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RESUMO

Devido as temperaturas ambientais elevadas em combinacdo com um alto indice de radiacédo
solar, a Floresta Tropical Sazonalmente Seca brasileira, a Caatinga, € um ambiente
termicamente desafiador para abelhas, principalmente durante a coleta de alimento fora do
ninho. O objetivo do presente estudo foi investigar as adaptacdes de abelhas para lidar com as
condicdes térmicas da Caatinga. Como modelo de estudo foi utilizada Melipona subnitida,
uma espécie de abelha sem ferrdo (Apidae, Meliponini) nativa desse bioma. Foi analisado (1)
a temperatura critica méxima (CTmax) dos individuos (operérias jovens e forrageadoras) e o
tempo de aclimatacdo adequado para esse tipo de estudo (tempos de aclimatacdo testados:
sem aclimatacdo, 30 min, 12 h, 48 h, 72 h); (2) o efeito da temperatura ambiente ao sol (Ta)
sobre a temperatura toracica (Ttx) das forrageadoras; (3) a possivel transferéncia de calor do
torax para o abdémen, mensurando a diferenca de temperaturas entre estas duas areas, em
funcdo da temperatura ambiente, para abelhas vivas e mortas; e (4) o papel da pelagem
toréacica na taxa de aquecimento e resfriamento das abelhas. Os resultados dos experimentos
mostraram que (1) ndo houve diferenca significativa com respeito ao CTmax entre abelhas
jovens e forrageadoras. Ap6s 48 horas de aclimatacdo (tempo de aclimatacdo com maior
CTmax e menor variacdo comparado aos outros tempos de aclimatacdo), a CTmax média das
abelhas foi de 50,2°C + 0,7. (2) A Ttx das forrageadoras aumentou conforme aumentou a Ta.
Em Ta < 40°C, a Ttx se manteve acima da Ta; jd em Ta > 41°C, a Ttx ficava abaixo da Ta. (3)
Acontece uma possivel transferéncia ativa de calor do toérax (Ttx) para o abdémen (Tabd),
pois a medida que a Ta aumentou, a diferenca da Ttx e da Tabd em forrageadoras vivas
diminuiu. J& em abelhas mortas ndo foi observada essa relacdo com a Ta. A diferenca ente Ttx
e Tabd foi praticamente constante em todas as Ta estudadas. (4) A pelagem retarda o
aquecimento de M. subnitida. Abelhas mortas sem pelagem mostraram uma taxa de
aquecimento maior do que as abelhas mortas com a pelagem natural. Porém, ndo houve
diferenca entre esses dois grupos experimentais com respeito as taxas de resfriamento. Os
resultados desse estudo mostram que M. subnitida consegue tolerar temperaturas superiores as
encontradas naturalmente no ambiente externo. Adicionalmente, as forrageadoras controlam a
temperatura corporal através de mecanismos ativos (transferéncia de calor para o abdémen) e
passivos (pelagem toracica), o que permite que esta espécie consiga forragear em
temperaturas elevadas. Resultados como estes ddo subsidios para entender melhor as
adaptacGes necessarias para lidar com um aumento da temperatura ambiental, como previsto
por cenarios de aquecimento global, o que vai ser importante para possiveis acdes voltadas
para a conservacao desta espécie.

Palavras-chave: Termorregulagdo. Abelha sem Ferrdo. Floresta Tropical Seca.
Forrageamento.



ABSTRACT

Owing to high environmental temperatures in combination with elevated solar radiation, the
Brazilian SeasonallyDry Tropical Forest, the Caatinga, is a thermally challenging
environment for bees, particularly during food collection outside of the nest. The aim of the
present study was to investigate the adaptations of bees that allow these animals to survive the
thermal conditions of this biome. As model species for our study, we used Melipona
subnitida, a stingless bee species (Apidae, Meliponini), endemic from Caatinga. We analysed
the following features: (1) the critical thermal maximum (CTmax) of the individuals (both
young workers and foragers) as well as the best acclimation time for this kind of study
(acclimation times tested: without acclimation, 20 min, 12 h, 48 h, 72 h); (2) The influence of
ambient temperature in direct sunlight (Ta) on the thoracic temperature of foragers (Ttx); (3)
the possible heat transfer from the thorax to the abdomen, assessed through the temperature
difference between these two body parts associated with ambient temperature in both alive
and dead individuals; and (4) the role of the thoracic hairs in heating and cooling rates of the
bees. The results of the experiments demonstrated that (1) there was no significant difference
concerning CTmax between young worker bees and foragers. After 48 hours of acclimation
(acclimation time showing the highest CTmax and the lowest variation compared to the other
acclimation times tested), the bees' average CTmax was 50.2°C = 0.7. (2) The foragers' Ttx
increased with increasing Ta. At Ta < 40°C, the bees' Ttx was higher than Ta; however, at Ta
> 41°C, the forgers' Ttx remained below Ta. (3) There is a possible active heat transfer from
the thorax (Ttx) to the abdomen (Tabd) given that, as Ta increased, the difference between
Ttx and Tabd decreased in alive foragers. In dead individuals, in contrast, we did not observe
this association with Ta. The difference between Ttx and Tabd was relatively constant over all
studied Tas. (4) The thoracic hair slow down the heating of M. subnitida. Dead bees without
thoracic hair had a higher heating rate than dead bees with their natural air cover. However,
there was no difference between the two experimental groups concerning the cooling rates.
The results of this study demonstrate that M. subnitida tolerates ambient temperatures that are
higher than those found in their natural outside environment. In addition, foragers control
their body temperature through active (heat transfer to the abdomen) and passive (thoracic
hair) mechanisms, which enables the bees to forage at high environmental temperatures.
Results like these of the present study provide important insights into the adaptations
necessary to deal with increasing environmental temperatures, as predicted by global warming
scenarios.

