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RESUMO

MOURA, V. G. Diversidade populacional e assimetria flutuante de Melipona
subnitida Ducke (Hymenoptera, Apinae) em regides semidridas e costeiras do
Nordeste do Brasil. 2020. 90p. Dissertacdo (Mestrado/Genética e Melhoramento) —
UFPI, Teresina, 2020.

A abelha-sem-ferrdo Melipona subnitida, conhecida como jandaira, € tipica da Caatinga
e muito utilizada na meliponicultura da regido Nordeste. Mesmo estando adaptada as
condicdes da Caatinga, existem varios registros desta espécie em regides litoraneas,
como a Area de Protecdo Ambiental (APA) do Delta do Parnaiba, onde ha poucos
estudos sobre a sua diversidade. Dessa forma, o objetivo desse estudo foi caracterizar a
diversidade populacional e assimetria flutuante de Melipona subnitida em regites
semiaridas e costeiras do Nordeste do Brasil, incluindo a APA do Delta do Parnaiba. Para
isso, foi utilizada a morfometria geomeétrica das asas, sendo realizada a andlise de
variaveis candnicas (AVC), teste de validacdo cruzada, analise de variancia para
tamanho do centroide, andlise discriminante de componentes principais (ADCP), método
hierarquico de ligacdo média entre grupos (UPGMA), teste de Mantel e analise de
variancia de Procrustes. A morfometria geométrica evidenciou grande diversidade dentro
e entre as populacdes; as distancias quadradas de Mahalanobis e as distancias de
Procrustes confirmaram as diferencas morfométricas (p<0,05). A AVC mostrou que as
populacdes de Araioses e principalmente de Jodo Pessoa sdo as mais distantes das
demais. O teste de validacdo cruzada indicou que 69,7% dos individuos foram
classificados de forma correta dentro de cada grupo. A analise de agrupamento UPGMA
mostrou trés grandes grupos, um formado pela populacéo de Jodo Pessoa, outro pelas
populacdes de Granja e Mossoro e outro pelas demais populacdes. Algumas populacdes
proximas geograficamente ndo fazem parte do mesmo grupo, o que pode estar
relacionado as tipificacdes climaticas das localidades. A ADCP indica maior diversidade
morfométrica na populacéo de Araioses e menor diversidade nas populacdes de Granja
e Jodo Pessoa. Pelo teste de Mantel, foi identificada a correlacdo significativa (p<0,01)
entre forma da asa x pluviosidade média anual forma da asa x bioma predominante,
nenhuma correlacdo foi observada para o tamanho. Verificou-se também assimetria
flutuante nas duas popula¢des do Delta do Parnaiba, sendo que os individuos de Cajueiro
da Praia sdo mais assimétricos que os da llha das Canérias, logo, existem estresses
ambientais na regido que podem estar causando a instabilidade do desenvolvimento. A
analise de variancia de Procrustes identificou diferencas significativas entre os habitats e
individuos (p<0,0001). Portanto, ndo foi observado um padrdo morfométrico entre as
populacdes das regides semiaridas e costeiras; a APA do Delta do Parnaiba parece
contribuir para a conservacédo da diversidade de M. subnitida, confirmando a importancia
das unidades de conservacdo para biodiversidade; a assimetria flutuante maior na
populacdo de Cajueiro da Praia pode estar relacionada, principalmente, com o manejo
das colbnias e as atividades antrépicas na regiao.

Palavras-chave: abelha-sem-ferrdo; jandaira; morfometria geométrica; Caatinga; Delta
do Parnaiba.
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ABSTRACT

MOURA, V. G. Population diversity and fluctuating asymmetry of Melipona
subnitida Ducke (Hymenoptera, Apinae) in semiarid and coastal regions of
northeastern Brazil. 2020. 90p. Dissertation (Master/Genetics and Breeding) - UFPI,
Teresina, 2020.

The stingless bee Melipona subnitida, known as jandaira, is typical of the Caatinga and
widely used in the meliponiculture of the Northeast region. Even though it is adapted to
the conditions of the Caatinga, there are several records of this species in coastal regions,
such as the Environmental Protection Area (APA) of the Delta do Parnaiba, where there
are few studies on its diversity. Thus, the aim of this study was to characterize the
population diversity and fluctuating asymmetry of Melipona subnitida in semiarid and
coastal regions of Northeast Brazil, including the Delta of Parnaiba APA. For that, the
geometric morphometrics of the wings was used, being performed the canonical variables
analysis (CVA), cross validation test, analysis of variance for centroid size, discriminant
analysis of principal components (DAPC), Unweighted Pair Group Method using
Arithmetic averages, Mantel test and Procrustes analysis of variance. Geometric
morphometrics showed great diversity within and between populations. The square
distances of Mahalanobis and the distances of Procrustes confirmed the morphometrics
differences (p<0.05). The CVA showed that the populations of Araioses and especially
Jodo Pessoa are the most distant from the others. The cross validation test indicated that
69.7% of the individuals were correctly classified within each group. The UPGMA cluster
analysis showed three major groups, one formed by the population of Jodo Pessoa,
another by the populations of Granja and Mossor6 and another by the other populations.
Some geographically close populations are not part of the same group, which may be
related to the climatic typifications of the localities. DAPC indicates greater morphometric
diversity in the population of Araioses and less diversity in the populations of Granja and
Jodo Pessoa. By the Mantel test, a significant correlation (p <0.01) was identified between
wing shape x average annual rainfall wing shape x predominant biome, no correlation
was observed for size. There was also a fluctuating asymmetry in the two populations of
the Delta do Parnaiba, with individuals from Cajueiro da Praia being more asymmetrical
than those from the Canary Islands, so there are environmental stresses in the region that
may be causing the instability of the development. Procrustes analysis of variance
identified significant differences between habitats and individuals (p<0.0001). Therefore,
a morphometric pattern was not observed among populations in semiarid and coastal
regions; the Delta do Parnaiba APA seems to contribute to the conservation of M.
subnitida diversity, confirming the importance of conservation units for biodiversity; the
greater fluctuating asymmetry in the population of Cajueiro da Praia may be related,
mainly, with colonies management and human activities in the region.

Keywords: stingless bees; jandaira; geometric morphometrics; Caatinga; Delta do
Parnaiba.
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1 INTRODUCAO

As abelhas-sem-ferrdo (Hymenoptera, Apidae) sao insetos eussociais
responsaveis pela polinizacdo da vegetacdo nativa e de varias culturas agricolas de
grande importancia econémica. O seu mel tem propriedades medicinais e organolépticas
gue agregam alto valor comercial, sendo fonte de renda para familias rurais.

Nos ultimos anos, o papel ecolégico destas abelhas tem ganhado énfase devido
as grandes perdas de col6nias causadas pela degradacdo ambiental (FREITAS, 2009).
A mortandade generalizada pode mostrar como o clima estd mudando e o quanto isso
pode prejudicar a manutencédo da biodiversidade vegetal e o equilibrio dos ecossistemas.
Outro fator preocupante € que as abelhas sdo animais mais vulneraveis a extincdo que
outros grupos, uma vez que o sistema de determinacdo sexual € do tipo haplodiploide,
em que as fémeas sao diploides e heterozigotas, enquanto que os machos podem ser
haploides ou diploides homozigotos, entretanto, estes ultimos sdo estéreis. Dessa forma,
em populacdes pequenas, onde ocorre a endogamia, a presenca de machos diploides
pode causar até a morte da col6nia (ZAYED, 2009).

Um problema enfrentado atualmente € a falta de dados sobre a distribuicdo e
abundancia de abelhas-sem-ferrdo, dificultando o desenvolvimento de medidas que
auxiliam na conservacao do grupo. Além disso, a maior parte das pesquisas se restringe
as regioes sul e sudeste do Brasil, se limitando a poucos biomas.

Melipona subnitida Ducke, conhecida como jandaira, € uma das espécies mais
importantes da regido Nordeste, ela é tipica da Caatinga e se destaca pelo facil manejo
e saboroso mel que é comercializado em pequenas propriedades. A espécie adquiriu
estratégias para sobreviver ao variavel regime de chuvas e elevadas temperaturas da
regido, mas pode estar sofrendo com a degradacédo ambiental crescente. Ninhos naturais
dela ja foram encontrados em regifes litoraneas do Nordeste, onde foram constatadas
diferencas genéticas que podem estar relacionadas aos fatores ambientais e climaticos
(BONATTI et al., 2014).

A M. subnitida esta presente na Area de Protecdo Ambiental (APA) do Delta do
Parnaiba, que ocupa parte dos Estados do Maranhéao, Piaui e Ceara. Nao existem dados
sobre a atual diversidade desta espécie na regido, mas se sabe que ela convive ha muito

tempo com os moradores, sendo utilizada na meliponicultura local para a producéo de



17

mel. Dessa forma, € importante conhecer a variabilidade populacional desta abelha na
area de preservacao e avaliar se existem estresses que podem estar influenciando a sua
sobrevivéncia na APA.

Dentre as diversas técnicas utilizadas para estudos populacionais, tem-se a
morfometria geométrica, que é uma das ferramentas utilizadas para acessar a
diversidade genética de abelhas. Ela consiste em uma técnica eficiente na identificacéo
de variagdes morfoldgicas a partir da configuracdo de marcos anatébmicos em estruturas
como asa, corbicula e cabeca (MORAES, 2003). A analise morfogeométrica é muito Util
em estudos evolutivos, podendo mostrar divergéncias entre grupos, identificar
subespécies e tracar rotas de colonizacdo e expansao territorial (HURTADO-BURILLO et
al., 2016; FRANCOY et al., 2016; NOGUEIRA et al., 2019).

A morfometria geométrica permite identificar as variagdes fenotipicas causadas
por fatores bioticos e abitticos por meio da analise de assimetria flutuante. Esta analise
€ uma medida de estabilidade do desenvolvimento e envolve o estudo das variacdes
entre os lados direito e esquerdo de organismos bilaterais (PALMER, 1994).

Diferentes tipos de estresses podem afetar a estabilidade, tais como:
temperatura, escassez de alimento, pesticidas, parasitismo, endocruzamento e a
hibridizacdo (PALMER; STROBECK, 1986). Desta forma, as alteracdes de simetria sdo
bastante utilizadas para o monitoramento ambiental.

Considerando a importancia ecossistémica e econémica das abelhas-sem-ferrao,
este estudo teve o objetivo principal de caracterizar as populacdes de Melipona subnitida
Ducke de cinco Estados do Nordeste, compreendendo areas semiaridas e costeiras, e
avaliar as variacoes fenotipicas das asas em resposta aos estresses ambientais na APA
do Delta do Parnaiba. Para tanto, este trabalho apresenta uma revisao de literatura que
corresponde ao recorte tedérico sobre M. subnitida na Caatinga e na APA do Delta do
Parnaiba e a importancia da morfometria geométrica e analise de assimetria flutuante no
estudo de abelhas, em seguida, sao apresentados dois capitulos no formato de revistas,
as quais serdo submetidos. O capitulo | apresenta a diversidade encontrada em
populacdes de M. subnitida de sete localidades, estando no formato da revista PeerJ, e

o capitulo Il apresenta a assimetria flutuante evidenciada em colénias da Area de



18

Protecdo Ambiental do Delta do Parnaiba, estando no formato da revista Neotropical

Entomology.
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2 REVISAO DE LITERATURA

As abelhas séo insetos da ordem Hymenoptera, familia Apidae, e se destacam por
seu papel na manutencdo da biodiversidade por meio da polinizacdo de espécies
vegetais nativas e agricolas, podendo também atuar na dispersdo de sementes
(MICHENER, 2007; VENTURIERI et al., 2012).

