e devido as venagOes é possivel inserir grande numero de marcos
anatdmicos confiaveis (BOOKSTEIN, 1991; MONTEIRO & REIS, 1999; PERRARD et al.,
2014). Alem das.asas, recentemente alguns.pesquisadores iniciaram trabalhos utilizando a
cabeca dos:insetos para anélise de morfometria geométrica, obtendo resultados consistentes
(DE SOUZA et al., 2015; BARACCHI, 2016). Souza et al. (2018) analisaram a variagdo
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populacional e efeito'de ilha em Melipona subnitida, utilizando a morfometria geométrica da
cabeca, revelando diferencas significativas entre as populagdes do contiriente e de ilha.

A morfometria geométrica tem demonstrado muitas vantagens na avaliacdo da
biodiversidade e para fins taxondmicos (FRANCOY et al., 2011). Através dela é possivel
diferenciar espécies cripticas, assim como distinguir individuos da mesma espécie em
diferentes populacoes (CHESTERS et al., 2012; VIDAL et al., 2012). Estudos envolvendo
grupos de Hymenoptera tém indicado efetividade no uso desta técnica para diferenciar espécies.
Quezada-Euan et al. (2015) mostraram que especies cripticas e morfotipos de Euglossa podem
ser identificados por morfometria geométrica, apoiando sua utilizacdo associada a outros
métodos na taxonomia infragenérica em abelhas. Nogueira et al. (2019) utilizaram a
morfometria geométrica em um estudo com asas de Scaura Schwarz, objetivando diferenciar
populacdes que poderiam compor espécies cripticas, e indicou que as abelhas oriundas da Mata
Atlantica poderiam formar uma espécie nova. Dos Santos et al. (2019)indicaram que o tamanho
e a forma das asas anteriores possuem diferencas significativas entre espécies de Plebeia,
podendo ser usada para discriminacao destas, sinalizando as asas ‘dos Inseios como uma das
melhores estruturas.para analises de MG. Falamarzi et al. (2016) apontaram a significativa
capacidade de distincdo de cinco espécies de Megachile, pertencentes a trés subgéneros, com o
uso da morfometria geométrica, acusando esta, como uma grande ferramenta para enfrentar a
insuficiéncia de especialistas taxondmicos. Barour e Baylac (2016) utilizaram a morfometria
geométrica num estudo de discriminagdo de trés subespécies de abelhas africanas, no qual
observaram que esta técnica pode ser uma ferramenta poderosa“para caracterizar as abelhas
argelinas. Zhou et al. (2016) concluiram que as analises morfométricas geométricas podem ser
eficientes em trabalhos envolvendo microtaxonomia de Apis cerana, além de ser um método
potencial para resolver problemas com a classificacdo de subespécies neste grupo.

Na literatura, podem-se encontrar registros de trabalhos aplicando a morfometria
geométrica na diferenciacdo de espécies e castas de vespas. Baracchi et al. (2011)
demonstraram eficiéncia desta técnica para diferenciacdo de espécies na subfamilia
Stenogastrinae, pertencente a Vespidae,smesma familia do presentesestudo. Dapporto et al.
(2011)" num estudo de casta em Polistes gallicus, mostraram eficacia da morfometria
geométrica na diferenciacao de operarias e rainhas. Perrard et al. (2014) verificaram efetividade
desta técnica em._estudos taxondmicos na.subfamilia Vespinae, e “0s resultados obtidos
apontaram de forma confidvel a localizagao dos seus géneros, espécies e populagdes.

No entantio, ainda ndo foram realizados estudos voltados para a discriminacdo de espécies

de vespas sociais utilizando morfometria geométrica, especificamente do género Polybia.
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3.2. Objetivos especificos
e Averiguar a capacidade da morfometria geométrica na discriminacdo de espécies no
género Polybia.

e Realizar uma analise comparativa entre caracteres da asa e da cabega quanto a

capacidade de discriminar espécies de vespas sociais.
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4. MATERIAL EEMETODOS

4.1. Delineamento amostral

Foram realizadas coletas de vespas sociais por meio de busca ativa de ninhos, nas areas
urbanas e rurais da microrregido de Jequié (BA). Os ninhos foram transportados ao Laboratorio
de Biologia de Insetos (LABI) da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, onde os adultos
foram fixados em frascos contendo Etanol. Foram amostradas dez fémeas adultas de cada
colbnia para o presente estudo. Também obtivemos amostras de outras localidades do Brasil,
por meio de doacdo de pesquisadores de outras instituicdes: Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia (INPA), Universidade Federal do Maranhdo (UFMA) e USP (Universidade de S&o
Paulo), aceitando-se espécimes de colbnias que tiveram uma amostragem menor que dez
individuos, totalizando 498 espécimes de Polybia, pertencentes a 100 col6nias, oriundas de

nove estados brasileiros (Tabela 1 —verapéndice).

4.2. Metodologia

Foi realizada.@ identificacdo taxonomica com o auxilio das chaves dicotdmicas de
Richards (1978), Goulet e Huber (1993) e Carpenter e Marques (2001) e em alguns casos de
dificuldade em identificar o espécime, o mesmo foi enviado para identificagao pelo especialista
Dr. Orlando Tobias Silveira do Museu Paraense Emilio Goeldi (MPEG) ou Dr. Alexandre
Somavilla do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazo6nia (INPA). Em alguns grupos, ndo foi
possivel chegar ao nivel hierarquico de especie, seguindo a classificacao até nivel de subgénero.
Sendo assim, separaram-se 0S organismos em vinte grupos distintos, considerando-se quinze
espécies: Polybia (Myrapetra) bicyttarella, Polybia (Myrapetra) bistriata, Polybia (Myrapetra)
catillifex, Polybia (Myrapetra) fastidiosuscula, Polybia (Myrapetra) occidentalis, Polybia
(Myrapetra) paulista, Polybia (Myrapetra) platycephala, Polybia (Myrapetra) ruficeps
ruficeps, Polybia (Myrapetra) ruficeps xanthops, Polybia (Trichinothorax) chrysothorax,
Polybia (Trichinothorax) ignobilis, Polybia (Trichinothorax) sericea, Polybia (Apopolybia)
jurinei, Polybia (Polybia) liliacea e-Palybia (Formicicola) rejectase cinco morfoespécies:
Polybia (Myrapetra) sp.1, Polybia (Trichinothorax) sp.2, Polybia (Myrapetra) sp.3, Polybia
(Myrapetra) sp.4 e Polybia (Myrapetra) sp.5 (Tabela 1 — ver apéndice).

