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I see trees of green, red roses too
I see them bloom for me and you
And I say to myself
what a wonderful world

I see skies of blue and clouds of white
Bright sunny days, dark sacred nights
and I think to myself
what a wonderful world

The colors of the rainbow are so pretty in the skies
Are also on the faces of people walking by
I see friends shaking hands saying
How do you do?
They “re really saying
I love you

I see babies cry, I watch them grow
They “ll learn much more than I’ll ever know
And I think to myself
What a wonderful world
Yes, I think to myself
What a wonderful world

And I say to myself
what a wonderful world.

"Fu. .. eu sinfo uma vontade

enorme de existir ¢ de viver. .. "
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Resumo

Uma caracteristica dos insetos sociais, entre elas as abelhas, é o controle da
temperatura de seus ninhos. Abelhas sociais sao denominadas como animais
heterotérmicos, ou seja, sao endotérmicas quando realizam atividades motoras
(adultas) e ectotérmicas quando apresentam inatividade (cria e abelhas jovens). Essa
caracteristica esta entrelagada com o comportamento social. As abelhas meliferas
(Apidae; Apini: Apis mellifera) sao conhecidas por apresentarem uma temperatura
“6tima” dentro de seus ninhos, regulando a temperatura independente da variacao
de temperatura ambiente (externa). Entretanto, as abelhas sem ferrao (Apidae;
Meliponini) ndo mantém a temperatura dentro de seus ninhos rigorosamente como
as abelhas meliferas. Apesar disso, essas abelhas conseguem manter uma
temperatura mais ou menos estavel para a emergéncia perfeita da prole. Porém, se
ocorrer algum tipo de alteracao de temperatura durante a fase do desenvolvimento
ontogénico, esses individuos podem nao desempenhar suas fungdes com eficiéncia,
podendo trazer maleficios para a col6nia. O objetivo do presente trabalho foi
registrar essas temperaturas internas e compara-las com as temperaturas externas
(ambiente), como também analisar a termorregulacao passiva nas abelhas sem
ferrao. Além disso, foi verificado também se estas abelhas podem apresentar uma
alteracao no comportamento adulto quando desenvolvidas em temperaturas
consideradas “inadequadas”. Foram utilizadas colonias de Meljpona scutellaris
mantidas em caixas de madeira em uma sala. Para os registros das temperaturas
foram utilizados 2 sensores para cada col6nia, um na area de cria (dentro do
invélucro) e outro na periferia do ninho (fora do involucro). No momento dos
registros internos das colonias, foram anotadas também as temperaturas externas,
ou seja, as temperaturas da sala (onde estavam mantidas as col6nias) e do ambiente
externo. Para controle, foram feitos os registros de temperatura em uma caixa vazia
(sem abelhas) com as mesmas dimensdes das colonias. Para analisar a
termorregulacao das abelhas sem ferrao Meljpona scutellaris foi utilizada uma estufa,
onde foram incubados favos e cera (colonia) em diferentes temperaturas, a fim de

verificar se a cera da colonia ou se a cria presente nos favos auxiliava na
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manutencao da temperatura do ninho. Os resultados obtidos demonstraram que a
temperatura na area de cria é sempre maior que na periferia do ninho. Também foi
verificado que a temperatura do ambiente influencia na variagao da temperatura
dentro do ninho. Para verificar a influéncia da temperatura no desenvolvimento das
abelhas, foram realizados em estufa desenvolvimentos de crias em fase de pupa até
a emergéncia dos individuos. Foi observado o tempo dos desenvolvimentos, taxas de
mortalidade, medidas do corpo e asas como também a analise do comportamento
adulto, a fim de avaliar o limiar gustativo. Os individuos emergidos das condicoes
experimentais de temperatura (influéncia de temperatura por meio da estufa)
demonstraram de acordo com as medidas do corpo e das asas, tamanhos menores
que os individuos da colonia, porém ndao emergiram individuos deformados. Com
relacao ao comportamento adulto, avaliado pelo limiar de resposta gustativa,
utilizando o Reflexo de Extensdao da Probdscide, os placares gustativos foram
semelhantes para os grupos de individuos emergidos na situagao controle (col6nia) e
na situacao experimental de 32°C, sugerindo que a temperatura de 32°C nao causa
nenhuma deficiéncia (neural e morfoldgica) a cria. Porém, os tratamentos de 28 e
300C nao apresentaram “bons” desenvolvimentos, e assim, a taxa de mortalidade foi
alta e o tempo de desenvolvimento foi longo. Este trabalho foi relevante para os
estudos de influéncia de temperatura no desenvolvimento de imaturos e para a

termorregulagao colonial.
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Abstract

One of the characteristics of social insects, the bees among them, is the temperature
control of their nests. Social bees are called heterothermic animals, e.g. they are
endothermic when they carry out motor activities (adults) and ectothermic when
they present inertness (hatch and young bees). This characteristic is correlated with
their social behavior. Honeybees (Apidae; Apini: Apis mellifera) are known by
presenting an ‘optimum’ temperature inside their nests, correcting temperature
independently of environmental temperature variation (external). Meanwhile,
stingless bees (Apidae; Meliponini) do not keep temperature inside their nests as
rigorously as honeybees. Nevertheless, these bees are able to maintain temperature
balanced for a perfect emergency of their offspring. However, in case there is any
temperature change during the ontogenic development phase, they may not perform
their duties efficiently, bringing harm to their colony. The present study aims to
record the internal temperatures and compare them to the environmental ones
(external), along with the analysis of passive thermoregulation of the stingless bees.
Besides, it was checked out if those bees can reveal an adult behavior alteration
when raised under inadequate temperatures. It was placed Meljpona scutellaris
colonies in wooden boxes in a room. For measurement temperature recording, it was
used 2 (two) sensors for each colony, one of them in the foal area that is inside the
casing and another in the nest periphery that is outside the casing. Both internal
temperatures of the colonies and external ones were recorded, i.e. room
temperatures, where boxes were kept in external environment. For comparison
control, an empty box without bees was recorded under similar colony dimensions.
On analyzing the stingless thermoregulation Meljpona scutellaris, it was used a
greenhouse for honeycomb and wax incubation (colony) in different temperatures for
the purpose of verifying whether the colony wax or the hatch, present in the
honeycomb, helps in the nest temperature maintenance. The results show the brood
area temperature is always higher than the nest periphery which presents lower
temperatures. Likewise, it was seen that the environmental temperature influences

the temperature variation inside the nest. Verifying temperature influence in the



bees, it was carried out greenhouse developments (pupa) until the emergency of
subjects. Development time, mortality rate, body and wing measurements as well as
adult behavior were observed with the view to assessing taste threshold. Subjects
emerged from experimental condition of temperature influenced by greenhouse
showed, according to body and wing measurements, smaller size than the colony
subjects, although there were no malformed subjects. Concerning adult behavior
evaluated by taste threshold answer using Proboscis Extension Reflex, gustatory
scores were similar to all groups emerged from the control situation (colony) and
under the experimental condition of 32°C, suggesting that 32°C does not produce
any neural and morphological damage in the hatch. But, 28° and 30°C treatments
did not come up with good developments, therefore mortality rate was high and
development period of time was long. This work was relevant to the temperature

influence on immature development and colonial thermoregulation.
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Resumo

Nos animais as duas estratégias térmicas principais sao a ectotermia (temperatura corporal
determinada por fatores externos) e a endotermia (regulagao fisioldgica da temperatura corporal). Em
alguns insetos, encontra-se uma terceira estratégia chamada de heterotermia, ou endotermia
temporal, onde os individuos regulam temporariamente sua temperatura corporal. Além dessa
heterotermia, as abelhas sociais possuem o que pode ser chamado de endotermia colonial, ou seja,
elas possuem a capacidade de regular a temperatura dentro de seus ninhos. Uma temperatura
adequada para o desenvolvimento bem-sucedido da cria é fundamental para a sobrevivéncia da
colonia. A temperatura é mantida por meio de mecanismos de aquecimento e resfriamento. Enquanto
em abelhas meliferas (Apis mellifera) esta termorregulagdo é principalmente ativa (os préprios
individuos aquecem ou resfriam a col6nia), nas abelhas conhecidas como "abelhas sem ferrdo"
(Apidae; Meliponini), a temperatura na area de cria € mantida basicamente por meios passivos
(escolha de lugares de nidificacdo adequados, adaptagbes arquiteturais, etc.). A abelha sem ferrao
Meljpona scutellaris (Urugu do Nordeste) é nativa da regido do Nordeste Brasileiro onde as
temperaturas ambientais variam pouco ao longo do ano. Porém estas abelhas também estao
presentes no estado de Sao Paulo por terem sido introduzidas e mantidas para produgao comercial de
mel, onde elas enfrentam variagbes anuais grandes de temperaturas. O objetivo deste trabalho foi
observar a variacdo da temperatura dentro de ninhos de M. scutellaris mantidas dentro de um
laboratdrio da Universidade de Sdo Paulo em Ribeirdo Preto e verificar se estas abelhas sdo capazes
de manter uma temperatura adequada para o desenvolvimento bem-sucedido da cria nestas

circunstancias.

1. Introducao geral

Nos animais, as duas estratégias térmicas principais sao denominadas
endotermia e ectotermia. Estes sao diferenciados por meio da fonte de calor
utilizada para manter as temperaturas corpdreas, isto €, os animais ectotérmicos sao
aqueles conhecidos popularmente como “sangue frio”, pois necessitam da troca de
calor com o ambiente para se aquecerem, entretanto os animais endotérmicos
possuem a capacidade de controlar e regular a temperatura de seus organismos,
equilibrando o ganho e a perda de calor. A producao de calor pelo metabolismo é um
aspecto fundamental dessa regulacao, ou seja, variando a taxa metabdlica o animal

endotérmico pode alterar a intensidade da producdo de calor, desse modo € possivel



manter uma temperatura corpdrea constante, combinando a producdo de calor e a
perda deste pelo seu corpo em diferentes condicdes ambientais (Pough et a/., 1993).

A classe Insecta sao animais geralmente pertencentes ao grupo dos
ectotérmicos, porém os insetos sociais da ordem Hymenoptera (que abrange as
abelhas, formigas e vespas), onde se destacam as abelhas sociais, sao
extremamente diversificadas quanto a sua biologia, pois possui uma caracteristica
interessante, sao endotérmicas quando realizam atividades motoras e ectotérmicas
durante inatividade (Carvalho, 2009). Esta estratégia de endotermia temporal é
conhecida como heterotermia (Heinrich, 1993; Moyes e Schulte, 2010). Além disso,
as abelhas sociais demonstram certa capacidade de regulacao do clima dentro dos
ninhos conhecida também como endotermia colonial. A manutencao da homeostase
no ninho (com o controle de varidveis como umidade relativa e termorregulacao
colonial) & um aspecto importante em abelhas sociais, principalmente para a
sobrevivéncia da cria. A capacidade de termorregulagdo colonial € decorrente, em
parte, as caracteristicas estruturais do ninho (isolamento térmico), como também ao
fato da endotermia dos individuos (Heinrich, 1993; Carvalho, 2009).

1.1. Aspectos gerais dos meliponineos

De acordo com a classificacao de Michener (2000), as abelhas sao
agrupadas na superfamilia Apoidea, que por sua vez, € constituida por diversas
familias, entre elas, a familia Apidae. Essa familia possui a subfamilia Apinae, que é
dividida em diversas tribos, onde (na maioria das vezes) as mais conhecidas sao (1)
Tribo Euglossini (conhecidas como abelhas das orquideas), (2) Tribo Bombini
(mamangavas grandes e peludas), (3) Tribo Apini (abelhas meliferas, Apis mellifera)
e (4) Tribo Meliponini (abelhas popularmente conhecidas como abelhas sem ferrao) a
qual agrupa varios géneros incluindo o género Meljpona (a de interesse neste
trabalho).

Entre as abelhas sociais indigenas brasileiras, os meliponineos sao as

abelhas mais conhecidas. O grupo Meliponini corresponde as abelhas denominadas



“sem ferrdo”, por apresentarem ferrdo atrofiado ou vestigial (Michener, 2000). Além
disso, a organizacgao social é constituida caracteristicamente por duas castas, onde a
rainha é especializada em realizar a postura dos ovos e as operarias sao
responsaveis pela manutencao do ninho (Michener, 1974; Nogueira Neto, 1997).
Existem mais de 400 espécies diferentes de Meliponini distribuidas pela regido
neotropical, algumas das quais freqiientemente criadas para a producao de mel. As
abelhas sem ferrdo sao responsaveis por cerca de 90% do sucesso reprodutivo de
arvores nativas de fecundagao cruzada.

A alimentacdo da maioria das espécies de abelhas é constituida por néctar
(mel) a fonte primaria de carboidratos e pdlen, que contém ndo apenas proteinas,
mas também lipideos e carboidratos presentes nas flores. Porém, existem espécies
de meliponineos que s3ao excegao a regra, como a 7Trigona spinjpes e a Trigona
recursa que eventualmente utilizam carcaga fresca de animais para a sucgao de sais
(liguidos) ou para a maceracao (Mateus, informagdao pessoal), no entanto ainda
existem trés espécies ( 7rigona hypogea, Trigona crassipes, Trigona necrophaga) que
por sua vez se alimentam exclusivamente de carcaca fresca, assim sendo
obrigatoriamente necréfagas (Mateus e Noll, 2004).

Os meliponineos possuem um modo caracteristico de construcdo do ninho.
Este possui varias estruturas (que variam de acordo com a espécie) como o tubo de
entrada, batume, potes de alimento, células de cria, involucro, pilares para conectar
esses elementos e em determinadas espécies escutelo (Sakagami, 1982). A area de
cria nos Meliponini € uma parte do ninho que chama bastante atencao, pois de
acordo com a espécie, os favos podem ser em forma de cacho ou em forma de
discos horizontais. Além disso, existem células de tamanho maior onde é depositada
maior quantidade de alimento, denominadas células reais, onde sdo geradas as
rainhas (geralmente em pequena escala). Porém, no género Meljpona nao ocorre a
construcdo dessas células reais, assim rainhas, operarias e machos nascem e se
desenvolvem dentro de células de cria de tamanho igual (Sakagami, 1982; Kerr et
al, 1996; Nogueira Neto, 1997; Michener, 2000; Jarau et a/, 2010). Desse modo,
acredita-se que a determinacdo de castas é realizada por meio de fatores genéticos e

alimentares (Kerr, 1950; Nogueira-Neto, 1997; Ferreira-Caliman, 2008).



As abelhas sem ferrdo estdo distribuidas por todo o territorio brasileiro,
desse modo demonstrando grande habilidade de adaptacdo a varios tipos de
temperaturas e ambientes. Elas possuem um papel significativo na sociedade por
produzirem substancias de importancia econbémica e também por serem
polinizadores, destacando-se por serem responsaveis por grande parte das plantas
floriferas. Infelizmente, as agOes predatdrias do Homem (como desmatamentos e
queimadas) diminuem o numero de col6nias de abelhas nativas nas matas brasileiras
(Roubik, 1989; Aidar e Campos, 1998; Brandao, 1999).

1.2. Desenvolvimento nas abelhas

As abelhas sem ferrao (Hymenoptera; Apidae; Meliponini) sao insetos
holometabolos, ou seja, que apresentam metamorfose completa, onde os tecidos
larvais sao destruidos por apoptose e substituidos pelos tecidos dos adultos (Garcia,
2001). As abelhas, portanto, possuem um ciclo vital processado em quatro fases:
embrido, larva, pupa e adulto. A fase de pupa é onde ocorre a transformacao
morfoldgica e fisioldgica da larva para o individuo adulto e é neste estagio que se da
a primeira exteriorizacao das asas (Cruz-Landim, 2004; Costa e Ide, 2006). Nesse
estagio o inseto ndo se alimenta e sobrevive das reservas que foram armazenadas
pela larva (Garcia, 2001). No final do estagio larval (pré-pupa), o inseto permanece
imdvel no interior da cuticula, esse estagio apresenta duragdes que variam entre as
espécies (Cruz-Landim, 2004). De acordo com Simdes (1974), em Meljpona
quadrifasciata a duragao do estagio pupal pode ser de 22 dias. O avanco do estagio
de pupa pode ser notado através de transformacdes no exterior do corpo, como a
pigmentacdo dos olhos compostos e a esclerotizagdo da cuticula. A pupagao é,
sobretudo, importante para o desenvolvimento das asas e dos musculos do voo,
inexistentes na larva (Kerr et al., 1996; Cruz-Landim, 2004).

Dentre os fatores que podem influenciar a duragao do desenvolvimento
dentro de uma espécie, estao as condicdes ambientais, especialmente a quantidade

de alimento e a temperatura. Desse modo, a taxa de crescimento ou o tamanho



atingido pelos insetos em cada estagio também nao sao fixas (Cruz-Landim, 2004).
Tautz et al. (2003) relataram que em Apis mellifera as maiores quantidades de
alimento depositadas nas células de cria puderam originar individuos mais resistentes
ao ambiente em condicOes desfavoraveis. Entretanto, se os individuos sofreram
durante seu desenvolvimento algum tipo de alteracao na temperatura, estas podem
causar maleficios para a colbnia, originando individuos com deformacgdes no corpo,
alta mortalidade dos mesmos e individuos que até mesmo ndo desempenham com
eficacia as fungdes realizadas no ninho (Mardan e Kevan, 2002; Tautz et a/., 2003).
Ja Undurraga e Stephen (1980) submeteram células (em fase de pupa) de Megachile
rotundata (Hymenoptera; Megachilidae; Megachilini) a temperatura de 45°C e ndo
houve mortalidade significante nas pupas, apesar de que em 50°C a mortalidade foi
total. Esses dados foram apresentados dessa forma talvez pelo fato da espécie
pertencer ao grupo das abelhas solitarias e, portanto apresentar habitos de vida

diferentes.

