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I. INTRODUCAO

1.1 Aspectos Biologicos

As subfamilias Meliponinae, Apinae, Bombinae e Euglossinae pertencem a
familia Apidae, sendo que Bombinae é primitivamente eusocial, Apinae e Meliponinae
sdo altamente eusociais (MICHENER, 1974, 1990).

Os meliponineos distinguem-se por apresentarem colOnias grandes e perenes,
diferenciagdo extrema de castas, inabilidade da rainha para formar solitariamente o
ninho, arquitetura do ninho e sistemas de comunicagdo muito elaborados,
armazenamento de grandes quantidades de alimento e sistemas de termorregulagdo
altamente eficientes, caracteres estes compartilhados com os Apineos (SAKAGAMI,
1982).

Com relagio a morfologia, os meliponineos apresentam ferrdo vestigial; redugdo
da asa anterior, bem como da venagdo e posi¢do dorsal das glandulas de cera nas
operarias. Apresentam penicillum, estrutura formada por uma escova de cerdas rigidas,
localizada na margem apical externa da tibia posterior, sendo reduzida ou ausente nos
géneros Hypotrigona, Lestremelitta e Cleptotrigona. (SAKAGAMI, 1982).

Os meliponineos, de maneira geral, apresentam certas particularidades etoldgicas
durante o processo de postura, tais como aprovisionamento massal, onde o alimento é
depositado na célula, numa quantidade necessaria para desenvolvimento do individuo,
em seguida ocorre a postura da rainha e, posteriormente, a operculagao de tal célula. Na
maioria das espécies existem fortes interagdes entre a rainha e as operdrias - sinais
ritualizados de domindncia - importantes no desencadeamento do processo de
aprovisionamento e oviposi¢do das células de cria (ZUCCHI, 1993).

O género Scaplotrigona pertence a tribo Trigonini, compreende abelhas de porte
médio consideradas um dos exemplares mais robustos dos Meliponinae, possui alta
densidade populacional e sua distribuigdo geografica abrange as regides tropical e
subtropical, estendendo-se do México até o Rio Grande do Sul NOGUEIRA-NETO,
1970), ou de acordo com MICHENER (1990), do México até a Argentina. Ha registros
de ninhos em arvores vivas, sendo freqiiente a ocorréncia de mais de um ninho da
mesma espécie, bem como, 0 consércio com outras espécies congéneres € com outras
espécies de meliponineos, entre elas, Trigona, Ptilotrigona e Lestremelitta em uma
mesma arvore (CAMARGO, 1994).

Scaptotrigona depilis (MOURE,1942) sdo abelhas de tegumento negro,
consideradas muito agressivas conhecidas popularmente como “mandaguari”. Vivem
geralmente dentro de ocos de arvores NOGUEIRA-NETO, 1970).



1.1.1 Componentes do Ninho e Arquitetura

Em geral, nos ninhos dos meliponineos o principal componente é o cerume. Este
é composto de uma mistura de cera com propolis. A cera € secretada pelos individuos
relativamente jovens através das glandulas existentes na regido dorsal do abdomen,
entre os segmentos enquanto que, a propolis € a resina vegetal proveniente das arvores e
arbustos danificados ou perfurados por larvas de outros insetos. Em Scapfotrigona spp,
este material moderadamente viscoso € coletado pelas abelhas forrageadoras e
armazenado nos potes de alimento. Outro componente rico em propolis, € o batume
(massa de cerume preparada pelas abelhas), que reveste o ninho (NOGUEIRA-NETO,
1997).

O tunel de entrada do ninho € feito de cerume e divide-se em interno e externo.
O tubo externo do ninho de Scaptotrigona spp € caracterizado por apresentar um funil
de cerume escuro com forma de trombeta, permanecendo aberto durante a noite, sendo
que nas horas de atividade é "guardado" por um conjunto de operarias, o tunel de
ingresso (interno) desemboca proximo ao favo, onde localizam-se -as células de cria,
feitas de cerume (NOGUEIRA-NETO, 1997).

Os ninhos dos meliponineos sdo construidos em locais fechados e protegidos.
Podem ocupar cavidades pré-existentes de arvores, ou entdo, ninhos abandonados de
formigas e cupins, ou ser subterraneos (SAKAGAMI, 1982).

Coldnias bem desenvolvidas mostram estratos de favos horizontais, concéntricos,
do tipo completo e as células reais sdo maiores em relagdo as demais, localizando-se na
periferia do favo (GIANNINI, 1993) (Figura 1).

Existe uma notavel capacidade de termorregulagdo devido a estrutura do ninho
(SAKAGAMI, 1982). A regido onde é mantida a cria é envolta por varias camadas de
invélucro, o que garante seu isolamento e a manutengdo de uma temperatura mais
elevada (ENGELS ef al., 1995).

Na periferia do favo localizam-se os potes de alimento. Geralmente sdo ovais,
agrupados irregularmente e acumulam pélen e mel.

