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RESUMO GERAL

Essa dissertacdo foi dividida em dois capitulos envolvendo dois diferentes niveis
de estudo, um envolvendo aspectos mais macroscopicos com a ecologia de comunidades
e outro envolvendo aspectos biol6dgicos de uma espécie pouco conhecida. Sendo assim, o
primeiro capitulo foi um estudo da ecologia da comunidade de vespas e abelhas solitarias
e seus parasitoides, medindo qual o efeito do tipo de habitat sobre a estrutura dessas
comunidades e suas interagdes. Nesse estudo a composicdo e abundancia das espécies,
mas ndo a riqueza e as interacdes de hospedeiros e parasitoides, foram alteradas nos trés
tipos de habitats. A floresta abrigou a maior abundéncia e uma composicdo distinta de
espécies em comparacdo com outros habitats. A rotatividade de ambos os grupos de
insetos foi maior entre florestas e outros habitats do que entre campo e varzea. Em
concluséo, a heterogeneidade ambiental apresenta um papel central na manutencdo de
uma alta biodiversidade na Mata Atlantica. Ja segundo capitulo, foi focado na historia
natural de uma espécie de vespa solitarias Pisoxylon amenkei, que é considerada uma
espécie rara dentro da Floresta Ombroéfila mista. Pisoxylon amenkei nidificou apenas em
fragmentos de Floresta, durante o verdo e outono. Ela é uma espécie multivoltina, que
permanece em diapausa, na fase de pré-pulpa no inverno e na primavera. Os ninhos P.
amenkei apresentaram arquitetura semelhante a dos ninhos de Pisoxylon xanthosoma e de
espécies de Trypoxylon. Além disso, a razdo sexual de P. amenkei foi de 1:1, o que pode
estar ligado a igual custo de producdo de fémeas e machos. Podemos concluir que P.
amenkei nidifica apenas em areas de floresta e que os resultados desse estudo mostram
algumas semelhancas e diferencas entre Pisoxylon e Trypoxylon. Portanto, sdo
necessarios mais estudos com énfase na filogenia do grupo e uso de analises moleculares,
para esclarecer essa questdo. Independente disso, aqui mostramos dados inéditos da
biologia de nidificacdo da espécie P. amenkei e que a preservacado de fragmentos florestais
pode ser uma boa estratégia para preservacao espécies consideradas raras, assim como P.
amenkei. Resultados encontrados em estudos como esses podem ser de grande interesse
tanto ecoldgico como econdmico, pois além de revelar importantes aspectos que
influenciam essas comunidades em habitats naturais, eles aumentam nosso conhecimento
sobre espécies importantes provedoras de servi¢os ecossistémicos que sdo essenciais ndo

sO para ambientes naturais como para ambientes antropizados como a agricultura.

Palavras-chave: Heterogeneidade de habitat, turnover, coevolugdo, Hymenoptera,

multivoltina, conservacao.



OVERVIEW

This dissertation was divided into two chapters involving two different levels of
study, one involving more macroscopic aspects with the ecology of communities and the
other involving biological aspects of a little-known species. Thus, the first chapter was a
study of the ecology of the community of solitary wasps and bees and their parasites,
measuring the effect of the type of habitat on the structure of these communities and their
interactions. In this study, the composition and abundance of species, but not the richness
and interactions of hosts and parasitoids, were altered in the three types of habitats. A
forest is home to a higher concentration and distinct species composition compared to
other habitats. The turnover of both groups of insects was greater among forests and other
habitats in the field and in the floodplain. In conclusion, environmental heterogeneity
plays a central role in maintaining high biodiversity in the Atlantic Forest. The second
chapter, on the other hand, focused on the natural history of a species of solitary wasp
Pisoxylon amenkei, which is considered a rare species within the Araucaria Forest.
Pisoxylon amenkei nested only in fragments of forest, during the summer and autumn. It
Is a multivoltine species, which remains in diapause in the pre-pulp phase in winter and
spring. The P. amenkei nests found architecture similar to the nests of Pisoxylon
xanthosoma and species of Trypoxylon. In addition, the sex ratio of P. amenkei was 1: 1,
or it may be linked to the same cost of producing males and females. We can conclude
that P. amenkei nest only some areas of the forest and the results of this study show some
similarities and differences between Pisoxylon and Trypoxylon. Therefore, studies with
an emphasis on the phylogeny of the group and the use of molecular molecules are more
necessary to clarify this issue. Regardless, here we show unprecedented data on the
biology of P. amenkei species and that the preservation of forest fragments can be a good
strategy for the conservation of rare species, such as P. amenkei. Results found in studies
like these can be of great ecological and economic interest, in addition to showing
important aspects that influence these communities in natural habitats, they increase our
knowledge about important species that provide ecosystem services that are essential not

only for natural environments as well as environments anthropized like agriculture.

Keywords: Heterogeneity of habitat, turnover, coevolution, Hymenoptera, multivoltine,

conservation.
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INTRODUCAO GERAL

Diante do cenario mundial de perda e fragmentacdo de habitats, uma
preocupacdo crescente entre os cientistas € compreender o efeito disso sobre a
biodiversidade e suas implicacOes sobre importantes processos ecossistémicos (FOLEY
et al., 2005; KREMEN e OSTFELD 2005). Diferentes grupos de artrépodes respondem
de forma distinta a alteracdo dos habitats, e a diversidade desses grupos pode afetar as
taxas de polinizacdo (GARIBALDI et al., 2011), de controle bioldgico (THIES et al.,
2011), ou até mesmo o parasitismo de parasitoides que sdo usados em sistemas agricolas
como controle de pragas (TYLIANAKIS et al.,, 2006). Ou seja, cada vez mais
necessitamos compreender a biologia e a ecologia dessas espécies em diferentes tipos de
ambientes, visando aumentar nosso conhecimento sobre essas comunidades e melhorar
futuros planos de conservacdo (HENLE et al., 2004; WILLIAMS et al., 2010).

Um exemplo de habitat que vem sendo extensivamente degradado por acdes
antropicas ¢ o bioma Mata Atlantica, o qual esta na lista dos 35 “hotspots” mundiais
(LAGOS e MULLER, 2007; RIBEIRO et al., 2011) com prioridade para a conservacgao
por abrigar uma das faunas e floras mais diversificadas e ameagadas do mundo (MYERS
et al.,, 2000; RIBEIRO et al., 2011). Por essa causa, muitas vezes, espécies pouco
conhecidas que ocorrem nesse bioma, acabam se extinguindo antes mesmo que possamos
conhecer seus modos de vida e suas relacbes com o ambiente e com outras espécies, ou
ainda entender a importancia disso para o0s processos ecossistémicos (LEWINSOHN e
PRADO, 2005).

Um bom grupo para se estudar a biologia e as relacdes entre espécies em
diferentes tipos de habitats, que apresentam importantes servigos ecossistémicos, séo as
vespas e abelhas solitarias. As Abelhas séo os principais polinizadores das angiospermas,
tanto em ambientes naturais como agricolas, e as vespas podem ser grandes predadoras
de outros insetos e de aranhas, controlando suas popula¢es, inclusive das espécies que
podem ser considerados pragas na agricultura (KREMEN e OSTFELD, 2005;
ALBRECHT et al., 2007; WOODCOCK et al., 2013; MATOS et al., 2016).

Informacdes sobre a biologia dessas espécies, podem revelar varios aspectos
interessantes como histéria de vida, estrutura dos ninhos e dos casulos dos imaturos,
relacfes de tamanho entre machos e fémeas, razao sexual, nimero de geraces e interagdo
com outras espécies, podendo fornecer dados ineditos sobre espécies pouco estudadas
(BUSCHINI et al., 2010; BUSCHINI e FAJARDO, 2010; BUSCHINI e DONATTI,
2012; BUSCHINI e BUSS, 2014; COSTA e BUSCHINI, 2016). Além disso, informacdes
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como locais de nidificacao, sazonalidade, arquitetura do ninho e uso de recursos, podem
ser muito importantes para futuros estudos ecoldgicos que visem entender como as
espécies vivem em simpatria (MELLO e GAGLIANONE, 2019; MOURA et al., 2019).

Outro fator muito importante que pode ser estudado com esses insetos em
ambientes degradados como a Mata Atlantica, é o efeito do tipo de habitat sobre a essas
comunidades. Quanto a isso, desde o trabalho de MacArthur e Wilson, (1967) sobre a
teoria da biogeografia de ilhas, a complexidade dos habitats tem sido relacionada a uma
maior abundancia e diversidade de diferentes tipos de organismos, como mamiferos, aves,
anfibios, répteis, insetos e plantas (ALBUQUERQUE e BEIER, 2015; STEIN e KREFT,
2014; ARAUJO et al., 2019; TYLIANAKIS e MORRIS, 2017). Essa complexidade pode
ser medida de varias formas, sendo a estratificagdo vegetal uma delas, a qual proporciona
uma maior estrutura fisica no ambiente (FLORES et al., 2018). O maior nimero de
arvores pode aumentar a diversidade de diferentes recursos, como abrigos, locais para
nidificacdo e alimento, 0s quais sdo importantes na estruturagdo das comunidades
animais, principalmente das vespas e abelhas solitarias que nidificam em cavidades
preexistentes (MORATO e MARTINS, 2006).

Além da estrutura da comunidade, as interacdes entre as espécies também podem
mudar ao longo desses gradientes ambientais (TYLIANAKIS et al., 2007,
LANGELLOTTO e DENNO, 2004). Vespas e abelhas solitarias interagem com outras
espécies tanto de forma mutualista, polinizando diversas espécies vegetais
(WOODCOCK et al.,, 2013; WHITEHEAD e PEAKALL, 2013), quanto de forma
antagonista com os chamados parasitoides, que sdo outras espécies de insetos, como
dipteras, coledpteras e principalmente himendpteros, que controlam as populacdes de
vespas e abelhas hospedeiras (HENRI e VEEN, 2011), interferindo assim, no servico
ecossistémico prestados por eles (LIBERSAT e GAL, 2013; LITMAN et al., 2013). Os
parasitoides podem ser muito importantes na estruturacdo das comunidades de seus
hospedeiros, e os trabalhos acerca de suas relagdes tem aumentado muito nas Gltimas
décadas (KLEIN et al., 2006; FONTAINE et al., 2011; PERALTA et al., 2014; IANTAS
et al., 2017; ARAUJO et al., 2018; NETHER et al., 2019). Esses animais podem se
alimentar tanto das larvas do hospedeiro quanto ser apenas cleptoparasitas e se alimentar
apenas do alimento do seu hospedeiro, mesmo assim, ambas as estratégias levam a morte
do hospedeiro (TYLIANAKIS et al., 2007; STAAB et al., 2016).