1.3. Temperatura dentro do ninho e termorregulacao

As abelhas meliferas, Apis mellifera, sao conhecidas por controlar
rigorosamente a temperatura interna de seus ninhos dentro de uma faixa térmica
estreita entre 33 a 36°C (Tautz et al., 2003; Jones e Oldroyd, 2007). Esse controle
ou regulacdo da temperatura é realizado predominantemente por meio das proprias
abelhas. No frio, as operarias aguecem o ninho por meio da producdo de calor
metabdlico (contracdes rapidas dos musculos das asas de voOo; Heinrich, 1993;
Heinrich e Esch, 1994; Jones & Oldroyd, 2007), no verao, em temperaturas acima de
369C, elas vibram as asas para gerar uma corrente de ar, e assim esfriar o ninho. Em
temperaturas muito excessivas elas utilizam também na ventilacdo a evaporacao de
agua, e em condicOes extremas evacuam o ninho (Winston, 1987). Segundo Jones e
Oldroyd (2007) esse tipo de regulacao da temperatura praticado por abelhas Apis
mellifera € denominado termorregulacao ativa, pois nesse mecanismo as abelhas

utilizam atividades fisioldgicas, ou seja, elas utilizam partes do corpo como o0s



musculos das asas e do vOo e também o acionamento dos musculos do térax
(Heinrich e Esch, 1994).

As abelhas sem ferrao nao possuem essa capacidade de regular
ativamente o micro-clima das suas colonias. Acredita-se que estas, no entanto
consiga conservar uma temperatura mais ou menos estavel na area de cria, para que
se torne possivel o nascimento da prole que depende de certas temperaturas para o
desenvolvimento completo. Roubik e Peralta (1983), Monteiro (2000) e Jones e
Oldroyd (2007) atribuiram essa funcdao a uma estrutura do ninho presente em muitas
espécies de abelhas sem ferrdo, o involucro (mistura de cera e resina) que envolve a
area de cria e que pode ser visto como uma adaptacao arquitetural que ajuda a reter
calor para os insetos imaturos presente nos favos. Esse mecanismo de regulacao da
temperatura em abelhas sem ferrdo € denominado por Jones e Oldroyd (2007) de
termorregulacao passiva. Esse tipo de termorregulacdo envolve também o local
de nidificacao selecionado por essas abelhas, que na maioria das vezes servem de
mecanismos primarios para o controle da temperatura, ou seja, sdo cavidades
(geralmente em ocos de arvores) que ajudam a reter calor metabdlico protegendo o
ninho contra as variacbes da temperatura ambiente, e assim, proporcionando
temperaturas “adequadas” dentro do ninho (Engels et al, 1995; Jones e Oldroyd,
2007).

O controle da temperatura dentro da col6nia (termorregulagao) é
importante principalmente para o0 sucesso do desenvolvimento da cria, e
conseqiientemente para a sobrevivéncia da colonia. Desse modo, abelhas que
emergirem em condicoes diferentes das consideradas “adequadas”, podem
apresentar deformacoes no corpo, como as observadas por Mardan e Kevan (2002)
em Apis dorsata, em colonias que foram submetidas a temperaturas entre 26 a 45°C
(temperatura 6tima para o desenvolvimento da cria: 34°C; Mardan e Kevan, 2002).
Além de afetar caracteristicas morfoldgicas e a sobrevivéncia da cria, um
desenvolvimento em temperaturas ‘“inadequadas” pode afetar outros fatores
fisioldgicos dos individuos e assim gerar conseqiiéncias posteriores na sua vida
adulta, como na aprendizagem, na memoria, na comunicacdo ou no forrageio (Tautz
et al., 2003; Jones et al.,, 2005).



1.4. Objetivos e organizacao da dissertacao

Embora, nos ultimos anos, o conhecimento referente ao funcionamento da
regulacao de temperatura interna do ninho tenha se desenvolvido muito e suas
conseqiiéncias com relagdo ao comprometimento das habilidades por elas
desenvolvidas (neste caso, o forrageio) principalmente em condicdes desfavoraveis,
ainda assim € necessario conhecer mais sobre esse tema em abelhas sem ferrao.
Pois, além destas nao possuirem uma regulacdo de temperatura eficaz quando
comparadas as Apis mellifera, ainda apresentam uma estrutura do ninho no qual é
retido o calor (invélucro).

A abelha sem ferrao Melipona scutellaris, conhecida popularmente como
Urucu do Nordeste, é de facil criacdo e geralmente as colonias sao compostas de 300
a 600 individuos aproximadamente (Lindauer e Kerr, 1960; Nogueira-Neto, 1970).
Essas abelhas sao nativas da regidao Nordeste Brasileiro, onde as temperaturas
ambientais variam pouco ao longo do ano. Porém elas também estao presentes no
estado de Sao Paulo por terem sido introduzidas e mantidas para producao comercial
de mel (Nogueira-Neto, 1970). Nesta regiao elas enfrentam variagdes anuais grandes
de temperaturas (http://www.webbee.org.br/urucu/distribuicao_geografica.htm).

Portanto, considerando-se a importancia das abelhas Melipona scutellaris
(urucu do nordeste) serem usadas para a producao de mel na regiao nordeste e
serem trazidas para regidoes mais frias como o estado de Sao Paulo (Nogueira-Neto,
1970), este estudo pretendeu contribuir com as pesquisas cientificas envolvendo as
consequéncias das variacoes de temperatura nas abelhas sem ferrdao. Por esse

motivo, de forma resumida, este trabalho teve os seguintes objetivos gerais:

< Analisar a influéncia da temperatura ambiental a temperatura interna
nas colbnias (area de cria, periferia) e examinar a capacidade termorreguladora
dessa espécie de abelhas sem ferrao.

% Verificar quanto tempo essas abelhas precisam para se desenvolver em
condicOes térmicas favoraveis e desfavoraveis e se o desenvolvimento em

temperaturas diferentes resulta em diferencas morfoldgicas (tamanho; deformacao).



% Apurar se a influéncia da temperatura nas células de cria pode
futuramente alterar a fisiologia e o comportamento dessas abelhas (investigado

através do limiar gustativo das operarias).
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Resumo

As abelhas sociais conseguem controlar o clima de seus ninhos. As abelhas meliferas, Apis mellifera,
sao conhecidas como “dtimas” termorreguladoras, pois elas conseguem manter uma temperatura
considerada “adequada” estavel e independente da temperatura ambiental, para o desenvolvimento
saudavel da cria. As abelhas sem ferrdao ndo conseguem manter a temperatura de seus ninhos de
forma tdo estavel, ou seja, existe uma oscilagao na temperatura dentro do ninho que pode chegar até
30C. Acredita-se que a temperatura dentro da area de cria € mantida relativamente estavel por meio
de uma estrutura do ninho denominada invdlucro, entretanto, é possivel que haja outros fatores que
auxiliem na producdo ou na manutencgdo dessa temperatura. O objetivo deste capitulo foi analisar a
influéncia da temperatura ambiental a temperatura interna nas col6nias e examinar a capacidade
termorreguladora de Meljpona scutellaris. Foram registradas as temperaturas dentro de dois ninhos
(area de cria, periferia) em diferentes épocas do ano (verdo, inverno). Para o registro das
temperaturas foram utilizados sensores conectados a data-loggers que forneciam as temperaturas das
colonias a cada 15 minutos. Simultaneamente foram registradas as temperaturas do ambiente
(exterior e dentro da sala de laboratério onde as colméias eram situadas) Foi observado que apesar
da area de cria manter sempre uma temperatura maior em relacdo a periferia do ninho, as
temperaturas dos ninhos variavam gradualmente com a temperatura do ambiente. A temperatura na
periferia do ninho ndo era diferente da temperatura na sala de laboratdrio. Essas observagoes indicam
que Melipona scutellaris aumenta de alguma maneira ativamente na area de cria, porém, visto que
havia uma correlacdo forte entre a temperatura na area de cria e a temperatura ambiental, essa
termorregulacdo ativa ndo é tao eficiente quanto a de Apis mellifera que consegue manter a mesma
temperatura na area de cria durante o ano inteiro. Em uma segunda etapa foi investigado o quanto a
prépria cria seja responsavel para o observado aumento de temperatura dentro da area de cria.
Discos de cria foram mantidos dentro de caixas de isopor em uma estufa a temperaturas diferentes
(25°C, 27°C e 29°C). Havia um aumento pequeno de temperatura nas caixas de isopor com os discos
de cria (aumento de 0,4° - 0,7°), o que indica que a cria participa sim no aumento da temperatura,
porém o efeito é pequeno. Curiosamente, os discos de cria dentro da estufa funcionavam como
armazenamento de calor resultando em uma temperatura estavel nas caixas de isopor quando
comparado a caixas controle onde a temperatura oscilava junto com as oscilacdes de temperatura na
estufa. Estes resultados indicam que a propria cria tem um papel importante na estabilizacdo da

temperatura na area de cria.
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2. Introducao

O controle do micro-clima do ninho e a socialidade das abelhas estao
entrelacadas, pois viver em grupo melhora a termorregulacao do ninho, uma vez que
as colonias de abelhas evoluiram para um porte com milhares de individuos, o
controle da temperatura do ninho se tornou essencial para a vida social e para a
sobrevivéncia da col6nia (Seeley, 2006). Nas abelhas, os graus de controle da
temperatura sdo variados, sendo que as abelhas meliferas, Apis mellifera, sao
excelentes termorreguladoras enquanto acredita-se que os meliponineos sao
deficientes e muito dependentes do ambiente e/ou das estruturas do ninho
(Michener, 1974; Pacheco e Kerr, 1989; Jones e Oldroyd, 2007). Para mamangavas
européias, Bombus terrestris, Weidenmdiller et al. (2002) relataram que o micro-
clima do ninho é independente do ambiente, e assim, promove crescimento e
sobrevivéncia das colonias. Os autores acrescem ainda que esse controle do micro-
clima seja pertinente a uma combinacao de design do ninho e atividades das
operarias. Portanto, os padroes térmicos de uma espécie de abelhas para outra nao
podem ser generalizados, uma vez que ha uma grande variedade de
comportamentos e arquiteturas de ninhos (Loli, 2008).

A manutencdo e o controle da temperatura dentro da col6nia sdo de
extrema importancia para o sucesso do desenvolvimento da cria assim como para a
sobrevivéncia de abelhas jovens e larvas, que sdo ectotérmicas (veja capitulo 1),
dependendo diretamente da temperatura, umidade e quantidade de oxigénio do
ambiente. Desse modo, a termorregulacao colonial realizado pelas abelhas adultas
beneficiaria as abelhas jovens (Loli, 2008; Carvalho, 2009).

As abelhas sem ferrao apresentam uma variacao de temperatura
considerada “adequada” para a col6nia, principalmente na area de cria permitindo
assim um bom desenvolvimento e uma emergéncia completa e perfeita dos
individuos. Zucchi e Sakagami (1972) demonstraram a existéncia de regulacdo
térmica em ninhos, principalmente na darea de cria, de algumas espécies de
Meliponini. Segundo Zucchi e Sakagami (1972), Michener (1974) e Roubik e Peralta

(1983), as temperaturas na area dos discos de cria das abelhas sem ferrdo sdo
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geralmente maiores e mais estaveis em relacdo a temperatura ambiente e a
temperatura da periferia do ninho (externamente a area de cria). De acordo com
Engels et al. (1995), esta temperatura elevada seria um resultado da ativacao dos
musculos de voo das operarias, como no género Apis, € a sua manutencao seria
proporcionada por estruturas arquitetonicas do ninho peculiares das abelhas sem
ferrao (Roubik e Peralta, 1983).

Os extremos de temperatura causam danos a termorregulacdo colonial e
interferem na distribuicdo geografica das espécies de abelhas (Heinrich e Esch,
1994). Dependendo da duracao de exposicao, temperaturas muito elevadas ou muito
baixas podem causar a morte da cria, como também o colapso fisioldgico de
operarias ou de forrageiras em voo (Heinrich, 1987; Mardan e Kevan, 2002).

Com relacdo as faixas de temperatura ideais e letais para abelhas sociais,
dois niveis precisam ser considerados: primeiro a nivel individual dos adultos, e
segundo a nivel colonial, visto que os adultos tém certa capacidade de regular sua
temperatura corporal (heterotermia — veja capitulo 1), mas as abelhas nos estagios
de larva e pupa sao estritamente ectotérmicas e, conseqlientemente, sua
sobrevivéncia depende da temperatura na area de cria.

Macieira e Proni (2004) observaram a capacidade de resisténcia a altas e
baixas temperaturas em Scaptotrigona postica, onde indicaram que a faixa de
tolerancia térmica para essas abelhas foram entre -3,5 e 40°C no verao e -4 a
39,5°C no inverno. Na espécie australiana 7rigona carbonaria, Amano et al. (2000)
relataram uma faixa de tolerancia térmica das operarias entre 9 a 46°C, parecida
com a de A. mellifera (10-41°C) e A. cerana japonica (9-41°C) (Amano et al., 2000).
Estes resultados demonstram que abelhas sem ferrdao adultas conseguem sobreviver
em uma faixa ampla de temperatura ambiental.

A temperatura de ninhos de Tetragonisca angustula foi observada na
Colombia por Torres et al. (2007) que utilizaram resistores (similares aos utilizados
neste trabalho) em nove areas internas da colonia, entre elas o involucro, area de
cria, area dos potes de alimento e o ducto de entrada da colonia, assim, abrangendo
todo o ninho. A area de cria apresentou temperaturas mais altas na parte central do
ninho (aproximadamente 30,3°C) e a area dos potes de alimento uma temperatura

média de aproximadamente 19,6°C. As temperaturas internas de ninhos de Meljpona
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beechii também foram registradas e analisadas por Moo-Valle et a/. (2000), onde foi
observado que as temperaturas dos ninhos foram diferentes com relacao a
temperatura ambiente. As temperaturas dentro do ninho (area de cria e regido dos
potes de alimento) também apresentaram diferencas. A temperatura minima da area
de cria registrada foi de 25,4°C, no momento em que a temperatura ambiente se
encontrava a 22,9°C. A menor temperatura ambiente registrada foi de 18,2°C
enquanto nas duas colonias utilizadas para as analises, foram observadas
temperaturas de 27,1°C e 25,6°C. No entanto, as temperaturas das col6nias nao
excederam 34°C.

Verma e Ewards (1971; apud Macieira e Proni, 2004) observaram uma
alteracdo na tolerancia a altas e baixas temperaturas em Apis mellifera e A. cerana
indica, onde as duas espécies sobreviveram por mais tempo a 50°C no outono do
que no inverno. Porém, de acordo com Tautz et a/. (2003), em Apis mellifera a
influéncia da temperatura no desenvolvimento da pupa pode alterar o
comportamento do individuo adulto, como em sua performance da danca do
requebrado (nas abelhas de mel). Mardan e Kevan (2002) verificaram que em Apis
dorsata a temperatura considerada 6tima para a emergéncia completa e saudavel
dos individuos é de 34°C, sendo que a sobrevivéncia da cria em temperaturas
criticas, ou seja, acima de 36°C, elevou a taxa de mortalidade, mas, os individuos
adultos da colonia sobreviveram entre as temperaturas de 26 a 36°C. Em abelhas
sem ferrdo esse tema que abrange temperaturas criticas ou com algum tipo de
influéncia experimental, ainda é desprovido de literatura, pois a maioria dos estudos
foi realizada com abelhas do género Apis. Atualmente, Vollet-Neto (2010) em dados
ainda nao publicados (informagdo pessoal), tem desenvolvido individuos da espécie
de Scaptotrigona aff. depilis em diferentes temperaturas, onde foi observado que em
temperaturas elevadas (como 34°C, acima da média considerada “adequada” para o
desenvolvimento na colonia), os individuos apresentaram um desenvolvimento mais
acelerado, saudavel e com uma taxa de mortalidade relativamente baixa (n=250,
mortalidade de aproximadamente 5%). A temperatura de ninhos, assim como a taxa
de diéxido de carbono (CO,) na reducdo artificial de ventilagdo em Bombus, foi

observada por Weidenmdiiller et al. (2002) onde foram verificadas temperaturas na
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area de cria de 32°C, sendo que acima de 35°C a condicao de temperatura é
considerada letal para a cria (Himmer, 1927).

Além dos tipos de mecanismos utilizados para a regulagdo da temperatura
(passiva e ativa) das abelhas determinados por Jones e Oldroyd (2007) e ja citados
no capitulo anterior, Carvalho (2009) atribui que os mecanismos de termorregulacao
incluem mecanismos comportamentais (como controle do fluxo de calor dentro da
col6nia e ajustes na postura de voo), anatomicos (como distribuicdo de pélos) e
fisioldgicos (como controle de perda e ganho de calor). Carvalho (2009) acrescenta
ainda que além desses fatores, outros como tamanho corpéreo e tipo de nidificacao
podem influenciar na termorregulacdo. Jones e Oldroyd (2007) descrevem que é de
extrema importancia a escolha do local de nidificacdo para o mecanismo de controle
da temperatura. Uma peculiaridade das abelhas de clima tropical é a escolha de um
local de nidificagdo com cavidades de volume menor (com exce¢ao de col6nias muito
populosas como as pertencentes ao género 7rigona ou de ninhos externos), pois
estas ndo necessitam de armazenar grande quantidade de mel para a sobrevivéncia
no inverno, quando comparadas com as abelhas Apis mellifera. A escolha do local de
nidificacdo também é determinada por meio de outras caracteristicas como a
distancia da colonia mae (a fim de reduzir a disputa entre os recursos disponiveis
naquela area) e altura do solo, entre outras (Winston, 2003; Seeley, 2006). Além
disso, segundo Roubik e Peralta (1983), Monteiro (2000) e Jones e Oldroyd (2007) o
responsavel por conservar a temperatura do ninho € uma estrutura caracteristica das
abelhas sem ferrdo, denominada invélucro (que envolve a area de cria) ajudando a
reter calor para os favos. Zucchi e Sakagami (1972) observaram que a homeostase
termal pode ser atribuida, em parte, por meio das estruturas do préprio ninho como
invélucro, batume, escutelo entre outros, que garantem bom isolamento térmico, por
insulacdo ou até mesmo pela localizagdo no interior de troncos, termiteiros e
subterraneos.

Mecanismos de isolamento ndo é uma peculiaridade de abelhas sem
ferrdo. Em ninhos de vespa Polybia occidentalis, as células vazias (sem uso)
protegem a cria das alteracdes de temperatura, principalmente no inverno. Além
disso, essas células auxiliam na manutencdao de temperaturas altas, atuando como

um isolante térmico (Hozumi et a/., 2008). Uma caracteristica muito utilizada pelas
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formigas para manter a cria em condicdes “adequadas” de temperatura, umidade
entre outros, é a mudanga dentro do ninho, ou seja, mudanca de local das pupas (ja
gue nao existem favos) a fim de condicionar locais melhores para o desenvolvimento
(Hdllodobler e Wilson, 1990).

