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RESUMO

Neste trabalho, sdo apresentados os resultados da pesquisa que foi realizada na
cidade de Brumado, Bahia, Brasil, localizada na regido nordeste do.pais e
sudoeste do estado. A cidade é conhecida por desenvolver em seus dominios
atividades ligadas a exploragdo de minério, sendo o do tipo magnesita 0 mais
difundido. O trabalho foi conduzido em duas areas, sendo a primeira area
exposta a pluma de‘poluentesiatmosféricosemitidos por empresacgue trabalha
com extracdo do minério magnesita e a segunda area sem a exposicao da pluma
de poluentes. Foram usadas no estudo duas espécies de borboletas frugivoras
(Eunica tatila e Hamadryas februa) que fazem parte de um acervo mantido no
Laboratdrio de Entomologia da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia
(UESB), campus de Vitoria da Conquista, Bahia, Brasil. Os espécimes foram
coletados em ambas as areas durante um periodo de 23 meses e de forma
ininterrupta, sendo realizada a primeira coleta no més de marco do ano de
2016.

As borboletas tiveram todas as asas removidas, fotografadas e digitalizadas
com o auxilio de softwares especificos que sdo usados em analises que se
aplicam*a técnica da morfometria‘geométrica. Foram realizadas analises de
funcao discriminante e validacdo:cruzada para avaliar a forma da asa e teste-t
com correiagaode Welch para avaliar o.tamanhe da asa, foram. feitas também
analises de Assimetria Flutuante comparando areas através de One-Way
ANOVA.

Os resultados apontam que as asas anteriores sao bons biomarcadores e que
ambas as espécies podem ser utilizadas em estudos de biomonitoramento, no
entanto, a espécie Hamadryas februa se destaca como um importante
bioindicador podendo contribuir para uma rapida identificacdo de agentes
estressores e assim ajudar na mitigacao de possiveis impactos ambientais.

Palavras-chave: Poluicdo atmosférica; Mineracdo; Morfometria Geométrica;

Borboletas frugivoras; Bioindicador; Assimetria Flutuante



ABSTRACT

In this work; are the results of the research that was carried out in the city of
Brumado, Bahia, Brazil, located in the northeast of the country and southwest
of the state. The city is known for developing in its domains activities related
to the exploration of ore, being the magnesite type the most widespread. The
work was conducted in‘two areas, the-firstarea being exposed to the'plume of
atmospheric pollutants emitted by a company that works with the extraction of
magnesite ore and the second area without exposure to the plume of pollutants.
Two species of fruit-feeding butterflies (Eunica tatila and Hamadryas februa)
belonging to collection deposited in the Laboratory of Entomology at the State
University of Southwest Bahia (UESB), the campus of Vitoria da Conquista,
Bahia, Brazil were used in the study. The specimens were collected in both
areas for 23 months and without interruption, the first collection being carried
out in March of 2016.

The butterflies had all their wings removed, photographed, and digitized with
the help of specific software that is used in analyzes that apply the technique
of geometric, morphometrics. Diseriminant function and _cress-validation
analyzes were.performed to evaluate a wing shape and a t-test with Welch's
correlation to evaluate the wing size,;as»well as Fluctuating Asymmetry
analysis comparing areas through One-Way ANOVA.

The results show that the forewings are good biomarkers and that both species
can be used in biomonitoring studies, however, the species Hamadryas februa
stands out as an important bioindicator that can contribute to the quick
identification of stressors and thus help in mitigation of possible environmental
impacts.

Keywords: Air potlution; Mining; Geometric Morphometrics; Fruit-feeding

butterflies; Bioindicator; Fluctuating Asymmetry
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1. INTRODUCAO

Existem muitas fontes naturais de poluentes atmosféricos gasosos. Estes
incluem vulc@es, Incéndios florestais e vazamentos de géas de areas umidas
anaerdbicas. Em alguns casos, a magnitude das emissdes naturais de poluigédo
do ar pode rivalizar ou exceder as associadas as atividades humanas. Em outros
casos, as'emissdes antropogénicas sao mais importantes g estdo‘aumentando
em quantidade devido ao crescimento da populagdo humana e devido a
desenvolvimentos tecnoldgicos que resultam na emissdo de poluentes
(Freedman, 1995).

Esses poluentes que sdo lancados na atmosfera oriundos das mais
diversas fontes, podem atuar sobre a biodiversidade provocando uma série de
alteracOes, segundo Bell et al. (2017) em espécies vegetais, os poluentes do ar
acabam._exercendo efeitos negatives.sobre o metabolismo,satravés do
envolvimentao de reacdes quimicas e comprometimento da integridade das suas
membranas” i celulares, resultandop“em reducdo do creseimento e
desenvolvimento de plantas, enquanto em. espécies animais, de acordo com
Barker e Tingey (1992), os efeitos dos poluentes atmosféricos acidificantes,
incluindo: diéxido de enxofre e acidos derivados, material particulado
(incluindo particulas radioativas), oxidantes fotoquimicos e compostos
organicos (pesticidas transportados pelo ar), podem provocar efeitos
fisiolégicos -(menor :reprodugédo) oucefeitosnecolégicos i (perdacdes recursos
alimentares). Efeitos na morfologia causados por poluentes atmosféricos sdo
relatados por Gorriz et al. (1994) através de estudos com passeriformes e
pequenos mamiferos, mostrando mudancas na morfologia de cilios do epitélio
traqueal, de animais presentes em area de usina de carvao.

Sanseverino e Nessimian (2008), elenca dentre outros fatores, 0 aumento
de gases poluentes, como algumas das alteracbes humanas que tém como
consequéncia a mudancas na biologia.de organismos e espécies, e.na estrutura,
dindmica e padrdes de populagdes e comunidades. E segundo esses autores, a
observagéo.de mudancas no desenvelvimento em.nivel de individuoseria uma
forma de avaliar essas perturbacdes.

Sendo assim, a morfometria geométrica, abrange uma série de técnicas

que visam descrever e representar a geometria das formas estudadas. Enquanto
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nas abordagens tradicionais a variacdo da forma € estudada através da
covariacdo entre pares de medidas lineares, a morfometria geométrica é capaz
de descrever e localizar mais claramente as regides de mudancas na forma e
sobretudo, de construir e reconstituir graficamente estas diferencas (Moraes,
2003). A partir dessa técnica também € possivel avaliar perturbacdes de
natureza genética ou.ambiental que 0s organismos podem enfrentar durante o
desenvolvimento embrionario, as quais ele deve superar para que possa
expressar o fenotipo pré-determinado (Nunes, 2012).

Borboletas sdo muito utilizadas em estudos sobre conservacgéo de habitats
degradados porque necessitam de plantas e habitats especificos para a sua
sobrevivéncia, e por essa razdo sdo especialmente vulneraveis a degradacéo
ambiental, respondendo rapidamente as mudancas na vegetacdo e no clima.
Sua taxonomia é relativamente bem conhecida e as técnicas de coleta sdo
simples. Sua presenga pode indicar comunidades ricas em:espécies, e sua

auséncia, indicar perturbacéo e fragmentacéo (Aradjo & Lima,.2009).

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Conservagéo da biodiversidade

A biologiardar conservagdo, 1éaumarnova etapal na;aplicagao rda (ciéncia aos
problemas de conservacao, trata da biologia de espécies, comunidades e ecossistemas que
séo perturbados, direta ou indiretamente, por atividades humanas ou outros agentes. Seu
objetivo é fornecer principios e ferramentas para preservar a diversidade bioldgica (Soulé,
1985). Segundo Gaston (2010) a Convengdo Internacional sobre Diversidade Bioldgica
(CBD) define "'Diversidade bioldgica' como sendo a variabilidade entre organismos vivos
de todas as fontes, incluindo, entre outros, ecossistemas terrestres, marinhos e outros
ecossistemas aquaticos e os complexos.ecologicos dos quais eles fazem parte; isso inclui

diversidade dentro das espécies, entre espécles e ecossistemas .