Para andlise das interagdes entre esses animais, 0s estudos podem ser baseados

no numero de espécies, numero de grupos funcionais, presenca de espécies chave ou nos
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indices de diversidade (BENGTSSON, 1998). As métricas de redes de interacdo também
tém sido muito utilizadas e o numero de trabalhos com essa ferramenta tem aumentado
desde os anos 2000 (TYLIANAKIS et al., 2007; INGS et. al, 2008; MORRIS et al.,
2014), pois tem se mostrado uma grande ferramenta para identificar como as interacoes
sdo moldadas por diferentes tipos de fatores (MORRIS et al., 2014, TYLIANALIS e
MORRIS, 2017). Além disso, essas métricas também podem ser muito uteis para a
conservacao dos ecossistemas, como mostra Tylianakis et al. (2010), que discutem a
importancia da conservacao ndo so de uma espécie ameacada, ou grupo de espécies, mas
também, das interacGes formadas entre esses animais. Como as interacfes que séo
realizadas, muitas vezes significam a prestacdo de um servigo ecossistémico ou a inibi¢ao
dele, a conservacao das mesmas pode ser algo de grande interesse (TYLIANAKIS et al.,
2010).

Uma técnica que vem sendo usada e que tem tido grande sucesso em estudar
tanto a biologia quanto ecologia de vespas e abelhas solitarias e seus parasitoides é a de
ninhos-armadilha (BUSCHINI, 2006; BUSCHINI e WOISKI, 2008; ARAUJO et al.,
2018; NETHER et al., 2019). Ela consiste em instalar cavidades artificiais, feitas em
madeiras ou outros materiais, nos habitats para captura desses insetos (BUSCHINI, 2006;
BUSCHINI e WOISKI, 2008). Essa metodologia é muito utilizada por ser barata, de facil
manejo e seletiva, capturando apenas as espécies que realmente ocorrem no local onde
serdo realizadas as coletas (TYLIANAKIS et al., 2006). Com isso podemos estudar a
biologia dessas espécies e analisar suas interacdes com seus parasitoides (HENRI e
VEEN, 2011).

Estudos que conciliem informacdes tanto sobre a biologia quanto sobre a ecologia
das espécies que compdem as comunidades em diferentes habitats, podem nos dar grandes
insights sobre o funcionamento dos ecossistemas e de como 0s aspectos ecoldgicos e
evolutivos foram moldados, além de aumentar nosso conhecimento sobre espécies que

vivem em biomas degradados.
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CAPITULO 1:
Forest is a key component of environmental heterogeneity that drives host-
parasitoid communities
A floresta é um componente essencial da heterogeneidade ambiental que

impulsiona comunidades parasitoides hospedeiros
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Abstract

Habitats provide different types and amounts of resources that can influence
community structure and species interactions. Cavity-nesting insects may preferentially
occupy habitats presenting many nests, such as forests. In this habitat type, specialist
parasitoids may be more likely to find particular hosts compared to generalists. However,
in simpler habitats, such as grasslands and swamps, the sparse tree vegetation may
facilitate host location, thus benefiting generalists. Therefore, we hypothesized that a
forest sustains (1) the highest host and parasitoid biodiversity, (2) more specialized
interactions, and (3) the most stable interactions to secondary extinctions compared to a
grassland and a swamp. We investigated these hypotheses on solitary bees and wasps and
their parasitoids, comparing community structure and species interactions in three
habitats (forest, grassland and swamp). Species composition and abundance, but not
richness, of both hosts and parasitoids changed across the three types of habitats. The
forest housed the highest abundance and a distinct composition compared to other
habitats. The turnover of both insect groups was higher between forest and other habitats
than between grassland and swamp. Food web parameters did not differ among habitat
types. In conclusion, the environmental heterogeneity played a central role in keeping a
high biodiversity in Atlantic forest, but the forest was a key component in this process.
Therefore, management programs may prioritize the conservation of areas with high

habitat heterogeneity including forests in a landscape scale.

Keywords: Mosaic of habitats, species diversity, coevolution.
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Resumo

Os habitats fornecem diferentes tipos e quantidades de recursos que podem
influenciar a estrutura da comunidade e as interacdes entre espécies. Insetos que nidificam
em cavidades podem ocupar preferencialmente habitats com muitos ninhos, como
florestas. Nesse tipo de habitat, os parasitoides especializados podem ter maior
probabilidade de encontrar hospedeiros especificos em compara¢do com os generalistas.
No entanto, em habitats mais simples, como campos e varzeas, a vegetacao esparsa das
arvores pode facilitar a localizacdo do hospedeiro, beneficiando assim os generalistas.
Portanto, levantamos a hipdtese de que uma floresta sustenta (1) a maior biodiversidade
de hospedeiros e parasitdides, (2) interacdes mais especializadas e (3) as interacdes mais
estaveis para extingdes secundarias em comparacao com prados e pantanos. Investigamos
essas hipdteses em abelhas e vespas solitarias e seus parasitdides, comparando a estrutura
da comunidade e as interacdes entre espécies em trés habitats (floresta, campo e varzea).
A composicdo e abundancia das espécies, mas ndao a riqueza, de hospedeiros e
parasitoides foram alteradas nos trés tipos de habitats. A floresta abrigava a maior
abundancia e uma composicdo distinta em comparacdo com outros habitats. A
rotatividade de ambos 0s grupos de insetos foi maior entre florestas e outros habitats do
que entre pastagens e pantanos. Os parametros da cadeia alimentar ndo diferiram entre os
tipos de habitat. Concluindo, a heterogeneidade ambiental desempenhou um papel central
na manutencdo de uma alta biodiversidade na Mata Atlantica, mas a floresta foi um
componente essencial nesse processo. Portanto, os programas de manejo podem priorizar
a conservacao de areas com alta heterogeneidade de habitat, incluindo florestas em escala

de paisagem.

Palavras-chave: Mosaico de habitats, diversidade de espécies, coevolucéo.
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Introduction

Habitats provide different types and amounts of resources that can influence
community structure, such as abundance, richness, and composition of species (Garcia et
al. 2011; Woltz et al. 2012; Ebeling et al. 2011). More structured communities are
expected to occupy habitats with great resource availability, because resource use may
not constrain the coexistence of individuals (Srivastava and Lawton 1998; Marquard et
al. 2009; Haddad et al. 2011). This condition associated with high environmental
heterogeneity may reduce competition since individuals may explore distinct resources
in different habitats (Levin 1974; Bulleri et al. 2016; Moura et al. 2019). Therefore,
resource availability and habitat heterogeneity are important drivers the diversity and
coexistence of species.

Habitat types may also influence species interactions because can affect the
probability of one individual encountering another (Laliberte and Tylianakis 2010). For
example, open environments with sparse vegetation may facilitate encounters between
parasitoids and their hosts (Laliberte and Tylianakis 2010). In such situation, generalist
parasitoids may be more successful in finding many hosts, because they may exhibit high
phenotypic plasticity in foraging strategies (Zepeda-Paulo et al. 2013). In fact, parasitism
incidence is more likely to be high in habitats containing less plants (Kruidhof et al. 2015;
Aartsma et al. 2018). These host-parasitoid communities may exhibit low resilience to
environmental disturbances because generalist parasitoids may monopolize most
interactions with hosts and exclude specialists. On the other hand, in habitats containing
more plants, high shelter availability may hamper the ability of parasitoids in finding
many hosts (Kareiva and Sahakian 1990; Obermaier et al. 2008). Specialists may be more
efficient in finding hosts in wooded habitats, thus leading to a community with more
specialized interactions (Kruidhof et al. 2015; Aartsma et al. 2018). The high number of
specialized interactions may act as a buffer against environmental disturbances, because
species loss can have a low impact on community stability (Tylianakis et al. 2010; Krause
et al. 2003).

Studies about the effects of habitat type on host-parasitoid communities have
grown in the last decade, but they were mainly conducted in agricultural environments
and aimed to identify parasitoids that can control pest populations (Zepeda-Paulo et al.
2013; Woltz et al. 2012; Kruidhof et al. 2015; Aartsma et al. 2018). However, solitary
bees and wasps may also provide important ecosystem services and affect crop
productivity (Foley et al. 2005; Kremen and Ostfeld 2005; Albrecht et al. 2007). For
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example, artificial nests are often used to manage solitary bees (e.g., Centris, Megachile,
Xylocopa species) aiming to improve pollination in agricultural plantations (Giannini et
al. 2015; Giannini et al. 2020). The benefits of solitary wasps for crop plantations are less
clear. Wasps can consume pest species by capturing Lepidoptera larvae and Orthoptera
nymphs, but they can also predate spiders that consume insects; thus, decreasing pest
control performed by the arachnids (Matos et al. 2016).

Cavity-nesting insects, such as some species of solitary bees and wasps, occupy
pre-existing cavities, which are more numerous in wooded areas, to oviposit and to
provide food for their offspring (Morato and Martins 2006; Buschini 2006; Buschini and
Woiski 2008). Parasitoids explore these cavities aiming to find nests under building and
to parasite the offspring of cavity-nesting (Henri and Veen 2011). Therefore, the cavities
are used for oviposition of both the host and its parasitoids (Henri and Veen 2011). Trap-
nests are usually an efficient technique to sample these interactions (Buschini 2006;
Buschini and Woiski 2008; Araujo et al. 2018; Nether et al. 2019). This methodological
approach is relatively easy to handle, has a low cost, and is reliable, because only species
that occur at the site occupy the nests (Tylianakis et al. 2006a).

Solitary bees and wasps are usually recorded nesting in diverse habitats found in
the Brazilian Atlantic forest (Buschini 2006; Buschini and Woiski 2008; lantas et al.
2017; Moura et al. 2019; Nether et al. 2019). The Atlantic forest is a heterogeneous biome
that presents distinct vegetation types, such as evergreen to semi-deciduous forests,
mangroves, swamps, “restingas”, inselbergs, high-altitude grasslands, and Araucaria
forests (Ribeiro 2011). These habitat types provide distinct resources consumed by many
cavity-nesting insect species (Buschini 2006; Buschini and Woiski 2008; Moura et al.
2019). The understory of Araucaria forests is shaded by dense tree canopy, creating
environments with milder temperatures and higher relative air humidity compared to open
habitats, such as grasslands and swamps (Buschini and Wolff 2006).

Since Araucaria forests have more trees than grasslands and swamps (Buschini
2006; Buschini e Woiski 2008), they provide more cavities in tree trunks in which solitary
bees and wasps can build nests. Consequently, there is usually a high abundance of these
insects and their parasitoids (Morato and Martins 2006; Loyola and Martins, 2008). This
condition may favor the maintenance of many specialist parasitoids, because they may be
more efficient than generalists in capturing particular host species. Therefore, host-
parasitoid food webs would be more specialized in forest habitats than other habitats and

may be more resistant to species loss caused by environmental disturbances (Krause et
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al. 2003; Tylianakis et al. 2010; Fontaine 2011; Aartsma et al. 2018). Species loss can
cause secondary extensions, which are extinctions caused at one trophic level due to
extinctions occurring at another (Memmott et al. 2004). However, studies about host-
parasitoid communities are usually constrained to a few species, short time scales, or a
single habitat type. These constraints hamper our ability to identify patterns in host-
parasitoid communities and food webs.

An integrative approach that combines the interplay between biodiversity
estimators and species interaction measurements can provide insights into how habitat
types may drive host-parasitoid communities. Therefore, we used this approach to
investigate the impact of habitats with distinct levels of nest availability on communities
of cavity-nesting insects and their parasitoids. We hypothesized that the most wooded
habitat houses (1) the highest host and parasitoid biodiversity, (2) more specialized

interactions, and (3) most stable interactions to secondary extinctions.