Laminas de microscopia foram montadas e fotografadas para as analises de morfometria
geométrica. Assim, as asas direitas anteriores dos espécimes foram removidas com auxilio de
uma pinca de ponta fina e fixadas em laminas de microscopia, previamente identificadas, com

ajuda de um pincel fino e cola branca diluida em &gua destilada, em seguida, coberta por outra
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lamina de vidro fixada com o uso de esmalte-transparente. Utilizaram=se"microtubos tipo
eppendorf, com etiquetas de identificacdo, para armazenamento individual dos espécimes,
possibilitando usa-los em outras analises. A cabecas foram retiradas dos individuos com ajuda
de uma pinca e inseridas sobre uma base de massa de modelar em laminas de microscopia, para
que pudessem ser fotografadas e, em seguida, devolvidas para os microtubos tipo eppendorf,
conforme identificagao.

As imagens das laminas foram capturadas usando uma camera acoplada a um
estereomicroscopio (Leica Application Suite 3.4.1, Wetzlar, Alemanha). Em seguida, a partir
das imagens, foram gerados arquivos com extensdo TPS utilizando o tpsUtil verséo 1.78
(ROHLF, 2016) para posteriormente realizar a mensuragdo. Foram inseridos 21 marcos
anatdmicos por asa, em juncdes das nervuras (Figura 1), com o auxilio do tpsDig2 versédo 2.31
(ROHLF, 2018). Enquanto para as cabecas, foram utilizados 11 marcos anatdmicos e oito
semimar€os anatdémicos por individuo(Figura 2). O alinhamento dos‘semimarcos foi realizado
no tpsRelw versao.1.70 (ROHLF, 2017), para.isto, deslizaram-se os'semimarcos em linhas
tangentes ao longo da superficie, essas tangenies sdo calculadas com base em dois marcos
adjacentes e semimarcos, a fim de remover os.efeitos do espacamento arbitrario, tornando a
posicdo dos semimarcos mais precisos em relagdo a forma média de toda a amostra, de acordo
com as coordenadas da forma de Procrustes (GUNZ & MITTEROECKER, 2013).

Um total de 40 amostras, contendo dois individuos de cada grupo, foram utilizadas afim
de obter uma analise prévia em relagdo aos marcos selecionados, tanto para as asas quanto
cabecas, a fim de minimizaro erro de medida, para tal, a’obtencao dos marcos foi realizada trés
vezes em cada amostra, pelo mesmo pesquisador, em dias distintos, com a ordem de introdugéo
dos marcos anatdmicos sendo a mesma para cada exemplar, por ser este um requisito para
estabelecer a homologia espacial das estruturas mediante suas coordenadas. A analise de dados
das trés medicdes de cada asa e cabeca indicou que a diferenca encontrada é maior no efeito a
ser analisado (PALMER, 1994).



Figura 1. Asa anterior direita de um espécime de Polybia (Myrapetra) catillifex, evidenciando

0s 21 marcos anatdmicos utilizados.
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Figura 2. Cabeca-de adulto de Polybia (Myrapetra) catillifex, evidenciando os 11 marcos
anatémicos (1, 3, 4,6, 7, 8,9, 16, 17, 18 e 19) e 8 semimarcos anatdomicos (2, 5, 10, 11, 12, 13,
14 e 15) utilizados.

4.3. Analises morfométricas

As coordenadas cartesianas obtidas apos a marcacao dos pontos anatdmicos, foram
submetidas a sobreposicao de Procrustes, a fim de remover os efeitos de tamanho, orientacéo e
posicdo, para que as diferencas de forma pudessem ser analisadas, para isto, utilizou-se o
tamanho do centréide, que é o ponto médio ou centro da massa (SLICE, 2007; FORNEL &
CORDEIRO-ESTRELA, 2012). Posteriormente, realizou-se uma analise de variancia
multivariada (MANOVA), com o objetivo de verificar se haviam diferencas de formato entre
0s grupos. Em seguida, efetuou-se a Andlise de Componentes Principais (ACP) a partir das
médias por coldnias, com o intuito deverificar a ocorréncia de tendéncia na variacéo da forma,
logo apés, Fungdo discriminante e Validagdo cruzada, a fim de discriminar e classificar os
grupos (SLICE, 2007; FORNEL & CORDEIRO-ESTRELA, 2012), para tais analises, foi
utilizado o Morphed (KLINGENBERG, 2011).

Foram realizadas andlises de agrupamento, para verificar padrées de similaridade
morfoldgica entre grupos (FORNEL & CORDEIRO-ESTRELA, 2012), sendo gerados
dendogramas através dos métodos de Neighbor-Joining (NJ), a partir da distancia de
Mahalanobis, com 1000 réplicas de bootstrap (FELSENSTEIN, 1985). Para analise de
tamanho, foi realizada a analise de variancia (ANOVA) a partir do tamanho do centroide,
seguido por um teste de Tukey, a fim de comparar se as médias de tamanho eram
significativamente diferentes, conduzidos no programa PAST 2.17¢c (HAMMER et al., 2001).