Dentre as diversas espécies de abelhas existentes no mundo, destacam-se as
abelhas-sem-ferrdo (tribo Meliponini), sendo consideradas o grupo mais diversificado.
S&0 eussociais e se caracterizam pela atrofia do ferrédo, comumente utilizado em outras
espécies (p.ex., Apis mellifera) para defesa da colénia (MICHENER, 2007). Entretanto, a
atrofia do ferrdo nao exclui outros comportamentos defensivos, sendo comum utilizarem-
se de mordidas para afastar os possiveis inimigos e evitar saques em seus ninhos
(HRNCIR; KOEDAM; IMPERATRIZ-FONSECA, 2017).

Elas vivem em col6nias perenes, com divisdo de castas e geralmente com uma
Unica rainha. Em geral, seus ninhos sao construidos em troncos ocos de arvores, ninhos
de cupins e formigas abandonados, cavidades no solo, fendas de rochas, cal¢cadas e
paredes ou formam ninhos expostos (NOGUEIRA-NETO, 1997; SIQUEIRA; MARTINES;
NOGUEIRA-FERREIRA, 2007).

As abelhas-sem-ferrdo estdo amplamente distribuidas nas regides tropicais e
subtropicais do mundo. Na regido neotropical, estima-se que existam 33 géneros
exclusivos, correspondendo a 417 espécies classificadas (CAMARGO; PEDRO, 2013).
Cerca de 200 espécies vivem no Brasil, onde sdo responséaveis por 40% a 90% da
polinizacdo das arvores nativas (BALLIVIAN et al., 2008).

A meliponicultura ou criacéo racional de abelhas-sem-ferrdo tem crescido no Brasil
nao s6 devido aos produtos fornecidos por essas abelhas como mel, prépolis e polen,
mas também por causa da sua eficiéncia na polinizacdo de culturas de importancia
econdmica (ROSELINO et al., 2009; NUNES-SILVA et al., 2013; SILVA-NETO et al.,
2019). Além de ser considerada uma atividade de lazer e entretenimento (MAIA et al.,
2015; HRNCIR; KOEDAM; IMPERATRIZ-FONSECA, 2017), é ainda importante para a
conservacdo ambiental (BALLIVIAN et al., 2008; MAIA et al., 2015).
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Quanto ao seu mel, mais de 200 compostos ja foram descritos, entre eles,
vitaminas, aminoacidos e minerais (RAO et al., 2016; JIBRIL; HILMI; MANIVANNAN,
2019). Muitos estudos verificaram propriedades antioxidantes (SILVA et al., 2013; CAN
et al.,, 2015; TUKSITHA et al., 2018; BEZERRA et al., 2018), anti-inflamatérias
(BORSATO et al., 2014; SOUZA et al., 2018; RUIZ; ESCOFFIE; CAMPOS, 2018),
antimicrobianas (TORRES et al., 2018; AKHIR; BAKAR; SANUSI, 2018), entre outras, no
mel e na prépolis.

Embora o mel seja ainda o principal produto comercializado, 0s servigos
ecologicos oferecidos pelas abelhas sdo mais importantes do ponto de vista ambiental.
Entretanto, atividades antrépicas como o desmatamento, a fragmentacdo de habitat, o
uso de agrotoéxicos, a introducdo de espécies exoticas e a coleta predatoria do mel tém
ameacado a diversidade de espécies de abelhas-sem-ferrao (FREITAS et al., 2009).

Neste cenario, existe uma caréncia de estudos sobre as espécies de abelhas-sem-
ferrdo adaptadas as condicdes xerofitas da Caatinga, onde contribuem efetivamente para
a manutencdo desse bioma. Populacbes de Melipona subnitida, um dos meliponineos
mais importantes da regido Nordeste e fonte de renda, especialmente, para comunidades
rurais, estao sofrendo grande declinio devido aos impactos ambientais nos ultimos anos.
Dessa forma, pesquisas que visam a implementacdo de estratégias de manejo e
conservacao dessas abelhas precisam ser realizadas para evitar a perda de variabilidade

genética, isolamento genético e limitacdo do potencial adaptativo.

2.1 Caracterizacdo da Melipona subnitida Ducke

A Melipona subnitida Ducke, conhecida popularmente como jandaira (Figura 2.1),
€ uma espécie tipica da Caatinga, distribuida no Piaui, Bahia, Maranhdo, Ceara, Rio
Grande do Norte, Alagoas, Paraiba, Pernambuco e Sergipe (CAMARGO; PEDRO, 2013).
O primeiro registro da espécie aconteceu no municipio de Alcantara, no Maranhao, com
distribuicdo no semiarido nordestino do Brasil (DUCKE, 1910).

A atividade de voo de M. subnitida depende de varios fatores ambientais como
temperatura, umidade relativa do ar e irradiacéo solar, sendo que as atividades externas

ocorrem principalmente pela manha, entre 5 e 6h, tanto no periodo chuvoso quanto no
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seco, nesse horario, a temperatura esta proxima a 20 °C, umidade acima de 90% e

incidéncia de radiacdo proxima a zero (OLIVEIRA et al., 2012).

Figura 2.1 — Abelha-sem-ferrdo Melipona subnitida. A: M. subnitida na entrada do ninho em colmeia ré&i‘onal;
B: operéaria alimentando a rainha (Foto: Zé Maria Vieira Neto); C: potes de armazenamento de mel da
colmeia; D: células de cria da colmeia (Fotos: Fabia Pereira).

A criacdo de jandaira é de facil manejo e teve um grande impulso a partir da
década de 1960 (BRUENING et al., 2006). O seu mel é de 6tima qualidade e tem alto
valor comercial devido as propriedades organolépticas (cor, sabor e consisténcia) e
medicinais (CAMARA et al., 2004). Assim como no mel, também ja foi encontrado
potencial terapéutico na prépolis, que apresenta atividades antioxidantes e anti-
inflamatorias (SILVA et al., 2013; SOUZA et al., 2018).
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Seu papel polinizador para culturas vegetais foi observado em plantagdes de
pimentdo (Capsicum annuum L.). Verificou-se que a presenca destes insetos levou a
producdo de frutos de maior qualidade, mais pesados, mais largos e com namero maior
de sementes, sendo todas estas caracteristicas desejadas do ponto de vista comercial
(CRUZ et al., 2005; SILVA et al., 2005).

Por muito tempo, a jandaira foi considerada espécie exclusiva da Caatinga, no
entanto, ela pode ser encontrada sob condi¢des naturais em regides litoraneas (REGO;
ALBUQUERQUE, 2006; GOSTINSKI et al., 2016). Porém, a sua presenc¢a no semiarido
nordestino resultou, ao longo de milhares de anos, na evolucao de varias caracteristicas
fisiologicas e comportamentais que a permitem sobreviver as condicbes extremas de
seca e temperaturas elevadas (HRNCIR; KOEDAM; IMPERATRIZ-FONSECA, 2017).

2.2 Melipona subnitida na Caatinga

A Caatinga é predominante na regido Nordeste do Brasil, ocupando
aproximadamente 844 km? do territério nacional (MMA, 2011). E um bioma com
vegetacdo ndo homogénea, sendo comumente classificada como caatinga arborea,
caatinga arbustiva, mata seca ou carrasco, diferenciadas basicamente pela altura das
arvores e aparéncia da vegetacdo nas estacbes secas. As plantas desse bioma
apresentam caracteristicas anatdmicas e fisiolégicas que possibilitam a resisténcia ao
clima seco e as precipitacdes irregulares. O periodo de floracdo e producao de frutos
varia de local para local, dependendo do periodo de chuvas (SENA, 2011).

Estima-se que existam cerca de 200 espécies de abelhas na Caatinga, entre elas,
abelhas solitarias e a Apis mellifera, a espécie predominante (ZANELLA; MARTINS,
2003). Entre as abelhas-sem-ferrdo, a M. subnitida é a maior polinizadora dessa regido.
Elas nidificam naturalmente em cavidades de troncos de arvores nativas da Caatinga,
sendo generalistas na preferéncia floral, mas sdo encontradas frequentemente em
imburana (Commiphora leptophloeos Mart.), catingueira (Caesalpinia bracteosa Tul.) e
em aroeira-preta (Myracrodruon urundeuva Allem.) (CAMARA et al., 2004; BRUENING,
2006).

Como estratégia para sobreviver nesse ambiente, ela coleta o0 maximo possivel de

néctar e pélen durante a estacdo chuvosa, procura arvores com mais flores ou flores com
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mais recursos, principalmente poélen, e estocam grande quantidade de alimento dentro
dos ninhos para serem utilizados na estacdo seca (MAIA-SILVA et al., 2015; HRNCIR et
al., 2019; MAIA-SILVA et al., 2020).

Embora a jandaira e outras espécies de abelhas-sem-ferrdo que sobrevivem na
Caatinga sejam adaptadas a oferta incerta de alimento, o bioma ndo permanece intacto
e o desmatamento da vegetacdo nativa para plantacbes agricolas ou para areas de
pastagens resulta na falta de plantas fornecedoras de recursos, dificultando ou impedindo
a perpetuacao desses polinizadores (HRNCIR; KOEDAM; IMPERATRIZ-FONSECA,
2017).

Existem registros de M. subnitida em &reas litorAneas, como 0s Lencois
Maranhenses e a Area de Protecio Ambiental (APA) do Delta do Parnaiba. Na APA do
Delta do Parnaiba, ndo existem dados cientificos sobre a atual distribuicdo da espécie e
a variabilidade existente, sendo necessarios estudos populacionais para a

implementacéo de estratégias para a conservacao desta abelha.

2.3 Melipona subnitida na Area de Protecdo Ambiental do Delta do Parnaiba

A Area de Protecdo Ambiental (APA) do Delta do Parnaiba foi criada pelo decreto
s/n de 28.08.1996, sendo administrada pelo IBAMA. Ela corresponde a uma unidade de
conservacao que permite o uso racional dos recursos naturais pela populacéo local. A
area ocupa cerca de 313.800 ha, abrangendo municipios do Piaui, Maranhédo e Ceara
(Figura 2.2). E uma importante area da zona costeira brasileira, caracterizado por ser o
unico delta de mar aberto das Américas (SEMAR, 2010).
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Figura 2.2 - Estados e municipios que compdem a Area de Protecéo Ambiental do Delta do

Parnaiba, Nordeste do Brasil.

O delta comeca a ser formado a 30 km do oceano Atlantico, a partir da bifurcacéao

do rio Parnaiba, que divide os Estados do Maranhao e Piaui, originando os rios lgaracu,

Canarias, Caju, Melancieira e Tutoia (LIMA, 2012). E composto por cerca de 75 ilhas,

sendo uma area dinamica, do ponto de vista geomorfoldgico, e de grande biodiversidade
(MATTOS; IRVING, 2003) (Figura 2.3).
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A APA apresenta o complexo vegetacional de zona litordnea, formado por
manguezal, dunas e restingas, onde existe vegetacao pioneira psamofila, subperenifélia
de dunas, perenifélia de mangue, vegetacdo de varzea, vegetacdo estacional de
tabuleiros, estacional secundaria do cerraddo e vegetacdo do delta dos rios Parnaiba-
Longé (CEPRO, 1996).

Na regido do delta, M. subnitida foi encontrada em area de restinga e manguezal.
Restinga € um termo usado para definir uma vegetacao que ocorre em planicie costeira,
estabelecida sobre solos arenosos e instaveis, variando de acordo com a distancia do
mar, devido a salinidade, vento e temperatura (MARTINI et al., 2014). O manguezal
também esta distribuido na faixa litoranea, ocupando regifes de estuario, baias, lagoas
costeiras e deltas, onde ha solos alagados e, geralmente, mistura de aguas dulcicolas e
oceanicas (ALVES; PEREIRA FILHO; PERES, 2001).