Também observam-se no ninho, pilares de cerume, servindo como 'andaimes'
para ligar e fixar principalmente os favos de cria e potes de alimento. Além disso, ha
depodsitos de detritos onde é acumulado lixo, sendo estes, depdsitos provisorios,
enquanto que o escutelo é uma massa de material de refugo (restos de casulo, abelhas
mortas, dejetos e detritos), que se caracteriza por ser permanente e localizar-se na parte
inferior do ninho NOGUEIRA-NETO, 1997).



FIGURA 1: Vista do favo de cria de Scaprotrigona aff. depilis.

1.1.2 Breve Comentario Sobre a Diferenciacdo de Castas

As coldnias consistem geralmente de uma rainha e um amplo nuimero de
operarias e machos, com uma clara divisdo de trabalho entre as castas; as fémeas sdo
diploides enquanto que os machos, haploides NOGUEIRA-NETO, 1997).

De acordo com os experimentos de DARCHEN & DELAGE (!970) realizados
com Trigona spp, a determinagdo das castas esta baseada na quantidade e ndo na
qualidade do alimento larval. As operarias que recebem alimento adicional das células
de outras operarias tornam-se rainhas em potencial, reconhecidas por varias
caracteristicas entre elas, a falta de corbicula, sendo que esta determinagdo ocorre ao
final do estagio larval.

As rainhas s3o responsaveis pela postura de ovos férteis que dardo origem a
todas as outras castas. Apos o acasalamento, a rainha apresenta abdomen bastante
desenvolvido e por isso, sdo chamadas de fisogastricas (NOGUEIRA-NETO, 1997). As
operarias sdo responsaveis pela manuten¢do do ninho. Nas abelhas meliferas, as
atividades desempenhadas pelas operarias modificam-se de acordo com a idade e
também com as necessidades da coldnia, sendo a plasticidade, a principal caracteristica
na divisdo de trabalho (ROBINSON, 1992). Esta plasticidade esta ligada ao fato de as
abelhas ndo apresentarem um padrdo de divisdo de trabalho rigido, ja que podem
desempenhar outras fungdes, depedendo das necessidades da colonia naquele momento.

Em Nannotrigona (Scaplotrigona) postica, os trabalhos executados pelas
operarias foram subdivididos em seis grupos de atividades: a) trabalho com cera



(construgdo de lamélas, involucros, potes de pdlen e mel, vedagdo de frestas e raspagem
de cera das células de cria); b) trabalho com a cria (construgdo, aprovisionamento e
operculagdo das células, inser¢do nas células durante o aprovisionamento, postura e
corte a rainha); c) lixeiras; d) receptoras de néctar (trabalhos com resina e desidratagdo);
e) guarda e f) campeira. Desde o nascimento até 35° dia, a operaria esta envolvida em
trabalhos com cera. As tarefas com a cria sdo realizadas entre o 16° e o 20° dia de vida,
sendo que estas abelhas nunca abandonam a colonia, nem sequer se aproximam da
passagem para o exterior. A desidratagdo e a recepgdo do néctar, bem como as
atividades com resina comegam no 21° dia, atingindo seu pico no 36° e terminando no
45° dia. Finalmente, os trabalhos de campo iniciam no 26°, com pico no 41° dia. A taxa
de longevidade das operarias é de 39,5 + 9,8 dias; além disso, foi também observada,
uma plasticidade comportamental em trés colonias normais desta espécie (SIMOES &
BEGO, 1979). A postura de 6vulos pelas operarias € um fenomeno amplamente
difundido entre meloponineos. Em S. aff. depilis, as operarias podem fazer postura de
dois tipos de 6vulos, um arredondado na margem interna superior da célula, que sdo
freqiientemente ingeridos pela rainha, comportamento considerado extremamente
especializado (BEGO, 1977); e a outra forma de 6vulo (alongada) é depositada apés a
postura da rainha, e a célula pode ser operculada com dois ou mais 6vulos, podendo
originar os machos. Neste caso vinga apenas o 6vulo funcional (hapléide), ja que se
desenvolve primeiro e acaba alimentando-se dos demais.Ao contrario de muitas
espécies, as operarias de Scaptotrigona postica sdo responsaveis por 95% da produgdo
de machos (BEIG, 1972).

Os machos sdo individuos haploéides, uma pequena minoria € diploide, estéril ou
semi-estéril, ndo existindo diferengas morfologicas entre um e outro. Podem ser
produzidos pela rainha ou partenogeneticamente pelas operarias. Sdo responsaveis pela
reprodugdo, acasalando-se com a rainha. Ao contrario de Apis, os machos retiram seu
alimento das flores, podem executar trabalhos com cerume e desidratam néctar, além de
produzirem cera (IMPERATRIZ-FONSECA, 1976; NOGUEIRA-NETO, 1997).

