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RESUMO 

 
 

Mischocyttarus cassununga é uma espécie de vespa da subfamília Polistinae, 
endêmica do Brasil comumente encontrada em ambientes urbanos e que apresenta 
comportamento primitivamente eussocial, com fundação de ninho do tipo 
independente. Nestas vespas as colônias podem ser fundadas por uma única fêmea 
ou por um pequeno grupo de fêmeas; neste último caso, o grau de parentesco entre 
as fêmeas é desconhecido. Tais características tornam M. cassununga uma espécie 
interessante para estudos sobre a estrutura sociogenética de colônias de vespas 
sociais. Considerando a eficiência reconhecida dos marcadores microssatélites nas 
análises das relações de parentesco intranidal em colônias de insetos sociais, este 
trabalho teve como objetivos: 1) desenvolver primers de microssatélites específicos 
para M. cassununga e 2) realizar a observações do comportamento de cinco 
colônias de M. cassununga e, subsequentemente, analisar as relações de 
parentesco a partir dos loci de microssatélites isolados. Um total de dezoito loci 
polimórficos foi obtido, utilizando 20 indivíduos de colônias distintas. O número de 
alelos obtidos variou de 3 a 17 alelos por locus, totalizando 150 alelos, os quais 
apresentaram alto conteúdo de informação polimórfica para a maioria dos loci. Estes 
18 loci de microssatélites mostraram alto índice de sucesso na amplificação cruzada 
para três outras espécies de Polistinae. Oito dos 18 loci de microssatélites foram 
amplificados para acessar o grau de parentesco intranidal dos indivíduos de cada 
colônia de M. cassununga. Os oito locos amplificados revelaram um total de 70 
alelos distintos, com uma média de 8,75 alelos por locus analisado. As análises 
genéticas revelaram altos valores de heterozigosidade e presença de alelos nulos 
para alguns loci. Os resultados do parentesco genético obtidos neste estudo 
revelaram: a) em algumas situações, a presença de mais de uma fêmea poedeira na 
colônia; e, b) ausência de parentesco entre alguns indivíduos da mesma colônia. Os 
marcadores microssatélites no presente estudo mostraram-se eficientes tanto para a 
confirmação de resultados obtidos nas observações comportamentais, quanto nas 
analises da estrutura sociogenética em colônias de M. cassununga. É importante 
ressaltar que este foi o primeiro estudo sociogenético realizado com esta espécie de 
vespa Neotropical. Os resultados aqui obtidos abrem novas perspectivas de estudos, 
especialmente no que se refere a abordagens voltadas a um maior entendimento da 
evolução do comportamento social entre os Polistinae e também para o maior 
conhecimento da estrutura sociogenética presente em colônias de M. cassununga. 
 
 
Palavras-Chave: Vespas. Mischocyttarus. Marcadores microssatélites. Biblioteca 

genômica enriquecida. Estrutura sociogenética. 
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ABSTRACT 

 
 

Mischocyttarus cassununga is a primitively eusocial polistine wasp, endemic to Brazil 
usually found in urban environments. Colonies of these wasps are founded 
independently by one female or by association of few females; in this last case, the 
degree of genetic relatedness between these females is unknown. These 
characteristics make of M. cassununga an interesting species for studies concerning 
the sociogenetic structure of colonies of social wasps. Considering the recognized 
efficiency of microsatellite markers in the analysis of genetic relatedness in colonies 
of social insects, this study aimed to: 1) develop primers of microsatellite for M. 
cassununga and, 2) perform the observations of behavior in five colonies of this 
species and, subsequently, carry out the microsatellite analyses to assess the 
genetic relationships among individuals of each of these colonies. A total of eighteen 
polymorphic loci were obtained across 20 individuals from different colonies. The 
number of alleles amplified per locus ranged from 3 to 17, totaling 151 alleles 
detected, which showed high polymorphic information content for most loci. 
Amplification success and cross-species transferability of these 18 loci, tested for 
three polistine species, were high. Eight of the 18 microsatellite loci were amplified to 
access the degree of intranidal relatedness of individuals in each five colonies of M. 
cassununga. The eight loci revealed a total of 70 alleles, averaging 8.75 alleles per 
locus. Genetic analysis revealed high values of heterozigosity and the presence of 
null alleles for some loci, which are probably due to the reduced number of colonies 
analyzed. The results of genetic relatedness revealed: a) the presence of more than 
one egg-laying female in the colony, and, b) no genetic relatedness among some 
members of the colony. In this study, the microsatellite markers were effective for 
confirmation of results obtained in behavioral observations and in the genetic 
analysis of sociogenetic structure in colonies of M. cassununga. Importantly, this was 
the first study assessing structure of this Neotropical wasp. Our findings open new 
perspectives for studies concerning the evolution of social behavior among Polistinae 
and also for a greater knowledge of the sociogenetic structure in colonies of Our 
findings open new perspectives for studies concerning the evolution of social 
behavior among Polistinae and on the sociogenetic structure in colonies of M. 
cassununga. 
 
 
Keywords: Wasps. Mischocyttarus. Microsatellite markers. Enriched genomic 

library. Sociogenetic structure. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

As vespas da família Vespidae são insetos que apresentam níveis 

variados de organização social, exibindo comportamentos desde o tipo solitário até o 

social, característica que torna este grupo de vespas organismos interessantes para 

estudos relacionados à evolução do comportamento social em vespas e outros 

himenópteros (CARPENTER, 1991; REEVE, 1991). Dentre os Vespidae, Polistinae é 

uma subfamília de vespas sociais que reúne 21 gêneros e 900 espécies distribuídas 

em três tribos distintas, dentre as quais Myschocyttarini, representada apenas pelo 

gênero Mischocyttarus (RICHARDS, 1978; CARPENTER, 2004; GOMES; NOLL, 

2009). Com 240 espécies, este gênero é o maior em número de espécies dentre os 

Vespidae sociais. Mischocyttarus é um gênero com distribuição essencialmente 

Neotropical, com apenas umas poucas espécies com ocorrência na América do 

Norte (RICHARDS, 1978; CARPENTER, 1993; CARPENTER; MARQUES, 2001; 

SILVEIRA, 2008). 

Nos últimos anos alguns trabalhos têm estudado a organização 

social de determinadas espécies de Mischocyttarus - a exemplo de Mischocyttarus 

labiatus, M. mexicanus, M. cerberus e M. cassununga - um gênero que exibe 

comportamento como primitivamente eussocial (LITTE, 1981; GIANNOTTI, 1998; 

MURAKAMI, 2007; GUIMARÃES, 2008; KEPFER, 2011). Em colônias de 

Mischocyttarus, a substituição da rainha pode ser feita por uma de suas 

companheiras de ninho, aparentada à rainha, ou ainda por meio de usurpação, feita 

por uma fêmea de outro ninho, não aparentada à rainha (STRASSMANN; 

QUELLER; SOLÍS, 1995). Em Mischocyttarus cassununga e outras espécies deste 

gênero as fêmeas podem fundar seus ninhos solitariamente ou em grupos de 

poucas fêmeas (GIANNOTTI, 1998; MURAKAMI, 2007; DA SILVA, 2008; 

GUIMARÃES, 2008). Guimarães (2008) observou que a fundação de colônias por 

pleometrose (mais de uma fêmea) foi o tipo predominante para M. cassununga, 

enquanto que haplometrose (fundação por uma única fêmea) foi a condição 

observada por Murakami (2007), assim como para a vespa M. ceberus styx 

(GIANNOTTI, 1998). 

Embora o comportamento intranidal de fêmeas de colônias de 

Mischocyttarus e outros Polistinae tenha sido objeto de vários estudos 



14 

 

comportamentais realizados na tentativa de melhor compreender diferentes aspectos 

da organização social destas vespas, ainda são escassos os estudos com uma 

abordagem sociogenética envolvendo Mischocyttarus. Tal abordagem permite uma 

melhor caracterização do parentesco genético entre os membros da colônia, 

essencial para o entendimento da organização social e da evolução do 

comportamento social neste grupo de vespas e outros himenópteros.  

Atualmente existe uma gama de marcadores moleculares que 

podem ser utilizados para este fim. Dentre estes, os marcadores microssatélites têm 

sido utilizados e se mostrado informativos em vários estudos com himenópteros 

(EVANS, 1995; PAXTON et. al., 1996; BEYE et al., 1997; HASTINGS et al.,1998; 

FOSTER et al., 1999; FOSTER; RATNIEKS 2000; KATADA, 2007). Contudo, para 

que tais marcadores se mostrem eficientes e informativos se faz necessário, 

preferencialmente, a utilização de primers específicos, desenvolvidos para a espécie 

a ser estudada.  

No caso de M. cassununga ainda não existem primers de 

microssatélites desenvolvidos para esta espécie de vespa, nem tampouco para outra 

espécie deste gênero. Diante disto, os objetivos do presente estudo foram: em uma 

primeira etapa, desenvolver a partir de bibliotecas enriquecidas de microssatélites, 

primers específicos para Mischocyttarus cassununga e, posteriormente, empregar 

tais primers na identificação das relações de parentesco genético entre indivíduos de 

uma mesma colônia de M. cassununga. Os resultados obtidos neste trabalho podem 

vir a contribuir para estudos mais detalhados do comportamento sociogenético desta 

espécie de Polistinae, bem como para estudos sobre a diversidade genética de 

populações de M. cassununga, com vistas à conservação desta espécie. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 VESPIDAE: UMA VISÃO GERAL DA FAMÍLIA E UM ENFOQUE A MISCHOCYTTARUS 

CASSUNUNGA VON IHERING, 1903 

 

As vespas são insetos pertencentes à ordem Hymenoptera 

(CARPENTER; MARQUES, 2001). Dentro desta ordem, a divisão Aculeata reúne 

certamente os himenópteros mais conhecidos - formigas, abelhas e vespas - os 

quais têm como característica principal, a modificação do ovipositor, que ao invés de 

servir para a deposição de ovos, é utilizado como um órgão para inocular veneno. 

Neste grupo de insetos, os ovos são depositados por uma abertura na base do 

ferrão, ao invés de passarem através do canal formado pelo ovipositor (GRIMALDI; 

ENGEL, 2005; HUNT, 2007). Segundo Brothers (1999) os Aculeata são divididos em 

três grandes superfamílias, Chrysidoidea, Apoidea e Vespoidea. Nesta última 

superfamília, além de outros grupos de vespas e as formigas (Formicidae), estão 

reunidas, na família Vespidae, todas as vespas sociais. Os Vespidae formam um 

grupo de especial interesse para o estudo da evolução do comportamento social 

(CARPENTER, 1991; REEVE, 1991; GASPAR; LÓPEZ-URIBE; DEL LAMA, 2007), 

uma vez que reúne espécies exibindo desde comportamento solitário até altamente 

social (RICHARDS, 1978; CARPENTER, 1991; REEVE, 1991). No caso dos insetos 

sociais, define-se por comportamento eussocial, quando as colônias apresentam 

divisão de trabalho reprodutivo entre as fêmeas (ex. operárias e rainha, formando a 

casta estéril e casta reprodutora, respectivamente), cuidado cooperativo com os 

indivíduos da colônia e com a cria e sobreposição de gerações (WILSON, 1971; 

CARPENTER, 1991).  

A família Vespidae é dividida em seis subfamílias: Euparagiinae, 

Masarinae e Eumeninae, que compreendem as espécies de comportamento solitário 

e, Stenogastrinae, Vespinae e Polistinae, com diferentes graus de comportamento 

social (CARPENTER; MARQUES, 2001; AREVÁLO et al., 2004; CARPENTER, 

2004). 

A subfamília Polistinae possui uma ampla distribuição geográfica, 

com representantes distribuídos por todo o mundo, somando atualmente 21 

gêneros, e uma predominância de espécies na região Neotropical, principalmente no 
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Brasil (CARPENTER, 2004). São descritas 304 espécies brasileiras de Polistinae e 

destas aproximadamente 106 são endêmicas, com ocorrência em quase toda a 

extensão do território brasileiro (distribuídas desde a Floresta Amazônica ao 

Pantanal e Mata Atlântica). Na verdade, em relação aos Polistinae, a fauna brasileira 

é considerada a mais rica do mundo (CARPENTER; MARQUES, 2001). 

As espécies brasileiras de Polistinae pertencem a três tribos: 

Polistini, Mischocysttarini e Epiponini, que incluem os gêneros Polistes, 

Mischocyttarus e 19 gêneros de Epiponini, respectivamente (CARPENTER, 2004). A 

tribo Mischocyttarini está exclusivamente distribuída nos países do Novo Mundo, no 

qual o único gênero representante (Mischocyttarus) compreende um dos maiores e 

mais importantes grupos de vespas sociais, em termos de complexidade biológica e 

número de espécies (GADAGKAR, 1991; CARPENTER; MARQUES, 2001). O 

gênero Mischocyttarus é representado por mais de 240 espécies, distribuídas desde 

o Canadá até a Argentina, abrangendo todo o Brasil; inclui 117 espécies brasileiras, 

das quais, 76 são endêmicas (CARPENTER; MARQUES, 2001). 

Dentre os Polistinae, além de Polistes, Mischocyttarus tem atraído 

de forma expressiva a atenção de vários pesquisadores interessados em elucidar 

diferentes aspectos relacionados à evolução do comportamento social nos 

himenópteros (LITTE, 1981; GADAGKAR, 1991; QUELLER; STRASSMANN; 

HUGHES, 1992; STRASSMANN; QUELLER; SOLÍS, 1995; GIANNOTTI, 1998; 

GIANNOTTI, 1999; MURAKAMI et al., 2009; MURAKAMI; SHIMA, 2010). 

Aparentemente, neste grupo de vespas, existe uma única fêmea dominante na 

colônia, que é aquela que monopoliza a função da postura dos ovos (LITTE, 1981; 

QUELLER; STRASSMANN; HUGHES, 1992; NODA; SILVA; GIANNOTTI, 2001). 

Dentre as espécies que compõem o gênero Mischocyttarus, 

Mischocyttarus cassununga é uma vespa primitivamente eussocial que apresenta 

ninho constituído por um único favo descoberto, preso ao substrato por um 

pedúnculo excêntrico (Figura 1). Em relação ao comportamento de nidificação, é 

uma espécie que apresenta fundação do tipo independente (CARPENTER; 

MARQUES, 2001; PINTO et al., 2004). Este tipo de fundação pode ser iniciado 

apenas por uma fêmea inseminada que funda o ninho solitariamente (Haplometrose) 

ou pela associação de duas ou mais fêmeas férteis (Pleometrose), as quais 

geralmente são aparentadas (WEST-EBERHARD, 1969; REEVE, 1991). Embora a 
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inseminação não tenha sido levada em questão, o termo pleometrose deve ser 

usado somente para colônias que contêm duas ou mais fêmeas, cujos ovários 

apresentam ovos desenvolvidos (MURAKAMI, 2007). As fêmeas reprodutoras da 

subfamília Polistinae, iniciam a construção do ninho, ovipositam e alimentam as 

larvas; após a emergência da primeira prole, a fêmea fundadora, usualmente, 

restringe-se a produção de ovos e as demais funções são desempenhadas pelas 

fêmeas filhas. 