Em um estudo na area de restinga do Maranhéo, verificou-se que a jandaira
demonstrou preferéncia pela planta Humiria balsamifera, conhecida como mirim, para
nidificacdo (BARBOSA, 2013). Ja no manguezal localizado no Delta do Parnaiba, o
substrato mais utilizado para o estabelecimento de ninhos € o mangue branco
(Laguncularia racemosa) (REGO et al., 2017). Quanto & obtencdo de néctar e polen, na
regido de restinga do Maranh&o, a M. subnitida prefere espécies das familias botanicas
Fabaceae, Melastomataceae, Myrtaceae e Dilleniaceae (PINTO; ALBUQUERQUE;
REGO, 2014).

As plantas preferenciais da M. subnitida nas regides litoraneas ndo sao
encontradas em outras areas de sua ocorréncia, no sertdo nordestino. Desta forma, a
espécie esta se adaptando a novas condi¢cdes de alimentacdo e nidificacdo. Portanto,
identificar os sitios utilizados pela jandaira para o estabelecimento de ninhos e obtencao
de recursos florais, assim como compreender a influéncia de fatores ambientais e
genéticos sobre a diversidade e distribuicdo desta abelha é muito importante para a sua
conservacao. Na llha das Canarias, regido do Delta do Parnaiba, foi encontrada estrutura
populacional em M. subnitida por meio de marcadores moleculares (SILVA et al., 2014),
indicando a importancia de mais estudos nessa area de protecdo ambiental.

Entre as diferentes ferramentas para acessar a diversidade biologica, esta a

andlise morfométrica. Em um estudo utilizando esta técnica associada a analise
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molecular, foram identificadas diferencas genéticas entre populacdes de jandaira
adaptadas a condi¢des climaticas diversas (BONATTI et al., 2014). Neste ponto, destaca-
se aimportancia dos estudos populacionais para identificar possiveis variaveis adaptadas
aos distintos biomas encontrados na regido. Estas informac¢des atuam, sobremaneira, na

conservacao direta destes insetos, bem como dos ambientes onde estes estéo inseridos.

2.4 Morfometria geométrica e assimetria flutuante

A morfometria pode ser definida como o estudo da forma, do tamanho e do modo
como estas duas variaveis se relacionam. Ao longo dos anos, a maneira de medir as
variagbes mudou bastante. Inicialmente, a morfometria tradicional era amplamente
utilizada, a qual estuda a variacdo e covariacdo de medidas de distancia entre pares de
marcos anatdbmicos homologos, pontos de tangéncia e extremos de estruturas
(MORAES, 2003). Entretanto, este método ndo consegue comparar todas as estruturas
de um organismo, visto que eles sdo multidimensionais. Desta forma, na década de 1980
surgiu a abordagem geométrica, sendo uma técnica mais eficiente por permitir a
guantificacdo da variacao da forma e ainda a visualizacéo grafica das diferencas entre as
variaveis (BOOKSTEIN,1991).

A morfometria geomeétrica pode auxiliar na identificacdo taxonémica, em estudos
de diversidade genética, populacionais e evolutivos, representando uma alternativa
rapida e de baixo custo comparada as técnicas moleculares (FRANCOY; IMPERATRIZ-
FONSECA, 2010). A descricdo morfologica por meio desta técnica pode ser feita pelo
estabelecimento de marcos anatdomicos (landmarks) de referéncia em estruturas
homélogas ou por contornos de estruturas, sendo possivel construir e reconstruir
graficamente diferencas morfologicas, uma vez que utiliza coordenadas cartesianas que
fornecem a posicéo relativa de cada ponto (BOOKSTEIN,1991; MORAES, 2003).

Para a analise, inicialmente € realizada a sobreposicédo de imagens, por meio do
método de Procrustes (Figura 2.4), em que séao retirados os efeitos de tamanho, posicéo
e orientacdo pelo alinhamento dos centroides, gerando uma configuracdo consenso ideal
(KLINGENBERG, 2002).
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Configuragéo original 1 - Escalonamento para o 2. Superposicionamento dos
centroides

g

Figura 2.4 — Sobreposicdo e alinhamento de asas de Drosophila sp. a partir dos marcos anatdmicos
(KLINGENBERG, 2002).

Por meio do redimensionamento para a formacao da configuracdo consenso, sao
gerados residuos de Procrustes, que se referem as variacdes de distancia de cada marco
anatébmico em relacdo a configuracdo consenso. Os residuos formam uma matriz que
deve ser utilizada nas analises de estatistica multivariada para o estudo de populacdes
(ROHFL, 1998).

O padréo de venacéao das asas anteriores de abelhas é muito utilizado nas analises
de morfometria geométrica. Em espécies do género Apis, essa estrutura tem alta
herdabilidade no sentido restrito (h? ~ 1,0), sofrendo pouca influéncia do ambiente, logo,
€ uma técnica adequada para estudos morfologicos (DINIZ-FILHO; BINI, 1994).

Por meio da morfometria geométrica foi constatada estruturacdo populacional em
M. mandacaia da regido semiarida da Bahia, o que pode ser devido a restricdo de fluxo
génico causada pela fragmentacdo de habitat (PRADO-SILVA et al.,, 2016). Esta
ferramenta foi eficiente na diferenciacdo de grupos de Scaura Schwarz, um género
Neotropical comum no Brasil, indicando divergéncias morfométricas entre popula¢des da
Mata Atlantica e da Floresta Amazénica (NOGUEIRA et al., 2019). A morfometria
geométrica também pode ser utilizada para avaliar o efeito da paisagem na forma e no
tamanho da asa das abelhas. No estudo de Souza et al. (2018), foi possivel verificar a

influéncia das condi¢cdes ambientais no padrdo morfométrico intrassexual da abelha
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solitaria Centris tarsata. Em espécies de Euglossini, foram verificadas divergéncias
morfométricas entre abelhas coletadas em areas florestais com influéncia antropica e em
uma area de sistema agroflorestal da Bahia (RIBEIRO et al., 2019).

De modo geral, as abelhas-sem-ferrdo sdo muito sensiveis as perturbacdes
ambientais e consequentes alteracdes climaticas, sendo necessaria a aplicacdo de
analises precisas para descrever a variacao fenotipica causada pelo ambiente. Desta
forma, € comum utilizar a assimetria flutuante (AF) para essa finalidade.

A AF corresponde a variacdo morfologica individual entre os lados direito e
esquerdo de um organismo bilateral, sendo causada, principalmente, por fatores
ambientais (PALMER; STROBECK, 1986; KLINGENBERG, 2015). Ela pode indicar
instabilidade durante o desenvolvimento de um organismo devido as condicbes de
estresses.

Os estresses que podem afetar a estabilidade estdo classificados em duas
categorias, estresses ambientais ou extrinsecos e estresses genéticos ou intrinsecos.
Entre 0os estresses ambientais, estdo 0s extremos de temperatura, a escassez de
alimento, a poluicdo, o uso de pesticidas e o0 parasitismo. Entre 0s estresses genéticos,
estdo o endocruzamento, a hibridizacdo, genes deletérios e anomalias cromossémicas
(PALMER; STROBECK, 1986).

Se as caracteristicas bilaterais de um individuo sdo codificadas pelo mesmo
genoma e elas estdo sob as mesmas condicdbes ambientais, espera-se que as
perturbacdes aleatdrias tenham efeitos diferentes sobre os lados direito e esquerdo,
levando a assimetria (DONGEN, 2006).

Outras diferencas de simetria também podem ser encontradas em estruturas
bilaterais, as mais conhecidas sdo a assimetria direcional e a antissimetria, que surgem
a partir de um desenvolvimento normal do organismo. A assimetria direcional se refere a
tendéncia de um mesmo lado ser maior na maioria dos individuos de uma populacéo, por
exemplo, padrées no desenvolvimento de conchas de alguns gastropodes; a
antissimetria também apresenta diferencas entre os lados, no entanto, a variacdo €
aleatdria, sem uma tendéncia, por exemplo, as quelas de alguns crustaceos (PALMER,
1994).
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Portanto, a AF é o indicador mais sensivel para estimar estresses durante o
desenvolvimento de um individuo. Ela tem sido eficiente para verificar as mudancas
ontogenéticas em abelhas relacionadas a diferentes condi¢des ambientais, como a
criagcao em caixas e corticos (LIMA et al., 2016), antropizagdo (BANASZAK-CIBICKA et
al., 2017) e o uso de pesticidas (PRADO-SILVA et al., 2018). Quando uma populagéao
apresenta valores elevados de AF, significa que os individuos tém dificuldade em manter
o desenvolvimento preciso, resultando em efeitos negativos sobre a populag&o ao longo
do tempo (MARKOW, 1995).
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Resumo

Contexto: Melipona subnitida ¢ uma das espécies que compde o grupo das abelha-sem-ferrao,
com ampla distribui¢do na regido Nordeste do Brasil. Ela ¢ tipica da Caatinga (the Brazilian dry
area), sendo, mais recentemente, descrita na regido costeira da Area de Protecdo Ambiental
(APA) do Delta do Parnaiba, onde ¢ muito importante para a meliponicultura local. Ha relatos de
que estas abelhas ocupam a APA ha anos, no entanto, apenas ha pouco tempo sua distribuicao
cientifica foi registrada para esta regido. Desta forma, objetivou-se caracterizar, com base em
caracteres morfogeométricos, a diversidade em populagdes de Melipona subnitida que ocupam
areas litoraneas, comparando as informacdes com as de populacdes oriundas das regides
semiaridas.

Meétodos: 320 abelhas operarias de 55 colonias foram coletadas de meliponarios de sete
localidades: Granja-CE, Apuiarés-CE, Mossord-RN, Sao Paulo do Potengi-RN e Jodo Pessoa-PB,
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correspondendo a regido semidrida, e Ilha das Canarias (Araioses-MA) e Cajueiro da Praia-PI,
representando a regido litoranea. Realizou-se analise de varidveis candnicas (CVA), teste de
validagdo cruzada, andlise de variancia do tamanho do centroide (ANOVA one-way), em que o
tamanho do centroide foi utilizado como medida do tamanho da asa, teste de Tukey, analise
discriminante de componentes principais (DAPC), método hierarquico de ligagdo média entre
grupos (UPGMA) e teste de Mantel para correlagdo entre forma, tamanho da asa, distancia
geografica, altitude, temperatura média anual, pluviosidade média anual e biomas predominantes
em cada regido.

Resultados: foi encontrada diversidade morfométrica nas sete localidades estudadas, entretanto,
nao foi observado um padrao morfolégico distinto entre as areas semiaridas e litoraneas. A CVA
mostrou que as populagdes de Araioses e Jodo Pessoa (localizadas nos extremos da area
amostrada) sdo as mais divergentes quando comparadas as demais. A ANOV A evidenciou que
existem diferencas significativas entre os tamanhos dos individuos (p<0,05), sendo que os
individuos de Araioses sao os maiores, enquanto que em Granja estao os menores. A DAPC
evidenciou que a maior diversidade foi encontrada na populacdo em Araioses, regiao da APA do
Delta do Parnaiba. Pelo agrupamento UPGMA, observa-se trés grupos, o primeiro formado pela
populacao de Jodao Pessoa, o segundo pelas populagdes de Granja e Mossoro e o terceiro pelas
demais populagdes. O teste de Mantel foi significativo (p<0,01) para a correlagdo da forma da asa
x pluviosidade média anual e forma da asa x bioma predominante.

Discussio: Jodo Pessoa ¢ a localidade com pluviosidade e bioma predominante mais
diferenciados das demais, o que explica a sua diferenciagdo. A maior diversidade encontrada na
populacao de Araioses pode estar relacionada a disponibilidade de recursos florais o ano inteiro
na regido e auséncia de barreiras de fluxo génico, ja que a Ilha ¢ muito proxima ao continente.
Portanto, a fitofisionomia local pode ser um fator decisivo para a diversidade morfométrica entre
as populacdes, como indicado pelo teste de Mantel. Esse resultado confirma a importancia das
unidades de conservagdo para a manutencao da biodiversidade. A pluviosidade pode influenciar a
diversidade porque esta diretamente associada a floragao, contribuindo para a maior
disponibilidade de recursos alimentares. Dessa forma, os resultados encontrados devem ser
considerados para o estabelecimento de programas de conservacao da espécie e dos biomas onde
ela esta presente.

