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Resumo: As abelhas Tetragonisca angustula sdo amplamente distribuidas no Brasil, sendo

indicadoras cruciais de qualidade e preservacdo ambiental. A capacidade de adaptacdo dessas
abelhas a ambientes urbanos ndo elimina os possiveis impactos negativos da urbanizacdo. A
presenca de Tefragonisca angustula em areas urbanas pode sugerir respostas na morfologia e
assimetria das asas, relacionados a influéncia humana como efeitos de alteragdo na paisagem,
temperatura e diversidade de plantas. Métodos morfométricos e analises estatisticas sao
ferramentas cruciais para entender as variagdes morfoldgicas. Este estudo visa investigar os efeitos
ambientais na assimetria das asas de abelhas T. angustula ao longo de um gradiente urbano,
esperando-se um aumento da assimetria em ambientes urbanizados desfavoraveis, bem como as
variagbes na morfometria geométrica das asas, indicando se ocorrem, em que local e em qual
intensidade. Avaliamos trés locais distintos, sendo uma zona urbana, uma regido natural suburbana
e uma area natural rural. Utilizando morfometria geométrica, analisamos 160 individuos, 320 asas e
8 marcos anatémicos por asa. Os marcos anatdmicos foram transformados através da técnica
procrustes e calculado o grau de assimetria para cada asa, considerando-se a diferenga da média
dos marcos anatdémicos. Para comparacgio entre as trés areas, foi realizada andlise de variancia.
Para estabelecer as variagbes morfométricas, foi utilizado analise de componentes principais, analise
de variancia multivariada para comparacao entre as areas e placas de deformacdes em relagédo aos
centroides de cada marco anatdmico. Os resultados revelaram padroes diferentes de assimetria,
corroborando a hipotese de que a area urbana produz maior assimetria nas asas de T. angustula em
relacdo as duas outras areas. Ainda, a urbanizagao afeta de forma mais pronunciada a posigcéo dos
marcos anatdmicos das asas, indicando possiveis influéncias de recursos alimentares, temperatura

e pressdes ecoldgicas nessas variagoes.

Palavras-chave: Abelha nativa, Assimetria flutuante, Morfometria geométrica.



Abstract: Tetragonisca angustula bees are widely distributed throughout Brazil and are crucial
indicators of environmental quality and preservation. Despite their adaptive capacity to urban
environments, these bees still face potential negative impacts of urbanization. The presence of T.
angustula in urban areas may produces effects in wing morphology and asymmetry due to human
influence, such as alterations in landscape, temperature, and plant diversity. Morphometrical methods
and statistical analyses are crucial tools in comprehending these morphological variations. This study
aims to investigate the environmental effects on wing asymmetry in T. angustula bees along an urban
gradient, expecting an increase in asymmetry in unfavorable urbanized environments, as well as
variations in wings geometric morphometrics, determining if it occurs, in which places and in what
extention. We evaluated three distinct locations: an urban zone, a suburban natural region, and a
rural natural area. Employing geometric morphometrics, we analyzed 160 individuals, 320 wings, and
8 anatomical landmarks per wing. The anatomical landmarks were transformed using the Procrustes
technique, and the degree of asymmetry for each wing was calculated considering the difference in
the mean of the anatomical landmarks. For comparison among the three areas, an analysis of
variance was conducted. To establish the morphometric variations, principal component analysis was
used, along with multivariate analysis of variance for comparison between areas, and deformation
grids concerning the centroids of each anatomical landmark. The results unveiled different asymmetry
patterns, supporting the hypothesis that urban areas are more asymmetric compared to the other two
areas, and that urbanization more profoundly affects the wing morphometrics of the species'
anatomical landmarks, indicating possible influences of food resources, temperature, and ecological

pressures in these variations.

Keywords: Native bee, Fluctuating asymmetry, Geometric morphometrics



1. INTRODUGAO

Conhecida popularmente como Jatai, a Tetragonisca angustula (Latreille, 1811)
(Hymenoptera: Apidae: Meliponini) tem ampla distribuicao no Brasil, estendendo-se do Sul do Brasil
até o México (NOGUEIRA-NETO, 1970; WITTER e BLOCHTEIN, 2009). Apesar dessa extensa area
de ocorréncia, a espécie demonstra seletividade tanto na obtencao de recursos alimentares quanto
na escolha de abrigos (WITTER e BLOCHTEIN, 2009). E uma abelha pequena, com
aproximadamente 5 mm de comprimento, exibindo uma coloracdo amarelo-ouro no tegumento e
corbiculas pretas (Fig.1) e ndo possuindo ferrdao desenvolvido (WITTER e BLOCHTEIN, 2009). Essas
abelhas se destacam por terem uma entrada de ninho em formato de tubo, construida com cerume
mole, com uma parede fina contendo pequenos orificios (NOGUEIRA-NETO, 1970). Demonstram
comportamento defensivo pouco agressivo, manifestado por leves beliscées ou aplicagdo de cerume
em intrusos quando percebem ameacgas. Essa adaptagao evolutiva possibilita a criacdo préoxima a
residéncias, seres humanos e animais sem representar riscos de ataques (NOGUEIRA-NETO,
1970).

Figura 1. - Vista lateral da fémea de Jatai, Tetragonisca angustula.

A espécie T. angustula € uma das mais adaptaveis em relagao ao habito de nidificagado, com
capacidade de nidificar em diferentes substratos (BRAGA et al. 2012), o que a torna adaptavel e
abundante em areas perturbadas, nas quais pode utilizar os mais variados substratos, desde
cavidades em tronco de arvores, blocos de concreto, paredes e cavidades superficiais. Este
comportamento provavelmente promoveu sua adaptagdo ao ambiente urbano (NOGUEIRA-NETO,
1970; AIDAR, 1999; WITTER e BLOCHTEIN, 2009).