O controle da temperatura e da umidade relativa na regiao dos discos de
cria nas abelhas é motivo de relevancia para o sucesso do desenvolvimento da cria e
assim, para a sobrevivéncia da col6nia (Loli, 2008). A organizacao social dos insetos
distingue-se pela vantagem e desafio da homeostase da col6nia, incluindo a
termorregulacao. No entanto, entre todos os insetos sociais, as abelhas sdao os
organismos que conseguem atingir o maximo da homeostase do ninho (Winston,
2003).

2.1. Objetivos

Neste capitulo foi investigada a temperatura dentro do ninho e a
termorregulacado colonial de Meljpona scutellaris. Os objetivos especificos foram:

< Registrar as temperaturas internas das col6nias de M. scutellaris em
duas localidades distintas, na area de cria (dentro do invélucro) e na periferia do
ninho (fora do invdlucro).

% Registrar as temperaturas externas (ambiente, sala) a essas colOnias
para investigar correlacOes possiveis entre a temperatura colonial e a temperatura
ambiental.

% Analisar estruturas que possam auxiliar na conservacao de calor na

area de cria.
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2.2. Material e Métodos

Os experimentos foram realizados no laboratério de Ecologia e
Invertebrados da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, campus
da Universidade de Sao Paulo. Este trabalho foi vinculado ao projeto Jovem
Pesquisador FAPESP 2006/ 50809-7 com o titulo “Como achar uma flor — a biologia
sensorial das abelhas sem ferrdo”, e atualmente é parte integrante de uma nova
linha de pesquisa na Universidade Federal Rural do Semi-Arido (Mossord — RN).
Foram utilizadas duas colonias de Meljpona scutellaris (Hymenoptera, Apidae,
Meliponini) mantidas em caixas de madeira (24 X 42,5 X 21 centimetros), com um
vidro na parte superior. Na caixa também existia um tubo de plastico que permitia a
passagem das abelhas para o campo. Entre a entrada e a colonia havia uma
pequena caixa de 10 centimetros de comprimento por cinco centimetros de largura
para observacoes da entrada e saida de forrageiras e para a insercao de individuos

desenvolvidos em estufa devidamente marcados (veja capitulo 3).

2.2.1. Registro das temperaturas

Foi identificada a temperatura da colonia em condigdes “normais”, ou seja,
a temperatura registrada na col6nia sem influéncia experimental, para isso, foi
utilizada, na regido do favo (dentro do involucro) e na colonia denominada “periferia
do ninho” (fora do invédlucro), resistores (termOmetros no interior do ninho)
conectados a data loggers (Minipa, MT-600, RS-232) que registrou a cada 15
minutos a temperatura da colonia durante os periodos de verdo (marco) e inverno
(maio a julho). As colbnias foram isoladas com isopor de trés centimetros e havia
uma caixa com as mesmas condicdes das demais, porém vazia, para controle, onde
foram realizados registros no periodo do verdo. Foram utilizadas duas col6nias, com

dois sensores em cada uma delas, e um sensor na caixa controle, totalizando cinco
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sensores (Figura 1) (Zucchi e Sakagami, 1972; Roubik e Peralta, 1983; Torres et al.,
2007).

Para o registro das temperaturas externas, como a temperatura da sala
onde estavam localizadas as colonias e a temperatura do ambiente, foi utilizada uma
estacao meteoroldgica instalada no laboratdrio no campus da USP (Oregon Scientific,
WMR 928), onde foi possivel captar também a cada 15 minutos todas as
temperaturas registradas nos dias em que foram feitos os experimentos, ou seja, nos
periodos de verao e inverno.

A seguir, os dados foram analisados por meio do programa SigmaPlot 10.0

para adequacao dos dados e graficos e SigmaStat 3.5 para as analises estatisticas.
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2.2.2. Termorregulacao

23

Para investigar a importancia da prdpria cria para a manutencao da

temperatura e para a possivel producao de calor na area de cria, quatro favos em

estagio de pupa (retirados da colonia) foram mantidos por um a dois dias em uma

estufa incubadora B.O.D. (Figura 2) em trés diferentes temperaturas (25°C, 27°C e

290C). Os favos foram colocados dentro de caixas de isopor. As temperaturas dentro
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da caixa de isopor e ao redor dela (dentro da estufa) foram registradas a cada 5
minutos usando data loggers (Minipa, MT-600, RS-232).

Em uma segunda etapa, foi investigada a importancia da cera para a
termorregulacdo na area de cria. Para avaliar a quantidade de cera a ser colocada
dentro da estufa, foi pesada, retirando-se um pedaco de favo (cerca de 6 células)
onde foi realizada a morte e limpeza da cria, utilizando pinga e alfinete entomoldgico.
Esse procedimento foi realizado cuidadosamente para ndo afetar as células de cera.
Essas células foram pesadas em uma balanca de precisao (Marte, AL 500) e assim
multiplicadas pelo nimero de células dos favos que foram incubados anteriormente,
desse modo, foi colocada na estufa a quantidade de cera equivalente a quantidade
de cera dos favos, sem a cria. Como nos experimentos com os favos, a cera foi
colocada dentro de uma caixa de isopor e mantida por um a dois dias dentro da
estufa. A temperatura foi registrada dentro e fora da caixa de isopor a cada 5
minutos. Nos dois experimentos (favos e cera) havia uma caixa controle dentro da
estufa, uma caixa de isopor vazia, para controlar possiveis efeitos da caixa de isopor.

A analise dos dados dos testes de termorregulagao foi avaliada por meio
do programa SigmaPlot 10.0 e SigmaStat 3.5, para graficos e analises estatisticas,

respectivamente, observados abaixo.
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Figura 2. Estufa Incubadora B.O.D. utilizada para o desenvolvimento dos favos em condicOes
desfavoraveis.

2.3. Resultados

2.3.1. Registro das temperaturas

<+ Variacao da temperatura dentro da caixa controle

A fim de verificar o efeito de isolamento térmico fornecido pela caixa
isolada usada durante os experimentos, foi feito um teste controle. Entre o dia
13/03/2009 e o dia 29/03/2009 foi investigado a variacao da temperatura dentro das
caixas experimentais (material, dimensdes e isolamento idéntico as caixas usadas
como colméias para as abelhas) de acordo com variacdes na temperatura ambiental
sem possiveis modificacdes causadas pelas abelhas.

Ao longo do dia, a temperatura ambiental variou entre 20,1°C e 28,2°C

(temperatura média: 23,0°C), atingindo seu minimo por volta das 6h15min e o
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maximo por volta das 15h00min (Figura 3; Tabela 1). As temperaturas registradas na
sala e na caixa controle também oscilaram ao longo do dia. Nestes dois casos, a
amplitude da oscilacao foi menor quando comparada com a do ambiente e foi
observado um atraso temporal dos minimos e maximos das oscilacbes. Na sala do
laboratdrio (onde foram mantidas as colonias), a temperatura minima (24,0°C) foi
registrada as 8h30min e a temperatura maxima (26,6°C) as 16h15min (Figura 3;
Tabela 1). Na caixa controle, o atraso temporal foi ainda maior. As temperaturas
minimas (24,7°C) foram registradas as 10h00min, e as temperaturas maximas
(26,1°C) as 21h15min (Figura 3, Tabela 1).
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Figura 3. Variagdo da temperatura diaria no ambiente, na sala do laboratdrio e na caixa controle
(sem abelhas). Setas indicam os horarios médios das temperaturas minimas (Min) e maximas (Max).
A: ambiente; S: sala do laboratério; C: controle.

A temperatura dentro da caixa controle (temperatura média, temperatura
minima, temperatura maxima) foi semelhante as temperaturas registradas dentro da
sala de laboratdrio (Figuras 4 e 5; Tabela 1). Nao houve diferenca estatistica entre as
temperaturas médias registradas na caixa controle (25,4 £ 0,4°C) e as temperaturas
médias registradas na sala (25,4 + 0,4°C) (One Way ANOVA: P < 0,001; Post-hoc
Tukey test, Controle x Sala: £ = 0,932; Figura 5; Tabela 1). Porém, as temperaturas
médias registradas na sala e na caixa controle foram significativamente diferentes
das temperaturas ambientais (23,0 £ 0,4°C) (One-Way ANOVA: P < 0,001; Post-hoc
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Tukey test; Controle x Ambiente P < 0,001; Sala x Ambiente: P < 0,001; Figuras 4
e 5; Tabela 1).

Tabela 1. Temperaturas registradas (médias + desvio padrdo) e horarios dos picos de temperatura
durante o experimento controle. CV (coeficiente de variagao) indica a variagao diaria de temperatura
(CV = DP*100/média). Letras sobrescritas diferentes (a, b, c) indicam grupos de dados
significativamente diferentes (Tukey test, 2 < 0,05). N = nimero de dias registrados.

Temperatura Horario do
Média (°C) Minima (°C) Maxima (°C) CV (%) Minimo Maximo N
Ambiente 23,0 £ 0,4° 20,1 £0,6* 282 +1,3" 10,6 £2,6* 06h15min  15h00min 17
Sala 254 +04° 24,0 +0,6° 26,6 +0,5" 2,8+0,8°  08h30min 16h15min 17
Caixa controle 254 +04° 24,7 £04° 26,1 +0,4° 1,6 +0,4° 10h00min  21h15min 17
One-way ANOVA  196,9; <0.001 337,7; < 0,001 165,4; < 0,001
(F; P)
Kruskal-Wallis 22,7, < 0,001
ANOVA (H; P)
A B c
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Figura 4. Variacdo da temperatura no periodo experimental (13/03/2009-29/03/2009). As
temperaturas médias (A), minimas (B) e maximas (C) registradas dentro da caixa controle eram
semelhantes as temperaturas registradas na sala do laboratério. Observe que as temperaturas dentro
da sala e dentro da caixa controle variavam de acordo com variagdes da temperatura ambiental.
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As variacOes diarias da temperatura dentro da caixa controle (1,6 + 0,4%)
e da sala (2,8 + 0,8%) foram significativamente menores do que a variacao da
temperatura ambiental (10,6 £ 2,6%) (One-way ANOVA: P < 0,001; Post-hoc Tukey
test; Controle x Ambiente P < 0,001; Sala x Ambiente: P < 0,001; Controle x Sala:
P=0,106; Figura 5).
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Figura 5. Comparacdo das temperaturas médias (A) e das variagbes diarias de temperatura (B) do
experimento controle. A linha central da caixa dos boxplot marca a mediana, a parte inferior da caixa
¢ delimitada pelo quartil inferior e a parte superior pelo quartil superior. As hastes delimitam a
distribuicdo de 95% dos dados. Os valores inferiores e superiores (outliers) as 95% sao representados
individualmente. Letras sobrescritas diferentes (a, b) indicam grupos de dados significativamente
diferentes (Tukey test, 2 < 0,05).

A temperatura dentro da sala do laboratédrio dependia significativamente
da temperatura ambiental (Regressao linear: R2 = 0,42; P = 0,003; Figura 6). A
dependéncia da temperatura média registrada na caixa controle da temperatura
ambiental foi menos pronunciada, mas estatisticamente significante (Regressao
linear: R2 = 0,18; P = 0,049; Figura 6). Houve, porém, uma forte dependéncia da
temperatura média dentro da caixa controle com relacdo a temperatura média

registrada dentro da sala (Regressao linear: R2 = 0,87; P < 0,001; Figura 6).
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Figura 6. Correlag0es entre as temperaturas registradas. Houve uma dependéncia das temperaturas
médias registradas na sala (A) e na caixa controle (B) das temperaturas ambientais. As temperaturas
médias registradas dentro da caixa controle dependiam altamente das temperaturas da sala de
laboratério (C). As linhas inteiras nos graficos indicam as regressoes lineares (veja texto para mais
informacoes).

Desse modo, conclui-se que sem abelhas e/ou colGnias, as caixas de
madeira isoladas com uma camada de isopor adotavam a temperatura do ambiente
que as envolveu, neste caso a temperatura do laboratério. Por outro lado, a
temperatura do laboratdrio, foi influenciada pela temperatura externa ambiental.
Portanto, observou-se certa dependéncia da temperatura registrada na caixa
controle com relagdo a temperatura ambiental. O isolamento fornecido pelo prédio
fez com que a temperatura dentro da sala variasse menos do que a temperatura
ambiental e também resultou em um atraso da oscilacdo da temperatura entre uma
a duas horas. O isolamento adicional da caixa controle amorteceu as oscilagdoes

diarias ainda mais, porém este efeito ndo foi estatisticamente significante.
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+ Periodo experimental do verao

Tabela 2. Temperaturas registradas (médias £ desvio padrdo) e horarios dos picos de temperatura
durante o periodo experimental do verdao. CV (coeficiente de variacdo) indica variagdo diaria da
temperatura (CV = DP*100/média). Letras sobrescritas distintas (a-f) indicam grupos de dados
significativamente diferentes (Tukey test, 2 < 0,05). N = nimero de dias registrados.

Temperatura Horario do

Média (°C)  Minima (°C)  Mixima (°C)  CV (%) Minimo Méximo

Ambiente 23,0 £ 0,4° 20,1 +0,6° 282 +1,3° 10,6 £2,6° 06h15min  15h0Omin
Sala 25,4 +0,4° 24,0 +0,6° 26,6 +0,5° 2,8+0,8" 08h30min  16h15min
C1-Periferia 26,2 +0,3° 25,6 +0,4° 26,9 +0,4° 1,3+0,3°  10h15min  21h30min
C1-Area de cria 28,9 + 0,4¢ 28,3 + 0,49 29,8 + 0,4 1,5+03° 09h30min  20h45min
C2-Periferia 27,4 +0,4° 26,8 +0,4° 28,1 + 0,54 1,3+0,4° 10h15min  20h15min
C2-Area de cria 30,7 0,3 30,0 £ 0,3 31,7 +0,3¢ 1,5+04° 08h45min  20h45min
One-way ANOVA  913,4;<0,001 923,4; <0,001 180,4; <

0,001
(F; P)
Kruskal-Wallis 84,0; < 0,001
ANOVA (H; P)

N

17

17

17

17

17

17

No verdo, foram coletados dados onde foi possivel a comparacao entre as
temperaturas observadas nas colonias utilizadas e as temperaturas externas
(ambiente e sala), por meio de uma média entre os dias (apresentado inicialmente
na tabela 2). A temperatura exterior (ambiente) apresentou média de 23,0°C+0,4,
com um intenso aumento entre as 8 horas e as 16 horas. A temperatura da sala
apresentou média de 25,4+0,4. A periferia do ninho apresentou média de
26,2°C+0,3 para a colonia 1 (C1) e 27,49C+0,4 para a colb6nia 2 (C2), onde foi
observada na periferia do ninho a ocorréncia de temperaturas amenas quando

comparadas com as temperaturas da area de cria. Todas as médias podem ser
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observadas na figura 7 assim como na tabela 2. As temperaturas das periferias do
ninho foram entre 25,5°C a 28°C. A média das areas de cria foram 28,9°C+0,4 para
C1 e 30,7°9C+0,3 para C2, onde as temperaturas das crias foram entre 28°C a 32°C,
portanto, a area de cria mantém uma temperatura mais elevada com relacdao as

demais.
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Figura 7. Variacdo da temperatura didria durante o periodo experimental do verdo entre as médias
das temperaturas observadas no periodo de 13/03/2009 a 29/03/2009. A colocacdo C1 e C2 sdo as
colonias denominadas col6nia (1) (azul) e colonia (2) (vermelho). Em cada col6nia havia dois sensores
de temperatura, um na periferia do ninho e outro na area de cria. As temperaturas do ambiente e da
sala do laboratério também foram registradas.

As temperaturas médias, maximas e minimas observadas e registradas, no
periodo de verdo, estdo representadas na figura 8. Foi possivel verificar uma
comparacao e uma variacao diaria nas temperaturas do ambiente, da sala e das
col6nias demonstradas na figura 9. Além disso, foi demonstrado na tabela 2 que
houve variacdao quando comparado com todas as temperaturas registradas (col6nias
e ambiente externo), onde foi apresentado um coeficiente de variagdo para o
ambiente externo de 10,6%=2,6. Para a temperatura da sala o coeficiente de
variacao foi de 2,8%=0,8. Além disso, foi observado o coeficiente de variagdo para
C1 que apresentou média de 1,5%=0,3 para a area de cria e 1,3%=0,3 para a
periferia do ninho. Quanto a variacao da C2, apresentou média de 1,5%=0,4 para a

area de cria e 1,3%=0,4 para a periferia do ninho.
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Figura 8. Variacdo da temperatura no verdo (periodo experimental: 13/03/2009 - 29/03/2009). Estdo
apresentadas as temperaturas médias (A), minimas (B) e maximas (C) registradas no ambiente, na
sala do laboratdrio, e nas duas col6nias experimentais (C1, C2). Em cada col6nia havia dois sensores
de temperatura, um na periferia da colonia, o outro na area de cria. Observe que as temperaturas
dentro da sala e dentro das col6nias variavam de acordo com variacdes da temperatura ambiental.
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Figura 9. Comparacdo das temperaturas médias (A) e das variagGes diarias de temperatura (B) no
periodo de verdo. A linha central da caixa dos boxplot marca a mediana, a parte inferior da caixa é
delimitada pelo quartil inferior e a parte superior pelo quartil superior. As hastes delimitam a
distribuicdo de 95% dos dados. Os valores inferiores e superiores (outliers) as 95% sdo representados
individualmente. Letras sobrescritas diferentes (a-f) indicam grupos de dados significativamente
diferentes (Tukey test, 2 < 0,05).
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+ Periodo experimental do inverno

No inverno, foram coletados dados no periodo de Junho e Julho, onde foi
possivel observar dias frios, como também picos de aumento da temperatura

ambiente, demonstrado a seguir na figura 10.
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Figura 10. Variacdo da temperatura diaria durante o periodo experimental de inverno (29/05/2009-
15/06/2009 e 07/07/2009-26/07/2009). Temperaturas foram registradas no ambiente, na sala de
laboratdrio e nas colonias (C1, C2). Em cada colonia havia dois sensores de temperatura, um na
periferia da col6nia, o outro na area de cria.