Para Primack (1993) a biologia'da conservagao pode ser vista como uma ciéncia
multidisciplinar gue.aborda a atual crise “da. biodiversidade. Sodhi e Ehrlich (2010)
relatam que “nossas agdes colocaram a humanidade em uma profunda crise ambiental.

Destruimos, degradamos e poluimos os habitats naturais da Terra e de fato, praticamente
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todos eles sentiram a influéncia das espécies dominantes. Como resultado, ‘a grande
maioria das populacoes e espécies de plantas e animais, partes importantes dos sistemas
de suporte @ vida humana, esta em declinio e muitas ja estdo extintas”. Em geral, varias
ameacas, como destruicdo de habitat, superexploracdo, mudanca climatica e espécies

invasoras, levam a um aumento no risco de extin¢do de espécies (Brook et al., 2008).

A perda‘de’habitat. e “a“reducdo ‘de’dreas naturais-causadas 'pelas’ atividades
antrdpicas sdo as principais ameacas para a biodiversidade e a conservacao das espécies
(Sawchik et al., 2005). A fragmentagéo do habitat envolve a transformacdo de grandes
extensdes de habitat em varios fragmentos menores de area total menor, isolados um do
outro por uma matriz de habitat alterado (Wilcove et al., 1986). A perda de habitat reduz
a quantidade total de habitat adequado e, se tudo o mais for igual, diminui o tamanho da
populacdo, limitando a capacidade da paisagem de apoiar individuos. Sendo assim,
populacdessmenores estdo sujeitas a.maior risco de extingdo porseventos estocasticos
(Gaggietti & Hanski, 2004).

Em um mundo eada vez mais dominado por humanos, onde .a@ maioria de nos
parece alheia a liquidacdo do capital de recurses naturais da Terra, aexploracdo de
populacBes bioldgicas se tornou uma das ameacas mais importantes a persisténcia da
biodiversidade global (Peres, 2010). Uma das principais causas do declinio de muitas
espécies é a superexploracdo, resultando na possibilidade de risco de extingdo em alguns
casos (Crookes & Blignaut, 2019). A superexploracdo em meados do século XX causou
o0 declinio e a extingao das populacgoes de crocodilos do Nilo em muitas partes de sua area
(De Smet, 1998).

Uma outra ameacga a conservacdo segundo Simberloff (2010) é a invasdo de
espécies, que no final acaba causando a extin¢do de outras espécies. Sendo uma espécie
invasora “aquela que chega (geralmente com assisténcia humana) a um habitat que néo
havia ocupado anteriormente, depois estabelece uma populacéo e se espalha de forma

autébnoma”.

De acordo Spangenberg (2007) a peluicdo também pode ser considerada uma

forca condutora no que se refere a perdade biodiversidade no cenério global.
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2.2 Poluicéo atmosférica e seus efeitos sobre a biodiversidade

De acordo com a etimologia da palavra, poluigdo significa sujeira (do latim,
polluere, significa sujar). No contexto atual, a palavra poluicdo garhou importancia
devido a crise ambiental vivida pelo planeta e uma definicdo mais completa e aceita
atualmente para poluicéo é “a degradacdo da qualidade ambiental resultante de atividades
que 'diretaouindiretamente ! prejudiguemiia ‘salide; ‘a, seguranga'e ‘0 bem  -estar 'da
populagéo; criem condigOes adversas sociais e econdémicas; afetem desfavoravelmente a
biota; afetem condigdes estéticas ou sanitarias do meio ambiente e lancem matérias ou

energia em desacordo com os padrdes estabelecidos” (Brasil, 1981).

A poluicdo do ar é composta por uma mistura heterogénea de compostos de
particulas gasosas e solidas, que incluem principalmente ozonio (O3), monoxido de
carbono (CO), dioxido de enxofre (SO2), dxidos de nitrogénio (NOXx), liquidos e
materiais particulados (PM). O PM.é uma mistura complexa de particulas extremamente
pequenas e goticulas de liquido nas quais particulas primarias sdo emitidas. diretamente
na atmosfera, como a fuligem do diesel,.enquanto. particulas secundarias sao. criadas
atraves da transfarmagao fisico-quimica de gases; como a formacéo de nitrates e sulfatos
a partir do acido nitrico gasoso e do dioxido de enxofre, respectivamente (Sun & Shang,
2018). A maioria dos poluentes do ar, por exemplo, material particulado (MP) e poluentes
gasosos, como Oxidos de nitrogénio (NOX) ou ozénio troposférico (O3), tém a capacidade
de direta ou indiretamente de agir como moléculas pré-oxidantes, causando danos aos
lipidios, ao DNA € / ou proteinas, a menos que o sistemna antioxidante seja regulado
positivamente. N&o obstante, pode ocorrer um excedente de pré-oxidantes e, como
consequéncia, a taxa na qual as moléculas danificadas se acumulam pode aumentar. Esta
patologia é comumente referida como estresse oxidativo (Menzel, 1994; Halliwell e
Gutteridge, 2015). Os NOXx estdo entre os mais abundantes poluentes quimicos urbanos e

séo considerados indicadores confiaveis de poluicdo geral do ar urbano (OMS, 2006).

Segundo Lovett (2009) nas ultimas quatro décadas houve muita investigacdo
sobre os efeitos da poluicdo atmosférica nos ecossistemas, e grande parte de seu trabalho
se concentrou’em: respostas biogeoquimicas-de:lagos, florestas e estudrios a niveis
elevados de deposicao de enxofre e nitrogénio. E segundo o mesmo autor, muitos estudos
mostram que espécies vegetais e animais diferem em sensibilidade & polui¢céo do ar e suas

consequéncias biogeoquimicas, como a acidificacdo do solo e da agua.
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Os efeitos desses poluentes sdo sutis, mas podem ser graves. AlteracGes na
composicdo de espécies de plantas devido ao enriquecimento de N -podem ndo causar
extincOes imediatas, mas os efeitos podem se propagar atraves da cadeia alimentar para
afetar muitos organismos em um ecossistema. Da mesma forma, aumentar o teor de N de
uma arvore pode ndo a matar, mas pode torna-la mais suscetivel a pragas e patégenos que
podem mata-la.-Mercurio pode ndo matar peixes, mas. pode reduzir 0 sucesso reprodutivo
dos mergulhdes que os comeram. Além disso, os efeitos da poluigdo do ar podem interagir
com os resultantes de outras mudancas ambientais, incluindo mudangas climaticas,
mudancas no uso da terra e introducdo de espécies exoticas, para produzir estresse severo

nos ecossistemas naturais (Lovett, 2009).

No geral, prevé-se que os niveis de poluicdo do ar existentes nos corredores
urbanos e industriais possam ter impactos deletérios na eficiéncia de forrageamento de
insetos e nas.interacdes planta-inseto. Niveis de poluentes ambientais, tipos de volateis
que compreendem a pluma, sensibilidade das antenas de insetos aos constituintes da
pluma, a‘abundéncia de plantas hospedeiras no ambiente e as condi¢oes do ar (ventoso
versus calmo) do local, podem afetar de maneira diferente a extensao dos Impactos
ecologicos negativos (Fuentes et al., 2016). Por isso, atualmente tem se tornado cada vez
mais importante saber como isso tudo ocorre e tentar de alguma forma monitorar os
impactos através do uso de técnicas adequadas, fazendo uso por exemplo da morfometria

geomeétrica, que pode ser empregada em diversos estudos morfométricos.
2.3 Estudos morfométricos

A morfometria é o estudo quantitativo da forma bioldgica, variacdo da forma e
covariacdo da forma com outras variaveis ou fatores bidticos ou abidticos. Essa
quantificacdo introduz o rigor muito necessario na descricdo e comparacdo entre
morfologias. A aplicacdo de técnicas morfomeétricas, portanto, beneficia qualquer campo
de pesquisa que dependa da morfologia comparativa: isso inclui sistematica e biologia
evolutiva, bioestratigrafia e biologia do desenvolvimento (incluindo estudos de padrdes
de crescimento dentro de espécies, modularidade e padrGes evolutivos, como
heterocronia, etc.)«(Webster & Sheets, 2010):

As analises imorfométricas sdo cada vez mais difundidas em conjunto com analises
de dados moleculares. Exemplos de tais usos combinados de dados incluem o

mapeamento de dados de forma em filogenias inferidas a partir de sequéncias de DNA,
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analises genéticas quantitativas baseadas em genealogias extraidas de informacdes de
marcadores moleculares ou avaliages dos efeitos da hibridag&o na assimetria de forma.
Portanto, ferramentas flexiveis para analise morfométrica sdo necessarias para uma
crescente comunidade de usuarios em varias areas da ecologia e biologia evolutiva
(Klingenberg, 2010).