Essas abelhas tém habitos alimentares generalistas e desempenham um papel importante na

polinizagao da flora tropical. Além disso, T. angustula também é utilizada tanto na produgéo de mel



como na polinizagao de culturas (BRAGA et al. 2012), caracteristicas que destacam sua importancia
como agentes ecoldgicos. Compreender seus padrdes de uso de recursos, como nidificagéo, plantas
com as quais interagem e os efeitos da mudanga da paisagem é fundamental para promover sua
conservagao e garantir a manutengao da biodiversidade em ecossistemas tropicais (BRAGA et al.
2012).

De acordo com Rundléf et al. (2015), o intenso desenvolvimento da agricultura e da producgao
animal tem gerado preocupagdes em relagao a exposicao das abelhas a substancias com as quais
elas ndo estavam anteriormente em contato. O aumento da demanda por alimentos tem levado os
agricultores a utilizar maiores quantidades de fertilizantes minerais e pesticidas, resultando na
presenca de residuos destes como contaminantes. Hoje se sabe que a urbanizagdo também possui
efeitos negativos na preservacado das abelhas. A perda de habitat devido a expansao urbana, a

escassez de recursos alimentares, os diversos usos do solo, a poluicdo do ar e a introdugéo de
espécies invasoras sao alguns dos efeitos negativos enfrentados pelas abelhas urbanas (MIGDAL

et al, 2018).

Diversos estudos tém identificado fatores que podem desencadear prejuizos as populagdes de
abelhas em areas urbanas. (FREITAS et al., 2007; BANASZAK-CIBICKA et al, 2018; BIRDSHIRE,
et al, 2020; ARANDA 2021). Esses fatores incluem alteragcao e intensificagcdo no uso do solo,
mudancgas climaticas, aplicacdo de pesticidas, escassez de alimentos e recursos de nidificagdo.
Esses elementos exercem um impacto negativo sobre a salude e a sobrevivéncia das abelhas,
representando desafios significativos para a conservagdo desses importantes polinizadores
(MIGDAL et al, 2018; BIRDSHIRE, et al, 2020).

A ocorréncia e abundancia das espécies em areas urbanas sao influenciadas pela
disponibilidade de recursos, principalmente abrigo e alimento (FREITAS et al., 2007). Uma das
consequéncias da urbanizagao € a extingdo em massa de espécies justamente pela diminuigdo da
cobertura de vegetacao natural e substituigdo do uso do solo por edificagdes (HOFFMANN et al,
2005; NUNES et al, 2015). A presencga de abelhas em areas urbanas, as expdem a interagdes diretas
e indiretas com as altera¢gdes humanas, trazendo preocupagdes do ponto de vista biolégico em
relacdo ao quanto isso pode prejudica-las. A escassez de recursos naturais pode ocasionar um
declinio de sua diversidade, contribuindo para a reducdo das abelhas no panorama urbano
(HOSTETLER e MCINTYRE 2001; BANASZAK-CIBICKA et al, 2018; PEIL e ARANDA 2021; NUNES
et al, 2015).

As construgdes humanas, arborizagao urbana e o conjunto de espécies sinantrépicas fornecem
alguns recursos necessarios para atrair e manter diversas espécies de abelhas, pois elas se fazem
presentes nesse meio (AIDAR, 1999). Algumas evidéncias até afirmam que locais antropizados
podem favorecer a conservagao das abelhas, embora também possam gerar impactos negativos

para as mesmas. Inclusive, algumas mudangas morfoldgicas podem ocorrer, como condigcbes



adversas devido a fatores estressantes (NUNES et al, 2015; BANASZAK-CIBICKA et al, 2018; HELM
et al, 2021).

A simetria bilateral € uma caracteristica que permite distinguir um lado direito de um lado
esquerdo em um plano corporal, em que ambos os lados s&o imagens espelhadas um do outro. Essa
simetria é resultado do desenvolvimento de ambos os lados a partir do mesmo conjunto de genes.
No entanto, a detecgao de assimetria na forma de estruturas ou organismos indica a presenca de
fatores ou condigdes que afetam a estabilidade do desenvolvimento (BENITEZ et al. 2020). A
assimetria observada é uma consequéncia de processos biolégicos, embora a inferéncia desses
processos a partir dos padrdes de assimetria seja complexa e geralmente exija evidéncias adicionais
(BENiTEZ et al. 2020). A simetria bilateral é caracteristica em insetos, incluindo as abelhas, onde
variagoes podem ser indicadores de estresse ecossistémicos, pois € de esperar-se que a assimetria
aumente quando as condi¢gdes ambientais ndo sao favoraveis para aquele espécime (HOFFMANN et
al, 2005; NUNES et al, 2015; BANASZAK-CIBICKA; et al, 2018; BENITEZ et al. 2020; HELM et al.
2021). Fatores urbanos que favorecem um aumento na assimetria incluem poluicao do ar, da agua,
temperatura, deficiéncia alimentar e parasitismo (BANASZAK-CIBICKA,; et al, 2018).