 

Figura 1 –Detalhe de duas colônias de Mischocyttarus cassununga no campus da 
Universidade Estadual de Londrina (CCB), mostrando o peduncúnculo 
excêntrico em fundação do tipo haplometrose (A) e “pleometrose” (B). 

 
Fonte: Carpenter e Marques (2001).  
 

Vespas primitivamente eussociais podem fundar seus ninhos 

solitariamente ou agregar-se a ninhos já estabelecidos, no qual colaboram com a 

fundadora. Além disto, estas vespas podem apossar-se de pequenos ninhos que 

estejam sem liderança por enfraquecimento da colônia ou com baixa atividade 

defensiva das fundadoras (PINTO et al., 2004). 

A interação de fêmeas na fundação de uma colônia é visto como 

uma estratégia de otimização intranidal, em que pressões ecológicas como o ataque 

de predadores e usurpadores, e pressões sociais como aumento dos níveis de 

sobrevivência, estão todos associados, conferindo diversas vantagens ecológicas e 

comportamentais, como o aumento de proteção da colônia (WEST-EBERHARD, 

1969; GIANNOTTI, 1997; REEVE, 1991; OLIVEIRA; CASTRO; PREZOTO, 2005). 
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Sabe-se que colônias que apresentam fundação do tipo independente sofrem 

maiores efeitos de predação e parasitismo do que espécies que fundam colônias por 

enxameagem, devido ao menor número de indivíduos protegendo a colônia, 

principalmente quando as fêmeas saem para forragear em busca de recursos 

(CLOUSE, 2001; CARPENTER; MARQUES, 2001), além de apresentar ninho com 

um único favo descoberto, sem um envelope protetor (RICHARDS, 1978; JEANNE, 

1972; JEANNE, 1991; CARPENTER; MARQUES, 2001). 

As vespas sociais de regiões tropicais, geralmente são ativas 

durante todo o ano, podendo fundar seus ninhos em qualquer período e assim não 

obedecem a um ciclo definido de fundação e abandono das colônias, ao contrário 

das vespas sociais de regiões temperadas (JEANNE, 1991; GUIMARÃES, 2008), no 

qual o sucesso de nidificação é influenciado pela sazonalidade. Alguns estudos 

(JEANNE, 1972; GIANNOTTI, 1998; PENNA et al., 2007) relatam que em geral 

espécies do gênero Mischocyttarus, incluindo M. cassununga, apresentam um 

assincronismo sazonal, podendo ocorrer fundações em qualquer período do ano. No 

entanto, Gobbi e Simões (1988; apud Guimarães, 2008) apesar de terem verificado 

assincronia sazonal em M. cassununga, observaram uma correlação positiva entre o 

número de colônias fundadas/abandonadas e a precipitação/temperatura, ocorridas 

em cada mês, sugerindo então que essa espécie é provavelmente sensível a 

oscilações climáticas.  

Assim como outros insetos sociais, as vespas podem armazenar 

substâncias líquidas (néctar) e sólidas (partes dos corpos de presa) no interior das 

células de suas colônias (PREZOTO et al., 2005) para alimentação de adultos e 

larvas. As vespas adultas se alimentam de líquidos do corpo das presas, néctar, mel, 

exudatos de insetos, sucos de frutas maduras e outros produtos açucarados, 

conteúdos celulares e água, e as larvas muito novas são alimentadas por um curto 

período pelos mesmos alimentos dos adultos e em seguida, por uma dieta proteica, 

composta basicamente por pequenos animais, principalmente insetos, capturados e 

macerados pelos adultos (CARPENTER; MARQUES, 2001) 

Em ambiente natural os ninhos são muito bem camuflados pela 

forma e coloração presentes em diversas espécies de plantas, troncos ou cavidades 

naturais (JEANNE, 1991; GIANNOTTI, 1999), no qual são construídos com fibra 

vegetal, retirada das árvores pelas vespas por raspagem da casca com suas 
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mandíbulas (GIANNOTTI, 1999).  Existe uma grande incidência de nidificações de 

vespas sociais em áreas antrópicas, principalmente em edificações humanas, onde 

permanecem ativas por muitos anos, sendo consideradas espécies com um alto 

grau de sinantropia (JEANNE, 1972). A construção dos ninhos nestes locais 

proporciona grandes vantagens às vespas sociais, no qual confere uma maior 

chance de sucesso, uma vez que nos ambientes antrópicos, a pressão contra 

inimigos naturais são minimizadas, assim como uma maior oferta de locais 

adequados para a fundação das colônias, devido a uma maior segurança às 

intempéries climáticas (JEANNE, 1975; LIMA et al., 2000). Vespas do gênero 

Mischocyttarus têm preferências por nidificarem em construções humanas (JEANNE, 

1972; LIMA et.al. 2000), o que torna esses insetos bons modelos para o estudo de 

comportamento destes grupos de vespas sociais em ambientes antrópicos. 

 

2.2 HAPLODIPLOIDIA EM HIMENÓPTEROS, SISTEMA DE DETERMINAÇÃO SEXUAL E 

SELEÇÃO DE PARENTESCO GENÉTICO 

 

Dentre os insetos Hymenoptera, ordem na qual estão inseridas as 

formigas, abelhas e vespas, o modo de reprodução mais comum é a arrenotoquia 

(COOK, 1993; COOK; CROZIER, 1995). Neste modo de reprodução, os machos 

nascem de ovos não fertilizados (partenogênese), recebendo desta forma um 

conjunto simples (haplóide) de cromossomos maternos, enquanto as fêmeas têm 

sua origem a partir de ovos fertilizados, sendo assim organismos diplóides (2n) que 

carregam cromossomos de origem paterna e materna (COOK, 1993; UNRUH; 

MESSING, 1993). Em alguns casos, machos diplóides também podem ser 

produzidos, mas estes são usualmente estéreis ou apresentam um baixo valor 

adaptativo, podendo inclusive, como descrito para a abelha Apis mellifera, serem 

eliminados pelas operárias antes de sua emergência (COOK, 1993; UNRUH; 

MESSING, 1993). 

Estudos mostram que na maioria dos himenópteros não ocorre os 

conhecidos mecanismos de determinação sexual diplodiplóide, o qual se baseia, por 

exemplo, nas diferenças de conjuntos cromossômicos, tal como a 

presença/ausência do cromossomo Y, que resulta na determinação do sexo 

masculino em mamíferos (COOK; CROZIER, 1995). Deste modo, um modelo 
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amplamente aceito e difundido para explicar tal determinação sexual se baseia nos 

estudos realizados por Whiting nas décadas de 1930-1940. De acordo com este 

modelo, o sexo é determinado por apenas um único loco, o loco Si-CSD (do inglês 

single-locus complementary sex determination), porém com muitos alelos. Se, em 

um indivíduo diplóide, este loco estiver em homozigose ocorrerá o nascimento de um 

macho diplóide, caso contrário, nascerá uma fêmea (ZAYED; PACKER, 2005). Este 

modelo CSD-loco único multialélico foi primeiro descrito para a vespa parasita 

Bracon hebetor. Nesta espécie, heterozigotos AiAj são fêmeas, enquanto os 

genótipos AiAi e AjAj são machos diplóides (COOK, 1993). 

O sistema haplodiplóide dos himenópteros tem sido apontado como 

um dos fatores principais envolvendo a organização social nestes insetos, conforme 

teoria de Hamilton (WILSON, 1971). Hamilton em 1964 publicou dois trabalhos que 

procuravam explicar, sob a luz da seleção natural, o comportamento eussocial nas 

diferentes espécies animais (HAMILTON, 1964a; HAMILTON, 1964b). Sob esta 

perspectiva, ambas as pesquisas introduziram uma nova e importante ideia no 

contexto da evolução: a seleção de parentesco. De acordo com Hamilton, a 

capacidade reprodutiva está intimamente relacionada com o grau de parentesco do 

indivíduo com os indivíduos reprodutivamente ativos (geneticamente relacionados) 

da colônia (RIBEIRO, 2009).   

Hamilton relata ainda que comportamentos altruísticos poderiam ser 

justificados quando existe um alto grau de parentesco entre os membros de uma 

colônia, no qual pode ser mais vantajoso, do ponto de vista da transmissão de genes 

para gerações futuras, que se tenha maior cuidado com as irmãs do que com os 

próprios filhos. Em sociedades partenogênicas, como é o caso dos insetos sociais, 

este raciocínio ganha força, afinal, as irmãs compartilham, em média, 75% dos 

genes umas com as outras, enquanto que mães e filhas compartilham apenas 50% 

dos genes (HAMILTON, 1964a; HAMILTON, 1964b; RIBEIRO 2009). 

Wilson, em 1971, estipula três critérios, que classificam espécies 

sociais: 1) indivíduos da mesma espécie ajudam de forma cooperativa na criação da 

prole; 2) há uma divisão de tarefas reprodutivas em uma sociedade em que um 

grupo de indivíduos é infértil e colabora com a criação dos filhos dos indivíduos 

férteis, além de desempenharem outras funções de manutenção; e 3) a existência 

de uma sobreposição de pelo menos duas gerações, de forma que os filhos possam 
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ajudar seus pais.  Sob a perspectiva de Wilson, os animais eussociais são apenas 

aqueles que exibem os três critérios por ele estipulados (WILSON, 1971; RIBEIRO, 

2009). Em vespas e abelhas, o comportamento eussocial está presente para 

algumas espécies, enquanto que para diversas outras espécies diferentes níveis de 

organização social podem ser evidenciados (WILSON, 1971). 

 

2.3 ESTUDOS GENÉTICOS ENVOLVENDO VESPAS POLISTINAE 

 

Nas ultimas décadas estudos genéticos moleculares têm sido 

desenvolvidos com diferentes espécies de vespas, incluindo diversos estudos com 

espécies da subfamília Polistinae (QUELLER; STRASSMANN; HUGHES, 1992; 

HUGHES; QUELLER, 1993; STRASSMANN; QUELLER; SOLIS, 1995; EZENWA et 

al., 1998; FIELD et al., 1998; QUELLER et al., 2000; STRASSMANN, 2001; 

AREVÁLO et al., 2004; JOHNSON; STARKS, 2004; KUDÔ, 2005; LIEBERT et al., 

2006; PICKET; CARPENTER; WHELLER, 2006; GASPAR; LÓPEZ-URIBE; DEL 

LAMA, 2007; SEPPÄ et al., 2007; ZANETTE; FIELD, 2008; HENSHAW; TOTH; 

YOUNG, 2011). As abordagens destes estudos incluem análises da estrutura de 

populações, filogenia e evolução, estrutura sociogenética, efeitos da fissão de 

colônias no parentesco de vespas, determinação do sistema de acasalamento, entre 

outros fatores que auxiliam na interpretação do entendimento da biologia deste 

grupo de Vespidae. 

Como destacado anteriormente, um dos aspectos essenciais no 

entendimento da evolução da organização social em insetos himenópteros, diz 

respeito, sem dúvida alguma, ao grau de parentesco genético entre os membros de 

uma colônia (GASPAR; LÓPEZ-URIBE; DEL LAMA, 2007). De acordo com Gaspar, 

López-Uribe e Dela Lama (2007), o grau de parentesco genético entre os indivíduos 

da colônia associados com os níveis de poliginia (mais de uma fêmea realizando 

postura na colônia) e poliandria (mais de um macho copulando com uma única 

fêmea) indicam a estrutura sociogenética de uma colônia. Segundo estes autores, o 

conhecimento da estrutura sociogenética de colônias de insetos primitivamente 

eussociais ajuda a entender a evolução da socialidade nos insetos. 

Embora a presença de mais de uma fêmea reprodutora (poliginia) 

tenha sido descrita para Mischocyttarus, análises genéticas baseadas em 
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marcadores isoenzimáticos apontaram pouca evidência para poliginia nestas 

vespas, revelando um elevado grau de parentesco entre os membros de uma 

colônia (QUELLER; STRASSMANN; HUGES, 1992). Estes autores também 

evidenciaram ausência de endogamia e de diferenciação em subpopulações, 

sugerindo acasalamento ao acaso para as espécies estudadas. 

Há evidências, pelo menos para Polistes, que as associações entre 

fêmeas durante a fase de fundação do ninho ocorrem preferencialmente entre 

fêmeas aparentadas (WEST-EBERHARD, 1969). Contudo, em relação a este fato, a 

literatura atual carece de estudos genéticos que comprovem se o mesmo ocorre 

para Mischocyttarus e outros gêneros de Polistinae. 

 

2.4 MARCADORES MICROSSATÉLITES 

 

Os marcadores microssatélites são pequenas sequências repetidas 

em tandem e que estão distribuídas amplamente pelo genoma apresentando altos 

níveis de polimorfismo alélico, localizadas tanto na região não codificante quanto 

codificante do DNA (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998; STRASSMANN et al., 

1997). São conhecidos também como repetições curtas em tandem (STRs) ou 

sequencias simples repetidas (SSRs), que variam de 1 a 6 pares de bases 

(HUGHES; QUELLER, 1993; PARKER et al., 1998; AVISE, 2004; OLIVEIRA et al., 

2006). Os microssatélites são classificados em quatro grupos: 1) perfeitos 

(GAGAGAGAGAGAGAGAGA); 2) imperfeitos (TCTCTCTCTGTCTC); 3) 

interrompidos (ACACACATTTACACAC) e 4) compostos 

(ACACACACACTCTCTCTC). Tais marcadores são amplificados via PCR (Reação 

em Cadeia da Polimerase) utilizando-se um par de primers específicos (de 20 a 30 

pb), que são complementares a sequências únicas de regiões conservadas do 

genoma, que nesse caso flanqueiam um microssatélite. Segmentos amplificados a 

partir destes sítios quase que invariavelmente apresentam um polimorfismo 

extensivo, resultante da presença de diferentes números de elementos simples 

repetidos (motifs). Assim, cada “bloco” de microssatélites, independentemente do 

motif (por exemplo, CA, TG, ATG ou CTAG), constitui um loco genético altamente 

variável, multialélico e de grande conteúdo informativo (FERREIRA; 

GRATTAPAGLIA, 1998). 
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Entretanto, para usufruir o grande potencial desses marcadores, é 

necessário um melhor entendimento de como os microssatélites evoluem dentro e 

entre as espécies (FITZSIMMONS et al., 1995). Apesar do mecanismo de evolução 

dos microssatélites ainda não estar totalmente elucidado, eles têm sido amplamente 

empregados devido à sua alta variabilidade, o que os tornam marcadores genéticos 

informativos (QUELLER et al., 1993; ZHU, 2000). 

A taxa de mutação dos microssatélites é muito variável e depende 

de vários fatores. Um deles, e geralmente o mais frequente, é o número de 

repetições, pois se sabe que quanto maior for esse número, mais polimórficos serão 

os microssatélites (WEBER, 1990). Erros durante a recombinação, crossing-over 

desigual e deslizamento da polimerase na replicação ou no reparo do DNA também 

podem explicar esta alta taxa de mutação (ZHU, 2000; OLIVEIRA et al., 2006). 