Segundo Catalane (2010)-¢ campo’da morfometria geometrica:compreende uma
vasta gama de métodos para descrever a forma quantitativamente e 0os métodos mais
utilizados em morfometria geométrica sdo baseados em pontos de referéncia. Nesse
método, as localizacBes relativas de um conjunto de pontos identificados
individualmente, "pontos de referéncia” que sdo biologicamente homdlogos (de
preferéncia como pontos, curvas ou superficies delimitadoras), sdo remodelados em um
conjunto de variaveis biométricas comuns, as ‘“‘shape coordinates” (Schaefer &

Bookstein,2009).

A visualizagéo das mudancas de forma esta no cerne da)morfometria geométrica.
De fato, uma das principais vantagens da morfometria geométrica € que as diferencas de
forma podem _ser..wvisualizadas diretamente..como ilustracdes ou _animacdes por
computador. Vérios tipos diferentes de visualizacGes de formas e alteragdes de formas
tém sido amplamente utilizados na morfometria geométrica. “Eles sdo baseados
principalmente em dois principios: visualizacdo da mudanca de forma, mostrando os
deslocamentos relativos dos pontos de referéncia correspendentes em diferentes formas
ou mostrando a deformacao’'de uma grade regular, um contorno ou uma superficie que €
interpolada da mudanca de forma. Essas duas abordagens também podem ser usadas em
combinacdo. Os avancos na computacdo grafica tornaram mais facil produzir ilustracdes
atraentes de mudancas de forma em duas ou trés dimensdes com ambas as abordagens, e

a animacdo por computador possui um potencial ainda maior (Klingenberg, 2013).

Pequenas diferencas em padrdes morfometricos como desvios de simetria
(Assimetria Flutuante) também podem ser vistos de uma melhor maneira com o auxilio
dessa técnica. A assimetria flutuante (FA), representa pequenas variagbes aleatorias na
simetria de caracteres bilaterais e € um parémetro amplamente usado como:medida de
instabilidade de desenvolvimento em plantas e animais (Diaz et al., 2004). A avaliacdo
de FA na morfologia de um organismo esta emergindo rapidamente como uma ferramenta
importante: para a avaliagdo das respostas bioldgicas ao estresse ambiental (Fair &
Breshears, 2005).
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2.4 Borboletas frugivoras como bigindicador

As borboletas correspondem a:13% de uma riqueza de 146.000 espécies de
lepiddpteros no mundo, sendo conhecidas no Brasil 3.288 espécies de borboletas
classificadas em seis familias: Hesperiidae, Lycaenidae, Nymphalidae, Papilionidae,
Pieridae e Riodinidae (Brown Jr & Freitas, 1999).

As borboletas frugivoras fazem parte da familia Nymphalidae (Lamas, 2004), e
pertencem a quatro subfamilias: Biblidinae, Charaxinae, Nymphalinae e Satyrinae
(Wahlberrg et al., 2009).

Considerando-se a sua biologia, as larvas da maioria das espécies de borboletas
possuem habito fitéfago enquanto os individuos em fase adulta podem ser classificados
em dois grupos tendo em vista sua preferéncia alimentar. As espécies que consomem
néctar e, ocasionalmente, pdlen, sdo inseridas no grupo de borboletas nectarivoras, com
representantes em todas as familias de borboletas. Enquanto aguelas que se alimentam
preferencialmente de frutas fermentadas, exsudados de fezes e vegetais s@o classificadas
como frugivoras, as quais incluem apenas membros da familia Nymphalidae (Devries,
1987).

Entre os .insetos, as borboletas s&o de suma importancia em estudos
conservacionistas, principalmente em ambientes fragmentados ou antropizados,

fornecendo dados sobre perturbacées e processos ambientais (Freitas et al., 2003).

Tan (2018) em estudo de laboratorio, com experimentos controlados analisando
0s impactos deletérios da fumaca no desenvolvimento e sobrevivéncia de borboletas,
concluiu que ha um retardo no desenvolvimento desses insetos, bem como uma

diminuigéo no peso da pupa.

E segundo Arce (2015), realizando um estudo sobre o efeito dos poluentes
particulados em alguns parques urbanos do municipio de Osasco, SP, verificou que
borboletas, .independentemente de serem frugivoras ou nectarivoras, podem ser usadas

como indicadores biologicos de polui¢do do ar.

No presente estudo, as duas especies de borboletas avaliadas sac consideradas
frugivoras e parafacilitar a compreensdo do trabalho, ele foi dividido em.dois capitulos.

No primeiro capitulo € discutido o uso da morfometria alar dessas borboletas como um



biomarcador de poluicdo atmosférica e o segundo capitulo tem como foco o estudo da

Assimetria Flutuante em area de mineracéo.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Comparar a morfometria de borboletas frugivoras em area com influéncia
direta da pluma de poluentes atmosféricos liberados pelo beneficiamento do
minério magnesita, com a morfometria de borboletas em area sem essa

influéncia.

3.2 Objetivos especificos

e Determinar presenca de Assimetria Flutuante (FA).em berboletas
frugivoras_presentes em area com_influéncia direta. da pluma. de
poluentes.

e Comparara.forma das asas de borboletas frugivoras, presentes em.area
com influéncia direta da pluma de poluentes com os da area de referéncia.

e Comparar o tamanho de asa de borboletas frugivoras, presentes em area
com influéncia direta da pluma de poluentes com os da area de referéncia.
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Resumo: Ao longo dos Ultimos.anos a poluicdo do ar tem se tornado
cada vez mais um problema de satde publica e um dos principais desafios das
cidades em crescimento, e entre as principais fontes poluidoras a atividade
mineradora apresenta um papel de destaque. Portanto, este trabalho teve como
objetivo avaliar os efeitos das emissdes aéreas de uma industria mineradora no
municipio de Brumado, Bahia, Brasil, em caracteristicas morfométricas de
duas espécies de borboletas frugivoras, Hamadryas februa e Eunica tatila. Os
espécimes foram coletados em duas areas distintas: (1) Area com influéncia
direta da pluma de poluentes atmosféricos advindos de inddstria mineradora e
(2) Area sem influéncia direta da pluma de poluentes. A forma e o tamanho
das duas espécies foram avaliados. Ambas as espécies presentes na area
poluida apresentaram modificagdes importantes na forma da asa e apenas a

H.februa apresentou diferenca notamanhe da asa.

Palavras-chave: Poluigdo atmosférica; Mineracdo; Morfometria geomeétrica;

Borboletas frugiveras; Bioindicador
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1. 'Introducao

As borboletas séo integrantes da ordem Lepidoptera, considerada a
segunda maior ordem de insetos em relacdo a sua riqueza. Sao insetos
terrestres, holometabolicos, de hébito diurno e, em geral, mastigadores de
material vegetal no_estagio. larval e sugadores de.liquidos. na fase adulta
(Brown e Freitas, 1999). O termo borboletas frugivoras representa 0s
individuos adultos da familia Nymphalidae, conhecidos por serem atraidos e
se alimentarem de frutos e animais em decomposicéo, além de excrementos e
exudatos de plantas (Devries et al., 1997).