Keywords: Thermoregulation, Stingless Bee. Tropical Dry Forest. Foraging.
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1 INTRODUCAO

A temperatura corporal influencia a velocidade das reagdes quimicas e metabolicas
dos animais e, como consequéncia, a atividade e o desempenho dos individuos (HUEY;
KINGSOLVER, 1993). Enguanto os animais endotérmicos regulam sua temperatura corporal
para permanecer na faixa 6tima, a temperatura ambiente determina a temperatura corporal nos
animais ectotérmicos (HILL et al., 2012). Nesses animais, 0 aumento da temperatura
ambiental ocasiona uma melhora em seu desempenho comportamental até que atingem um
desempenho comportamental maximo. Porém, quando a temperatura ambiente supera a
temperatura Otima dos organismos, seu desempenho diminui devido a problemas motores
(HUEY; BERRIGAN, 2001; PORTNER, 2001; HUEY et al., 2012) e fisiolégicos tais como a
desidratacdo (YODER et al., 2009), falhas no funcionamento dos neurdnios (CHOWN;
TERBLANCHE, 2007) e a desnaturacdo das proteinas (CHOWN; NICHOLSON, 2004).
Quando expostos a essas temperaturas criticas 0s organismos podem ainda sobreviver caso
consigam, de alguma forma, resistir ou compensar estas contingéncias térmicas. Entretanto
normalmente eles chegam a Obito por causa dos problemas motores causados pelas
temperaturas elevadas (COWLES; BOGERT, 1944; RIBEIRO, 2012). Portanto, 0s animais
ectotérmicos que vivem em ambientes onde as temperaturas ambientais podem atingir 0s
valores criticos para a espécie precisam evitar ou resistir a essas temperaturas para garantir

sua sobrevivéncia.

As abelhas sdo animais ectotérmicos e, consequentemente, seu metabolismo e sua
atividade sdo influenciados pela temperatura ambiente (WILLMER; UNWIN, 1981). Elas
precisam lidar com temperaturas ambientais elevadas quando desempenham suas atividades
externas aos ninhos, principalmente as espécies que ocorrem na regido tropical do planeta. O
forrageamento em ambientes com altas temperaturas representa um grande desafio fisiol6gico
para as abelhas (HEINRICH, 1993; HEINRICH, 1996). Nesses ambientes as abelhas possuem
maiores chances de superaquecer, pois a atividade dos musculos toracicos, que proporciona o
movimento das asas, aquece o torax (HEINRICH, 1980), e esse aquecimento pode causar
problemas pois pode elevar a temperatura corporal desses individuos mais de 10° acima da
temperatura ambiente (HEINRICH, 1993).

Para coletar alimento e sobreviver em temperaturas elevadas sem correr o risco de

superaguecimento, as abelhas desenvolveram diversas estratégias para resfriar o corpo durante
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a atividade forrageira, entre elas a escolha de locais sombreados para forragear (HEINRICH,
1993; BIESMEIJER et al., 1999) e o resfriamento evaporativo regurgitando liquidos durante o
voo (HEINRICH, 1993; HEINRICH, 1996; NICHOLSON, 2009). Outro mecanismo
importante é a conducéo de calor do torax para o abdémen: com o aumento da temperatura do
ambiente, as abelhas aumentam a circulagéo da hemolinfa dentro do corpo, transferindo assim
parte da energia térmica do torax para o abdémen e, consequentemente, amenizando a
temperatura do toérax, local de maior producdo de calor devido aos musculos de voo
(CHAPPELL, 1984; HEINRICH, 1993; HEINRICH, 1996).

As caracteristicas morfologicas sdo muito importantes para entender a vulnerabilidade
das abelhas a temperaturas elevadas, principalmente o tamanho e a coloragcdo do corpo.
Abelhas de tamanho pequeno, por exemplo, aquecem e resfriam mais rapidamente do que
abelhas de tamanho grande (WILLMER; UWIN, 1981; STONE; WILLMER, 1989;
PEREBOOM; BIESMEIJER, 2003; WILLMER; STONE, 2004). Para ectotérmicos em geral,
resfriar rapido pode ser muito importante para voltar a temperatura corporal ideal apds o
forrageamento em ambientes quentes. Por outro lado, aquecer lentamente permite que as
abelhas grandes possam voar por mais tempo em ambientes quentes. A cor do corpo e a
consequente absorcdo de energia térmica € outra caracteristica importante (WILLMER;
UWIN, 1981; PEREBOOM; BIESMEIJER, 2003). Aqui, abelhas de coloracéo clara refletem
a radiacdo em maior quantidade (WILMER; UNWIN, 1981) e, com isso, podem forragear por
mais tempo em condicdes de elevada radiacdo solar. Em contrapartida, esses organismos de
coloracdo clara ndo conseguem aquecer de forma rapida como os de coloracdo escura,
fazendo com que demorem para aumentar a temperatura corporal nos horarios mais frios do
dia.