Introducéo

As abelhas-sem-ferrdo (Hymenoptera: Apidae) sdo insetos eussociais que compdem o grupo dos
meliponineos. A cria¢do racional dessas abelhas, chamada de meliponicultura, ¢ frequente nas
regides Norte e Nordeste do Brasil, principalmente devido a importancia econdmica e social,
gerando renda para familias rurais por meio da venda de produtos e subprodutos como o mel, a
propolis e o polen, que além de serem utilizados na alimentacao, apresentam potencial na
industria farmacéutica e de cosméticos. Nos ultimos anos, a capacidade de polinizagdo das
abelhas tem se destacado na agricultura. Estima-se que cerca de 75% das espécies vegetais
cultivadas pelo homem sdo polinizadas por abelhas (Marques et al., 2015). No entanto, o papel
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ecologico desempenhado pelas abelhas-sem-ferrao supera seus beneficios econdmicos, uma vez
que elas atuam na manutengao e reconstituicao de florestas nativas.

A espécie Melipona subnitida Ducke, conhecida como jandaira, ¢ endémica da regido Nordeste
do Brasil e tipica da Caatinga (the Brazilian dry area) (Souza et al., 2018). Ela tem grande
potencial para a meliponicultura por ter ficil manejo e ser generalista na preferéncia floral, além
de produzir mel de 6tima qualidade e com propriedades medicinais (Silva et al., 2013).

A Caatinga apresenta clima semidrido, sendo a fauna e a flora adaptadas aos periodos de seca. O
bioma ¢ rico em biodiversidade e tem grande potencial econdmico, amparando atividades
agrosilvopastoris e industriais nos ramos farmacéutico, de cosméticos e alimentar. Apesar da
importancia, a Caatinga sofre com o desmatamento acelerado, exploracdo madeireira ilegal e
insustentavel e ocupacao de areas para a agricultura e pastagens (Vendruscolo et al., 2017).
Estima-se que 45% do semiarido esteja degradado (/NPE, 2015). Dessa forma, a meliponicultura
pode ser uma atividade util para a restauracao florestal da Caatinga. Por ser tipica da regido, M.
subnitida ¢ uma das espécies mais indicadas para a criacao sustentavel.

Mais recentemente foi cientificamente registrada a presenca de M. subnitida na Area de Protegio
Ambiental (APA) do Delta do Parnaiba, que ocupa os estados do Piaui, Maranhao e Ceara (Régo
et al., 2017). Nao se sabe como nem quando essas abelhas chegaram na regido, mas elas sao
conhecidas entre os nativos € conseguem construir ninhos em biomas litoraneos como os
manguezais e restingas, que apresentam clima e vegetacao diferentes do sertdao nordestino. Nesta
area, a espécie ¢ utilizada na meliponicultura local para obtengao de mel. Existem poucos dados
sobre a diversidade e distribuicdo de M. subnitida na APA do Delta do Parnaiba (Silva et al.,
2014), o que torna importante o delineamento de estudos que contribuam para a identificagao da
variabilidade genética e do potencial adaptativo desta espécie na regido, tornando possivel o
monitoramento e a implementagao de planos de manejo para a sua conservagao.

Dentre as distintas ferramentas para avaliar a diversidade biologica, a morfometria geométrica ¢
uma das técnicas mais utilizadas. Atualmente, ela tem aplicagao em estudos ecologicos e
evolutivos, podendo ser aplicada na identificagdo de estrutura populacional, migracao e fluxo
génico (Klingenberg, 2010). A caracterizacdo morfométrica permite identificar diferencgas entre
grupos de abelhas a partir de variagdes na forma de estruturas como cabega, corbicula e asas. O
padrao de venacao das asas ¢ bastante utilizado nessa técnica porque apresenta alta herdabilidade
no sentido restrito (Diniz-Filho & Bini, 1994). Varios estudos identificaram variagdes
morfométricas em asas de populagdes de M. subnitida do Nordeste brasileiro, obtendo-se
evidéncias de plasticidade fenotipica frente as variagdes de clima, temperatura, vegetacao e
manejo (Lima et al., 2014; Lima et al., 2016; Souza et al., 2018).

Portanto, considerando a distribui¢do original da espécie M. subnitida no Semiarido e sua
ocorréncia na APA do Delta do Parnaiba, objetivou-se com a presente pesquisa avaliar a
diversidade populacional e a sua correlagdo com a distdncia geografica, altitude, temperatura
média anual, pluviosidade média anual e biomas predominantes entre os pontos de coleta da
espécie.



40

Material e métodos

Amostragem

Foram coletadas 320 abelhas operarias de 55 colonias de M. subnitida, sendo aproximadamente 6
espécimes por colonia (Tabela 1). As amostras sao provenientes de melipondrios de diferentes
estados do Nordeste e da APA do Delta do Parnaiba (Figura 1). Na APA do Delta do Parnaiba,
foram coletadas amostras no municipio de Cajueiro da Praia (PI) e na Ilha das Canarias, em
Araioses (MA). No Ceard, foram coletadas amostras dos municipios de Apuiarés e Granja; no
Rio Grande do Norte, dos municipios de Mossor6 e Sdo Paulo do Potengi; na Paraiba, de Joao
Pessoa. As abelhas foram devidamente identificadas e conservadas em alcool etilico (95-100%).
As amostras foram mantidas a -20°C no laboratério de Biologia Molecular da Embrapa Meio-
Norte e analisadas no laboratério de entomologia da instituigao.

Tabela 1 — Amostragem, informacgdes geograficas e climaticas dos municipios de coleta de
operarias de Melipona subnitida na regido Nordeste, Brasil.

Temperatura  Pluviosidade

L Numerode  NUmero de Coordenadas . . 4 -
Estado Municipio individuos colonias geograficas Altitude medlg anual média anual
(°C) (mm)
. 02° 44'42,4" S;
MA Araioses 72 12 41° 59' 04.1" W 10m 27,4 1338
Cajueiro da Praia 02°56'30” S;
Pl 47 8 10m 27,6 1067
41°21' 00" W
03°07' 22" S;
Granja 48 8 10m 27,9 1064
40050 03" W
CE
03°57'05" S;
Apuiarés 39 8 61m 26,4 790
390 25' 59" W
05°11'17" S;
Mossor6 48 8 16m 28 750
37°20'39" W
RN x
Sac;) Paulo_ do 05053 44" S:
otengi 42 7 85m 25,5 613
35°45' 29" W
07°06'54" S;
PB Jodo Pessoa 24 4 47Tm 25,2 1888
34°51' 47" W

TOTAL 320 55
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Figura 1 — Locais de coleta de operarias de Melipona subnitida na regido Nordeste do Brasil. A
Area de Protecdo Ambiental do Delta do Parnaiba compreende a area entre os municipios de
Araioses e Cajueiro da Praia, sendo Araioses a regido mais preservada ecologicamente.

Caracterizacao das areas amostradas

Nos municipios de Cajueiro da Praia — PI e Araioses — MA, que compdem o Delta do Parnaiba,
Granja — CE e Mossor6 — RN, predomina o clima tropical com inverno seco (Aw), onde ha
estacao chuvosa no verao e seca no inverno. A temperatura anual média na estagdo mais fria ¢
superior a 18°C, a pluviosidade anual € superior a 750 mm e inferior a 1800 mm. Em relacdo aos
biomas, em Cajueiro da Praia, Granja e Mossor6 predomina a Caatinga. Em Araioses existe uma
grande diversidade de biomas, predominando a Caatinga e o Cerrado.

De acordo com a classifica¢do climatica de Kdppen, os municipios de Apuiarés-CE e Sdo Paulo
do Potengi — RN apresentam o clima semidrido quente (BSh), caracterizado pela escassez e
distribuicdo irregular de chuvas, temperaturas anuais médias elevadas, em torno de 27°C,
pluviosidade média anual de 750 mm e umidade relativa geralmente baixa. Nesses municipios,
predomina o bioma Caatinga.

No municipio de Jodo Pessoa — PB, predomina o clima do tipo Am (Clima tropical imido ou de
mongao), segundo a classificacdo de Koppen. Ele representa uma transi¢do do tipo climatico Aw
e Af (clima tropical imido ou equatorial), onde a temperatura anual média na estacdo mais fria
também ¢é superior a 18°C, mas a estag@o seca tem pequena duragdo, com precipitagdo inferior a
60 mm. Nesse municipio, o bioma Mata Atlantica ¢ predominante.
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Morfometria geométrica das asas

Para a caracterizacdo morfométrica, foi removida a asa anterior direita de abelhas operarias. Para
a obtengdo das imagens, as asas foram distendidas entre lamina e laminula. Ap6s a preparacao
das laminas, as asas foram fotografadas por uma camera digital acoplada a um
estereomicroscopio Nikon SMZ 745T, utilizando o programa Motic Images Plus 2.0 para a
captura das imagens.

As imagens foram organizadas por localidade e processadas pelo software tpsUtil v. 1.74 (Rohlf,
2017a) para a obtengdo de arquivo em TPS. Em seguida, foi realizada a calibracdo e a inser¢ao
dos marcos anatomicos nas posigdes de interse¢do das nervuras por meio do programa tpsDig v.
2.31 (Rohlf, 2017b) (Figura 2). Foram geradas matrizes de coordenadas cartesianas para a analise
morfométrica, as quais foram salvas dentro dos arquivos TPS previamente criados.

Figura 2 — Marcos anatomicos da asa anterior direita de operaria de Melipona subnitida para andlise
de morfometria geométrica.

As informagdes foram processadas pelo método de Sobreposi¢dao de Procrustes através dos
quadrados minimos. A matriz de covariancia foi obtida pelo software MorpholJ v.1.03
(Klingenberg, 2011). A obtencdo da configura¢do consenso dos 10 marcos anatdmicos permitiu
verificar os residuos de Procrustes, indicando a forma como os marcos anatdmicos variaram nas
asas (Material suplementar, Figura S1). Por meio do software PAST v. 3.18 (Hammer, Harper &
Ryan, 2001) foi realizada a analise de varidveis canonicas (CVA). A CVA foi realizada por
combinagdes lineares, sendo elas importantes para avaliar a correlacdo entre grupos e as
diferengas entre eles. A partir das varidveis candnicas foram obtidas as grades de deformacao,
que apresentam as variagdes na forma das asas que ocorrem em todos os eixos (Material
suplementar, Figuras S2 e S3). Também foram utilizadas as distancias de Procrustes e
Mabhalanobis para avaliar a similaridade da forma da asa entre as localidades. Em seguida, foi
realizado o teste de validagao cruzada no Morphol para verificar a classificacdo dos individuos
em suas localidades de origem e a precisdo dos dados.
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Os dados do tamanho do centroide, exportados a partir do MorpholJ, foram utilizados como uma
medida de tamanho da asa, sendo submetidos a uma ANOV A one-way e ao teste de Tukey no
PAST. Em seguida, foi produzido um gréafico boxplot também no PAST para comparar os
tamanhos entre as localidades. Ressalta-se que o tamanho do centroide ¢ a raiz quadrada do
somatorio dos quadrados das distancias entre cada ponto de referéncia (marco anatdomico) e o
centroide.

