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RESUMO

REZENDE, Natélia Tie Yoshinaga M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, junho de 2024.
Impactos da qualidade do ambiente no desenvolvimento de asas e no dimorfismo sexual
de Epicharis (Anepicharis) dejeanii Lepeletier (Hymenoptera, Apidae, Epicharitini).
Orientador: Karla Suemy Clemente Yotoko. Coorientadores: Helder Canto Resende e Nicole
Estefania Ibagén Escobar.

Epicharis (Anepicharis) dejeanii é uma abelha solitdria que nidifica no solo e constréi seus
ninhos em agregados. Até entdo, agregados da espécie foram encontrados em ambientes de
Mata Atlantica e na transicdo deste bioma com o Cerrado. Assim como outras abelhas,
apresenta dimorfismo sexual de comportamento, com fémeas que, além de se reproduzirem,
constroem, reparam e provém as células de cria e machos que limitam o comportamento a
propria alimentacdo e a cOpula. Neste trabalho, estudamos dois agregados da espécie
encontrados em duas dreas urbanas que diferem na disponibilidade de recursos para estas
abelhas. Utilizando ferramentas de morfometria geométrica, comparamos parametros como
assimetria, alometria, forma e tamanho das asas anterior e posterior de fémeas e machos nas
duas dreas para testar a hipétese de que o desenvolvimento embriondrio, com foco no
desenvolvimento das asas, € mais impactado em dreas com menor disponibilidade de recursos.
Nossos resultados revelaram mais assimetria flutuante de tamanho nas asas posteriores,
sugerindo que este par de asas € um marcador mais eficiente de diferencas ambientais, muito
provavelmente por exercer papel coadjuvante no voo. Condizentemente com este resultado,
encontramos claro dimorfismo sexual de forma e tamanho nas asas anteriores, sem diferencas
entre as dreas, e dimorfismo sexual de tamanho das asas posteriores apenas na Area 1, que
apresenta maior disponibilidade de recursos que a Area 2. Nossos resultados mostraram
também que os machos apresentaram mais variancia, tanto de forma quanto de tamanho que as
fémeas, resultado que dialoga com o fato de que ndo t€ém um conjunto homogéneo e
estereotipado de comportamentos fundamentais para a sobrevivéncia da prole. Por outro lado,
as diferencas entre as areas foram detectadas na forma das asas anteriores (segundo componente
principal) e posteriores (primeiro componente principal) das fémeas, e ndo dos machos,

revelando que este € o sexo que apresenta mais plasticidade diante de diferencas ambientais.

Palavras chaves: Morfometria geométrica; Assimetria flutuante; Asas posteriores; Abelhas

solitarias.



ABSTRACT

REZENDE, Natdlia Tie Yoshinaga de M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, June 2024.
Impacts of environmental quality on wing development and sexual dimorphism of
Epicharis (Anepicharis) dejeanii Lepeletier (Hymenoptera, Apidae, Epicharitini). Advisor:
Karla Suemy Clemente Yotoko. Co-supervisors: Helder Canto Resende and Nicole Estefania
Ibago6n Escobar.

Epicharis (Anepicharis) dejeanii is a solitary bee that nests in the ground and builds its nests in
aggregations. So far, aggregations of this species have been found in Atlantic Forest
environments and in the transition zone between this biome and the Cerrado. Like other bees,
it exhibits sexual behavioral dimorphism, with females that, in addition to reproducing, build,
repair, and provision the brood cells, and males whose behavior is limited to feeding and
copulating. In this study, we investigated two aggregates of the species found in two urban areas
that differ in the availability of resources for these bees. Using geometric morphometry tools,
we compared parameters such as asymmetry, allometry, shape, and size of the forewings and
hindwings of females and males in the two areas to test the hypothesis that embryonic
development, focusing on wing development, is more impacted in areas with lower resource
availability. Our results revealed more fluctuating asymmetry in the size of the hindwings,
suggesting that this pair of wings is a more efficient marker of environmental differences, most
likely due to its auxiliary role in flight. Consistent with this result, we found clear sexual
dimorphism in the shape and size of the forewings, with no differences between the areas, and
sexual dimorphism in the size of the hindwings only in Area 1, which has a higher availability
of resources than Area 2. Our results also showed that males exhibited more variance in both
shape and size than females, a finding that aligns with the fact that they do not have a
homogeneous and stereotyped set of behaviors essential for the survival of the offspring. On
the other hand, the differences between the areas were detected in the shape of the females'
forewings (second principal component) and hindwings (first principal component), and not the
males', revealing that female is the sex that shows more plasticity in response to environmental

differences.

Keywords: Geometric morphometry; Fluctuating asymmetry; Hindwings; Solitary bees.
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1. INTRODUCAO

Entre os Hymenoptera, ¢ comum haver dimorfismo sexual de tamanho (Stubblefild &
Seger, 1994; Ayasse et al., 2001), sendo as fémeas, como em cerca de 80% dos insetos, maiores
que os machos (Honek, 1993; Frank, 1995; Tammaru et al., 2010; Esperk et al., 2007; Helm et
al., 2021; Rittschof & Denny, 2023; Khomitskiy et al., 2024). A julgar apenas pelo fato de que
machos de Hymenoptera sao haploides e as fémeas sdo diploides (Dzierzon, 1845; Whiting,
1927), seria esperado que os machos fossem sempre menores que as fémeas, ja que genomas
menores condicionam células menores (Gregory, 2001), que produzem quantidades menores
de proteinas (Orr-Weaver, 2015). No entanto, hd espécies na quais os machos sdo maiores
(Teder, 2005; Rohner et al., 2018) e, mesmo nas espécies que produzem machos em média
menores que as fémeas, hd machos tdo grandes quanto as maiores fémeas. Isto se explica pela
diploidizag¢do das células musculares dos machos (células que ndo finalizam o processo de
mitose, ficando com um nucleo maior e, portanto, com um volume maior e maior capacidade
de producdo de proteinas), de modo que estes podem ter o mesmo tamanho ou até serem maiores
que as fémeas (Aron et al., 2005).

A diferenca de tamanho entre machos e fémeas estd diretamente relacionada as
demandas fisicas e metabdlicas associadas as atividades desempenhadas por cada sexo. As
fémeas desempenham papeis cruciais na construcado e manutencdo dos ninhos (Antoine &
Forrest, 2021) e apresentam morfologias adaptadas para carregar recursos tais como pdlen,
néctar e 6leos florais (Cook, 1888; Buchmann, 1987; Alves-dos-Santos et al., 2007; Roswell et
al., 2019). Além disso, como ocorre em outros insetos, hd selecdo sexual para fémeas maiores,
que podem apresentar maior fecundidade e, portanto, gerar mais descendentes (Peters, 1983;
Fox & Czesak, 2000; Davidowitz, 2008; Vea et al., 2021). Machos ndo participam de atividade
de forrageio, provisdao de ninhos (Buchmann, 1987) ou posturas de ovos, sendo seu principal
papel a copula para dar origem as fémeas da préxima geragao (Zhao et al., 2021), de modo que
sao selecionados em fung¢ao do sucesso reprodutivo (Wcislo, 1992; Hiller & Wittmann, 1994;
Stone et al., 1995; Rowe & Houle, 1996; Alcock et al., 2010), que pode ou nao estar vinculado
ao tamanho corporal (Crozier & Page, 1985; Zhao et al., 2021).