E importante ressaltar que no presente estudo, para algumas espécies, foi possivel obter
amostras de diferentes localidades e distancias geogréficas, consequentemente, distintas
condi¢BGes ambientais, permitindo executar algumas anélises com 0s grupos a partir da média
das colbnias por espécie, possibilitando fazer atribuicdo das andlises de forma e tamanho aos
determinadosigrupos taxondmicos pelas-earacteristicas gerais eneontradas em cada um deles,

independentemente das diferentes influéncias sofridas pelas diversas colénias.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Morfometria geométrica da asa

A andlise de morfometria geométrica para o formato da asa detectou variacoes
morfoldgicas entre os grupos. A MANOVA para o formato das asas demonstrou que houveram
diferencas significativas entre as espécies (p< 0,001). A ACP indicou diferenca na forma das
asas das espécies analisadas, sendo que o0s trés primeiros componentes principais explicaram
aproximadamente 70% da variacao total dos dados. O primeiro explicou 46,81%, o segundo
13,50% e o terceiro 9,46%. Ao observar o grafico de dispersdo (Figura 3), nota-se que houve
uma grande separacdo das espécies P. (Polybia) liliacea e P. (Trichinothorax) ignobilis, além
disso, percebe-se que apesar de P. (Trichinothorax) chrysothorax e P. (Trichinothorax) sericea
apresentarem-uma pequena aproximacao, podem ser diferenciadas.”©. primeiro componente
separa no eixo negativo P. (Polybia) liliacea, P. (Trichinothorax) sericea, P. (Trichinothorax)
sp.2, P. (Trichinothorax) chrysothorax e P. (Trichinothorax) ignobilis, enguanto no eixo
positivo separam=se.P. (Myrapetra) occidentalis, P. (Myrapetra) bistriata; P. (Myrapetra)
bicyttarella, P. (Myrapetra) platycephala, P. (Myrapetra) sp.3, P. (Myrapetra) ruficeps
xanthops, P. (Myrapetra) paulista, P. (Myrapetra) catillifex, "P. (Myrapetra) sp.1, P.
(Myrapetra) sp.4, P. (Myrapetra) ruficeps ruficeps, P. (Myrapetra) sp.5 e P. (Myrapetra)
fastidiosuscula. O segundo componente separa no eixo negativo P. (Trichinothorax) sericea,
P. (Trichinothorax) chrysothorax, P."(Trichinothorax) ignobitis, P. (Trichinothorax) sp.2, P.
(Myrapetra) sp.1, P. (Myrapetra) sp.4, P. (Myrapetra) sp.5, P. (Myrapetra) fastidiosuscula, P.
(Myrapetra) paulista e P. (Myrapetra) ruficeps xanthops, enquanto no eixo positivo separam-
se P. (Polybia) liliacea, P. (Apopolybia) jurinei, P. (Myrapetra) ruficeps ruficeps, P.
(Myrapetra) bicyttarella, P. (Myrapetra) sp.3 e P. (Myrapetra) platycephala (Figura 3). De
acordo com o primeiro componente principal (CP), observa-se na grade de deformacéo que as
maiores variagdes nos marcos e suas respectivas localizacbes no escore negativo foram:
contracdewnasiregides submarginal (mareos 13, 15, 16 e 17), marginal (marcos 19, 20 e 21) e
medial‘(marco 6), assim como expansdo na regido do estigma’(marco 14); enquanto o oposto
foi observado no escore positivo (Figura 4) (Anexol).

Segundo Richards (1978), Polybia (Myrapetra), representado no presente trabalho pelas
espécies P. (Myrapetra) bicyttarella, P. (Myrapetra) bistriata, P. (Myrapetra) catillifex, P.
(Myrapetra) fastidiosuscula, P. (Myrapetra) occidentalis, P. (Myrapetra) paulista, P.
(Myrapetra) platycephala, P. (Myrapetra) ruficeps ruficeps, P. (Myrapetra) ruficeps xanthops,
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P. (Myrapetra) sp.1;P. (Myrapetra) sp.3, P. (Myrapetra) sp.4 e P. (Myrapetra) sp.5 é o mais
problemético guanto a classificacdo, com muitas espécies se diferenciando pela variedade de
coloracdo, 0 que pode justificar a distribuicao e proximidade de algumas espécies deste
subgénero ao longo do gréfico gerado pela ACP quando comparadas as demais espécies
pertencentes a P. (Trichinothorax), neste caso, P. (Trichinothorax) sericea, P. (Trichinothorax)
chrysothorax, P. (Trichinothorax) ignobilis e P. (Trichinothorax) sp.2, que estdo estritamente
separados pelo primeiro e segundo componente no eixo negativo em relacdo as outras espécies
e P. (Polybia) liliacea, que diferenciou-se com maior precisdo. Ndo existe uma revisdo
taxondmica mais atual deste género a nivel de espécie e a chave dicotdmica de Richards (1978),
atualmente usada, é insuficiente para resolver alguns problemas de identidade. Entdo, a partir
dos resultados da ACP, observa-se que algumas espécies separaram de maneira mais precisa do
que outras, umas dividindo melhor em nivel de subgénero, possibilitando indicar que a MG da
asa € também uma ferramenta eficaz para classificacdo de subgéneros de vespas sociais.
Aytekin et al. (2007) constataram que a morfometria geométrica da asa também é efetiva na
separacao de subgéneras em Bombus.

Considerando: que em Polybia (Myrapetra) existe um grupe..chamado P. (gr.
occidentalis), que engloba 12 espécies, aqui representadas por P. (Myrapetra) occidentalis, P.
(Myrapetra) paulista, P. (Myrapetra) platycephala, P. (Myrapetra) ruficeps ruficeps e P.
(Myrapetra) ruficeps xanthops, o problema de classificacdo agrava-se, pois as espécies desse
grupo tém diferencgas estruturais muito pequenas e a coloragéo do corpo muito variavel, o que
muitas vezes pode nao justificar a separagdo entre elas atraves da taxonomia tradicional, alem
disso, possuem uma ampla distribuicdo geogréafica, tornando maior o intervalo de variacao de
cada espécie, trazendo ainda mais dificuldades na classificacio (RICHARDS, 1978;
CARPENTER et al. 2000). Contudo, observa-se que também houve separacdo a nivel de
subespécie neste subgénero, considerando-se P. (Myrapetra) ruficeps ruficeps e P. (Myrapetra)
ruficeps xanthops, em relagdo ao segundo componente principal. Barour e Baylac (2016)
utilizaram a morfometria geométrica de asa e também obtiveram resultados positivos quanto a
discriminagdade subespécies em Apis-melifera.