Dentre as características dos microssatélites que os tornam úteis 

nos vários tipos de estudos, destacam-se: constituem caracteres mendelianos, 

codominantes (ou seja, é possível distinguir indivíduos homozigotos e 

heterozigotos), geralmente são seletivamente neutros, pois não sofrem o efeito da 

seleção e são altamente polimórficos (AVISE, 2004). Deste modo, atualmente, a 

utilização dos microssatélites tem sido bastante difundida na análise de 

polimorfismos genéticos (MATIOLI; PASSOS-BUENO, 2001). 

Os microssatélites são amplamente utilizados em estudos de 

parentesco, apresentam algumas vantagens sobre as outras técnicas neste tipo de 

estudos entre os indivíduos de uma população, pois tais marcadores moleculares 

fornecem informações sobre loci únicos, o que permite estimativas de frequências 

alélicas e também, por apresentarem altos níveis de diversidade gênica e 

consequentemente altos níveis de polimorfimo (PARKER et al., 1998) 

Segundo Avise (2004) estudos que envolvem parentesco surgem em 

praticamente todas as discussões sobre espécies sociais, em que morfologias e 

comportamentos peculiares poderiam ter evoluído sob a influência de seleção de 

parentes (kin selection) ou fitness (valor de aptidão de um indivíduo que envolve o 

seu sucesso reprodutivo e seus parentes).  Neste caso, para que dois indivíduos 

retirados ao acaso de uma colônia sejam irmãos verdadeiros completos (filhos de 

um mesmo casal) estes devem: a) exibir no máximo três alelos por loco no caso de 

espécies haplodiplóides como os Hymenoptera; b) exibir alelos em frequências 
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consistentes com a transmissão vinda somente de dois parentais; c) partilhar algum 

alelo que foi observado no estudo da população; d) exibir com frequência excesso 

de indivíduos heterozigotos com relação às frequências genotípicas esperadas na 

geração; exibir valores de parentesco genotípico próximo a 0,5 (0,75 no caso dos 

Hymenoptera); f) alta variação de frequências alélicas entre as gerações (AVISE, 

2004). 

Os microssatélites têm se mostrado uma ferramenta extremamente 

vantajosa também para o mapeamento do genoma de muitos organismos. Não 

obstante suas análises se estendem por diferentes áreas como estudos 

filogenéticos, forenses, de paternidade, genética de populações, conservação e 

manejo dos recursos biológicos (JARNE; LAGODA, 1996). 

 

2.5 MARCADORES MICROSSATÉLITES EM VESPIDAE 

 

Os Hymenoptera sociais, que apresentam níveis variáveis de 

organização social, como é o caso das vespas da família Vespidae, constituem 

modelos importantes para o estudo da evolução do comportamento. Como já 

mencionado um dos aspectos essenciais no entendimento da organização social 

destes insetos, diz respeito, sem dúvida alguma, ao grau de parentesco genético 

entre os membros de uma colônia (GASPAR; LÓPEZ-URIBE; DEL LAMA, 2007).  

A associação existente entre as vespas de uma colônia é um 

componente essencial na determinação do conflito de oviposição entre as rainhas e 

as operárias. Acredita-se, que a frequência de acasalamento das rainhas, é a chave 

para o estudo do comportamento reprodutivo (FOSTER et al., 1999; FOSTER; 

RATNIEKS 2000).  

Por meio da análise de microssatélites é possível reconstruir 

genealogias e estimar relações de parentesco (STRASSMANN, 1997). Além disto, é 

possível também gerar informações sobre eventos não observados (morte da rainha, 

a usurpação do ninho ou dominância reprodutiva de uma geração passada) e 

caracterização da estrutura genética das colônias, como, por exemplo, frequência de 

acasalamentos, número de rainhas, coeficiente de endogamia, entre outros 

(QUELLER et al., 1993; FIELD et al., 1998; HUGHES, 1998). Contudo, uma 

limitação aos estudos genéticos baseados em marcadores microssatélites, 
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envolvendo vespas e outros organismos, relaciona-se à falta de construção de 

primers de loci de microssatélites para as espécies a serem estudadas. 

No caso de vespas da família Vespidae, nas últimas duas décadas, 

alguns trabalhos da literatura descreveram primers de microssatélites para algumas 

das muitas espécies deste grupo diverso de vespas. Por exemplo, Thoren et al. 

(1995) descreveram alguns locos de microssatélites para a vespa social Vespula 

rufa, para avaliar a estrutura reprodutiva e entender como a sociedade reprodutiva é 

mantida nesta espécie, encontrando um alto nível de polimorfismo destes 

marcadores na espécie estudada. Em um estudo mais recente foram caracterizados 

dezenove locos de microssatélites para Vespula vulgaris, os quais foram testados 

também para outras sete espécies de três gêneros de Vespidae (DALY et al., 2002). 

Estes autores sugeriram a aplicação dos primers descritos em investigações 

ecológicas moleculares com outras espécies de vespas sociais (Vespidae). Ainda, 

outras espécies de Vespidae que tiveram loci de microssatélites isolados e primers 

específicos descritos incluem: Parachartergus colobopterus (CHOULDHARY et 

al.,1993), Polistes bellicosus e P. annularis (STRASSMANN et al., 1997), Polistes 

dominulus (HENSHAW, 2000), Eustenogaster fraterna (ZHU et al., 2000), Polistes 

tabidus (HENSHAW et al., 2001), Vespula vulgaris (DALY et al., 2002), Polistes 

rothneyi (TAKAHASHI; YAMASAKI, 2007). Até o presente, contudo, ainda não se 

tinha na literatura informações sobre loci de microssatélites para espécies do gênero 

Mischocyttarus, apesar de ser este um gênero extremamente importante para o 

estudo da evolução do comportamento social. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1OBJETIVOS GERAIS 

 

Considerando a falta de estudos genéticos com vespas da espécie 

Mischocyttarus cassununga e a necessidade de se conhecer a relação de 

parentesco intranidal dos indivíduos em colônias desta espécie, na tentativa 

premente de esclarecer dúvidas relacionadas à estrutura sociogenética desta vespa 

Polistinae, o presente trabalho teve como objetivos descrever marcadores 

microssatélites e testar a aplicação destes no estudo das relações genéticas de 

diferentes colônias de M. cassununga. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Desenvolver bibliotecas enriquecidas de microssatélites para 

Mischocyttarus cassununga; 

 Selecionar primers para regiões flanqueadoras de microssatélites, 

para sua amplificação por PCR; 

 Padronizar os protocolos de amplificação dos locos de 

microssatélites; 

 Otimizar a amplificação dos primers em outras espécies da 

subfamília Polistinae; 

 Testar os primers desenvolvidos em avaliações das relações de 

parentesco e estrutura sociogenética de colônias de M. 

cassununga. 
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ISOLATION AND CHARACTERISATION OF MICROSATELLITE LOCI OF 

MISCHOCYTTARUS CASSUNUNGA (VESPIDAE, POLISTINAE, 

MISCHOCYTTARINI) 

 

 

Alessandra Novaga Alves1, Silvia Helena Sofia1’* 

 

 

Abstract 
Mischocyttarus cassununga (von Ihering, 1903), a primitively eusocial Brazilian wasp, 
commonly found in urban environments, is an interesting model for studies on 
Hymenoptera social behaviour evolution. In this study a microsatellite-enriched 
genomic library was constructed and primers for 18 microsatellite loci are presented. 
For the analysis, 20 unrelated females were screened and all loci obtained were 
polymorphic. The number of alleles per locus varied from 3 to 17 (X = 8.3), totalizing 
151 alleles. Levels of observed (Ho) and expected (He) heterozygosities ranged from 
0.150 to 0.950 and 0.261 to 0.920, respectively. The polymorphic information content 
(PIC) ranged from 0.238 to 0.915, averaging 0.680. All loci were in Hardy-Weinberg 
equilibrium and linkage disequilibrium was not detected after sequential Bonferroni 
correction (P > 0.05). These polymorphic markers will allow further studies on 
sociogenetic structure, extensive population genetic analysis and diversity of M. 
cassununga and other Mischocyttarini species. 
 
 
Keywords: Wasps. Hymenoptera. Polistinae. Mischocyttarus. Molecular markers. 

Primitively eussocial wasps. 
 

Introduction 

 

Mischocyttarus cassununga is a Neotropical and primitively eusocial 

polistine wasp, found exclusively in Brazil (Richards, 1978). As several other species 

of the subfamily Polistinae, M. cassununga represents an interesting model for 

studies of social behaviour evolution and cooperation in insect societies.  

Colonies of Mischocyttarus are founded independently by one female 

(haplometrosis) or by an association of a few females (pleometrosis), which are 

apparently related to each other (West-Eberhard, 1969; Gadagkar, 1991). These two 

colony foundation types have been reported for M. cassununga (Murakami, 2007; 
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Guimarães, 2008). The facultative females association for the colony foundation 

raises several questions concerning genetic relatedness among individuals, and 

social organisation in the colonies. In social insects, estimates of relatedness among 

nestmates, levels of polyandry and polygyny are very important to understand the 

sociogenetic structure (Gaspar et al., 2007). Also, according to these authors, the 

elucidation of genetic structure of primitively eusocial species will certainly contribute 

to a better understanding of the evolution of social behaviour in insects. 

In colonies of M. cassununga castes are morphologically 

undifferentiated and reproductive division of work is established by dominance and 

submission interactions, through agonistic behaviour among females (Prezoto et al., 

2004; Costa Filho et al., 2011).  Although in this wasp the presence of a single 

dominant female per colony is a typical condition (Richards, 1978), more than one 

inseminated female per colony during all stages of the colony cycle have been 

observed (Murakami et al., 2009).  

In these last two decades, microsatellite genetic markers have 

greatly improved our knowledge and ability to characterise the reproductive 

strategies performed by social wasps (Henshaw, 2000). Also, these markers have 

proved very informative in determining the genetic relatedness of different 

hymenopteran social species (Paxton et al., 1996; Beye et al., 1997; Henshaw et al., 

2000; Kudô et al., 2005, Katada et al., 2007). In this sense, these markers are 

considered reliable tools for sociogenetic studies (Henshaw et al., 2011; Augusto et 

al., 2012).  

In the current study we report on primers for amplifying eighteen 

polymorphic microsatellite loci for the primitively eusocial wasp M. cassununga.  The 

results obtained will allow the development of genetic studies regarding the 

sociogenetic structure of M. cassununga, as well as population genetic approaches 

for this Neotropical wasp species. 

DNA was isolated from the insect legs and thorax using a standard 

phenol/chloroform protocol. A microsatellite-enriched genomic library was 

constructed according to the method of Billotte et al. (1999) with some modifications 

proposed by Brito et al. (2009). Genomic DNA (5 μg) was digested with 50 U of Rsa I 

and then linked to l0 µM of Rsa21 (5′CTCTTGCTTACGCGTGGACTA3′) and Rsa25 

(5′TAGTCCACGCGTAAGCAAGAGCACA3′) adaptors. Fragments were selected by 
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(AGA)5 and (GA)8 probes, then cloned into pGem®-T (Promega) vector. Such 

recombinant plasmids were used to transform E. coli DH10-β lineage. A total of 144 

recombinant clones were selected and sequenced using Big Dye Terminator™ kit (v. 

3.1 – Applied Biosystems). The sequences were solved on ABI 3100 and ABI 3730 

automated sequencer. Sequences were analyzed using BioEdit v.7.0 software (Hall, 

1999) and, primer design was performed by Primer 3 software (Rozen and Skaletsky, 

2000). The forward primers selected received an additional sequence 5′-

TGTAAAACGACGGCCAGT-3′ to the 5′ end (Schuelke 2000). The AutoDimer 

software (Vallone and Butler, 2004) was used to test potential presence of hairpin 

structures and primer-dimer problems. The individual genotyping was performed on 

ABI 3730 automated sequencer. 

Loci polymorphism was tested using 20 unrelated females of M. 

cassununga collected from different nests distributed in the campus of Universidade 

Estadual de Londrina - UEL (23°15′S, 51°10′W), Londrina, Paraná state, southern 

Brazil. Also, one individual of the following polistine species Mischocyttarus cerberus 

styx Richards, 1940, Mischocyttarus drewseni de Saussare, 1857, and Polistes 

versicolor (Olivier, 1791) was collected at UEL campus and used to test 

transferability of microsatellite primers designed for M. cassununga. Total DNA was 

extracted from the thorax and legs of each individual, following the protocol of Freiria 

et al. (2012) with some modifications. PCR reactions were performed according to 

the protocol described by Francisco et al. (2011), with some modifications. The 

amplifications were performed at an initial denaturation step of 94 °C for 4 min, 

followed by 35 cycles of 94 °C for 40 s, 54 °C or 60 °C for 1 min, 72 °C for 1 min, and 

a final extension of 72 °C for 10 min. The PCR products were submitted to 

electrophoresis in an automated sequencer (Applied Biosystems 3730 Genetic 

Analyzer) and GeneScan 500 ROX (Applied Biosystems) was used as the standard 

molecular weight. 

The individuals were genotyped through GeneMarker 1.85 software 

(SoftGenetics, State College, PA) followed by manual checking. Tests for Hardy-

Weinberg equilibrium (HWE) and linkage disequilibrium among pairs of loci were 

calculated by GENEPOP 4.0.10 (Raymond and Rousset, 1995; Rousset, 2008); 

subsequently, P values were adjusted by the sequential Bonferroni correction (Rice, 

1989). The software GenAlEx v.6.41 (Peakall and Smouse, 2006) was used to 



31 

 

estimate the observed (Ho) and expected (He) heterozygosities and average number 

of alleles per locus. Estimates of the polymorphic information content (PIC) and 

potential null alleles were obtained through Cervus v.3.0 (Marshall et al., 1998) and 

MicroChecker v.2.2.3 (van Oosterhout et al., 2004) software, respectively. 

Out of 144 sequenced clones, 33 showed microsatellite repeats that 

deserved primers designing. However, after testing several amplification conditions, 

only 19 loci amplified successfully, being 18 polymorphic (Table 1). The number of 

alleles per locus varied from 3 to 17, averaging 8.33. Observed (Ho) and expected 

(He) heterozygosities ranged from 0.150 to 0.950 and 0.261 to 0.920, respectively. 