As borboletas compreendem pouco menos de 20.000 espécies descritas
no mundo das quais estima-se que em torno de 8.000 tenham distribuicao
neotropical (Lamas 2008). As borboletas neotropicais sdo muito diversificadas
e proporcionalmente pouco conhecidas em relacdo as espécies de areas
temperadas (Bonebrake et al., 2010) Nymphalidae é a familia com-maior
nimero de espécies entre as borboletas € possuem acentuada diversidade na
regido Neotropical, com cerca de 2.850 espécies, das quais 853 espécies sao
encontradas no Brasil (Casagrande et al., 2021). No entanto, embora a fauna
de borboletas do Brasil seja relativamente-bem amostrada, ainda existe uma
“lacuna de conhecimento” na regido nordeste, sendo a caatinga o bioma mais
mal representado (Dos Santos et al., 2008).

Borboletas apresentam diversas relagdes ecoldgicas com outros
organismos, cobrem boa parte dos processos essenciais dos ecossistemas
terrestres e contribuem de forma consideravel como biomassa alimentar para
niveis troficos superiores (Freitas et al., 2003) Elas possuem papéis
importantes no ecossistema, sendo alguns deles polinizador e bioindicador. As
borboletas sdo muito sensiveis as mudancas ambientais, elas sdo facilmente
afetadas mesmo por perturbacdes relativamente menores no habitat. Portanto,
a presenca de borboletas pode ser usada como um indicader da ‘qualidade
ambiental (Uniyale.Mathur, 1998).

O biomonitoramento € uma ferramenta poderosa para avaliar a satde
ambiental, principalmente em ambientes impactados pela poluicdo, umavez
que se baseia no conceito de que respostas biolégicas podem fornecer

indicacdes seguras dos diversos niveis de estresse impostos pela poluicdo do
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ar aos seres vivos (Shugart et al., 1992). Muitas caracteristicas morfoldgicas
de insetos adultos mostram uma resposta plastica as condi¢cdes ambientais das
larvas (Boggs e Niitepdld, 2016).” O estagio larval é um momento de
vulnerabilidade para borboletas, pois possuem um comportamento alimentar
herbivoro e locomocao restrita, ficando muito expostas sobre as folhas da
vegetacao, e,-consequentemente, -suscetiveis a.efeitos, de concentracdo de
poluentes do ar, podendo assim refletir em sua morfometria na fase adulta
(Shephard, 2020). Nacua et al. (2020) relata que 0 estagio larval de borboletas
como Papilionidae e Nymphalidae sdo muito sensiveis aos poluentes
corrosivos na atmosfera (NO2, O3, SO, Material particulado e outros). Esses
poluentes reagem com oxigénio Umido e agua para formar acidos inorganicos
e organicos, que entram em contato com as borboletas, ocorrendo reacgdes de
oxidacdo e reducdo, perturbando assim o processo catabolico e anabolico, por
fim reduzindo o crescimento populacional. Foi visto também gue 0§ insetos
que se alimentavam de folhas cobertas por material particulado cresceram'mal,
0 que sugere que altos niveis de poluicao do ar podem estar causando efeitos
negativos em cascata nas comunidades de criaturas herbivoras.

Os biomarcadores sao definides como medidas funcionais de exposi¢ao
a varios estressores e podem servir como um sistema de alerta precoce de
declinios na qualidade ambiental e na saide da populacdo (Adams et al., 2001).
Sanseverino e Nessimian (2008), elenca dentre outros fatores, 0 aumento de
gases poluentes, como algumas das alteracbes humanas que tém como
consequéncia a mudangas na biologia de organismos e espécies, e na estrutura,
dindmica e padrdes de populacbes e comunidades. E segundo esses autores, a
observacao de mudancas no desenvolvimento em nivel de individuo seria uma
forma de avaliar essas perturbacdes. O aumento da influéncia negativa
(estresse ambiental ou genético) pode atrapalhar 0s processos de
desenvolvimento de um organismo, fazendo com que os individuos tenham
mais dificuldade em manter um desenvolvimento preciso, o gue se reflete no
aumento da_ instabilidade do desenvolvimento. (Markow, 1995). A asa.em
insetos tem e mostrado muito utilizada em estudos com biomarcadores,
Coleoptera_(Mikac et al., 2019), Lepidoptera (Zivkovic et al., 2019),
Hymenoptera (Dorneles et al., 2021).

32



O local onde 0 estudo foi conduzido fica localizado no municipio de
Brumado, Bahia, Brasil, proximo a uma area de extragdo do- minerio
magnesita, atividade geradora de poluentes atmosféricos. E onde nessa mesma
area ha abundancia de borboletas.

Nesse contexto, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar se a morfologia
alar _de borbeletas: frugivoras. encontradas_em -areas..de mineracdo. sofre
alteracOes e pode ser utilizada como biomarcador de poluigdo do ar nessas

areas.

2. Material e métodos

2.1. Area de estudo e amostragem

As amostras de Eunica tatila e Hamadryas februa foram colétadas no
municipio de Brumado, Bahia, Brasii, em dois.ambientes: 1) .Sob influéncia
direta da pluma de poluentes atmosféricos advindos da Unidade Industrial
Catiboaba da-Magnesita Refratarios S.A e 2) Sem influéncia direta da pluma
de poluentes. Os individuos foram capturados mensalmente no periodo de
marco de 2016 a janeiro de 2018, totalizando 23 meses de coleta. Utilizando o
método proposto por Pedrotti et al. (2011), usando armadilhas do tipo von
someren-rydon com iscas de banana fermentada e espacadas a 50 metros uma
da outra.

A escolha dos dois ambientes para a coleta das borboletas foi baseada
em relatdrio do Estudo de Dispersdo da Pluma de Poluentes, realizado por
empresa contratada pela Magnesita Refratarios. Esse mesmo relatorio aponta
que os resultados de Material Particulado (PTS) e Dioxido de Enxofre (SO2)
estdo de acordo com os padroes estabelecidos pelo CONAMA, exceto o padréo
primario dos Oxidos de Nitrogénio (NOx - concentracio média de 01h)
(SILVA e outros, 2010).

As borboletas usadas no estudo_ estde.acondicionadas em envelopes
entomologices dentro de caixas plasticas e submetidas a baixas temperaturas
por um periodo entre trés e cinco anos, alocadasno laboratério de Entomologia
da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB), campus de Viidria da

Conquista.
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2.2. Obtencéo das imagens

Os espécimes foram previamente selecionados pelo’ critério de
qualidade das asas. As asas deveriam apresentar o minimo de integridade

parcial para a colocagdo dos marcos e semi-marcos (Tab. 1)

Tabela 1. Namero de individuos de borboletas usados, separados por espécie
de borboletas, asa anterior e posterior, e ambiente com influéncia e sem

influéncia da pluma de poluentes em Brumado, Bahia, Brasil.

Espécie Asa Area com Area sem N° de
influénciada influénciada  individuos
pluma pluma

Eunica tatila Anterior 71 69 140

Posterior 74 65 139

Hamadryas Anterior 36 36 72
februa

Posterior 32 31 63

Apos a selecdo, as asas foram destacadas do corpo do inseto e
depositadas ‘sobre uma placa’' com ‘fundobranco, contendo-1 ‘centimetro de
papel milimetrado servindo como referéncia de tamanho. Foi utilizada outra
placa de vidro transparente sobre as asas para manté-las o mais planas possivel.
Obtivemos as imagens com auxilio de uma camera fotografica (Canon EOS

REBEL T3i) acoplada em tripé, com uma distancia focal de 48mm.

2.3. Aquisicao dos marcos e semi-marcos anatdmicos e medida do erro

Apos aobtencdo das imagens foi gerado em arquivo com extenséo TPS
no TPSULil"v. 1.78 (Rohlf, 2019) para posterior insercdo dos pontos de
referéncia. Para a colocacdo dos marcos e semi-marcos anatdmicos.foram
selecionadas regides de interseccdo de nervuras e regides medianas. Os marcos

e semi-marcos foram digitalizados na face dorsal da asa direita anterior e
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posterior (Fig. 1) usando o programa tpsDIG2 versdo 2.31(Rohlf, 2017). A
medida do erro do marcador (ME) se faz necessaria para que se evite erros
importantes de medicdo, segundo ‘(Palmer, 1994) o nimero minimo de
individuos para o teste deve ser de 30 individuos, sendo assim, para saber se 0
ME era significativo ou ndo, as asas de 32 individuos foram digitalizadas trés

VezZes.
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Figura 1. Marcos anatémicos (amarelo) e semi-marcos anatdmicos
(vermelho) em asa anterior (A) e posterior (B) da espécie Eunica tatila e

anterior (C) e posterior (D) da espécie Hamadryas februa.