As abelhas urbanas vivem em um habitat diferente de sua area original de ocorréncia e
enfrentam diversos desafios em comparagao com as que habitam em areas naturais. Alteragbes na
morfologia das asas pode refletir efeitos da urbanizagéo, podendo também ser usado como indicador
de condi¢cdes ambientais. Alteragdes morfoldgicas podem ocorrer no desenvolvimento das abelhas
pelo fato de envolver varios genes que atuam desde o ovo, até a metamorfose. Sendo assim,
qualquer alteracdo no padrao espaco-temporal de expressdo génica durante o periodo larval do
desenvolvimento pode refletir morfologicamente no individuo adulto (HOFFMANN, et al, 2005). Essa
plasticidade fenotipica € essencial na adaptagéo do organismo a ambientes instaveis, devido ao fato
de permitir a manutencgao dindmica do individuo (NUNES et al, 2015).

A morfometria geométrica € uma abordagem que permite analisar e quantificar variagbes
morfologicas, entre elas assimetrias, fornecendo insights sobre os processos subjacentes ao
desenvolvimento de estruturas. (DALY, 1985; BENITEZ et al. 2020; VACA-SANCHEZ et al., 2023).
Insetos s&o bons modelos para analises biométricas por possuirem ciclo de vida relativamente rapido
e seu modo de vida se reflete nas dimensodes e formas pelo crescimento larval e metamorfose (HELM
et al, 2021). Além disso, as medidas morfométricas podem ser facilmente obtidas e apresentar
resultados precisos (MASAQUIZA et al. 2023). Segundo Daly (1985), a morfometria permite encerrar
dados morfolégicos num conjunto de dados numéricos e graficos, com o propdsito de expressar e
testar relagdes hipotéticas, sendo que as técnicas de analise multivariada s&o utilizadas para
examinar estas relagdes.

Compreender os impactos da urbanizagdo sobre a morfologia das asas € crucial para
desenvolver estratégias de conservacao adequadas, garantindo a sobrevivéncia desses importantes

polinizadores e a manutengao do equilibrio dos ecossistemas urbanos (BENITEZ et al. 2020). Como
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as abelhas sdo sensiveis as variagbes ambientais, como a oferta dos recursos florais para
alimentacéo e locais para nidificacdo, modificagbes na abundancia e composi¢cao desses recursos
podem ser fatores cruciais na determinagao do tamanho do corpo e da morfologia das asas das
abelhas (CHOLE et al., 2019).

Tendo em vista esses fatores, este estudo tem como objetivo avaliar a morfologia e a assimetria
das asas da espécie T. angustula, investigando sua possivel variagdo em resposta a urbanizacao
em diferentes ambientes. Procuramos identificar mudangas na assimetria das asas de espécimes
entre areas urbanas e rurais, evidenciando os possiveis impactos da urbanizagdo sobre o
desenvolvimento das abelhas nativas. Nossa hipétese inicial € de que ha maior assimetria nas asas

das abelhas de areas urbanas, em fungdo de um maior estresse.

2. METODOS

2.1 Areas de estudo

O estudo foi realizado no estado de Mato Grosso do Sul, Brasil. As areas de estudo,
compreendidas dentro do Cerrado, foram selecionadas e categorizadas em: area urbana, area
natural urbana e area rural (Fig. 2A-E). A area rural esta localizada em uma fazenda no municipio de
Ribas do Rio Pardo (Fig. 2B — 21°4'15.60"S, 53°41'11.64"W), sendo a propriedade caracterizada por
apresentar estagios sucessionais da vegetagao do Cerrado, incluindo areas destinadas a pecuaria,
areas de regeneracao intermediaria, nas quais ndo houve gado nos ultimos 10 anos, e areas
preservadas compostas por vegetacao nativa, sendo uma delas uma reserva legal.

As areas urbanas encontram-se no municipio de Campo Grande (Fig. 2C). A area natural
urbana trata-se de um parque denominado “Parque das Nagdes Indigenas” (Fig. 2D - 20°27'84"S,
54°34'26"W), ocupando uma area de 1.163.876,98 m?, que apresenta infraestrutura de lazer e
esporte as margens de um lago formado pelas nascentes do corrego Prosa. A reserva possui uma
vegetagao formada por gramineas e arvores ornamentais originarias do seu projeto de paisagismo,
contendo espécies do Cerrado brasileiro. Também faz fronteira direta com o Parque Estadual do
Prosa, aumentando sua area continua de vegetacéo nativa.

A area urbana esta localizada dentro da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS)
(Fig. 2E - 20°30'11.67"S, 54°36'40.77"W). Dentro do campus Universitario ha manchas de vegetacao
nativa, bem como um lago abastecido pelos corregos Cabaca e Bandeira, que formam a bacia do
Bandeira, parte integrante da bacia do Rio Parana. O entorno da regido é predominantemente

residencial, com adensamento urbano consideravel.
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Figura 2. (A) Mapa das areas de estudo, com os locais de amostragens indicados pelos pontos vermelhos. As trés areas
de estudos: (B) Area rural, localizada na Fazenda em Ribas do Rio Pardo/MS; (C) Areas Natural Urbana e Urbana, em
Campo Grande/MS;(D) Area suburbana do Parque das Nagdes Indigenas e (E) Area urbana da Cidade Universitaria na
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.

2.2 Coletas e Tratamentos do material biolégico

Operarias de T. angustula foram coletadas nas trés areas de estudo, entre os meses
de novembro de 2021 e margo de 2022, que corresponde a época do ano em que as abelhas estao
mais ativas, devido a maior disponibilidade de recursos. Com isso, as abelhas percorrerem distancias
maiores e exploraram uma area de forrageamento maior em comparagao com outras épocas do ano
(COUVILLON et al, 2014).