O dimorfismo sexual de tamanho dos individuos pode ter sua expressiao modulada por
varidveis ambientais como temperatura (Radmacher & Strohm, 2010), disponibilidade,
quantidade e qualidade dos recursos alimentares (Stillweel et al., 2010; Mirth et al., 2021), que
afetam diretamente o desenvolvimento das larvas. Com isso, larvas malnutridas podem dar
origem a adultos com modificacdes morfoldgicas e redu¢do de tamanho (Davidowitz et al.,

2004; Davidowitz & Nijhout, 2004; Stillweel et al., 2007; Teder et al., 2014; Helm et al., 2021).



Em seu trabalho com a espécie de abelha solitdria Osmia cornuta Smith, 1853 (Hymenoptera,
Megachilidae), Bosch (2008) mostrou que a disponibilidade de recursos pode interferir no
tamanho corporal da prole, uma vez que interfere na quantidade de provisao das células de cria
e promove a produc¢ao de individuos menores, tanto machos quanto fémeas em ambientes com
recursos alimentares limitados. Teder & Kaasik (2023), trabalharam com 85 espécies de insetos
e destacaram que ambientes com caréncia de alimentos reduzem a taxa de sobrevivéncia e
levam a formacdo de individuos menores, especialmente fémeas. Isto sugere que as fémeas
sejam mais sensiveis que os machos a escassez nutricional, evidenciando como a limitagdo de
recursos alimentares pode influenciar de maneira desproporcional o crescimento e a adaptacao
de machos e fémeas, com implicac¢des especificas para a saide e o sucesso reprodutivo.

A reducdo do tamanho em fun¢@o de componentes nutricionais destaca a capacidade de
adaptacdo a diferentes condi¢des ambientais (Bonduriansky & Day, 2003; Johnstone et al.,
2009; Vea et al., 2021). Esta plasticidade pode ser observada em diferentes aspectos, como a
maturacdo sexual precoce em ambientes desafiadores (Blanckenhorn & Demont 2004) e a
adaptacdo da atividade forrageira de acordo com os recursos que a localidade apresenta
(Bouduriansky, 2007; Stillweel et al., 2010). As altera¢des de tamanho sdo mais notdveis no
sexo de maior tamanho, que no caso de Hymenoptera € em geral o feminino (Teder et al., 2021;
Cordeschi et al., 2024).

Epicharis (Anepicharis) dejeanii (Lepeletier, 1841), da tribo Epicharitini Schrottky,
1913 sdo abelhas solitdrias nativas da regido neotropical com ampla distribui¢do no Brasil. Estas
abelhas formam agregados e nidificam no solo (Hiller & Wittmann, 1994; Moure et al., 2007;
Dec & Vivallo, 2019; Dec & Vivallo, 2020; Pina et al., 2020; Uemura et al., 2021; Rezende, in
prep). Hé registros de agregados da espécie na Mata Atlantica (Hiller & Wittmann, 1994; Dec
& Vivallo, 2019, 2020; Pina et al. 2020; Uemura et al. 2021; Faria, 2014) e em regides de
transicao com o Cerrado (Rezende et al, in prep.). Apesar de ndo ser oligolética, apresenta certa
preferéncia por algumas espécies vegetais, e, além de outros recursos, coleta dleo floral,
provindo principalmente da familia Malpiguiaceae, de modo que sua ocorréncia depende da
presenca de recursos especificos (Hiller & Wittmann, 1994; Ayasse et al., 2001; Dec & Vivallo,
2019; Uemura et al., 2021).

E. dejeanii apresenta dimorfismo sexual na coloragdo do clipeo e labro, que sdo
amarelos nos machos e pretos nas fémeas. A cor da escopa pode ser amarela, preta ou mesclada
nas fémeas, mas apenas preta ou amarela nos machos. Além disso, como em outras espécies de
abelhas, ha diferencas significativas no comportamento de fémeas e machos. As fémeas

apresentam um amplo conjunto de comportamentos, fundamentais para a sobrevivéncia da
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prole. Sdo elas as responsdveis pela oviposi¢do, coleta de recursos como pdlen, néctar e dleos
florais, tanto como provisdo da prole, quanto para sua prépria alimentacdo e construcdo de
novos ninhos. Os machos, por sua vez, se restringem ao comportamento de cépula, que ocorrem
de duas maneiras principais: voos rasantes nas entradas dos ninhos em busca de fémeas ou
espera pelas fémeas nas flores em dreas proximas ao agregado (Hiller & Wittmann, 1994; Dec
& Vivallo, 2020; Pina et al., 2020), o que também foi observado em outras abelhas solitdrias
(Paxton, 2005; Alcock et al., 2010). Pina et al. (2020) mostraram que os machos de E. dejanii
que adotam a estratégia de patrulha nas flores sdo maiores que os que adotam a estratégia de
voos rasantes no ambiente do agregado. H4, entretanto, outros comportamentos descritos
isoladamente, como machos sobrevoando os corredores utilizados pelas fémeas entre o ninho e
as flores nas quais elas coletam recursos (Hiller & Wittmann, 1994) ou escavando o solo a
procura de fémeas recém emergidas (Dec & Vivallo, 2020).

Neste trabalho, estudamos a forma e o tamanho das asas anteriores e posteriores de
machos e fémeas de E. dejeanii coletados em dois agregados localizados em regides urbanas
com vegetacdo de transi¢do entre Mata Atlantica e Cerrado, no estado de Minas Gerais, mais
especificamente nos municipios de Florestal (Area 1) e Para de Minas (Area 2). De acordo com
Rezende (2021), o agregado localizado na Area 1 ocupa uma area de aproximadamente 600 m?
na drea verde (quintal e jardim) de um lote residencial, em uma das ruas centrais do municipio.
Enquanto o agregado localizado na Area 2 ocupa uma érea de aproximadamente 200 m2 no
fundo de um lote sem edificacdes, atualmente utilizado como estacionamento para carros, em
uma das ruas centrais do municipio.

Ainda no estudo de Rezende (2021) foram mapeadas e avaliadas as areas verdes no
entorno dos pontos centrais de cada agregado para um raio de 2 Km a partir do centro do
agregado. A composi¢io da paisagem mostra que hd maior drea verde no entorno do agregado
da Area 1, onde a cobertura vegetal ocupa 25% da édrea de forrageamento delimitada, contra
apenas 8% de cobertura vegetal do agregado da Area 2. A distincia de voo até o fragmento
florestal mais préximo ao agregado também foi menor para as abelhas da Areal, contando com

300 m em linha reta, contra 550 m de voo para as abelhas do agregado da Area 2 (Fig 1).
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Figura 1. Cobertura vegetal num raio de 2 km, em torno dos agregados coletados (A) na Area
1 (Florestal, MG) e (B) na Area 2 (Pard de Minas, MG). O ponto amarelo no centro de cada
4rea indica a localizagdo do agregado. O raio em torno do fragmento da Area 1 tem 25% de
area verde (316,7 ha de area verde, 13,5 ha dos quais estdo em uma floresta urbana). O raio em
torno da Area 2 conta com apenas 8% de drea verde (101,5 ha de drea verde, 19,5 ha dos quais

estdo numa floresta urbana). C e D mostram a vista aérea das circunferéncias mostradas em A

e B, respectivamente. Dados extraidos de Rezende, 2021.