Sugere-se a_utilizagdo de outras ferramentas para confirmar ou refutar se os taxons
representam espécies bioldgicas. Marchioro (2019) em um estudo citogenético de diferenciacdo
de espécies em Polybia (gr. occidentalis), indica:que os individuos analisados, previamente
classificados como P. (gr. occidentalis) atraves de chaves de identificacdo taxonémica, podem
pertencer a duas espécies distintas, mas que ainda fazem parte do mesrmio grupo, ressaltando a

necessidade de uma revisdo taxonémica.
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A validacde-cruzada classificou corretamente, aproximadamente, 94,70% (p <0,0001)
das espécies em seus respectivos grupos. A maior média de precisiao de classificacdo foi
observada para as espécies P. (Trichinothorax) chrysothorax e P. (Formicicola) rejecta, em
relacdo as demais, com uma média de classificacdo correta de aproximadamente 99,95% e
99,05%, respectivamente, € a menor taxa de média de discriminacdo foi da espécie P.
(Trichinothorax) sericea (aproximadamente 74,78%). Contudo, nota-se que a menor preciséo
de classificacdo foi entre P. (Myrapetra) ruficeps ruficeps e Polybia (Myrapetra) sp.5 (58,93%)
(Tabela 2 — ver apéndice).

Portanto, a validagdo cruzada demonstrou que a forma da asa tem um grande potencial
de separacdo de espécies em Polybia. Assim como, a validacdo cruzada tem demonstrado um
alto potencial de diferenciacdo taxonémica em diferentes grupos de Hymenoptera
(BARACCHI et al., 2011; BAROUR & BAYLAC, 2016; FALAMARZI et al., 2016).

Observa-se que apesar da distribui¢ao de P. (Formicicola) rejecta na ACP esta separada
apenas através do segundo componente principal, € uma espécie que diferencia-se bem ao
considerar a media por espécies na validacido cruzada, demonstrado pelo alto indice de
atribuicdo correta..Da mesma forma, apesar.de P. (Trichinothorax) chrysothorax ter uma
distribuicdo préxima de P. (Trichinothorax) sericea na ACP, na validago cruzada a precisdo
de classificagdo correta entre as espécies foi de 100%. Deve-se considerar que a ACP,
diferentemente da validacdo cruzada, que considera a média por espécie, € baseada na forma
média por colénia, entéo, dependendo das condi¢des ambientais em que encontravam-se, ja que
ambas tiveram amostras de diferentes regioes, pode ter levado a pequenas variacoes de forma,
influenciando na distribuicdo das espécies no grafico. Além disso, P. (Trichinothorax)
chrysothorax e P. (Trichinothorax) sericea sdo morfologicamente muito parecidas, com poucas
caracteristicas separando ambas através da taxonomia tradicional. Perrard et al. (2014)
indicaram que a variacdo de parametros climaticos em diferentes faixas geograficas, pode
influenciar na variacéo da forma das asas de vespas, desta forma, visto que, no presente estudo,
para algumas espécies, houveram distintos locais de coleta das coldnias, pode ter influenciado
diretamente na distribuicdo das mesmasna ACP.

O dendrograma gerado pelo método Neighbor-Joining a partir da distancia de
Mahalanobis com meédia por espécies, indicou que P. (Trichinothorax) sericea, Polybia
(Trichinothorax).sp.2, P. (Trichinothorax) ‘chrysothorax e P. (Polybia) liliacea diferenciaram
com 100% de suporte das demais espécies (Figura 5), corroboranda os resultados encontrados
na ACP, além de refletir a baixa precisao de classificagdo na validagdo cruzada entre P.

(Myrapetra) ruficeps ruficeps e Polybia (Myrapetra) sp.5. Além disso, nota-se que P.
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Figura 5. Dendograma de Neighbor-Joining baseada na distancia de Mahalanobis médias entre
a forma da asa das espécies de Polybia, relacionadas com valores de bootstrap mostrados

abaixo de cada ramo.

Na andlise de tamanho da asa, a ANOVA aplicada ao tamanho do centroide foi
significativa (p<0.01) e as medias comparadas no Teste de Tukey demonstram estas diferencas,
indicando que os grupos P. (Myrapetra) bistriata e Polybia (Myrapetra) sp.3 apresentaram as
asas menores em relacdo as demais, contudo, ndo mostraram diferenca de tamanho entre elas,
enquanto P. (Trichinothorax) chrysothorax, P. (Polybia) liliacea, P. (Trichinothorax) sericea
e P. (Trichinothorax) sp.2 exibiram as maiores asas quando comparadas aos outros grupos, no
entanto, P. (Trichinothorax) chrysothorax e P. (Trichinothorax) sp.2 ndo diferenciam-se entre
si, assim como P. (Polybia) liliacea comparada a P. (Trichinothorax) sericea (Figura 6).
Portanto, embora o tamanho do centroide da asa possa revelar diférencas entre os grupos
analisados, ele nao tem utilidade como ferramenta de diagndstico para discriminar efetivamente

as espécies de Polybia.
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Figura 6. Box-plot referente ao tamanho das.asas de Polybia baseado na tamanho do centroide,
onde: (a) Pa(Myrapetra) bicyttarella, (b)P.(Myrapetra) bistriata,(e)P: (Myrapetra) catillifex,
(d) P. () I8 f P.
(Trichinothorax) ignobilis, (g) P. (Apopolybia) jurinei, (h) P. (Polybia) liliacea, (i) P.

(Trichinothorax) chrysothorax, (Myrapetra) fastidiosuscula,

(Myrapetra) occidentalis, (j) P. (Myrapetra) paulista, (k) P. (Myrapetra) platycephala, (1) P.

(Formicicola) rejecta, (m) P. (Myrapetra) ruficeps ruficeps, (n) P. (Myrapetra) ruficeps
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xanthops, (0) P..(Trichinothorax) sericea, (p) Polybia (Myrapetra) sp.1, (g)P-(Trichinothorax)
sp.2, (r) P. (Myrapetra) sp.3, (s) P. (Myrapeira) sp.4, (t) P. (Myrapetra) sp.5 e y - Tamanho do
centrdide. As barras mostram os valores medios + desvio padrdo. Letras distintas representam

médias significativamente diferentes pelo Teste de Tukey.

Ressaltamos que os marcos anatomicos utilizados para as analises de asa séo do tipo I,
que é caracterizado com homologia altamente confiavel segundo Bookstein (1991) e ao
contrario dos dados de tamanho da asa, observa-se que os dados de forma da asa, foram os que
melhor discriminaram as espécies, com os resultados indicando, de maneira geral, que as
juncdes das veias das asas podem ser eficientes para identificacdo de espécies no género
Polybia, principalmente ao considerar o teste de validacdo cruzada. Schutze et al. (2011) em
um trabalho utilizando morfometria geométrica de asa em Bactrocera dorsalis relataram uma

melhor discriminacédo da forma em comparacao ao tamanho.