Foram observadas e registradas as temperaturas das colénias 1 e 2 (C1 e
C2) a cada 15 minutos (comparadas por meio de médias diarias entre os dias
evidenciados na Figuras 10, 11 e 12; Tabela 3) nos mesmos locais que no periodo do
verao: area de cria e periferia do ninho. Foram registradas também as temperaturas
da sala e do ambiente externo. A temperatura controle ndo foi analisada no periodo
de inverno, pois no periodo de verao a variacao da temperatura (A °C) do ambiente
da sala foi semelhante ou proporcional a variagdo da temperatura controle. As
médias, minimas e maximas de cada temperatura podem ser observadas na Tabela

3, assim como na figura 11.
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Tabela 3. Temperaturas registradas (médias + desvio padrdo) e horarios dos picos de temperatura
durante o periodo experimental de inverno. CV (coeficiente de variagdo) indica a variagdo diaria de
temperatura (CV = DP*100/média). Letras sobrescritas distintas (a-f) indicam grupos de dados
significativamente diferentes (Dunn's test, 7 < 0,05). N = ndmero de dias registrados. Temperaturas
em °C e coeficiente de variagao em %.

Temperatura Horario do

Média (°C) Minima (°C) Maxima (°C) CV (%) Minimo Maximo N
Ambiente 17,3 £3,1° 11,6 +4,1° 25,6 +3,4° 27,5+13,0°  6hl5min  15h00min 36
Sala 20,5+2,1° 18,9 +2,3° 224+19° 57+2,5° 8h15min  6h45min 36
Cl1-Periferia 214+ 14° 20,3 1,6 22,7+1.2° 3,5+1,5¢ 10h00min ~ 20h30min 29
Cl-Areadecria  252+20° 22,8 +2.4% 28,0 +3.4° 59434  (07h15min  19h15min 29
C2-Periferia 21,9 £2,1° 20,8 +2,3" 23,1 +1,9* 33+14° 10h00min ~ 20h30min 24
C2-Areadecria 269+ 14 254 +19° 28,4 +1,1° 3,1+1,3 08h15min  20h45min 24

Kruskal-Wallis 127,5;< 0,001  131,4;<0,001 107,0;<0,001 103,5;< 0,001
ANOVA (H; P)
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Figura 11. Variacdo da temperatura no inverno (periodo experimental: 29/05/2009-15/06/2009 e
07/07/2009-26/07/2009). Sao demonstradas as temperaturas médias (A), minimas (B) e maximas (C)
registradas no ambiente, na sala do laboratdrio, e nas duas colonias experimentais (C1, C2). Em cada
colonia havia dois sensores de temperatura, um na periferia da col6nia, o outro na area de cria.
Observe que as temperaturas dentro da sala e dentro das colonias variavam de acordo com variagoes
da temperatura ambiental.
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Portanto, foi possivel observar que mesmo no inverno a temperatura da
area de cria continuou maior que a temperatura da periferia do ninho. A temperatura
externa (ambiente) apresentou média de 17,3°C+3,1 (Figura 10; Tabela 3) e a
temperatura média da sala foi de 20,5°C+2,1. Na periferia do ninho foram
encontradas as temperaturas médias de 21,4°C+1,4 para C1 e 21,9°C+2,1 para C2 e
a média nas areas de cria foram 25,20C+2,0 para Cl1 e 26,9°C+1,4 para C2. No
periodo do inverno, foi observado que o coeficiente de variacao foi maior, isto &, a
variacao entre as temperaturas registradas foi maior (veja tabela 3), demonstrando
27,5%=+13,0 para o ambiente externo. A sala onde permaneciam as colonias
apresentou um coeficiente de variacao de 5,7%=2,5, enquanto o coeficiente de
variacao para C1 foi de 5,9%=3,4 para a area de cria e 3,5%=1,5 para a periferia do
ninho. Foi observado também o coeficiente de variagdo para C2 que apresentou
3,1%=1,3 para a area de cria e 3,3%=1,4 para a periferia do ninho. Também pode
ser observado que mesmo a temperatura da area de cria sendo maior, esta

temperatura caiu em comparacao com os mesmos dados do periodo de verao.
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Figura 12. Comparagdo das temperaturas médias (A) e das variacGes diarias de temperatura (B) no
periodo experimental de inverno. A linha central da caixa dos boxplot marca a mediana, a parte
inferior da caixa é delimitada pelo quartil inferior e a parte superior pelo quartil superior. As hastes
delimitam a distribuicdo de 95% dos dados. Os valores inferiores e superiores (outliers) as 95% sao
representados individualmente. Letras sobrescritas diferentes (a-f) indicam grupos de dados
significativamente diferentes (Dunn's test, P < 0,05).



2.3.2. Correlacoes entre as temperaturas registradas
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Figura 13. Influéncia da temperatura ambiente as temperaturas registradas na sala (A) e nas
colonias (B-E). A temperatura do ambiente influenciava a temperatura didria média da sala de
laboratorio (A), e das colonias C1 e C2 (Regressao linear: Sala: R2 = 0,90; P < 0,001; C1-Periferia: R2

=0,87; P < 0,001; C1-Cria: R2 = 0,65; P < 0,001; C2-Periferia: R2 = 0,85; P < 0,001; C2-Cria: R?

0,87; P < 0,001). As linhas inteiras indicam as regressoes lineares.
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Para determinar a influéncia da temperatura ambiental sobre a
temperatura das col6nias foram feitos regressoes lineares usando a temperatura do
ambiente como variavel independente.

Foi observado que nos dois periodos de experimento (verao e inverno) a
temperatura ambiente influenciava as demais temperaturas (sala e col6nias), ou
seja, as temperaturas atingidas na sala (onde foram mantidas as colonias) e nas
colbnias (area de cria e periferia do ninho) variavam de acordo com a variacao da
temperatura ambiente (Figura 13). Em todos ambientes (sala, periferia da col6nia e
area de cria), a temperatura sempre foi mais alta comparado com a temperatura do

ambiente (veja também Figura 9 e 12).
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Figura 14. Influéncia da temperatura da sala de laboratério as temperaturas registradas nas
colonias. A temperatura diaria média registrada no laboratdrio apresentou uma influéncia forte nas
temperaturas das col6nias C1 e C2 (Regressdo linear: C1-Periferia: R2 = 0,97; P < 0,001; C1-Cria: R2
= 0,73; P < 0,001; C2-Periferia: R2 = 0,97; P < 0,001; C2-Cria: R2 = 0,92; P < 0,001). As linhas
inteiras indicam as regressoes lineares.
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Semelhante ao observado no experimento controle, a temperatura da sala
de laboratdrio apresentou uma forte influéncia sobre as temperaturas das colnias
(drea de cria e periferia do ninho) (Figura 14). A dependéncia da temperatura dentro
das colonias da temperatura dentro da sala € indicada pelos valores altos de R2
(0,73-0,97; veja Figura 14). Neste caso, foi observado que a periferia da colonia
tinha temperaturas parecidas as da sala, enquanto a temperatura na area de cria foi
constantemente elevada por 4-6°C relativa a temperatura da sala (Figura 14).

A dependéncia mais forte observada em nossos experimentos (maiores
valores de R2) foi entre a temperatura na area de cria e a temperatura na periferia
da colbnia (Figura 15). Nas duas colonias investigadas, a temperatura na area de cria

sempre era mais alta do que a temperatura na periferia do ninho.
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Figura 15. Influéncia das temperaturas registradas na periferia da col6nia as temperaturas da area
de cria. A temperatura didria média registrada na periferia das colonias C1 e C2 proporcionaram uma
influéncia forte nas temperaturas registradas na area de cria (Regressdo linear: C1-Cria: R2 = 0,74; P
< 0,001; C2-Cria: R2 = 0,96; P < 0,001). As linhas inteiras indicam as regressoes lineares.

2.3.3. Termorregulacao

A fim de determinar o papel da propria cria (células com pupas) para a
producao de calor e a manutencdo da temperatura na area de cria, foram feito
experimentos onde favos foram mantidos dentro de uma caixa de isopor

(isolamento) dentro de uma estufa em temperaturas diferentes (25, 27 e 29°C). A
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temperatura dentro da estufa oscilou por volta da temperatura média escolhida para
0 experimento. Estas oscilagbes variavam na sua amplitude ao longo do dia (Figura
16). Na caixa controle (caixa de isopor vazia) e na caixa experimental (caixa de
isopor com os favos) também foram registradas oscilacdes de temperatura. Tomando
como ponto de referéncia, o inicio das oscilacdes crescentes (indicado por setas na
Figura 16), foi possivel verificar um atraso no tempo dessas oscilacbes dentro das
caixas comparado com as oscilagdes dentro da estufa. Este atraso no tempo pode

ser atribuido as propriedades de isolamento do respectivo material.
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Figura 16. Parte dos registros de temperatura dentro da estufa (dois sensores externos, linhas
pretas), dentro do isopor vazio (controle interno; linha verde) e dentro do isopor com quatro favos de
cria (favos interno, linha vermelha). A temperatura dentro da estufa oscilava em volta de 25°C. Foram
registradas oscilagdes mais € menos intensas. As setas indicam o ponto inicial de uma oscilagdo com
amplitude maior, que foi registrado com atraso temporal nos recipientes de isopor (setas: verde e
vermelho).

Por meio dos dados obtidos, foi possivel observar a permanéncia de
temperatura na caixa com favos, isto &, a caixa onde se encontrava esses favos
manteve a temperatura proxima a da estufa independente das variagdes que a
estufa apresentou, em todas as temperaturas sugeridas (como observado na Figura
19), sugerindo que existiu uma conservacao da temperatura. A caixa controle (vazia)
nao apresentou esse mesmo padrao. A temperatura da caixa vazia oscilava de

acordo com a temperatura da estufa, porém a temperatura da caixa controle
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demorou a se estabelecer, e por esse motivo, formou uma elipse nos graficos
representados na figura 17. O atraso de tempo na passagem da temperatura para
dentro da caixa pode ser explicado pelas propriedades de isolacao do material
(caixas de isopor), isto €, quanto melhor a isolagdo do material, mais baixa fica a

oscilacao de temperatura (Figura 18).
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Figura 17. Correlagdo entre a temperatura dentro das caixas de isopor (temperatura interna) e a
temperatura registrada na estufa (temperatura externa). Nas caixas de isopor com quatro favos
(circulos preenchidos com cor vermelho) a temperatura ficou estavel, enquanto nas caixas vazias
(circulos preenchidos com cor verde) a temperatura oscilava de acordo com a temperatura da estufa e
com um atraso temporal. Estas oscilagdes com atraso temporal resultaram em correlagbes de forma
eliptica.

z
[0}
©
=
=
€
<
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 0.0 0.5 1.0 1.5 20 0.0 05 1.0 15 2.0 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 0.0 05 1.0 1.5 20
Tempo (rel.)
N
o 1.0
L)
O
S 08
o
1]
o 00 / & O % \
[0}
kel
2 -05
g _10 L I L L 1 1 1 J L | 1 1 J L 1 1 1 J L 1 1 1 J
b= .

-1.0 -05 0.0 0.5 1.0 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 -1.0 -05 0.0 0.5 1.0 -1.0 -05 0.0 0.5 1.0

Amplitude oscilagdo 1

Figura 18. OscilagOes sinus (Oscilagao 1- linha inteira; Oscilacdo 2- linha quebrada), com amplitudes
diferentes, mas com o mesmo tempo de oscilagdo. No primeiro par de figuras foi observado um
comego simultdneo (At = 0), e na segunda oscilacdo é apresentado um inicio com atraso de tempo
(diferencas temporais 1/8 a 1/2).
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Figura 19. Temperaturas médias por hora no decorrer dos experimentos. Foram registradas as
temperaturas dentro da estufa a 25, 27 e 29°C (dois sensores externos), e simultaneamente dentro
do isopor vazio e dentro do isopor com quatro favos de cria. Observe o ajuste da temperatura nas
caixas de isopor com quatro favos durante as primeiras uma a duas horas do registro.

Na caixa onde foi realizado o teste com a cera pesada, foi verificado que

nao houve a permanéncia de temperatura conforme a variacao da temperatura na

estufa (Figura 20). A caixa com a cera também ndo manteve a temperatura em seu

interior quando comparada com a caixa com os favos. Portanto, a caixa com a cera
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apresentou o mesmo perfil da caixa controle, onde a temperatura oscilou de acordo
com a temperatura da estufa, havendo um atraso temporal pelos mesmos motivos

da caixa controle esclarecido acima (Figura 18, 21, 22).
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Figura 20. Correlacdo entre a temperatura dentro das caixas de isopor (Temperatura interna) e a
temperatura registrada na estufa (Temperatura externa). Nas caixas de isopor com a cera (circulos
preenchidos com cor vermelho) e nas caixas vazias (circulos preenchidos com cor verde) a
temperatura oscilava de acordo com a temperatura da estufa e com um atraso temporal. Estas
oscilagdes com atraso temporal resultaram em correlagoes de forma eliptica.
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Figura 21. Parte dos registros de temperatura dentro da estufa (externo, linhas pretas), dentro do
isopor vazio (controle interno; linha verde) e dentro do isopor com cera (cera interno, linha vermelha).
Todas as temperaturas registradas oscilavam em volta de 25°C.
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Figura 22. Temperaturas médias por hora no decorrer dos experimentos. Foram registradas as
temperaturas dentro da estufa a 25, 27 e 29°C (dois sensores externos), e simultaneamente dentro
do isopor vazio e dentro do isopor com cera.

A fim de comparar os registros de temperatura, foram unidos todos os
registros de temperatura de todos os sensores externos (externo 1 e externo 2 dos
experimentos com favos e dos com cera) e das caixas de isopor vazias
(experimentos com favos e com cera). Unir os dados desta maneira foi legitimo

devido ao fato que ndo havia diferenca estatistica entre os grupos juntados
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(Sensores externos: Kruskal-Wallis test: H = 0,33; P = 0,955; Temperaturas nas
caixas vazias: teste £ t = -0,37; P=0,710).

Em todas as situagOes, a temperatura dentro da caixa com os favos era
significativamente maior do que a temperatura na estufa, dentro da caixa de controle
ou dentro da caixa com a cera (Tabela 4; Figura 23). Esta diferenca foi em média de
0,7°C no experimento de 25°C, e 0,4 °C nos experimentos de 27 e 29°C (Tabela 4;
Figura 23 e 24). As temperaturas registradas nos outros ambientes (estufa, caixa
controle, caixa com cera) foram parecidas (Tabela 4; Figura 23 e 24).

Foi avaliada a correlacdo entre as temperaturas médias registradas nas
caixas de isopor e as temperaturas médias da estufa, onde se tornou mais evidente
que as caixas com a cera e a Caixa vazia permaneceram com as temperaturas
proximas a estufa, enquanto que a caixa com os favos apresentou temperaturas
mais elevadas (Figura 24). Os favos dentro da caixa demonstraram funcionar como
um armazenador fisico de calor. Esse armazenamento pode ser esclarecido por meio
dos individuos (pupas) presente nos favos, ou seja, os mesmos demoraram a
aquecer ou esfriar, assim quando a temperatura da estufa aumentava, o calor
passava para dentro da caixa gerando energia para a cria, que neste caso estava
sendo utilizada para aquecer os individuos. Dessa maneira, quando a estufa
comecava a esfriar, os individuos liberavam a energia estocada e aqueciam o

ambiente dentro da caixa.

Tabela 4. Comparacdo dos registros de temperatura na estufa, na caixa de isopor vazio (controle),
no isopor com quatro favos e no isopor com cera. Em todas as situacdes (25, 27, 29°C), a
temperatura dentro do isopor com os favos foi significativamente maior que as outras temperaturas
registradas. Letras sobrescritas diferentes (a-c) indicam grupos de dados significativamente diferentes
(Dunn's test ou Tukey test, P < 0,05).

Temperatura (°C) Estatistica
Estufa Controle Favos Cera One-Way AVOVA Kruskal Wallis test
25°C  250+0,11° 249+0,13" 257 +0,09° 25,0 +£0,09" H=111,0; P <0,001
27°C  27,0+0,11* 27,0+0,17* 27,4+0,14" 27,1 £0,10° H =202, 2; P<0,001

29°C  29,0+0,14° 29,0+0,17* 29,4 +0,10° 29,1 £0,14® F=39,0; P<0,001
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Figura 23. Registros de temperatura na estufa, na caixa de isopor vazia, no isopor com quatro favos
e no isopor com cera. Em todas as situacdes (25, 27, 29°C), a temperatura dentro do isopor com os
favos era significativamente maior do que as outras temperaturas registradas. A linha central da caixa
dos boxplot marca a mediana, a parte inferior da caixa é delimitada pelo quartil inferior e a parte
superior pelo quartil superior. As hastes delimitam a distribuicdo de 95% dos dados. Os valores
inferiores e superiores (outliers) as 95% sdo representados individualmente. Letras sobrescritas
diferentes (a-c) indicam grupos de dados significativamente diferentes (Dunn's test ou Tukey test, P <

0,05).
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Figura 24. Correlagdo entre as temperaturas médias registradas dentro das caixas de isopor (interna)
e as registradas na estufa (externa). As temperaturas na caixa de isopor vazia (controle) e no isopor
com cera foram iguais as temperaturas registradas na estufa. A temperatura dentro da caixa de isopor
com quatro favos era elevada em comparagao com a temperatura externa.
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2.4. Discussao

Foi observado nos registros das temperaturas que as abelhas sem ferrao
Melipona scutellaris apresentaram uma temperatura variavel dentro de seus ninhos,
recordando que as temperaturas das areas de cria foram sempre maiores em relacao
as temperaturas das periferias dos ninhos e a temperatura ambiente (Figuras 9, 12 e
13; Tabelas 1, 2 e 3). No entanto, em abelhas do género Apis, as temperaturas
dentro do ninho se mantém sempre com muita estabilidade (33 a 36°C). De acordo
com varios autores ja citados neste capitulo (Zucchi e Sakagami, 1972; Roubik e
Peralta, 1983; Monteiro, 2000 e Jones e Oldroyd, 2007), o invélucro que envolve a
area de cria em varias espécies de abelhas sem ferrdo seria a principal estrutura que
mantém o calor na area de cria, resultando em temperaturas maiores e constantes
que as atingidas pela col6nia. Por meio dos testes de termorregulacao foi observado
que possivelmente a cria imatura dentro das células nas areas de cria realize a
manutencao da temperatura e sugere que o involucro funcione como um isolamento
adicional que amortece as oscilagdoes da temperatura (Figuras 17 e 19; Tabela 4). De
acordo com os resultados, os favos funcionaram como um armazenamento de calor,
ou seja, dentro da caixa de isopor com os favos, os individuos imaturos
armazenavam energia e a liberavam quando necessario, no caso quando a
temperatura da estufa se tornava mais amena. Talvez, isso evidencie que a cria
(individuos) com seus liquidos (presente na fase ontogénica) possam causar uma
pequena variacao de temperatura na area de cria. Como muitos autores (Loli, 2008;
Carvalho, 2009; entre outros) relatam que larvas, pupas e abelhas jovens sao
ectotérmicas (necessitam da troca de calor com o ambiente) e precisam de calor
proveniente de abelhas maduras para sobreviverem, essas larvas e pupas realizam a
troca de calor com as abelhas adultas presentes na regido dos favos ou até mesmo
com o ambiente, no caso a area de cria. Acredita-se que essa producao de calor
decorra provavelmente dos individuos adultos presentes na regido da cria, desse
modo, adotando o conceito descrito por Engels et al (1995) que acreditou na
ativacdo dos musculos das asas para a producao de calor em abelhas sem ferrao.