The polymorphic information content (PIC) ranged from 0.238 to 0.915, averaging 

0.680 (Table 1). According to Botstein et al. (1980) estimates of PIC above 0.5 are 

considered highly informative, between 0.25 and 0.50 are reasonably informative 

and, below 0.25 are only slightly informative. Based on this, in the current study, 

since 14 loci showed PIC values equal or superior to 0.652 they were considered as 

highly informative; three loci (Mcas5b, Mcas83b and Mcas90b) were reasonably 

informative and one locus (Mcas90b) was slightly informative. After adjusting to 

sequential Bonferroni correction no loci showed significant deviation from HWE, as 

well as no linkage disequilibrium was found between all pairs of loci analyzed (P > 

0.05). The occurrence of null alleles was found for two loci, Mcas5b and Mcas55b, a 

result that is likely due to the very low allele frequency (0.025) detected for both. The 

PCR products from cross-species amplification tests produced fragments of expected 

sizes (not shown) for all three polistine species analysed (M. cerberus styx M. 

drewseni and Polistes versicolor). However, non-PCR product for locus Mcas42b 

was observed for P. versicolor (Table 1). As previously reported for other wasps 

species (Henshaw, 2000; Zhu et al., 2000; Daly et al., 2002), the success in cross-

species amplification performed by Mcas primers, reaffirm the extensive conservative 

character of microsatellite flanking region in related species (Zardoya et al., 1996). 

Although taken with care, considering that more tests involving a higher number of 

individuals of these species are recommended, our findings suggest the potential use 

of these primers to assess heterologous loci of other Polistinae wasps, especially the 

Mischocyttarini species. 

In spite of M. cassununga being a wasp species commonly found in 

urban environments (Prezoto et al., 2004; Guimarães, 2008), until now there has no 
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genetic approach dealing with the sociogenetic structure and reproductive strategies 

of this polistine species. A limiting factor can attributed to the absence of publications 

bringing forward specific information regarding microsatellite loci for Mischocyttarini 

species. In this sense, the microsatellite loci described herein will contribute to future 

sociogenetic studies involving M. cassununga, a recognised primitively eusocial 

wasp. Certainly, information about the sociogenetic structure of colonies coupled with 

behavioural studies, already performed for M. cassununga (Prezoto et al., 2004; 

Murakami et al., 2009; Murakami and Shima, 2010), will help to elucidate existing 

doubts regarding its social organisation. In addition, the microsatellite loci here 

reported will contribute to the development of population genetic studies involving M. 

cassununga as well as other Mischocyttarus species. 
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Table 1 – A description of 18 polymorphic microsatellite loci isolated from Myschocyttarus cassununga and results in cross-species 
amplification tests with other three polistine species. (+) = successful amplification; (-) = no amplification. The sample size (n) 
for each species is given in the column heading. GenBank accession numbers are JQ672630 to JQ672648 

 

Flanking primers, Ta = optimal annealing temperatures, k = number of alleles, allele size range (bp), Ho = observed heterozigosity, He = expected heterozygosity estimated 
from 20 unrelated females, PIC = polymorphic information content, GenBank accession numbers. *Indicates significant HWE departure (P < 0.05). 
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MARCADORES MICROSSATÉLITES APLICADOS AO ESTUDO DO 

COMPORTAMENTO SOCIAL DE COLÔNIAS DA VESPA MISCHOCYTTARUS 

CASSUNUNGA VON IHERING, 1903 (HYMENOPTERA, VESPIDAE, 

MISCHOCYTTARINI)1 
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Resumo 
Neste trabalho foram realizadas observações do comportamento intranidal de cinco 
colônias da vespa Mischocyttarus cassununga von Ihering, com o objetivo de obter 
informações que pudessem subsidiar a caracterização do parentesco genético dos 
indivíduos adultos e prole da colônia. Tais observações permitiram identificar um 
predomínio de fundações por haplometrose (60%), a presença de fêmeas M. 
cassununga usurpadoras coexistindo em algumas colônias e uma possível 
alternância de dominância entre fêmeas dominantes. Nas análises genéticas, oito 
loci de microssatélites de os todos os indivíduos (fêmeas e imaturos) das cinco 
colônias foram amplificados e, em seguida genotipados, em sequenciador 
automático. O número de alelos encontrados variou de dois a seis alelos por locus, 
totalizando 70 alelos obtidos; com a presença de alelos exclusivos para algumas 
colônias. As estimativas genéticas revelaram altos valores de heterozigose e 
presença de alelos nulos para alguns loci. As análises do parentesco genético 
obtidos neste estudo revelaram a presença de indivíduos não-aparentados em uma 
mesma colônia, indicando: a) a presença de mais de uma fêmea poedeira na 
colônia; e, b) nos casos de invasão de fêmeas externas à colônia, que tais fêmeas 
não eram irmãs ou aparentadas com os indivíduos da colônia invadida. Este foi o 
primeiro estudo sociogenético realizado com M. cassununga e os resultados aqui 
obtidos abrem novas perspectivas de estudos, especialmente no que se refere a 
abordagens voltadas a um maior entendimento da evolução do comportamento 
social entre os Polistinae. 
 
 
Palavras-chaves: Vespidae – Polistinae - Mischocyttarus cassununga – 

Microssatélites – Relação de parentesco – Sociogenética. 
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1 INTRODUCÃO 

 

As vespas da família Vespidae são insetos que apresentam níveis 

variados de organização social, exibindo comportamentos desde o tipo solitário até 

altamente social, característica que torna este grupo de vespas interessantes para 

estudos relacionados à evolução do comportamento social (Carpenter, 1991; Reeve, 

1991; Gaspar et al., 2007). Dentro de Vespidae, Polistinae é uma subfamília que 

reúne 21 gêneros distribuídos em três tribos distintas, dentre estas Mischocyttarini é 

representada apenas pelo gênero Mischocyttarus (Carpenter, 2004; Gomes e Noll, 

2009). 

Mischocyttarus de Saussare, 1853 apresenta uma distribuição 

essencialmente Neotropical, ocorrendo em sua maior diversidade na América do Sul 

(Richards, 1978; Carpenter e Marques, 2001; Silveira, 2008). Apesar de reunir cerca 

de 250 espécies, constituindo o gênero mais diverso em número de espécies dentre 

os vespídeos sociais (Silveira, 2008), ainda são poucos os estudos envolvendo 

Mischocyttarus (Murakami et al., 2009). Dentro deste gênero, Mischocyttarus 

cassununga é uma das mais de 75 espécies que são endêmicas do Brasil 

(Carpenter e Marques, 2001). 

Assim como as outras espécies do gênero (Wilson, 1971; Litte, 

1981; Giannotti, 1999), M. cassununga apresenta comportamento primitivamente 

eussocial (Prezoto et al., 2004), que tem como uma de suas características a 

fundação independente da colônia (Gadagkar, 1991). Em Mischocyttarus a fundação 

da colônia pode acontecer com uma fêmea fundando sozinha o ninho 

(haplometrose) ou em associação com outras poucas fêmeas (pleometrose) (Litte, 

1981; Gadagkar, 1991), que geralmente são consideradas aparentadas entre si 

(West-Eberhard, 1969; Jeanne, 1972; Gadagkar, 1991). Ambas as condições já 

foram observadas para M. cassununga (Murakami, 2007; Guimarães, 2008).  

No caso de M. cassununga embora apenas uma fêmea dominante 

reprodutora pareça ser a condição usual (Richards, 1978), foi demonstrado que 

colônias desta espécie apresentam mais de uma fêmea inseminada, as quais seriam 

potencialmente capazes de realizar postura de ovos viáveis durante todas as fases 

da colônia (Murakami, 2007; Murakami et al., 2009). Sobre este fato não se sabe 

ainda ao certo se tais fêmeas realizam oofagia com produção de sua própria prole e 

qual o grau de parentesco entre tais fêmeas, particularmente nos casos de fundação 
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por pleometrose. Estes dois aspectos estão inerentemente relacionados aos 

modelos de desvio reprodutivo em vespas e outros himenópteros sociais, e 

consequentemente ao estudo da evolução do comportamento social nestes insetos 

(Liebert e Starks, 2006; Augusto e Garófalo, 2009), merecendo ser foco de maiores 

estudos. Nestes casos, análises genéticas podem subsidiar o esclarecimento de tais 

questões biológicas, como já demonstrado em estudos envolvendo outras espécies 

de vespas primitivamente eussociais (Liebert e Starks, 2006; Seppä et al., 2008). 

No presente trabalho, marcadores microssatélites foram 

empregados para as análises do parentesco genético de indivíduos de cinco 

colônias de M. cassununga, que tiveram previamente alguns aspectos do 

compartamento intranidal avaliados. Tais marcadores têm sido utilizados com 

sucesso na determinação das relações de parentesco em diferentes espécies 

himenópteros sociais (Hastings et al., 1998; Foster et al., 1999; Foster e Ratnieks, 

2000; Katada, 2007). Os resultados aqui obtidos mostram que os oito loci 

amplificados permitiram discriminar eficientemente o grau de parentesco entre os 

indivíduos de uma colônia e forneceram informações que indicam a ocorrência de 

oligogenia em algumas colônias estudadas de M. cassununga. 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 OBSERVAÇÃO COMPORTAMENTAL IN SITU 

 

O estudo foi realizado no campus da Universidade Estadual de 

Londrina, localizado no município de Londrina (23°15′S, 51°10′W), estado do Paraná 

região sul do Brasil. Para a coleta das informações foram analisadas 

cuidadosamente as edificações presentes, pois é conhecido que vespas do gênero 

Mischocyttarus têm preferência por nidificarem em locais de construção humana 

(Jeanne, 1972; Lima et al., 2000). 

Merece destaque o fato de que no presente trabalho a observação 

do comportamento intranidal de M. cassununga esteve restrita à identificação de 

alguns dos comportamentos entre os indivíduos das colônias observadas, visando 

apenas obter informações que pudessem subsidiar a caracterização do parentesco 

genético dos indivíduos adultos e prole da colônia. Assim, não foi objetivo deste 
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estudo a descrição detalhada do comportamento dessa espécie de vespa, uma vez 

que estes dados já constam da literatura (Prezoto et al. 2004; Murakami 2007; 

Guimarães, 2008). Para tanto, nas colônias de M. cassununga estudadas neste 

trabalho, foram realizadas observações que permitissem principalmente a 

identificação: a) do número de fêmeas fundadoras (quando possível) em cada 

colônia; b) de fêmeas dominantes e subordinadas; c) da estabilidade da posição 

social de cada indivíduo presente; d) de indivíduos inerentes e externos à 1ª colônia; 

e) das interações entre os indivíduos da colônia (ex. comportamentos agonísticos); f) 

comportamento de postura; g) fêmeas forrageadoras. 

Depois de mapeadas e identificadas, foram selecionadas 13 colônias 

de Mischocyttarus cassununga. Destas, oito não apresentaram desenvolvimento 

satisfatório com os objetivos do trabalho e foram excluídas do estudo. Portanto, 

foram analisadas as cinco colônias restantes: B4 (23°19'29,97"S e 51°11'49,63"W), 

B7 (23°19'32,78"S e 51°11'49.48"W), B10 (23°19'32.77"S e 51°11'49,80"W), B11 

(23°19'31,72"S e 51°11'49,19"W) e B13 (23°19'32,14"S e 51°11'50,18"W) (Figura 1). 

Vale destacar aqui que registros na literatura indicam que o ciclo 

biológico de uma colônia de M. cassununga, o qual envolve diferentes etapas [(I) 

fundação, (II) pré-emergência, (III) pós-emergência, (IV) declínio e (V) abandono] 

(Murakami, 2007), pode ser muito variável em termos em termos de longevidade, 

podendo se estender por cerca de apenas um mês até um ano, ou um pouco mais 

do que isto (Gobbi e Simões, 1988 apud Prezoto et al., 2004; Penna et al., 2007). 

Além disto, colônias desta espécie podem apresentar uma grande variação no 

número de células, com registros indicando desde quatro até 172 células (X = 40,1) 

por colônia (Gobbi e Simões, 1988 apud Prezoto et al., 2004). 

As observações foram realizadas nos meses de setembro/2011 a 

dezembro/2011. Cada colônia foi observada, individualmente, por meio de visitas 

periódicas em dias intercalados, preferencialmente entre às 11h00 e 16h00, período 

no qual os indivíduos apresentavam maior atividade na colônia. O tempo de cada 

observação variou de 20 a 60 horas/colônia. Esta variação foi determinada de 

acordo com a dinâmica da colônia, pois algumas ao longo do estudo mostraram um 

maior potencial informativo e por isso uma maior atenção e consequentemente maior 

número de horas de observação foi dedicada às mesmas. Por exemplo, colônias 

com mais indivíduos trabalhando, com mais de uma fêmea fundadora e 
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comportamentos agonísticos entre estas, acabaram demandando maior tempo de 

observação. 

 

Figura 1 – Localização geográfica dos locais de nidificação das cinco colônias 
analisadas de Mischocyttarus cassununga e a distância entre elas 
(metros). Imagem do Google Earth. 

 

 

Para a identificação dos indivíduos presentes na colônia e 

diferenciação visual entre eles, os mesmos foram previamente marcados no tórax 

com tinta acrílica de rápida secagem (Figura 2). A coleta dos dados foi realizada por 

meio de observações diretas, a olho nu.  
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Figura 2 – Colônia de Mischocyttarus cassununga no campus da Universidade 
Estadual de Londrina, Londrina- PR, evidenciando as marcações feitas 
com tinta acrílica em cada indivíduo da colônia. Foto: A. N. Alves.  

 
 

A descrição dos comportamentos observados foi baseada nos 

trabalhos de Prezoto et al. (2004), Murakami (2007) e Guimarães (2008), com 

pequenas modificações. A escala de hierarquia social em cada uma das colônias foi 

estabelecida com base na frequência de comportamentos de dominância e 

subordinação demonstrados por cada fêmea presente na colônia. É conhecido que o 

estabelecimento da hierarquia da colônia ocorre geralmente por comportamentos 

agonísticos entre as fêmeas, sendo que a mais agressiva ocupa a posição de 

dominante e as agredidas passam a realizar comportamentos de subordinadas, 

independente da fase do ciclo biológico (Murakami, 2007). Vale destacar também 

que M. cassununga apresenta geralmente poucos indivíduos em suas colônias 

(Gobbi e Simões, 1988 apud Prezoto et al., 2004). Uma vez determinada à 

hierarquia social, manteve-se o acompanhamento de tais relações entre os 

indivíduos, com o objetivo de verificar a estabilidade da hierarquia da colônia e as 

possíveis causas de substituição da fêmea dominante (ex. predação, disputa ou 

abandono), caso este fato viesse a ocorrer. 
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Durante o período das observações, notou-se o abandono 

permanente de alguns indivíduos das suas respectivas colônias, por motivos 

desconhecidos. Devido a este fato, foi determinada que metade de uma antena de 

cada indivíduo da colônia fosse seccionada e armazenada, para a garantia do 

material genético a ser utilizado nas análises moleculares posteriores. Tal 

procedimento não evidenciou diferenças na atividade e manutenção das colônias, 

como já relatado em um estudo com uma espécie de abelha (Oi, 2010). 

Ao final das observações, os indivíduos das cinco colônias foram 

capturados com armadilha contendo solução anestésica (éter), incluindo imaturos 

(larvas e pupas) e adultos. Após a coleta, a sexagem dos adultos foi confirmada em 

estereomicroscópio, evidenciando somente a presença de fêmeas. Posteriormente, 

todos os indivíduos coletados foram estocados em freezer a - 20oC até o momento 

da extração de DNA. 