5.2. Morfometria geométrica da cabeca

A analise 'de morfometria geométrica da cabeca também identificou variacOes
morfolégicas entre os grupos. A MANOVA para o formato das cabegas revelou que houveram
diferencgas significativas entre as espécies (p< 0.001). A ACP apontou diferenga na forma das
cabecas das espécies analisadas, sendo que o0s dois primeiros componentes principais
explicaram aproximadamente 70% da variacdo total dos'dados. O primeiro explicou 46,12%, o
segundo 23,16 % e o terceiro 8,43%. Ao observar o grafico de dispersao (Figura 7), nota-se que
as espécies P. (Trichinothorax) ignobilis e P. (Trichinothorax) sericea, assim como para asa,
apresentaram diferenciacdo morfoldgica. O primeiro componente separa no eixo negativo P.
(Myrapetra) ruficeps xanthops, P. (Myrapetra) occidentalis, P. (Myrapetra) bistriata, P.
(Myrapetra) bicyttarella, P. (Myrapetra) platycephala, P. (Myrapetra) ruficeps ruficeps, P.
(Myrapetra) paulista, P. (Myrapetra) sp.1, P. (Myrapetra) sp.3, P. (Myrapetra) sp.4 e P.
(Myrapetra)«sp.5, enquanto no eix@wpositivo separam-se P. (Frichinothorax) ignobilis, P.
(Polybia) liliacea, P. (Myrapetra) fastidiosuscula, P. (Apopolybia) jurinei, P. (Trichinothorax)
sericea e P. (Trichinothorax) sp.2.” O segundo componente ‘separa no. eixo negativo P.
(Myrapetra) ruficeps. ruficeps, P. (Myrapetra) sp.1, P. (Trichinothorax).sp.2; P. (Myrapetra)
sp.4, P. (Myrapetra) sp.5, P. (Myrapetra) paulista, P. (Myrapetra) bicyttarella, P. (Myrapetra)
platycephala e P. (Trichinothorax) sericea, enquanto no eixo positivo separam-se P.

(Myrapetra) catillifex, P. (Formicicola) rejecta, P. (Trichinothorax) chrysothorax, P.
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(Trichinothorax) ignabilis e P. (Myrapetra) fastidiosuscula (Figura 7).«De acordo com o
primeiro componente, observa-se na grade de deformacgéo que maiores variacbes nos marcos e
suas respectivas localizacbes no escore negativo foram: contracdo nas regides do clipeo
(marcos 1, 3, 4, 6, 7 e 19), soquete antenal (8 e 9) e regido externa inferior dos olhos compostos
(marcos 2 e 5), assim como expansdo na regiao dos ocelos (marcos 16, 17 e 18); enquanto o
oposto fol observado no escore positivo (Figura 8) (Anexo 2).

Pode-se observar que assim como para analise de asa, apesar dos grupos apresentarem
diferencas morfoldgicas significativas, na ACP de cabeca, algumas espécies ndo estavam bem
separadas, ocorrendo sobreposicdo de alguns grupos. Nota-se também, que os subgéneros ndo
apresentaram separagoes tdo expressivas, por exemplo, P. (Trichinothorax) representado por P.
(Trichinothorax) sericea, P. (Trichinothorax) chrysothorax, P. (Trichinothorax) ignobilis e P.
(Trichinothorax) sp.2, que mostrou-se bem estabelecido na analise de asa, considerando-se 0s
dois componentes principais.

Apesar de P. (Polybia) liliacea apresentar-se como uma espécie bem definida na ACP
da asa, paraanalise de cabeca so separou no CP 1, enguanto observa-se gue P. (Trichinothorax)
ignobilis separou=se.bem na ACP ao considerar ambos componentes. Quezada-Euan et al.
(2015) num estudo utilizando diferentes caracteres, no qual compararam os resultados da MG
da asa e posteriormente apenas a célularadial, também encontraram diferencas na distribuicao
dos grupos na ACP de acordo com o caractere utilizado. Além disso, assim como diferentes
condi¢des ambientais podem influenciar na varia¢do da forma das asas, Souza et al. (2008)
aplicaram a morfometria geométrica em-Metipona subnitida e demonstraram que diferentes
condicBGes ambientais e geograficas acarretam mudancas na morfologia da cabeca. Portanto, de

acordo com o caractere escolhido para a analise, € possivel obter uma variagao nos resultados.
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Figura 7. Grafico-de dispersdo baseado em Anélise de Componentes Pringipais (ACP) para a
forma da cabeca, a partir da média por colonia das espécies do género Poiybia. No gréfico, cada

espécie é representada por um simbolo.
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Figura 8. Grades:de defarmagao-com/atendéncia daformalda cabega explicada pelo primeiro
componente (PC1), sendo (a) o escore negativo e (b) positivo. Os vetores indicam a direcédo e

0 sentido da variacdo de cada marco anatémico.

A validagéo cruzada classificou corretamente, aproximadamente, 92,04% (p <0,0001)
das especies em seus respectivos grupos. Da mesma maneira que para a analise de asa, a maior
média de precisdo de classificagdo foi observada para as espécies P. (Trichinothorax)
chrysothorax e P. (Formicicola) rejecta, quando comparadas as demais, com uma média de
classificacao carreta de aproximadamente 99,95% e 99,67%, respectivamente, e a menor média
de taxa de«discriminacéao foi da especie.P. (Myrapetra) bistriata (aproximadamente 78,72%).
Observa-se que a menor precisdo de classificacdo foi entre P. (Myrapetra) ruficeps xanthops e
Polybia (Myrapetra) sp.1 (56,67%) (Tabela 8 — ver apéndice). Portando, a forma da cabeca

também tem um grande potencial para separar espécies no subgénero Polybia.
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Comparando=se a forma da asa e cabeca, observa-se que a maior precisdo de
classificacdo na validacdo cruzada foi para as espécies P. (Trichinothorax) chrysothorax e P.
(Formicicola) rejecta para ambas partes do corpo, com as taxas de distribuicdo correta acima
de 99%. Considerando-se o menor nivel de precisdo, percebe-se que para asa foi P.
(Trichinothorax) sericea (74,78%), contudo, a média desta espécie na anélise de cabeca foi de
99,62%. J& 0 menor indice para a cabeca, foi 0 da especie P. (Myrapetra) bistriata (78,72%),
que apresentou 91,09% em relacdo a asa. Entdo, de acordo com a parte do corpo utilizada,
verifica-se uma variagdo nas taxas de distribuicao correta, sugerindo que possam ser utilizados
diferentes caracteres em estudos afim de obter anélises de dados mais robustos.