A formagdo de agregados de machos nas vizinhangas da colénia (Figura 2) é
caracteristico de Meliponinae, sendo descrito para varias espécies. Os agregados reinem
centenas de individuos voando ou em repouso (NOGUEIRA-FERREIRA, 1998). De
acordo com ROUBIK (1990), os machos mantém uma relagdo mutua, recrutando outros
machos através de liberagdo de feromonios.



FIGURA 2 Agregados de machos de Scaptotrigona aff. depilis em frente a colonia.
1.1.3 Forrageamento e Comunicacao

A fonte alimentar das abelhas é o néctar (fonte de energia) e o pdlen (fonte
protéica). As abelhas convertem o néctar para estocarem na forma de mel, através de um
processo de inversdo do aglcar e parcial desidradatagdo. O nimero de flores que as
abelhas visitam para coletar néctar ou polen varia de acordo com o tipo de flor, hora do
dia, umidade, e outros fatores que influenciam na concentragdo e no volume de néctar.
A duragio das viagens em qualquer espécie de abelha varia de poucos minutos a horas
(MICHENER, 1974).

A mesma espécie, tanto em apineos como em meliponineos pode coletar polen
de uma ampla variedade de flores, porém, mostram preferéncia por determinados tipos
(BEGO., 1989; MANNING, 1957). A gama de flores visitadas varia de uma espécie a
outra e o fator de atragdo da flor também, podendo ser forma ou odor, por exemplo
(MANNING, 1957). De acordo com as caracteristicas da planta, a abelha pode mudar
seu comportamento de forrageamento, tal como acontece com Bombus (MANNING,
1956).

Além das flores, outros fatores ambientais podem influenciar o forrageamento.
Segundo RIBBANDS (1953 citado em MICHENER, 1974) os possiveis fatores
relacionados a este comportamento sdo: temperatura, intensidade luminosa, vento,
chuva, umidade relativa hora, tamanho da coldnia, facilidade na obtencdo de alimento,
tipo de alimento, concentragdo de agicar no néctar e abundancia de néctar. O
reconhecimento das areas é garantido pela memdria temporal e orientagdo compensada
pelo tempo (ver o item Aspectos Cronobioldgicos), que promove o retorno das abelhas a
fonte alimentar na mesma hora do dia.



Nas espécies de Scaplotrigona, ap6és poucos vdos, a forrageadora marca a
vizinhanga e para a curtas distancias do ninho, deixando uma série de marcas de cheiro
no chio ou na vegetagio (KERR & ESCH, 1965), provenientes da secrecdo da glandula
mandibular, usadas para marcar as trilhas. Tais trilhas sdo formadas somente se a fonte
de alimento estiver a uma certa distdincia do ninho e sdo polarizadas pois, as
concentra¢des de secregdo sdo maiores nas proximidades do alimento (KERR et. al.,
1963).

LINDAUER & KERR (1960) observaram que uma operaria de 7. postica, apos
12 viagens até uma fonte de solugdo agucarada a 50m da col6nia, marcou a rota e depois
de alcangar um ponto a poucos metros da colonia, foi seguida por outras abelhas.

CRUZ LANDIM & FERREIRA (1968) postularam que em 7. postica, as
abelhas que ficam na entrada do ninho usualmente sdo recrutadas pela forrageadora
marcadora de trilha, e que estas abelhas da entrada do ninho, seriam forrageadoras
velhas que perderam a capacidade de marcar rotas. Ha evidéncias de que além das
marcas de cheiro, é necessaria uma abelha guia para levar as novas forrageadoras até
fonte alimentar (MICHENER, 1974).

Os feromoénios de cheiro que, na verdade, sdo feromonios de alarme em baixas
concentragdes, quando liberados longe do ninho, produzem uma resposta inteiramente
diferente daquela de alerta, produzida por uma alta concentragdo dentro do ninho. Na
composigdo desta substincia em duas espécies de Scaptotrigona existem dois
componentes (2-heptanona e 2-nonanona) que em altas concentra¢des, estimulam a
reagdo de ataque.

1.2 Aspectos Cronobiologicos

Na organizagdo do sistema solar, a Terra € submetida a varias interagoes
envolvendo for¢as de atragdo entre diferentes corpos celestes, ocasionando fendmenos
repetitivos como dia/noite, estagdes do ano, fases da lua e oscilagGes das marés. Neste
contexto, a antecipagdo de uma mudanga ambiental que ocorreria inevitavelmente,
prescindindo de sinais externos para iniciar o processo de ajuste interno as condigGes
ambientais que mudariam em seguida, seria fundamental para a sobrevivéncia do
organismo (MENNA-BARRETO, 1997).

A idéia do tempo como fator determinante na adaptagdo das espécies, implica
num sistema de organizagdo temporal mediado por um relégio biologico. Este é o
gerador enddgeno da expressdo ritmica que se expressa, mesmo em condig3es
ambientais constantes (ASCHOFF, 1960).