Especificamente, utilizamos métodos de morfometria geométrica aplicados as asas
anteriores e posteriores de fémeas e machos de E. dejeanii coletados nas duas dreas para
investigar parametros como assimetria direcional e flutuante, além do dimorfismo sexual de
tamanho e forma para tentar correlacionar diferencas encontradas nestes parametros a oferta de

nutrientes, que, segundo Rezende (2021) varia entre as dreas em estudo.

2. OBJETIVO
2.1.1 Objetivo principal:

Testar a hipétese de que o desenvolvimento embriondrio, com foco no desenvolvimento
das asas de fémeas e machos, € mais impactado em dreas com menor disponibilidade de

recursos.

2.1.2 Objetivos especificos:

1. Utilizar métodos de morfometria geométrica para comparar assimetria, alometria, forma e
tamanho de asas anteriores e posteriores de machos e fémeas de E. dejeanii coletados em duas
areas que diferem em termos de disponibilidade de recursos.

2. Comparar asas anteriores e posteriores quanto ao grau de dimorfismo sexual de forma e
tamanho que apresentam.

3. Comparar as asas anteriores € posteriores quanto ao grau de diferencas de forma e tamanho

que apresentam em fun¢@o do ambiente do local de coleta.

3. MATERIAL E METODOS
3.1 Amostras

Entre os anos de 2019 e 2022, foram coletados 292 espécimes de E.dejeanii, que se
encontram armazenados no Laboratério de Genética da Conservacao (LaBee) da Universidade
Federal de Vicosa — campus Florestal (Tab.1). Estas amostras foram coletadas em dois
agregados, localizados em centros urbanos nos municipios de Florestal - 19° 52' 58" S - 44° 25’
54" W (Area 1) e Pard de Minas - 19°51' 54" S - 44° 36' 07" W (Area 2), Minas Gerais. Todas
as coletas ocorreram em ambiente natural, entre os meses de fevereiro a abril, uma vez por
semana no periodo das 08:00 as 12:00 (horario de maior atividade das abelhas). Para mitigar a
perturbacdo que a coleta pudesse provocar em cada agregado, nos guiamos por um conjunto de

restricdes que consistiram em ndo coletar fémeas com escopas carregadas de 6leo ou pdlen e
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limitar o nimero de individuos coletados por dia a trés individuos de cada cor e cada sexo (trés
fémeas de escopa amarela, trés de escopa preta e trés de escopa mesclada; trés machos de escopa
amarela e trés de escopa preta).

O ndmero de machos e fémeas coletados em cada agregado diferiu em funcdo de
particularidades locais no momento das coletas, resultando em maior quantidade de fémeas no
agregado da Area 2 e machos no agregado da Area 1 (Tab.1). O agregado da Area 2 nio possui
vegetacdo no chdo, sendo fécil a visualizacdo dos fumulus, individuos no chio e coleta com o
préprio pugé. J4 o agregado da Area 1 se encontra em local coberto por muita vegetacio rasteira,
dificultando a visualizacdo dos fumulus e impossibilitando a visualizacdo dos individuos no
chdo. Nio houve coletas na Area 1 no ano de 2019, pois o agregado nio havia sido descoberto
até entdo.

Tabela 1: Niimero de Espécimes de E. dejeanii coletados nos agregados de Florestal, MG (Area
1 — maior cobertura vegetal) e Pard de Minas, MG (Area 2 — menor cobertura vegetal) entre os

anos de 2019 e 2022.

Ano Areal Area 2 Total
? ? 3
2019 0 0 12 1 13
2020 12 27 44 30 113
2021 19 23 32 9 83
2022 10 11 45 17 83
Total 41 61 133 57 292

3.2 Morfometria Geométrica
3.2.1 Procedimentos Preliminares

Utilizando uma pinca entomoldgica de ponta fina, procedeu-se a remog¢do das quatro
asas (anterior direita, anterior esquerda, posterior direita e posterior esquerda) de cada espécime
de E. dejeanii. Cada asa foi entdo montada em uma lamina de vidro com uma escala de 5 mm,
e digitalizada sob microscépio estereoscopio SZ61TR - tubo trinocular com camera
fotomicrografica (Prime Cam HD 6 megapixels) acoplada em conjunto com software Mosaic
2. 4. As imagens foram submetidas a andlises de morfometria geométrica (Bookstein, 1991;
revisdo em Mitteroecke & Gunz, 2009). As imagens geradas foram salvas em um formato
compativel com o pacote TPS (Rohlf, 2015), que permite a delimitacio dos marcos anatdmicos
no programa TPSdig (Rohlf, 2006), que devem ser homdlogos e estar presentes em todas as

imagens. A Figura 2 mostra os oito marcos anatdmicos delimitados em cada asa (anterior e
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posterior). As asas anteriores e posteriores foram avaliadas em andlises independentes.
Amostras nas quais ndo foi possivel marcar todos os oito marcos foram excluidas das andlises
subsequentes.

Depois de delimitados os marcos anatdmicos, as formas e tamanhos das asas foram
avaliados com o auxilio do programa MorphoJ (Klingenberg, 2011). O tamanho de cada asa foi
estimado em termos do tamanho do centroide, que consiste na soma dos quadrados das
distancias de cada marco anatomico (Fig. 2) ao centroide (centro de gravidade) de cada imagem

(Fornel & Cordeiro-Estrela, 2012).

5 mm

Figura 2. Asas anterior (A) e posterior esquerdas (B) de Epicharis (Anepicharis) dejeanii,

evidenciando os oito marcos anatdomicos (em vermelho) delimitados em cada uma.

Posteriormente, foram estimadas as coordenadas de Procrustes, que resultam da
sobreposi¢do das imagens de todas as asas anteriores (ou todas as asas posteriores). Antes da
sobreposicdo, cada conjunto de imagens de asas foi redimensionada para apresentar 0 mesmo
tamanho de centroide. As imagens também foram posicionadas na mesma dire¢do e sentido.
Para isto, foram rotacionadas e transladadas para uma mesma posi¢do, de modo que o marco
anatomico 1 de todas as imagens estivesse num espaco restrito de coordenadas, o mesmo
acontecendo com todos os outros marcos anatomicos (Rohlf, 1999).

O procedimento de delimitagdo dos marcos anatdmicos foi feito duas vezes em cada
imagem para avaliar a magnitude do erro de delimitagdo, que, quando significativa,
compromete a estimativa de diferenca de forma e tamanho entre as amostras em anélise. Para
avaliar a significancia do erro de delimitacdo, fizemos uma ANOVA (Anélise de Variancia)
considerando os efeitos das diferencas de tamanho entre individuos e as diferencas dos erros de

delimitagdo no conjunto completo de asas anteriores € no de asas posteriores. No mesmo
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sentido, fizemos uma MANOVA (Andlise Multivariada de Variancia) considerando os efeitos
das diferencas de forma entre individuos e as diferencas dos erros de delimitacdo (Pillai, 1955).
A continuidade das andlises depende de encontrar diferencas significativas entre os individuos
(p < 0,05) e ndo significativas entre as delimitacdes (p > 0,05) tanto no ANOVA quanto no
MANOVA. Esta avaliacao foi feita com o auxilio do programa Morphol.