O grupo das abelhas sem ferrdo (Apidae, Meliponini) inclui mais de 500 espécies
distribuidas nas zonas tropical e subtropical do planeta (MICHENER, 2013). Em decorréncia
desse grande numero de espécies, 0os meliponineos sdo muito diversificados quanto as suas
caracteristicas comportamentais e morfologicas. A concentracdo da sua distribuicdo
geografica nos tropicos ocorre, provavelmente, devido a baixa capacidade dessas espécies de
regular a temperatura do ninho (MICHENER, 1974). Apesar do fato de que a vida nesses
ambientes mais quentes proporciona um ambiente climéatico favoravel para a cria, que precisa
de uma temperatura entre 28 a 36°C para seu desenvolvimento bem-sucedido (JONES;
OLDROYD, 2007), as abelhas forrageiras ocasionalmente enfrentam temperaturas ambientais
perto do valor critico durante a coleta de alimento, principalmente nos horarios com elevada
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radiacdo solar (WILLMER, 1983). Um ambiente termicamente desafiador para abelhas € a
Floresta Tropical Sazonalmente Seca Brasileira, a Caatinga. Este bioma possui uma baixa
rigueza de espécies de abelhas comparado aos biomas adjacentes (ZANELLA, 2000;
ZANELLA; MARTINS, 2003), fato que pode estar associado a elevada temperatura do
ambiente durante todo o ano (PRADO, 2003). A temperatura ambiental deste bioma pode
chegar a valores maximos mensais acima de 39 °C (MAIA-SILVA et al., 2015) e em area de
forrageamento, onde tem uma maior exposicao a radiacao solar direta, pode chegar a 50 °C no
periodo mais quente do dia (TEIXEIRA-SOUZA, 2015).

O presente estudo teve como objetivo investigar as adaptacdes de Melipona subnitida,
uma espécie de abelha sem ferrdo nativa da Caatinga, para lidar com as condi¢fes térmicas
durante o forrageamento. Melipona subnitida tem um tamanho intermediario em relacdo a
outras espécies do mesmo grupo (distancia intertegular: 2,79 mm), possui uma coloracao
escura da cabeca ao abdémen e uma pelagem dourada em seu torax. Tentamos responder as
seguintes perguntas: (1) Qual a temperatura critica maxima dos individuos? (2) A temperatura
corporal das forrageadoras se aproxima as temperaturas criticas durante a coleta de alimento

em areas ensolaradas? E (3) qual o papel da pelagem no aquecimento das forrageadoras?

Visto que a Caatinga é caracterizada por temperaturas elevadas durante todo o ano
(MAIA-SILVA et al., 2015) e uma elevada radiacdo solar global (SOUZA et al., 2015) e
como M. subnitida € nativa da Caatinga, esperamos que essa espécie de abelha sem ferrdo
possua adaptacdes morfoldgicas e fisiologicas que permitem sua sobrevivéncia nesse
ambiente. (1) Esperamos que os individuos tolerem temperaturas elevadas para suportar as
temperaturas a que estdo expostas durante o forrageamento; (2) esperamos que as
forrageadoras amenizem o excesso da temperatura toracica em temperaturas ambientais
elevadas transferindo calor para o abddémen e, assim, diminuindo as chances de
superaguecimento. (3) Uma das caracteristicas morfoldgicas importantes, possivelmente, sdo
o0s pelos presentes no torax das abelhas. Esperamos que este seja uma adaptacdo importante
que, por ter uma coloracéo clara, ajude a diminuir a taxa de aquecimento corporal auxiliando,

assim, na manutencao da temperatura corporal.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Periodo, local do estudo e espécie estudada

O estudo foi realizado entre abril de 2015 a setembro de 2016, no campus central da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA: 5°11°S, 37°20°0) em Mossoro, Rio
Grande do Norte, Brasil. Para os experimentos, utilizamos individuos de M. subnitida
provenientes de 4 colbnias mantidas no meliponédrio do Laboratério de Ecologia
Comportamental no campus central da UFERSA - RN.

2.2 Temperatura critica maxima

Para avaliar as temperaturas criticas de M. subnitida utilizamos o método de
temperatura critica maxima (CTmax) proposto por Hutchison (1961). A CTmax é comumente
usada para testar o efeito das temperaturas criticas sobre 0s requisitos térmicos dos
organismos (LUTTERSCHMIDT; HUTCHISON, 1997). Esse método € bastante influenciado
pelo contexto metodoldgico (TERBLANCHE et al., 2007). Pardmetros como a velocidade de
aquecimento (CHOWN 2009; RIBEIRO et al., 2012) e a temperatura da aclimatacdo e
duracdo da aclimatacdo (DUNLAP, 1969) podem influenciar a CTmax dos organismos
(TERBLANCHE et al., 2007). Aqui testamos o tempo de aclimatacdo adequado para M.
subnitida e sua CTmax. Para isso, abelhas jovens foram capturadas na area de cria no interior
das colonias. As abelhas jovens sdo reconhecidas pela sua coloragdo mais clara em relacgao as
operarias mais velhas e ndo realizam atividades externas a colbnia. Assim, elas ndo estdo
sujeitas a grandes variagOes da temperatura do ambiente (FERREIRA et al., 2017). Apds a
captura, as abelhas foram colocadas em placas de Petri (4 individuos por placa) e levadas a
incubadoras D.B.O. (NT 703, Novatecnica, Brasil) a uma temperatura inicial de 28°C. Foram
feitos experimentos para testar a CTmax com diferentes tempos de aclimatacdo: (i) sem
aclimatacdo; (ii) aclimatagdo de 30 minutos; (iii) aclimatacdo de 24 horas; (iv) aclimatacéo de
48 horas; e (v) aclimatagdo de 72 horas. Nos experimentos com aclimatagdo > 30 min., as
abelhas foram supridas com alimento (xarope de agua:mel = 1:1 vol/vol) durante o tempo da
aclimatacdo. Para cada tempo de aclimatacdo foram feitas trés repeticdes com 8 individuos (4

em cada placa de Petri; Figura 1), somando 24 individuos por tempo de aclimatag&o.
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Figura 1 - Experimento de CTmax. Em cada repeti¢do foram colocadas duas placas de Petri com 4
abelhas cada dentro de incubadoras D.B.O.