Ritmos sdo evidentes na maioria dos seres vivos: plantas mostrando épocas de
floragdo alternadas com fases vegetativas, ciclos de atividade e repouso nos animais,



batimentos cardiacos e muitos outros. Quando se observa os diversos ambientes da
Terra, pode-se igualmente detectar suas caracteristicas ciclicas, muito bem definidas,
tanto no meio bidtico, como no abidtico. Assim, se o ambiente oscila, uma espécie para
se adaptar a ele precisa oscilar também e a adaptagdo temporal consiste na
harmonizagdo entre a ritmicidade biologica e os ciclos ambientais. Esta harmonizagdo
promove a sincroniza¢do (denominada ‘arrastamento’ por PITTENDRIGH, 1960), de
processos fisioldgicos e comportamentais com os ciclos ambientais, bidticos e abidticos,
na fase mais apropriada para a sua expressdo. E através da vinculagdo das fases do ritmo
atividade/repouso as fases do ciclo ambiental de claro/escuro, por exemplo, que se
reconhecem espécies diurnas, noturnas e crepusculares.

A geragdo enddgena da expressdo ritmica caracteriza-se por ser um processo que
varia periodicamente no tempo, ou seja, a manifestagdo de um fenémeno que se repete
com 0 mesmo periodb, sendo este, o intervalo de tempo em que um ciclo se completa.
Os valores de uma variavel ritmica aumentam e diminuem numa escala definida, cujos
valores determinam a amplitude da oscilagdo (Figura 3). Cada um dos instantes de um
ritmo define uma fase, que é designada pela letra grega ¢ (fi). Os valores de uma
variavel passam pelo mesmo nivel duas vezes no mesmo ciclo: uma vez aumentando e
outra, diminuindo. Além da fase significar cada um dos momentos de um ritmo, em
Cronobiologia, € comum utilizar-se deste termo para exprimir os estados de um
processo ou de um ciclo ambiental. Pode-se falar em “fase de repouso” e “de atividade”,
“fase de claro” ou fotofase e “de escuro” ou escotofase (MARQUES et al., 1997).

Apesar de sua relagdo com os ciclos ambientais, os ritmos biologicos
independem deles para a sua geragdo. A ritmicidade enddgena expressa-se mesmo em
condigdes ambientais constantes (ASCHOFF,1960). Esta oscilagdo auto-sustentada
enddgena possui um periodo aproximado de 24 horas, razdo pela qual € conhecido
como ‘circadiano’ (HALBERG, 1959 citado em AFECHE, 1988).
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FIGURA 3. Representagdo de um evento ritmico hipotético com a curva ajustada
mostrando os diferentes parametros (adaptado de AFECHE, 1988).

O ritmo em livre curso (Figura 4) é a expressdo do relogio quando o organismo
encontra-se em condigdes ambientais constantes. O periodo do ritmo em livre curso
designado pela letra grega 1 (tau) depende da espécie, do individuo e do seu estado
fisioldgico, das condigBes ambientais e da historia ambiental (condi¢Ges ambientais a
que o individuo tenha sido previamente exposto). O ritmo endogeno tem seu periodo e
fase ajustados aos ciclos ambientais através do processo de arrastamento (ASCHOFF,
1981). Este ocorre pelo estabelecimento de uma relagdo de fase entre o reldgio
endogeno e o sincronizador (ciclos ambientais como o claro/escuro, quente/frio,
umido/seco, além dos ciclos sociais) (Figura 3). O sincronizador € chamado de
'Zeitgeber', que significa doador de tempo, neologismo alemao criado por ASCHOFF
(1960). O mecanismo através do qual o reldgio bioldgico € sincronizado pelo ciclo
ambiental baseia-se na propriedade da fase do ritmo em livre curso poder ser deslocada
por breves pulsos de luz ou de temperatura (PITTENDRIGH, 1981).

O processo de arrastamento depende do deslocamento de fases, no entanto, até o
arrastamento completar-se ocorrem “transientes” (PITTENDRIGH et al., 1958) (Figura
4). Entende-se por transientes, ciclo ou conjunto de ciclos com periodo instavel devido a
um deslocamento de fase (MARQUES ef al., 1997). Por outro lado, a transferéncia de
um organismo da condigdo de arrastamento para a de livre curso pode ndo trazer a



imediata expressdo do ritmo enddgeno. Isto porque o oscilador tende a preservar seu
estado atual, devido a caracteristicas inerciais. Este estado é conhecido como “pds-
efeito” (PITTENDRIGH, 1960; PITTENDRIGH & DAAN, 1976).