3.2.2 Assimetria Direcional e Flutuante

Para estimar os impactos da assimetria (diferencas de forma e tamanho das asas
esquerda e direita das asas anteriores e posteriores de E. dejeanii), foi feito um teste de ANOVA,
que indica a significancia da assimetria de tamanho ou forma direcional (se a média das asas
esquerdas € significativamente diferente das asas direitas) e flutuante (se as diferencas entre as
asas esquerda e direita variam significativamente entre os individuos). O pacote Morphol
fornece a significancia da diferenca entre as médias dos lados direito e esquerdo (assimetria
direcional, parametro “side” na saida do programa) e a significancia da assimetria flutuante,
dado pela interagdo dos parametros “side” e “ind”. Sempre que “side” for significativo (p <
0,05), héa assimetria direcional. Se “ind * side” for significativo (p < 0,05), hd indicativo de
assimetria flutuante, um parametro considerado como proxy de stress no desenvolvimento das
asas (Leary & Allendorf, 1989) e que, se for diferente entre os agregados da Area 1 e da Area
2 (maior na drea 2), pode indicar stress relacionado a disponibilidade de nutrientes.

O Morphol] permite a exportagdo dos dados de tamanho do centroide de cada asa, bem
como a exportacdo das coordenadas de Procrustes, ou seja, as coordenadas dos marcos
anatomicos corrigidas para tamanho, direcdo e sentido. Para investigar os padrdoes de assimetria
de tamanho, fizemos a subtragdo do tamanho do centroide da asa esquerda pela asa direita. Um
resultado negativo indica que a asa esquerda € menor, um resultado positivo indica que a asa
esquerda € maior e um resultado nulo indica que ndo ha assimetria.

A partir das coordenadas de Procrustes, calculamos a distancia de cada um dos marcos
anatdmicos na asa esquerda com seu correspondente na asa direita, gerando as coordenadas de
assimetria. O somatério das coordenadas de assimetria foi utilizado como uma medida da
assimetria das asas (anterior ou posterior) de cada individuo em estudo. Resultados positivos e
negativos indicam asas esquerdas e direitas diferentes, enquanto resultados nulos indicam asas
que apresentam forma simétrica.

Ap6s o cdlculo das assimetrias, os individuos foram agrupados nas quatro categorias de
interesse (fémeas da Area 1, fémeas da Area 2, machos da Area 1 e machos da Area 2) e as

assimetrias foram comparadas entre as categorias para aferir diferencas entre fémeas e machos
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(diferencas nos padrdes de desenvolvimento), entre fémeas e entre machos das duas dreas de
coleta (diferencas no impacto da qualidade nutricional do ambiente no desenvolvimento
embriondrio, especificamente no desenvolvimento das asas).

Ap6s inferida a assimetria dos dados, as andlises foram realizadas levando em conta

apenas as asas esquerdas de todos os individuos em estudo.

3.2.3 Alometria

Antes de avaliar as diferencas de forma e tamanho entre as amostras, foi estimada a
regressao entre tamanho e forma das asas anteriores e posteriores da amostra completa (fémeas
e machos das duas localidades em estudo). Correlacdes significativas indicam que ha um
componente alométrico das diferengas de forma entre as categorias, o que significa que a forma
estd condicionada ao tamanho. A significancia da correlacdo tamanho x forma foi feita no
programa Morphol, que utiliza o tamanho do centroide e um nlimero que representa a regressao
das coordenadas de Procrustes e o tamanho, denominado RegScorel. O MorpholJ avalia a
alometria em termos de percentagem da variacao de forma condicionada ao tamanho e gera um
nivel de significincia (p). Neste estudo, sempre que a regressao foi significativa (p < 0,05), as
andlises de forma foram realizadas com residuo da regressao, também calculado com o auxilio

do programa MorphoJ.

3.2.4 Dimorfismo sexual de tamanho e diferengas em fun¢do da area de estudo

Para verificar se ha dimorfismo sexual, bem como diferencas morfométricas nas asas
anteriores e posteriores de E. dejeanni coletadas nas Areas 1 e 2, as amostras foram subdivididas
entre localidades e entre sexos para aferir as diferencas de forma e tamanho entre machos e
fémeas em cada localidade, entre machos das duas localidades e entre fémeas das duas
localidades e relacionar estas diferencas as condi¢cdes ambientais em termos de cobertura
vegetal e acesso ao alimento em cada localidade.

Conforme ja mencionado, o tamanho do centroide de cada asa foi estimado com o
auxilio do Programa MorphoJ e exportado para o R (R Development Core Team, 2018), para

as comparacoes estatisticas e visualizac@o dos resultados.

3.2.5 Dimorfismo sexual de forma e diferencas em func¢do da area de estudo
Os residuos da correlacao “forma x tamanho” (item 3.2.4) foram visualizados em uma
andlise de componentes principais (PCA) que, ao rotacionar os eixos multidimensionais, reduz

o numero de dimensdes de forma (16 coordenadas de Procrustes) para um conjunto de
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componentes, que concentram a maior parte da variacdo. Frequentemente a maior parte da
variacdo pode ser visualizada na plotagem dos dois principais componentes. A estimativa dos
dois primeiros componentes principais (PC1 e PC2) foi feita com o auxilio do programa
Morphol e os resultados exportados para o R (R Development Core Team, 2018). Além da
visualizacdo convencional, feita a partir de um grafico de dispersdo que tem como coordenadas
os dois componentes principais, nés utilizamos os dados de PC1 e PC2 para investigar
diferencas na forma de asas anteriores e posteriores entre machos e fémeas e entre individuos

coletados nas Areas 1 e 2.

3.2.6 Analises estatisticas

Como estidvamos interessados em detectar diferencas significativas entre machos e
fémeas (dimorfismo sexual) e entre individuos coletados nas Areas 1 e 2 para aferir
consequéncias de fatores nutricionais na morfometria das asas, iniciamos as andlises pela
divisdo dos dados (de forma ou tamanho) em quatro categorias, a saber fémeas da Area 1
(F.A1), fémeas da Area 2 (F.A2), machos da Area 1 (M.A1) e machos da Area 2 (M.A2). Cada
conjunto de dados foi também avaliado quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk
(Shapiro & Wilk, 1965) e as quatro categorias foram testadas quanto a homoscedasticidade (ou
homogeneidade de variancia) pelo teste de Levene (Levene, 1960). Conjuntos de dados com
todas as categorias com distribui¢cao normal e variancias homogéneas foram avaliados por testes
de ANOVA (Fisher, 1925). Conjuntos que nao apresentaram homoscedasticidade, mas que a
distribuicdo das categorias foi normal, foram avaliados pela ANOVA de Welsh (Welch, 1947),
e tiveram suas varidncias avaliadas par a par (teste de Levene) para detectar categorias com
variancias distintas. Dados em que pelo menos uma das categorias ndo apresentou distribui¢ao
normal foram avaliados com o teste de Kruskal-Wallis (Kruskal & Wallis, 1952). Como todas
as comparacdes foram feitas levando em conta quatro categorias, sempre que encontramos
diferencas significativas entre elas, procedemos testes ad hoc, para a comparacdo par a par: o

teste de Tukey (Tukey, 1949) para ANOVA e o teste de Dunn (Dunn, 1964) para Kruskal.