Foram também analisados agrupamentos entre as populagdes por meio da analise discriminante
de componentes principais (DAPC), utilizando o pacote adegenet (Jombart et al., 2008) do
programa R v. 3.6.1 (R Core Team, 2019), a qual descreve o nimero mais provavel de grupos
entre os espécimes avaliados, otimizando a variagdo entre os grupos formados e minimizando a
variacao dentro deles. A andlise foi realizada a partir das coordenadas de Procrustes, onde o
numero mais provavel de grupos foi definido a partir da fungdo “find.clusters”, usando o método
k-means com solugdes estimadas a partir do Critério de Informacao Bayesiana (BIC). Em
seguida, a funcdo “dapc” foi utilizada para a realizagdo de uma analise de componentes
principais, utilizando todos os componentes que explicaram pelo menos 85% da variancia dos
dados com o nimero de eigenvalues definidos a partir da fun¢do discriminante. Os resultados
obtidos foram apresentados em um grafico do tipo compoplot, com cada barra mostrada
representando a probabilidade de uma coldnia pertencer a um determinado grupo.

As distancias euclidianas para varia¢ao da forma, calculadas entre as localidades, foram
utilizadas para a analise de agrupamento Unweighted Pair Group Method using Arithmetic
averages (UPGMA) no programa PAST, de modo a avaliar as distancias entre os grupos.

Foi aplicado o teste de Mantel para avaliar as correlagdes entre as matrizes de distancia
morfoldgica, tamanho da asa, distancia geografica, altitude, temperatura média anual,
pluviosidade média anual e biomas predominantes em cada regido, utilizando-se o pacote ade4
(Dray & Dufour, 2007) do programa R com 50.000 permutacdes. Para a construgdo da matriz dos
biomas predominantes, foi estabelecido um niimero para cada tipo de bioma (Caatinga: 1,
Caatinga/Cerrado: 2 e Mata Atlantica: 3), em seguida foi gerada uma matriz de distancia
euclidiana no PAST. Esta matriz foi utilizada no teste de Mantel.

Resultados

Toda a variagdo da forma da asa pode ser explicada com seis eixos da CVA. Nesta abordagem,
72,2% da variagdo foi explicada nos dois primeiros eixos (Material suplementar, Tabela 1). No
gréafico de dispersdo gerado (Figura 3), observa-se que a amostra de Jodo Pessoa foi a mais
divergente das demais, apresentando-se isolada nos lados positivos das VC1 e VC2. As amostras
da APA (Araioses e Cajueiro da Praia) apresentaram-se proximas. Todas as colonias de Araioses
e a maior parte de Cajueiro da Praia estdao no lado positivo do eixo 2. As colonias de Granja estao
muito proximas as de Mossord, com concentracao de colonias no lado positivo da VCI e lado
negativo da VC2. Sao Paulo do Potengi e Apuiarés estdo, também, muito proximas a Cajueiro da
Praia, entretanto, Sdo Paulo do Potengi est4d predominantemente no lado positivo da VC2,
enquanto que Apuiarés estd do lado negativo do mesmo eixo. Pelas grades de deformacdo,
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observa-se no eixo positivo da VCI a redugdo da célula 1* medial, promovida pelos pontos 2 e 3,
e o aumento da 2% cubital por meio dos pontos 1, 8, 9 e 10. No eixo positivo da VC2, observa-se o
aumento da célula 1* medial promovido pelos pontos 3, 6, 7 ¢ 8, e a redugdo da 2* cubital pelos
pontos 1, 2, 9 ¢ 10.

® Araioses-MA
Cajueiro da Praia-Pl
Granja-CE

Apuiarés-CE
Mossord-RN
S&o Paulo do Potengi-RN
m Jodo Pessoa-PB
40
®
3
]
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448 -32 -16 14 32 438 64 80

Variave| canonica 2

Variavel cancnica 1

Figura 3 — Dispersao gréafica das amostras de Melipona subnitida obtida a partir das analises de
variaveis canbnicas dos 10 marcos anatdmicos nos pontos de intersecdo das nervuras das asas de
Melipona subnitida. Em volta do plano cartesiano, encontra-se as modificacfes da forma mostradas
a partir da forma bioldgica (outline representada pela cor azul claro). Os marcos anatdmicos sao
representados pelos pontos numerados.

O teste de validagao cruzada apresentou uma taxa de acerto de 69,7%, sendo que todas as
colonias de Jodo Pessoa foram classificadas dentro da localidade de origem quando comparadas
as colonias de Apuiarés, Granja e Sao Paulo do Potengi.

De acordo com a ANOVA, ha diferengas significativas (p<0,0001) no tamanho da asa das
colonias de M. subnitida amostradas. No grafico boxplot (Figura 4), observa-se que os individuos
de Araioses apresentam asas maiores, enquanto que os individuos de Granja sdo os menores. De
acordo com o teste de Tukey, os tamanhos das asas dos individuos de Araioses diferem
estatisticamente de Granja, Apuiarés e Mossord (p<0,01), e os de Granja sdo estatisticamente
diferentes das colonias de Cajueiro da Praia, Mossoro, Sdo Paulo do Potengi e Jodo Pessoa
(»<0,05).
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Figura 4 — Boxplot e teste de Tukey para tamanho do centroide de Melipona subnitida. As linhas
horizontais representam as medianas e as verticais informam os intervalos de variacdo. Pelo teste
de Tukey, letras iguais nao diferem estatisticamente entre si.

As distancias quadradas de Mahalanobis obtidas pela CV A revelam que as populagdes
apresentam distancias morfométricas significativas (p<0,05) (Tabela 2), enquanto que de acordo
com as distancias de Procrustes, ndo ha diferencas significativas (p>0,05) entre as populagdes de
Apuiarés e Cajueiro da Praia e Mossoro e Cajueiro da Praia, Apuiarés e Sao Paulo do Potengi.
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Tabela 2 - Distancias de Procrustes (diagonal superior da matriz) e distancias de Mahalanobis (diagonal inferior da matriz) obtidas a
partir da analise de variaveis canénicas entre amostras de sete localidades de Melipona subnitida. ARA — MA: Araioses-MA; CPR — PI:
Cajueiro da Praia-Pl; GRA — CE: Granja-CE; APU — CE: Apuiarés-CE; MOS — RN: Mossor6-RN; SPP — RN: Sao Paulo do Potengi-
RN; JPE — PB: Jodo Pessoa-PB. ** (p<0,0001); * (p<0,05); ns (p>0,05). 10.000 permutagdes.

ARA - MA CPR - PI GRA - CE APU - CE MOS - RN SPP - RN JPE - PB
ARA - MA  0,0000 0,0127* 0,0174** 0,0139* 0,0161* 0,0188* 0,0161*
CPR - PI 3,7775** 0,0000 0,0131* 0,0095" 0,0093"s 0,0109* 0,0185*
GRA-CE 5,3163** 4,5685** 0,0000 0,0151* 0,0114* 0,0165* 0,0157**
APU-CE  4,8471* 4,5685** 5,2713** 0,0000 0,0102" 0,0133* 0,0206*
MOS - RN 4,2152* 3,6258** 2,891* 4,6309** 0,0000 0,0103"s 0,0169*
SPP -RN  3,8409** 3,6803** 5,3174** 4,5798** 4,3308** 0,0000 0,0181*
JPE - PB 8,2922** 9,3598* 6,7905** 10,0081* 7,2936* 9,3501* 0,0000
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A DAPC mostrou a diversidade dentro e entre as sete localidades, identificando a presenca de
cinco grupos (Figura 5). A populagdo de Araioses, pertencente & APA e local considerado
ecologicamente mais preservado, apresentou a maior diversidade, com representantes de cada um
dos cinco grupos estimados. J& as populagdes de Jodo Pessoa e Granja tiveram as menores
variagdes morfométricas, com a predominancia de apenas dois grupos em cada. Os dois grupos
encontrados em Granja também estdo na populagdo de Mossor6, embora em proporgdes
diferentes. Este resultado corrobora em parte com o encontrado na CVA, a qual mostra a grande
semelhanca entre as duas populacdes.
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Figura 5 — Agrupamento das coldnias de Melipona subnitida pela analise discriminante de
componentes principais (DAPC). Cada cor (N=5) representa um grupo morfoldgico distinto
definido pelo Critério de Informacdo Bayesiano.

Na DAPC, o grupo verde estd concentrado no Delta do Parnaiba. Oito colonias da APA foram
classificadas com esta cor (quatro em Araioses e quatro em Cajueiro da Praia) em comparagdo
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com outras localidades que mostraram apenas duas colonias (uma em Apuiarés € uma em Sao
Paulo do Potengi) apresentando este perfil morfométrico (Figura 5). Embora as populagdes de
Mossord e Sao Paulo do Potengi estejam proximas geograficamente, as duas compartilham
apenas um grupo (representado pela cor azul), da mesma forma que as populagdes do Ceara,
Granja e Apuiarés, que compartilham somente dois grupos (indicados pelas cores roxa e azul).
Na analise de agrupamento realizada a partir das distancias euclidianas (Figura 6), ¢ possivel
observar trés grupos, um formado pela populagido de Jodo Pessoa, o segundo formado pelas
populacdes de Granja e Mossor6 e o terceiro formado pelas demais populagcdes. O coeficiente de
correlagdo cofenética do dendrograma foi de 0,98.
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Figura 6 — Dendrograma evidenciando proximidade morfoldgica entre abelhas de diferentes
municipios gerado pelo método UPGMA entre as sete populacdes de Melipona subnitida.
Coeficiente de correlacdo cofenética = 0,98. ARA — MA: Araioses-MA; CPR — PI: Cajueiro da
Praia-Pl; GRA — CE: Granja-CE; APU — CE: Apuiarés-CE; MOS — RN: Mossor6-RN; SPP — RN:
Séo Paulo do Potengi-RN; JPE — PB: Jodo Pessoa-PB.

Pelo teste de Mantel (Tabela 3), ndo houve correlagdo significativa entre a forma da asa e as
variaveis altitude e temperatura média anual. O mesmo foi observado para a andlise entre a forma
da asa e distancia geografica. Ja para forma da asa x pluviosidade média anual, a correlacdo foi
positiva e significativa (R = 0,72; P-valor = 0,0023), assim como para forma da asa x bioma
predominante (R = 0,76; P-valor = 0,02). Pelo mesmo teste, ndo foi identificada a correlagao
significativa entre tamanho da asa e estas varidveis ambientais.
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Tabela 3 - Teste de dependéncia de Mantel para comparacdo entre matrizes de variacdo
morfométrica (forma e tamanho da asa) de Melipona subnitida e varidveis ambientais.

Variaveis x forma da asa R P-valor
Distancia geografica 0,33 0,0800
Altitude -0,04 0,4900
Temperatura média anual 0,18 0,1700
Pluviosidade média anual 0,72 0,0023
Bioma predominante 0,76 0,0200

Variaveis x tamanho do centroide

Distancia geogréfica -0.16 0.75

Altitude -0.25 0.88

Temperatura média anual -0.26 0.91

Pluviosidade meédia anual -0.31 0.88

Bioma predominante -0,11 0,50
Discusséo

Os dados de morfometria geométrica das asas de M. subnitida apresentaram diversidade entre e
dentro das populagdes amostradas, sendo que nao foi observado um padrao morfolégico
especifico entre populacdes das regides semidrida e litoranea. As variaveis ambientais que se
correlacionaram com a forma da asa foi a pluviosidade média anual e o bioma predominante de
cada regido, enquanto que nenhuma varidvel apresentou correlagao significativa com o tamanho.
A maior diversidade de formas e os maiores tamanhos de asas estdo na regido de Araioses (Ilha
das Candrias), a qual apresenta-se mais preservada ecologicamente, em comparagao as demais
localidades. As variagdes morfométricas encontradas neste estudo podem ser resultados das
diferentes fitofisionomias locais dos ambientes onde a espécie esté distribuida, visto que os
insetos podem ter adaptacdes morfologicas em resposta as variagdes locais de cada paisagem
(Ribeiro et al., 2019; Carneiro et al., 2019). Portanto, a maior diversidade morfométrica de
Araioses pode estar relacionada com a abundéncia de recursos e a meliponicultura pouco
desenvolvida na regido, preservando colonias naturais. A Ilha das Canarias est4d muito proxima ao
continente e € bastante preservada, com recursos florais disponiveis o ano inteiro. Neste local, as
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abelhas tém maior diversidade de plantas para nidificar e coletar néctar, ndo havendo a
necessidade de forragear por longas distancias.