1.2.1 Ritmos em Insetos

Os insetos tém servido de modelo para a pesquisa em Cronobiologia desde longa
data. Entre os himendpteros, Apis mellifera é sem davida, a espécie mais estudada.
MOORE & RANKIN (1985) demonstraram o carater endégeno do ritmo locomotor de
A. m. ligustica. Como acontece na maior parte dos outros grupos vegetais e animais, 0s
ritmos bioldgicos das abelhas podem ser sincronizados por mais de um “zeitgeber”,
inclusive, pelo ciclo de temperatura (MOORE & RANKIN, 1993). Mesmo quando o
ciclo de temperatura ndo tem amplitude suficiente para sincronizar o ritmo de atividade
de A. mellifera, ainda assim verifica-se uma modificagdo do padrdo de arrastamento do
ritmo sincronizado pelo claro/escuro, evidenciando o ciclo de temperatura como um
‘zeitgeber’ secundario ou como modulador do ritmo (MOORE & RANKIN, 1993).
Estes dados vem de encontro as observagoes de CECCATO (1970) em que as operarias
de Melipona rufiventris flavolineata sdo mais ativas na estagdo quente em relagdo a
quase todas as tarefas realizadas. Além disso, a longevidade dessas abelhas é maior
durante o verdao quando comparada a estagdo fria Estes resultados sugerem que ambos
os ciclos atuem sinergicamente sobre o sistema circadiano. Além destes, sabe-se que a
disponibilidade de alimento também pode agir como 'zeitgeber' (SAUNDERS, 1982).

As abelhas meliferas visitam a fonte de alimento na mesma hora, todos os dias.
No comego do século, FOREL (1910 citado em SAUNDERS, 1982) propds que as
abelhas teriam uma memoria temporal, por ele denominada 'zeitgeddchtnis'. Em 1929,
BELING (citado em SAUNDERS, 1982) féz um treinamento com as abelhas, para que
estas se alimentassem numa fonte artificial. No periodo de teste, a fonte alimentar foi
retirada e, mesmo assim, as abelhas visitantes foram observadas no local do alimento.
Nesta mesma época, WAHL (1932 citado em SAUNDERS, 1982) conduziu um
experimento no interior de uma mina de sal a 180 metros abaixo da superficie terrestre
afim de eliminar pistas da radiagdo cosmica. Durante os testes, as abelhas retornaram
pontualmente a fonte alimentar, indicando a expressdo de um mecanismo ritmico
endégeno. A partir destes, outros experimentos foram realizados e chegou-se a
conclusdo de que a memoria temporal das abelhas € um ritmo circadiano endégeno, que
possui propriedades comuns a todos os sistemas circadianos. Acrescentando ainda as
propriedades de um ritmo circadiano, FRISCH & ASCHOFF (1987) demostraram as
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caracteristicas endogenas da memodria temporal e os parametros da sincronizagdo do
ritmo de atividade pela oferta de alimento.

Tempo (dias)

Transientes

= == CE

Tempo (horas)

FIGURA 4. Actograma de uma barata Leucophaea maderae registrado em roda de
atividade. Neste caso, os dados foram duplicados e dispostos de modo a
permitir uma escala de 48 horas. O registro comeg¢a com o animal
arrastado ao ciclo CE ilustrado pela barra superior (1). No décimo quarto
dia, o ciclo CE é descontinuado e o animal entra em livre curso em EE,
com periodo com cerca de 23,5 horas. No quadragésimo primeiro dia, o
animal € exposto ao segundo ciclo CE (2). Apos varios ciclos transientes,
o ritmo € arrastado pelo ciclo CE (adaptado de PAGE, 1985)

Entre os fatores bidticos, a influéncia do componente social constitui-se em
importante 'zeitgeber'. Esta demostragdo foi feita, entre outras espécies, em A. mellifera.
Dois grupos apresentaram ritmos metabdlicos sincronizados por ciclos fotoperiddicos
(claro/escuro - CE) diferentes, respectivamente (CE) 14:10h e (CE) 10:14h. A
sincronizagéo do ritmo metabodlico dos dois grupos aconteceu em fases opostas. Quando
foi permitido contato entre os dois grupos, houve inicialmente uma manutengdo de
freqiiéncias e amplitudes de ambos. Apés um deslocamento de fase de 6h, os picos
passaram a ocorrer entre aqueles dos "grupos puros", indicando uma sincronizag¢do do
ritmo metabélico pelo grupo. Os autores SOUTHWICK & MORITZ (1987) atribuiram
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ao contato fisico, assim como as interagdes relacionadas a trofalaxis entre as operarias,
as propriedades sincronizadas ao ciclo social. De acordo com FRISCH & KOENIGER
(1994), os periodos de atividade e repouso no interior da colénia resultam de uma
sincroniza¢do mutua (social) do ritmo individual das abelhas. As castas desempenham
uma fung¢do importante neste processo de sincronizagdo. No experimento feito por
MORITZ & SAKOFSKI (1991), a introdugdo de uma unica operaria ndo causou efeito
no ritmo das demais operarias do grupo, enquanto que a introdugdo de uma rainha
causou variagdo de fase no ritmo em livre curso das operarias.