O dendrograma gerado pelo método Neighbor-Joining a partir da distancia de
Mahalanobis com média por espécies, indicou que P. (Trichinothorax) sericea e Polybia
(Trichinothorax) sp.2 diferenciaram com 100% de suporte das demais espécies (Figura 9),
corroborando os resultados encontrados na ACP. Percebe-se.‘que“assim como na ACP e
validacao cruzada, em relacdo a P. (Myrapetra).ruficeps xanthops e Polybia (Myrapetra) sp.1,
0 dendograma demonstra uma proximidade enire 0S grupos.

Também pode=se observar, que o posicionamento das espécies de.P.(Trichinothorax)
corroborou 0s resultados de analises filogenéticas propostos por Carpenter et al. (2000) e Gelin
(2009), que consideram este subgénero monofilético. Além disso, assim como para asa, a
proximidade das espécies de P. (Myrapetra) corroborou o cladograma obtido por Carpenter et
al. (2000) que apontam monofiletismo no grupo. A adjacéncia de P. (Formicicola) e P.
(Apopolybia) no dendograma, corroborou oS resultados proposto por Carpenter et al. (2000),
que os consideram grupos irmaos, contrariando os achados de Gelin (2009).

A historia evolutiva do grupo ndo foi precisamente descrita no presente estudo, quando
comparada as revisdes taxondmicas mais atuais de Carpenter et al. (2000) e Gelin (2009), deve-
se considerar que ndo houveram representantes de todos os subgéneros, podendo ter
influenciado diretamente na conformacdo do dendograma. Segundo Gelin (2009) as relagdes
entre os subgéneros de Polybia ainda mostram-se pouco compreendidas, indicando a
necessidade da inclusdo de outros tipesde caracteres em analisesfuturas.

Diante do exposto, reforga-se a necessidade de compreender-as_relagbes entre os
subgéneros de Polybia, sugerindo-se um estudo taxonémico™ com diferentes abordagens
(molecular, citogenética e comportamental)‘para selucionar os problemas de classificacao deste

importante grupo de vespas socialis.
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Figura 9. Dendograma de Neighbor-Joining baseada na distancia de Mahalanobis médias entre
a forma da cabeca das espécies de Polybia, relacionadas com valores de bootstrap mostrados

abaixo de cada ramo.

Na analise de tamanho, a ANOVA aplicada ao tamanho do centréide foi significativa
(p<0.01) e as medias comparadas no Teste de Tukey demonstram estas diferencas, indicando
que os grupos P. (Myrapetra) bicyttarella, P. (Myrapetra) bistriata e Polybia (Myrapetra) sp.3
apresentaram as cabegas menores em relagdo as demais, contudo, ndo mostraram diferenca de
tamanho entre elas. Enquanto, P. (Polybia) liliacea, P. (Trichinothorax) sericea e P.
(Trichinothorax) sp.2 exibiram as maiores cabecas quando comparadas aos outros grupos,
porém, P. (Trichinothorax) sericea e P. (Trichinothorax) sp.2 ndo diferenciaram-se entre si
(Figura 10). Desse modo, os dados de tamanho da cabega apresentam utilidade limitada na

separacao das espécies em Polybia.
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Figura 10. Box-plot referente ao tamanhg das cabecas de Polybia baseado no tamanho do
centroide, onde: (a) P. (Myrapetra) bicyttarella, (b) P. (Myrapetra) bistriata, (c) P. (Myrapetra)
catillifex, (d) P. (Trichinothorax) chrysothorax; (e) P. (Myrapetra) fastidiosuscula, (f) P.
(Trichinothorax) ignobilis, (g) P. (Apopolybia) jurinei, (h) P. (Polybia) liliacea, (i) P.
(Myrapetra) occidentalis, (j) P. (Myrapetra) paulista, (k) P. (Myrapetra) platycephala, (1) P.

(Formicicola) rejecta, (m) P. (Myrapetra) ruficeps ruficeps, (n) P. (Myrapetra) ruficeps
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xanthops, (0) P..(Trichinothorax) sericea, (p) Polybia (Myrapetra) sp.1, (g)P-(Trichinothorax)
sp.2, (r) P. (Myrapetra) sp.3, (s) P. (Myrapeira) sp.4, (t) P. (Myrapetra) sp.5 e y - Tamanho do
centrdide. As barras mostram os valores medios + desvio padrdo. Letras distintas representam

médias significativamente diferentes pelo Teste de Tukey.

Embora os dados de tamanho da cabeca possam ter utilidade limitada na separacao das
espeécies, os dados de forma da cabeca parecem ter potencial para discriminar, ao observar alta

taxa de sucesso para a correta atribuicdo de individuos as suas espécies.



6. CONCLUS O O
As de morfometria ica, tanto para Qto para cabeca,

demonstraram que a forma possui elevada capacidade na distin¢cdo dos grupos taxondmicos,
~ permitindo identificar espécies de forma rapida, eficiente e com baixo custo. Portanto, ousoda
Genética, glodiyer Sitadeied Meciveranieict Mesryannaade ¢ Conseryacdo
conjuntos de dados, como estudos moleculares, por exemplo, na resolucdo de incertezas

taxonémicas de Polybia.
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APENDICES

Tabela 1. Descrigao das amostras obtidas por meio de coletas ou doagdes.