2.4. Andlise dos dados

Comas coordenadas cartesianas X=y obtidas a partir dos marcas e semi-
marcos.anatdmicos; foi realizado'primeiro asobreposicdo de procrustes; onde
todos 0s marcos e semi-marcos foram postos em uma mesma configuracao de
tamanho, posi¢ao e orientacdo (Monteiro e Reis, 1999; Klingenberg, 2011), a
partir do-programa MorphoJ v. 1.06d (Klingenberg, 2011). Para anélise da
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forma, foram realizadas as analises de funcdo discriminante e validagdo
cruzada, este teste e realizado uma permutacao com 1000 simulagBes para
verificar se 0s dados observados diferem dos dados aleatorizados.

Para comparar o tamanho das asas entre amostras de borboletas na area
da pluma de mineracéo e fora da pluma de mineragéo, foi realizado teste t para
duas médias independentes.com correcdo-de variancia de Welch no software
R. Foram realizadas comparacdes para as asas anteriores e posteriores das duas

espécies, utilizando um a = 5%.

3. Resultados

3.1. Diferencas na forma das asas de borboletas entre ambientes com

influéncia e sem influéncia da pluma de poluentes

Modificag¢des na morfologia das.asas foram observadas para.a espécie
Eunicatatila'(Fig. 2 e 3), com diferencas entre as formas médias da asa anterior
(t2= 92.70; nimero de permutagdo = 1000; p<0.0001) e posterior (t2=158.97;
nimero de permutacdo = 1000; p<0.0001). Através da validacdo cruzada
houve uma alocacdo correta de 70,73% dos grupos usando a asa anterior e
72,05% usando a asa posterior (Tab.2). Por sua vez, as modificacGes
morfoldgicas para a espécie Hamadryas februa.(fig. 4) foram observadas para
a asa anterior (t2= 66.67; numero de permutacdo = 1000; p=0.0056), mas ndo
houve diferenca na asa posterior (2= 46.33; numero de permutacdo = 1000;
p=0.4376). E através da validacdo cruzada uma média de 65,27% dos grupos

foram alocados corretamente usando a asa anterior (Tab.2).
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Tabela 2. Percentual de Alocagéo Correta por validacdo cruzada (VC) para as
espécies de borboleta Eunica tatila e Hamadryas februa em area com pluma

de mineracdo e em area sem pluma de mineracdo em Brumado, Bahia, Brasil.
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Areas de Amostragem

Espécie Asa Sob influéncia  Fora dainfluéncia ~ Valor médio
da'Rlamalde da Pluma de
Mineracao Mineracao
E. tatila Anterior 69,01% 72,46% 70,73%
Posterior 70,27% 73,84% 72,05%
H. februa Anterior 58,33% 72,22% 65,27%
Posterior 46,87% 48,38% 47,62%
L e —5
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Figura, 2:;Variacéo naforma-da;asa.anterior direjtasde individuos da

espécie Eunica tatila amostrados na area de pluma de mineracdo (tonalidade

preta) em contraste com a forma média (tonalidade vermelha), que é a forma

gerada a partir das populacfes de ambas as areas.
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Figura 3. Variacdo na forma da asa posterior direita de individuos da
espécie Eunica tatila amostrados na area de pluma de mineracdo (tonalidade
preta) em contraste com a forma média (tonalidade vermelha), que é a forma

gerada a partir das populacfes de ambas as areas.

Figura 4. Variagdo na forma da asa anterior direita de individuos da
especie Hamadryas februa amostrados na area de pluma de mineragédo
(tonalidade preta) em contraste com a forma media (tonalidade vermelha), que

é a forma gerada a partir das popula¢oes de ambas as areas.

3.2. Variacdo de tamanho

Para a espécie Eunica tatila foi observado que a dimensdo média da

distdncia ao centroide da asa anterior era de 1.6241 +/- 0.1197cm, para as



amostras na pluma de mineracdo, enquanto houve uma dimensdo média de
1.6073 +/- 0.1090 cm para as amostras fora da pluma de mineracdo (Fig. 5).
Isso ndo representa uma diferenca entre ‘as duas amostras (t°=0.8728;
GL=137.42; p = 0.3843). Para a asa posterior foi observado que a dimenséo
média do tamanho do centroide foi de 1.7241 +/- 0.1234 cm, para as amostras
na pluma de mineracdo, enquanto-houve-uma dimensao.média de 1.7446 +/-
0.1176 cm para as amostras fora da pluma de mineracdo (Fig. 5). Isso néo
representa uma diferenca entre as duas amostras (t?=-1,0025 GL=136,08;
p=0.3179).

Para a espécie Hamadryas februa foi observado que a dimensdo média
da distancia ao centroide da asa anterior era de 2.4789 +/- 0.1802 cm, para as
amostras na pluma de mineracdo, enquanto houve uma dimensdao média de
3.3370 +/- 0:3376 cm para as amostras fora da pluma de mineragao (Fig. 5).
Isso ‘representa-“uma diferenca . entre as'duas amostras. (t°=+13:4550;
GL=53.447;"p <0.0001). Para a asa posterior fol observado que a dimeinsédo
média do tamanho do centroéide foi de 2.4400 +/- 0.2143 cm, para as amostras
na pluma de mineracdo, enquanto houve uma dimensdo média de 3.2692 +/-
0.3504 cm para as amostras fora da pluma de mineracdo (Fig.=5). Isso
representa uma diferenca entre as duas amostras (t°=-11.289; GL=49.4; p
<0.0001).
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4. 'Discussao

Os resultados deste estudo indicam que houve sim, uma alteracdo no
padrdo morfoldgico das asas de Eunica tatila e Hamadryas februa. 1sso poderia
ser esperado, visto que em ambientes poluidos as espécies estdo mais vulneraveis
aos-efeitos_dos- poluentes .sobre sua fisiologia, .morfologia_e. ecologia.. Esses
resultados corroboram com outros estudos utilizando mosca (Montafio-Campaz
et al., 2019), abelhas (Szentgyorgyi et al., 2017; Rosa-Fontana et al., 2020),
limpets (Abdelhady et al., 2018) e passaros (Gorriz et al., 1994).

Entretanto, as modificacdes morfologicas entre as duas espécies sdo
diferentes, na forma, e apenas H. februa teve diferencas no tamanho das asas.
Isso pode ser fruto do maior porte de H. februa, segundo Tscharntke et al. (2002)
espécies maiores se reproduzem de forma mais lenta, precisam de mais energia,
recursos e explaram areas maiores do gue as espécies menores e sequndo Young
(2009) o.arranjo espacial dos insetos.adultes pode ser influenciado pelo local.de
alimentacédo no estagio larval.

Consequentemente, este maior tempo para o desenvolvimento larval de
H. februa pode ocasionar maior tempo de exposicdo aos poluentes e assim,
provocar modificacOes ndo sé na forma, mas também no tamanho. Esse padrédo
pode ser observado em outras espécies, Osman et al. (2015) estudando um
coledptero como biomonitor de . poluicdo . do. solo, percebeu reducdo no
comprimento dos insetos da area poluida, atribuindo isso ao fato de que a
deposicédo de poluentes poderia afetar a palatabilidade das plantas, tornando-as
impalataveis aos insetos fitéfagos, que mal-nutridos na fase larval seriam
menores na fase adulta. Por sua vez, Shephard et al. (2020) avaliando o efeito da
exposicao de borboletas ao zinco, que presente em ambientes poluidos pode ser
mobilizado em plantas hospedeiras e assim ser consumido por borboletas em sua
fase larval, constatou que uma espécie apresentou tempo de desenvolvimento
prolongado, tamanho corporal adulto mener e taxa de crescimento mais lenta,
consistente com a.possibilidade de gue a toleréncia ao zinco tenha custos.no
fitness.