 

2.2 EXTRAÇÃO DO DNA 

 

O DNA das amostras foi obtido por meio de dois protocolos distintos:  

A. Larvas e pupas: no caso das larvas, primeiramente foi 

retirado o aparelho digestivo, com auxílio de uma pinça de ponta fina, e do 

restante do material foi extraído o DNA genômico; no caso das pupas, o DNA foi 

extraído de todo o material. Tanto o material das larvas quanto das pupas, foi 

dilacerado em tampão de extração com auxílio de uma tesoura e seguiram-se as 

etapas de digestão e purificação do DNA conforme descrito por Freiria (2012). 

B. Adultos: foi seccionada metade da antena direita de cada 

adulto e o DNA genômico foi obtido por extração Chelex® 100, de acordo com 

protocolo descrito por Walsh et  al. (1991), com algumas modificações sugeridas 

por Oi (2010).  

A quantificação das amostras foi realizada em fluorímetro DyNA 

Quant 200 (Hoefer). O DNA das amostras foi diluído em uma concentração de 10 

ng.µL-1 para as larvas e pupas, já para a extração Chelex®100 manteve 

recomendações sugeridas por Oi (2010). 
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2.3 PARENTESCO INTRANIDAL: MARCADORES MICROSSATÉLITES 

 

O tamanho amostral de cada colônia analisada foi conforme 

descrição na Tabela 1. Para as análises foram testados oito primers de 

microssatélites: Mcas6b, Mcas11b, Mcas14a, Mcas15b, Mcas34b, Mcas42b, 

Mcas53b e Mcas69b. A padronização dos primers foi realizada por análise de 

fragmentos em sequenciador automático Applied Biosystems (3730 Genetic 

Analyzer). Para tal técnica, os primers forward foram modificados recebendo na 

extremidade 5’ uma sequência adicional (5’-TGTAAAACGACGGCCAGT-3’). 

Esta sequência também foi sintetizada de forma independente com três fluoróforos 

(6-FAM, HEX e NED), a ser usado como um terceiro primer, de acordo com 

metodologia descrita por Schuelke (2000). Essa metodologia elimina a necessidade 

da marcação dos primers forward em todos os loci. 

 

Tabela 1 – Relação do número amostral de cada colônia de M. cassununga 
analisadas. 

 
 

As reações de PCR foram realizadas de acordo com protocolo 

descrito por Francisco et al. (2011). As amplificações foram submetidas a 94oC por 4 

minutos, seguida por 35 ciclos de: [94oC por 40 segundos, 60oC por 1 minuto e 72oC 

por 1 minuto] e uma extensão final de 72oC por 10 minutos. Os produtos da PCR 

foram submetidos à eletroforese automática no sequenciador Applied Biosystems 

(3730 Genetic Analyzer) e o marcador GeneScan 500 ROX (Applied Biosystems) foi 

usado como padrão de peso molecular. 
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2.4 ANÁLISE DOS DADOS 

 

Os dados de genotipagem gerados pelo sequenciador automático 

foram visualizados e analisados através do programa GENEMARKER V.1.85 (demo 

version) (SoftGenetics, State College, PA). Para o cálculo das taxas de 

heterozigosidade esperada (He) e observada (Ho), frequência alélica, bem como a 

média dessas taxas e o número de alelos por locus, foi utilizado o GENALEX v.6.41 

(Peakall e Smouse, 2006). Para as estimativas de FIS (coeficiente de endogamia) foi 

utilizado o software FSTAT versão 2.9.3.2 (Goudet, 2002). Um teste de ocorrência de 

Bottleneck (efeito gargalo de garrafa / efeito fundador) foi realizado utilizando-se o 

programa computacional BOTTENECK (Cornuet e Luikart, 1996) considerando o 

cálculo de WILCOXON com 1000 interações, que apresenta um alto poder estatístico 

e pode ser utilizado com menos de 20 loci. Foi asssumido o modelo mutacional 

bifásico (TPM), com a opção de 30% para o modelo IAM e 70% para o SMM. O 

software MICROCHECKER v.2.2.3. (van Oosterhout et al., 2004) também foi utilizado 

para detecção de possíveis alelos nulos, segundo a equação 1 de Brookfield (1996).  

Cada ninho foi individualmente analisado pelo software COLONY 2.0 

(Wang, 2008) e o método de análise adotado foi o de verossimilhança total (full-

likelihood), uma vez que é considerado mais acurado (Wang, 2004;  Wang e 

Santure, 2009). Os parâmetros adotados foram que o sistema de acasalamento é 

monogâmico, sem endocruzamento e os graus de parentesco não são previamente 

conhecidos. Tais presupostos se baseiam em estudos que relatam para 

Mischocyttarus mexicanus e outros Polistinae que: a) as fêmeas acasalam com um 

único macho (Strassmann et al., 1995); b) machos de Mischocyttarus e outros 

Polistinae nunca foram vistos acasalar no próprio ninho (Gadakgar, 1991); c) 

ausência de endocruzamento detectada para alguns Mischocittarini (Queller et al., 

1992). O software empregado assume três sub-amostras: a prole, os candidatos a 

pais e as candidatas a mães, sendo que os dois últimos podem ser determinados 

com valor “0”, não sendo inferidos os genótipos do pai nem mãe.  Ele faz uma 

estimativa completa podendo inferir o parentesco e as relações entre todos os 

indivíduos, atribuindo a maternidade/paternidade, presença de irmãos verdadeiros, 

meio-irmãos ou não irmãos e o número de fêmeas responsáveis pela cria (Jones e 

Wang, 2010). 
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3 RESULTADOS  

 

3.1 OBSERVAÇÃO COMPORTAMENTAL IN SITU 

 

Das cinco colônias analisadas, três apresentaram nidificações 

fundadas por haplometrose (B4, B10 e B11), uma por pleometrose (B7) e, em uma 

delas (B13) não foi possível determinar o tipo de fundação, pois a colônia já estava 

num estágio maior de desenvolvimento (Figura 3). 

 

Figura 3 – Colônias de M. cassununga fundadas por haplometrose (A, C e D), por 
pleometrose (B) e tipo de fundação não identificada (E). A = Colônia B4; 
B = Colônia B7; C = Colônia B10; D = Colônia B11; E = Colônia B13. 
Foto: A. N. Alves 

 

 

Abaixo são descritos os principais resultados comportamentais 

obtidos nas observações de cada colônia de M. cassununga no campus da UEL e a 

representação esquemática de tais resultados também se encontram na figura 4. 
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3.1.2 Colônia B4 

 

As observações iniciais realizadas na colônia B4 permitiram 

identificar que, esta colônia foi fundada por apenas uma fêmea (1) caracterizando, 

portanto, fundação por haplometrose. Neste caso, esta fêmea foi considerada como 

a fêmea dominante da colônia, já que durante vários dias de observação somente 

ela estava presente no ninho, desempenhando todas as funções intranidais (por 

exemplo, repouso em cima da colônia, cuidado com a cria, alimentação e forrageio.). 

Alguns dias após houve o nascimento de duas filhas (1 e 2), porém percebeu-se que 

a partir deste mesmo dia a fêmea dominante desapareceu do ninho, por motivo 

desconhecido. Foi observado, após este ocorrido, o aparecimento de uma fêmea 

adulta não identificada até então na colônia e que não poderia ser descendente, pois 

as células operculadas anteriormente continuavam fechadas; desta forma este 

indivíduo foi considerado como externo a colônia (usurpadora). Após o aparecimento 

desta, as fêmeas 1 e 2 desapareceram e mais duas filhas nasceram (3 e 4). As três 

fêmeas (usurpadora, 3 e 4) coexistiram na colônia até o final das observações. 

Durante este período, o comportamento de dominância prevalecia para a fêmea br, 

contudo, não foi observada postura por esta fêmea nas células da colônia. Havia 

ainda duas células com imaturos presentes (larvas), que não emergiram até o 

momento em que foi realizado o procedimento de coleta da colônia (Figura 4). As 

observações desta colônia foram feitas no período de 11 de novembro a 10 de 

dezembro de 2010, totalizando 32 horas. 

 

3.1.3 Colônia B7 

 

Nesta colônia, como foi constatada a presença de quatro fêmeas (1, 

2, 3 e 4) na fase inicial de fundação (Figura 3.B), o tipo de fundação foi classificado 

como sendo por pleometrose, na qual as fêmeas fundadoras dividem as tarefas 

intranidais, prevalecendo comportamentos de dominância nas fêmeas de maior 

posição hierárquica (Jeanne 1972). Neste caso, desde o início do estudo, observou-

se que am mantinha em maior frequência as tarefas realizadas pela fêmea 

dominante, como por exemplo, permanência praticamente constante e em posição 

de repouso no alto da colônia. As outras fêmeas (1, 2 e 3) realizavam em maior 

frequência também as demais tarefas, como forrageio, inspeção das células e 
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alimentação. Entretanto, houve alternância de tais comportamentos em alguns 

momentos entre as fêmeas, porém a predominância foi como descrito.  

Ao longo do estudo foi presenciado um comportamento diferenciado 

na colônia, que até então não havia ocorrido: a fêmea 1 realizou larvifagia em uma 

célula e posteriormente postura nesta mesma célula. Durante este ocorrido a fêmea 

4 (dominante) estava ausente da colônia, porém no momento em que ela retornou, a 

mesma se mostrou em estado de alerta, em posição de defesa, mas não foi 

visualizado comportamento agonístico entre elas.  A partir desta ocorrência, as 

fêmeas 1 e 4 coexistiram na colônia por um curto período, porém com 

comportamentos alternados [1 (dominante) e 4 (subordinada)]; alguns dias após, a 

fêmea 4 não esteve mais presente no ninho e o comportamento de dominância 

manteve-se com a fêmea 1. Apesar de ter ocorrido postura por 1, não foi observado 

desenvolvimento do imaturo. Este comportamento aparentemente levou há uma 

alternância de dominância na colônia, onde mudanças nas tarefas intranidais foram 

visualizadas. Vale ressaltar que em observações anteriores a este fato, a fêmea 1 já 

apresentava alguns comportamentos de fêmea dominante e concomitante 4 (antiga 

fêmea dominante) não permanecendo o tempo todo como observado no início da 

fundação. 

Durante o período de observação desta colônia (26 de outubro a 16 

de dezembro de 2010, totalizando 60 horas) foi observado também: a) nascimento 

de oito indivíduos; b) presença de uma fêmea não identificada (usurpadora) alguns 

dias após iniciado o estudo, que passou a coexistir na colônia até o encerramento 

das observações; c) o desaparecimento por motivos desconhecidos de alguns 

indivíduos da colônia [2 e 3 (fêmeas fundadoras), 4 e 8 (prole da colônia)]. Havia 

ainda cinco células com imaturos presentes (quatro larvas e uma pupa), que não 

emergiram até o momento em que foi realizado o procedimento de coleta da colônia 

(Figura 4). 

 

3.1.4 Colônia B10 

 

Esta colônia assim como B4, foi fundada por apenas uma fêmea (1), 

caracterizando, assim, fundação por haplometrose. Neste caso, esta fêmea foi 

considerada como a dominante da colônia, já que durante vários dias de observação 

somente ela estava presente na colônia, desempenhando todas as funções 
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intranidais (repouso em cima da colônia, cuidado com a cria, alimentação e 

forrageio). Alguns dias após, houve o aparecimento de uma nova fêmea não 

identificada (usurpadora) e depois desse ocorrido a fêmea fundadora desapareceu. 

No decorrer das observações nasceram cinco filhas da fêmea 1, que mantiveram 

sempre comportamentos de subordinadas. Foi observado que a fêmea usurpadora 

apresentou com maior frequência o comportamento de fêmea dominante, porém, 

houve momentos em que esta apresentou comportamentos similares ao das filhas 

da fêmea fundadora, como por exemplo, atividade forrageadora. Quando isto ocorria 

a filha 2 permanecia cuidando do ninho. Havia ainda um imaturo presente (larva), 

que não emergiu até o momento em que foi realizado o procedimento de coleta da 

colônia (Figura 4). As observações desta colônia foram feitas no período de 25 de 

outubro a 10 de dezembro de 2010, totalizando 53 horas. 

 

3.1.5 Colônia B11 

 

Também fundada por uma única fêmea (1), ou seja, por 

haplometrose, a colônia B11 foi observada durante o período de 25 de outubro a 15 

de dezembro de 2010, totalizando 60 horas. A fêmea fundadora comportou-se como 

dominante da colônia, mostrando-se presente na colônia durante todos os dias de 

observação e realizando todas as funções intranidais (repouso em cima da colônia, 

cuidado com a cria, alimentação e forrageio). Durante as observações ocorreu 

apenas a emergência de uma filha, que manteve sempre o comportamento de 

subordinada. Também durante todo o tempo de observação desta colônia somente 

mãe e filha coexistiram, prevalecendo comportamento de dominante e subordinada, 

respectivamente. Além disto, foi detectada a presença de sete células com imaturos 

(quatro larvas e três pupas) que não emergiram até o momento em que foi realizado 

o procedimento de coleta da colônia (Figura 4). 

 

3.1.6 Colônia B13 

 

Ao contrário das outras colônias que foram observadas desde o 

início de sua fundação, na colônia B13 as observações foram bem menos 

frequentes e iniciadas quando está já se encontrava em um estágio maior de 

desenvolvimento, não sendo possível caracterizar o tipo de fundação. A inclusão 
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desta colônia nas análises teve como objetivo, fazer uma comparação com as 

demais colônias em estágio inicial de desenvolvimento, para tentar verificar se ao 

longo do desenvolvimento da colônia, uma possível alternância de dominância da 

mãe com suas filhas ou ainda, e a frequência deste evento. O período das 

observações foi de 15 de outubro a 10 de dezembro de 2011, porém a periodicidade 

das observações nesta colônia foi menor, totalizando cerca de 20 horas. 

A colônia já possuía três fêmeas (1, 2 e 3), cerca de 30 células, das 

quais 5 estavam com larvas em desenvolvimento e poucas novas sem imaturos. 

Durante as observações foi possível visualizar comportamentos de dominância na 

fêmea 3, a qual inclusive realizou postura. Porém ao logo do desenvolvimento da 

colônia ela desapareceu e a fêmea 2 passou a apresentar comportamento de fêmea 

dominante. Foi observada a emergência de sete fêmeas descendentes que 

mantiveram o comportamento de subordinadas. Foi registrada também a presença 

de alguns imaturos, totalizando 12 larvas e 10 pupas, os quais não emergiram até o 

momento em que foi realizado o procedimento de coleta da colônia. (Figura 4). 
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Figura 4 – Representação esquemática das fases de desenvolvimento (T0, T1 e T2) das colônias estudadas com seus respectivos 
indivíduos, a relação de dominância observada entre eles e o número de imaturos presente na colônia até o momento 
da coleta 
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3. 2 PARENTESCO INTRANIDAL: MARCADORES MICROSSATÉLITES 

 

Todos os oito loci (Mcas6b, Mcas11b, Mcas14a, Mcas15b, Mcas34b, 

Mcas42b, Mcas53b e Mcas69b) de microssatélites analisados para as cinco colônias 

se mostraram polimórficos, com uma variação de 5 a 13 alelos por loci, totalizando 

70 alelos identificados. O número de alelos encontrado para cada locus por colônia 

foi menos expressivo (dois a seis) (Figura 5), com presença de alelos exclusivos 

como, por exemplo, o alelo 1 do locus Mcas6b (Anexo A). Tal ocorrência evidenciou 

variações nas frequências alélicas nas diferentes colônias (Anexo A).  