Material and Methods
Study area

We performed data collection from December 2001 to December 2004 at the
Parque Natural Municipal das Araucarias, Guarapuava city, Parana, Brazil (25°23'S,
51°27'W). The Park presents the following vegetation types: Araucaria forests (43 ha),
grasslands (6.8 ha), swamps (11.1 ha), riparian forests (10.1 ha), and altered areas (33
ha), presenting a total of 104 ha (Buschini and Woiski 2008) (Figure 1). The regional
climate is characterized by a wet, cool season, without a dry season. Hoar frosts usually
occur in the region, and the average temperature in the warmest months is less than 22 °C
(Buschini and Woiski 2008).

We installed artificial nests in three habitats: Araucaria forests, swamps, and
grasslands. The predominant tree species in the Araucaria forest is Araucaria angustifolia
(Bertolini) (Coniferae; Araucariaceae). The grassland presents low grasses, belonging
mainly to the Cyperaceae, Leguminosae, Verbenaceae, Asteraceae, and Apiaceae
families, and no bushes. Swamp, in turn, comprises grasses and plants belonging to the
family Asteraceae (Buschini et al. 2008, 2010b, a) (Figure 1). Based on tree abundance,
we classified nest availability according the following ascending order: swamp <
grassland < forest (for more details about vegetation types, see Buschini 2006; Buschini
and Woiski 2008; Ribeiro et al. 2011).
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Figure 1. Location of the Parque Natural Municipal das Araucérias, with the three different habitats in
which we performed data collection (the scale is relative to the satellite image of the Park) and a
representation of perpendicular transects with sampling stations.

Data collection

We built trap-nests for wasp and bee species using blocks of wood (Araucaria
angustifolia) measuring 20 x 20 x 120 mm. We drilled each trap-nest longitudinally to a
depth of 80 mm with three types of apertures, containing 7, 10, and 13 mm in diameter.
In addition, each block was sawed in half, lengthwise. We used adhesive tape to hold
pieces together; thus, permitting the examination of the cavities when opened.

We installed trap-nests in two locations of each habitat: Araucaria forest,
grassland, and swamp habitats. We then traced two perpendicular transects in each
location and built four sampling stations per transect, totaling 48 sampling stations. The
total length of the transect was 45 m, and the sampling stations was separated by 15 m.
At each sampling station, we randomly placed 12 trap-nests, four of each diameter (Figure
2a). In summary, we installed a total of 576 trap-nests.

The nests were accommodated 1.5 m above the ground in the sampling stations
and inspected once every two weeks. When a nest was occupied, we collected it and
immediately replaced the vacancy with an empty trap-nest of the same diameter. We
brought the completed nests to the laboratory and examined the content. We kept nests
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with eggs or larvae closed within a pet bottle capped with cotton until the adults emerged
(Figure 2b). After insect emergence, the adults were sacrificed using ethyl acetate, dried
in an oven for up to two days, identified, and deposited in the collection of the Laboratorio
de Biologia e Ecologia de Vespas e Abelhas, at the Universidade Estadual do Centro
Oeste (UNICENTRO), located in Guarapuava city, PR, Brazil.

Figure 2. (A) Wooden blocks used in each sampling station containing 12 trap-nests. (B) A trap-nest inside
a PET bottle closed with cotton. We kept the nest in the laboratory until adults’ emergence.

Statistical analyses

To evaluate species abundance, we performed three generalized linear mixed
models (GLMM) with Poisson error distribution using ‘glmer’ and ‘Anova’ functions
from ‘lme4’ (Bates et al. 2015), and ‘car’ packages (Fox and Weisberg 2019),
respectively. The response variables of each GLMM were (i) the number of potential
hosts (a sum of hosts and parasitoids that emerged from nests), (ii) hosts and (iii)
parasitoids that emerged. We used habitat type, and the three consecutive years of
sampling (2002-04) as predictors. We included the sampling station and host
identification as random variables. We also added parasitoid identification as random
variable in the last model. We tested differences between subgroups using the post hoc
Tukey’s test using ‘glht” function from ‘multcomp’ package (Hothorn et al. 2008).

To compare species richness among habitats, we performed a Pearson's chi-
squared test using ‘chisq.test’ function. To compare habitats in terms of their species
composition, we conducted beta diversity analyses partitioned into two components: (1)
turnover, which refers to the changes in composition by substitution of species from

adjacent habitats and is related to the historical and spatial issues of each species, such as
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endemism or specialization in a particular habitat type (Baselga 2010); (2) nestedness,
which measures changes in composition due to species loss. In this case, small
communities are a subset of a larger and richer community. Nestedness is usually
associated with disturbances caused by human activities (Plttker et al. 2015). We
calculated both indices using the ‘beta.pair’ function from ‘Betapart’ package (Baselga et
al. 2018).

In addition to the partitioned beta diversity analysis, we investigated potential
differences in the (i) cavity-nesting insect and (ii) parasitoid groups (response variables)
among habitat types and sampling years (predictors) by conducting a permutational
analysis of variance (PERMANOVA) using the ‘adonis2’ function from the ‘vegan’
package (Oksanen et al. 2019). Statistical differences were calculated directly from a
dissimilarity matrix produced based on insect abundances (hosts and parasitoids in each
model), and P-values were then obtained using 999 permutations (Legendre and
Anderson 1999; Anderson 2001). We also performed a nonmetric multidimensional
scaling ordination analysis (NMDS) to evaluate distinct in species composition using
“vegan” package (Oksanen et al. 2019). We built graphs using ‘ggplot’ function from
‘ggplot2’ package (Wickham 2009) and ‘ggpubr’ packages (Kassambara 2019).

To test the hypothesis that the most wooded habitats have more specialized
interactions, we estimated modularity, specialization (H2’) and interaction evenness
indices for nine food webs built from the combination of the three habitats and the three
sampling years (Blithgen et al. 2006; Stouffer and Bascompte 2011). To calculate food
web parameters, we used the 'network.level' function from the ‘Bipartite’ package
(Dormann et al. 2008). In addition, we evaluated if these parameters are found outside
the 97,5% confidence intervals of null distributions produced using 1,000 randomizations
keeping the marginal totals constant using the ‘r2dtable’ method. We built null
distributions using the 'nullmodel' function from the ‘Bipartite’ package (Dormann et al.
2008).

To assess which habitat was less susceptible to secondary extinctions, we
performed an analysis using the ‘second.extinct’ function from ‘Bipartite’ package
(Dormann et al. 2008), which simulates species extinctions at a given trophic level and
analyzes the effect of this on the trophic level above or below. We evaluated the
consequences of host extinction on parasitoid extinction by introducing “lower” option
within the “participant” argument, since the parasitoids depend on hosts to complete their

development. We also configurated the ‘second.extinct’ function to start extinctions from
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the least connected to the most connected species. Then, we calculated the value of the
robustness metric that explains the shape of the extinction curve. Higher robustness
values indicate that the community is more resilient to secondary extinctions (Memmott
et al. 2004). We performed all data and graphical analysis in the software R, version 3.6.2
(R Development Core Team 2020).

Results
Species abundance and diversity

We recorded a total of 5,523 individuals emerged (i.e. potential hosts). From this
total, 89.2% (4927 individuals) were cavity-nesting insects and 10.8% (596 individuals)
were parasitoids. Wasps that emerged were from Pompilidae (53 individuals from 3
species), Sphecidae (5 individuals from 1 specie), Vespidae (90 individuals from 5
species), and Crabronidae families (4524 individuals), while bees were from Apidae (174
individuals from 1 specie), Colletidae (14 individuals from 1 specie), Megachilidae
families (67 individuals from 4 species) (Appendix 1). Parasitoids from 10 families
emerged from completed nest. The most dominant families were Chrysididae, which
represented 40.6% of individuals (242), and Sarcophagidae, with 26.3% (157) (Appendix
2).

Potential host and actual host abundances were higher in the Araucaria forest
than in other habitats (Table 1, Figure 3A, C). Habitat types did not share a similar mean
number of parasitoids that emerged from completed nests (Table 1). Average parasitoid
abundance was slightly higher in the Araucaria forest than in the swamp, but this
difference was not detected in pairwise comparisons (Figure 3E). The highest potential
host and actual host abundances were observed in 2002 (Table 1, Figure 3B, D), but

parasitoid abundance did not differ among years (Table 1, Figure 3F).

Table 1. Results from three GLMMs with Poisson error distribution, using potential host, host and
parasitoid abundance in each model as response variable. The predictors were habitat type (forest, grassland
and swamp), and sampling year (2002, 2003, and 2004). Only sampling station and host identification were
included as random variable in all GLMMs, while the last model also added parasitoid identification.

Response variable Predictor 2 df P
Potential host Habitat type 226.32 2 <0.0001
abundance Sampling year  334.44 2 <0.0001
Actual host Habitat type 224,70 2 <0.0001
abundance Sampling year  338.03 2 <0.0001
Parasitoid Habitat type 6.49 2 0.039
abundance Samplingyear 391 2 0.141
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Figure 3. Potential host (A, B), actual host (C, D) and parasitoid abundances (E, F) by habitat type (first
column) and sampling year (second column). Letters report the results of Tukey’s post hoc tests. Similar
letters correspond to P > 0.05, while different letters represent P < 0.05.

The richness of both host and parasitoid species did not differ among habitats
and sampling years (Hosts: ¥* = 1.27, d.f. = 4, p = 0.866; Parasitoids: y* = 1.04, d.f. = 4,
p = 0.904). On the other hand, the composition of cavity-nesting insects and their
parasitoids changed among habitat types (Table 2). Forest housed different hosts and

parasitoids compared to other habitats, while grassland and swamp shared more
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similarities (Figure 4). Differences in species composition were mostly explained by
species turnover (Table 3).

Table 2. Results from two PERMANOVAS using cavity-nesting insect and parasitoid composition as
response variable in each model. The predictors were habitat type (forest, grassland and swamp), and
sampling year (2002, 2003, and 2004).

Response variable Predictor Rz df. F P
Cavi o Habitat type 0.69 2 9.83 0.001
avity-nesting insect .
composition Samplingyear 0.16 2 2.34 0.065
Residuals 0.15 4
Habitat type 051 2 4.91 0.002
Parasitoid composition Samplingyear 0.28 2 2.66 0.020
Residuals 011 4
A B -
] \
1M
0.5 0.4 I| “
i e
\ \
0.2 ! '
S e o \ !
D 001 Forsst | o SulggdEn® = Gr‘a.smar‘.‘d
b pd Forest \ \
0.0 \ .z
{ ]
\ 1
-05 Swamp \ :
0.2 v
A |
050  -025 0.00 0.25 0.50 06 04 02 0.0 0.2
NMDS1 NMDS1
Habitat Forest @ Grassland Swamp

Figure 4. Non-metric multidimensional scaling (NMDS) relationships for (A) host and (B) parasitoid
compositions from habitat types: forest (in red), grassland (in green), and swamp (in blue). Overlapping
among ellipses represent similar species composition, while non-overlapping among ellipses means that
habitats housed different species composition.