Estudos prévios com marcadores moleculares encontraram estrutura populacional em M.
subnitida da Ilha das Canarias (Silva et al., 2014) em comparagao com amostras do continente,
logo, analises morfométricas em conjunto com analises moleculares precisam ser utilizadas para
monitorar a variabilidade da espécie nesta regido da APA do Delta do Parnaiba.

As populagdes de Jodo Pessoa e Granja apresentaram a menor diversidade morfoldgica, sendo
que as colonias de Jodo Pessoa ficaram isoladas nas analises de agrupamento. Das localidades
amostradas, Jodo Pessoa ¢ a tinica com o bioma Mata Atlantica predominante, esta localidade
também tem os maiores indices pluviométricos, com a média anual de 1888 mm, e de acordo
com o teste de Mantel, esses fatores estdo correlacionados com as variagdes na forma das asas,
logo, podem ser responsaveis pelas diferencas morfoldgicas entre as populacdes. Em Granja,
este resultado ndo era esperado, uma vez que a meliponicultura € bastante desenvolvida no
Estado do Ceara (Carvalho et al., 2017), apresentando comércio de ninhos que, potencialmente,
pode aumentar a variabilidade devido a mistura genética entre abelhas introduzidas e abelhas
locais. Entretanto, para que o efeito de aumento de diversidade seja observado, ¢ importante que
as regides de trocas facam parte da ocorréncia natural da espécie e tenham condigdes ambientais
similares para ndo ocorrer o efeito contrario (Jaffé et al., 2016). Aparentemente, ndo ha um
critério especifico para o intercambio de colonias e os resultados aqui apresentados podem
sugerir que os criadores devem avaliar os custos e beneficios do transporte de colmeias para
contribuir para a conservagao das abelhas.

O grupo formado pelas populagdes de Granja e Mossoro na analise de grupamento pode
representar a presenga de adaptacdes dessas abelhas ao clima predominante nas regides, do tipo
Aw, levando ao perfil morfologico semelhante, mesmo estando distantes geograficamente. Esse
efeito do clima sobre a diversidade morfométrica de M. subnitida foi observado por Lima et al.
(2014) e também em subespécies de Apis mellifera de uma regiao europeia (Coroian et al.,
2014). A temperatura e a umidade sdo fatores preponderantes e que podem moldar o desempenho
das colonias de abelhas, principalmente porque interferem no desenvolvimento das plantas e na
floragdo, além de fazerem com que as abelhas controlem a temperatura do ninho e do corpo,
alterando a dindmica populacional (Endorgan, 2019). No presente trabalho ndo foi observada a
correlagdo com a variavel temperatura. No entanto, a variacao de temperatura média entre as
localidades foi baixa (~2°C), causando baixo impacto seletivo entre as localidades. Porém, a
ampla variacao pluviométrica entre os municipios mostrou ser um fator que influencia a
variabilidade morfologica, com alta significancia (P<0.01) apresentada no teste de Mantel.
Embora alguns estudos comprovem que as asas das abelhas e de insetos em geral sdo
hidrofobicas, facilitando o voo até sob orvalho (Watson, Watson & Cribb, 2017; Liang, Zhao &
Yan, 2017), a pluviosidade pode interferir na atividade de forrageamento das abelhas. A
precipitagdo pluviométrica elevada pode causar a interrupg¢ao ou a diminuic¢do da atividade
externa a colonia, alterando, consequentemente, a dinamica populacional (Keppner & Jarau,
2016). Por outro lado, a precipitagdo torna as florestas mais densas e ricas em recursos
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nutricionais, por isso, de forma geral, regides umidas proporcionam clima favoravel as abelhas
(El-Niweiri & Moritz, 2011).

A aproximacao morfométrica entre as populagdes de Sdo Paulo do Potengi, Apuiarés e as
populagoes do Delta do Parnaiba (Cajueiro da Praia e Araioses) pode ser influenciada pela
vegetacdo semelhante entre essas areas. O teste de Mantel mostrou a correlacdo significativa
entre forma da asa e bioma predominante em cada regido. Em Sao Paulo do Potengi e em
Apuiarés predomina a Caatinga, na APA a flora ¢ muito diversa, sendo constituida por espécies
da Caatinga, Cerrado, restingas e manguezais (MMA, 2002), inclusive, Cajueiro da Praia
corresponde a uma 4rea de transi¢do entre Caatinga e Cerrado, sendo a Caatinga predominante
(Santos-Filho et al., 2016). De modo geral, as abelhas-sem-ferrdo dependem muito da
composic¢ao floristica da regido onde suas colonias estdo estabelecidas, pois elas tém alimentacao
muito restrita quando comparadas as abelhas Apis. E a morfometria geométrica ja provou ser
eficaz ao diferenciar populagdes de biomas diferentes. No género Scaura, essa técnica conseguiu
distinguir populagdes da Floresta Amazonica e da Floresta Atlantica, auxiliando na identificacdo
taxonomica de varias espécies (Nogueira et al., 2019).

Em meliponas, alguns estudos, assim como este, ndo encontraram correlagdo entre altitude x
forma da asa (Lima et al., 2014; Prado-Silva et al., 2016) nem isolamento por distancia (Kraus,
Weinhold & Moritz, 2008; Miranda et al., 2017). Embora seja 6bvia a relacao entre grandes
distancias geograficas e maior divergéncia genética em abelhas devido ao isolamento reprodutivo
(Bonatti et al., 2014; Lima et al., 2014), o comércio e o transporte de ninhos podem diminuir os
efeitos do isolamento por distancia por meio do fluxo génico.

Portanto, ¢ importante reconhecer os recursos alimentares e os principais pontos de nidificacao
utilizados pela M. subnitida na Caatinga e na APA do Delta do Parnaiba, assim preservar as areas
remanescentes. A maior diversidade encontrada na populagao da APA confirma a importancia
das unidades de conservagao para a manuten¢ao da biodiversidade, garantindo a sintonia entre a
conservagao da natureza e o uso sustentavel dos recursos naturais pelas comunidades que vivem
nessas areas protegidas.

Os meliponicultores tém papel fundamental para a conservacao da vegetagao nativa, pois a
criacao de abelhas-sem-ferrdao pode auxiliar quando feita de forma criteriosa. O estabelecimento
de caixas proximas as areas fragmentadas pode contribuir para a restauracao florestal, além disso,
esta atividade pode reduzir o extrativismo do mel de colonias da natureza (Zanella & Martins,
2003). Sendo assim, quando a meliponicultura ¢ realizada de forma sustentdvel, tanto a fauna
quanto a vegetacdo nativa podem ser beneficiadas do ponto de vista da conservagao.

Um bom plano de manejo para M. subnitida teria que considerar a distribui¢do original da
espécie, 0 mapeamento de populagdes remanescentes, os fatores que colocam a espécie em risco
e a necessidade de incentivar a criagdo racional (Zanella & Martins, 2003). A M. subnitida, que ¢é
referéncia no sertdo nordestino, precisa ser valorizada ndo apenas pelo seu mel, mas também pela
sua importancia na poliniza¢do da vegetagdo nativa, garantindo a manutengdo ecologica regional
de forma significativa.
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Conclusdes

Existe diversidade entre e dentro das populacdes de M. subnitida estudadas. Nao foi encontrado
um padrdo na variacdo morfométrica que seja especifico para regides semiaridas e litoraneas do
Nordeste. A populagdo de Araioses, localizada na APA do Delta do Parnaiba, apresenta a maior
diversidade morfologica, confirmando a importancia das unidades de conservagao. A forma das
asas ¢ mais influenciada pelas varidveis ambientais do que o seu tamanho. Além disso, a
pluviosidade anual média e a vegetacdo predominante estdo correlacionadas com as variagoes da
forma da asa.
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Figura S1 — Residuos de Procrustes dos 10 marcos anatdmicos marcados nos pontos de intersecao
das nervuras das asas anteriores direita de operarias de Melipona subnitida. Os pontos azuis

correspondem a média dos residuos de Procrustes e 0s pretos representam os residuos.
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Figura S2 — Grades de deformacéao para varidveis candnicas obtidas a partir de marcos anatdmicos
da asa de sete populacbes de Melipona subnitida. A: forma para variavel candnica 1 (CV1), lado
positivo. B: Modificacdo da forma mostrada a partir da forma bioldgica (outline representada pela
cor azul claro). Os marcos anatdmicos sao representados pelos pontos numerados.
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Figura S3 - Grades de deformacéo para variaveis candnicas obtidas a partir de marcos anatdmicos
da asa de sete populagdes de Melipona subnitida. A: forma para variavel canonica 2 (CV2), lado
positivo. B: Modificacdo da forma mostrada a partir da forma bioldgica (outline representada pela
cor azul claro). Os marcos anatdmicos sao representados pelos pontos numerados.
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Tabela 1 — Variacdo dos seis eixos das variaveis candnicas obtidas a partir da forma da asa de sete
populacdes de Melipona subnitida.

Variavel candnica Autovalores  Variancia (%) Variancia acumulada (%)

1 6,86259559 50,616 50,616
2 2,93146862 21,621 72,237
3 1,55954335 11,503 83,74
4 1,10209801 8,129 91,869
5 0,56628096 4,177 96,045

6 0,53620218 3,955 100
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(Texto elaborado para submiss&o nos moldes da revista Neotropical Entomology —
Normas no Anexo B da dissertacéo)
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Resumo

A abelha Melipona subnitida Ducke esta distribuida em toda a regido Nordeste do Brasil, mas ha
poucos estudos sobre a sua diversidade na Area de Protecio Ambiental (APA) do Delta do

Parnaiba, uma unidade de conservacdo que permite um certo grau de ocupa¢do humana. Para

medir a qualidade ambiental é bastante utilizada a analise de assimetria flutuante. Ela pode
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indicar instabilidade no desenvolvimento das abelhas causada por estresses ambientais. Neste
contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar a assimetria flutuante das asas em individuos de
Melipona subnitida criados em meliponéarios da APA do Delta do Parnaiba. Foram coletados 246
espécimes, sendo 118 individuos mantidos em troncos na llha das Canarias (Araioses-MA) e 128
mantidos em caixas racionais em Cajueiro da Praia-PI. Foi observado efeito significativo da
ANOVA de Procrustes (p<0,0001) na interacdo individual x lado, indicando que as populacgdes
da llha das Canérias e Cajueiro da Praia apresentam assimetria flutuante para tamanho do
centroide e forma da asa. Por meio das coordenadas de Procrustes, verificou-se que as populagdes
apresentam diferencas significativas (p<0,01), sendo que os individuos da Ilha das Canarias séo
menos assimétricos que os de Cajueiro da Praia. Portanto, estes resultados indicam que as
populacdes sofrem com o estresse ambiental, no entanto, as atividades de criacdo e manejo, assim
como as perturbacdes ambientais provocadas direta ou indiretamente pelo homem em Cajueiro da
Praia podem ser as principais causas de a assimetria flutuante ser maior nos individuos desta
localidade.

Palavras-chave: Meliponini, abelha-sem-ferrdo, jandaira, meliponicultura, morfometria

geométrica, conservacao.

Introducéo

A abelha-sem-ferrdo Melipona subnitida Ducke, conhecida popularmente como jandaira,
ocupa todos os estados do Nordeste brasileiro. A espécie foi descoberta inicialmente em 1910, no
municipio de Alcantara-MA (Ducke 1910), no entanto, todos os registros seguintes foram em areas
de Caatinga, por isso, ela foi considerada por muito tempo exclusiva desse bioma (Zanella &

Martins 2003). Somente ap0s 96 anos, a espécie foi redescoberta em areas litordneas (Régo &
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Albuqguerque 2006). Desde entdo, muitos esforcos estdo sendo realizados para identificar os sitios
de nidificacdo e a diversidade genética das populacdes de M. subnitida nessas areas.