 

Figura 5 –Número de alelos obtidos para os oito loci de microssatélites analisados 
(Mcas6b, Mcas11b, Mcas14a, Mcas15b, Mcas34b, Mcas42b, Mcas53b e 
Mcas69b) em M. cassununga nas cinco colônias estudadas (B4, B7, B10, 
B11 e B13) localizadas no campus da Universidade Estadual de Londrina. 

 

 

As taxas de heterozigose encontradas nas cinco colônias analisadas 

se encontram na Tabela 2. Pode-se observar uma grande variação nos valores, com 

predominância de valores mais altos de Ho em relação a He (HomédiaT = 0,738 e 

HemédiaT = 0,574) (Tabela 2). Ressaltando ainda que para a colônia B13 com 31 

indivíduos analisados, mostrou um maior equilíbrio entre as frequências obtidas 

(Homédia = 0,484 e Hemédia = 0,543).  
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Tabela 2 – Taxa de heterozigose esperada (He) e observada (Ho) para os oito loci 
de microssatélites analisados para as cinco colônias de M. cassununga.  

               Colônias
  Loci B4 B7 B10 B11 B13 H médiaT

n=5 n=13 n=7 n=9 n=31
Mcas6b Ho 1,000 0,462 1,000 1,000 0,310 0,754

He 0,720 0,473 0,684 0,623 0,539 0,608
Mcas11b Ho 1,000 0,846 0,571 0,889 0,581 0,777

He 0,720 0,518 0,531 0,549 0,475 0,558
Mcas14a Ho 0,600 0,923 0,857 0,889 0,226 0,699

He 0,420 0,654 0,571 0,623 0,508 0,555
Mcas15b Ho 1,000 0,923 0,571 1,000 0,710 0,841

He 0,740 0,683 0,439 0,549 0,691 0,621
Mcas34b Ho 0,400 0,923 1,000 1,000 0,452 0,755

He 0,340 0,692 0,684 0,642 0,489 0,569
Mcas42b Ho 0,200 0,615 0,143 0,444 0,400 0,361

He 0,180 0,556 0,255 0,494 0,487 0,394
Mcas53b Ho 1,000 0,833 1,000 0,889 0,806 0,906

He 0,740 0,563 0,622 0,698 0,680 0,661
Mcas69b Ho 1,000 0,923 0,857 0,889 0,387 0,811

He 0,660 0,683 0,663 0,660 0,476 0,629
                     Homédia 0,775 0,806 0,750 0,875 0,484 0,738
                     He média 0,565 0,603 0,541 0,597 0,553 0,572

 

HmédiaT = média da heterozigose total; n= número de amostras de M. 
cassununga analisadas 

 

Para as cinco colônias estudadas foram encontrados valores 

negativos ou próximo de zero para estimativa de FIS (coeficiente de endogamia na 

população), variando de -0,398 (colônia B11) a 0,125 (colônia B13) (Tabela 3), 

indicando ausência de endogamia. As análises obtidas pelo programa 

computacional BOTTLENECK, demonstraram valores significativos (P ≤ 0,05) para 

todos os loci das cinco colônias analisadas, nos três modelos mutacionais do teste 

de WILCOXON, evidenciando um excesso de heterozigotos que caracteriza eventos 

de gargalo de garrafa ou efeito fundador (Tabela 3). As análises no programa 

MICROCHECKER indicaram a presença de alelos nulos para os loci Mcas6b e 

Mcas42b, com valores significativos de frequência alélica (0,1571 e 0,1302 

respectivamente) encontrada em ambos os loci (Tabela 4).  
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Tabela 3 – Estimativa do coeficiente de endogamia (Fis) e análise do BOTTENECK 

para os três modelos (IAM, TPM e SSM), assumindo o teste de 

WILCOXON para as cinco colônias estudadas. 

                                  Bottleneck 

Colônia k IAMa TPMb SSMc F is

(P) (P) (P)

B4 5 0,478* 0,438* 0,444* -0,272

B7 13 0,220* 0,279* 0,328* -0,301

B10 7 0,280* 0,289* 0,310* -0,279

B11 9 0,198* 0,253* 0,313* -0,398

B13 31 0,272* 0,303* 0,264* 0,125

 

k = número de indivíduos; a Modelo de Alelos Infinitos; b 

Modelo Mutacional Bifásico; c Modelo de Mutação Passo a 
passo; *Valores significativos (P ≤ 0,05) indicando excesso 
de heterozigotos. 

 

Tabela 4 – Estimativa da frequência alélica de alelos nulos, presença ou ausência, 
de todos os loci analisados para as cinco colônias de M. cassununga 
estudadas. 

Locus Presença de Frequência
alelo nulo

Mcas6b     sim 0,1571*
Mcas11b    não 0,0368
Mcas14a    não 0,0499
Mcas15b    não 0,0123
Mcas34b    não 0,0356
Mcas42b    sim 0,1302*
Mcas53b    não -0,0698
Mcas69b    não 0,0479

 

* Valores significativos EHW (P > 0,05) 
indicando presença de alelos nulos. 
 

A partir da matriz binária da distribuição e compartilhamento dos 

alelos de microssatélites, foi possível inferir as possíveis relações de parentesco 

entre os indivíduos (Tabela 5) das colônias, usando o software COLONY. Com base 
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nestes dados, o software inferiu os possíveis genitores e as relações de irmandade 

entre a prole de cada colônia (Tabela 5). 

Quanto à colônia B4 os resultados confirmam as observações 

comportamentais, revelando que a colônia apresenta uma única mãe (#1) e um 

único pai (*1), em que todos os quatro indivíduos da prole (01 a 04) são irmãos 

verdadeiros. Além disto, o indivíduo 05, considerado como externo a colônia nas 

análises de comportamento, realmente não mostrou relação de parentesco com os 

outros indivíduos, sendo considerado pelo software como não-irmão (amostra 5 - 

Anexo B), ou seja, filho de pai e mãe distintos (conforme Tabela 5).  

Na colônia B7 somente 10 indivíduos (01, 03, 04, 05, 06, 08, 09, 

10, 12 e 013) foram inferidos como irmãos de mesmos pais (#1/*1), sendo 

também inferida para este colônia a presença de mais dois genitores (Tabela 5). 

Neste caso, o terceiro casal de pais deduzido pelo software, são pais do 

indivíduo 11 (Anexo B), que foi considerado como fêmea externa (usurpadora) 

nas observações comportamentais. Este indivíduo realmente não mostrou 

nenhum parentesco com a colônia confirmando, portanto, a coexistência de 

indivíduos entre as colônias. Além disto, parece ter ocorrido a presença de mais 

de uma fêmea poedeira na colônia, pois dois indivíduos (02 e 07) da prole são 

irmãos de genitores diferentes do restante da colônia (Tabela 5). O indivíduo 02 

analisado era um imaturo (larva), que apresentou 100% de homozigose para os 

oito loci analisados, permitindo afirmar que se trata de um imaturo macho 

(hemizigoto) (Anexo B).  

Na colônia B10, a presença de apenas uma mãe (#1) na prole 

também foi inferida pelo software (Tabela 5), conforme visto também nas 

observações da colônia, em que uma única fêmea dominante inicialmente foi 

vista em atividade. De acordo com os dados gerados pelo COLONY pode-se 

confirmar também o não parentesco do indivíduo 02 (Tabela 5), o qual mostrou 

pais distintos dos demais; resultado este em conformidade com as observações 

comportamentais, que indicaram que este indivíduo era externo à colônia. 

Como esperado para a colônia B11, a fêmea dominante 

realmente é a mãe da prole desta colônia, sendo, então, todos filhos de mesmo 

pai e mãe (#1/F2), com exceção apenas do indivíduo 02; para este indivíduo o 

software fez a inferência de que o mesmo seria filho de um segundo casal 
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(Tabela 5). Este fato pode ser explicado pela presença de alelos distintos neste 

indivíduo, em dois dos oito loci analisados (Anexo B). 

As análises geradas pelo software para a colônia B13 inferiram a 

presença de oito casais de genitores, havendo presença de irmãos verdadeiros 

dentro de cada grupo de casal (Tabela 5), com exceção do indivíduo 014 que 

não mostrou nenhum parentesco com a colônia, provindo de pai e mãe distintos. 

Esta não relação de parentesco pode ser explicada pela presença de alguns 

alelos exclusivos neste indivíduo quando comparado aos demais (Anexo B). 

Nesta colônia assim como na colônia B7, foi amostrado um total de quatro 

imaturos com 100% de homozigose para os oito loci analisados, permitindo 

afirmar portanto, que se trata de imaturos machos (hemizigotos) (Anexo B). 

Os possíveis genótipos inferidos pelo software para cada locus 

de cada genitor por colônia analisada se encontram relacionados no Anexo C. 
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Tabela 5 – Relações de parentesco geradas pelo software COLONY para as cinco 
colônias de M. cassununga, contendo os pais (hipotéticos para B4, B7, 
B10 e B13) inferidos a partir da verossimilhança entre genótipos 
amostrados. A probabilidade obtida para esses resultados foi de 100%. 

Colônia Pai Mãe Colônia Pai Mãe

B4 01 ( I ) *1 #1 B13 01 ( I ) *1 #1
B4 02 ( I ) *1 #1 B13 02 ( I ) *1 #1
B4 03 ( F ) *1 #1 B13 03 ( I ) *1 #1
B4 04 ( F ) *1 #1 B13 11 ( I ) *1 #1

B4 05 ( FU ) *2 #2 B13 024 ( F ) *1 #1

B7 01 ( I ) *1 #1 B13 028 ( F ) *1 #1
B7 03 ( I ) *1 #1 B13 029 ( F ) *1 #1
B7 04 ( I ) *1 #1 B13 030 ( F ) *1 #1
B7 05 ( I ) *1 #1 B13 04 ( I ) *2 #2
B7 06 ( F ) *1 #1 B13 016 ( I ) *2 #2
B7 08 ( F ) *1 #1 B13 018 ( I ) *2 #2
B7 09 ( F ) *1 #1 B13 05 ( I ) *3 #3
B7 010( F ) *1 #1 B13 08 ( I ) *3 #3
B7 012( F ) *1 #1 B13 06 ( I ) *4 #4
B7 013( F ) *1 #1 B13 07 ( I ) *4 #4
B7 02 ( I ) *2 #2 B13 012 ( I ) *4 #4
B7 07 ( F ) *2 #2 B13 017 ( I ) *4 #4

B7 011( FU ) *3 #3 B13 021 ( I ) *4 #4

B10 01 ( I ) *1 #1 B13 022 ( F ) *4 #4

B10 03 ( FU ) *1 #1 B13 025 ( F ) *4 #4

B10 04 ( F ) *1 #1 B13 027 ( F ) *4 #4
B10 05 ( F ) *1 #1 B13 031 ( F ) *4 #4
B10 06 ( F ) *1 #1 B13 09 ( I ) *5 #5
B10 07 ( F ) *1 #1 B13 010 ( I ) *5 #5
B10 02 ( F ) *2 #2 B13 020 ( I ) *5 #5
B11 01 ( I ) *1 F2 B13 013 ( I ) *6 #6
B11 03 ( I ) *1 F2 B13 019 ( I ) *6 #6
B11 04 ( I ) *1 F2 B13 014 ( I ) *7 #7
B11 05 ( I ) *1 F2 B13 015 ( I ) *8 #8
B11 06 ( I ) *1 F2 B13 023 ( F ) *8 #8
B11 07 ( I ) *1 F2 B13 026 ( F ) *8 #8
B11 08 ( F ) *1 F2
B11 02 ( I ) *2 #1

B11 09 ( FM ) *3 #2

Δ Δ

 

∆ Indivíduos da coIônia; I = Imaturo; F = Fêmea; Fu = Usurpadora; FM = Mãe 
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5 DISCUSSÃO 

 

Os marcadores microssatélites desenvolvidos para M. cassununga e 

aplicados neste estudo se mostraram muito eficientes e informativos, confirmando os 

dados obtidos nas observações intranidais, bem como, revelaram informações até 

então desconhecidas, como a determinação do sexo dos imaturos para esta espécie 

de vespa.  

Os microssatélites são marcadores moleculares caracterizados por 

apresentarem elevado grau de polimorfismo (Avise, 2004). No caso de vespas do 

gênero Polistes, subfamília Polistinae, um estudo envolvendo seis loci de 

microssatélites e análise de 58 ninhos de Polistes aurifer revelou um expressivo 

polimorfismo alélico (7 a 26 alelos por locus), mesmo tendo os autores empregado 

primers heterólogos, desenvolvidos para outras espécies de Polistes (Liebert et al., 

2005). No presente trabalho, um menor polimorfismo alélico foi observado (5 a 13) 

para os oito loci de microssatélites analisados, ressaltando que um baixo número de 

alelos por colônia (dois a seis) foi detectado. Esta variação se deve a presença de 

alelos exclusivos nas cinco colônias analisadas, que provavelmente são 

consequência do número amostral reduzido de indivíduos em algumas colônias 

analisadas. Tal suposição se apoia no fato de que um maior polimorfismo alélico foi 

obtido para todos estes loci no estudo relacionado ao isolamento e caracterização 

destes loci (dados ainda não publicados). Vale destacar ainda que das cinco 

colônias analisadas, três tiveram fundação por haplometrose, ou seja, uma única 

fêmea fundadora e, portanto, única fêmea fazendo postura de ovos na fase 

reconhecida como pré-emergência, relacionada ao início da colônia (West-Eberhard, 

1969; Gadagkar, 1991). Nestes casos, espera-se, pelo menos para a primeira prole 

uma elevada semelhança genética dos indivíduos, uma vez que estes são filhos da 

mesma mãe e mesmo pai, pois acasalamentos com um único macho têm sido 

observado em vários Polistinae (Gadagkar, 1991). Ao se levar em consideração 

ainda a haplodiploidia destes insetos (Cook, 1993), o baixo número de alelos por 

locus seria mesmo o esperado. 