A amostragem na zona rural foi realizada no més de novembro de 2021, através de coleta ativa
dos individuos entre as 9 horas e 16 horas. Nas areas urbanas, as coletas foram realizadas de
dezembro de 2021 a margo de 2022. No Parque das Nagdes Indigenas, as coletas foram realizadas
entre as 9 e 15 horas. Ja na cidade Universitaria, para evitar pseudorréplicas de amostragem em
apenas um ninho, foram coletados em torno de 5 individuos por ninho, em ao menos 10 ninhos
previamente identificados ao longo do campus, entre as 09 e 16 horas.

Para captura-las, foi utilizado sugador entomoldgico, construidocom tubo Falcon de 50 mL com
dois furos em sua tampa, para a passagem da mangueira de succ¢ao de silicone. No fim de cada
coleta, uma pequena quantidade de algodao com éter foi inserida dentro do tubo para adormecé-las

e consequentemente facilitar o manuseio. Em seguida, os espécimes foram transferidos para um
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frasco de armazenamento, com alcool 90% para a preservagao e transporte para o laboratério, onde
a identificagao de espécie foi confirmada para todos os individuos coletados. As coletas foram de no
53 individuos na area urbana e area natural e 54 na area urbana, gerando um total de 160 individuos
e 320 amostras de asas para a analise (considerando a asa esquerda e direita anterior). As coletas
foram autorizadas pela licenga permanente para coleta de material biolégico MMA-ICMBio-SISBIO
n°® 61938-1 - Codigo de autenticacdo: 86896465.

2.3 Morfometria Geométrica

Para as analises da morfometria geométrica, os 160 espécimes tiveram as asas anteriores
(direita e esquerda) retiradas com o auxilio de tesoura e pinga, transferidas para laminas histolégicas
com as laminulas sobrepostas e seladas com esmalte incolor. Em cada lamina foram dispostas10
asas (5 pares), de espécimes do mesmo local de coleta. A asa anterior é utilizada como protocolo
para comparagbes em Hymenoptera. (TUZUN, A. 2009). Ao finalizar essa etapa, as asas foram
fotografadas em estereomicroscépio com camera acoplada, modelo Stereo Discovery V.20 (Zeiss),
com auxilio do software ZEN lite 2011 (Zeiss) para captura das imagens em escalas padronizadas.

As analises morfométricas foram baseadas na verificagcdo da ocorréncia de variagdes na
posicéo de marcos anatémicos (landmarks) do padrao de venagao das asas entre os individuos das
trés areas em estudo (Fig. 3). Foi usada a metodologia descrita por Francoy et al (2012) para o
processamento de imagens. Apds a captura de imagens das laminas, foram adicionadas escalas em
todas as fotos, cujos arquivos foram salvos em dois formatos: TIFF e JPEG. Em cada asa dos
espécimes de T. angustula foram plotados oito marcos anatémicos, na intersecgéo das venagdes,
definidos em cada asa como coordenadas posicionais em um plano cartesiano (X e Y). Os pontos
foram numerados de acordo com sua distribuigdo ao longo das intersec¢des das células (FRANCOY
et al. 2012).

Tmm

Figura 3. Marcos anatémicos (landmaks - pontos vermelhos) utilizados para analise do tamanho e da forma da
asa anterior (na imagem asa direita) de Tetragonisca angustula.
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2.4 Andlises de dados

Os marcos anatomicos foram digitalizados utilizando o software ImageJ, desenvolvido por
Wayne Rasband em 1987 (Hannickel et al., 2012). Uma vez definidos os marcos, foi realizado o
espelhamento da imagem das asas esquerdas para comparagdo com as asas direitas e avaliagao
da assimetria. Os valores provenientes das imagens foram tratados através do alinhamento
Procrustes, uma técnica que ajusta o tamanho das asas através da deformacao da imagem e
alinhamento dos marcos anatbmicos. Para tanto, foram realizadas as transformagbes de escala,
translacao e rotacdo, padronizando os marcos anatémicos em todas as asas em relagcao aos seus
centréides (ROHLF e MARCUS,1993). Dessa forma, elimina-se o efeito do tamanho das estruturas
e a analise concentra-se nas variagdes de forma. Tal alinhamento e rotagéo foi realizado com os
valores de todos os pontos de intersecgdo no programa PAST® Verséo 4.13 (HAMMER e HARPER,
2001).

A diferenca entre as medidas do lado esquerdo e direito de cada marco foi calculada e
denominada “Grau de assimetria” (esquerda-direita = assimetria). A assimetria € negativa (asa do
lado direito maior) ou positiva (asa do lado esquerdo maior) ou inexistente, quando as asas direita e
esquerda sao simétricas (zero significa simetria perfeita). Para cada marco anatdmico foi calculado
a assimetria do dado transformado por Procustes (esquerda-direita), sendo escalonado em 100
(valor do landmark esquerdo - valor do landmark direito x 100) (KLINGENBERG et al, 1998). O grau
de assimetria da asa foi calculado pela média de todos os marcos anatémicos por individuos, como
proposto por Klingenberg et al (1998). Os valores médios de assimetria das asas entre as areas
foram comparados por analise de variancia (ANOVA), uma vez que os dados possuem distribuicao
normal.