Table 3. Results from beta diversity partitioning to different habitats with both pairwise comparison and
among three habitats at the same time.

Cavity-nesting insects Parasitoids
Turnover
Forest x Grassland 0.500 Forest x Grassland 0.600
2002 Forest x Swamp 0.500 2002 Forest x Swamp 0.500
Swamp x Grassland 0.400 Swamp x Grassland 0.400
2003 Forest x Grassland 0.750 2003 Forest x Grassland 0.500
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Forest x Swamp 0.750 Forest x Swamp 0.500
Swamp x Grassland 0.200 Swamp x Grassland 0.333
Forest x Grassland 0.800 Forest x Grassland 0.364
2004 Forest x Swamp 0.750 2004 Forest x Swamp 0.364
Swamp x Grassland 0.250 Swamp x Grassland 0.364
Nestedness
Forest x Grassland 0.278 Forest x Grassland 0.000
2002 Forest x Swamp 0.214 2002 Forest x Swamp 0.000
Swamp x Grassland 0.100 Swamp x Grassland 0.000
Forest x Grassland 0.083 Forest x Grassland 0.024
2003 Forest x Swamp 0.028 2003 Forest x Swamp 0.147
Swamp x Grassland 0.185 Swamp x Grassland 0.167
Forest x Grassland 0.033 Forest x Grassland 0.053
2004 Forest x Swamp 0.028 2004 Forest x Swamp 0.053
Swamp x Grassland 0.204 Swamp x Grassland 0.000
Species interactions and Secondary extinctions
All models containing a food web parameter differed from its corresponding null
model (Table 4). Therefore, these interactions may be shaped by some habitat
distinctions. However, there was no difference in food web parameters among habitats
(Table 5, Figure 5). Habitats presented high values of robustness, which indicates that all
communities are equivalently resilient to secondary extinctions. Likewise, there was no
difference in robustness among both habitat types and sampling years (Table 4, 5).
Table 4. Network parameters for food web specialization (H2’, modularity, interaction evenness and the
confidence interval of their respective model models, * means that there was a significant difference
between the metrics observed and your models) and the vulnerability to secondary extinctions on
parasitoids (robustness). The method used to calculate robustness was the abundance of interactions,
starting the extinctions by removing species with lowest number of interactions.
Years Habitats H2’ Modularity Interaction Robustness
evenness
Forest  0.764 (0.030 — 0.221)* 0.383 (0.083 — 0.201)* 0.678 (0.791 —0.834)* 0.800
2002 Grassland  0.637 (0.004 - 0.122)* 0.240 (0.053 - 0.102)* 0.411 (0.495 - 0.513)* 0.687
Swamp  0.738 (0.082 - 0.274)* 0.507 (0.167 - 0.269)* 0.564 (0.702 - 0.759)* 0.672
Forest  0.751 (0.043 - 0.225)* 0.482 (0.118 - 0.223)* 0.572 (0.689 - 0.735)* 0.727
2003 Grassland  0.374 (0.097 - 0.276)* 0.391 (0.203 - 0.306)* 0.639 (0.662 - 0.718)* 0.873
Swamp  0.454 (0.039 - 0.377)* 0.358 (0.166 - 0.315)* 0.684 (0.696 - 0.777)* 0.899
Forest  0.751 (0.060 - 0.213)* 0.523 (0.129 - 0.216)* 0.525 (0.667 - 0.704)* 0.808
2004 Grassland  0.626 (0.096 - 0.288)* 0.553 (0.243 - 0.360)* 0.607 (0.713 - 0.774)* 0.645
Swamp  0.884 (0.054 - 0.453)* 0.396 (0.165 - 0.265)* 0.540 (0.611 - 0.685)* 0.697
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Table 5. Pairwise comparisons using t-tests among the following network parameters: specialization (H2
and Modularity) and vulnerability to secondary extinctions on parasitoids (Robustness).

Network metrics  Pairwise comparison  t-teste P

Forest x Grassland 2438 0.071
H'2 Forest x Swamp 0.501 0.642
Grassland x Swamp 0.958 0.392
Forest x Grassland 0.684 0.532
Modularity Forest x Swamp 0.694 0.526
Grassland x Swamp -0.255 0.812
Forest x Grassland 0.586 0.590
Robustness Forest x Swamp 0.296 0.782
Grassland x Swamp -0.210 0.844
Interaction Forest x Grassland 0.466  0.665
EVENNess Forest x Swamp -0.068 0.949
Grassland x Swamp 0.519 0.631
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Figure 5. Networks of solitary wasps and bees and their parasitoids in the three different types of
habitats in the Atlantic forest throughout three sampling years. Species names are found in
Appendix 3.

Discussion

The composition and abundance of both hosts and parasitoids changed across
the three habitat types. On the other hand, species richness and food web parameters
remained similar throughout habitats. These findings were consistent in temporal scales
investigated in this study, thus increasing the reliability of the observed patterns. Species
richness did not depend on habitat type. This result contrasts with previous records
(Tylianakis et al. 2006b; Schiepp et al. 2011; Steckel et al. 2014). Similarly, host-
parasitoid interactions did not differ among habitats. Habitat heterogeneity was not strong
enough to promote distinctions in species richness and food webs of cavity-nesting insects

and their parasitoids. Therefore, environmental features had a weak effect on these
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communities. Alternatively, species turnover among habitat types may be an important
component of habitat heterogeneity in the Atlantic forest. In a landscape scale, habitat
heterogeneity may play an important role in maintaining a high biodiversity, but forest is
a key component in this process. This conclusion is supported by the differences in
species composition found in the forest compared to other habitats and the higher species
turnover between forest and other habitat types than between grassland and swamp.
Environmental differences can influence host-parasitoid communities by
constraining species distribution adapted to the conditions of particular habitat types
(Buschini 2006; Morris et al. 2014; Nether et al. 2019). It has already been observed that
habitats that have similar vegetation characteristics, tend to have similar communities
(Loyola and Martins 2008), as well as the findings in our study, where the grassland and
swamp presented more similar communities compared to the forest. Studies on these
communities indicate that wasps may be more influenced by the structure of vegetation
and bees by the physiognomy of plants in each habitat (Chow 2000; Loyola and Martins
2008). For the bee species, this conclusion seems to be clearer since many of the species
are oligoletic, related to few plant species (Linsley 1958), which can be exclusive to a
type of habitat, be it more open or forested. Moreover, the foraging range of bees is small,
and therefore, the local structure of each habitat can influence bee communities even more
than the large-scale landscape structure (Gathmann and Tscharntke 2002). On the other
hand, the distribution of wasp species may be less clear, because although the structure
of the vegetation is a great predictor of the diversity of these species (Loyola and Martins
2008), it is not the only one. Some species of wasps can seek food in one habitat type and
nest in another, for example, Moura et al. (2019) found that the specie Trypoxylon
lactitarse is able to nest in both open and forested areas, and the decision to nest in one or
the other may be made by competition with other wasp species. As to the species of
parasitoids, although there is a positive relationship between the richness and density of
plants and the diversity of parasitoids (Sperber et al. 2004), the distribution of their
species may be more influenced by the location of their specific host. Since parasitoids
need their host to complete their life cycle and these interactions are characteristically
specialists (Thébault and Fontaine 2010), host species that occur only in one habitat type
forced those specific parasitoid species to only occur in that same habitat. Therefore,
forested areas within a mosaic of different types of habitat, can function as an important
driver of biodiversity within the Atlantic forest, providing shelter and food for both

exclusive species and those around these fragments.
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Three mechanisms may influence species interaction across environmental
gradients: (1) species composition; (2) environmental changes that alter the frequencies
of interactions (i.e., altered habitat structures); (3) changes in coevolutionary processes
(Tylianakis and Morris 2017). Regardless of differences in the composition and
abundance of species among environments, there were no distinctions in food webs
properties of cavity-nesting insects and their parasitoids. This may have occurred because
of the high specialization usually found in this kind of food webs (Henri and VVeen 2011;
Cagnolo and Valladares 2011; Nether et al. 2019). Similarly, other studies found that
natural variations among habitats did not influence host-parasitoid interactions among
distinct latitudes and species composition (Morris et al. 2014). Rapid changes in natural
habitats, however, can promote variation in community interactions. For example, more
disturbed habitats, like rice crops and pastures, exhibited higher parasitism rates and more
specialized interactions than abandoned coffee agroforests and protected forests
(Tylianakis et al. 2007).

Studies that assessed multiple properties of communities can improve
management programs (Henle et al. 2004; Williams et al. 2010). We highlight two very
important points that can be used for the conservation of these and other animals. First, a
heterogeneous environmental conservation can be a good point to be considered, since
many species are adapted to different types of conditions, both biotic and abiotic factors,
which can be found only in a mosaic of habitats (Loyola and Martins 2008). Second, great
importance to be given to forest environments since it can provide different resources that
cannot be found in open environments like providing other nesting sites, thus decreasing
the competition between these animals (Moura et al. 2019). Much has already been
discussed about the importance of heterogeneity for this wasp and bee community and
their parasitoids, and how this characteristic at the landscape level can be great predictors
of its diversity (Loyola and Martins 2008; Stecke et al. 2014), however, the forest habitats
within these landscapes can be a key factor for this group, mainly because it provides
many recourses and harbor many species unique of these habitat types (Sperber et al.
2004; Rubene et al. 2015). Therefore, we emphasize that environmental heterogeneity
and mainly the forest fragments inside of this heterogeneity should be prioritized in
management and conservation efforts.

In conclusion, cavity-nesting insect interactions with parasitoids did not differ
among habitat types, regardless of changes in species composition and abundance.

However, the environmental heterogeneity exhibits a central role in keeping a high
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biodiversity in the Atlantic forest. Araucaria forest is a key component of such
heterogeneity because it can house more individuals and a particular composition
compared to other habitats. These conclusions are only possible when investigating both
community structure and food web features. Therefore, we reinforce that future studies

use both approaches to improve management programs and conservation decisions.
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Appendices

Appendix 1. Community of species of wasps and bees that nest in pre-existing cavities in the Parque
Natural Municipal das Araucarias. F = Forest, G = Grassland and S = Swamp, contains abundance

values.
Family Specie Parasitized o ¢
cells
Wasps
Cabronidae
Trypoxylon agamemnon Richards, 1934 91 717
Trypoxylon lactitarse Saussure, 1867 159 1863 247 165
Trypoxylon opacum Brethes, 1913 238 930 602
Pompilidae
Auplopus spl Spinola, 1841 8 25
Auplopus sp2 Spinola, 1841 2 5
Auplopus sp4 Spinola, 1841 7 23
Sphecidae
Isodontia costipennis Spinola 1851 4 5
Vespidae
Monobia angulosa Saussure, 1852 4 16
Pachodynerus guadulpensis (Saussure, 1853) 3 22
Pachodynerus nasidens (Latreille, 1832) 11 9
Pachodynerus sp. Saussure, 1870 10 40
Zethus plaumanni Bohart & Stange, 1965 1 3
Bees
Apidae
Centris tarsata Smith, 1874 31 134 40
Colletidae
Rhynchocolletes sp. Moure, 1943 1 14
Megachilidae
Epanthidium nectarinioides (Schrottky, 1902) 2 7 12
Megachile (Dactylomegachile) sp. Mitchell, 1943 3 3
Megachile (Moureapis) spl Raw, 2002 4 1

Megachile (Moureapis) sp2 Raw, 2002 17 1 43
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Appendix 2. Community of parasitoids of wasps and bees that nest in pre-existing cavities in the

Parque Natural Municipal das Araucérias. F = Forest, G = Grassland and S = Swamp contains

abundance values. B = Bee, W = Wasp.