Porém, os resultados diferem com relagdo ao involucro para a manutencdo da
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temperatura (citado acima). Portanto, pode-se considerar que exista uma
termorregulacao ativa por parte dessas abelhas, nao apenas pela producao de calor
como também por manterem a temperatura da cria mais elevada, entretanto essa
termorregulacdo nao é eficiente visto que a temperatura da area de cria depende da
temperatura ambiente, principalmente quando comparadas com as abelhas Apis
mellifera que utilizam a termorregulacao ativa independente do ambiente e ainda
conseguem manter uma temperatura muito estavel durante todo o ano (33 a 36°C),
como discutido por Engels et al. (1995).

Existem varios registros de temperatura dentro do ninho de muitas
espécies de abelhas sem ferrdao. Um dos primeiros registros foi feito por Zucchi e
Sakagami (1972) com Trigona spinijpes, num periodo de Dezembro a Agosto, onde
apresentaram uma média para area de cria de 34,41°C e 35,06°C, e média de zonas
periféricas (como encostado no escutelo) de 26,68°C e 24,03°C. Zucchi e Sakagami
(1972) registraram ainda temperaturas na regiao da cria de colénias de Meljpona
quadrifasciata e Melipona rufiventris, que apresentaram uma temperatura média de
29,39C e 31,9°C, respectivamente. Estes dados estao de acordo com os registros
realizados no periodo do verao, onde as médias para as areas de cria foram de
28,9°C para C1 e 30,7°C para C2, demonstrando que a area de cria apresenta
temperaturas mais elevadas (Figuras 7 e 8; Tabela 2). Moo-Valle et al/ (2000)
também realizaram registros das temperaturas em duas colbnias de Melipona
beecheli no periodo de Janeiro a Marco, no momento em que as temperaturas
ambientes estavam baixas (18,2°C a 22,9°C), e observaram que as temperaturas
internas dos ninhos (area de cria [minimas de: 27,1°C e 25,6°C] e area dos potes de
alimento) apresentaram diferencas (estatisticas) da temperatura ambiente,
demonstrando semelhanga com os registros realizados neste trabalho no periodo de
inverno, onde as minimas para as areas de cria foram de 22,8°C e 25,4°C. Roubik e
Peralta (1983) verificaram temperaturas médias de 31 a 31,8°C nas areas de cria de
Melipona, enquanto na regido dos potes de alimento a temperatura média foi de
26,7 a 29,7°C, estes resultados também estdo de acordo com os resultados obtidos
dos registros de temperatura.

Torres et al. (2007) avaliaram as temperaturas de ninhos de 7etragonisca

angustula de Fevereiro a Maio na Colombia, onde verificaram temperaturas altas no
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centro da area de cria (30,3°C) e temperaturas mais amenas na parte de baixo da
area de cria (25,4°C). Esses resultados diferem dos encontrados neste trabalho,
onde os sensores foram posicionados entre os favos de cria. Hilario (2005) verificou
a termorregulacao de abelhas Plebeia remota por meio de registros de quatro
col6nias durante um ano, retirando a diapausa das colonias que comegaram no
outono e acabaram no inverno. Foi observado que a amplitude das temperaturas
internas foi menor quando comparado com a amplitude das temperaturas
ambientais, sendo que as temperaturas internas foram sempre maiores que as
temperaturas ambientais e as temperaturas mais altas foram registradas no verao,
desse modo, consentindo com os resultados obtidos em Meljpona scutellaris.
Entretanto esses registros abrangem apenas o fator da termorregulacao individual e
colonial e nao apresentam temperaturas que possam influenciar no desenvolvimento
desses insetos, assunto que sera abordado no proximo capitulo. Nao se conhece
ainda como cada operaria reage na termorregulacao, se elas formam uma resposta
termorregulatéria de grupo (termogénese coordenada), ou se essa termorregulacao
é subproduto da producao individual de calor (Weidenmdiller et a/., 2002; Loli, 2008).

Um fator muito relevante observado neste trabalho, foi que as
temperaturas da colbnia variaram de acordo com a temperatura ambiente, sendo
que muitos autores (Roubik e Peralta, 1983; Moo-Valle et a/, 2000; Hilario, 2005;
Loli, 2008) ja comentaram que essa temperatura ndo dependia ou ndo estava
relacionada com a temperatura ambiente. Esse fato demonstra que nao é possivel
generalizar as temperaturas atingidas dentro dos ninhos de abelhas sem ferrao, ou
seja, ndo se deve concluir que as abelhas sem ferrdo mantém uma temperatura na
area de cria por volta de 30°C o ano todo, visto que essa temperatura é atingida no
periodo do verdo, e no periodo do inverno a mesma permanece amena Como a
temperatura ambiente. Portanto, as abelhas sem ferrao nao conseguem manter uma
temperatura Unica (entre uma faixa de 3°C) o ano todo como as abelhas Apis
mellifera cujos ninhos permanecem em uma faixa 6tima de 33 e 36°C.

Foi observado também durante os experimentos que na colbénia 1 (C1), no
periodo do inverno, houve a perda da rainha no momento dos registros da
temperatura, um fato que ofereceu um problema para os experimentos, mas nao

para as comparagoes e analises estatisticas. Com isso, é possivel que a rainha da



49

colbnia possua influéncia sobre a temperatura mantida dentro da area de cria, ou
seja, com a perda da mesma nao ha oviposicao (conseqiientemente sem larvas e
pupas), sem esta nao teria necessidade de manter a temperatura em condicoes
favoraveis para os individuos emergirem. O fato da temperatura na area de cria ser
relativamente maior e mais estavel dentro de ninhos de abelhas sem ferrdo, ndo
indica que as mesmas sao independentes do ambiente e/ou que apenas o invélucro

mantém esse calor.
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Resumo

O sucesso do desenvolvimento da cria é decorrente de uma manutencdo de temperatura dentro da
colonia, principalmente na area de cria. Em Apis mellifera, a influéncia de temperatura sobre o
desenvolvimento de abelhas em estufas ja € bastante conhecida, porém em abelhas sem ferrdo ainda
€ desprovido de literatura. A influéncia da temperatura na cria pode causar “problemas” no
comportamento adulto dos individuos. Para observar estes “problemas” foram desenvolvidos favos em
uma estufa incubadora nas temperaturas de 28, 30 e 32°C. Além disso, foi desenvolvido favos em
uma caixa de observacdo vinculada a col6nia, para controle. Apds a emergéncia dos individuos dos
diferentes tratamentos, foi verificada a taxa de mortalidade e o tempo de desenvolvimento. Para cada
tratamento, foram selecionadas 20 operarias. Nestas foram realizadas as medidas dos corpos e dos
primeiros pares de asas, para comparacao entre os tamanhos atingidos para cada tratamento. Assim,
os demais individuos emergidos foram marcados e devolvidos a col6nia para posterior analise do
comportamento adulto (no momento do forrageio), essa analise foi realizada por meio de um limiar
comportamental, no caso um limiar de resposta gustativa. As abelhas desenvolvidas nos tratamentos
da estufa foram menores que as abelhas desenvolvidas no tratamento controle, enquanto
aparentemente as abelhas desenvolvidas no tratamento de 32°C apresentaram um placar gustativo
semelhantes ao das abelhas desenvolvidas no tratamento controle. Além disso, o tempo de
desenvolvimento e a taxa de mortalidade foram melhores para as mesmas. O tratamento de 28°C foi
0 mais prejudicado, onde ndo foi possivel observar com eficiéncia os tempos de desenvolvimento,
taxa de mortalidade e até mesmo suas medidas e comportamentos. Estes fatos sugerem que mesmo
para o tratamento de 32°C (que apresentou resultados semelhantes ao tratamento controle) o
desenvolvimento em estufa para abelhas sem ferrdo talvez seja muito sensivel, ou talvez tenha

ocorrido algum problema nos experimentos.

3. Introducgao

O sucesso do desenvolvimento da cria e a sobrevivéncia de abelhas jovens
e larvas depende da manutencdo e do controle da temperatura dentro da col6nia,
principalmente proximo a area dos discos de cria (Petz et al, 2004). Loli (2008)
acrescenta que a escolha de um local de nidificacao (que pode funcionar como um

isolante térmico para as espécies de abelhas sem ferrao; veja capitulo 2) pode
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proporcionar possibilidades de manutencao da temperatura e da umidade relativa
nas areas de cria.

A influéncia da temperatura no desenvolvimento da cria (fase de pupa) ja
foi bastante estudado por outros autores no género Apis (onde a temperatura
considerada o6tima para o desenvolvimento é de 33 a 36°C) como em Tautz et a.
(2003), que testaram favos de cria incubados (Apis mellifera) em 32°C, 34,5°C e
36°C, onde nao houve diferenca entre a emergéncia dos individuos dos grupos de
temperatura (32°C- 100%; 34,5°C- 99%; 36°C- 98%). Em A. dorsata, Mardan e
Kevan (2002) observaram que houve taxas de mortalidade altas quando realizado
desenvolvimentos em temperaturas acima dos 36°C, e a 30°C houve individuos que
emergiram deformados, sugerindo que a baixa temperatura no favo pode interferir
no desenvolvimento desses individuos. Tautz et a/ (2003) e Jones et al. (2005)
descreveram que temperaturas “inadequadas” de incubacao de cria, em abelhas A.
mellifera, podem afetar habilidades como a aprendizagem, comunicacdo e memoria
de curta duracdao de operarias adultas, provavelmente por deficiéncias neurais
causadas pelo desenvolvimento comprometido, assim ressaltando a importancia da
termorregulacao.

A influéncia da temperatura no desenvolvimento de imaturos foi analisada
também em abelhas solitarias do género Centris. Nessas abelhas os indices de
mortalidade foram altos nos primeiros estagios larvais, quando o desenvolvimento
dos imaturos foi influenciado por elevadas temperaturas em condicOoes naturais
(Frankie et al, 1988 gpud Couto e Camillo, 2007). No entanto, Couto e Camillo
(2007) observaram que a temperatura entre 26°C e 27°C pode ser considerada
eficiente para o desenvolvimento dos imaturos de Centris analis (Hymenoptera;
Apidae; Centridini), pois nos meses em que houve essa temperatura média (outubro
e novembro) a taxa de mortalidade foi de 0%.

De acordo com Undurraga e Sthephen (1980), em incubacbes de
Megachile rotundata (Hymenoptera; Megachilidae; Megachilini), a exposicdo a
temperatura de 50°C provocou a mortalidade total nas pupas e pré-pupas,
entretanto, a exposicdo a 45°C nao causou mortalidade significativa nas mesmas.

Foram observadas também células de Megachile rotundata (pupa) submetidas a
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baixas temperaturas (4,4, 15,6, 18,3, 21,1 e 23,99C), a fim de determinar o efeito
dessas temperaturas na mortalidade, que resultaram em baixa mortalidade
significante. Estes resultados indicaram que a espécie estd bem adaptada para a
sobrevivéncia em pequenos intervalos de temperaturas amenas (Undurraga e
Sthephen, 1980).

As abelhas sem ferrdo sao pouco estudadas com respeito a influéncia da
temperatura sobre o desenvolvimento da cria. Em Scaptotrigona aff. depilis foram
recentemente realizadas incubacdes com temperatura de 34°C (4°C acima da média
“adequada” para esta espécie) por Vollet-Neto (informacao pessoal, dados ainda nao
publicados) , onde foi avaliado o tempo de desenvolvimento como também a taxa de
mortalidade. Todas as incubagdes realizadas nessa temperatura apresentaram uma
taxa de mortalidade baixa (n= 250, taxa de mortalidade = 5%). Um fator relevante
foi que os individuos submetidos a temperaturas mais altas que as consideradas
“normais” para o desenvolvimento dessa espécie, apresentaram um tempo de
desenvolvimento menor, ou seja, a duracao de tempo entre a incubagdo e a
emergéncia das abelhas foi mais acelerada com relacao as abelhas desenvolvidas na
temperatura “adequada” da colonia. Também foram observadas por Vollet-Neto
(informagao pessoal, dados ainda nao publicados), incubacdes da mesma espécie a
380C, onde os individuos morreram, sugerindo que em temperaturas extremas a
sobrevivéncia é praticamente impossivel.

Na emergéncia dos individuos de um favo, geralmente cerca de 60% a
80% da cria sao operarias (embora esses nimeros sejam dependentes de uma série
de fatores como recursos disponiveis no ambiente [época do ano] e quantidade de
alimento estocado, entre outros) (Alves, 2010). Apds a emergéncia, as operarias
realizam varias tarefas sendo elas as internas, atividades dentro do ninho e,
posteriormente as externas, o forrageio (Hebling et a/., 1964; Nogueira-Neto, 1997).
Este "polietismo etario" individual pode ser compreendido por meio do limiar de
resposta observado no desenvolvimento comportamental de abelhas sociais (Page e
Erber, 2002). Em grupos de individuos da mesma espécie, as respostas
comportamentais com relagdo a um estimulo sdo distintas, pois derivam dos graus

de sensibilidade do individuo ao estimulo. Quando um estimulo excede o limiar de
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resposta desse individuo, alteracdes morfofisioldgicas ou comportamentais serdao
observadas de acordo com o modelo estimulo — resposta — comportamento (Beshers
e Fewell, 2001; Benetoli, 2011). O limiar de resposta gustativa a sacarose &€ um
destes limiares comportamentais, e esta relacionado com o limiar do comportamento
do “forrageio”. Este limiar de resposta gustativa esta diretamente ligado com a
vontade da operaria de coletar, e pode ser estudado por meio da atividade do reflexo
de extensao da proboscide (Proboscis Extension Reflex; PER).

De acordo com Bitterman et a/. (1983) e Page et al (1998), o reflexo de
extensao da probdscide ocorre quando uma solucao agucarada toca as antenas ou
pecas bucais de um individuo. Se a concentragdo de acUcar é suficientemente alta a
este estimulo resulta na extensdo involuntaria da probdscide da abelha. O limiar
gustativo distingue qual concentracado minima de acucar a abelha é capaz de
discriminar de agua. Esse reflexo pode ser utilizado como uma ferramenta para
estudos de caracteristicas neurais do sistema nervoso central que afeta o
comportamento de escolha (Page et al., 1998).

Em abelhas sem ferrao, McCabe et al. (2007) utilizaram sete
concentracoes de solucao de sacarose para verificar o limiar de resposta gustativa
avaliado pelo PER em Meljpona quadrifasciata e Scaptotrigona aff. depilis. As abelhas
recebiam como estimulo solucdo de sacarose com as concentragdes de 0,1%, 0,3%,
1%, 3%, 10%, 30% e 50%. Na concentracao de 50% (a com maior resposta)
Meljpona quadrifasciata e Scaptotrigona aff. depilis apresentaram aproximadamente
70% das respostas, enquanto as abelhas Apis mellifera, incluidas neste estudo para
fins de comparacgdo filogenética, apresentaram quase 100% de respostas.

Em abelhas meliferas a temperatura durante o desenvolvimento
ontogenético tem uma influéncia grande sobre o comportamento dos individuos
adultos (Tautz et al, 2003; Jones et al, 2005). Devido as variacdes altas de
temperatura na area de cria ao longo do ano em Meljpona scutellaris descritos no
capitulo 2, o objetivo do capitulo presente foi avaliar o impacto dessa variacao
térmica durante o desenvolvimento para o comportamento dos individuos adultos.

Como ferramenta para avaliar o desempenho das forrageiras foi utilizada o
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paradigma do reflexo da extensdo de probdscide, avaliando o limiar de resposta

gustativa de abelhas desenvolvidas em temperaturas diferentes.

3.1. Objetivos

Neste capitulo foi abordada a influéncia da temperatura no
desenvolvimento de operarias das abelhas Meljpona scutellaris. Os objetivos
especificos foram:

% Submeter favos em temperaturas de 28, 30 e 32°C, a fim do
conhecimento da duracao do desenvolvimento (tempo), taxa de mortalidade e
perfeicdo dos individuos emergidos (desenvolvimento completo e corpo perfeito).

% Registro dos tamanhos atingidos pelos corpos das abelhas emergidas
em cada temperatura desenvolvida.

% Analisar o comportamento adulto das abelhas desenvolvidas nas
temperaturas indicadas, por meio do limiar de resposta gustativa no forrageio com
relacdo a influéncia da temperatura em que estas foram submetidas durante seu

desenvolvimento no estagio de pupa.