Todas as comparagdes foram feitas no ambiente R (R Development Core Team, 2018).

4. RESULTADOS
4.1 Delimitacdo de Marcos Anatdmicos

O erro na delimitagdao dos marcos anatdmicos nao foi significativo (p > 0,05) em qualquer
conjunto de asas avaliados (machos e fémeas das duas localidades, considerando tamanho e

forma das asas anteriores e posteriores) (Tab. 2). Por se tratar de uma andlise preliminar, a
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forma foi avaliada em func¢d@o das coordenadas de Procrustes, antes de calcular a regressao ao

tamanho, descrita no item 3.2.4.

Tabela 2 — Resultados dos testes estatisticos da significancia dos erros de delimitacdo dos
marcos anatomicos das asas anteriores (AA) e posteriores (AP) de E. dejeanii. TC = Tamanho
do Centroide. F = fator da ANOVA, Pillai tr. = fator da MANOVA e P = p-valor.

AA AP
F | F |
TC Ind 12,18 <0,0001 52,37 <0,0001
erro 0,87 0,91 0,32 1
Pillai tr. P Pillai tr. |
Forma Ind 11,65 <0,0001 12,1 0
erro 3,28 1 2,74 1

4.2 Assimetria

O estudo da assimetria de tamanho revelou assimetria direcional significativa em todos
os parametros avaliados, nas quatro categorias em andlise (F.Al, F.A2, M.A1 e M.A2)
(Material Suplementar 1). Especificamente, as asas esquerdas foram menores que as asas
direitas em todos os conjuntos. As quatro categorias também apresentaram assimetria flutuante
de tamanho nas asas posteriores, mas apenas uma delas (Fémeas da Area 1) apresentou
assimetria flutuante nas asas anteriores. Em todos os casos, a assimetria direcional (F.side) foi
muito maior que a assimetria flutuante de tamanho (F.ind*side) (ver Material Suplementar 1).
A andlise da assimetria de forma revelou que as quatro categorias estudadas
apresentaram assimetria direcional e flutuante tanto nas asas anteriores quanto posteriores. Os
resultados sugerem ainda que a assimetria flutuante de forma resultou muito maior que a
direcional (compare os valores de Pillai.tr. - side com os de Pillai.tr. - ind*side no material

suplementar 1).
A Figura 3 mostra a representacdo das assimetrias (direcional e flutuante) no tamanho
e forma de asas anteriores e posteriores nas quatro categorias estudadas. Na figura € possivel
notar que os pontos médios (marcados pelos pontos coloridos no grifico), marcam a média das
medidas de assimetria, enquanto a barra de erro traz a amplitude das medidas (95%). Apesar
das medidas serem todas normais (pshapiro > 0,05), optamos por mostrar o grafico com amplitude
em vez de estimativas de erro oriundas da varidncia porque a amostra de fémeas da Area 1 é

menor do que as outras, apesar de apresentar praticamente a mesma amplitude das outras



categorias, fato que pode ter influenciado a aferéncia de significancia da assimetria flutuante de
tamanho das asas anteriores destas fémeas.

Considerando cada medida (assimetria de tamanho e forma das asas anteriores e
posteriores), as categorias apresentaram homoscedasticidade (prevene > 0,05). As categorias
foram comparadas por meio de testes de ANOVA, que resultaram ndo significativos (p > 0,05),
indicando que as categorias ndo diferiram quanto a assimetria em tamanho ou forma, nas asas
anteriores e posteriores.

Além de considerar a assimetria total (que gera valores positivos e negativos),
verificamos também se havia diferencas na assimetria absoluta (considerando apenas as
diferencas, em modulo). Esta maneira de avaliar os dados tampouco revelou diferencas

significativas nas assimetrias de forma e tamanho das asas anteriores e posteriores.

Asas Anteriores Asas Posteriores
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Figura 3. Média e amplitude (95% dos dados) da assimetria (Ass.) de tamanho (TC) e forma
das asas anteriores e posteriores de E. dejeanii. Os dados foram categorizados como fémeas da
Area 1 (F.A1 - vermelho), fémeas da Area 2 (F.A2- azul), machos da Area 1 (M.A1 - verde) e
machos da Area 2 (M.A2 — roxo). As linhas pontilhadas marcam valores idénticos (valor
maximo, zero e valor minimo) nos gréficos de assimetria de tamanho e de forma. N = xx indica
o nimero de individuos avaliados em cada categoria, que corresponde ao niimero de individuos
cujas duas asas foram avaliadas por categoria. A — Assimetria de tamanho das asas anteriores.

B — Assimetria de forma das asas anteriores. C — Assimetria de tamanho das asas posteriores.
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D — Assimetria de forma das asas posteriores. “d” denota assimetria direcional significativa e
“f” denota assimetria flutuante significativa. A distribui¢do dos dados foi normal em todas as
categorias em A, B, C e D. Encontramos homoscedasticidade (varidncias homogéneas, prevene
>0,05)em A, B e C. Em D, ndo houve homoscedasticidade (prevene = 0,019) porque a variancia
de F.A1 (1,008475e-29) foi significativamente maior que de F.A2 (5,476963e-30). O Material
Suplementar 1 mostra os resultados dos testes de ANOVA que determinaram a significancia
das assimetrias direcional e flutuante no tamanho e forma de cada categoria nas asas anteriores

e posteriores.

Assim como os estudos de erros na delimitacdo dos marcos, os estudos de assimetria

foram feitos com as coordenadas de Procrustes, sem a corre¢do forma x tamanho descrita no

item 3.2.4.

4.3 Tamanho do Centroide

Um dos componentes do dimorfismo sexual é o dimorfismo de tamanho. A Figura 4
mostra o tamanho do centroide das quatro categorias em estudo (fémeas e machos das Areas 1
e 2). Nas asas anteriores (Fig. 4A), a distribuicao dos dados ndo resultou normal para os machos
da Area 2 (todas as outras categorias apresentaram distribuicio normal), e as variancias foram
diferentes, ja que os machos apresentaram variancias iguais, mas maiores que as das fémeas,
que também foram iguais). Fizemos entdo um teste de Kruskal-Wallis para verificar as
diferengas. Constatamos que as fémeas das duas localidades apresentam o mesmo tamanho, que
¢ diferente e maior que o dos machos das duas localidades, que também ndo foram
significativamente diferentes.