Pôde-se constatar também ausência de endogamia nesta população 

estudada (cinco colônias analisadas), de acordo com as estimativas de FIS 

(coeficiente de endogamia na população) encontradas para as cinco colônias 

analisadas, o qual mostrou valores negativos ou próximos de zero. Estudos relatam 



60 

 

que para Mischocyttarrus mexicanus e outros Polistinae, as fêmeas acasalam com 

um único macho (Strassmann et al., 1995), os machos nunca foram vistos 

acasalando no próprio ninho (Gadakgar, 1991) e a ausência de endocruzamento já 

foi detectada para alguns Mischocittarini (Queller et al., 1992). Richard (1978) 

descreve que a espécie de estudo M. cassununga é caracterizada por apenas uma 

fêmea reprodutiva na colônia, no entanto já é sabido da ocorrência de mais de uma 

fêmea inseminada durante seus ciclos e que, provavelmente, a fêmea de maior 

posição hierárquica é a fêmea reprodutiva da colônia (Murakami et al., 2009). Este 

comportamento reprodutivo que ocorre na espécie pode explicar o excesso de 

heterozigotos e a ocorrência de alelos raros em baixa frequência, que caracteriza 

eventos de gargalo de garrafa ou efeito fundador (Hartl e Clark, 2010; Hundertmark e 

Daele, 2010). Ou seja, neste caso, a biologia da espécie apoia a hipótese de efeito 

fundador, com a presença de poucos alelos na fundação da colônia, já que esta é 

fundada por apenas uma ou poucas fêmeas. 

Os resultados apresentados neste estudo revelam também dados 

interessantes entre as fêmeas das colônias de M. cassununga, que mesmo quando 

as colônias foram fundadas por apenas uma fêmea, como na colônia B4 e B10, 

assim como em fundação por associação (pleometrose – colônia B7), comprovou-se 

a presença de uma fêmea não aparentada na colônia. No caso de Polistes 

dominulus, outra espécie de Polistinae, um estudo mostrou que a maioria das 

colônias estudadas (80%) apresentava coexistência de fêmeas fundadoras não 

aparentadas na colônia (Zanette e Field, 2008). Dapporto et al. (2004), realizando 

um estudo também com Polistes dominulus, afirmam que indivíduos de uma mesma 

população possuem alguns componentes químicos particulares na composição 

cuticular, componentes estes que estão envolvidos no reconhecimento entre os 

indivíduos de uma mesma população. Tais autores sugerem ainda, que a origem 

geográfica das colônias deve ser sempre considerada quando se trata de análise 

comportamental. Isso pode explicar o fato das colônias deste estudo ter uma grande 

incidência de fêmeas não aparentadas coexistindo nas colônias, pois as cinco 

colônias estudadas são oriundas de uma mesma população e geograficamente 

próximas, distantes somente alguns metros umas das outras.  

A elevada incidência de usurpadoras encontradas nestas colônias é 

considerada - do ponto de vista genético - de grande importância, pois fêmeas não 

aparentadas com a colônia contribuem com novos alelos, garantindo assim a 
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variabilidade genética e, por conseguinte a manutenção da colônia (Frankham et al., 

2008). De acordo com esses mesmos autores populações parcialmente isoladas ou 

subpopulações, podem divergir ao longo do tempo como um resultado de deriva e 

seleção, no entanto migrações e intercruzamentos subsequentes restauram 

rapidamente a diversidade genética, pois os efeitos são diretamente sobre as 

frequências alélicas. 

Guimarães (2008) estudando colônias de M. cassununga evidenciou 

que o número de fundações por pleometrose foi significativamente maior (67,57%) e 

84% destas tiveram sucesso, sugerindo que a associação de fêmeas é a estratégia 

de nidificação predominante na espécie. No entanto, Murakami e Shima (2010) 

ressaltam que a fundação de colônias por haplometrose parece ser mais comum em 

M. cassununga. No presente trabalho, as observações comportamerntais que 

revelaram a fundação por haplometrose para três colônias foi corroborada pelas 

análises de microssatélites, que mostraram uma única mãe para a prole nas colônias 

de fundação por haplometrose, com exceção apenas das fêmeas usurpadoras que 

coexistiram nas colônias, originadas de mães distintas e desconhecidas. Segundo 

alguns estudos, as usurpações intraespecíficas são comuns em Polistinae (Makino e 

Sayama, 1991; Gamboa et al., 1992; Queller et al., 2000; Clouse, 1995, 2001; 

Zanette e Field, 2008), havendo inclusive relato na literatura da coexistência 

interespecífica de duas espécies de Mischocyttarus em uma mesma colônia (Pinto et 

al., 2004); neste estudo, os autores argumentam que fêmeas de Mischocyttarus com 

fundação solitária são mais suscetíveis à usurpação do que em grupo. 

Ainda em relação às observações comportamentais, no caso da 

colônia B7 - na qual foi constatada a presença de quatro fêmeas na fase inicial de 

fundação - revelou uma aparente alternância no comportamento de dominância 

entre duas fêmeas fundadoras (1 e 4), em estudos comportamentais com outras 

espécies de vespas também revelam que fêmeas dominantes podem ser 

substituídas por fêmeas co-fundadoras da colônia. Por exemplo, em M. mexicanus 

(Litte, 1977 apud Giannotti e Machado, 1997) a fêmea substituta da rainha (co-

fundadora ou irmãs) começa a por ovos uma semana antes do desaparecimento da 

rainha, assemelhando-se muito ao comportamento apresentado a fêmea 1 da 

colônia B7 deste estudo. Também em Polistes versicolor foi observado que a fêmea 

mais velha da colônia foi a fêmea que provavelmente substituiu a ‘rainha’ ou fêmea 
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dominante, embora co-fundadoras ou usurpadoras já tenham sido observadas se 

tornarem fêmeas dominantes poedeiras da colônia (Giannotti e Machado, 1997). 

Uma forte tendência à alternância de dominância também pode ter 

ocorrido na colônia B13 de M. cassununga estudada. Sabe-se que embora seja mais 

comum que a hierarquia se mantenha estável, uma vez que é estabelecida na fase 

inicial de fundação da colônia é possível que ocorra certa flexibilidade na dominância 

entre as fêmeas hierarquicamente superiores da colônia, aquelas que ocupam 

posições logo abaixo da fêmea funcional (Murakami, 2007). Esse tipo de 

comportamento pode ser explicado pela competição social e reprodutiva que 

aumenta com a idade das fêmeas adultas, podendo levar a uma possível 

substituição da fêmea dominante (Giannotti, 1997), alternando a hierarquia social da 

colônia.  

Embora não tenha sido possível descrever o número de fundadoras 

presentes na fase inicial da colônia B13 (fase pré-emergente), as análises dos 

marcadores microssatélites revelaram a presença que alguns indivíduos da prole 

eram filhos de mães diferentes. Já é sabido que esta espécie pode apresentar mais 

de uma fêmea inseminada na colônia com ovário bem desenvolvido e capaz de 

realizar a postura de ovos viáveis (Murakami et al., 2009). Deste modo, pode-se 

afirmar, que os marcadores microssatélites confirmaram que a oligoginia (poucas 

fêmeas poedeiras na colônia) realmente ocorre para algumas colônias de M. 

cassununga. Murakami et al. (2009) argumentam que a razão principal de existir 

mais de uma fêmea poedeira em Mischocyttarus cassununga está relacionada ao 

risco de fracasso da colônia durante o ciclo biológico, funcionando como uma 

estratégia para aumentar o sucesso na natureza. 

A ocorrência de oligoginia presente nestas colônias parece estar 

relacionada ao modelo de desvio reprodutivo “cabo de guerra”, no qual a reprodução 

pode ser compartilhada entre membros de um mesmo grupo (Reeve e Keller, 2001; 

Liebert e Starks, 2006), como neste estudo entre as fêmeas de uma mesma colônia. 

O desvio reprodutivo pode ser resultado de limitações ecológicas, aumentando a 

probabilidade de uma fêmea subordinada realizar a postura de ovos e 

eventualmente herdar a dominância (Summer et al, 2002), o que contribui com o 

sucesso da colônia. 

De um modo geral, os dados obtidos no presente trabalho permitem 

inferir, a partir das análises genéticas da prole das colônias estudadas, a 
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confirmação de monogamia em M. cassununga, em que a fêmea acasala somente 

com um macho; a oligoginia para algumas colônias (B7 e B13); em colônias maiores, 

presença de irmãos e não-irmãos na mesma colônia. De acordo com Gaspar et al. 

(2007) as relações de parentesco entre os indivíduos da colônia estão associados 

com os níveis de poligenia. Ainda de acordo com estes autores, estes três aspectos 

ressaltam a importância do conhecimento da estrutura sociogenética de colônias 

primitivamente eussociais para se entender a evolução do comportamento social. 

É importante ressaltar que este foi o primeiro estudo sociogenético 

realizado com M. cassununga, na tentativa de se obter algumas informações sobre 

as relações que se estabelecem entre indivíduos de uma colônia. Os resultados aqui 

obtidos abrem novas perspectivas de estudos envolvendo M. cassununga, 

especialmente no que se refere a abordagens voltadas ao um maior entendimento 

da evolução do comportamento social entre os Polistinae e também para o maior 

conhecimento da estrutura sociogenética presente em colônias destas vespas 

primitivamente eussociais. A identificação do número de fêmeas poedeiras ou 

reprodutoras, grau de parentesco entre fêmeas que realizam fundação por 

pleometrose, ou mesmo nos casos em que a usurpação do ninho ocorre por fêmeas 

alheias a este, são apenas alguns dos muitos aspectos a serem mais bem 

compreendidos no estudo de M. cassununga, aspectos estes que certamente irão 

contribuir na elucidação de perguntas ainda sem respostas. 
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ANEXO A – Alelos e suas frequências obtidos para as cinco colônias de M. cassununga estudadas (B4, B7, B10, B11 e B13) 
para os oito loci analisados. pb = tamanho estimado dos alelos em pares de bases  
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ANEXO B – Alelos encontrados na amostragem das cinco colônias de Mischocyttarus cassununga (B4, B7, B10, B11 e B13) para 
os oito loci de microssatélites analisado. Os valores dos alelos estão representados em pares de bases (pb) e as 
amostras em negrito correspondem aos machos (100% de homozigose). I = Imaturo; F = Fêmea; Fu = Usurpadora; FM = 
Mãe 
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ANEXO C – Estimativa dos possíveis genótipos e suas probabilidades (Prob.), inferidos pelo software COLONY, para 
cada locus de cada genitor por colônia analisada. 
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CONT. ANEXO C – Estimativa dos possíveis genótipos e suas probabilidades (Prob.), inferidos pelo software COLONY, 
para cada locus de cada genitor por colônia analisada. 
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CONT. ANEXO C – Estimativa dos possíveis genótipos e suas probabilidades (Prob.), inferidos pelo software COLONY, 
para cada locus de cada genitor por colônia analisada. 
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CONCLUSÕES GERAIS 

 

  A metodologia empregada para isolar os loci de microssatélites 

em Mischocyttarus cassununga, utilizando bibliotecas enriquecidas se mostrou 

eficiente, permitindo desenvolver 18 pares de primers polimórficos. 

 A constatação de altos valores de informação polimórfica para a 

grande maioria dos loci indica o elevado potencial destes marcadores para estudos 

genéticos com Mischocyttarus cassununga. 

 Os loci isolados amplificaram com sucesso para outras espécies 

de Polistinae, confirmando o caráter conservativo das sequências flanqueadoras de 

microssatélites em espécies próximas, evidenciando a potencialidade de loci 

heterólogos para estudos com outras espécies da mesma subfamília (Polistinae). 

 Uma análise associada entre o comportamento intranidal dos 

indivíduos das colônias M. cassununga estudadas e a caracterização genética 

destes indivíduos se mostrou informativa em relação à elucidação de aspectos 

relevantes para o conhecimento da estrutura sociogenética das colônias estudadas. 

Os dois tipos de análises se mostraram complementar e essencial para entender as 

relações de parentesco entre os indivíduos da colônia, bem como para interpretar 

alguns dos resultados obtidos separadamente por cada uma das análises 

(comportamental e genética). 

 Estudos mais abrangentes, que disponham de um maior número 

amostral de colônias e períodos mais prolongados de observação, devem ser 

realizados para que se possa ter uma confirmação concreta da organização 

sociogenética desta espécie de vespa.  

 Os marcadores microssatélites desenvolvidos se mostraram 

eficientes para estudos de relação de parentesco em M. cassununga, sendo 

possível inferir: a) as possíveis mães, assim como os pais de cada indivíduo da 

prole; b) irmandade da prole, detectando possíveis não-irmãos presentes;  

 As análises genéticas também permitiram confirmar: a) a 

usurpação intraespecífica de colônias de M. cassununga por fêmeas não-

aparentadas e a coexistências destas nas colônias; b) uma forte tendência a 

alternância de dominância entre fêmeas da colônia; c) a sexagem dos imaturos 

(larvas e pupas) e, d) oligoginia em algumas colônias desta espécie de vespa. 
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APÊNDICE 

 

 

CONSTRUÇÃO DA BIBLIOTECA ENRIQUECIDA EM MICROSSATÉLITES PARA 

MISCHOCYTTARUS CASSUNUNGA 

 

 

A construção da biblioteca foi desenvolvida em colaboração com a 

professora Dra. Claudete de Fátima Ruas no Laboratório de Marcadores 

Moleculares e Citogenética de Plantas da Universidade Estadual de Londrina e 

também com a professora Dra. Maria Cristina Arias no Laboratório de Genética e 

Evolução de Abelhas da Universidade de São Paulo, utilizando-se o protocolo 

descrito por Billote et al. (1999) com algumas modificações. 

 

1 EXTRAÇÃO E DIGESTÃO DO DNA COM ENZIMA DE RESTRIÇÃO  

 

A extração do DNA foi realizada de acordo com Suzuki (2010), com 

algumas modificações. Foi macerado o tórax e pernas de uma fêmea de M. 

cassununga em tampão SDS, seguido de extrações sucessivas com fenol, 

clorofórmio e álcool isoamílico. O DNA foi precipitado com etanol e ressuspendido 

em 50 Μl de TE (10 Mm Tris, 1 Mm EDTA, Ph 8,0) e armazenado a -20oC. A 

quantificação das amostras foi realizada em fluorímetro DyNA Quant 200 (Hoefer). O 

DNA das amostras foi primeiramente diluído na concentração 1:10 para posterior 

realização das leituras no equipamento.  

Para a digestão do DNA genômico obtido nas extrações foi utilizada 

a enzima Rsa I para gerar fragmentos de tamanhos adequados (200pb a 900pb). 

Desta forma em um tubo de microcentrífuga foram adicionados 62,5 µL de água 

Milli-Q, 10 µL de tampão específico da enzima, 2,5 µL de enzima (20U/µL) e 25µL de 

DNA na concentração de 50ng/µL, perfazendo um total de 100µL de reação. 