Order Family Specie Parasitized G S
group
Coleoptera
Meloidae B 2
Scarabeidae B 1
Diptera
Bombyliidae B/ W 28 11
Dolichopodidae wW 21 6 4
Sarcophagidae wW 32 90 35
Hymenoptera
Wasps Chrysididae
Caenochrysis armata (Mocsary, 1889) wW 2
Caenochrysis parvula (Fabricius, 1804) wW 42 86 18
Neochrysis bubba Kimsey, 1985 wW 19 5
Neochrysis catarinenses Kimsey, 1985 wW 7
Other Chrysididae wW 6 17 9
Pleurochrysis postica (Brulle, 1846) wW 23
Pleurochrysis sp. Bohart, 1966 wW 8
Eulophidae
Melittobia Westwood, 1848 B/W 22 9 18
Ichneumonidae
Acrotaphus sp. Townes & Townes, 1960 W 1
Hymenoepimecis sp. Viereck, 1912 w 4 1
Messatoporus sp. Cushman, 1929 W 11 1
Other Ichneumonidae wW 8 8 4
Photocryptus sp. Viereck, 1913 wW 6 1
Pimplinae w 4
Polysphincta sp. Gravenhorst, 1829 wW 4 1
Bees Apidae
Mesocheira bicolor (Fabricius, 1804) B 5 4
Megachilidae
Coelioxys sp. Latreille, 1809 A 4 6 2




Appendix 3. Species names referring to figure 5.

Forest 2002

A
B
C
D
E
F
G
H
l.

J.

. Caenochrysis parvula

. Other Ichneumonidae
. Pleurochrysis postica

. Polysphincta sp.

. Sarcophagidae
. Photocryptus sp.

. Neochrysis bubba

. Neochrysis catarinensis
Other Chrysididae
Dolichopodidae

1. Trypoxylon agamemnon
2. Trypoxylon lactitarse

Forest 2003

L

Dolichopodidae

I. Pleurochrysis postica

M. Coelioxys sp.

A. Caenochrysis armata 1. Auplopus sp.1
B. Other Ichneumonidae 2. Trypoxylon lactitarse
C. Caenochrysis parvula 3. Trypoxylon agamemnon
D. Messatoporus sp. 4. Zethus plaumanni
E. Photocryptus sp.
F. Neochrysis catarinensis
G. Pleurochrysis postica
H. Neochrysis bubba
I. Dolichopodidae
J. Other Chrysididae
K. Polysphincta sp.
Forest 2004
A. Other Ichneumonidae 1. Auplopus sp.2
B. Caenochrysis armata 2. Auplopus sp.1
C. Melittobia sp. 3. Trypoxylon agamemnon
D. Caenochrysis parvula 4. Trypoxylon lactitarse
E. Other Chrysididae 5. Megachile Moureapis sp.1
F. Photocryptus sp.
G. Neochrysis catarinensis
H. Messatoporus sp.
J. Sarcophagidae
K. Acrotaphus sp.

Grassland 2002

A. Mesocheira bicolor

B
C
D

. Meloidae
. Coelioxys sp.
. Other Ichneumonidae

1.
2.
3.
4.

Centris tarsata
Pachodynerus sp.
Auplopus sp.4
Trypoxylon opacum
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E. Other Bombyliidae 5. Trypoxylon lactitarse
F. Other Chrysididae 6. Pachodynerus guadulpensis
G. Caenochrysis parvula 7. Rhynchocolletes sp.
H. Sarcophagidae
I. Pleurochrysis sp.
J. Scarabeidae
Grassland 2003
A. Coelioxys sp. 1. Centris tarsata
B. Mesocheira bicolor 2. Megachile Dactylomegachile sp.

C. Other Bombyliidae

D. Other Ichneumonidae
E. Other Chrysididae

F. Caenochrysis parvula
G. Hymenoepimecis sp.
H. Sarcophagidae

Megachile Moureapis sp.2
Pachodynerus guadulpensis
Pachodynerus sp.
Trypoxylon opacum
Isodontia costipennis
Trypoxylon lactitarse

O No ok w

I. Polysphincta sp.
J. Dolichopodidae
Grassland 2004

A. Other Ichneumonidae 1. Trypoxylon lactitarse
B. Hymenoepimecis sp. 2. Trypoxylon opacum
C. Dolichopodidae 3. Isodontia costipennis
D. Other Chrysididae 4. Pachodynerus sp.
E. Caenochrysis parvula 5. Pachodynerus nasidens
F. Sarcophagidae 6. Centris tarsata
G. Melittobia sp. 7. Epanthidium nectarinioides
H. Pleurochrysis sp.
I. Mesocheira bicolor
J. Other Bombyliidae
K. Coelioxys sp.
Swamp 2002
A. Dolichopodidae 1. Trypoxylon lactitarse
B. Hymenoepimecis sp. 2. Trypoxylon opacum
C. Caenochrysis parvula 3. Monobia angulosa
D. Other Ichneumonidae 4. Megachile Moureapis sp.2
E. Pimplinae sp. 5. Centris tarsata
F. Sarcophagidae
G. Other Chrysididae
H. Melittobia sp.
l.

Other Bombyliidae
J. Mesocheira bicolor

Swamp 2003
A. Other Chrysididae 1. Trypoxylon lactitarse
B. Neochrysis bubba 2. Trypoxylon opacum

C. Sarcophagidae 3. Megachile Moureapis sp.2



D. Caenochrysis parvula
E. Pimplinae sp.
F. Other Bombyliidae

4. Centris tarsata
5. Epanthidium nectarinioides

Swamp 2004

A. Messatoporus sp.
B. Neochrysis bubba
C. Photocryptus sp.
D. Other Chrysididae
E. Melittobia sp.

F. Other Ichneumonidae
G. Pimplinae sp.

H. Sarcophagidae

I. Other Bombyliidae

J. Coelioxys sp.

K. Mesocheira bicolor

1. Trypoxylon lactitarse

2. Trypoxylon opacum

3. Megachile Moureapis sp.2
4. Centris tarsata
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CAPITULO 2:
Biologia de nidificacdo de Pisoxylon amenkei (Hymenoptera, Carbronidae,

Trypoxylini) em um hotspots neotropical no Sul do Brasil
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RESUMO

Pisoxylon, € um género de vespa solitaria, que constroi seus ninhos em cavidades
preexistentes, e tem sido registrado nidificando apenas em &reas de floresta. Pisoxylon
amenkei tem sido registrada na Floresta Ombrofila Mista, uma das fitofisionomias da
Mata Atlantica, a qual é considerada um hotspot de biodiversidade por ser degrada e ter
uma alta diversidade de espécies. Até o0 momento a Unica informag&o sobre a biologia do
género Pisoxylon estd embasado em apenas uma espécie. Além disso, o0 género apresenta
muitas semelhancas com Trypoxylon, fazendo com que aumente a necessidade de estudos
sobre a biologia dessas espécies de vespas. Diante disso, a proposta desse estudo foi trazer
informacdes inéditas sobre a biologia de nidificacdo de P. amenkei como: a estrutura e
organizagao de seus ninhos e casulos, tamanho dos adultos, tempo de desenvolvimento,
numero de geracdes e razdo sexual, disposicdo dos sexos nos ninhos, suas presas, seus
parasitoides e a taxa de mortalidade. Esse estudo foi realizado entre os meses de agosto
de 2017 a agosto de 2019, em éarea rural do municipio de Guarapuava, Parand, Brasil.
Pisoxylon amenkei nidificou apenas em fragmentos de Floresta Ombroéfila Mista, durante
0 verdo e outono. Ela é uma espécie multivoltina, que permanece em diapausa, na fase de
pré-pulpa no inverno e na primavera. Os ninhos de P. amenkei apresentaram de 1-7
células e arquitetura semelhante a dos ninhos de Pisoxylon xanthosoma e de espécies de
Trypoxylon, com disposicéo linear das células, partices entre elas construidas com lama,
presenca de células vestibulares e intercalares, e aprovisionamento das células com
aranhas. Além disso, a razdo sexual de P. amenkei foi de 1:1, o que pode estar ligado a
igual custo de producédo de fémeas e machos. Podemos concluir que P. amenkei nidifica
apenas em areas de floresta, 0 que parece ser um padrédo para o género, e que 0s resultados
desse estudo mostram algumas semelhancas e diferencas entre Pisoxylon e Trypoxylon.
Portanto, sdo necessarios mais estudos com énfase na filogenia do grupo e uso de anélises
moleculares, para esclarecer essa questdo. Independente disso, aqui mostramos dados
inéditos da biologia de nidificacdo da espécie P. amenkei e que a preservacdo de
fragmentos florestais, principalmente aqueles considerados grandes (> 100ha), pode ser

uma boa estratégia para preservagao espécies consideradas raras, assim como P. amenkei.

Palavras-chave: Hymenoptera, Cabronidae, diapausa, multivoltina, conservacéo.
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ABSTRACT:

Pisoxylon, is a genus of solitary wasp, which builds its nests in preexisting
cavities, and has been recorded only by nesting in forest areas. Pisoxylon amenkei has
been recorded in the Araucaria Forest, one of the phytophysiognomies of the Atlantic
Forest, which is considered a biodiversity hotspot for being so degraded and having a
high diversity of species. So far, the only information on the biology of the genus
Pisoxylon is based on only one species. In addition, the genus has many similarities with
Trypoxylon, increasing the need for studies on the biology of these wasp species.
Therefore, the purpose of this study was to bring unprecedented information about the
nesting biology of P. amenkei such as: the structure and organization of their nests and
cocoons, size of adults, time of development, number of generations and sex ratio,
disposition of the sexes in the nests, their prey, their parasitoids and the mortality rate.
This study was carried out between August 2017 and August 2019, in a rural area in the
municipality of Guarapuava, Parang, Brazil. Pisoxylon amenkei nested only in fragments
of Araucaria Forest, during summer and autumn. It is a multivoltine species, which
remains in diapause, in the pre-pulp phase in winter and spring. The P. amenkei nests
showed 1-7 cells and an architecture similar to that of Pisoxylon xanthosoma and
Trypoxylon species, with linear arrangement of the cells, partitions between them built
with mud, presence of vestibular and interlayer cells, and cell supply with spiders. In
addition, the sex ratio of P. amenkei was 1: 1, which can be linked to the equal cost of
producing females and males. We can conclude that P. amenkei nests only in forest areas,
and that this seems to be a pattern for the genus, and that the results of this study show
some similarities and differences between Pisoxylon and Trypoxylon. Therefore, further
studies with an emphasis on the phylogeny of the group and the use of molecular analyzes
are needed to clarify this issue. Regardless, here we show unprecedented data on the
nesting biology of the species P. amenkei and that the preservation of forest fragments,
especially those considered large (> 100ha), can be a good strategy for preserving species

considered rare, as well as P. amenkei.