Também foram realizadas analises para verificar se ha variagdo na forma geral das asas de
espécimes da mesma area e entre os oriundos das trés areas. Para comparagdo da morfometria
geométrica, foram utilizados os dados transformados por Procustes apenas das asas direitas das
trés areas, de todos os individuos. Foi realizada analise de componentes principais (PCA) para
verificar quais e quanto da variancia é explicada por cada componente principal (marcos anatémicos).
Cada componente possui um eigenvalue associado, que indica a propor¢ao da variancia total dos
dados que é capturada por esse componente. Para testar a diferenca significativa da morfometria
geométrica entre cada uma das areas, foi utilizado o teste de analise de varidncia multivariada
(MANOVA) para testar os dados e analisar diferengas entre grupos (areas) em multiplas variaveis
dependentes (marcos anatdomicos). A partir dos resultados foi elaborada uma placa de deformacao
(Thin Plate Spline Deformation - TPS), onde os valores nos de deformagao representam as
magnitudes e dire¢des das deformagdes locais que ocorreram durante o processo de transformagéo
por TPS a partir do centroide. Eles sdo desenhados a partir dos pontos de referéncia originais e

estendidos na direcdo da deformacdo. Durante essa deformagao, ocorrem mudancgas nas formas
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originais dos objetos, e os valores nos Principal Strains descrevem essas alteracbes. Todas as

analises estatisticas foram realizadas no software livre PAST® 4.13.

3. RESULTADOS

3.1 Assimetria

Podemos observar que as diferengas da assimetria das asas entre as areas foram significativas
(F=23,38, p<0,001), sendo que a area rural e a area natural urbana ndo possuem diferenga
significativa (p=0,93). Por outro lado, a area urbana difere significativamente das demais (p<0,001)
(Fig. 4). Alinha horizontal (0,0) é a referéncia para determinagéo do grau de assimetria: quanto mais
proxima a essa linha, mais simétricas (ou menos assimétricas) séo as asas. As curvas em forma de
violino em cada bloxpot representam a quantidade de individuos e a concentragdo dos mesmos em
cada area. Os desvios padrao fornecem uma medida da dispersao dos dados em torno das médias,
permitindo uma compreensao da variabilidade morfolégica dentro de cada area. Desta forma,
observamos que ha uma concentragdo maior de individuos com assimetria na area urbanizada,
enquanto na area natural e na area natural urbana, as maiores concentragées tendem a ficar mais

préximas da linha de simetria.

0.4

0.2

0.0

Grau de assimetria da asa

-0.4

Area rural Area natural urbana Area urbanizada

Figura 4. Grau de assimetria das asas de Tetragonisca angustula em comparag¢ao aos graus de urbanizagao.

3.2 Morfologia das asas

Observamos diferengas na posi¢ao dos marcos anatémicos das asas ao longo das areas de
estudo (Fig. 5A). No grafico de Analise de Componentes Principais (PCA), os segmentos verde
escuro, verde claro e cinza representam as areas rurais, urbanas seminaturais e urbanas
densamente habitadas, respectivamente. Os vetores exibidos no grafico PCA representam as

coordenadas X e Y de cada marco, fornecendo informacdes sobre as posicées mais influentes no
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plano cartesiano, demonstrando onde ocorreram as variagbes mais substanciais na separagao dos
grupos. Os valores de Eigenvalue, derivados da PCA, indicam a quantidade de variancia explicada
por cada componente principal. Quanto maior o Eigenvalue de um componente principal, mais
informagdes sdo encapsuladas nele. A magnitude e o sinal (positivo ou negativo) das cargas, que
sdo vetores que representam contribuicbes marcantes para os componentes principais,
desempenharam um papel significativo na interpretagdo dos resultados da PCA. A magnitude
ressaltou a forga da relagdo entre um marco especifico e 0 componente principal, com magnitudes
maiores indicando contribuicdes mais substanciais. O sinal de carregamentos indicava a direcao
dessa associagao. Os vetores revelam a dire¢cao e a magnitude da carga em relagao ao componente
principal (Fig. 5B). Essa representacao visual facilitou a interpretacao das associagdes entre pontos
de referéncia e componentes principais.

Para verificar a significancia das variagcdes entre as areas de coleta, foi utilizada a MANOVA.
Esse teste paramétrico baseia-se em suposi¢des de que os dados seguem uma distribuicdo normal
multivariada e que as variancias e covariancias sao iguais entre os grupos. A MANOVA revelou
diferengas significativas na assimetria alar entre as populagdes rural e urbana de T. angustula (Pillai's
trace = 0,61; F=4,53, p<0,01). Especificamente, as abelhas do ambiente urbano foram altamente
modificadas exibindo maior variagdo nas asas do que aquelas das areas rurais menos impactadas
pelo homem.

A significancia estatistica da MANOVA justificou testes post hoc, particularmente o teste de
Bonferroni, para determinar as diferengas especificas dos grupos. Embora ndo houvesse distingao
entre as duas areas urbanas (p= 0,18), a area rural diferiu significativamente da area natural urbana
(p<0,01) e da area urbana (p<0,01). Consequentemente, os resultados sugerem que, além da
assimetria observada, as mudangas morfolégicas na estrutura da asa foram mais aparentes do que
se pensava anteriormente.