Apbs a aclimatacdo determinamos a CTmax anotando a temperatura em que a atividade
motora controlada dos individuos parou e as abelhas tombaram ("queda mortal": Kovac et al.,
2014). Para determinar a temperatura onde ocorreu a queda mortal sem abrir a estufa (e assim
influenciando a temperatura interna), as abelhas foram filmadas a partir do fim do tempo de
aclimatacdo (Filmadora digital: SONY, DCR-SR68; dentro de uma caixa de isopor com uma
bolsa térmica congelada como protecdo contra superaquecimento do equipamento; Figura 2).
A temperatura dentro da estufa foi aumentada a uma taxa de 0,25°C/min (taxa comumente
utilizada para analisar a CTmax de insetos; TERBLANCHE et al., 2005; TERBLANCHE et
al., 2006; KOVAC et al., 2014) até atingir 54°C. Durante todo o experimento foi registrada a
temperatura interna da estufa utilizando um sensor de temperatura (T1MC50) conectado a um
datalogger (Hobo U12-008 StowAway; Onset Computer Corporation; um registro a cada 10
segundos). Apds atingir 54°C, as abelhas e a filmadora foram retiradas da incubadora. As
filmagens foram analisadas com respeito ao horario exato em que ocorreu a queda mortal das
abelhas. Comparando esse horario com as gravacdes de temperatura foi possivel determinar a
CTmax.

Para analisar se existe uma diferenca com respeito a CTmax entre operarias jovens e
operarias  forrageadoras, individuos jovens e forrageadoras foram submetidos

simultaneamente a uma aclimatacdo de dois dias (tempo definido pelo resultado do
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experimento sobre o tempo de aclimatagdo) em uma temperatura de 28 °C. Seguindo a
metodologia descrita acima, foram realizadas trés repeticbes com 4 individuos jovens e 4

forrageadoras cada (total de 12 individuos para cada grupo).

Figura 2 — Setup utilizado para impedir o superaquecimento da filmadora dentro da estufa. A cAmera
foi envolta por um isopor com abertura para realizar as filmagens e dentro do isopor foi colocada uma
bolsa térmica previamente congelada.

2.3 Temperatura corporal durante o forrageamento

Para avaliar o efeito da temperatura ambiental ao sol em uma fonte de alimento sobre a
temperatura corporal das forrageadoras de M. subnitida, operarias foram treinadas a coletar
uma solucdo de agua e mel (4gua:mel = 1:1 vol/vol) em um alimentador artificial. No
treinamento as abelhas foram estimuladas a reconhecer o alimento em um tripé. Esse estimulo
se deu atraves do suprimento de xarope as abelhas na entrada do ninho. Uma vez
reconhecendo o alimento, as abelhas aprendem a encontrar o alimentador e com isso
conseguimos afastar o tripé até uma distancia de 10 metros da entrada das colénias. Apds o
treinamento, foram tiradas fotos térmicas das abelhas (camera termografica; FLIR SC620,

Flir-Systems, Suécia) coletando o alimento oferecido. Os registros ocorreram em dois dias em
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maio de 2016 e foram realizados entre 07:00 e 16:00 horas. Como radiador de referéncia foi
acoplado ao alimentador um tubo de cobre (dimensdes: 20 cm de comprimento; 3 cm de
diametro), com o interior pintado de preto fosco (HARTFELDER et al., 2013), representando
a temperatura ambiental ao sol (Ta) no momento das fotos. No total, foram feitas 100
fotografias térmicas. Individuos certamente foram fotografados mais de uma vez, pois 0
namero de abelhas forrageando era pequeno (o0 nimero de abelhas forrageando variou de 1 a
15) mas ndo foi possivel excluir as abelhas que ja tinham sido fotografadas, pois qualquer
marcacgdo no corpo dos individuos iria influenciar sua temperatura corporea. As fotos foram
calibradas utilizando a emissividade cuticular de Apis mellifera de 0,95 (STABENTHEINER,;
SCHMARANZER, 1987). Em cada imagem foram medidas as temperaturas do térax (Ttx) e
do abddémen (Tabd) de todas as abelhas no alimentador e a Ta (tubo) através do software
ThermaCAM Researcher Pro 2.10 (Flir Systems, Suécia).

2.4 Transferéncia de calor

Para analisar se as forrageadoras de M. subnitida transferem o calor do térax para o
abdémen para resfriar o corpo durante a coleta de alimento em temperaturas elevadas,
utilizamos os dados obtidos nas imagens termograficas do experimento anterior e analisamos
a diferenca entre as temperaturas do térax e do abdémen (Ttx — Tabd) em funcdo da Ta
(temperatura ambiental ao sol). Adicionalmente, investigamos se a possivel transferéncia de
calor ocorre por conducédo passiva ou de maneira ativa através do bombeamento de hemolinfa
(HEINRICH, 1993). Para isso, abelhas foram capturadas no interior dos ninhos e mortas por
congelamento (6 individuos). Depois foram montadas em alfinetes, e colocados por 25
minutos a uma temperatura de 25 °C em uma estufa D.B.O. (NT 703, Novatecnica, Brasil)
para garantir que as repeticbes (6 repeticbes com um individuo cada) comegassem com
caracteristicas térmicas parecidas. ApOs retiradas da estufa, as abelhas alfinetadas foram
alocadas a 45 cm de distancia de uma lampada de 500 W (previamente ligada a 25 minutos),
envoltos por um tubo para excluir os efeitos convectivos sobre as abelhas (Figura 3). Durante
30 minutos com a lampada ligada foram tiradas fotos térmicas (FLIR SC620, Flir-Systems,
Suécia) a cada 30 segundos. Como radiador de referéncia foi utilizado um tubo de cobre com
interior pintado de preto fosco (veja acima) perto das abelhas, representando a temperatura
ambiente (Ta) no momento da foto. As fotos térmicas foram analisadas no software

ThermaCAM Researcher Pro 2.10 (Flir Systems, Suécia). Foi considerada uma transferéncia
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de calor ativa, se a diferenca entre a temperatura do térax e abdémen diminuisse com o
aumento da temperatura efetiva nas forrageadoras vivas, mas ndo nas abelhas mortas
(HEINRICH, 1976; HEINRICH; BUCHMANN, 1986).