Keywords: Hymenoptera, Cabronidae, diapause, multivoltine, conservation.
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INTRODUCAO

O desmatamento e a fragmentagdo dos habitats é uma das principais causas da
perda de espécies em todo o mundo (FOLEY et al., 2005; KREMEN e OSTFELD 2005).
Em ambientes degradados, muitas espécies podem entrar em extin¢do antes mesmo de
conhecermos todos os seus aspectos de vida (COSTELLO E MAY, 2014), principalmente
grupos de animais muitos diversos, tais como os insetos (HELIOVAARA, 2018). Esses
artropodes além de apresentarem alta diversidade também sdo muito sensiveis as
mudancgas ambientais, 0 que os tornam bons bioindicadores da qualidade dos habitats
(GERLACH et al., 2013), como por exemplo aqueles da ordem Hymenoptera uma das
mais diversas da classe Insecta (DAVIS et al., 2010). Entre as familias dessa ordem,
destaca-se Cabronidae, com aproximadamente 3.400 espécies descritas (AMARANTE,
2002; AMARANTE, 2005), e a tribo Trypoxylini, com a segunda maior riqueza de
espécies, distribuida em cinco géneros: Aulacophilus, Pison, Pisonopsis, Pisoxylon e
Trypoxylon (AMARANTE, 2005).

Pisoxylon descrito em 1968 por Menke, é um género de vespa solitaria, que
constrdi seus ninhos em cavidades preexistentes, e tem sido registrado nidificando apenas
em éareas de floresta, (MORATO e CAMPOQOS, 1994; IANTAS et al., 2017; NETHER et
al., 2019). Esse género possui trés espécies descritas: Pisoxylon roosevelti Antropov
1998, com ocorréncia na Bolivia; Pisoxylon xanthosoma Menke, 1968, ocorrendo no
Brasil e Peru e Pisoxylon amenkei Antropov 1998 que ocorre apenas no Brasil, com
registro nos estados de Parana e Rio de Janeiro (ANTROPOV, 1998; AMARANTE,
2002). O conhecimento sobre a biologia desse género estd embasado apenas no que foi
documentado para Pisoxylon xanthosoma, com ninhos contendo de uma a quatro células
organizadas linearmente, sendo estas separadas por particdes de argila (MORATO e
CAMPOS, 1994; ANTROPOQV, 1998), mas sem informacgdes sobre suas presas, seus
parasitoides e taxa de mortalidade, tempo de desenvolvimento, niUmero de geracdes e
razdo sexual, estrutura e organizacdo dos casulos e disposicdo dos sexos nos ninhos
(ANTROPOV, 1998).

Além da falta de informacdes sobre a biologia dessas espécies, outro fator que
aumenta a necessidade de estudos sobre esse grupo é a grande semelhanca entre os
géneros Pisoxylon e Trypoxylon, ambos da tribo Trypoxylini (ANTROPOV, 1998;
AMARANTE 2002). Menke (1968) considerou o abdémen compacto de Pisoxylon como
uma autopomorfia, porém, apos a descricao de Trypoxylon monjuba AMARANTE 1995,

com o primeiro segmento do abdémen compacto e semelhante ao de Pisoxylon, a relagéo
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entre esses géneros se tornou ainda mais estreita (ANTROPOV, 1998). Embora muitos
estudos tenham sido realizados sobre 0s aspectos bioldgicos das espécies de Trypoxylon
(BUSCHINI et al.,, 2006; BUSCHINI e WOLFF, 2006; SANTONI et al., 2009;
BUSCHINI et al., 2008; FAJARDO e BUSCHINI 2008; BUSCHINI e FAJARDO, 2010;
BUSCHINI et al., 2010a; BUSCHINI et al., 2010b; MUSICANTE e SALVO, 2010;
BUSCHINI e DONATTI, 2012; MOURA et al., 2019), existe apenas um artigo sobre a
biologia de Pisoxylon (MORATO e CAMPOS, 1994). Portanto, sdo necessarias mais
pesquisas sobre as espécies desse género pois eles poderdo, futuramente, auxiliar a
sistematica a elucidar aspectos sobre a filogenia dessas espécies.

Pisoxylon amenkei tem nidificado apenas em fragmentos de Floresta Ombroéfila
Mista, uma das fitofisionomias do bioma Mata Atlantica presentes no Sul do Brasil
(IANTAS, 2017; NETHER et al., 2019; CAMBRA et al., 2017). Atualmente esse bioma
estd na lista dos 35 “hotspots” mundiais (LAGOS e MULLER, 2007; RIBEIRO et al.,
2011) com prioridade para a conservagdo por abrigar uma das faunas e floras mais
diversificadas e ameacadas do mundo (MYERS et al., 2000; RIBEIRO et al., 2011).
Estudos indicaram que as florestas costeiras da Mata Atlantica tém mantido populac6es
de espécies desde o Quaternario tardio até os dias atuais, demonstrando que estas zonas
sdo reflgios ecoldgicos de varias espécies (CARNAVAL et al., 2009). Mesmo assim, 0
conhecimento sobre muitos grupos de animais que vivem nestas florestas, e em particular
sobre os insetos, ainda é incipiente (FREITAS e MARINI-FILHO, 2011) e muitas
espécies se extinguiram sem sequer serem descritas (HAMMOND, 1992).

Diante desse cenario, e considerando que P. amenkei tem sido classificada como
espécie rara (IANTAS et al., 2017; NETHER et al., 2019) nos fragmentos de Floresta
Ombrofila Mista, a proposta desse estudo foi trazer informacdes inéditas sobre a sua
biologia de nidificacdo como: a estrutura e organizacgéo de seus ninhos e casulos, tamanho
dos adultos, tempo de desenvolvimento, nimero de geracdes e razdo sexual, disposicao

dos sexos nos ninhos, suas presas, seus parasitoides e a taxa de mortalidade.
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MATERIAL E METODOS

Area de estudo

Esse estudo foi realizado entre os meses de agosto de 2017 a agosto de 2019, em
area rural do municipio de Guarapuava, Parand, Brasil. Esse municipio, segundo a
classificagdo de Koppen (KOTTEK et al., 2006), possui um clima Subtropical Umido
Mesotérmico, sem estacdo seca, com ocorréncia de geadas severas, temperatura media
anual em torno de 22°C e precipitacdo média anual de 1961 mm. Os meses de maior
temperatura sé@o de setembro a abril, registrando temperaturas médias de 23,5°C e a
estacdo fria se estende de maio a agosto, com geadas e temperaturas médias de 12,8°C e
registros de minimas absolutas abaixo de 0°C (IAPAR, 2014).

As coletas foram feitas em quatro areas de Floresta e quatro areas de Campo
Aberto, onde a floresta foi retirada, todas localizadas em propriedades particulares. Foram
escolhidas duas areas rurais, contendo duas areas de Floresta e duas areas de Campo
Aberto, cada uma. A primeira area rural é o bairro Jorddo, onde estavam as areas de
floresta FJ1 (25°26'58.0"'S 51°27'02.1"W) e FJ2 (25°26'06.2"S 51°26'34.0"W) e as areas
de Campo Aberto AJ1 (25°26'50.6"S 51°27'10.9"W) e AJ2 (25°25'48.5"S
51°26'50.9"W). A segunda area rural foi a localidade de Guabiroba contendo as areas de
Floresta FG1 (25°23'56.1"S 51°25'34.4"W) e FG2 (25°23'48.2"S 51°24'49.3"W) e as
areas de Campo Aberto AG1l (25°23'43.1"S 51°25'27.7"W) e AG2 (25°24'15.4"S
51°23'44.0"W). Todas as propriedades contavam com plantagdes em suas proximidades
(Figura 1).

As areas FJ1, FJ2, AJ1l e AJ2 foram acompanhadas durante os anos de 2017 a
2019 e as areas FG1, FG2, AG1 e AG2 de 2018 a 20109.
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[ Brasil

[ Parana

[ Guarapuava

@ Areas de floresta

Areas de campo aberto

Figura 1. Localizac&o das areas de coleta dos ninhos de Pisoxylon amenkei. F = Floresta, A= Area
aberta, J= Jorddo e G= Guabiroba.

Todos os fragmentos de floresta utilizados para coleta foram nativos e apresentavam
tamanhos de FJ1 com 32.9ha, FJ2 com 113ha, FG1 com 256 ha e FG2 com 153ha. Mesmo
assim todos esses fragmentos estdo ligados a outros fragmentos préximos o que torna
seus tamanhos ainda maior. Além disso todos as estacfes de amostragem dispostas na

floresta estavam com pelo menos 50m de distancia da borda.

Delineamento amostral

A técnica utilizada para a coleta dos ninhos de P. amenkei foi a dos ninhos-
armadilha, que sdo cavidades preexistentes construidas artificialmente, onde esses insetos
podem nidificar. Foram utilizados tanto ninhos confeccionados com madeira como
confeccionados com bambu. Os ninhos de madeira seguiam um tamanho padrdo com
proporcdes de 2x2x12 cm, possuindo cavidades com tamanhos de 0.5, 0.7, 1.0 e 1.3 cm
de diametro e com 8 c¢cm de profundidade. Ja os ninhos de bambu ndo puderam ser
padronizados devido a grande diversidade de tamanhos, entdo, foram utilizados aqueles
que possuiam comprimento variando de 8 a 14 cm, e com cavidades variando entre 0.4 a
1.5 cm de didmetro. Tanto os ninhos-armadilha de madeira quanto os de bambu foram

cortados longitudinalmente e unidos com fita adesiva para visualizagdo de seu interior.
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Cada estacdo de amostragem continha dois blocos com 16 ninhos-armadilha cada,
sendo um bloco como ninhos-armadilha de madeira e o outro de bambu. A disposi¢éo
dos ninhos-armadilha nos blocos foi aleatoria. Eles foram colocados a 1,5 m do solo,
sobre uma estaca de madeira e cobertos com uma telha para evitar a acumulo de agua pela
chuva. Em cada area de coleta foram dispostas 6 estacdes de amostragem separadas uma
da outra por no minimo 50 m de disténcia, totalizando 48 pontos de coleta e 1.536 ninhos-
armadilha (Figura 2).

Figura 2. Estacdo de amostragem contendo dois blocos com ninhos-armadilha confeccionados
com madeira (a) e com bambu (b).