1.2.2 Compensacao da Temperatura

Uma das caracteristicas da ritmicidade circadiana é ter seu periodo compensado
pela temperatura (HASTINGS et al., 1991), uma propriedade que diferencia dos demais
processos bioldgicos e das reagdes bioquimicas, que sdo, em geral, acelerados com a
elevagédo de temperatura e retardados com o abaixamento. Variagdes de 10°C, provocam
aumento ou diminuigdo da velocidade desses processos, segundo um fator de 2 ou 3. O
Qo € a taxa de variag@o de um fendomeno, quando a temperatura varia de 10°C; o valor
1,0 representa auséncia de variagdo. Esperava-se entdo, que os ritmos bioldgicos
apresentassem reagdo semelhante. Porém, os ritmos enddégenos mostram mudangas
sutis, quando submetidos a mudangas de temperatura, desde que estas estejam na faixa
permissiva para a espécie. Varios experimentos, de plantas a vertebrados, demonstram
um Q,, de diversos ritmos proximos a 1,0, quando. Entre eles, o ritmo de
bioluminescéncia da alga unicelular Gonyaulax polyedra (ritmo de bioluminescéncia),
que apresenta um periodo (1) de 25,3h a 22°C e posteriormente, um (t) de 25,5h quando
a temperatura aumenta para 32°C (HASTINGS & SWEENEY, 1957); o ritmo de
deposigdo de lamelas da cuticula do gafanhoto Schistocerca gregaria apresenta um (t)
de 25,3h a 26°C, e a 36°C, o periodo é de 25,9h (NEVILLE, 1965 citado em
MARQUES et al., 1997).

A variagdo da tempertura altera a amplitude do processo que € sensivel a ela,
porém, o reldgio pode continuar a oscilar sem sofrer influéncia da variagdo térmica.
Nestes casos, quando a temperatura retorna ao nivel inicial, o processo normaliza-se
sem variagdo de fase ou periodo (BUNNING, 1967).

O ciclo de temperatura é um 'zeitgeber' importante para os organismos de
maneira geral. Pulsos de temperatura podem arrastar ou deslocar a fase do ritmo
arrastado (MARQUES et al., 1997). De qualquer maneira, os ciclos de temperatura sdo
freqiientemente menos efetivos que os ciclos claro/escuro (BUNNING, 1967). Segundo
PAGE (1985), a barata quando submetida a um padrdo ambiental em que a temperatura
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ambiente é aumentada subitamente de 15° para 25°C sem passar por valores
intermediarios, o inicio da atividade mostra uma antecipagdo e ocorre 5h antes da fase
fria do ciclo.

Apesar dos mecanismos bioquimicos relacionados a compensagdo de
temperatura, ainda ndo estarem completamente compreendidos, o fato é que por causa
desta propriedade os organismos mantém-se sincronizados com seu meio ambiente,
independentemente da variagdo circadiana e circanual da temperatura (MARQUES et
al., 1997).

1.2.3 Mascaramento

O arrastamento implica no envolvimento do oscilador biologico que tem sua fase
ajustada por um ciclo ambiental. Fatores ambientais podem ter uma agdo direta sobre o
ritmo expresso, modificando-o, sem que haja envolvimento do relogio bioldgico,
fenomeno que ASCHOFF (1960) chamou de 'mascaramento’ (condi¢des experimentais
que poderiam ocultar as caracteristicas e propriedades do relogio biologico), sendo
freqiientemente considerado como grande empecilho para determinar o modo de agdo e
a expressdo do sistema temporizador endégeno. Porém, a possibilidade do organismo
responder a um sinal ambiental instantaneamente, mas nédo antes dele, proporciona uma
flexibilidade que ndo lhe é permitida nos mecanismos rigidos do arrastamento e da ao
mascaramento um papel importante na adaptagdo temporal, como agente da plasticidade
(MARQUES et al., 1997).

De acordo com (RIETVELD et al.,, 1993), tanto o arrastamento como O
mascaramento podem alterar a expressdo dos ritmos circadianos, da seguinte forma:

a) o ritmo circadiano pode ser mascarado por um sinal ambiental, ao qual o
organismo seja sensivel, independentemente do arrastamento ser produzido por este
sinal.

b) o sinal do mascaramento que afeta diretamente o ritmo de atividade ndo
trabalha via oscilador mas, pode alcanga-lo, simultaneamente.

c) o tempo de resposta ao mascaramento é o mesmo da duragdo do sinal
(resposta tonica); o efeito do mascaramento néo leva a antecipagao, através do seu sinal.

A existéncia de relogios circadianos na maioria das espécies, permite a
antecipagdo de mudangas do seu ambiente. A possibilidade de se estar preparado tanto
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fisiologicamente como comportamentalmente para efetuar uma certa atividade, confere
ao organismo a propriedade de estar continuamente ajustado a mudangas ciclicas do
ambiente, além de temporalmente adaptado. Ao mesmo tempo, as respostas ao
mascaramento sdo ferramentas importantes para ajustar o organismo ao ambiente, sendo
consideradas uma via para alcangar a adaptagdo temporal (MARQUES &
WATERHOUSE, 1994).