Figura 3 — Setup dos experimentos envolvendo o aquecimento de abelhas mortas. Abelhas mortas
alfinetadas foram colocadas dentro de um cilindro de cartolina (centro da imagem). As abelhas tinham
uma distancia de 45 cm de uma fonte luz (lado esquerdo da imagem). Uma termo-cadmera (lado direito
da imagem) foi programada para tirar fotos a cada 30 segundos.

2.5 O papel da pelagem na regulagdo da temperatura toracica

Para investigar o papel da pelagem do torax das abelhas sobre a regulacdo da
temperatura corporal, analisamos a taxa de aquecimento e resfriamento de operarias de M.
subnitida com e sem a pelagem natural do térax. A nossa hipétese foi de que o pelo refletisse
mais radiacdo e, consequentemente, retardasse o aquecimento do térax das abelhas. Para o
esse experimento utilizamos um método parecido com o descrito acima. Abelhas foram
capturadas no interior dos ninhos e mortas por congelamento (11 individuos). Depois foram
divididas em dois grupos, com pelagem e sem a pelagem (Figura 4). Nos individuos do grupo

"sem pelagem”, a pelagem da regido superior do térax foi removida com o auxilio de bisturis.
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Apos a preparacdo, as abelhas montadas em alfinetes e colocadas por 25 minutos a uma
temperatura de 25 °C em uma estufa D.B.O. (NT 703, Novatecnica, Brasil) para garantir que
0 experimento comecasse com caracteristicas térmicas parecidas. Posteriormente, 0s
individuos foram alocados a 45 cm de distancia de uma lampada de 500 W (previamente
ligada a 25 minutos) envoltos por um tubo de papeldo (Figura 3) para excluir os efeitos
convectivos sobre as abelhas para que aquecessem. Os experimentos duraram 60 minutos: 30
minutos com a lampada ligada (aquecimento) e 30 minutos com a lampada desligada
(resfriamento). Durante todo experimento foram tiradas fotos térmicas (FLIR SC620, Flir-
Systems, Suécia) a cada 30 segundos. Para 0s experimentos de aquecimento foram realizadas
11 repeticOes. Para o experimento de resfriamento foram realizadas 10 repeti¢cbes (uma
repeticdo a menos que no experimento de aquecimento devido a um problema técnico). Os
experimentos dos individuos com e sem pelagem ocorreram simultaneamente, sendo em cada
repeticdo um individuo com pelo e um sem pelo. Como radiador de referéncia colocamos um
tubo de cobre com interior pintado de preto fosco perto das abelhas (veja acima),
representando a temperatura ambiente (Ta) no momento das fotos. As fotos térmicas foram
analisadas com auxilio do software ThermaCAM Researcher Pro 2.10 (Flir Systems, Suécia).
Nas fotos medimos a temperatura torécica das abelhas (com e sem pelagem) e a temperatura
do tubo (Ta). Com esses dados calculamos a constante K de aquecimento e resfriamento

através da formula:

K = 0.5 [1]
t1/2

onde K é a constante de aquecimento/resfriamento, Texc € 0 excesso maximo de temperatura
(Ttx — Ta), e ti2 € a metade do tempo até Ttx atinge o equilibrio com a Ta (WILLMER;
UNWIN, 1981; PEREBOOM; BIESMEIJER, 2003). Esse tempo foi aferido através de
regressdes de decaimento exponencial (para o resfriamento) e de aumento exponencial (para o
aquecimento) (software: SigmaPlot 12.0, Systat Softwares Inc., EUA) associando a
temperatura tordcica das abelhas medidas na imagem (variavel dependente) a temperatura

ambiente (temperatura do tubo medido na imagem; variavel independente).
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Figura 4 — Pelagem torécica de M. subnitida. A esquerda um individuo com sua pelagem natural no
escuto, a direita um individuo com os pelos do escuto removidos.

2.6 Analise de dados

Testamos se o tempo de aclimatacdo influenciou a CTmax das abelhas jovens
utilizando o teste de analise de Kruskal-Wallis (test by ranks; teste pds-hoc de Dunn para
comparagdo entre pares), determinando se houve ou ndo diferenga significativa entre as
CTmax obtidas em cada grupo experimental (sem aclimatacdo, 30 minutos, 24 horas, 48 horas
e 72 horas de aclimatacdo). A possivel diferenca entre a CTmax de operérias jovens e
operarias forrageadoras foi verificado com um Teste-t de Student. O efeito da temperatura
ambiental ao sol sobre a temperatura corporal das abelhas foi investigado através de uma
regressdo linear simples que indicou o quanto a temperatura corporal depende da temperatura
ambiental. Para determinar se ha uma transferéncia ativa de calor entre torax e abdémen,
calculamos o excesso de temperatura toracica em relacdo a temperatura do abdémen (Ttx -
Tabd) em forrageadoras vivas e abelhas mortas. O excesso médio foi relacionado a
temperatura ambiental (Ta) ao sol (abelhas vivas) ou a temperatura ambiental dentro do tubo
de papeldo (abelhas mortas) através de uma regressdo linear simples. Uma diminuicdo da
diferenga entre 0 a temperatura do térax e do abdémen com o aumento da Ta apenas nas
abelhas vivas e ndo nas mortas sugere uma transferéncia ativa de calor (HEINRICH, 1976;
HEINRICH; BUCHMANN, 1986). Para o papel da pelagem sobre o aquecimento e
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resfriamento das abelhas foi calculado a constante K (veja fungéo [1]). Quanto maior K, mais
rdpido ocorre o resfriamento/aquecimento. Analisamos se existe diferenca da presenca ou
auséncia de pelo no aquecimento e resfriamento utilizando um Teste-t pareado, comparando
as abelhas com e sem a pelagem natural fotografadas simultaneamente.