Ha registros de que a espécie estad na Area de Protecdo Ambiental (APA) do Delta do
Parnaiba, no entanto, apenas um estudo foi realizado considerando sua distribuicdo e diversidade
na APA (Silva et al 2014). Esta unidade de conservacdo ocupa os estados do Maranhdo, Piaui e
Ceard, sendo voltada para a protecdo de riquezas naturais, permitindo a utilizacdo racional dos
recursos. Na APA, a M. subnitida j& foi encontrada no municipio de Cajueiro da Praia - Pl e na
Ilha das Canérias, em Araioses — MA. Em ambas as localidades, ela é utilizada na meliponicultura
para geracdo de renda (Fabia de Mello Pereira, comunicagdo pessoal).

Em Cajueiro da Praia, a criacdo de abelhas é bastante comum. Os produtores realizam a
multiplicacdo de coldnias e as mantém em caixas racionais de madeira, utilizando técnicas de
manejo mais sofisticadas. Na Ilha das Canérias, 0 manejo acontece de forma tradicional, as colonias
sdo mantidas e criadas nos troncos de arvores retirados da natureza e ndo passam por divisao
artificial. As atividades na regido séo tipicas da cultura extrativista do mel, bastante comum no
Nordeste, podendo levar a perda de colénias da natureza (Zanella & Martins 2003).

O transporte de col6nias, embora seja importante para o0 aumento da producédo de mel e da
polinizacdo, pode causar consequéncias negativas para a diversidade de abelhas, principalmente
quando a espécie ndo ocorre naturalmente na regido (Jaffé 2018). Esse processo aumenta a
transmissdo de patdgenos para outras populaces (Menezes et al 2009) e pode ser capaz de causar
competicdo entre espécimes nativos e exoticos por espaco e recursos florais (Dupont et al 2003;
Moritz et al 2005). As caixas racionais, quando ndo confeccionadas de maneira adequada, também
levam a impactos negativos nas colbnias. E importante que elas apresentem tamanho e arquitetura

apropriados e que correspondam a biologia da espécie (Venturieri et al 2003).
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O tamanho da &rea e a disponibilidade dos recursos alimentares séo fatores que também
influenciam na variabilidade das abelhas. Populacbes que estdo em areas maiores e mais
conservadas tendem a apresentar uma variabilidade genética favoravel para a sobrevivéncia da
espécie, diferente de populacdes de fragmentos continentais ou regifes insulares que sofrem com
as barreiras geogréficas (Souza et al 2018).

Estudos genéticos e morfométricos ja foram realizados em populacdes de M. subnitida com
a finalidade de identificar as mudancas fenotipicas, seja em decorréncia da sobrevivéncia em ilha
(Souza et al 2018) ou quando criadas e mantidas em caixas racionais e corticos (Lima et al 2016).
A compreensdo de como estas abelhas vém mudando ao longo dos anos e a identificacdo dos fatores
que levam a estas mudancas € de suma importancia para a conservagdo desses polinizadores.

A morfometria geométrica da asa, cabeca, tarso, corbicula, entre outras estruturas das
abelhas, estd sendo muito utilizada para identificar os fatores que levam a variabilidade de forma e
tamanho. Entre as analises morfométricas, esta a assimetria flutuante (AF), uma ferramenta
utilizada em estudos com animais e plantas (Palmer & Strobeck 1986). A assimetria flutuante de
um carater bilateral é representada pelas pequenas diferengas entre os lados direito e esquerdo
devido aos processos aleatorios durante o desenvolvimento da estrutura, sendo muito utilizada para
a avaliacdo das respostas bioldgicas frente as mudancas ambientais. Como o desenvolvimento dos
dois lados é controlado pelos mesmos genes, 0 grau de assimetria indica influéncias bidticas e/ou
abidticas no carater (Klingenberg 2015).

A presenca das diferencas entre os lados pode indicar a instabilidade e plasticidade do
fendtipo, podendo ser correlacionada com a exposicdo ao estresse ambiental, endogamia,
hibridizacdo ou outras condicdes adversas. O uso da morfometria geométrica para o estudo da

assimetria flutuante forneceu novos métodos de abordagem, possibilitando a integracdo de formas



64

a partir dos marcos anatdmicos, o que ndo era permitido com a morfometria tradicional (Palmer &
Strobeck 1986).

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a assimetria flutuante das asas direita
e esquerda em individuos de Melipona subnitida criados em meliponéarios da Ilha das Canarias,
municipio de Araioses-MA, e do municipio de Cajueiro da Praia-Pl, na tentativa de identificar

possiveis estresses adaptativos que ocorrem na APA do Delta do Parnaiba.

Material e métodos
Amostragem

Foram coletados 246 espécimes de M. subnitida de dois meliponarios da APA do Delta do
Parnaiba (Tabela 1 e Fig 1). Sendo 118 individuos mantidos em troncos na Ilha das Canarias, no
municipio de Araioses-MA, e 128 mantidos em caixas racionais de diferentes modelos, em

Cajueiro da Praia-PI. As amostras foram conservadas em alcool 95% e armazenadas a -20°C.

Tabela 1 Amostragem, coordenadas geograficas e altitude dos municipios de coleta de operarias
de Melipona subnitida na Area de Protecdo Ambiental do Delta do Parnaiba, Nordeste do Brasil.

NUmero de NUmero de

Municipio - Estado Coordenadas geograficas  Altitude

individuos colbnias
02°44'42,4" S;
Araioses - MA 118 12 10m
41°59'04,1" W
02°56'30” S;
Cajueiro da Praia — PI 128 13 10m
41°21' 00" W

TOTAL 246 25
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Ilha das Canarias Cajueiro da Praia

Fig 1 Locais de coleta de Melipona subnitida na Area de Protecdo Ambiental

do Delta do Parnaiba, Nordeste do Brasil.
Morfometria geométrica das asas

As asas anteriores direita e esquerda de todas as abelhas operarias foram removidas com
pinca e distendidas entre lamina e laminula para o registro das imagens. As asas foram fotografadas
com camera digital acoplada a estereomicroscopio Nikon SMZ 745T para a assimetria flutuante.
As imagens foram transformadas em arquivos TPS pelo software tpsUtil v. 1.4 (Rohlf 2017a). Em
seguida, foram inseridos 10 marcos anatdmicos por meio do software tpsDig v. 2.31 (Rohlf 2017b)
(Fig 2). As asas esquerdas foram invertidas para ficarem na mesma posic¢éo das asas direitas, de
modo a facilitar a disposi¢do dos marcos. Para identificar o erro de medicdo, todas as amostras

foram marcadas em duplicatas (Palmer 1994).
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Fig 2 Marcos anatdmicos da asa anterior direita de operaria de Melipona
subnitida para anlise de assimetria flutuante.

Utilizando o software MorphoJ v.1.03 (Klingenberg 2011) foi avaliada a variacdo de forma
e de tamanho do centroide por meio da ANOVA de Procrustes. Nesta analise, o tamanho do
centroide e a forma das asas sdo considerados independentes, o lado do corpo como efeito fixo e
os individuos como efeito aleatério. Logo, a variacdo individual correspondeu ao efeito do
individuo e a assimetria ao efeito do lado.

Para identificar o valor de F para os efeitos do lado e dos individuos, foi utilizado como
denominador a interacdo lado x individual. E para a obtencdo do valor de F para lado x individual,
foi utilizada a medida do erro como denominador (Klingenberg & Mcintyre 1998).

A partir desses dados, foi realizada uma nova ANOVA no programa PAST v. 3.18
(Hammer et al 2001) utilizando as distancias de Procrustes para avaliar a ocorréncia e o nivel de
assimetria entre as coldnias localizadas na Ilha das Canérias e as coletadas no municipio de
Cajueiro da Praia. Para verificar qual populacdo € mais assimétrica, foi utilizado o grafico boxplot
produzido também pelo PAST.

Resultados
O efeito da ANOVA significativo (p<0,0001) na interacdo individual x lado indica que as

populacdes da Ilha das Canarias e Cajueiro da Praia apresentam assimetria flutuante para tamanho
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do centroide e forma da asa (Tabelas 2 e 3). A variagdo significativa do lado indica que ha também

assimetria direcional (p<0,0001) nas duas caracteristicas de ambas as localidades.

Tabela 2 Analise de variancia (ANOVA) de Procrustes do tamanho do centroide e da forma da asa
de coldnias de Melipona subnitida de Cajueiro da Praia — PI.

SQ QM GL F P (Param.)
188611,28 1485,13 127 3,06 <0,0001
Tamanho do 1738657,25  1738657,25 1,00 358258  <0,0001
centroide ngjvidual x Lado  61634,16 485,31 127 364,26  <0,0001
341,08 1,332325 256
SQ QM GL F P (Param.)
0,20479265  0,0001007838 2032 5,09 <0,0001
0,01315615  0,0008222593 16 41,49  <0,0001
rorme Individual x Lado ~ 0,04027057  0,0000198182 2032 7,93 <0,0001
0,01023681  0,0000024992 4096

Tabela 3 Analise de variancia (ANOVA) de Procrustes do tamanho do centroide e da forma da asa
de coldnias de Melipona subnitida da Ilha das Canarias.

SQ QM GL F P (Param.)
156661,10 1338,98 117 4,67 <0,0001
Tamanho do 1550709,15  1550709,18 1,00  5411,59  <0,0001
centroide Individual x Lado 33526,75 286,55 117 126,86 <0,0001
533,09 2,26 236
SQ QM GL F P (Param.)
0,170047 0,00009084 1872 5,54 <0,0001
0,013775 0,00086096 16 52,48 <0,0001
Forma
Individual x Lado 0,030712 0,00001641 1872 7,39 <0,0001
0,00838539  0,0000022207 3776
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Comparando as duas populac@es de abelhas, observa-se que os individuos de Cajueiro da
Praia sdo mais assimétricos que os da Ilha das Canérias (Fig 3). As duas populacdes apresentam

diferencas significativas (p<0,01) (Tabela 4).

0,036 1
0,032 4 -1
0,028 4

0,024 4

0,020 4

0,016

0,012 4

Distanciasde Procrustes

0,008

0,004

0,000
llha das Canarias- Cajueiro da
MA Praia-PI

Fig 3 Variacdo de assimetria flutuante entre as populacées de Melipona subnitida da Ilha das
Canarias — MA e Cajueiro da Praia — PI.

Tabela 4 Analise de variancia (ANOVA) da analise de assimetria flutuante de populacdes de
Melipona subnitida comparando amostras dos habitats das Ilha das Canarias — MA com Cajueiro
da Praia — PI.

Efeito SQ QM GL F P (Param.)
Habitat 0,0001583 0,0001583 1 9,413 <0,01
Individuos 0,0041028 1,68146E-05 244
Discussao

A assimetria flutuante encontrada para as amostras da APA do Delta do Parnaiba sugere
que as populacbes sofrem estresse durante a ontogenia, sendo que 0 manejo das coldnias e as

atividades antrépicas podem ser as principais causas. Foi observado que a assimetria flutuante é
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maior nas coldnias de Cajueiro da Praia. Resultados semelhantes também foram encontrados em
outras populacfes de M. subnitida (Lima et al 2016) e em Apis mellifera (Nunes et al 2015) de
outras localidades, que apresentaram assimetria flutuante e direcional nas asas. A assimetria
direcional € caracterizada pela tendéncia de um dos lados ser maior na maioria dos individuos de
uma populagdo, sendo que ela é geneticamente determinada e mais comum do que se espera,
podendo estar relacionada com a posi¢do da larva, pré-pupa e pupa (Smith et al 1997).