3.3 Variagoes nos Marcos anatomicos

Apods a Analise de Componentes Principais (PCA), ficam evidentes no grafico de deformacgao
(Fig. 5C) os efeitos das variagbes dos landmarks nas asas, em fungido da posicdo dos centroides.
Os graficos de deformacgao TPS ilustram a magnitude e as transformagdes dos pontos de referéncia.
Os vetores de diregcdo e magnitude (x) dentro dessas imagens indicam mudancgas especificas. A
direcdo exata da variacao é delineada, ilustrando onde ocorreram alteragdes. As cores quentes
(como vermelho) sdo usadas para representar regides onde ocorreu um aumento na extensao
(alongamento), enquanto cores frias (como azul) podem ser usadas para indicar regides em que
houve uma diminuicdo na extensdo (encurtamento) em relagdo aos centroides. A analise das
deformagbes no contexto rural (Fig. 5D) revelam uma variagdo minima, evidenciada por uma
predominancia de regides de tonalidades mais frias no grafico. Especificamente, ao observarmos o
marco 6, notamos uma maior variacdo na posicdo dos pontos anatdmicos em varias areas nessa

regido da asa.
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O padrao distinto de deformagdo observado no ambiente natural urbano (Fig. 5E),

caracterizado por cores quentes proeminentes, indicando maiores variagbes em pontos especificos
em relagdo a area rural. Na zona urbana (Fig. 5F), notamos uma expressiva variagdo nas

deformacgdes alares, onde tons mais quentes preponderam, indicando maior dinamismo.
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Figura 5. Resultado da analise de componentes principais (PCA). (A) valores dos vetores que representam a

direcdo e magnitude das contribui¢cdes de cada landmark. (B) variagdo morfométrica das asas de Tetragonisca

angustula em comparagéo aos trés pontos de coletas: Area rural (verde escuro), area natural-urbana (verde
claro) e area urbanizada (cinza). (C) — llustragdo da placa de deformacdo demonstrando a totalidade da

deformagéo dos pontos de referéncia em todos os locais; (D) - Deformacao da area rural; (E)-Deformacgao da

area natural-urbana; (F) — Deformacgao da area urbana.

4. DISCUSSAO

Com base nas analises de assimetria foi observado que as asas apresentaram variagoes de

acordo com o local de coleta (Fig. 4). As operarias da area urbanizadas se destacam pela maior
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assimetria em suas asas, com grandes variagbes nos valores dos marcos anatdémicos, apesar das
demais areas também apresentarem alteragdes nos valores dos dois lados das asas. Ao examinar a
variagao no grau de assimetria (Fig. 4), observa-se que na area rural, ha uma menor variagdo do
grau de assimetria em relagéo a linha de referéncia (0.0), em comparagao com a area natural urbana
e a area completamente urbana. Na area natural urbana, observou-se um maior numero de
individuos com maior assimetria em comparagao com a area rural, com uma distadncia um pouco
maior em relagao a linha de referéncia. A comparagao entre a area rural e a area natural ndo
apresentou diferenga significativa, sugerindo que os graus de assimetria nessas duas areas sao
semelhantes. Por outro lado, a area urbanizada apresentou uma clara discrepancia em relacéo ao
padrao considerado simétrico, com um maior numero de individuos exibindo assimetria nas asas.
Isso indica que o ambiente urbano influencia os graus de assimetria das asas resultando em
deformacgdes mais pronunciadas nessa populagcédo de abelhas urbanas.

Os métodos empregados oferecem uma abordagem quantitativa para avaliar a assimetria e
a variacdo morfolégica, permitindo a analise do impacto das condigbes ambientais no
desenvolvimento simétrico ou assimétrico. A assimetria flutuante (AF) é amplamente utilizada como
medida fenotipica para avaliar a resposta de organismos ao estresse ambiental, sendo explorada
como biomarcador em estudos anteriores (KLINGENBERG et al. 1998; BENITEZ et al. 2020;
MASAQUIZA et al. 2023). Ela refere-se a variabilidade natural nas caracteristicas simétricas de um
organismo ao longo do tempo, muitas vezes em resposta a mudangas nas condi¢cdes ambientais. No
contexto das asas de abelhas, a AF se manifesta quando ha variagcbes nas caracteristicas
morfoldgicas entre o lado direito e esquerdo das asas em uma populagdo, mesmo em condigbes
consideradas normais. Isso € chamado de flutuagéo porque as diferengas podem variar ao longo do
tempo, refletindo respostas adaptativas a mudangas ambientais, fatores genéticos ou outras
influéncias. Paralelamente, métodos de morfometria geométrica emergiram como alternativa para
quantificar a variacdo na forma e investigar os efeitos do estresse na assimetria flutuante (BENITEZ
et al. 2020; MASAQUIZA et al. 2023). A assimetria flutuante, empregada como indicador de estresse
ambiental, evidencia a constante exposicdo dos organismos a um ambiente dindmico, abarcando
variacdes na dieta, temperatura, competicéo e outros fatores (BENITEZ et al. 2020).

Portanto, pode-se inferir que a urbanizacdo exerceu um impacto mais significativo nas
alteragcbes da assimetria das asas em comparagao com a area rural. Isso sugere que esses niveis
de estresse causados por fatores ambientais da urbanizagdo podem refletir na assimetria das asas
em comparagdo com areas naturais, na qual pode ser atribuida a varios processos fisioldgicos
durante o desenvolvimento devido a quantidade, tipo e disponibilidade de recursos utilizados pelas
abelhas que podem impactar adversamente o desenvolvimento simétrico das asas.

Esses resultados ressaltam a influéncia do ambiente urbano na morfologia das asas de T.
angustula e a importancia de considerar o contexto ambiental ao analisar caracteristicas

morfolégicas em populagdes de abelhas (NUNES et al., 2015).
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A expressao de caracteristicas morfolégicas simétricas nos organismos pode desviar devido a
restricbes gendmicas, ambientais ou ambas. Esses desvios ocorrem devido a natureza inadequada
dos processos de desenvolvimento, que possuem um componente aleatério. O ambiente
desempenha um papel importante na adaptagédo dos organismos, sendo que o estresse ambiental
pode aumentar as assimetrias (NUNES et al, 2015; BANASZAK-CIBICKA, 2018; HELM et al, 2021;
VACA-SANCHEZ et al., 2023). Condicdes relacionadas & produgdo agricola, como estresse
nutricional, temperaturas extremas, poluicdo quimica e densidades populacionais, podem causar
estresse durante o desenvolvimento, levando a um aumento da assimetria flutuante presente nas
asas de abelhas (BENITEZ et al. 2020; VACA-SANCHEZ et al., 2023).