Para todos os testes foi considerado o nivel de significancia de 5 % (P < 0,05). As
analises estatisticas e os gréaficos foram feitos no programa estatistico SigmaPlot 12.0 (Systat
Softwares Inc., EUA).

3 RESULTADOS

3.1 Temperatura critica maxima

Buscamos identificar o melhor tempo de aclimatacdo para usar nas investigacoes
(definir a partir de quando a medicdo da temperatura critica maxima deixa de variar) sobre a
temperatura critica maxima (CTmax) em M. subnitida. Os resultados do experimento
indicaram uma diferenca significativa com respeito & CTmax entre as abelhas aclimatadas a
28°C por 48 horas e 0s demais tratamentos (sem aclimatacéo, 30 min., 24 h. e 72 h) (Kruskal
Wallis one way ANOVA: P < 0,001; teste de Dunn: P < 0,05). A média da CTmax das
abelhas submetidas a 48 horas de aclimatacdo foi significativamente maior do que a das
abelhas com tempos de aclimatagéo inferiores e de 72 horas (sem aclimatagcdo: CTmax =
44,7°C % 0,6; 30 minutos: CTmax = 44,23°C + 1,74; 24 horas: CTmax = 44,29°C + 1,45; 48
horas: CTmax = 46°C + 0,4; 72 horas: CTmax = 44,18°C £ 0,68; Figura 5). Na comparacédo da
CTmax entre operarias jovens e forrageadoras ndo houve diferenca significativa entre os dois
grupos (Teste-t: t = 1,9; Df = 14; P = 0,074; Figura 6). Como o resultado dos dois grupos
(jovens e forrageadoras) ndo mostrou diferenca juntamos os dados dos dois grupos para

definir a CTmax média para a M. subnitida, com isso sua CTmax foi de 50,2 °C (z0,7).
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Figura 5 — Comparagdo da temperatura critica méaxima (CTmax) com diferentes tempos de
aclimatacdo (Kruskal-Wallis One Way ANOVA). Letras iguais indicam que ndo houve diferenca
significativa (Dunn's Method: P > 0,05), enquanto que letras diferentes indicam que existe diferenga
significativa entre os tratamentos (Dunn's Method): P < 0,05). No box plot, a caixa indica a
distribuicdo de 50 % dos valores, a linha dentro da caixa indica a mediana, a linha tracejada indica a
média aritmética, as hastes delimitam a distribuicdo de 80 % dos valores e as esferas indicam os
valores extremos.
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Figura 6 — Comparagdo da temperatura critica maxima (CTmax) de individuos jovens e forrageadoras
(Teste-t: t =1,9; df = 14; P = 0,074). No box plot, a caixa indica a distribuicdo de 50 % dos valores, a
linha dentro da caixa indica a mediana, a linha tracejada indica a média aritmética, as hastes delimitam
a distribuicdo de 80 % dos valores e as esferas indicam os valores extremos.
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3.2 Temperatura corporal durante o forrageamento

Os resultados do experimento para analisar o efeito da temperatura ambiental ao sol
(Ta) sobre a temperatura toracica das forrageadoras (Ttx) indicaram uma forte relacdo entre 0s
dois fatores. A Ttx de M. subnitida apresentou uma relacdo positiva a medida que a Ta
aumentou (Regressdo Linear: RZgj = 0,67; P < 0,0001; Figura 7). Porém, em temperaturas
ambientais < 41,6 °C, a Ttx das forrageadoras foi superior a temperatura ambiental, enquanto

gue em temperaturas ambientais > 41,6 °C, a Ttx foi inferior a Ta (Figura 7).
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Figura 7 — Relacdo entre a temperatura ambiental ao sol (Ta) e a temperatura toréacica (Ttx) de
Melipona subnitida. Foram tiradas 100 foto das abelhas forrageando e delas foram realizadas 555
marcacOes da temperatura torécicas das abelhas se alimentando. Circulos representam as Ttx das
forrageadoras de M. subnitida; a linha tracejada representa a relacdo perfeita entre a temperatura
toréacica e a temperatura efetiva (Ttx = Ta); a linha continua representa a regressdo linear: Ttx = 23 +
0,45 * Ta; Rag2 = 0,67; P < 0,0001.

3.3 Transferéncia de calor

Analisamos se existe uma transferéncia ativa de calor entre o térax e o abdémen em M.
subnitida. Em forrageadoras vivas, a diferenca entre temperatura toracica (Ttx) e temperatura
do abdémen (Tabd) diminuiu de maneira significativa conforme aumentou a temperatura do
ambiente ao sol (Ta) (Regressdo Linear: Ttx-Tabd = 8 — 0,1 * Ta; R2g; = 0,34; P < 0,0001;
Figura 8). Para as forrageadoras mortas, a Ttx e a Tabd foram muito parecidas em todas as
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temperaturas testadas (Ttx-Tabd = 0,32°C + 0,32) e ndo ocorreu uma redugdo da diferenca
entre Ttx e Tabd com o aumento da Ta (Regressdo Linear: Ttx-Tabd = 0,2 + 0,004 * Ta; R2agj
=0,003; P > 0,5; Figura 8).