As modificagBes encontradas na asa da-espécie H. februa, pode alterar a
relacdo entre voo e planagem, visto que sequndo DeVries et al. (2010) em geral

asas mais estreitas e mais longas sao consideradas aerodinamicamente mais
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eficientes paravoos planados longos, enquanto o padrdo de asas largas e curtas
que sdo modificagoes que a espécie E. tatila apresentou, sdo consideradas mais
adequadas ‘para voo ativo. Flockhart et al. (2017) avaliando a ‘distancia de
migracdo em borboletas monarcas, percebeu que se elas iniciam a migracao de
outono de um ponto mais distante do local de invernada, elas possuem maiores
chances .de chegar ao local se tiverem asas-mais-longas e area de superficie de
asa maior, enquanto aquelas com asas mais curtas com area de superficie de asa
pequena, apresentam maiores chances de chegar em seus locais se ja partirem de
um ponto mais préximo.

A reducdo do tamanho encontrado pode influenciar na dispersao, pois
borboletas menores podem ter voos mais ageis, como sugerido por Blanckenhorn
(2000), assim poderiam explorar melhor &reas poluidas, visto que poderiam
possuir melhor capacidade de deslocamento.

Através da morfometria geométrica das asas foi possivel visualizar
mudangas na forma da asa anterior, 0 que ndica-que é possivel utiiiza=la.como
biomarcadores' de poluicdo do ar para as duas espécies. llic et al. (2019)
comparando os-metodos de morfometria tradicional e geométrica, para explorar
a variacdo morfoldgica de girinos em estagios iniciais de desenvolvimento,
observou que diferencas sutis na regido da cauda s6 poderiam ser detectadas
através da técnica da morfometria geométrica.

Assim, técnicas. de_morfologia tradicional devem observar diferencas
apenas para variacdo do tamanho das asas em H. februa, consequentemente essa
espécie apresenta vantagens como bioindicador, pois apresenta diferenca tanto
na forma como no tamanho e assim pode ser utilizada tanto em técnicas de
morfometria geométrica quanto em técnicas de morfometria tradicional.

Os resultados deste estudo demonstram, que € mais recomendavel a
utilizacdo das asas anteriores, visto que apresentou melhor resposta para as duas
espécies, esse padrdo tambem foi observado por Berns (2014) em seu trabalho
com baorboletas, monarcas, onde asdieta influenciou apenas @ forma. da asa
anterior.

As duas espécies podem ser utilizadas em biomonitoramento da
qualidade do ar, mas-apenas H.februa pode serutilizada como biomarcador;para
técnicas de morfometria tradicional. Ja para i€cnicas de morfometria geomeétrica,

as asas anteriores sdao recomendaveis como.biomarcadores nestes estudos:
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5. "Conclusao

(1) Hamadryas februa responde melhor a mudancas na morfometria.

(2) A asa anterior apresenta melhores resultados como biomarcadores para
ambas as espécies.

(3) Biomonitoramento.com-morfometria geomeétrica € mais sensivel e pode

detectar pequenas mudancas na forma da asa.
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Resumo: Ao longo dos anos a poluicao do ar tem sido cada vez maior
e inimeras sdoas fontes de poluicdo, entre essas fontes a poluicdo atraves de
emissdes advindas da industria mineradora tem ganhado destaque.

Para avaliar a.satde ambiental o biomanitoramento é um mecanismo
muito utilizado e tem demonstrado ser muito eficiente quando se faz uso de
ferramentas adequadas, como o uso da Assimetria Flutuante como ferramenta
na avaliacdo da qualidade do ambiente.

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da poluicéo
do ar em area de mineracdo no municipio de Brumado, Bahia, Brasil, sobre a
Assimetria Flutuante de duas espécies de borboletas frugivoras que foram
coletadas em duas areas distintas: 1) Area exposta a pluma de poluentes 2)
Area ;sem exposicio de poluentes. E em seguida tiveram: todasyas asas
removidas, fotografadas e digitalizadas. ‘para.que com o uso da técnica. da
morfometria: geométrica, utilizando softwares. especificos as ¢ analises
pudessem ser feitas. Como resultado, ambas-as‘espécies apresentaram valores
elevados de Assimetria Flutuante na area exposta a pluma de poiuentes,

indicando 0 seu-uso em estudos de biomonitoramento.
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1. Introducgéo

A mineracdo € uma das principais fontes de polui¢do no mundo (Pure
Earth and Green Cross Switzerland, 2021) entretanto, muitos estudos apontam
para a polui¢éo no solo e na dgua, mas, poucos trabalhos avaliam os efeitos da
mineracdo na poluicdo do ar, apesar do risco potencial para a saude humana,
devido a velocidade de dispersdo e area de influéncia (Csavina et al., 2012).
A poluicdo do ar é um problema ambiental bastante associado as
atividades industriais urbanas e fluxo de veiculos, por isso € um dos principais
desafios enfrentados por cidades em crescimento de{ muitos paises
desenvolvides e-em desenvolvimento (Komolafe, 2014; Maduna e Tomatic,
2017). Em relagéc aos principais poluentes atmasféricos, Pires (2002) relata
que estdo inclusos, o didxido de enxofre (SO2), 0s dxidos de nitrogénio (NOX)
e os particulados solidos. E por se concentrar em ambientes. urbanos, 0s
principais impactos da poluicao do ar estdoassociados a saide humana. Cohen
et al. (2017) afirmam que a poluicdo do ar contribui de forma substancial para
a carga global de doencas, que aumentou nos Gltimos 25 anos,.como resultado
das tendéncias demograficas e epidemioldgicas e dos niveis crescentes desse
tipo de poluicdo em paises de baixa renda e renda média. Se essas tendéncias
continuarem, grandes reducdes nos niveis de poluicdo serdo necessarias para
evitar o aumento da carga de doencas, a exemplo de asma, dermatite atopica e
rinite alérgica (Van tran et al., 2020). Nas Gltimas quatro décadas houve muita
investigacdo sobre os efeitos da poluigdo atmosférica nos ecossistemas, e
grande parte dos estudos se concentra em respostas biogeoquimicas de lagos,
florestas e estuarios a niveis elevados de deposicdo de enxafre e nitrogénio
(Lovett, 2009). Segundo 0 mesma autor, muites.estudos mostram que espécies
vegetais e animais diferem em sensibilidade a poluicdo do ar e suas
consequéncias biegeoquimicas, como a acidificacdo do solo e da agua.
Alem disso, tem-se outros fatores, como o aumento de gases poiuentes,

que tém como consequéncia mudancas na biologia de organismos e espécies,



e na estrutura, dinamica e padrdes de populagoes e comunidades. A observagéo
de mudancas no desenvolvimento em nivel de individuo seria uma forma de
avaliar essas perturbacdes (Sanseverino e Nessimian, 2008). O aumento da
influéncia negativa (estresse ambiental ou genético) pode atrapalhar os
processos de desenvolvimento de um organismo, fazendo com que 0s
individuos tenham mais dificuldade em manter um. desenvolvimento.preciso,
0 que se reflete no aumento da instabilidade do desenvolvimento (Markow
1995). Portanto, 0 biomonitoramento é uma ferramenta poderosa para avaliar
a saude ambiental, principalmente em ambientes impactados pela poluicéo,
uma vez que se baseia no conceito de que respostas bioldgicas podem fornecer
indicacdes seguras dos diversos niveis de estresse impostos pela polui¢do do
ar aos seres vivos (Shugart et al., 1992).

Para um biomonitoramento eficiente é importante detectar o efeito do
estresse rapidamente, para que assim seja possivel adotar ac@es corretivas de
manejo.a fim de-mitigar o estresse antes que-€le.gere um impacto muito grave,
Kim et al (2007) estudando o uso de uma céiula de combustivel microbiana
aplicada como um sistema de biomonitoramento de poluentes, em uma estacao
de tratamento de aguas residuais, viu gue 0 mesmo possuia muitas vantagens
para um ‘aviso prévio, especialmente em aplicacbes praticas como
monitoramento em tempo real a cada 10 minutos e alerta rapido.