Considerando os fatores que podem influenciar a morfologia das abelhas, a dieta das abelhas
Jatai € um aspecto crucial a ser considerado., Uma nutricdo inadequada durante o desenvolvimento
larval, ocasionada pela escassez de alimentos ou a qualidade de recursos alimentares, pode
conduzir a niveis de estresse que afetardo a formacgao das asas na metamorfose, afetando a simetria
das asas (FREITAS et al., 2007; VACA-SANCHEZ et al., 2023). Similarmente, a correlagédo entre
assimetria e a nutricao foi explorada em estudos anteriores com borboletas. Segundo Brakefield
(1997), o estresse alimentar, tanto durante o desenvolvimento larval quanto na fase adulta, resultou
em assimetria das asas da espécie de borboleta Bicyclus anynana e, consequentemente,
comprometeu o desempenho de voo, apesar de algumas adaptag¢des nos recursos somaticos.

Avaliando as areas de modificagdes e suas intensidades através das placas de deformacoes,
podemos observar mudangas morfolégicas distintas nas asas, de acordo com cada area de coleta
(Fig.5). A area urbana foi onde a diferenca foi implicitamente visivel, em contraste com a area rural,
pois teve maior alteragdo na magnitude, nas placas de deformagédo. Essa diferenga pode ser
atribuida a escassez e diversidade de recursos disponiveis ao longo do ano neste habitat, ja que
esse € um fator de grande impacto na nutricdo das abelhas (VAUDO et al. 2015). A area urbana
apresenta uma disponibilidade dindmica e flutuante desses recursos, em contraste com o ambiente
rural, onde a disponibilidade de recursos externos como pdlen e néctar permanece consistente
durante todo o ano (WARREN et al. 2020). Esse contraste implica que, mesmo com fatores como
alimento e temperatura constantes, a morfologia das asas estava se transformando devido a
exposi¢cao a um ambiente contrastante.

Além da maior assimetria no ambiente urbano, a morfologia das asas foi afetada, indicando
gue mesmo um cenario urbano relativamente pequeno influencia substancialmente a forma das asas.
Essa singularidade no padrao de deformacgao é possivelmente influenciada por fatores ambientais
que levam ao estresse as abelhas, sendo eles: pressfes seletivas, presenca de agrotéxicos,
diversidade limitada de recursos alimentares e temperaturas acentuadas, ja que sao fatores
ambientais importantes que pode afetar o desenvolvimento dos insetos, incluindo as abelhas (VACA-
SANCHEZ et al., 2023; MOHAMMED, G. 2018; CHAVEZ-GALARZA et al. 2013)
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Outro mecanismo que poderia explicar os achados em relacdo aos niveis de assimetria,
dimensdes e alteragées morfologicas das asas de T. angustula pode estar associado a variagao na
quantidade e qualidade dos recursos alimentares ao longo das distintas zonas de vegetacdo. De
acordo com estudos desenvolvidos por Vaca-Sanchez (2023), ha evidéncia que a alimentagéo das
abelhas desempenha um papel significativo nas variagdes morfolégicas, incluindo tamanho corporal
e morfologia das asas. Destacam também que a qualidade do alimento e o comportamento de busca
podem influenciar a assimetria das asas em abelhas (VACA-SANCHEZ, 2023).

Quezada-Euan (2011) observou que a qualidade inferior do alimento resultou em variagcbes
fisicas morfoldgicas do corpo mais acentuadas. Além disso, a quantidade de alimento fornecido as
larvas de operarias refletiu na diminuicao ou aumento do tamanho dos individuos, revelando como
esse polimorfismo determinado pelos recursos alimentares (QUEZADA-EUAN, 2011).

Em um estudo relacionado, mudangas na quantidade e qualidade do alimento ao longo de um
gradiente altitudinal foram identificadas como potenciais mecanismos explicativos para variagdes nos
niveis de assimetria, tamanho e morfologia das asas de abelhas (VACA-SANCHEZ et al., 2023).
Como as abelhas dependem de recursos florais para alimentacado, modificagdes na abundancia e
composicao desses recursos sao fatores cruciais que determinam o tamanho do corpo e a morfologia
das asas das abelhas (CHOLE et al. 2019). Essas descobertas destacam a complexidade e
importancia das interagbes entre alimentagdo, ambiente e caracteristicas morfolégicas em
populacdes de abelhas, principalmente urbanas.

Essas descobertas corroboram com a ideia de que mudangas na morfologia das asas de
abelhas podem estar relacionadas a fatores estressantes durante seus estagios larvais (WELLER e
GANZHORN 2004). Essa mudanga na forma e tamanho das asas influencia a capacidade de
dispersdo dos animais voadores, considerando que individuos mais simétricos tendem a ter mais
sucesso devido a melhor aerodindmica em comparagao com os assimétricos (DE BLOCK et al.
2008).

As alteracdes na vegetacao também podem impactar tanto a morfologia das asas quanto a
assimetria flutuante nas venagbes das asas de T. angustula, como ilustrado, por exemplo, em
estudos que indicam que em ambientes onde a qualidade do alimento € inferior, as variagbes
morfolégicas s&o mais acentuadas (QUEZADA-EUAN et al., 2011; CHOLE et al. 2019).