Um exemplo é o efeito da temperatura na atividade das forrageadoras.
GIMENES e al. (1996) sugerem que o ciclo de temperatura, além de ser um 'zeitgeber'
secundario, esteja sincronizando as visitas das abelhas T. anthracina (citada como T.
ventralis) e Rophitulus sp (citada como Heterosarellus sp, MELO informagdo pessoal)
as flores, age também como agente mascarador, ja que as abelhas evitam a saida para o
campo nas horas mais quentes do dia.

D'ALBORE (1988) estudando a atividade da forrageadora de Bombus spp num
gradiente de altitude, observou que ndo existe supressdo da atividade nas horas mais
quentes do dia em altitudes mais elevadas, enquanto que nas baixas altitudes, os
resultados apresentam um padrdo bimodal desta atividade; sugerindo que a temperatura
impde um efeito mascarador na atividade destas abelhas, a partir de um determinado

limiar.

II. OBJETIVOS

Dadas as caracteristicas e as diferentes fungdes desempenhadas por cada casta, S. aff.
depilis constitui-se em um sistema biolégico bastante interessante para um estudo
cronobiolégico. Sendo uma espécie eussocial, € possivel estudar muitos individuos com
uma variagio inter-individual muito pequena ou quase nula, o que é importante, uma
vez que a observagdo do individuo é de central interesse para caracterizar um padrdo
ritmico determinado. Ainda, o fato das operarias que cuidam da cria nunca deixarem o
ninho e, as forrageadoras realizarem muitas visitas diarias ao campo representa a
possibilidade de estudo da interagdo de diversas freqiiéncias ritmicas. Além disso, a
espécie aparentemente é um sistema interessante para o estudo de individuos de uma
mesma colonia sincronizados por 'zeitgebers' diferentes. Assim sendo, este trabalho
propde o estudo de um dos componentes ritmicos de S. aff. depilis, qual seja o ritmo de
atividade, estimado pelo numero de saidas e entradas de forrageadoras da col6nia. A
caracterizagdo do ritmo deve compreender a detecgdo de uma expressdo em condigdes
ambientais constantes e a identificagdo do(s) 'zeitgeber(s)' que o sincronizam.
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III. MATERIAL E METODOS

3.1. Experimento I

Foram utilizadas duas colonias de Scaptotrigona aff. depilis Moure (1942)
mantidas em caixas de madeira 30x27x15cm, com trés orificios de aproximadamente
1,0cm de didmetro, sendo que dois deles eram utilizados para a instalagdo dos
alimentadores e 0 outro comunicava-se com 0 meio externo. A caixa foi vedada com

uma tampa de vidro (Figura 5).
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FIGURA 5. Esquema da colméia de observagio (adaptada de SAKAGAMI, 1966).

O alimento foi oferecido ad libitum. Foram oferecidos dois tipos de alimento: a)
xarope (solugdo de glicose cristalizada 60%) e b) polen coletado por Apis sp
desidratado, misturado com xarope. O polen foi oferecido num tubo de polietileno
vedado na extremidade oposta aquela de contato com a colonia, com fita adesiva. Este
tubo era de aproximadamente 1,0cm de didmetro e 10cm de comprimento.

O xarope foi oferecido num tubo de vidro com capacidade para 30ml, vedado
com tampa de borracha. ‘

As coldnias foram mantidas no interior de estufas, no laboratorio a temperatura
constante de 28°C, umidade relativa 65%, em escuro constante. A iluminagdo do
laboratorio foi feita com ldmpada fluorescente revestida com filtro vermelho:
Letravision™ LV 207, PAF-1 Letraset™ esselte, mais trés camadas de papel celofane
vermelho. O filtro também foi aderido as tampas de vidro das coldnias, alimentadores,
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bem como, aos tubos de acesso das abelhas ao meio externo. Este acesso das abelhas ao
meio externo foi feito através de um tubo de polietileno de aproximadamente 25cm que
atravessava a parede do laboratorio.

O uso deste filtro manteve o ambiente interno do laboratério e das colonias, sob
luz vermelha (cerca de 680nm), condigdo de escuro para as abelhas, uma vez que elas
ndo enxergam nesta faixa do espectro.

No meio externo, a coldnia controle A foi submetida a condi¢do de claro-escuro
ambiental, enquanto que a coldnia experimental B, a condi¢do de claro constante.

A extremidade externa do tubo de acesso da colonia A foi vedada com organza
para evitar a saida das abelhas, porém, sem impedir a percep¢do do claro-escuro
ambiental.