As coletas foram realizadas a cada 15 dias durante todos os anos. Os ninhos-
armadilha contendo ninhos de vespas ou abelhas ja finalizados eram retirados e
substituidos por outro de mesmo didmetro ou de tamanho similar para os bambus, e
levados para laboratério, onde foram colocados em garrafas PET tampadas com algodao
para posterior emergéncia e identificacdo dos adultos. Posteriormente, os adultos eram
mortos sob Acetado de Etila, pesados e etiquetados. Aqueles ninhos que foram
identificados como sendo de P. amenkei, foram separados para estudo de sua biologia.
Todos os individuos estdo dispostos na colecdo do Laboratério de Ecologia e Biologia de
Vespas e Abelhas da UNICENTRO, Guarapuava, PR.
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Descricdo da arquitetura dos ninhos, tamanho dos adultos, tempo de

desenvolvimento e razdo sexual

Foi utilizado um paquimetro digital para medir as células de cria, as células
vestibulares e as intercalares, aléem da espessura do fechamento dos ninhos. As células de
cria foram consideradas aquelas que possuiam presas, larvas ou casulos da vespa. As
células vestibulares e intercalares sdo as células vazias localizadas logo apds do

fechamento do ninho, ou entre duas células de cria, respectivamente.

Como os casulos de P. amenkei possuem formato cilindrico, o seu volume foi
calculado através da formula do volume de um cilindro: V= m.r2.h. Onde: V= volume; ©t

(pi)=3.14; r2= raio (metade do diametro do casulo); h= comprimento do casulo.

Os pesos frescos dos adultos recém emergidos foram registrados através de uma
balanca de precisdo, com quatro casas decimais da marca Bel Mark. Utilizando-se um
estereomicroscopio da marca Leica MZ6, foram medidas a largura de suas cabegas (maior
distancia entre as superficies dos olhos compostos em vista frontal) e de seus térax
(distancia entre as margens internas das tégulas).

O tempo de desenvolvimento dessas vespas foi calculado como o nimero de dias
desde a coleta dos ninhos no campo até a emergéncia de adultos no laboratério. O nimero
de geracgdes adultas dessa espécie, nesse periodo de coleta, foi calculado considerando o
mEés em que a espécie comecou a construir seus ninhos, 0 tempo que 0s imaturos levam
para completar o desenvolvimento, e 0 més em que os adultos pararam de nidificar

entrando em diapausa.

Todos os dados coletados passaram pelo teste de normalidade de Shapiro-Wilk e
para verificar se houve diferenca significativa entre as variaveis estudadas foi utilizado o

teste ndo paramétrico, par a par, de Mann-Whitney.

A razdo sexual foi calculada pela razdo entre o nimero de fémeas e 0 nUmero de
machos, sendo utilizado, posteriormente, o teste do qui-quadrado para verificar se a razao
sexual calculada foi significativamente diferente da raz&o esperada de 1:1. Todas as
analises estatisticas foram realizadas no software R, versdo 3.6.2 (R DEVELOPMENT
CORE TEAM, 2020).
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Disposicao dos sexos dentro dos ninhos

Esses animais possuem uma caracteristica muito peculiar, a qual a fémea pode
escolher qual sexo ela vai ovopositar, e em qual lugar do ninho ela colocara fémeas ou
machos (OKU e NISHIDA, 2001). Entdo visando verificar a disposi¢do dos sexos dentro
do ninho, ou seja, se ela é aleatdria ou ndo, cada casulo encontrado foi removido de seu
respectivo ninho e separado em fracos plasticos transparentes, tampados com algodéo,
contendo informacgdes como, nimero e didametro do ninho, dia em que foi coletado, area
de coleta e em qual célula estava (Figura 3). Os casulos ficaram dentro desses frascos até

que os adultos emergissem.

Figura 3. Separacao dos casulos de Pisoxylon amenkei para estudo da disposigédo dos sexos dentro
do ninho.

RESULTADOS

Sazonalidade e habitat de nidificacéo

Durante os dois anos de coleta, e do total de 1.536 ninhos-armadilha
disponibilizados, 59 deles foram fundados por P. amenkei, com 105 células construidas.
Um dos ninhos foi construido no mesmo ninho-armadilha que Michantidium sp., uma

abelha da familia Megachilidae.

Todas as nidificagfes ocorreram somente nos Fragmentos de Floresta, sendo essa
area com um tamanho médio de 138,7 ha. Além disso, a construgdo dos ninhos ocorreu
apenas nos meses mais gquentes do ano, indo de Janeiro a Maio em 2018, entrando em
diapausa a partir desse més e reiniciando as atividades em Dezembro do mesmo ano,
nidificando até junho de 2019. A maior frequéncia de nidificacdo ocorreu em Janeiro nos

dois anos (Figura 4).
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Figura 4. Ndmero de ninhos fundados mensalmente por Pisoxylon amenkei durantes os dois anos
de coleta.

Arguitetura dos ninhos

Pisoxylon amenkei construiu seus ninhos preferencialmente nos ninhos-armadilha
de madeira, sendo fundado apenas um ninho nas armadilhas de bambu. O diametro mais
usado foi o de 0.5cm (39 ninhos), seguido de 0.7 (14 ninhos), 1.3 (4 ninhos) e 1.0 cm (1
ninho). Independente do didmetro utilizado para nidificar, a arquitetura dos ninhos foi

similar (Figura 5).

Em todos os ninhos as células e os casulos foram dispostos linearmente. O nimero
de células variou entre 1 a 7 considerando tanto as de cria, quanto as vestibulares e as

intercalares (Tabela 1).

As parti¢Oes entre as células foram construidas com barro marrom sendo convexas
no lado externo e céncavas no interno. O tamanho médio das células foi de 1,97 cm. Para
o fechamento do ninho essa vespa usou um tipo de matéria organica contendo resina e
pedacos vegetais, além do uso de barro na parte mais interna do fechamento, conferindo
bastante resisténcia a entrada dos ninhos (espessura média de 0,305 cm) (Figura 5). A
maioria dos ninhos (50 ninhos) apresentou células vestibulares logo apds esse
fechamento, com uma média de duas células vestibulares por ninho. Além disso, 21
ninhos apresentaram células intercalares com uma média de 1,4 células por ninho (Figura
5).
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0.7 cm

Figura 5. Interior de um ninho de Pisoxylon amenkei. A= imagem ilustrando uma célula vestibular
(1) e a reparticdo das células construida com barro (2); B= exemplo de duas células intercalares
(3) e C=fechamento do ninho (4).

Tabela 1. Médias, desvios-padrao e medianas das medidas das estruturas dos ninhos de Pisoxylon
amenkei em ninhos-armadilha com diferentes didmetros. x indica a média com o desvio padréo,
md indica a mediana.

Di4 NUumerode  Espessura do fechamento do Numero de células comprimento das
iametro . : - .
ninhos ninho (cm) aprovisionadas células (cm)
05 39 X = 0,305 £ 0,106 Xx=3,364 + 1,419 x=1,973+0,434
’ md = 0,300 md =3 md = 1,927
X = 0,306 £ 0,095 X=3,34 + 1,437 -
0.7 14 md = 0,311 md =3 2,765
X = 0,306 £ 0,087 X=2,769 £ 1,363 «
! 2 md = 0,291 md =3 2,100
X = 0,287 £ 0,129 X=3,222 + 1,476 -
13 4 md = 0,274 md =3 1,800
%x=0,305 £+ 0,106 %= 3,155 £ 1,227 x=1,972 £ 0,428
TOTAL 59 md = 0,300 md =3 md = 1,927

*foi possivel obter o comprimento de apenas uma célula

Estrutura do casulo
O casulo de P. amenkei possui formato de um cilindro com suas extremidades
abauladas, sendo a extremidade posterior mais afilada que a anterior. Esses casulos séo

lisos na parte interna e externa e apresentam uma cor marrom clara e opaca tornando-se
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bege nas extremidades. Todos os casulos séo revestidos, e fixados as laterais do ninho,

por uma seda produzida pela prépria larva (Figura 6a).

Para a alimentacdo das larvas essa vespa utiliza aranhas imobilizadas com veneno
(média de 5 por célula), para que continuassem vivas por mais tempo dentro do ninho
(Figura 6b).
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Figura 6. Casulo de Pisoxylon amenkei com um tipo de seda prendendo-o as laterais do ninho (A)
célula aprovisionadas com aranhas (B). Seta indica a entrada do ninho.

Tempo de desenvolvimento dos imaturos, razio sexual e tamanho dos adultos

Pisoxylon amenkei apresentou dois tempos diferentes de desenvolvimento, um
deles direto e mais rapido, sem entrada dos jovens em diapausa, (X = 32,6 dias para
completar seu desenvolvimento e emergir como adulto; dp= 4,1), e outro mais longo,
passando por um periodo de diapausa nos meses mais frios (x = 253,9 dias para emergir;
dp= 55,7). O tempo de desenvolvimento dos machos e das fémeas ndo diferiram
significativamente quanto a esse tempo de desenvolvimento, tanto para o

desenvolvimento direto quanto para o desenvolvimento longo (Tabela 2).

Tabela 2. Tempo de desenvolvimento de Pisoxylon amenkei. x indica a média com o desvio
padrdo, md indica a mediana.

N Macho Fémea Mann-
Amostral Whitney (U) P
Tempo de desenvolvimento M (5) X=342%4,7 X=32237 21,5 > 0,05
curto (dias) F (13) md = 33 md = 31 ’ ’
H T = + X = +
Tempo de desenvolvimento M (18) X =246,2+58,9 X =262,5%524 109 > 0,05

longo (dias) F (16) md = 251 md = 287,5
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Considerando o tempo médio do desenvolvimento direto da espécie (37, 4 dias),
P. amenkei pode ter tido até quatro gerac6es em 2018, e até seis geracdes em 2019 (Figura
7). A primeira coleta dos ninhos de P. amenkei foi em janeiro de 2018, o que significa
que adultos da primeira geracdo concluiram seu desenvolvimento e nidificaram em
fevereiro (2018), adultos da segunda geracdo em marco (2018), adultos da terceira
geracdo em abril (2018) e adultos da quarta geracdo em maio (2018), quando pararam de
nidificar e entraram em diapausa. Seguindo esse mesmo raciocinio, de dezembro de 2018
até junho de 2019 essas vespas tiveram até seis geracdes visto que elas entraram em
diapausa mais tardiamente (Figura 7).

2017/2018 2018/2019

Gl G2 G3 G4 Gl G2 G3 G4 G5 Go6

Novembro Dezembro Janeiro Fevereiro  Margo Abriu Maio Junho Julho Agoste  Setembro  Outubro  Novemb  Dezembro Janeiro  Fevereiro  Margo Abriu Maio Junho

L] | I S I | |
I‘.' l Diapausa |‘_'

Figura 7. Numero de geragdes de Pisoxylon amenkei e tempo de diapausa da espécie entre 2017
e 2019. Barra preta indica separacdo dos anos e setas indicam as primeiras coletas de ninhos
pertencentes a espécie Pisoxylon amenkei.

A razéo sexual de P. amenkei foi de 39 fémeas e 32 machos, ou seja, 1.2 fémeas:1
macho, ndo diferindo significativamente da proporcédo esperada de 1: 1 (¢2=0.69, d.f.= 1,
p > 0.05). A maioria dos ninhos (n=50), foi ocupada por apenas um dos sexos. Nos outros
nove ninhos de onde emergiram machos e fémeas, excetuando um, os machos

encontravam-se nas células anteriores e as fémeas nas posteriores do ninho.