O tipo de moradia escolhido para as abelhas € um fator que pode influenciar o seu
desenvolvimento. Tanto as caixas como 0s troncos podem gerar estresse quando fora dos padrdes
de exigéncia biologica das espécies. Comparando-se as populagdes amostradas no presente
trabalho, a maior assimetria flutuante na populacdo de Cajueiro da Praia pode ter ocorrido em
decorréncia de varios fatores, como a criacdo e manejo das abelhas em caixas, o desmatamento e a
antropizacgéo na regido. As colénias mantidas em troncos sofrem mais com a poluicéo, variacao de
temperatura e escassez de recursos alimentares, enquanto que as mantidas em caixas sofrem com
a frequéncia de abertura das colmeias para alimentacéo artificial e colheita de mel (Kerr et al 1996).
As caixas precisam ser adequadas de modo a ndo influenciar o desenvolvimento das abelhas nem
0 desempenho das coldnias (Venturieri et al 2003; Endorgan 2019). No grupo dos meliponineos,
existe uma grande variedade de tamanho de ninhos, a caixa ideal deve ser compativel com a espécie
de abelha, com o objetivo da criacdo (se € para subsisténcia ou comercializacdo) e com o clima da
regido. A caixa deve ser um ambiente semelhante ou melhor que o local onde as abelhas foram
capturadas (Witter & Nunes-Silva 2014).

Embora as populacdes insulares tenham maior tendéncia de se tornarem menores ou
maiores que seus parentes proximos do continente (Lomolino et al 2005), possivelmente este ndo
foi um fator que levou a assimetria nas populacdes da llha das Canarias. E importante mencionar

que esta € uma ilha continental, ndo se isolando a distancias superiores a capacidade de voo de M.



70

subnitida. Em abelhas Merodon albifrons foi observado um mesmo padrdo no desenvolvimento
em populagdes insulares proximas ao continente e populagdes do continente (Ludoski et al 2012).

Além da caixa precisar ser adequada, o manejo das colbnias precisa ser correto. O
meliponicultor de Cajueiro da Praia, rotineiramente, realiza a diviséo de colonias de M. subnitida.
De forma geral, a diviséo consiste em multiplicar as col6nias, nesse processo todos 0s elementos
de uma coldnia forte (abelhas, favos de cria e alimento) sdo divididos em duas caixas, sendo uma
a colénia-mée e a outra a colbnia-filha (Villas-Bbas 2012). Essa multiplicacéo artificial de colonias
é um mecanismo importante para a conservacao das abelhas-sem-ferrdo, possibilitando também a
comercializacdo para outros criadores e centros de pesquisa. No entanto, existem métodos
especificos de divisdo para cada espécie de abelha. Quando a divisdo ndo ocorre de forma
adequada, 0 novo enxame pode ndo se recuperar e até nao sobreviver. Por isso, foi idealizado um
método de divisao de enxames com “perturbagao minima”, sendo bastante simples, realizado em
curto tempo, propiciando a recuperacdo rapida das colbnias e a menor incidéncia de pragas
(Venturieri et al 2003).

As perturbacdes no desenvolvimento das abelhas também podem ser causadas pela captura
ou transferéncia das colbnias; o transporte de col6nias pode levar microrganismos exoticos de um
ambiente para outro. Em colbnias de Tetragonisca angustula e Frieseomelitta varia criadas em
meliponarios ocorreu infestacdo por acaros apos transferéncia do habitat natural para caixas
racionais, parte das larvas e pupas morreram devido a infestacdo (Menezes et al 2009). Em Apis,
ja foi verificado que o parasitismo pode afetar o padrdo de venacdo das asas normais, causando o
aumento da assimetria flutuante (Abou-Shaara & Al-Ghamdi 2012). E durante o desenvolvimento
ontogenético existe uma magnitude de movimento das nervuras das asas, logo, qualquer

perturbacao nesse estagio pode levar as variaces de forma ou tamanho (Sturtevant & Bier 1995).
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No estudo de Lima et al (2016), também foi encontrada assimetria flutuante na forma das
asas de abelhas M. subnitida mantidas em caixas. Para eles, a temperatura pode ter sido um fator
influente para a presenca de variagdo morfométrica. Contudo, a temperatura ndo é um fator
determinante para os individuos coletados na Ilha das Canérias e em Cajueiro da Praia, pois essas
regides apresentam variagoes de temperatura anual semelhantes, variando de 25 a 33 °C, embora
diferencas significativas no formato das asas de insetos, principalmente da ordem Diptera, ja
tenham sido relacionadas a temperatura (Alves et al 2016; Chursina et al 2017).

A llha das Canérias e Cajueiro da Praia sdo caracterizadas pela mesma tipificacdo climatica,
tropical com inverno seco (Aw). Embora sejam encontradas espécies vegetais nativas da Caatinga
nas duas regides do Delta do Parnaiba, na regido de Cajueiro da Praia predominam os tabuleiros
Costeiros Orientais, onde a vegetacdo nativa € a restinga, enquanto que na Ilha das Canérias estdo
0s manguezais (MMA 2002). Em vérias espécies de abelhas e outros insetos ja foi observado que
a vegetacao caracteristica de cada regido e a abundancia de alimento podem influenciar a variacao
morfologica (Bai et al 2015; Carneiro et al 2019; Ribeiro et al 2019). Na llha, a disponibilidade de
recursos florais acontece o ano inteiro, isso pode resultar em menos estresse para as abelhas, que
ndo precisam forragear longe das coldnias. Além disso, toda a llha das Canérias faz parte da Area
de Preservacdo Permanente, definida em leis do codigo florestal, e somente uma pequena parte de
Cajueiro da Praia esta nessa area de protecdo (MMA 2002). Essas leis sdo importantes por
controlarem as atividades de agropecuaria e a utilizacdo dos recursos naturais, preservando a
natureza, o valor cientifico e histérico da regido. Embora Cajueiro da Praia faca parte da APA do
Delta do Parnaiba, ela sofre mais com a pecuaria extensiva e de subsisténcia, apresentando também
extrativismo vegetal (MMA 2002).

Essas atividades aliadas a urbanizacdo sdo as principais causas do desmatamento. A

remocdo da vegetacdo nativa prejudica as abelhas pela perda de recursos florais e locais para
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nidificagdo, gerando muito estresse para as colonias (Kremen et al 2004). Em populacGes da
abelha-sem-ferrdo Nannotrigona testaceicornis foi verificado o impacto do desmatamento e da
fragmentacdo de habitat sobre a variabilidade genética da espécie, identificando heterozigosidade
abaixo do esperado e estruturacdo populacional (Fonseca et al 2017). Um estudo também com N.
testaceicornis identificou menor variabilidade no padrdo morfolégico das asas em grupos
localizados em areas urbanas quando comparados com grupos de habitats naturais, provavelmente
porque existe um maior nimero de col6nias na natureza, consequentemente, maior variabilidade
nessas areas (Mendes et al 2007).

Para resistir a fragmentacéo, os organismos tém como alternativas a adaptacdo genetica ou
a plasticidade fenotipica. No caso das abelhas, que sdo muito dependentes de florestas, o
desmatamento faz com que elas procurem alimento cada vez mais longe, enfrentando gradientes
de temperatura e umidade. Em espécies de Euglossini foi observado o efeito da paisagem sobre a
forma das asas, nesse estudo, foi encontrado que os Sistemas Agroflorestais, mesmo buscando a
sustentabilidade, influenciam significativamente a morfologia dessas abelhas (Ribeiro et al 2019).

Dessa forma, a andlise de assimetria flutuante é também uma boa indicadora do grau de
antropizacdo ambiental. O municipio de Cajueiro da Praia € mais desenvolvido que a Ilha das
Canarias, entdo a maior atividade antropica na regido pode causar mais estresse as abelhas. 1sso
também foi observado em Apis mellifera, onde as coldnias coletadas em areas mais perturbadas
por acdes humanas apresentaram maior assimetria flutuante na forma das asas (Nunes et al 2015;
Leonard et al 2018).

Na regido Neotropical existem muitas ameacas as abelhas nativas, todas relacionadas direta
ou indiretamente a atividades humanas. Entre essas ameagcas, além do desmatamento, estdo a caca
predadora de mel, a introducdo de espécies exoticas e 0 uso intensivo de herbicidas e pesticidas

(Freitas et al 2009).
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Em Cajueiro da Praia, predomina a agricultura de subsisténcia, com mais de 2.700 hectares
de area plantada, com culturas como milho, feijdo e mandioca. Cerca de 20% dos agricultores
afirmam utilizar agrotoxicos em suas plantacdes (IBGE 2018). Esses dados ndo foram encontrados
para a llha das Canarias, mas por ela estar em uma area de preservacdo permanente, a agricultura
é menos desenvolvida.

Embora este trabalho ndo tenha testado o efeito dos pesticidas sobre a M. subnitida, néo
podemos descartar que o uso de agrotdxicos em Cajueiro da Praia pode aumentar a assimetria
flutuante, visto que varios trabalhos constataram o efeito negativo desses produtos em varias
espécies de abelhas. Um estudo em ambiente controlado identificou que as abelhas-sem-ferrdo séo
mais sensiveis a inseticidas que as abelhas africanizadas (Tomé et al 2017). Em Melipona
quadrifasciata anthidioides foi encontrado que as abelhas que se alimentaram de plantas
contaminadas por inseticidas apresentaram assimetria flutuante maior, indicando que esses
compostos podem afetar o desenvolvimento morfogenético da espécie (Prado-Silva et al 2018).

Portanto, existem diferentes fatores ambientais que podem ter causado estresse ao
desenvolvimento das populacbes de M. subnitida estudadas. Estudos direcionados para a
identificacdo desses fatores sdo muito importantes para a implementacdo de programas de
conservacdo da espécie. Além disso, a regido do Delta do Parnaiba € formada por diferentes
biomas, sendo Caatinga ao leste, Cerrado ao Sul-Oeste e sistemas marinhos ao Norte. Essa
configuracdo complexa torna mais importante ainda a sua conservagdo. A grande biodiversidade,
endemismo e perda de habitat para atividades de agropecuaria e aquicultura justifica a tomada de

estratégias para que esse patriménio ndo seja perdido.
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Concluses

Foi encontrada assimetria flutuante significativa para tamanho do centroide e forma das asas de
Melipona subnitida de Cajueiro da Praia e da Ilha das Canarias, sendo que as coldnias de Cajueiro
da Praia sdo mais assimétricas, possivelmente, devido aos estresses causados pela criacdo de
abelhas em caixas racionais inadequadas, forma de alimentacdo e divisdo de colonias que causam

perturbacdes no desenvolvimento das abelhas, além das atividades antropicas na regido.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

A morfometria geométrica das asas de Melipona subnitida evidenciou diversidade
dentro e entre as popula¢des, ndo sendo encontrado um padrdo morfométrico entre as
populacBes das regibes semiaridas e costeiras do Nordeste. A localidade de Araioses,
regido mais conservada ecologicamente, apresentou a maior diversidade morfoldgica,
confirmando a importancia das unidades de conservagdo para a manutencado da
biodiversidade. S6 h& evidéncias de correlacdo entre forma da asa e pluviosidade média
anual.

A andlise de assimetria flutuante indicou que as duas populacdes do Delta do
Parnaiba sofrem com estresses ambientais, sendo que os individuos de Cajueiro da Praia
s&80 mais assimeétricos, sugerindo que a arquitetura das caixas e a forma de manejo, além
das atividades antropicas e 0 uso de agrotoxicos na regido podem causar mais estresse
as abelhas.

Portanto, os meliponicultores sdo fundamentais para a conservagédo de Melipona
subnitida na regido Nordeste, devendo ser orientados quanto ao comercio, as formas de
criacdo e manejo das colénias. Quando a meliponicultura é criteriosa e acontece préxima
as areas fragmentadas, ela também pode contribuir para a restauracao florestal, por meio

da polinizacdo da vegetacéao nativa realizada pelas abelhas-sem-ferrao.
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