Ttx - Tabd (°C)
w

Temperatura ambiente (°C)

Figura 8 — Transferéncia de calor do térax para o abdémen (Ttx — Tabd) em Melipona subnitida em
relacdo a temperatura ambiente. Circulos (abelhas vivas) e quadrados (abelhas mortas) representam os
valores médios da funcdo de transferéncia de calor (Ttx — Tabd) em cada temperatura amostrada. Para
este resultado foram realizadas médias das temperaturas do térax e abdémen das abelhas para cada
temperatura amostrada. Linhas continuas representam as regressdes lineares: abelhas vivas: RZgj =
0,34; P < 0,001; abelhas mortas: RZq; = 0,03; P < 0,05.

3.4 O papel da pelagem na regulacao da temperatura toréacica

Para entender, se a pelagem tem uma influéncia sobre a temperatura corporal das
abelhas, testamos a velocidade de aquecimento de individuos mortos de M. subnitida com e
sem pelos na parte superior do térax. As curvas de aquecimento e resfriamento corporal em
ambos 0s experimentos mostraram um padrdo semelhante, com um aquecimento inicial
rapido, seguida por uma diminuicdo da velocidade até o estabelecimento da temperatura
corporal (Figura 9). Quando a fonte de calor foi desligada, as abelhas resfriaram rapidamente
até que sua temperatura corporal foi estabilizada (Figura 9). Encontramos uma diferenca
significativa com respeito as taxas de aquecimento (valor K) entre as abelhas com e sem
pelagem (Teste-t pareado: t = -2,59; P = 0,027; df = 10). As abelhas sem pelos (SP)
agueceram mais rapidamente do que as abelhas com a pelagem natural (CP) (SP: K =
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0,34°C/min £ 0,07; CP: K = 0,29°C/min £ 0,09; Figura 10A). Porém, ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos com e sem pelos com respeito a taxa de resfriamento (Teste-
t pareado: t = 1,89; P = 0,091; df = 9). A média da velocidade de resfriamento nas abelhas
com pelo foi de K = 0,076°C/min + 0,016 e sem pelos de K = 0,080°C/min £ 0,015 (Figura
10B).

52 1 ® Aquecimento
50 © Resfriamento

Temperatura toracica (° C)

0 4 8 12 16 20 24 28

Tempo (min)

Figura 9 — Aquecimento e resfriamento de abelhas mortas. O gréfico mostra a temperatura toracica de
média de todas as abelhas durante o aquecimento (circulos pretos) e resfriamento (circulos cinzas).
Linhas solidas indicam a regressdo entre a temperatura toracica e o tempo. Para o0 aguecimento uma
regressdo exponencial de aumento méaximo, 3 parametros (Ttx = 26,85 + 20,45*[1-exp{-0,3*tempo}]),
e para o resfriamento uma regressdo exponencial de queda, 3 parametros (Ttx = 31,7 + 7613,9%exp[-
0,2*tempo]). Aquecimento R%gq = 0,9865; P < 0,0001; Resfriamento RZq = 0,9845; P < 0,0001. Os
tragos longos indicam a metade do tempo necessario para estabilizar a temperatura do torax (ti), 0s
tracos curtos indicam o excesso maximo da temperatura toracica em relacdo a temperatura ambiente
(Texc).
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Figura 10 — Velocidade de aquecimento (A) e resfriamento (B) de individuos mortos de Melipona
subnitida com e sem pelo natural. Nos box plots, a caixa indica a distribuicdo de 50 % dos valores, a
linha dentro da caixa indica a mediana, as hastes delimitam a distribuicdo de 80 % dos valores e as
esferas indicam os valores extremos. O asterisco indica diferenca significativa entres os grupos (Teste-
t pareado: t = -2,592; P < 0,05).

4 DISCUSSAO

Os resultados dos experimentos sobre a temperatura critica maxima mostraram que a
aclimatacdo de 48 horas foi a mais adequada para investigar a CTmax de M. subnitida. Um
tempo de aclimatacdo menor (sem aclimatacdo, 30 minutos e 24 horas) ou maior (72 horas)
que 48 horas resultaram em uma CTmax menor (Figura 5). Além disso, o resultado das 48
horas de aclimatagdo mostrou uma menor varia¢cdo da CTmax das abelhas, indicando uma
maior homogeneizacdo dos individuos (menor variagdo na CTmax dos individuos)
provavelmente por eliminar a histdria térmica dos mesmos. Diversos fatores podem afetar a
resposta dos individuos as temperaturas elevadas, por exemplo, as condi¢des em que o animal
estava submetido antes da exposicao as elevadas temperaturas. As abelhas expostas a 72 horas
de aclimatacdo estavam visualmente debilitadas (cambaleantes) o que possivelmente afetou a
sua temperatura critica maxima. Passar trés dias dentre de uma estufa pode ser considerado
um estresse para esses organismos. Esses estressores podem afetar a longevidade e a saude
dos animais (PADEMINI, 2010) e consequentemente podem afetar a ativagdo das proteinas
de choque térmico que sdo responsaveis por uma maior resisténcia a temperaturas elevadas.
Essas proteinas sdo responsaveis pela a sintese de novas proteinas que substituirdo aquelas
afetadas (BUKAU; HORWICH, 1998), e com isso auxiliam na tolerancia a temperaturas
elevadas. A CTmax de M. subnitida foi de 50,2°C, isto sugere que esta espéecie consegue
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suportar a temperatura ambiental maxima encontrada na Caatinga (méxima mensal, 39,2°C;
MAIA-SILVA, 2013), bem como a temperatura em areas de forrageamento desta espécie, que
pode chegar a 50°C nos horarios mais quentes do dia (TEIXEIRA-SOUZA, 2015).
Normalmente, esta abelha interrompe sua atividade forrageira durante o periodo mais quente
do dia (MAIA-SILVA, 2013; SILVA, 2015; LIMAO, 2015). Entretanto, nos experimentos
onde os individuos de M. subnitida foram treinadas a coletar xarope em uma fonte artificial
ofertado das 7h &s 16h, as abelhas ndo pararam o forrageamento e encontramos abelhas
forrageando em temperaturas superiores a 48 °C. Isso indica provavelmente que quando
existe a presenca de alimento rentavel elas tendem a ndo interromper o forrageio.