Coldnias Espécies Locais de Coleta NUmero de
Individuos
1 Polybia (Myrapetra) bicyttarella Richards, 1951 Maranhé&o 10
- Polybia (Myrapetra) bistriata (Fabricius, 1804) Campina - AM 1
3 Polybia (Myrapetra) bistriata (Fabricius, 1804) Manaus-'AM 1
4 Polybia (Myrapetra) bistriata (Fabricius, 1804) Parque Nacional Jal - AM 1
5 Polybia (Myrapetra) bistriata (Fabricius, 1804) Parque Nacional Jai - AM 1
6 Polybia (Myrapetra) bistriata (Fabricius, 1804) Reserva do PDBFF - AM 1
7 Polybia (Myrapetra) bistriata (Fabricius;1804) Reserva Ducke - AM 1
8 Polybia (Myrapetra) bistriata (Fabricius, 1804) Reserva Ducke - AM 1
9 Polybia (Myrapetra) bistriata (Fabricius, 1804) Rio Preto - AM 1
10 Polybia (Myrapetra) catillifex Mobius, 1856 Ibirataia - BA 10
11 Polybia (Myrapetra) catillifex Mobius, 1856 Itagi - BA 10
12 Polybia (Myrapetra) fastidiosuscula Saussure, 1854 Ribeirdo Preto - SP 10
13 Polybia (Myrapetra) occidentalis (Olivier, 1791) Boa Nova - BA 10
14 Polybia (Myrapetra) occidentalis (Olivier, 1791) Bonfim - RR 1
% Polybia (Myrapetra) occidentalis (Olivier, 1791) Brejdes - BA 10
16 Polybia (Myrapetra) occidentalis (Olivier, 1791) Caracarai - RR 1
17 Polybia (Myrapetra) occidentalis (Olivier, 1791) Careiro Castanho - AM 1
18 Polybia (Myrapetra) occidentalis (Olivier, 1791) Ibirataia - BA 10
19 Polybia (Myrapetra) occidentalis (Olivier, 1791) Ilha de Maraca - RR 1
20 Polybia (Myrapetra) occidentalis (Olivier, 1791) Itagi - BA 10
21 Polybia (Myrapetra) occidentalis (Olivier, 1791) Jequié - BA 10
22 Polybia (Myrapetra) occidentalis (Olivier, 1791) Jequié - BA 10
23 Polybia (Myrapetra) occidentalis (Olivier, 1791) Jequié - BA 10
24 Polybia (Myrapetra) occidentalis (Olivier, 1791) Jequié - BA 10
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25 Polybia (Myrapetra) occidentalis (Olivier, 1791) Jequié - BA 10
26 Polybia (Myrapetra) occidentalis (Olivier, 1791) Jequié - BA 10
27 Polybia (Myrapetra) occidentalis (Olivier, 1791) Jequié - BA 10
28 Polybia (Myrapetra) occidentalis (Olivier, 1791) Jequié - BA 10
29 Polybia (Myrapetra) occidentalis (Olivier, 1791) Jequié - BA 10
30 Polybia (Myrapetra) occidentalis (Olivier, 1791) Jitauna - BA 10
31 Polybia (Myrapetra) occidentalis (Olivier, 1791) Manaus - AM 1
32 Polybia (Myrapetra) occidentalis (Olivier, 1791) Piracuruca - Pl 1
33 Polybia (Myrapetra) occidentalis (Olivier, 1791) Pocbes - BA 10
34 Polybia (Myrapetra) occidentalis (Olivier, 1791) Reserva Ducke - AM 1
35 Polybia (Myrapetra) occidentalis (Olivier, 1791) Ribeirdo Preto - SP 10
36 Polybia (Myrapetra) occidentalis (Olivier, 1791) Sédo Carlos - SP 1
37 Polybia (Myrapetra) occidentalis (Olivier, 1791) Tefé - AM 1
38 Polybia (Myrapetra) paulista lhering, 1896 Ribeirdo Preto - SP 10
39 Polybia (Myrapetra) paulista Ihering, 1896 Ribeirdo Preto - SP 10
40 Polybia (Myrapetra) paulista Ihering, 1896 Ribeirdo Preto - SP 10
41 Polybia (Myrapetra) platycephala Richards, 1951 Itagi - BA 8
42 Polybia (Myrapetra) ruficeps ruficeps Schrottky, 1902 Maranh&o 10
43 Polybia (Myrapetra) ruficeps xanthops Richards, 1978 Brejoes - BA 10
44 Polybia (Myrapetra) ruficeps xanthops Richards, 1978 Brejoes - BA 10
45 Polybia (Myrapetra) ruficeps xanthops Richards, 1978 Brejoes - BA 10
46 Polybia (Myrapetra) sp.1 Brejoes - BA 10
47 Polybia (Myrapetra) sp.3 Maranh&o 7
48 Polybia (Myrapetra) sp.4 Maranh&o 5
49 Polybia (Myrapetra) sp.5 Maranh&o 7
50 Polybia (Trichinothorax) chrysothorax (Lichtenstein, 1796) Brejoes - BA 10
51 Polybia.(Trichinothorax) chrysothorax (Lichtenstein, 1796) Brejoes - BA 10
52 Polybia (Trichinothorax) chrysothorax (Lichtenstein, 1796) Ibirataia - BA 10
53 Polybia (Trichinothorax) chrysothorax (Lichtenstein, 1796) Itagi - BA 10
54 Polybia (Trichinothorax) chrysothorax (Lichtenstein, 1796) Maranhé&o 10
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55 Palybia (Trichinothorax) ignobilis (Haliday, 1836) Brejoes - BA 10
56 Polybia (Trichinothorax) ignobilis (Haliday, 1836) Maués - AM 1
57 Polybia (Trichinothorax) ignobilis (Haliday, 1836) Piracuruca - PI 1
58 Polybia (Trichinothorax) ignobilis (Haliday, 1836) Ubajara - CE 1
59 Polybia (Trichinothorax) sericea (Olivier, 1792) Brejoes - BA 3
60 Polybia (Trichinothorax) sericea (Olivier, 1792) Brejoes - BA 10
61 Polybia (Trichinothorax) sericea (Olivier, 1792) Iranduba - AM 1
62 Polybia (Trichinothorax) sericea (Olivier, 1792) Iranduba - AM 1
63 Polybia (Trichinothorax) sericea (Olivier, 1792) Jequié- BA L
64 Polybia (Trichinothorax) sericea (Olivier, 1792) Jequié - BA 10
65 Polybia (Trichinothorax) sericea (Olivier, 1792) Manaus - AM 1
66 Polybia (Trichinothorax) sericea (Olivier, 1792) Manaus - PA 1
67 Polybia (Trichinothorax) sericea (Olivier, 1792) Maranh&o 10
68 Polybia (Trichinothorax) sp.2 Ribeirdo Preto - SP 10
69 Polybia (Apopolybia) jurinei Saussure, 1854 Careiro Castanho - AM 1
70 Polybia (Apopolybia) jurinei Saussure, 1854 Ilha Maraca - RR 1
71 Polybia (Apopolybia) jurinei Saussure, 1854 Itagi - BA 8
72 Polybia (Apopolybia) jurinei Saussure, 1854 Manaus - AM 1
73 Polybia (Apopolybia) jurinei Saussure, 1854 Maués - AM 1
74 Polybia (Apopolybia) jurinei Saussure, 1854 Reserva Ducke - AM 1
75 Polybia (Apopolybia) jurinei Saussure, 1854 Tefé - AM 1
76 Polybia (Polybia) liliacea (Fabricius, 1804) BR-319 -/AM 1
77 Polybia (Polybia) liliacea (Fabricius, 1804) Canutama - AM 1
78 Polybia (Polybia) liliacea (Fabricius, 1804) Careiro Castanho - AM s
79 Polybia (Polybia) liliacea (Fabricius, 1804) Manaus - AM 1
80 Polybia (Polybia) liliacea (Fabricius, 1804) Maués - AM 1
81 Polybia (Polybia) liliacea (Fabricius, 1804) Parque Nacional Jau - AM 1
82 Polybia (Polybia) liliacea (Fabricius, 1804) Presidente Figueiredo - AM 1
83 Polybia (Polybia) liliacea (Fabricius, 1804) Presidente Figueiredo - AM 1
84 Polybia (Polybia) liliacea (Fabricius, 1804) Rio Nhamunda - AM 1
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85 Polybia (Polybia) liliacea (Fabricius, 1804) Senador Guiomard - AC