3.2. Material e Métodos

Os experimentos foram realizados com as mesmas colonias e nas mesmas
condicOes citadas no capitulo anterior (veja capitulo 2). Para o desenvolvimento da
cria em condicOes experimentais, foram utilizadas as temperaturas registradas e
analisadas nas colbnias de Meljpona scutellaris no periodo de verao (veja capitulo 2).
Foram registradas as temperaturas minimas e maximas para as areas de cria e para
as periferias do ninho (C1 e C2) como também as temperaturas médias para cada

area (Tabela 2). As temperaturas médias registradas foram as de mais interesse para
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este capitulo, as quais foram 28,9°C para a area de cria da C1 e 30,7°C para a area
de cria da C2 (Figura 7 e 9). Assim sendo, foi utilizada a temperatura de 29 a 30°C
como uma média “base” para o desenvolvimento dos favos na estufa incubadora
B.O.D. (veja capitulo 2; Figura 2). Portanto, de acordo com essa média, foram
desenvolvidos individuos em quatro situagdes experimentais diferentes, ou seja, uma
situacdo com a temperatura média (controle) e outras trés situagdes com uma
temperatura similar (30°C), acima (32°C) e abaixo (28°C) da temperatura média
selecionada. Posteriormente foram realizadas as medidas do corpo dos individuos
emergidos e foi avaliado o comportamento adulto de acordo com a temperatura em

que este foi desenvolvido (para detalhes, veja abaixo).

3.2.1. Situacgao controle

Foi realizado o desenvolvimento de favos em estagio de pupa dentro de
uma caixa de observacao ao lado da colonia e vinculada a mesma por um tubo de
plastico, a qual continha a temperatura média apresentada no periodo do verao, ou
seja, em condicoes “normais” (29-30°C; veja Tabela 2). Vale ressaltar que essa caixa
de observacao onde foi desenvolvido o favo também foi revestida de isopor de 3
centimetros para isolacdo da temperatura externa (veja capitulo 2). Foram
registradas as temperaturas da caixa de observacao a cada 5 minutos, utilizando os
sensores conectados a data-loggers (Minipa, MT-600, RS-232) (descritos
anteriormente; veja capitulo 2). O favo foi retirado da colonia na fase de pupa e
mantido na caixa de observacao até a emergéncia dos individuos. Esta situacao foi
desenvolvida com um favo de 55 células. As abelhas emergidas foram subdividas
para duas finalidades diferentes, 20 operarias foram selecionadas aleatoriamente
para que fossem realizadas as medidas do corpo e da asa (para detalhes veja
abaixo), e os demais individuos (operarias) foram marcados com tinta Acrilex®
seguindo um cddigo de cores padrao e apds meia hora devolvidos a colonia de

origem por meio da caixa de observacao entre a entrada e a caixa da col6nia (veja
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capitulo 2). Vale ressaltar que as rainhas virgens emergidas dessa situacao foram
devolvidas a col6nia com marcagao, porém nao foram avaliadas. Posteriormente, na
idade forrageira, esses individuos marcados foram testados a fim de analisar o limiar
de resposta gustativa (assunto abordado a seguir). Os resultados foram analisados

pelos programas SigmaPlot 10 (graficos) e SigmaStat 3.5 (estatisticas).

3.2.2. Situacoes experimentais

Todos os favos (em todas as diferentes situacdes) foram incubados no
estagio de pupa, por esse motivo, foi utilizada no interior da estufa B.O.D. (onde
foram desenvolvidos os favos) uma umidade controlada de 75% que é considerado
“bom” para este estagio do desenvolvimento, de acordo com Menezes (2010). Essa
umidade foi controlada por meio 40 gramas de Cloreto de Sodio (NaCl) em 200ml de
agua (em uma placa de Petri). No meio desta placa havia um suporte de vidro onde
permaneciam os favos de cria sem contato direto com a agua ou com o NaCl e foi
observada em um reldgio termo-higrometro (Minipa; MT-242) para confirmacao da
porcentagem estipulada.

Durante as trés situacdes experimentais dentro da estufa B.0.D., os favos
foram colocados em placa de Petri com uma tela acima, presa por meio de um
elastico. Essa tela foi colocada para evitar que abelhas recém-emergidas saissem do
local. A temperatura no interior da estufa durante todos os desenvolvimentos foi
registrada por meio dos sensores conectados a data-loggers (veja capitulo 2) que
registraram as temperaturas a cada 5 minutos. As trés situagdes foram 30°C (similar
a média registrada na colonia, veja capitulo anterior, Figura 9 e Tabela2), 32°C
(maior que a média registrada) e 28°C (menor que a média registrada), ja citadas
anteriormente. Na situacdo de 30°C foi desenvolvido um favo de 42 células, na de
320C foi desenvolvido um favo de 90 células e na situacao de 28°C um favo de 48
células. Todas as células (individuos) incubadas foram mapeadas anteriormente,

desde o momento da oviposicao da rainha. Portanto, para cada individuo era sabido
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o dia da postura, com quantos dias os individuos foram para a estufa e quantos dias
foram necessarios dentro da estufa para emergirem e assim completarem o ciclo
vital. Os resultados obtidos por meio das situacoes experimentais foram analisados
pelos programas SigmaPlot 10 (graficos) e SigmaStat 3.5 (estatistica). Alguns dos
individuos nascidos foram marcados com tinta Acrilex® seguindo um cddigo de cores
padrdo, para posterior anadlise do comprometimento de habilidades por meio do
reflexo de extensdo da probdscide que sera visto a seqguir. Esses individuos marcados
foram devolvidos a col6nia por meio da pequena caixa de observacao situada entre a
entrada da colénia e a mesma (veja capitulo 2). Foram selecionados
(aleatoriamente) 20 individuos para a retirada das medidas do corpo e das asas, a
fim de comparar o tamanho do corpo com relacao ao desenvolvimento em que esses

individuos foram submetidos.

3.2.3. Medidas

Foi realizada medidas dos corpos e asas de 20 abelhas para cada situagao
de desenvolvimento para posterior comparagao entre tamanhos e deformagoes. As
medidas do corpo foram subdivididas em cabega e torax (Figura 25). As medidas do
térax abrangem o comprimento do mesoscuto (1) e a distancia intertegular (2). As
medidas da cabeca envolvem a distancia entre ocelo médio e inicio do labro (3), a
largura da cabeca (4) e a distancia interorbital (5). Essas medidas foram realizadas
de acordo com as medidas utilizadas para andlises morfométricas em Aleixo (2009)
explicadas na figura 25 em Meljpona scutellaris. Além dessas medidas, foram
realizadas também medidas do primeiro par de asas (direita e esquerda -
comprimento). As medidas foram feitas por meio de uma lupa Leica modelo MZ 16
conectada a uma camera Leica DFC 500 e acoplada a um computador. As medidas
foram comparadas por meio de testes estatisticos convencionais (One-Way-ANOVA e

Kruskal-Wallis-ANOVA) usando o programa SigmaStat 3.5 e por meio de analise
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discriminante usando o programa Statistica 7.0. A deformacao foi calculada por meio

das diferencas de comprimento das asas, utilizando a formula:

{(E— M) x 100
oDF0=|—————

M

onde, DFO (deformacao) descreve o desvio (%) da asa esquerda (£) que

é igual ao desvio da asa direita (D) do valor médio das duas (M = E+D/2).
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Figura 25. Exemplificagdo das medidas que foram realizadas nos individuos para posterior
comparagao entre os tamanhos (corpo e asas) atingidos de acordo com a temperatura em foram
submetidos. (A) Medidas do corpo (térax: 1- comprimento do mesoscuto e 2- distdncia intertegular; e
cabeca: 3- distdncia entre ocelo médio e inicio do labro, 4- largura da cabeca e 5- distdncia
interorbital) e (B) Medidas das asas (comprimento).
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3.2.4. Comportamento adulto

Os individuos marcados com tinta Acrilex® e devolvidos a colbnia de
origem, foram esperados na saida/entrada da colonia, que foi conferida diariamente
até o momento em que os individuos comecaram a forragear. Por meio deste, foi
possivel avaliar o comportamento adulto, ou seja, analisar se o desenvolvimento em
condicOes experimentais (influéncia de temperatura) pode comprometer as
habilidades de forrageio como o limiar de resposta gustativa.

As abelhas submetidas ao Reflexo de Extensdao da Proboscide (Proboscis
Extension Reflex, PER) foram coletadas por meio de uma rede entomoldgica na
entrada da col6nia (lembrando que estas abelhas estavam marcadas com tinta
Acrilex®, seguindo um cédigo de cores). Apds cada coleta, as abelhas foram fixadas
em um suporte de isopor e imobilizadas confortavelmente em bicos de pipetas
cortados e adaptados, onde foi possivel apenas o movimento das antenas e pecas
bucais. As abelhas permaneciam imobilizadas por 2 horas para a aceitacao do
ambiente até o inicio do teste (Figura 26). Para o teste foi utilizado 9 solugbes de
sacarose oferecidas crescentemente (0,1%; 0,3%; 1%; 3%; 10%); 20%); 30%; 40%;
50%) intercalando e comecando com agua. As solucdes como também a agua foram
oferecidas em uma seringa, onde foi possivel proporcionar apenas uma gota. Assim,
foi oferecido para cada abelha 9 tipos de concentracdes de sacarose com 9 intervalos
de agua. A agua é oferecida a fim de neutralizar os sentidos da abelha, para que ela
nao leve em consideracao o estimulo (solugao) anterior. Quando as solugdes tocaram
as antenas dos individuos e estes aceitaram o estimulo (esticando a probdscide) nao
foi oferecida recompensa, ou seja, nao foi permitido que a abelha tomasse a gota da
solucdo de sacarose proporcionada. Para a andlise dos resultados obtidos por meio
do PER, foi utilizada uma pontuacdo de acordo com o numero de respostas dos
individuos (exemplificada na Tabela 5) utilizada por McCabe et a/. (2007), onde cada
resposta, ou seja, cada reflexo de extensao da probdscide, conta pontos. A
contagem desses pontos é realizada dependendo da resposta da abelha, ou seja, se
esta respondeu para a concentragao agucarada (xarope) ou para a agua (oferecida

antes e depois das concentracoes). Por exemplo, se um individuo responde para as
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concentragdes 1%, 30%, 40% e 50%, a soma da pontuacao sera de trés pontos.
Neste caso, a abelha respondeu corretamente nas Ultimas concentragdes (30%, 40%
e 50%), ndo respondendo a agua. Mas respondeu também a concentracao 1% e nao
respondeu as proximas concentragdes crescentes (3%, 10% e 20%), entdo essa

resposta nao podera ser considerada, pela distancia que existe entre as respostas.

Tabela 5. Exemplificacdo da pontuacdo realizada para o reflexo de extensdo da probdscide (sinais: +

= indicam onde as abelhas responderam ao estimulo; - = indicam onde ndo responderam ao
estimulo).
Ind. | [1]

dgua | 0,1% | dgua | 0,3% | dgua | 1% | agua | 3% | agua | 10% | dgua | 20% | agua | 30% | agua | 40% | agua | 50% Pontos
1 - - - - - - - - - + - + - + + + - + 5
2 - - - - - - - - - + - + - + - + - + 5
3 - - - - - - - - - - - - - - - + - + 2
4 S - = - S - S - S - S - = - = - = - 0
5 = - = - = - - - - - = - = - = - = - 0
6 - - - - - - - - - - - - - + - + - + 3
7 + + + + + + - + - + - + - + - + - + 6
8 - - - - - - - + + + - + - + - + - + 6
9 - - - - - - - - - + - + - + - + - + 5
10 | - - = - S - S - S - S - = - = - = - 0

No caso de resposta a agua (acompanhada de uma resposta a
concentragdo anterior ou posterior), quando esta acontecer apenas uma Unica vez,
sera desconsiderada, ou seja, como se esta resposta nao ocorrera, permitindo a
soma daquela concentracdo de sacarose que se encontra proxima aquela resposta
para agua. Quando houver mais de uma resposta a agua, ja sera desconsiderada a

concentragdo que esta préxima aquela resposta. Por exemplo, o individuo que
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respondeu a concentracao 1% e em seguida respondeu a agua também, apenas
uma vez, sera desconsiderada a resposta a agua e a resposta a concentracao 1%
permanecera na pontuacao. Ja o individuo que responder a duas concentragbes e
assim duas aguas também, as duas concentracOes serdao desconsideradas para a

pontuacao.

i»

Figura 26. Local onde foram fixadas as abelhas. (A) Gota da solugdo de sacarose sendo oferecida,
tocando as antenas. (B) Reflexo de extensdo da probdscide para a solugdo de sacarose oferecida sem
gue a abelha receba (ingerir) a solugdo.

3. 3. Resultados

Por meio dos resultados adquiridos foi possivel observar a influéncia da
temperatura durante o desenvolvimento das abelhas para comparar morfologia,
indice de mortalidade, tempo de desenvolvimento das pupas e o comportamento

adulto, que podem ser observados na Tabela 6.



Tabela 6. Resumo e comparagdo dos valores obtidos nos experimentos do desenvolvimento na estufa. Como controle foi usado um favo desenvolvido na col6nia (caixa de observagdo). Indicadas sdo as médias
+ desvio padrdo (temperatura; medidas das abelhas; placar gustativo) ou os nimeros integrais (nimero de pupas; tempo de desenvolvimento, TD; mortalidade). As medidas das abelhas conforme a figura 25
sdo (1) Comprimento do mesoscuto; (2) Distancia intertegular; (3) Distancia ocelo médio - inicio do labro; (4) Largura da cabega; (5) Distancia interorbital; a deformagdo entre as asas foi calculado usando
equagdo 1; PER = Proboscis Extension Reflex (Reflexo da Extensdo da Probdscide). Os dados foram comparados usando o teste qui-quadrado (comparagdo sempre com o grupo controle;* indica A< 0,05; **
indica P< 0,01) ou os testes Kruskal-Wallis ANOVA on Ranks e One-Way-ANOVA (letras sobrescritas diferentes a-c indicam grupos de dados significativamente diferentes: Dunn's test ou Tukey test, 2 < 0,05).

Coldnia Estufa Estatistica
Controle 28°C 30°C 32°C Teste Qui-Quadrado (x?) KruskaI—Wi\IIl\ilsot\(jzt One-Way
Ndmero de pupas 55 48 42 90 - -
T media (°C) 30,3+0,1° 27,9+0,2° 29,9+0,4° 31,5+0,2° - H = 97,5; P< 0,001
©
g T minima (°C) 28,8+0,2° 26,5+0,1° 28,5+0,8° 30,4+ 0,4° - H =95,7; P< 0,001
;’; T méima (°C) 31,7+0,1° 29,3+0,3" 31,2+0,3° 32,9+0,3° - H = 106,7; P< 0,001
= Variacdo didria (%) 2,7+0,2° 2,4+0,5° 2,5+0,9° 1,4+ 0,2° - H = 35,6; P< 0,001
TD antesmax(dias) 19 18 17 17 0,03;0,11;0,11 -
B | TD experimento (dias) 22 31 48%* 20 1,53; 9,66; 0,09 -
D totabmax (dias) 41 49 65* 37 0,71;5,43; 0,21 -
Mortalidade (%) 3,6 62,5+* 14,3* 8,8 52,5; 6,56; 2,18 -
1(mm) 3,10£0,06° 2,91+0,10° 2,97 £0,09" 2,90+0,11° - F = 18,5; P< 0,001
g 2 (mm) 3,02 +0,05° 2,88+0,07° 2,93+0,05° 2,93+0,10° - F=12,1; P<0,001
% % 3 (mm) 3,00+ 0,03° 2,87+0,07° 2,92 +0,07™ 2,96 +0,09% - H = 28,0; P< 0,001
g % 4 (mm) 4,07 +0,05 4,02 +0,04 4,03 +0,05 4,05 + 0,09 - F=2,3;P=0,088
E 5 (mm) 2,71+0,04° 2,55+0,04° 2,56 +0,06™ 2,60+0,13° - H = 48,4; P< 0,001
E Direita (mm) 7,88 + 0,06 7,73+0,08 7,77 +0,12 7,70 +0,22 - -
" Esquerda (mm) 7,90+ 0,07 7,74 £ 0,05 7,79+0,11 7,70+£0,13 - -
g Média (mm) 7,89 + 0,06° 7,73 £ 0,06° 7,78 + 0,06° 7,70+ 0,16° - H =29,7; P< 0,001
Deformag&o (%) 0,38 +0,12 0,37 +0,11 0,42 +0,20 0,64+0,78 - H=0,2; P=0,983
. Placar gustativo 49+1,6° 2,8+1,6° 33+1,4° 46+1,4 - H = 21,3; P< 0,001
& Ndmero de abelhas 20 12 12 20 - -
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3.3.1. Tratamento controle

Nesse tratamento, o favo submetido a um desenvolvimento isolado (ao
lado da col6nia) na caixa de observacao (C.0.), foi de 55 células e o tempo de
desenvolvimento pupal foi de 22 dias (geral; periodo de: 10/07/2010-31/07/2010).
De acordo com o mapeamento realizado no favo, as primeiras 15 abelhas emergiram
com 19 dias. No 20° dia, emergiram 18 abelhas (entre estas, 2 rainhas virgens) e no
210 dia nasceram 9 abelhas. No ultimo dia do desenvolvimento (utilizado como base
para o trabalho — 20° dia) 11 abelhas emergiram (entre estas, 1 rainha). No total,
emergiram 3 rainhas virgens que foram devolvidas a colonia de origem. Na
emergéncia dos individuos, nenhum apresentou morte por falha ontogénica, porém 2
individuos nao emergiram. Além disso, nenhum dos individuos emergidos apresentou
deformacOes, ou seja, falta das pernas, asas ou antenas. Portanto, a taxa de
mortalidade foi de 3,6%, sugerindo que essa média de temperatura mantida dentro
das dareas de cria em abelhas sem ferrdao é suficiente para o sucesso no
desenvolvimento.

As temperaturas atingidas dentro da caixa de observacao (Tabela 6) e na
area de cria (col6nia) foram proximas. Essas apresentaram médias de 30,3°C+0,1 e
30,5°C+0,32, respectivamente. Nao houve diferenca estatistica entre estas
temperaturas (Kruskal-Wallis ANOVA on Ranks: H = 43,6; P < 0,001; Dunn's test
Tco. versus Tqia: P < 0,05). A periferia do ninho apresentou uma temperatura média
de 27,2°9C+0,46 e foi significativamente diferente das temperaturas dentro da caixa
de observacdo e da area de cria (Dunn's test: P > 0,05). As temperaturas maximas
foram de 31,7°C+0,1 para a caixa de observacdo, 31,99C+0,23 para a area de cria e
28,7°C+0,55 para a periferia do ninho. Assim, a temperatura minima da caixa de
observagao foi de 28,80C+0,2. A area de cria apresentou temperatura minima de
28,4°C+0,52 e a periferia do ninho apresentou temperatura minima de 25,7°C+0,63.
A variacao diaria de temperatura ofereceu 2,7%=0,2 (Tabela 6).