Nas asas posteriores, a distribuicdo foi normal nas quatro categorias, mas nao
encontramos evidéncia de dimorfismo sexual. A Anova revelou que ha médias diferentes entre
os quatro grupos e o teste de Tukey mostrou que machos e fémeas da Area 1 diferiram em
tamanho, sendo as fémeas maiores que os machos (Fig. 4B). No entanto, machos e fémeas da
Area 2 nio diferiram em tamanho e nio foram significativamente diferentes dos machos e das

fémeas da Area 1, apresentando um tamanho intermedidrio entre eles.
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Figura 4. BoxPlot evidenciando mediana (linha continua preta nos boxes), quartis
(limites superior e inferior dos boxes) e amplitude (95% dos dados) do tamanho do centroide
(TC) das asas anteriores (A) e posteriores (B) esquerdas de E. dejeanii. Os dados foram
divididos entre fémeas da Area 1 (F.A1 - vermelho), fémeas da Area 2 (F.A2 - azul), machos
da Area 1 (M.A1 - verde) e machos da Area 2 (M.A2 - roxo). Os pontos em cinza representam
medidas individuais de cada asa. Em A, a distribui¢cdo do tamanho ndo foi normal para os
machos da Area 2 (Pshapiro = 0,00035) e as varidncias foram significativamente maiores nos
machos (varmar = 0,051; varmaz = 0,056) que nas fémeas (varrai = 0,024; varra2 = 0,031)
(PLevene < 0,05). As letras minusculas acima dos boxes indicam diferengas significativasinferidas
pelo teste de Dunn que revelou diferengas significativas entre machos e fémeas (p = 0) e nao
significativas entre fémeas (p = 0,7) ou entre os machos das duas areas (p = 1). Em B,todas as
categorias apresentaram distribuicdio normal de tamanho, mas as variancias foram
significativamente maiores (pPrevene < 0,01) nos machos (varm.a1 = 0,037; varm.a2 = 0,039) que
nas fémeas (varr a1 = 0,019; varr a2 = 0,025) e ndo foram distintas entre as fémeas das duas areas
(PLevene = 0,28) nem entre os machos (PLevene = 0,67). As letras minudsculas revelam as diferengas
significativas inferidas pelo teste de Tukey, que revelou diferencas significativas entre machos
e fémeas da Area 1 (p = 0,04), sendo todas as outras comparacdes par a par nio significativas

(p > 0,05).
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4.4 Alometria

A Figura 5 mostra a regressdo forma x tamanho das asas anteriores (Fig. SA) e
posteriores (Fig. SB). Nas asas anteriores, o tamanho responde por 14 % das diferencas de
forma (p < 0,0001) e a representacdo mostra dimorfismo sexual, de modo que as fémeas
apresentam asas maiores e com um formato diferente das asas dos machos. Nas asas posteriores
(Fig. 5B), nao foi possivel detectar diferencas de forma e tamanho entre machos e fémeas e o
tamanho responde por apenas 5 % das diferencas de forma (p < 0,0001). Tanto nas asas
anteriores quanto posteriores, foi possivel notar maior variacdo dos machos (circulos fechados)

que das fémeas (circulos abertos), tanto no tamanho quanto no formato das asas.
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Figura 5. Regressao forma (RegScorel) x tamanho (tamanho do centroide) de asas anteriores
(A) e posteriores (B) de machos (circulos fechados) e fémeas (circulos abertos) de Epicharis

(Anepicharis) dejeanii.

Como a regressdo tamanho x forma foi significativa, fizemos a anélise das formas
(shapes) das asas anteriores e posteriores de E. dejeanii considerando o residuo da regressao,
calculados no Morphol. A Figura 6 mostra o resultado da andlise de componentes principais
da amostra completa de asas anteriores e posteriores, considerando apenas a distingdo entre
machos e fémeas e revela que tanto asas anteriores quanto posteriores apresentam acentuado

dimorfismo sexual de forma.
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Figura 6. Representacdo dos dois primeiros componentes principais (PC1 e PC2) da
andlise de componentes principais do residuo da correlacdo forma x tamanho (Fig. 5) das asas
anteriores (A) e posteriores (B) de E. dejeanii evidenciando o dimorfismo sexual de forma. Os

circulos fechados representam os machos e os circulos abertos as fémeas. As elipses indicam a

dispersdo dos dados (90%).

Na Figura 7, mostramos os valores dos dois primeiros componentes principais (PC1 e
PC2) obtidos nas asas anteriores e posteriores detalhando o sexo e as duas dreas em estudo. Os
resultados revelaram dimorfismo sexual no PC1 das asas anteriores e nos dois componentes
(PC1 e PC2) das asas posteriores. O PC2 das asas anteriores € o PC1 das posteriores revelaram

diferencas significativas de forma das fémeas das duas éreas.



PC1 PC2

0.04 b

PC2

0.00

Asas Anteriores
PC1

-0.02

0.050
n
e 0.05 0.025
]
=
[¢h] 0.000
+ S5 o
2 d d
o 0,00 0.025
()
@©
2] -0.050
< L]
-0.05 pe
-0.075
F.A1 F.A2  M.A1 M.A2 F.A1 F.A2  MA1T M.A2
Categorias Categorias

Figura 7. Detalhamento da variacdo de forma (Fig. 6), obtida pela regressdo tamanho x forma
e da andlise de componentes principais das asas anteriores e posteriores de fémeas (F) e machos
(M) de E. dejeani coletados nas duas dreas de estudo. Al — Florestal, MG, que apresenta maior
disponibilidade de recursos e A2 — Pard de Minas, MG, que apresenta menor disponibilidade
de recursos. (A) Boxplot do primeiro componente principal (PC1) da forma das asas anteriores.
Todas as categorias apresentaram distribuicdo normal (Shapiro > 0,05) e a variancia foi
homogénea (Levene = 0,08). A ANOVA apontou diferencgas significativas entre as categorias
e o teste de Tukey revelou que tais diferencas foram significativas entre machos e fémeas (p <
0,00001) e ndo foram significativas entre machos das duas areas (p = 1) ou fémeas das duas
areas (p = 0,4). (B) PC2 das asas anteriores. Trés das quatro categorias apresentaram
distribuicdo normal (pshapiro > 0,05), diferentemente dos machos da Area 1 (pshapiro = 0,027). A
variancia foi homogénea (prevene = 0,79). O teste de Kruskal revelou diferencas significativas
entre as categorias e o teste ad hoc de Dunn mostrou que as fémeas da Area 1 foram

significativamente diferentes das fémeas (ppunn = 0,0035) e machos (ppunn = 0,0012) da Area 2.
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(C) PCI das asas posteriores. Todas as categorias apresentaram distribui¢do normal (pshapiro >
0,05), mas as variancias ndo foram homogéneas, ja que as fémeas (Varg.a1= 0,00024; Varg.az =
0,00028) apresentaram variancia significativamente menor que os machos (Varm.a1 = 0,00052;
Varm a2 = 0,00048) (prevene < 0,01). Fémeas e machos das duas dreas apresentaram variancias
homogéneas (preveneF = 0,45; prevenem = 0,79). O teste de Tukey revelou diferencas
significativas entre as categorias (p <0,05), exceto entre machos das duas dreas (p = 0,27). (D)
PC2 das asas posteriores. Nenhuma das categorias apresentou distribui¢do normal (pshapiro <
0,05) e a variancia foi homogénea (prevene = 0,216). O teste de Dunn revelou diferencas
significativas entre machos e fémeas (ppunn = 0), mas ndo revelou diferencas entre fémeas ou

entre machos das duas areas (ppunn = 1).