Nesse contexto, outro aspecto relevante nas areas urbanas, é as abelhas ficam expostas a um
maior estresse térmico. Por outro lado, areas rurais com maior cobertura vegetal podem oferecer
condicbes mais estaveis € menos extremas em termos de temperatura (XIONG et al., 2019). A
variagdo de temperatura entre areas urbanas e rurais ou fatores climaticos relacionados a
temperatura podem desempenhar um papel na alteragao da morfologia das abelhas (MASAQUIZA
et al., 2023). Além disso, a insergao de colmeias no ambiente urbano pode influenciar as condi¢des
térmicas das abelhas e temperaturas mais elevadas podem levar a um maior estresse fisioldgico,

(THEODOROU , et al., 2022), podendo refletir na assimetria das asas. Mesmo que as col6nias



20

tenham uma boa capacidade de regulagao térmica (STABENTHEINER et al., 2021), com 0 aumento
da urbanizagéo e o agravamento da crise climatica, essa capacidade de regulagdo pode nao estar
sendo mais t&o eficiente (SANCHEZ-ECHEVERRIA, et al., 2019; THEODOROU, et al., 2022).

Um estudo relacionado com o impacto da temperatura nos insetos de ZHANG et al. (2008)
observou como em moscas-das-frutas sofreram alteragbes sobre a deterioragdo das habilidades
cognitivas em resposta ao calor, onde teve implicagdes adversas na aptiddo, impactando a
capacidade do animal de assimilar novas informagdes, tomar decisGes apropriadas e ajustar seu
comportamento as condigdes variaveis dentro do ambiente (COOMES et al., 2019). Em vista disso,
Maxence (2022) investigou os efeitos do aquecimento global nas abelhas, especialmente durante
episodios de calor intenso. As abelhas expostas a temperaturas elevadas (32°C) demonstraram uma
reducao significativa na formagao de associagdes entre estimulos visuais e recompensas, assim
como uma perda na capacidade de reter essas associagdes em curtos intervalos. Esses resultados
indicam que o calor pode exercer efeitos prejudiciais dos insetos como as abelhas, contribuindo
assim para o declinio populacional desses animais. O estudo ressalta a necessidade de compreender
como as mudancgas climaticas impactam nao apenas a sua sobrevivéncia, mas também funcodes

cognitivas cruciais para o comportamento ecologico das abelhas.

Além disso, a exposicao a poluentes presentes na area urbana, € um dos contribuintes para
alteracdo morfoldgica das abelhas e outros insetos bilateralmente simétricos e afetando também sua
simetria (POQUET et al. 2015). As abelhas forrageiam a procura de alimento como néctar, agua e
polen em grandes areas, percorrendo até 4 km de distancias de suas colmeias, em abelhas sem
ferrao (RODRIGUES e RIBEIRO, 2014). A capacidade de forragear em larga escala, torna as abelhas
muito mais suscetiveis a exposi¢cao a agentes toxicos. Essa exposi¢ao a agentes toxicos ocorre tanto
por contato indireto, quando as abelhas coletam recursos contaminados, quanto por contato direto,
quando forrageiam em areas recém-aplicadas com agrotoxicos (MOHAMMED, G. 2018). Além disso,
essas substancias toxicas podem permanecer armazenadas nas colmeias por longos periodos, até
que sejam utilizadas pelas colbnias. Esses fatores destacam a relevancia de estudar os impactos
dos agrotoxicos nas populagbes de abelhas e na ecologia de seus ambientes de forrageamento
(LUNARDI, 2022).

A questao de se a assimetria € de fato um bom indicador de desenvolvimento ainda é objeto
de debate, mas fica claro que é uma ferramenta essencial e eficaz para detec¢ao desses padroes.
E importante ressaltar que a assimetria nem sempre reflete todas as perturbacdes que um organismo
pode ter experimentado. Portanto, é crucial identifica-las em um organismo e testar cuidadosamente
as hipéteses relacionadas ao estresse populacional e a instabilidade do desenvolvimento, a fim de
obter uma compreensdo mais precisa desse fendmeno biologico (KLINGENBERG et al. 1998;

BENITEZ et al. 2020) e como cada um dos fatores de estresse pode atuar sobre os organismos.
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5. CONCLUSOES

Nossos resultados indicam os reais efeitos da urbanizagao na assimetria e morfologia das
asas de Tetragonisca angustula e sugerem potenciais influéncias de fatores como disponibilidade de
alimento, fenologia das plantas do Cerrado em ambiente urbano e possiveis efeitos climaticos, por
exemplo. Enquanto o ambiente rural natural oferece acesso consistente a diversas fontes de
alimentos ao longo do ano, o cenario urbano, com perfis de temperatura, disponibilidade de recursos
e faixas de forrageamento alterados, exibem deformag¢des mais marcantes nas asas, enfatizando
ainda mais a intrincada interacao entre morfologia e ambiente. Ou seja, a assimetria da asa em T.
angustula pode ser influenciada de forma negativa por diferentes fatores ambientais nas areas
urbanas. Os recursos alimentares disponiveis e sua qualidade no ambiente urbano podem
desempenhar um papel importante no desenvolvimento simétrico das asas das abelhas e esse fator
deve ser avaliado no futuro para a espécie. Em virtude das variagdes de assimetria e morfologia,
possivelmente também associada as variagbes de temperatura, é interessante avaliar o real efeito
de controle térmico de colénias urbanas. Desta forma, € plausivel que a alteragédo na morfologia e

dimensdes das asas possa impactar o desempenho e a resisténcia fisica da espécie em cidades.
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