Apos a emergéncia das abelhas, foram selecionados aleatoriamente 20

individuos (operarias). Assim, foi possivel a retirada das medidas do corpo para
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posterior comparagcao entre os tratamentos experimentais. As medidas foram
separadas por meio de médias, para cada tipo de medida ja citada anteriormente
(veja material e métodos), que estdo representadas na tabela a seguir (Tabela 6). As
medidas realizadas para as asas (medidas 6 e 7) apresentaram média de
7,88mm=0,06 e 7,90mm=0,07 (direita e esquerda), com deformacao de
0,38%=0,12 (calculado por meio da férmula demonstrada acima). As médias
apresentadas para o térax foram de 3,10mmz=0,06 para o comprimento do
mesoscuto (medida 1) e 3,02mm=0,05 para a distancia intertegular (medida 2). Na
cabega, as médias foram de 3,00mm=0,03 para a distancia entre o ocelo médio e o
inicio do labro (medida 3), 4,07mm=0,05 para a largura da cabeca (medida 4) e

2,71mm=0,04 para a distancia interorbital (medida 5), para detalhes veja Tabela 6.

3.3.2. Tratamentos experimentais

+ Temperaturas durante os tratamentos

Na estufa, onde estavam os favos em desenvolvimento foram registradas
as temperaturas para cada tratamento. No tratamento a 28°C, as temperaturas
atingidas pela estufa sdo de 27,9°C+0,2 para a temperatura média, 26,5°C+0,1 para
a temperatura minima e 29,3°C+0,3 para a temperatura maxima, assim
apresentando uma variacao diaria de temperatura de 2,4%=0,5 (Tabela 6). Além
disso, no tratamento a 30°C, a variacao diaria da temperatura dentro da estufa foi
maior que nos outros tratamentos, uma vez que a estufa possui oscilacoes (Tabela
6). No interior da estufa (durante o desenvolvimento do favo), a temperatura
apresentou média de 29,9°C+0,4. A temperatura maxima foi 31,2°C+0,3 e a
temperatura minima foi 28,5°C+0,8, desse modo, apresentando uma variacao diaria
de temperatura de 2,5%=0,9. No tratamento a 32°C foi abordada média de

31,5°C+0,2. A temperatura minima atingida pela estufa foi de 30,4°C+0,4 e a
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temperatura maxima atingida pela mesma foi de 32,9°C+0,3, portanto com uma
variacao diaria de 1,4%=0,2 de temperatura (Tabela 6).

Foram realizadas as comparagdes entre as temperaturas médias, minimas,
maximas, variacao de temperatura e todos os tratamentos desenvolvidos (controle,
28, 30 e 329°C), onde se pode notar que o tratamento de 28°C foi o que apresentou
temperaturas menores, entretanto o tratamento de 32°C foi 0 que apresentou menor
variacdo diaria de temperatura, assim apresentando diferenca entre os demais
tratamentos que por sua vez sao semelhantes (Figura 27; Kruskal-Wallis test One-
Way ANOVA: H = 35,6; P < 0,001). As temperaturas médias e minimas dos
tratamentos de 28 e 320C diferem do tratamento controle enquanto que o
tratamento de 30°C apresentou semelhanca em comparacao com o tratamento
controle (Figura 27; Kruskal-Wallis test One-Way ANOVA: H = 97,5; P < 0,001). As
temperaturas maximas do tratamento de 28 e 30°C foram estatisticamente
diferentes com relacao aos tratamentos controle e 32°C, estes apresentaram
semelhancas (Kruskal-Wallis test One-Way ANOVA: H = 106,7; P < 0,001).
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Figura 27. Temperaturas e variacdo diaria da temperatura na area do desenvolvimento da cria (fase
de pupa) registrada durante o experimento. A linha central da caixa dos boxplot, enfatizada pelo
guadrado branco, marca a mediana, a parte inferior da caixa é delimitada pelo quartil inferior e a
parte superior pelo quartil superior. As hastes delimitam a distribuicao de 95% dos dados. Os valores
inferiores e superiores (outliers) a 95% sao representados individualmente. Box branca: favos
controle — caixa de observagao (C.0.) acoplada a uma colonia de Meljpona scutellaris. Box cinza:
favos desenvolvidos na estufa. As temperaturas médias e minimas obtidas na estufa a 30°C ndo
diferem das do grupo controle, desenvolvido em C.0. Os grupos foram comparados usando o teste
Kruskal-Wallis ANOVA on Ranks. Letras sobrescritas diferentes (a-c) indicam grupos de dados
significativamente diferentes (Dunn's test: P < 0,05). Para detalhes da estatistica veja Tabela 6.
NUmero de dias do experimento: N co. = 55; N 25oc = 48; N 300c= 42; N 330c= 90.
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4+ Desenvolvimento nos tratamentos

A — Tempo de desenvolvimento e mortalidade

O favo submetido ao tratamento de 28°C na estufa B.O.D. apresentava 48
células (48 individuos) para um desenvolvimento pupal (geral) de 30 dias (periodo
de: 22/11/2010-22/12/2010). Criteriosamente, as primeiras 5 operarias emergiram
com 28 dias, no 29° dia nasceram 8 operarias e no 30° dia emergiram 5 operarias,
nenhuma rainha virgem emergiu durante esse tratamento, porém havia 2 rainhas
virgens entre os individuos que ndao emergiram (mortos). A taxa de mortalidade
alcancou 62,5% (morte de 30 células e/ou individuos), um indice relativamente
denso, entretanto todos esses individuos mortos estavam  perfeitos
(morfologicamente) para emergir. Esse fato sugere que as abelhas sem ferrao (onde
a média “adequada” para o sucesso do desenvolvimento e a sobrevivéncia da cria é
de aproximadamente 30°C), talvez sejam mais sensiveis a estufa com temperaturas
mais amenas ou talvez acontecesse alguma falha no controle de umidade dentro da
estufa. Os individuos emergidos ndo apresentaram nenhuma deformacao com
relacdo a falta de pernas, asas ou antenas.

Entretanto, o favo incubado submetido a temperatura de 30°C dentro da
estufa B.O.D. foi de 42 células e a duracdo do desenvolvimento pupal (geral) foi de
48 dias (periodo de: 03/02/2010-22/03/2010). De acordo com o mapeamento
realizado no favo, os primeiros 6 individuos emergiram com 39 dias de
desenvolvimento. No 40° dia nasceram 3 abelhas e 42° dia emergiram 8 abelhas.
Além disso, emergiram 4 abelhas com 43 dias e 9 abelhas com 45 dias. No 46° dia
emergiram 3 abelhas e no Ultimo dia do desenvolvimento (utilizado como base — 48
dias) emergiram 3 abelhas. A taxa de mortalidade para esse desenvolvimento foi
relativamente densa, pois apresentou 14,3%, possivelmente pelo atraso (dias) nas
emergéncias dentro da estufa. Dessa mortalidade presente, um individuo nao

completou as fases do desenvolvimento, assim havia apenas a pigmentagao dos
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olhos e a cabeca se encontrava achatada. E interessante ressalvar que nesse
tratamento emergiram duas rainhas virgens, as quais foram devolvidas a colonia de
origem.

No tratamento a 32°C, as abelhas que emergiram foram saudaveis, com
excecao de 8 que nao completaram a fase do desenvolvimento pupal. A taxa de
mortalidade desse favo incubado foi de 8,8% para 90 células submetidas a essas
condicdes. Nenhum individuo emergido apresentou deformacdes como falta de
pernas, asas ou antenas. O tempo de desenvolvimento na fase de pupa (geral) foi de
20 dias (periodo de: 29/10/2010-17/11/2010). Entretanto, a emergéncia desses
individuos se iniciou no 17° dia, onde emergiram 28 abelhas (entre estas, 3 rainhas
virgens). No 18° dia emergiram 25 abelhas (entre estas, 1 rainha virgem), no 1990 dia
nasceram 12 abelhas e por fim, no ultimo dia do desenvolvimento (20° dia)
emergiram 17 abelhas (entre estas, 1 rainha virgem). No entanto, emergiram nesse

tratamento 5 rainhas virgens, que foram devolvidas a colonia de origem.

B — Medidas

Para todos os tratamentos e apds as emergéncias, foram selecionadas 20
operarias para a retirada das medidas dos corpos e das asas, com excegao das
abelhas emergidas do desenvolvimento a 28°C, pois a taxa de mortalidade foi alta e
assim muitas abelhas ndao emergiram, como ja citado anteriormente. Por esse
motivo, ndo foi possivel utilizar as abelhas recém-nascidas para a medicao, pois era
necessario manter as 18 abelhas emergidas vivas para analisar o comportamento
adulto das mesmas. Portanto, as medidas dessas abelhas foram realizadas apds essa
analise, ou seja, apoés o PER no momento do forrageio, apesar de que as abelhas
apresentaram tamanhos similares quando comparadas com as recém-nascidas de
outros tratamentos. Talvez, o fato de que essas abelhas apresentaram problemas
durante o desenvolvimento na estufa, seja a explicacdo para o pouco crescimento
desses individuos. As medidas das abelhas foram apresentadas em médias para cada

medida realizada (Tabela 6). Para as asas foi verificada a média de 7,73mm=0,08 e
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7,74mm=0,05 (direita e esquerda), com deformacao (calculada pela equacao e
demonstrada na Tabela 6) de 0,37%=0,11. A média das medidas do térax foram
2,91mm=0,10 para o comprimento do mesoscuto (medida 1) e 2,88mm=0,07 para a
distancia intertegular (medida 2). Assim, as médias das medidas da cabega foram de
2,87mm=0,07 (distancia entre ocelo médio e inicio do labro), 4,02mm=0,04 (largura
da cabeca) e 2,55mm=0,04 (distancia interorbital), para as medidas 3, 4 e 5,
respectivamente.

As medidas utilizadas (citadas anteriormente) do corpo e da asa para as
operarias desenvolvidas no tratamento de 30°C na estufa também foram separadas
por meio de médias, demonstradas na tabela 6. A média para o comprimento das
asas (direita e esquerda) foi de 7,77mm=0,12 e 7,79mm=0,11, respectivamente. O
grau de deformacao para essas asas foram de 0,42%=0,20. Nas medidas do corpo,
os individuos recém-emergidos apresentaram média de 2,97mm=0,09 para o
comprimento do mesoscuto (medida 1) e 2,93mm=0,05 para a distancia intertegular
(medida 2), pertencentes ao térax. Na cabeca, a distancia entre ocelo médio e o
inicio do labro (medida 3) apresentou média de 2,92mm=+0,07, enquanto a largura
da cabeca (medida 4) apresentou média de 4,03mm=0,05. Por fim, a distancia
interorbital (medida 5) proporcionou uma média de 2,56mm=0,06.

Apds a emergéncia das abelhas provenientes do desenvolvimento de 32°C
e a separacao das mesmas para a realizacao das medidas, foram separadas as
médias para cada medida estipulada, ou seja, para as 2 medidas do térax, 3 medidas
da cabeca e 2 medidas da asa (Tabela 6). A média para o comprimento das asas foi
de 7,70mm=0,22 e 7,70mm=0,13 (direita e esquerda), assim com deformacao de
0,64%=0,78. A média obtida para o torax foi de 2,90mm=0,11 para a medida 1
(comprimento do mesoscuto) e 2,93mm=0,10 para a medida 2 (distancia
intertegular). Para a cabeca as médias obtidas foram de 2,96mmz=0,09 para a
medida 3 (distancia entre o ocelo médio e o inicio do labro), 4,05mm=0,09 para a
medida 4 (largura da cabeca) e 2,60mmz=0,13 para a medida 5 (distancia

interorbital).

+ Comparacao entre os desenvolvimentos e medidas



74

A — Tempo de desenvolvimento e mortalidade

Conforme as taxas de mortalidade e a duracao do desenvolvimento total
(dias), demonstradas na tabela 6 e ja citadas anteriormente, foram realizadas
comparagdoes com os tratamentos (controle, 28, 30 e 32°C), sendo que o0 maior
desenvolvimento foi para o tratamento de 30°C (65 dias), enquanto o menor foi para
o tratamento de 32°C (37 dias), demonstrado na figura 28. O tempo de
desenvolvimento total, ou seja, o tempo de desenvolvimento antes da retirada dos
favos da colonia (TD antes-max) € 0 tempo de desenvolvimento durante os tratamentos
na estufa (TD experimento) fOram comparados com os tratamentos experimentais
(controle, 28, 30 e 32°C) por meio do teste Qui-Quadrado (x2). O TD antes-max
apresentou 18 e 17 dias para os tratamentos experimentais na estufa (28, 30 e
320C) e o tratamento controle apresentou 19 dias (teste x> = 0,03; 0,11; 0,11). O
TD experimento fOi de 31 dias para o tratamento de 28°C, 48 dias para o tratamento de
30°C e 20 dias para o tratamento de 32°C, onde o tratamento controle apresentou
22 dias (teste x> = 1,53; 9,66; 0,09). Portanto, o tempo de desenvolvimento total no
tratamento de 30°C difere do tratamento controle (P < 0,05; Figura 28; Tabela 6).

A taxa de mortalidade foi relativamente pequena na caixa de observacao
(C.0. — controle), entretanto o tratamento de 28°C apresentou uma taxa de
mortalidade muito elevada, apresentando diferenca estatistica em comparacao com o
grupo controle (P < 0,01) e sugerindo uma falha na manutencao dentro da estufa
(Figura 28). Apesar do tratamento de 30°C ter apresentado mortalidade mais baixa
em relagdo ao tratamento de 28°C, o grupo de 32°C também difere estatisticamente

do grupo controle (P < 0,05; Figura 28; Tabela 6).
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Figura 28. . Tempo de desenvolvimento (A) e mortalidade (B) da cria observada nos experimentos.
Barras em A representam os tempos minimos e maximos (parte listrada) do desenvolvimento total
das abelhas. Os valores obtidos na estufa (barras cinza) foram comparados com os valores obtidos no
grupo controle (favos desenvolvidos em uma caixa de observacdo, C.O., acoplada a uma col6nia de
Meljpona scutellaris) usando testes qui-quadrado. * indica P < 0,05; ** indica P < 0,01. Para detalhes
da estatistica veja Tabela 6. NUmero de pupas: N co. = 22; N goc = 31; N 3g0¢c = 48; N 350¢ = 20.

B - Medidas

Para verificar diferenca entre os grupos (tratamentos) com relagcao aos
tamanhos atingidos pelos individuos, foi utilizada a analise discriminante candnica,
onde foi possivel observar que as operarias do grupo (M30°CII - controle) foram
segregadas das operarias do grupo (M28°C) (M30°CII vs. M28°C: distancia de
Mahalanobis = 11,776; Fe 63 = 13,638; P < 0,001), das operarias do grupo (M30°C)
(M30°ClII vs. M30°C: distancia de Mahalanobis = 8,757; Fs 63 = 13,522; P< 0,001) e
das operarias do grupo (M32°C) (M30°CII vs. M32°C: distancia de Mahalanobis =
12,700; Fs, 3 = 19,610; P < 0,001) (Figura 29). De acordo com a analise
discriminante stepwise, os grupos foram significativamente separados (Modelo
global: A de Wilks = 0,190; F 15 178 = 7,916; P < 0,001). As medidas responsaveis
pela segregacao dos grupos foram, nesta ordem, o comprimento do mesoscuto, a
distancia interorbital, a distancia entre o ocelo médio e inicio do labro, o
comprimento da asa, a largura da cabega e a distancia intertegular.

A classificacao de matriz resultou em uma porcentagem de 72,5% de

correta alocacdo das operdrias em seus respectivos grupos. E interessante ressaltar
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que 100% dos individuos pertencentes ao grupo M30°CII (controle) foram
classificados corretamente.

O grafico gerado pelo plot da primeira com a segunda raiz da andlise
discriminante canonica aparentemente ndo mostrou uma separacao entre os grupos
M28°C e M30°C (M28°C vs. M30°C: distancia de Mahalanobis = 1,274; Fg, ¢3 =
1,479; P = 0,201) (Figura 29). O valor da distancia de Mahalanobis entre os dois
grupos sao baixos, evidenciando uma proximidade entre os individuos desses grupos.

O grupo M32°C esta mais préximo ao grupo de M30°C (M32°C vs. M30°C:
distancia de Mahalanobis = 2,471; Fg, 63 = 3,815; £ = 0,003).
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Figura 29. Analise de discriminante candnica realizada com as medidas para os grupos de operarias.
M28°C- grupo de operarias desenvolvidas no tratamento de 28°C (estufa); M30°C- grupo de operarias
desenvolvidas no tratamento de 30°C (estufa); M30°CII- grupo de operarias desenvolvidas no
tratamento controle (caixa de observacdo); M32°C- grupo de operarias desenvolvidas no tratamento
de 320C (estufa).

A andlise discriminante canonica identificou as seguintes medidas

responsavel pela segregagao dos grupos (em ordem de importancia): comprimento
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do mesoscuto > distancia interorbital > distancia entre o ocelo médio e inicio do
labro > comprimento da asa > largura da cabeca > distancia intertegular. Para
verificar se estas medidas realmente diferiam significativamente entre os grupos,
foram realizadas analises de variancia (One-Way ANOVA ou Kruskal-Wallis test)
(Figura 30 e 31; Tabela 6).
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Figura 30. Medidas do torax e da cabega das abelhas desenvolvidas durante o experimento. A linha
central da caixa dos boxplot, enfatizada pelo quadrado branco, marca a mediana, a parte inferior da
caixa € delimitada pelo quartil inferior e a parte superior pelo quartil superior. As hastes delimitam a
distribuicdo de 95% dos dados. Os valores inferiores e superiores (outliers) as 95% sdo representados
individualmente. Box branca: favos controle — caixa de observagao (C.0.) acoplada a uma col6nia de
Melipona scutellaris. Box cinza: favos desenvolvidos na estufa. Os grupos foram comparados usando o
teste Kruskal-Wallis ANOVA on Ranks ou One-Way ANOVA (veja Tabela 6). Letras sobrescritas
diferentes (a-c) indicam grupos de dados significativamente diferentes (Dunn's test ou Tukey test: P <
0,05) Numero de abelhas medidas: N co. = 20, N 2goc = 12, N 3g0c = 20, N 330c = 20.