Incubou-se a reação overnight a 37oC. Para verificar a efetivação da reação, os 

fragmentos gerados foram separados em gel de agarose 0,8%, corados com 

GelRed™ (Biotium), para a visualização em transluminador U.V. 
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2 LIGAÇÃO DOS ADAPTADORES 

 

Posteriormente, para garantir que todos os fragmentos digeridos 

tenham uma terminação comum e conhecida, foram feitas ligações de adaptadores 

(Rsa21 5’-TCTTGCTTACGCGTGGACTA-3’; Rsa25 5’-

TAGTCCACGCGTAAGCAAGA-3’). Estes adaptadores possuem extremidade 

complementar com o sítio de corte de RsaI, no qual foram ligados por 

complementaridade e finalizado pela ação da T4 DNA ligase. Portanto uma alíquota 

de 6 µL do produto de digestão com RsaI  foi adicionada a 34 µL de água Milli-Q, 5 

µL de tampão 2X (específico da enzima), 2 µL de cada um dos adaptadores (10µM 

cada), 1 µL de enzima T4 DNA ligase (1U/µL) em um volume final de 50 µL. Em 

seguida, este material foi incubado por duas horas a 20oC no termociclador.  

 

3 PRÉ – AMPLIFICAÇÃO  

 

Após a ligação dos adaptadores seguiu-se a amplificação dos 

fragmentos para o enriquecimento da amostra. Segue o protocolo de amplificação: 

27 µL  de água Milli-Q, 5 µL de tampão 10X, 3 µL de MgCl2 (50Mm), 5 µL de Dntp 

(2,5 Mm), 2 µL de primer Rsa21 (10µM), 3 µL de Taq DNA polimerase (5U/µL) e 5 

µL da ligação dos adaptadores, totalizando 50 µL de reação . Posteriormente essa 

reação foi submetida a uma temperatura de 95oC por 1 minuto e 25 ciclos de: 94oC 

por 40 segundos, 60oC por 1 minuto e 72oC por 2 minutos; e ao final do ciclo uma 

extensão final de 72oC por 5 minutos. 

Em seguida uma alíquota do produto de amplificação foi submetido a 

uma eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com GelRed™ (Biotium), 

visualizado em transluminador U.V. e fotografado com câmera digital 

 

4 PURIFICAÇÃO DO DNA 

 

Posteriormente os produtos da PCR foram purificados com a 

exonuclease (EXOSap IT® - Prodimol), visando à eliminação de possíveis 

interferentes ou excessos de reagentes da reação, para preparar o DNA para a 

posterior seleção dos fragmentos contendo os microssatélites. Para isso foi 
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adicionado 3,0 µL de EXOSap ao produto de amplificação, que foi submetido a 37oC 

por 15 minutos e 80oC por mais 15 minutos. 

 

5 SELEÇÃO DOS FRAGMENTOS CONTENDO OS MICROSSATÉLITES 

 

Após a purificação os fragmentos contendo microssatélites foram 

selecionados utilizando as beads envolvidas por streptavidina. Nesse procedimento 

os fragmentos de DNA de interesse (400 a 1000 pb) são desnaturados e hibridados 

com oligonucleotídeos biotinilados (Figura 3). Os fragmentos que contêm as 

sequências microssatélites complementares à sequência repetitiva dos 

oligonucleotídeos se complexam às beads, pois a biotina presente na extremidade 

do oligonucleotídeo tem afinidade pela streptavidina que envolve a bead e através 

da utilização de um imã que prende as beads à parede do tubo, os fragmentos que 

contém microssatélites são selecionados. 

 

 

Imagem ilustrativa das beads (esferas magnéticas) envolvidas por 
streptavidina e o oligonucleotídeo biotinilado. 

 

5.1 PREPARO DAS ESFERAS MAGNÉTICAS (BEADS) COM STREPTAVIDINA 

 

Para a seleção dos fragmentos contendo regiões de microssatélites, 

600 µL de beads (Streptavidin magnesphere – Paramagnetic particles – Promega) 

foram ressuspendidas por agitação seguida de exposição a uma coluna magnética 

por 30 segundos. Aspirou-se o sobrenadante. Adicionou-se 300 µL de SSC 0,5X e 

ressuspendeu-se por agitação, magnetizou-se por 30 segundos e descartou-se o 

sobrenadante. Esse processo de lavagem foi repetido por mais três vezes e ao final 

ressuspendido em 100 µL de SSC 0,5X. 
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5.2 PREPARO DO DNA PURIFICADO 

 

Adicionou-se 457 µL de água Milli-Q a 43 µL de DNA purificado. 

Incubou-se por 15 minutos a 95oC para a desnaturação. Adicionou-se 13 µL de SSC 

20X e 3 µL de cada oligonucleotídeo biotinilado [(AGA)5 e (AG)8, ambos a 50 µM. 

Incubou-se à temperatura ambiente por 20 minutos agitando-se o tubo a cada 2 

minutos para que as sondas se hibridassem a regiões complementares. Adicionou-

se a esta solução os 100 µL de beads previamente lavadas. Agitou-se levemente por 

10 minutos à temperatura ambiente. Nesse passo, as beads contendo estreptavidina 

se ligaram à biotina das sondas. Magnetizou-se por 30 segundos, aspirou-se o 

sobrenadante e ressuspendeu em 300 µL de SSC 0,1X. Esta etapa foi repetida três 

vezes e ao final ressuspendeu em 100 µL de água Milli-Q e magnetizou-se por mais 

30 segundos. Reservou-se então o sobrenadante (contendo os fragmentos com 

repetições) em um novo tubo de microcentrífuga e procedeu-se mais uma lavagem 

das beads com 150 µL de água Milli-Q para garantir que todos os fragmentos 

selecionados fossem recuperados. Posteriormente juntaram-se os dois 

sobrenadantes (100 µL + 150 µL). 

 

6 AMPLIFICAÇÃO DOS FRAGMENTOS SELECIONADOS 

 

Posteriormente à seleção dos fragmentos de interesse foi feita a 

verificação da efetividade da seleção através da amplificação por PCR. As reações 

foram realizadas em volume final de 100 µL contendo, 49,5 µL de água Milli-Q, 10 

µL de tampão 10X, 6 µL de MgCl2 (25Mm), 10 µL de Dntp (2,0Mm), 4 µL de primer 

Rsa21 (10 µM), 0,5 µL de Taq Polimerase Platinum (5U/ µL) e 20 µL dos fragmentos 

selecionados. Essa reação foi submetida a uma temperatura de 95oC por 1 minuto e 

25 ciclos de: [94oC por 40 segundos, 60oC por um minuto e 72oC por 2 minutos], 

com uma extensão ao final do ciclo de 72oC por 5 minutos. 

Para verificar a efetividade da reação, o produto de amplificação foi 

submetido à eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com GelRed™ (Biotium) e 

visualizados em transluminador U.V. 
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7 LIGAÇÃO DOS FRAGMENTOS DE DNA AO VETOR PGEM-T EASY  

 

O produto de amplificação obtido na etapa anterior foi ligado a um 

vetor de clonagem Pgem-T Easy (Kit Pgem®-T Easy Vector Systems – Promega). 

Dessa forma foi aliquotado 6 µL do produto de amplificação dos fragmentos 

selecionados, no qual foi adicionado 2 µL de água Milli-Q, 10 µL de tampão 2X,  1 µL 

do vetor de clonagem (50 ng/µL), 1 µL de enzima T4 DNA ligase (3U/µL), em um 

volume final de 20 µL. Em seguida, este material foi incubado overnight a 4oC. 

 

8 TRANSFORMAÇÃO EM XL1-BLUE E CLONAGEM 

 

Primeiramente células competentes de Escherichia coli (linhagem 

DH10-ᵦ) foram preparadas de acordo com Sambrook et al. (1989). Posteriormente 

foram transformadas com os plasmídeos recombinantes (etapa de ligação) de 

acordo com o seguinte protocolo: 100 µL de células competentes foram incubadas 

em 8 µL de plasmídeos recombinantes por 15 minutos no gelo, em seguida a 37oC 

por 5 minutos e por mais 15 minutos no gelo; 250 µL de meio LB foram adicionados 

e seguiu-se uma incubação a 37oC sob agitação por uma hora. Após a incubação, 

as células foram plaqueadas em meio LB-ágar com ampicilina (0,15 mg/Ml) e X-Gal 

(0,10 mg/Ml) e incubadas overnight a 37oC.  

Após a incubação das placas, foram selecionadas aquelas colônias 

que apresentaram coloração branca, que são justamente as colônias que 

apresentam o inserto no plasmídeo. Estas foram transferidas em microtubos (0,2 Ml) 

contendo 10 µL de solução TE 0,5X. Em seguida, foram mantidas a uma 

temperatura elevada (99oC por 5 minutos) para a extração do DNA bacteriano, que 

posteriormente foram usadas para a amplificação por PCR. 

Posteriormente foi feita amplificação dos fragmentos clonados e 

consequentemente o isolamento destes do plasmidial, por meio do anelamento dos 

primers na região upstream e downstream aos adaptadores presentes nas 

extremidades 5’ e 3’, respectivamente. As reações foram realizadas em volume final 

de 20 µL contendo, 12,8 µL de água Milli-Q, 2 µL de tampão 10X, 1,5Mm de MgCl2, 

0,2 µM de Dntp, 0,4 µM de cada primer M13 (F: 5’-GTTTTCCCAGTCACGAC-3’; R: 

5’-TTTCACACAGGAAACAGCTATG-3’), 1,5 U de Taq Polimerase Invitrogen e 1,5 

µL do DNA. Essa reação foi submetida a uma temperatura de 94oC por 5 minutos e 
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35 ciclos de: [94oC por 1 minuto, 42oC por 1 minuto e 20 segundos e 64oC por 2 

minutos], com uma extensão ao final de 64oC por 10 minutos. 

Em seguida uma alíquota de 3 µL de cada amostra foi submetida à 

eletroforese em gel de agarose 0,8%, corados com GelRed™ (Biotium) e 

visualizados em transluminador UV. Foram considerados clones positivos os que 

apresentaram insertos. 

 

9 PURIFICAÇÃO E SEQUENCIAMENTO 

 

Após a amplificação, os clones positivos foram purificados também 

com a exonuclease (EXOSap IT®),  adicionando 0,5 µL de EXOSap ao produto de 

amplificação, que foi submetido a 37oC por 15 minutos e 80oC por mais 15 minutos. 

Em seguida o DNA dos clones foram utilizados para fazer a reação de 

sequenciamento, com o conjunto de reagentes do Kit “ Big Dye TerminatorT ” (vs. 3.1 

– Applied Biosystems).  

Após a purificação, as amostras foram submetidas ao 

sequenciamento (Departamento de Química do IQ-USP, em sequenciador 

automático modelo ABI-PRISM 3100; e MACROGEN – Advancing throungh 

Genomics, em sequenciador automático modelo ABI-PRISM 3730).  

 

10 EDIÇÃO DAS SEQUÊNCIAS E DESENHO DOS PRIMERS  

 

A visualização das sequências geradas foi realizada através do 

software Bioedit v. 7.0 (HALL, 1999) e a busca por regiões repetitivas do tipo 

microssatélites foi feita manualmente. 

As sequências foram selecionadas com base na qualidade da região 

que flanqueiam os microssatélites. Para o desenho dos primers utilizou-se o 

software eletrônico Primer3 (ROZEN; SKALETSKY, 2000) e em seguida verificou-se 

a possibilidade de harpins e dímeros nos primers desenhados, pelo software 

Autodimer (VALLONE; BUTLER, 2004).  

Os primers foram sintetizados (Macrogen – Coréia), diluídos para 

uma concentração estoque de 200 µM em Tris 10Mm Ph 7,5 e armazenados a -

20oC. 
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11 PADRONIZAÇÃO DAS REAÇÕES DE AMPLIFICAÇÃO DOS PRIMERS 

DESENVOLVIDOS 

 

Posteriormente à confecção dos primers, foram feitos testes para a 

otimização das condições de amplificação de todos os locos adquiridos, através 

basicamente de alterações na temperatura de anelamento dos primers. Foram 

amostrados 20 indivíduos (fêmeas) não aparentados de M. cassununga, uma fêmea 

de Mischocyttarus sp e uma fêmea de Polistes versicolor. 

A padronização dos primers foi realizada por análise de fragmentos 

em sequenciador automático. Para tal técnica, os primers forward foram modificados 

na sua extremidade 5’, na qual foi adicionada uma sequência “Tag” (5’-

TGTAAAACGACGGCCAGT-3’). Nessa sequência se liga o primer M13(21) 

(SHELKE, 2000) marcado com fluoróforos 6-FAM (azul), NED (amarelo) ou HEX 

(verde). Essa metodologia elimina a necessidade da marcação dos primers forward 

em todos os locos. 

As reações de otimização foram realizadas de acordo com protocolo 

a seguir: 2,35 µL de água Milli-Q; 0,5 µL de tampão 10X (Invitrogen), 0,5 µL de 

dNTPs (2 Mm); 0,2 µL de MgCl2 (50Mm); 0,125 µL de um mix composto do primer 

forward Tag (0,5 µM) + primer reverse (5 µM); 0,125 µL do primer M13(-21) (5 µM) 

marcado com fluorocromo; 1 µL do DNA molde; 0,1 µL de Taq DNA polimerase 

(Invitrogen – 5U/µL) e 0,1 µL de glicerol 50%. Cada reação foi inicialmente 

submetida a 94oC por 4 minutos, seguida por 35 ciclos de: [940C por 40 segundos, 

48oC / 54oC / 60oC por 50 segundos e 72oC por 1 minutos] e uma extensão final de 

72oC por 10 minutos. Como descrito, foram realizados inicialmente três testes de 

temperaturas de anelamento dos primers, para que se chegasse a uma temperatura 

ótima para cada loco. 

Os produtos de PCR foram diluídos na proporção de 1:10 em H2O e    

2 µL dessa diluição foram acrescentados a 0,15 µL do marcador de peso molecular 

GeneScan ROX 500 (Applied Biosystems) e 7,85 µL de Formamida Hi-Di (Applied 

Biosystems). As análises foram realizadas em um sequenciador automático, modelo 

ABI-PRISM 3100 (Perkin Elmer) do Centro de Estudos do Genoma humano do IB-

USP. 
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12 ANÁLISES DOS DADOS 

 

Os dados de genotipagem gerados pelo sequenciador automático 

foram visualizados e analisados através do programa GeneMarker v.1.85 (demo 

version) (SoftGenetics, State College, PA). Para o cálculo das taxas de 

heterozigosidade esperada (He) e observada (Ho), bem como a média dessas taxas 

e o número de alelos por locus, foi utilizado o GenAlEx v.6.41 (PEAKALL; SMOUSE, 

2006). Os cálculos do Equilíbrio de Hardy-Weinberg (EHW) e desequilíbrio de 

ligação foram realizados usando o programa GenePop v.1.2 (RAYMOND; 

ROUSSET, 1995) e subsequentemente os valores de P foram ajustados pela 

correção sequencial de Bonferronni (RICE, 1989). O software Cervus v.3.0 

(MARSHALL et al., 1998) para o cálculo do conteúdo de informação de polimorfismo 

(PIC) e o software MicroChecker v.2.2.3. (VAN OOSTERHOUT et al., 2004) foi 

utilizado para detecção de possíveis alelos nulos. 