86 Polybia (Polybia) liliacea (Fabricius, 1804) Tefé - AM

87 Polybia (Formicicola) rejecta (Fabricius, 1798) BR-319 - AM

88 Polybia (Formicicola) rejecta (Fabricius, 1798) Caracarai - RR

89 Polybia (Formicicola) rejecta (Fabricius, 1798) Careiro Castanho - AM

90 Polybia (Formicicola) rejecta (Fabricius, 1798) Careiro Castanho - AM

91 Polybia (Formicicola) rejecta (Fabricius, 1798) Ibirataia - BA

92 Polybia (Formicicola) rejecta (Fabricius, 1798) llha de Maraca - RR

93 Polybia(Formicicola)rejecta (Fabricius, 1798) Jequié- BA

94 Polybia (Formicicola) rejecta (Fabricius, 1798) Manaus - AM 1

95 Polybia (Formicicola) rejecta (Fabricius,"1798) Manaus - AM 1

96 Polybia (Formicicola) rejecta (Fabricius, 1798) Manaus - AM 1

97 Polybia (Formicicola) rejecta (Fabricius, 1798) Maués - AM 1

98 Polybia (Formicicola) rejecta (Fabricius, 1798) Piracuruca - Pl 1

99 Polybia (Formicicola) rejecta (Fabricius, 1798) Reserva Ducke - AM 1

100 Polybia (Formicicola) rejecta (Fabricius, 1798) Ubajara - CE 1
Total - - 498

Tabela 2. Percentual da validacdo cruzada entre as espécies (p<0,0001) a partir da morfometria geométrica da asa, onde: 1 - P. (Myrapetra)
bicyttarella, 2- P. (Myrapetra) bistriata, 3= P. (Myrapetra) catillifex, 4.~ P.(Trichinothorax) chrysothorax, 5.- P. (Myrapetra)  fastidiosuscula, 6
- P. (Trichinothorax) ignobilis, 7 - P. (Apopolybia) jurinei, 8 - P. (Polybia) liliacea, 9 - P. (Myrapetra) occidentalis, 10 - P. (Myrapetra) paulista,
11 - P. (Myrapetra) platycephala, 12 - P. (Myrapetra) ruficeps ruficeps, 13 - P. (Myrapetra) ruficeps xanthops, 14 - P. (Trichinothorax) sericea,
15 - P."(Formicicola) rejecta, 16 - Polybia (Myrapetra) sp.1,.17 ~'Polybia (Trichinothorax) sp.2, 18 - Polybia (Myrapetra) sp.3, 19 - Polybia

(Myrapetra) sp.4 e 20 - Polybia (Myrapetra) sp.5.

3 4 5 6 7 8 9

11 12 13
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Tabela 3. Percentual da validacdo cruzada entre as espécies (p<0,0001) a partir da morfometria geométrica da cabeca, onde: 1.« P. (Myrapetra)
bicyttarella; 2 - P. (Myrapetra) bistriata, 3 - P. (Myrapetra) catillifex, 4 - P. (Trichinothorax) chrysothorax, 5 - P. (Myrapetra) fastidiosuscula, 6
- P. (Trichinothorax) ignobilis, 7 - P. (Apopolybia) jurinei, 8 - P.(Polybia) liliacea, 9 - P. (Myrapetra) occidentalis, 10 - P. (Myrapetra) paulista,
11 - P. (Myrapetra) platycephala, 12 - P. (Myrapetra) ruficeps ruficeps, 13 - P. (Myrapetra) ruficeps xanthops, 14 - P. (Trichinothorax) sericea,
15 - P. (Formicicola) rejecta, 16 - Polybia (Myrapetra) sp.1, 17 - Polybia (Trichinothorax) sp.2, 18 - Polybia (Myrapetra) sp.3, 19 - Polybia
(Myrapetra) sp.4 e 20 - Polybia (Myrapetra) sp.5.
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Anexo 1. ura das células (aQo das asas (b) de \Q:onforme Buck et

al. (2008).
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Anexo 2. Mor generalizada da c uma vespa social ¢ Andena et al.
(2016).
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