5. DISCUSSAO

O trabalho aqui apresentado € o primeiro estudo de morfometria de asas de E. dejanii,
sendo os agregados em estudo, coletados em Florestal (Areal) e Pard de Minas (Area2), os
primeiros registros da espécie no estado de Minas Gerais, e em drea de transi¢ao entre Cerrado
e Mata atlantica. Cabe dizer que todos os outros agregados foram encontrados no bioma de
Mata Atlantica.

Tinhamos como principal objetivo verificar se as diferencas em termos de cobertura
vegetal das duas dreas de coleta impactam significativamente parametros morfométricos como
o grau de assimetria e o dimorfismo sexual na forma e no tamanho das asas de espécimes de E.
dejeanii.

O estudo de assimetria do tamanho das asas revelou que as asas esquerdas sao
significativamente menores que as direitas nas asas anteriores e posteriores, 0 que parece ser
uma caracteristica desta espécie. De fato, ha registros de assimetria de tamanho de asas de
insetos que mostram que asas esquerdas menores que as direitas € um padrio relativamente
comum (Smith et al., 1997; Lopuch & Tofilski, 2016; Szentgyorgyi et al., 2016; Banaszak-
Cibicka et al., 2018; Karthika et al., 2021). Em termos de detectar alteracdes morfométricas
devidas as diferencas entre as duas dreas de coleta, no entanto, a assimetria que mais interessa
¢ a flutuante, considerada um proxy de perturbacdes no desenvolvimento (Palmer & Strobeck,
1986; Palmer & Strobeck, 2003; Angtuaco & Leyesa, 2004; Hoffmann et al.,2005; Arce et al.,
2022), que pode, por exemplo, ser causadas por deficiéncias nutricionais (Silva et al., 2009;
Mielczarek et al., 2021).

Com nosso conjunto de dados, percebemos que as asas posteriores apresentaram

assimetria flutuante de tamanho (Fig. 3A) em todas as categorias, 0 que nao ocorreu com as
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asas anteriores, nas quais apenas uma das categorias, as fémeas da Area 1, apresentaram
assimetria flutuante de tamanho. A assimetria de forma ndo foi diferente entre as asas
posteriores e anteriores. Pode parecer, a partir deste resultado, que a Area 1, com mais cobertura
vegetal, é a que provoca mais perturbacdes no desenvolvimento, e que tais perturbacdes sao
mais perceptiveis nas fémeas. No entanto, uma avaliagdo cuidadosa dos dados mostra que,
apesar de apresentar amplitude de variagdo equivalente as outras categorias (mostrada na Fig.
3A), a categoria F.A1 € a representada pelo menor nimero de individuos, o que parece afetar
artificialmente a significincia da assimetria flutuante. Devido a nossos cuidados em reduzir ao
maximo o impacto de nossa coleta nos agregados, reduzindo a coleta em cada dia a trés
individuos de cada categoria de sexo e cor (ver item 3.1), acabamos com um ndmero
relativamente menor de fémeas coletadas na Area 1.

Se considerarmos a deteccao de assimetria flutuante como um proxy de stress (Parsons,
1990; Palmer, 1994; Klingenberg & Mclntyre, 1998; Beasley et al., 2013; Klingenberg, 2015;
Nunes et al., 2015; Benetiz et al., 2020; Zakharov et al., 2020; Pignataro et al., 2023), podemos
sugerir que as diferengas encontradas na assimetria flutuante de tamanho entre asas anteriores
e posteriores sejam resultado de sele¢do natural, que reduz o impacto de eventuais perturbagdes
no desenvolvimento nas asas anteriores, num processo conhecido como canaliza¢do
(Waddington, 1942; Debat & David, 2001; Buskirk & Steiner, 2009; Pigliucci & Miiller, 2010;
Gutiérrez, 2020). De fato, as asas anteriores sao maiores € devem desempenhar funcdes criticas
e primdrias na qualidade do voo, enquanto as posteriores desempenham um papel secundério:
se fixam as asas anteriores por meio de pequenos ganchos e auxiliam na aerodinamica e
sustentacdo durante o voo (Ma et al., 2019; Pfau, 2020). Neste sentido, € possivel sugerir que
as asas posteriores estejam mais sujeitas a perturbacdes no desenvolvimento, € que, portanto,
sejam mais uteis em estudos que visam comparar o impacto de diferencas ambientais.

Na andlise dos tamanhos das asas, verificamos que as asas anteriores apresentaram
dimorfismo sexual nas duas dreas estudadas, com asas das fémeas maiores que as dos machos,
conforme o esperado pelas diferencas de tamanho corporal normalmente encontradas em
Hymenoptera (Fairbairn, 1997; Shibata et al., 2020; Vigueira et al., 2023; Hiiftlein et al., 2024).

As asas posteriores mostraram dimorfismo sexual significativo na Area 1, no mesmo
sentido que as asas anteriores. No entanto, na Area 2, fémeas e machos resultaram no mesmo
tamanho de asas posteriores, o que pode estar relacionado a menor qualidade do ambiente em
termos nutricionais.

Considerando que as fémeas de Hymenoptera tém a capacidade de escolher ovipor um

ovo fecundado (que dd origem a fémeas) ou nao fecundado (que dd origem a machos) (Flanders,
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1965; Gerber & Klostermeyer, 1970, Bosch & Vicens, 2006), se as asas posteriores estiverem
mais correlacionadas com o tamanho do individuo que as anteriores, algo a ser testado no futuro,
podemos levantar a hipétese de que na Area 1 as fémeas t8m mais condicdes de selecionar
células de cria maiores e mais bem providas para depositar ovos fecundados e células de cria
menores € com menos nutrientes para depositar ovos ndo fecundados.

Tanto nas asas anteriores quanto posteriores, a variancia de tamanho foi
significativamente maior nos machos que nas fémeas, o que pode indicar uma preferéncia de
células de cria mais providas e homogéneas para as fémeas que para os machos, em ambas as
areas. Tal diferenca na variancia também pode significar que o desenvolvimento das asas esteja
mais canalizado em fémeas que em machos. Esta inferéncia faz sentido a luz dos diferentes
estilos de vida de machos e f€meas de E. dejeanii, uma vez que todas as fémeas apresentam o
mesmo conjunto de comportamentos de cuidado, provimento e manutencao de células de cria
(Maccagnani & Sgolastra, 2020), enquanto os machos podem apresentar diferentes
comportamentos de copula, que podem estar relacionados a maior variagao de tamanho de suas
asas. E importante mencionar que nossos dados de tamanho de asas ndo refletem o padrio
mostrado por Pina et al. (2020), onde os machos de E. dejanii que apresentaram diferentes
estratégias de cOpula também apresentaram tamanhos diferentes. Isto pode indicar que o
tamanho dos individuos ndo estd diretamente correlacionado ao tamanho das asas. O teste de
normalidade dos dados de tamanho revelou distribui¢do normal nas quatro categorias (fémeas
e machos de cada drea) nas asas posteriores e nas fémeas e machos da Area 1 nas asas anteriores.
No entanto, machos da Area 2 ndo apresentaram distribuicdio normal. Uma andlise mais
detalhada, no entanto, ndao mostrou duas modas (dados ndo mostrados), mas uma distribui¢ao
enviesada para a direita.