Ao analisar se @ M. subnitida controla a temperatura corporal durante o forrageamento
observamos que a temperatura toracica das forrageadoras foi mais alta que a temperatura do
ambiente em temperaturas ambientais abaixo de 41,6 °C (Figura 7). Isto indica que essa
abelha aquece ativamente o corpo nos horarios mais frios do dia para atingir a temperatura
torécica necessaria para 0 voo. Esse aumento ativo da temperatura corporal é conhecido em
diversas espécies de abelhas como, por exemplo, Bombus sp. que vibra os musculos toracicos
para elevar a temperatura corporal a 30°C para alcar voo em temperaturas ambientais perto de
0°C (KROGH; ZEUTHEN, 1941). Em temperaturas ambientais préximas a 20°C, Xylocopa
varipuncta aquece o corpo acima de 30 °C para poder voar (HEINRICH, 1993). Quando a
temperatura ambiental foi acima de 41°C, a temperatura corporal ficou abaixo da temperatura
ambiente. A temperatura corporal maxima registrada neste estudo (45,3°C) foi inferior a
CTmax encontrada (50,2°C), indicando que M. subnitida consegue resfriar o corpo para se
manter em conformidade com suas necessidades térmicas e continuar desempenhando suas
atividades fugindo de temperaturas proximas a temperatura critica. Esse controle da
temperatura corporal é importante para fugir do superaguecimento. Seja para aquecer quando
estd frio ou resfriar quando estd quente, o controle da temperatura do corpo é um aspecto
muito importante para o forrageamento, pois com esse controle a atividade externa vai ser
mais independente da temperatura ambiental, fazendo com consigam explorar melhor os
recursos, pois conseguirdo forragear dentro de uma vasta gama de temperaturas encontradas

no ambiente.

A manutencdo de temperaturas toracicas abaixo das temperaturas ambientais em M.
subnitida pode ocorrer pela transferéncia de calor do térax para o abdémen. Nossos resultados
sugerem uma transferéncia ativa de energia térmica do térax para o abdémen, pois a medida

que a temperatura ambiental aumentou a diferenca entre a Ttx e a Tabd diminuiu (Figura 8).
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Podemos sugerir com o resultado que existe uma compensacdo da temperatura do térax em
relacdo a temperatura do abdémen e que essa compensacdo ocorre atraves de mecanismos
fisioldgicos, pois no experimento com operarias mortas ndo houve relacdo nenhuma (Figura
8). Para abelhas sem ferrdo esse mecanismo de resfriamento pelo balanco da temperatura do
torax com a temperatura abdémen ainda ndo tinha sido averiguado, sendo bem descrito
principalmente para Bombus que no trabalho do Heinrich (1980) descreveu o processo de
transferéncia de calor do torax para o abddémen. Essa transferéncia ocorre quando a
temperatura do ambiente estd elevada e o fluxo da hemolinfa é acelerado, esse aumento da
velocidade do fluxo da hemolinfa transfere o excesso de temperatura do térax (local de maior
producdo de calor através dos musculos tordcicos) para o abdémen, impedindo que o tdrax
superagqueca (HEINRICH, 1980).

Ao analisar a influéncia da pelagem sobre a velocidade de aquecimento e resfriamento
de M. subnitida pudemos confirmar que a pelagem retarda o aquecimento corporal dos
individuos (Figura 10). O pelo funciona, provavelmente, como uma cobertura de protecdo que
aumenta a refletancia da radiacdo (SHI, et al., 2015) fazendo com que o aquecimento do térax
seja mais lento, ou seja, que demore mais tempo para o térax aquecer. Com a cobertura de
pelos, os individuos poderdo forragear em temperaturas mais elevadas (SHI, et al., 2015) ou
por um maior periodo de tempo, e com isso poderdo explorar melhor os recursos sem sofrer
tanto com o superaquecimento e 0s problemas oriundos deste aguecimento excessivo. Para o
resfriamento ndo houve diferenca entre 0s experimentos com e sem pelagem. Isto indica que a
pelagem pode ser uma importante caracteristica para as abelhas que vivem em ambientes com
temperaturas elevadas, pois auxilia no retardo do aquecimento e ndo é prejudicial ao

resfriamento.

O presente estudo mostra adaptacdes importantes de M. subnitida para o forrageamento
nas elevadas temperaturas encontradas na Caatinga. As abelhas toleram temperaturas
superiores as encontradas no ambiente e, adicionalmente, conseguem controlar a temperatura
corporal através de mecanismos ativos (transferéncia de calor do térax ao abddmen) e
passivos (pelagem). Com o aumento da temperatura prevista para a Caatinga (MARENGO,
2007) esta espécie vivera ainda mais proxima ao seu limite térmico ou nos extremos de suas
curvas de performance, ou até superando-0s. Com isso seus processos seriam prejudicados e
sua permanéncia neste ambiente seria dificultada podendo limitar sua ocorréncia a locais que
consigam tolerar. Resultados como estes ddo subsidios para entender como as abelhas lidaréo

com 0 aumento da temperatura 0 que vai ser importante para possiveis acdes voltadas para a
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conservacdo desta espécie como, por exemplo, a manutencdo da vegetacdo nativa que
conservaria o microclima local fazendo com que as abelhas possuam locais com temperatura

mais amena para forragear.
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