As fémeas foram significativamente maiores que machos, tanto em peso quanto
na largura do torax e da cabeca. As células onde elas se desenvolveram, e seus casulos,
também foram significativamente maiores do que os dos machos (Tabela 3; Figuras 8 e
9).
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Tabela 3. Dimens@es das estruturas dos ninhos e tamanho dos adultos de Pisoxylon amenkei. X
indica a média com o desvio padrdo, md indica a mediana. M= Machos, F= Fémeas.

amol\lstra| Macho Fémea thr?gyiU) p (same)
Largura do torax (mm) I\Iil (%2)) X :m%j’ioijsg'zz X :,T%észllligéﬂg 29 <0,05
Largura da cabega (mm) I\If ((??82)) X =r§é4§82250(1)317 X =n$<215252f38(1)314 56 <0,05
Volume do casulo (cm?3) I\If ((Ifg)) X :n?(’joi;%zgéw? X =n(])(,11:74:)’4_r1$é059 91 <0,05
comprimento da célula (cm) I\él (fg)) X =ml(;19561,i9§é434 " =m%j’i7f13,§3%43 3335 <0,05

Figura 8. Macho de Pisoxylon amenkei.

Figura 9. Fémea de Pisoxylon amenkei.
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Mortalidade e inimigos naturais

Do total de 105 células aprovisionadas nos ninhos de P. amenkei, houve
mortalidade em 47 delas (44.76%), sendo 10 mortes de ovos ( 21.27 %) a qual foi
considerada quando haviam apenas aranhas secas na célula; cinco células com larvas
mortas (10.63 %); 12 células com pupas mortas (25.53 %); 15 células com adultos mortos
por causas desconhecidas (31.91%). Messatoporus sp2. e Photochryptus sp., parasitoides
da familia Ichneumonidae, provocaram mortalidade em quatro (8.51%) e uma (2.15%)

células, respectivamente.

DISCUSSAO

Na regido de Guarapuava, sul do Brasil, P. amenkei nidificou apenas em
Fragmentos de Floresta Ombroéfila Mista, durante o verdo e outono. Ela é uma espécie
multivoltina, que permanece em diapausa, na fase de pré-pupa, no inverno e na primavera.
Em outros estudos realizados no sul do Brasil, os ninhos dessa espécie também foram
fundados em habitat de floresta (IANTAS etal., 2017; NETHER et al., 2019), assim como
P. xathosoma na Floresta Amazénica (MORATO e CAMPOS, 1994).

A nidificacdo de P. amenkei nos fragmentos de floresta pode estar ligada as
varidveis abioticas ou as espécies de aranhas utilizadas como presas, além da
disponibilidade de orificios para construcdo dos ninhos. Por exemplo, segundo Aradjo et
al. (2018), ao estudar Trypoxylon lactitarse (Saussure, 1867), e Buschini e Fajardo
(2010) ao estudar Trypoxylon agamenon Richards, 1934, que também nidificou apenas
nesses fragmentos e que utilizam cavidades preexistentes para nidificar, e aranhas para
aprovisionar seus ninhos, as florestas nativas possuem um microambiente com
temperaturas e luminosidades mais baixas, e umidade relativa do ar mais alta
(BUSCHINI, 2006; BUCHINI e WOLFF, 2006; BUSCHINI e WOISKI, 2008) além de
apresentar uma maior densidade de presas, ou ainda, oferecer mais cavidades para a
nidificagdo desses insetos (BUSCHINI et al., 2006; BUCHINI et al., 2008; MORATO e
MARTINS, 2006).

Os ninhos de P. amenkei apresentaram maior variacdo no nimero de células (1-7)
que os ninhos de P. xanthosoma, (1-4) (MORATO e CAMPOS, 1994). Uma semelhanca
entre essas espeécies foi que elas usaram os didmetros menores com maior frequéncia para
nidificar. Ja foi verificada correlacdo positiva entre o tamanho do corpo da vespa e o
didmetro da cavidade usada para nidificagdo (ASSIS e CAMILLO 1997; BUSCHINI e
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WOLFF, 2006). Alem disso, também ja foi relatado que muitas especies de vespas
possuem seletividade quanto ao didmetro da cavidade usada para nidificacéo, e isso pode
ser devido a fatores como o ataque por inimigos naturais, o tamanho e quantidade das
presas para as larvas e o tamanho da prole (BUDRIENE et al., 2004; OLIVEIRA e
SCHLINDWEIN, 2009).

A arquitetura dos ninhos construidos por P. amenkei € muito semelhante a dos
ninhos das espécies de Trypoxylon, com disposi¢éo linear das células, partigdes entre elas
construidas com lama, presenca de células vestibulares e intercalares e aprovisionamento
das células com aranhas. O que diferencia sdo o formato e a cor dos casulos, e 0
fechamento dos ninhos (BUSCHINI e WOLFF 2006; BUSCHINI, 2007; BUSCHINI et
al., 2010b). Além do barro, P. amenkei usa uma camada externa de matéria organica
escura e resistente, que esta misturada a resina vegetal, o que poderia proteger 0s ninhos
contra parasitoides como Ichneumonidae, que foi visto varias vezes introduzindo seu
ovipositor pelo fechamento dos ninhos de Trypoxylon (BUSCHINI informagéo pessoal).
Vérias estratégias, contra parasitismo, foram registradas ocorrendo entre espécies de
vespas solitarias (PEREZ-MALUF, 1993; BUSCHINI E WOLFF, 2006; STAAB et al.,
2014). Por exemplo o uso de formigas mortas, depositadas por Deuteragenia ossarium
Ohl, n. sp. nas células vestibulares que ajudam a camuflar seus ninhos devido ao cheiro
exalado (STAAB et al., 2014).

Uma outra diferenca entre os ninhos de P. amenkei e espécies de Trypoxylon, é
com relacdo a disposicao dos sexos. Na maioria dos ninhos de P. amenkei as fémeas e 0s
machos foram criados em ninhos separados. Nos ninhos compartilhados, as fémeas foram
criadas nas células mais internas e os machos nas mais externas. Tanto em T. lactitarse
(BUSCHINI et al., 2006) quanto em T. opacum (BUSCHINI e WOLFF, 2006) e T.
agamemnon (BUSCHINI e FAJARDO, 2010) a disposi¢do dos sexos foi aleatoria e eles
eram criados juntos, independente do didmetro da cavidade utilizada para nidificagéo. Por
outro lado, a disposigdo dos sexos de P. amenkei foi similar ao que foi registrado para P.
xanthosoma, que também ovopositou machos e fémeas em ninhos separados , e naqueles
com sexos compartilhados, em dois deles as fémeas emergiram das células mais internas
(MORATO e CAMPO, 1994).

A razdo sexual de P. amenkei foi de 1:1, isso ocorre quando o custo na producgéo
de machos e fémeas € igual. Segundo Fisher (1930), investimento igual em filhos e filhas,
na maioria das espécies, é resultado da dependéncia de frequéncia. Como todos 0s

individuos da proxima geragdo tém um Gnico pai e uma Unica mae, 0 sucesso na producao
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de filhos €, em média, igual ao sucesso na producéo de filhas. Se o custo na producéo de
filhos e filhas for igual, esse investimento também se traduz em nimeros iguais de machos
e fémeas (FISHER, 1930; SEGER, 1983; BUSCHINI, 2007). Porém, considerando que
as fémeas de P. amenkei sdo maiores que os machos, é possivel perceber que embora a
razdo sexual tenha sido de 1:1, o investimento parental foi maior na producdo do sexo
feminino, conforme discutido por Buschini (2007) ao encontrar resultados semelhantes
em seus estudos sobre historia de vida e alocacdo sexual de T. lactitarse na mesma regido
onde nosso estudo foi desenvolvido.

Parasitismo por Icneumonidae dos géneros Messatoporus e Photochryptus tem
sido comumente registrado nos ninhos de vespas que nidificam em cavidades, como por
exemplo nos ninhos de Trypoxylon rubrocinctum Packard, 1867, Ageniella conflicta
Banks, 1944, Auplopus mellipes (Say, 1836), Pachymenes obscurus Smith, 1857,
Auplopus rufipes (Banks, 1946), Trypoxylon agamemnon, Trypoxylon lactitarse,
(MARTINEZ e TORRETTA, 2015; NETHER et al., 2019). Nos ninhos de P. xathosoma
0s Unicos parasitoides registrados foram da familia Bombylidae (Diptera) (MORATO e
CAMPO, 1994).

Através dos resultados apresentados nesse estudo, podemos concluir que P.
amenkei nidifica apenas em areas de floresta, e que isso parece ser um padrdo para o
género, apesar de ainda ndo haver dados sobre a biologia de nidificagdo de Pisoxylon
roosevelti. Além disso, a espécie apresentou a arquitetura dos ninhos semelhantes as
espécies de Trypoxylon, porém diferiu em relacdo ao formato e a cor dos casulos, e ao
fechamento dos ninhos. Portanto, sdo necessarios mais estudos com énfase na filogenia
do grupo e uso de analises moleculares, para esclarecer a hipotese de Antropov (1998),
de que as espécies de Pisoxylon teriam que ser enquadradas como um subgénero de
Trypoxylon. Independente disso, aqui mostramos dados inéditos da biologia de
nidificacdo de P. amenkei e a preferéncia dessa espécie em nidificar em fragmentos de
Floresta Ombrofila Mista, os quais se encontram ameacados. Os remanescentes dessa
formacéo vegetal se encontram extremamente fragmentados e ndo perfazem 5% da area
original (MA/SBF 2002). Considerando que essas areas servem de abrigo para diversas
espécies, inclusive para aquelas consideradas raras como P. amenkei (IANTAS et al.,
2017; NETHER et al., 2019), esforgos necessitam ser feitos para que esses fragmentos
remanescentes sejam preservados, principalmente aqueles considerados grandes (>

100ha), ou nossa responsabilidade sera ainda maior na lista de espécies extintas.
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CONCLUSAO GERAL

Podemos concluir que trabalhos como esse que consideram diferentes aspectos
das espécies e comunidades em ambiente tdo degradados como a Mata Atlantica nos ddo
muitas informagGes sobre como diferentes tipos de habitats influenciam as comunidades
animais e podem fornecer muitas informacdes sobre espécies que sdo consideradas raras
dentro desse bioma. Esses resultados podem ser muito importantes ndo sé do ponto
ecoldgico e evolutivo mas também do ponto de vista econdmico, j& que vespas e abelhas
solitarias assim como seus parasitoides sdo grandes provedores de servigos
ecossistémicos que sdo usados para a agricultura, como a polinizacdo, controle de
populacdes de outros insetos e aranhas, e principalmente o controle de pragas, que € muito

estudado nesse tipo de atividade humana.

Mesmo assim, com nossos resultados levantamos a importancia da conservacao
da heterogeneidade ambiental encontrada na Mata Atlantica, que pode ser dos principais
fatores para a manutencao da biodiversidade nesse bioma. Além disso, para a conservagao
de area florestadas, deve-se dar prioridade para a preservacdo de fragmentos florestais
grandes (maiores que 100ha) ja que algumas espécies que sdo consideradas raras, como

Pisoxylon amenkei, somente sdo encontradas nesses locais de maior tamanho.