Em condicbes normais, 0 desenvolvimento segue um caminho
determinado geneticamente, e pequenas perturbacGes sdo controladas. No
entanto, sob condicGes estressantes e limites de tolerancia excedidos, o estresse
leva a instabilidade do desenvolvimento de tal forma que o desenvolvimento
ndo pode ser restaurado, causando aumento das variacdes fenotipicas,
reduzindo a homeostase de um sistema bioldgico ou gerando desvios de
simetria em um 6rgdo ou na simetria relativa de um organismo. Neste contexto,
0 estresse identificado em nivel morfologico geralmente significa que a
plasticidade fisiologica e molecular nao,foi capaz de amortecer ozestresse
(Whiteman e 'Loganathan 2001).

Uma das formas de verificar a plasticidade de um organismo épor meio
da assimetria flutuante (FA). Essa analise werifica os desvios pequenes e
aleatdrios da simetria perfeita da morfologia do organismo e é considerado

um fator confiavel para medir a estabilidade do desenvolvimento
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porque reflete o estresse genético e ambiental € esta tem sido uma teoria
importante na biologia evolutiva por décadas (Palmer, 1994).

A'FA tem sido utilizada em estudos com animais, especialmente em
insetos (Smith et al., 1997; Jones et al., 2005; Floate e Fox, 2000). Borboletas
sdo utilizadas em estudos sobre conservacdo de habitats degradados porque
necessitam de-plantas e habitats especificos para a sua,sobrevivéncia, e por
essa razdo sdo especialmente vulneraveis a degradagdo ambiental,
respondendo rapidamente as mudancas na vegetacdo e no clima (Araljo &
Lima, 2009). No entanto, poucos trabalhos sdo encontrados sobre avaliacao de
FA em borboletas, Henriques e Cornelissen (2019) publicaram o que acreditam
ser 0 primeiro estudo a avaliar FA para uma comunidade de borboletas em
gradientes tropicais e ambientais.

Sendo assim, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar se a Assimetria
Flutuante em duas espécies de barboletas frugivoras pode ser utilizada como
marcador de estresse induzido por poluicdo do ar em &reas.de mineragéo,
utilizando como hipotese que borboletas das areas expostas a pluma de
poluentes de mineracdo sdo mais assimétricas que borboletas das areas sem

exposicdo a pluma.

2. Material e métodos

2.1. Area de estudo e amostragem

Os espécimes utilizados no estudo pertencem a colecdo cientifica. As
borboletas usadas no estudo estdo acondicionadas em envelopes entomoldgicos
dentro de caixas plasticas e submetidas a baixas temperaturas por um periodo
entre trés e cinco anos e fazem parte da colecdo cientifica do laboratério de
Entomalogia da Universidade Estadual do.:Sudoeste da Bahia (WESB);.campus
de Vitoria da Conquista.

As amostras de Eunica tatila e Hamadryas februa foram coletadas no
municipio de Brumado, Bahia, Brasil, em dois'ambientes: 1) Area exposta a
pluma de poluentes atmosféricos advindos da unidade industrial Catiboaba da

Magnesita Refratarios S.A e 2) Area sem exposicdo a pluma de poluentes. Os
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espécimes foram capturados mensalmente no periodo de margo de 2016 a
janeiro de 2018, totalizando 23 meses de coleta. Utilizando o método proposto
por Pedrotti et al. (2011), usando armadilhas do tipo von someren-rydon com
iscas de banana fermentada e espacadas a 50 metros uma da outra.

A escolha dos dois ambientes para a coleta das borboletas foi baseada
em relatorio do Estudo de Dispersdo da-Pluma de Poluentes, realizado por
empresa contratada pela Magnesita Refratarios. Esse mesmo relatorio aponta
que os resultados de Material Particulado (PTS) e Dioxido de Enxofre (SO2)
estdo de acordo com os padrdes estabelecidos pelo CONAMA, exceto o padrédo
primério dos Oxidos de Nitrogénio (NOx - concentracdo média de 01h)
(SILVA e outros, 2010).

2.2. Obtencéo das imagens

Os.‘espéeimes foram previamente selecionados pelo critério «de
qualidade das asas. As asas deveriam apresentar o minimo de integridade

parcial para a.colocacdo dos marcos e semi-marcos (Tab. 1)

Tabela 1. Namero de individuos de borboletas usados, separados por espécie
de borboletas, asa anterior e posterior, e ambiente com influéncia e sem

influéncia da pluma de poluentes em Brumado, Bahia, Brasil.

Espécie Asa Area com Area sem N° de
influéncia da influéncia da individuos
pluma pluma

Eunicatatila  Anterior 65 65 130

Posterior 74 58 132

Hamadryas Anterior 36 36 72

februa
Pgsterior 29 29 58

Apos a selecdo, as asas direitas e esquerdas, anteriores e posteriores

foram destacadas do corpo do inseto e depositadas sobre uma placa com fundo
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branco, contendo 1 centimetro de papel milimetrado servindo como referéncia
de tamanho. Foi utilizada outra placa de vidro transparente sobre as-asas para
manté-las o mais planas possivel. Obtivemos as imagens com auxilio de uma
camera fotografica (Canon EOS REBEL T3i) acoplada em tripé, com uma

distancia focal de 48mm.

2.3. Aquisicdo dos marcos e semi-marcos anatdmicos e medida do erro

Apos a obtencdo das imagens, as imagens das asas direitas anteriores e
posteriores foram espelhadas assumindo a mesma configuragdo das asas
esquerdas, e entdo foi gerado em arquivo com extensdo TPS no TPSULtil
(Rohlf, 2019) para posterior insercdo dos pontos de referéncia. Para a
colocagdo dos marcos e semi-marcos anatdmicos foram selecionadas regides
de interseccdo de nervuras e regiOes medianas. Os marcos € semi-marcos
foram digitalizadosna face dorsal'das asas (Fig.1) usando o programa tpsDIG2
versdo 2.31(Rohlf, 2017). Cada individuo foi medido 3 vezes com intuito de
verificar a existéncia do erro do marcador (ME), segundo (Palmer, 1994) o
namero minimo de individuos para o teste deve ser de 30 individuos, sendo

assim, para saber se 0 ME era significativoou nao.
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Figura 1. Representacdo de ambas as.asas (direita e esquerda) com 0s

marcos anatomicos (amarelo) e semi-marcos anatdomicos (vermelho) em asa

anterior (A) e posterior (C) da espécie Eunica tatila e anterior (B) e posterior

(D) da espécie Hamadryas februa.




2.4. Andlise dos dados

Com as coordenadas cartesianas x-y obtidas a partir'dos marcos
anatdmicos, foi realizado primeiro a sobreposicao de procrustes, onde todos o0s
marcos foram postos em uma mesma configuracdo de tamanho, posicéo e
orientacdo (Monteiro e Reis, 1999; Klingenberg, 2011), a partir do_programa
MorphoJ (Klingenberg, 2011). O ajuste de Procrustes produz uma forma média
e um alinhamento ideal de todas as configuracGes. Como o ajuste de Procrustes
trata todos os pontos de referéncia igualmente, as informacdes completas sobre
simetria e assimetria com que cada ponto de referéncia contribui sdo usadas na
analise (Klingenberg, 2015).

Em seguida no mesmo programa foi realizada uma ANOVA de
Procrustes para verificar os niveis de FA para o tamanho e a forma das asas. A
ANOWA de Procrustes usa as coardenadas dos pontos de referéncia de todos
os dades na.amestra (todos os individues, ambos os lados ou. configuragdes
originais e " refletidas / renomeadas; todas' as medigcdes replicadas)
(Klingenberg, 2015). A interacéo lado x espécime serve como uma medida de
assimetria flutuante; é o desvio da assimetria de cada individuo em relacdo a
média geral da-assimetria na forma (Klingenberg & Mcintyre, 1998).