A comparacdo das medidas do tdérax (comprimento do mesoscuto e
distancia intertegular) entre os grupos demonstrou que abelhas do tratamento

controle obtiveram as maiores medidas (3,10mm e 3,02mm, respectivamente)
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comparadas as abelhas dos tratamentos da estufa (comprimento do mesoscuto:
Kruskal-Wallis test One-Way ANOVA: F = 18,5; P < 0,001; distancia intertegular:
Kruskal-Wallis test One-Way ANOVA: F = 12,1; P < 0,001). E interessante ressaltar
que para as duas medidas do térax houve diferenca estatistica entre o tratamento
controle e os demais tratamentos experimentais (Tukey test: P < 0,05; Figura 30;
Tabela 6), mas nao entre os grupos experimentais (Tukey test: P > 0,05; Figura 30,
Tabela 6). Foram comparadas as médias entre as medidas da cabeca (distancia entre
0 ocelo médio e o inicio do labro, largura da cabeca e distancia interorbital) e os
grupos, demonstrando que as abelhas do tratamento controle também apresentaram
medidas maiores que os individuos dos tratamentos da estufa, porém na medida 4
(largura da cabeca) ndao houve diferenca estatistica entre os tratamentos, assim,
apresentando semelhancga entre os diferentes grupos (Kruskal-Wallis test One-Way
ANOVA: F = 2,3; P=0,088).
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Figura 31. Comprimento das asas (médias das asas direitas e esquerdas do primeiro par de asas)
das abelhas desenvolvidas durante o experimento. A linha central da caixa dos boxplot, enfatizada
pelo quadrado branco, marca a mediana, a parte inferior da caixa € delimitada pelo quartil inferior e a
parte superior pelo quartil superior. As hastes delimitam a distribuicao de 95% dos dados. Os valores
inferiores e superiores (outliers) as 95% sao representados individualmente. Box branca: favos
controle — caixa de observagdo (C.0.) acoplada a uma colonia de Meljpona scutellaris. Box cinza:
favos desenvolvidos na estufa. Os grupos foram comparados usando o teste Kruskal-Wallis ANOVA on
Ranks (veja Tabela 6). Letras sobrescritas diferentes (a,b) indicam grupos de dados significativamente
diferentes (Dunn's test: £ < 0,05). Nimero de abelhas medidas: N co. = 20; N ygc = 12; N 300¢ = 20;
N 32°0C = 20.
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A comparacao entre as médias das asas (direita e esquerda) demonstra
que as abelhas desenvolvidas no tratamento controle diferem estatisticamente com
relacdo as abelhas desenvolvidas nos tratamentos da estufa (Kruskal-Wallis test One-
Way ANOVA: H = 29,7; P < 0,001), onde foi observado que as asas das abelhas
pertencentes ao grupo controle foram maiores que as asas dos demais grupos.
Porém a deformacao verificada nas asas, por meio da equacao (citada acima), ndao
apresentou diferencas significantes (Kruskal-Wallis test One-Way ANOVA: H = 0,2; P
= 0,983 — Figura 31).

3.3.4. Comportamento adulto

Os individuos emergidos e devidamente marcados de todos os
tratamentos, ou seja, todas as abelhas que foram desenvolvidas em todas as
temperaturas dentro da estufa foram analisadas (no momento do forrageio) pelo
limiar gustativo, que em outras palavras, seria a “vontade” da abelha de forragear ou
de avaliar uma fonte considerada “boa” para a col6nia. O limiar gustativo foi avaliado
por meio de uma ferramenta denominada Reflexo de Extensdo da Probdscide (PER),
como ja esclarecido anteriormente.

Durante os testes, considerando todas as abelhas envolvidas (abelhas
desenvolvidas em todos os tratamentos), foi verificado que em nenhuma das
condicOes obteve-se a pontuacao maxima, ou seja, 9 pontos. Entretanto, houve
quatro abelhas que conseguiram 7 pontos, uma vinda do tratamento a 32°C e outras
trés derivadas do tratamento controle (30°C), enquanto que cinco individuos ndo
apresentaram pontuacao. A menor pontuacao atingida foi de 2 pontos, isto
representa respostas apenas em concentragoes altas de sacarose (40% e 50%),
ocorrendo em abelhas submetidas a 28°C e 30°C na estufa. O placar gustativo
(média da pontuacao) esta representado na tabela 6. Os individuos desenvolvidos no
tratamento controle apresentaram um placar gustativo de 4,9+1,6, enquanto os
individuos desenvolvidos no tratamento de 28°C apresentaram uma média de pontos

de 2,8+1,6, uma média relativamente baixa quando comparada com os demais
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individuos. As abelhas desenvolvidas no tratamento de 30°C alcancaram um placar
gustativo de 3,314 e as abelhas desenvolvidas no tratamento de 32°C
apresentaram um placar de 4,6+1,4. Foi verificada a comparacao entre o placar
gustativo das forrageiras, onde as abelhas dos tratamentos controle (caixa de
observacao) e 32°C apresentaram mais sensibilidade, ou seja, apresentaram uma
pontuagcao maior e desse modo, responderam a concentracoes mais elevadas. Estes
dois grupos diferem dos tratamentos de 28 e 30°C (Kruskal-Wallis test One-Way
ANOVA: H = 21,3; P< 0,001 - Figura 32).

Colonia Estufa

®c

Placar gustativo

C.0. 28°C 30°C 32°C

Figura 32. Placar gustativo das forrageadoras desenvolvidas durante o experimento. O placar
gustativo das abelhas indica o niUmero de respostas positivas (extensdao completa da probdscide) nos
experimentos de PER (Proboscis Extension Reflex), e € um indicador da sensibilidade gustativa do
individuo. Um valor alto significa uma sensibilidade alta. A linha central da caixa dos boxplot,
enfatizada pelo quadrado branco, marca a mediana, a parte inferior da caixa € delimitada pelo quartil
inferior e a parte superior pelo quartil superior. As hastes delimitam a distribuicdo de 95% dos dados.
Os valores inferiores e superiores (outliers) as 95% sao representados individualmente. Box branca:
abelhas do grupo controle — caixa de observacdo (C.0.) acoplada a uma colonia de Meljpona
scutellaris. Box cinza: abelhas desenvolvidas na estufa. Os grupos foram comparados usando o teste
Kruskal-Wallis ANOVA on Ranks. Letras sobrescritas diferentes (a, b) indicam grupos de dados
significativamente diferentes (Dunn's test: P < 0,05). Para detalhes da estatistica veja Tabela 6.
NUmero de forrageadoras testadas: N co. = 20; N 2gec = 12; N 300¢c = 12; N 350¢ = 20.
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3.4. Discussao

A influéncia de temperatura durante o desenvolvimento da cria ndo é
muito conhecido em abelhas sem ferrdo, entretanto nas abelhas meliferas (Apis
mellifera) existem varios autores que trabalharam esse tema. Tautz et al (2003)
avaliaram a influéncia de temperatura em pupas, para verificar a possibilidade de
modificacdo na aprendizagem e memoria. Na emergéncia dos individuos dos grupos
determinados, nao houve diferenca estatistica, pois a probabilidade dos nascimentos
chegou a quase 100% para todos os grupos. Neste trabalho, os indices de
emergéncias foram menores, uma vez que o grupo desenvolvido a 32°C apresentou
emergéncia de 91,2%, o grupo desenvolvido a 30°C apresentou emergéncia de
85,7% e o grupo desenvolvido para controle apresentou emergéncia de 96,4%,
porém é necessario lembrar que provavelmente ha diferenca de desenvolvimento
pupal entre os géneros de Melipona e Apis. O grupo desenvolvido a 28°C nao se
encaixou dentro de nenhum contexto, pois nos ninhos de abelhas sem ferrao as
areas de cria registraram temperaturas semelhantes e até inferiores a essa
temperatura de 28°C. Portanto acredita-se que houve problemas de manutencao da
estufa B.O.D. durante este tratamento, tendo em vista que o indice de emergéncia
para esse grupo foi de apenas 37,5%. Além disso, é provavel que as abelhas sem
ferrdao (Meljpona) sejam mais sensiveis a desenvolvimentos em estufa e por esse
motivo nao houve o sucesso esperado para todos os tratamentos experimentais da
estufa, uma vez que todos os tratamentos apresentaram médias menores que o
tratamento controle. E interessante ressaltar que o tratamento controle foi observado
em uma caixa onde as abelhas (adultas) da col6nia tinham acesso e que
provavelmente cuidavam da cria.

Abelhas solitarias também foram observadas com relacdo a influéncia de
temperatura, como em Centris analis (Couto e Camilo, 2007) onde foram verificadas
as temperaturas consideradas ‘“ideais” para o desenvolvimento (26 e 27°C).
Undurraga e Sthephen (1980), em desenvolvimento de pupas de Megachile

rotundata descreveram que em baixas temperaturas (4,4, 15,6, 18,3, 21,1 e 23,9°C)
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houve baixa ou nenhuma significancia. Esses fatos sugerem uma diferenca entre as
temperaturas de desenvolvimento entre abelhas solitarias e eusociais.

Atualmente (Vollet-Neto, informagao pessoal), foram desenvolvidas pupas
de Scaptotrigona aff. depilis, onde a 34°C os individuos emergiram perfeitos e o
tempo de desenvolvimento foi menor quando comparado com o tempo de
desenvolvimento de individuos a 30°C. Esses resultados estdo de acordo com os
mesmos deste trabalho, pois o tratamento de 32°C também apresentou um tempo
de desenvolvimento menor com relacao ao de 30°C e controle. Porém, é relevante
lembrar que Simdes (1974) apud Cruz-Landim (2004) descreveu que o
desenvolvimento pupal em Meljpona quadrifasciata pode ser de 22 dias. Além disso,
Kerr et al. (1996) relataram que o desenvolvimento completo de abelhas sem ferrao
(Melipona) foi de aproximadamente 40 dias. Esses resultados também foram
demonstrados neste trabalho, onde os tratamentos controle e 329C apresentaram
um desenvolvimento pupal de 22 e 20 dias, respectivamente. O desenvolvimento
completo dos individuos foi de 41 dias para o tratamento controle, 49 dias para o
tratamento de 28°C e de 37 dias para o tratamento de 32°C, portanto estao de
acordo com os dados relatados acima.

Tautz et al. (2003) desenvolveram individuos de Apis mellifera em estufa
incubadora e avaliou posteriormente seu desempenho com relagao a consolidacao de
aprendizagem e memodria, por meio do PER, demonstrando a existéncia de testes
para avaliar a performance de individuos que foram desenvolvidos (em algum
momento) em estufas incubadoras. Neste trabalho, o PER também foi utilizado como
ferramenta para avaliar o desempenho das abelhas desenvolvidas nos tratamentos e
verificar se estas atuam com a mesma eficiéncia em relacdo as outras abelhas da
colbnia (controle). Foi utilizado para a resposta gustativa, concentragdes um pouco
maiores que as aproveitadas por Tautz et al. (2003) e Page et al. (1998) em Apis
mellifera. As concentragoes utilizadas neste trabalho foram sugeridas por McCabe et
al. (2007) com abelhas Melipona quadrifasciata, e foram bem aceitas por serem
realizadas com abelhas sem ferrao.

Foi observado que nao houve nenhuma resposta as concentracdes de

0,1% e 0,3%, o que é comum entre os demais autores (Pankiw e Page, 2001;
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McCabe et al, 2007), pois sao concentracoes relativamente muito baixas e assim
talvez as abelhas analisem que nao € uma concentragao suficiente para elas ou para
a colbnia. Desse modo, as abelhas discriminam essas solugoes.

Com os dados obtidos, acredita-se que “falha” no desenvolvimento das
abelhas sem ferrao (no caso, Meljpona scutellaris) pode causar “problemas”
comportamentais na vida adulta. As abelhas desenvolvidas em 28°C e 30°C
apresentaram problemas no desenvolvimento, pois houve atrasos na emergéncia
(desenvolvimento) e por conseqiiéncia maior taxa de mortalidade. Posteriormente,
as mesmas abelhas apresentaram placares gustativos menores que as demais,
indicando que os “problemas” no desenvolvimento perduraram para a vida adulta,
tornando-as menos sensiveis no momento do forrageio, que no caso, pode trazer
maleficios a colonia. O tratamento de 32°C apresentou resultados semelhantes ao
tratamento controle, porém as condicdes da estufa eram as mesmas utilizadas para
os tratamentos de 28 e 30°C. Isso sugere que em estufas incubadoras talvez fosse
necessario utilizar temperaturas um pouco maiores que as registradas pela colonia,
como ocorreu também em Scaptotrigona aff. depilis (Vollet-Neto, informacao

|II

pessoal) a 34°C, onde o desenvolvimento foi mais rapido que o “normal”, com 6 dias
de diferenca.

As medidas do corpo e da asa realizadas nas abelhas dos diferentes
tratamentos foram analisadas de acordo com Aleixo (2009) em medidas
morfométricas de colbnias mistas entre Scaptotrigona aff. depilis e Nannotrigona
testaceicornes. No entanto, medidas realizadas para a comparacao de
desenvolvimento em temperaturas distintas, como uma ferramenta, foram utilizadas
por Jones et al. (2005) em abelhas meliferas, apenas com medidas de asas (medidas
de assimetria), onde nao apresentaram diferenca entre as temperaturas em que as
abelhas foram incubadas. Todas as abelhas desenvolvidas em tratamentos na estufa
apresentaram tamanhos do corpo menores que as desenvolvidas no tratamento
controle. Esse fato sugere que além dos problemas de temperatura no
desenvolvimento alterar indices comportamentais, também atinge indices
morfoldgicos. Neste caso, as abelhas desenvolvidas em 32°C também apresentaram

medidas menores com relacao as abelhas do controle, sugerindo que mesmo para



84

estas, que apresentaram os demais resultados similares ao das abelhas do controle,

o desenvolvimento em estufa talvez seja sensivel.
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Durante o desenvolvimento deste trabalho verificou-se que os ninhos das
abelhas sem ferrao Melipona scutellaris apresentam variacoes de temperatura dentro
de seus ninhos de acordo com a variacao da temperatura ambiental. No verao,
(temperatura ambiental média: 23°C) na periferia dos ninhos foram registradas
temperaturas médias de 26,2°C (colonia 1) e 27,4°C (col6nia 2) e na area de cria
28,9°C (colonia 1) e 30,7°C (colbnia 2), enquanto no inverno (temperatura ambiental
média: 17,3°C) foram registradas temperaturas médias de 21,4°C (col6nia 1) e
21,9°C (colbnia 2) na periferia dos ninhos e 25,2°C (colbnia 1) e 26,9°C (colonia 2)
na area de cria (veja Figuras 3, 7 e 10; Tabelas 1, 2 e 3). Apesar dessa variacao
anual na temperatura dentro dos ninhos foi demonstrado que a temperatura dentro
da area de cria sempre era elevada em relacao a temperatura da periferia (Figura 8,
9, 11 e 12; Tabela 2 e 3). Este fato indica a presenca de algum mecanismo de
agquecimento ativo realizado pelas abelhas dentro da area de cria. Pelo fato da
propria cria auxiliar relativamente pouco neste aquecimento (0,4° a 0,7°; veja Figura
19, 23 e 24). Concluiu-se que as operarias produzem este excesso de calor na area
de cria, provavelmente por meio da ativagdo dos musculos toracicos, fato
caracteristico das abelhas meliferas (abelhas do género Apis) e das mamangavas
(abelhas do género Bombus). Os resultados deste trabalho também demonstram que
os favos de cria tém um papel importante na manutencao da temperatura estavel ao
longo do dia. Aparentemente os favos funcionam como um armazenador de calor,
deste modo armazenando a energia térmica em temperaturas acima da média e
liberando esta energia em temperaturas abaixo da temperatura média (Figura 17 e
19). Portanto, ndo é somente o invélucro o responsavel pela manutencdo da
temperatura dentro da area de cria, como descrito por muitos autores, mas também
a propria cria.

A temperatura é fator determinante no desenvolvimento e manutencdo da
colbnia, portanto, oscilacbes dessa temperatura podem causar maleficios. A
temperatura durante o desenvolvimento da cria pode afetar a mesma, sendo que
posteriormente ela podera nao desempenhar suas fungdes com eficiéncia, no
comportamento adulto. Além disso, foram utilizadas as medidas do corpo e dos
primeiros pares de asas das recém-emergidas (veja Figura 25) como ferramenta para

avaliar mudancgas nos desenvolvimentos das crias geradas em estufa. Com isso, foi
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possivel verificar possiveis alteracdes morfoldgicas no momento da emergéncia. Foi
observado que todos os individuos emergidos dos desenvolvimentos da estufa (28,
30 e 32°C) apresentaram tamanhos menores com relacdo aos individuos
desenvolvidos na colbnia (grupo controle), porém os individuos do grupo de 30°C
foram os mais proximos do grupo controle. Acredita-se que o desenvolvimento
desses individuos menores seja conseqiiéncia de uma falha durante os experimentos,
prejudicando o tamanho dos mesmos. Este trabalho foi relevante por contribuir com
dados sobre o desenvolvimento de abelhas sem ferrao em condicoes de diferentes
temperaturas da colOnia, porém serdo necessarios estudos com mais cautela para
que sejam alcancados melhores resultados.

Para analisar o comportamento adulto das abelhas, foram avaliados os
limiares comportamentais, no caso o limiar de resposta gustativa (no momento do
forrageio), utilizando-se de uma ferramenta conhecida como Reflexo de Extensao da
Probdscide. Foi demonstrado que abelhas desenvolvidas em estufas a temperaturas
de 30°C e 28°C apresentaram um placar gustativo menor (3,3 pontos e 2,8 pontos,
respectivamente) do que abelhas desenvolvidas na estufa em 32°C ou abelhas
desenvolvidas na colonia (4,9 pontos e 4,6 pontos, respectivamente; veja Figura 30;
Tabela 6). Possivelmente houve algum problema durante os experimentos de
desenvolvimento na estufa, pois as abelhas desenvolvidas a 30°C na estufa deveriam
mostrar resultados semelhantes as abelhas que foram submetidas as temperaturas
de 29-30°C. Seria, portanto, necessario repetir estes experimentos para identificar
com certeza a influéncia da temperatura no desenvolvimento da cria e no

comportamento adulto.