Nosso estudo de alometria revelou maior influéncia do tamanho nas asas anteriores que
nas posteriores. Em ambas as asas, a regressao revelou que além de serem mais varidveis em
tamanho (eixo X da regressdo), os machos também sdo mais varidveis em forma (eixo Y da
regressdo Fig.5). Nas anteriores, ficou claro também que as maiores asas pertencem as fémeas
€ as menores aos machos, o que nio ocorreu nas asas posteriores. Este resultado reforca que as
diferencas nas asas anteriores reflitam melhor os comportamentos de machos e fémeas que as
diferencas nas asas posteriores.

Descontada a alometria, a andlise de componentes principais revelou dimorfismo sexual
de forma tanto nas asas anteriores quanto posteriores (Fig. 6). Nas anteriores, a maior parte da
varia¢do concentra-se no primeiro componente (PC1), que também foi o mais importante para

o dimorfismo sexual (Fig. 7A). O PC1 das asas anteriores ndo apresentou qualquer diferenca
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entre as dreas, apenas entre machos e fémeas. O PC2 das asas anteriores, por sua vez, revelou
diferencas significativas entre as fémeas das duas areas, mas nio entre os machos (Fig. 7.B),
padrao que se repetiu no PC1 das asas posteriores e que confirma a observacdo de Teder &
Tammaru, 2005 e Santoni et al., 2023, que mostraram que o sexo com mais plasticidade em
funcdo de diferencas nutricionais é o sexo maior, no caso de E. dejanii, as fémeas.
Curiosamente, foi possivel detectar dimorfismo sexual no PC1 (e no PC2) das asas posteriores,
mas ndo no PC2 das asas anteriores.

Uma busca na literatura revelou a ampla utilizacdo da morfometria geométrica de asas
de abelhas na resolucdo de questdes taxondmicas e detec¢do de variacdo morfoldgica entre
populacdes (De Meulemeester et al., 2012; Aytekin et al., 2007; Bonatti et al., 2014; Charistos
et al., 2014; Falamarzi et al., 2016; Gerard et al., 2018; Grassi-Sella et al., 2018; Dos Santos et
al., 2019; Bustamante et al., 2020; Henriques et al., 2020; Haldhar et al., 2021). H4 também
estudos que envolvem a detec¢do de alteracdes de forma em fungdo de distirbios devidos a
fatores de estresse, que, no entanto, estdo focados nas asas anteriores (Dellicour et al., 2017;
Andrade et al., 2020; Ferrari et al., 2024).

Em nosso trabalho, as asas posteriores se mostraram mais interessantes para comparar
os individuos coletados nas duas dreas que as asas anteriores, revelando que apesar de menores
e terem papel coadjuvante no voo, mas talvez justamente por isto, estdo mais sujeitas a se
moldar a diferencas entre os ambientes, fazendo da morfometria geométrica de asas posteriores
uma ferramenta valiosa para detectar diferencas na qualidade do ambiente. Diante destes
resultados, sugerimos que estudos que envolvam perturbacdes ambientais no desenvolvimento
embriondrio de abelhas, daqui em diante, foquem também nas asas posteriores para que
tenhamos um panorama mais amplo sobre a utilidade destas asas em programas de deteccdo de

estresse ambiental.

CONCLUSOES

1. Asas posteriores apresentaram maior susceptibilidade a estresses do desenvolvimento que as
anteriores, sugerindo que a morfometria geométrica das asas posteriores seja uma poderosa
ferramenta para comparar o impacto de alteracdes ambientais em E. dejeanii.

2. O dimorfismo sexual de tamanho foi mais evidente e homogéneo entre as duas dreas nas asas
anteriores que nas posteriores. As asas posteriores das fémeas foram maiores que os machos na
Area 1 (com maior disponibilidade de alimento), refletindo a possibilidade de mais provimento
nas células de cria que recebem ovos fecundados (fémeas) que nas que recebem ovos nao

fecundados (machos). Na Area 2, as asas posteriores ndo apresentaram dimorfismo sexual.
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3. Os machos apresentaram variancia de tamanho maior que a das fémeas, evidenciando
possivel canalizacdo no desenvolvimento das fémeas, que performam o mesmo repertério de
comportamentos, diferente dos machos, que podem apresentar comportamentos distintos.

4. No estudo de forma, feito com os residuos da regressdo tamanho x forma, o PC2 das asas
anteriores e o PC1 das posteriores revelaram diferencas significativas entre as fémeas das duas

dreas, mas ndo entre os machos, reforcando serem as fémeas o sexo mais pléstico.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Material Suplementar 1: Resultados dos testes de ANOVA para inferir a assimetria de forma (coordenadas de Procrustes) e tamanho
(tamanho do centroide) de machos e fémeas coletados nas areas 1 e 2. Nas comparagdes de tamanho foram mostradas a intensidade
(Fator — F) e significancia (P) das diferencas entre os individuos (Ind), da assimetria direcional (Side) e da assimetria flutuante (Ind*side)
nas fémeas e machos de cada area. Nas comparacdes de forma foram mostradas a intensidade (Pillai.tr) e a significancia (P) das
diferencas entre os individuos (Ind), da assimetria direcional (Side) e da assimetria flutuante (Ind*side). Estdo marcados em vermelho os
valores n&o significativos da assimetria flutuante de tamanho. Todas as outras estimativas de assimetria foram significativas. Chama a
atencao o fato de que no tamanho a assimetria direcional foi mais intensa que a flutuante, enquanto na forma a assimetria flutuante foi

mais intensa que a direcional.

Asas Parametro Efeito Area1 Area 2
Fémeas Machos Fémeas Machos
Ant F P F P F P F P
tamanho Ind 11,11 <.0001 87,66 <.0001 4,65 <.0001 86,15 <.0001

Side 38,03 <.0001 191,07 <.0001 48,65 <.0001 164,58 <.0001
Ind*side 4.71 <.0001  0.91 0.6576 2,8 0,4899 1,43 0,0739
Pillai.tr P Pillai.tr P Pillai.tr P Pillai.tr P
Forma Ind 9,8 <.0001 10,39 <.0001 9,82 <.0001 10,06 <.0001
Side 0,85 <.0001 0,92 <.0001 0,85 <.0001 0,9 <.0001
Ind*side 6,65 <.0001 6,31 <.0001 6,77 <.0001 6,49 <.0001

Post F P F P F P F P

tamanho Ind 11,11 <.0001 28,8 <.0001 13,58 <.0001 21,68 <.0001
Side 38,03 <.0001 45,93 <.0001 110,93 <.0001 37,36 <.0001




Forma

Ind*side 4.71 <.0001 4,04 <.0001 4,27 <.0001 3,63 <.0001
Pillai.tr P Pillai.tr P Pillai.tr P Pillai.tr P

Ind 9,8 <.0001 10,2 <.0001 9,73 <.0001 9,67 <.0001

Side 0,85 <.0001 0,83 <.0001 0,73 <.0001 0,78 <.0001

Ind*side 6,65 <.0001 7,32 <.0001 7,18 <.0001 7,26 <.0001
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