Por fim, com base nas coordenas de Procrustes (Shape FA scores) foi
realizada One-Way. ANOVA no programa PAST v. 2.17c (Hammer e Harper,
2013).

3. Resultados

3.1. Assimetria Flutuante de Eunica tatila em areas expostas aos

poluentes e ndo expostas e de asas anterior e posterior.

Para asasas anteriores de Eunica tatila foi encontrado uma assimetria de
0.041 +/- 0.010 nas:amostras da area poluidas.e0.037 +/- 0.008 nas amostras.da
area nao poluida (Fig. 2). Isso representa uma diferenca na assimetria flutuante
(F =6.303; GL=1€128; p <0.05).

Ja para as asas posteriores de Eunica tatila foi encontrado uma assimetria

de 0.049 +/- 0.018 nas amostras da area poluidas e 0.045 +/- 0.012 nasamostras
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da area ndo poluida (Fig. 2). Isso ndo representa uma diferenca na assimetria
flutuante (F =1.754; GL= 1 e 130; p=0.1817).

3.2. Assimetria Flutuante de Hamadryas februa em areas (expostas aos
poluentes e ndo expostas) e de asas (anterior e posterior).

Para as asas anteriores de Hamadryas februa foi encontrado uma
assimetria de 0.025 +/-0.006 nas amostras da area poluidas e 0.020 +/- 0.004 nas
amostras da area ndo poluida (Fig.2). Isso representa uma diferenca na assimetria
flutuante (F =18.28; GL=1e 67; p <0.001).

Ja para as asas posteriores de Hamadryas februa foi encontrado uma
assimetria de 0.032 +/- 0.006 nas amostras da area poluidas e 0.026 +/- 0.005
nas amostras da area ndo poluida (Fig.2). Isso representa uma diferenca na
assimetria flutuante (F =17.72; GL=1 e 56;p > 0.001).
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4. 'Discussao

No ‘presente estudo percebe-se'a maior FA alar em areas poluidas para
ambas as espécies. Esse resultado era esperado haja vista que, organismos
submetidos a diversos tipos de estresses como o térmico (Nishizaki et al., 2015),
claridade (Campos. et al., 2007) entre outros, durante-o.seu desenvolvimento
tendem a apresentar maiores desvios no padrdo de simetria. Diferengas como
estas sdo vistas em trabalhos que indicam que a poluicdo pode ser um fator
responsavel por variagdes de simetria, onde as medidas de FA tendem a diferir
entre ambientes ndo perturbados e ambientes impactados pela acdo humana
(Klisari¢ et al., 2014; Chudzinska et al.,2014; Nunes et al., 2015). Em
comunidades animais, apesar da escassez de informacgdes sobre FA (Henriques
e Cornelissen, 2019), é possivel encontrar trabalhos sobre FA em ambientes
poluidos. Lazi¢ et al. (2013) avaliando a FA de lagartos em areas urbanas,
sugeriram que.a poluigdo do ar por metais, pela‘queima de benzeno, aumento-no
uso de veiculos motorizados, mé qualidade da gasolina, geradores de fonte de
calor que usam dentre outras fontes o carvdo como combustivel, poderia seruma
das explicagOes plausiveis para um maior valor de FA.

Nossos resultados também indicam-que em H. februa os maioresvalores
de FA foram registrados tanto para as asas anteriores quanto posteriores, o0 que
sugere que esta espécie apresenta maior suscetibilidade as variacdes ambientais
do que a E. tatila. Isso pode estar relacionado com o tamanho da espécie, uma
vez que H. februa apresenta um maior tamanho quando comparada a E. tatila,
Ismail et al. (2006) realizando estudo com um himenoptero, avaliaram duas
hip6teses que foram propostas para explicar as consequéncias do tamanho
corporal. A primeira hipdtese falava da demanda energética absoluta (AED), que
previa que individuos maiores estariam em desvantagem em condigdes
estressantes. A segunda hipotese é a da eficiéncia relativa (ER), que prevé o
inversos Seus resultados sustentaram a hipotese do AED, quesprevia gue, sob
condicOes adversas,.individuos maiores precisariam usar mais energia para
sustentar suas fungdes corporais e, portanto, sofriam-mais.

Nesse contexto, os maiores valores de:FA apresentados por H. februa
tanto entre asas anteriores quanto posteriores, pode indicar que essa especie

apresenta um pior fitness adaptativo quando comparado com a outra espécie
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estudada. Em vegetais a Assimetria Flutuante pode ser usada como uma
ferramenta de-monitoramento de diagnostico rapida e ndo destrutiva (Wuytack
et al., 2011). Sendo assim, existem diversos trabalhos avaliando 0s efeitos de
poluentes atmosfericos sobre espécies vegetais (Kozlov et al., 1996; Kozlov et
al., 2002; Erofeeva e Yakimov, 2020; Chudzinska et al.,2014).

A presenca_de FA encontrada nesse estudo, confirma.que as espécies
estudadas podem ser utilizadas em estudos de biomonitoramento, isso confirma
outros estudos com borboletas no qual a FA € utilizada como ferramenta que
ajuda a detectar fontes de stress, como aumento da elevacdo (Henriques e
Cornelissen, 2019), ou pode ser usada como ferramenta para 0 monitoramento
de populacées ao longo do tempo (Schmeller et al., 2010).

Portanto, o uso de FA para biomonitoramento das atividades de
mineracdo pode ser uma maneira réapida e eficaz de detectar o aumento no nivel
de poluicdo enquanto ainda estd gerando efeitos subletais nas “espécies,
permitindo a tomada:de medidas mitigadoras-rapidas e eficazes de controle:e,

assim, evitar maiores danos para o meio ambientie e, também para sadde pubiica.

Concluséo

(1) Borboletas encontradas na area poluida apresentam maior assimetria

flutuante.

(2) Hamadryas februa apresenta pior fitness adaptativo e deve ser a espécie

mais adequada para biomonitoramento.
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CONCLUSOES GERAIS

O uso de ferramentas adequadas que consigam acessar informac6es importantes
como por exemplo, o estado do meio em que estamos inseridos e 0S Impactos
que nossas acdes estdo gerando a um curto, médio e longo prazo, é uma
necessidade cada vez mais urgente. Percebesse que-quantosmaiss (‘evoluida” a
sociedade foi ficando, maiores foram se tornando os prejuizos ao meio ambiente
(desmatamento, extincdo de espécies, poluicdo, mudangas climaticas etc.).
Temos utilizado os recursos naturais como se a conta ndo fosse chegar nunca, no
entanto, a fatura ja chegou e estamos com a conta em atraso. Se ndo mudarmos
nossos héabitos e aprendermos a manejar o ambiente de maneira sustentavel,
teremos que nos preparar para enfrentar fendmenos constantes como as secas
interminaveis, o aumento do nivel do.mar, temperaturas recordes nos quatro
cantos do giobo, doencas etc.

No entanto, 0:uso de técnicas como a.morfometria. geométrica nes. permite tm
excelente monitoramento do meio, auxiliando na tomada de decisdo em relagédo
ao manejo mais adequado para a manuten¢ao de toda forma de vida. Atraves
desse estudo foi possivel perceber que a realizagdo do biomonitoramento usando
a morfometria geométrica é mais sensivel, podendo detectar pequenas mudancas
na forma da asa das borboletas, e que a espécie Hamadryas februa responde
melhor: as _mudancas .na. morfometria,. e em _relacdo. as.asas, a .asa;anterior
apresenta melhores resultados como biomarcadores para ambas as espécies.

As borboletas encontradas na area poluida também apresentam maior assimetria
flutuante, sendo que, Hamadryas februa apresenta um pior fitness adaptativo e
portanto, deve ser a espécie mais adequada para estudos de biomonitoramento
que futuramente venham a ser realizados pela empresa ou por 6rgéos oficiais,

auxiliando assim em suas ac¢Oes de mitigacdo de impacto.
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