A colonia B teve a extremidade externa de seu tubo vedada da mesma forma que
a coldnia A, porém o tubo foi conectado a uma gaiola de madeira de 110x70x80cm,
revestida com tela de nylon (malha fina) e coberta com plastico lona preto, isolando
completamente 0 meio interno da luz ambiental. No interior da gaiola foi colocada uma
lampada incandescente de 100W, o que proporcionou uma intensidade luminosa de
2000lux, garantindo as condig¢des de claro constante.

3.1.1 Coleta de Dados

A coleta de dados foi feita através de filmagens das abelhas no tubo de saida, a
cada 3 horas durante 3 minutos. Para tanto, foi utilizada uma filmadora PANASONIC
S-MS Movie, NV —M9000 PN. '

Na gaiola da colonia B havia um orificio lateral que permitia o encaixe da lente
da filmadora, sendo que apds o registro, o orificio era devidamente vedado.

Para garantir maior nitidez nas imagens do tubo da colonia A, no momento das
filmagens foi utilizada uma luminaria com lampada fluorescente revestida com filtro
vermelho.

O experimento teve inicio no dia 18/01/98 as 19:00 horas e terminou no dia
21/01/98 as 19:00 horas.

Posteriormente, as imagens foram analisadas e procedeu-se a estimativa
aproximada do nimero de abelhas que se localizavam nos tubos, em cada um dos
registros. Os dados obtidos foram registrados com os respectivos horarios em que
foram feitas as observagdes. Em alguns horarios havia uma grande concentragdo de
abelhas no tubo, mais especificamente da colonia controle A, o que dificultou a
contagem. Neste caso, o numero de abelhas registrado naquele momento, foi estimado
com base no numero de individuos que aquela area do tubo pudesse conter.
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3.1.2 Desenvolvimento de um sistema de tomada de dados -
Descricao e Comentarios

Antes de iniciar o registro das saidas e entradas das abelhas (Experimento II), os
tubos que conectavam as coldnias com o meio ambiente sofreram vérias modificagdes.

A primeira versdo do tubo era em forma de Y e foi utilizada pela primeira vez
em julho de 97. Os tubos foram conectados as colonias na regido anterior a bifurcagdo.
Uma das bifurcagdes era a via de entrada e a outra, a de saida para o meio ambiente.

Em cada bifurcac¢do havia um sensor (célula fotoelétrica) para captar a passagem
de cada abelha. Neste local havia um estrangulamento do tubo, de forma que permitisse
a passagem de apenas uma abelha.

No local do estrangulamento, foi instalada uma portinhola de acetato fixa apenas
na regido superior. Dessa forma, as abelhas poderiam empurra-la e atravessar o tubo
normalmente. A portinhola abria no sentido do fluxo das abelhas.

Apds dois dias, as abelhas de uma das colonias vedou a saida com cerume,
inclusive, fixaram a portinhola de modo que ela permanecia aberta, o que favoreceu a
entrada e a saida pela mesma via. Foi observado também, que a maior dificuldade das
abelhas era encontrar a entrada para o interior da colonia.

Uma tentativa para solucionar o problema, foi reduzir o comprimento do tubo
em cerca de 7,5cm. Na manha seguinte, foi observado novamente o depdsito de cerume
e nenhuma movimentag¢ao no interior do tubo.

A outra modificagdo foi revestir uma parte do tubo (entrada) com plastico lona
preto, sendo que desta forma, as abelhas reconheceriam o tubo como parte do ninho
(MATEUS, informag3o. pessoal). Foi observada uma grande movimentagio na entrada
porém, ainda havia obstrugdo de uma das vias do tubo por cerume.

Procedeu-se entdo, uma nova modificagdo no tubo que resultou na diminuigao
do angulo que separava as vias de entrada e saida, ja que na natureza ndo existem duas
vias de acesso ao ninho (BEGO, informagdo pessoal). Além disso, o que era entrada
tornou-se saida e vice-versa.

Um outro obstaculo para as abelhas era a portinhola. Foi necessaria uma
perturbag@o no tubo para que as abelhas saissem para o ambiente. Mesmo assim, havia
muita dificuldade no fluxo de entrada e saida.

A seguir, o tubo foi colocado em uma outra colonia, que apresentava uma
populagdo maior e conseqiientemente, um fluxo maior de individuos que atravessavam

o tubo. Foi observado que uma ligeira inclinagdo do tubo para baixo, permitia maior
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movimentagdo da portinhola, facilitando o reconhecimento das abelhas para sair para o
meio.

Outra medida importante, foi colocar um pedago do cano de polietileno que
estava acoplado anteriormente a colonia, ao tubo na via de entrada pois, este cano
contém um funil de cerume construido pelas proprias abelhas, de forma que este
procedimento contribuiu para o reconhecimento da via de entrada pelas operarias.

Posteriormente, os tubos foram retirados para os ultimos reparos e limpeza do
excesso de cerume depositado. No entanto, decidiu-se construir um novo tubo, onde
entrada e saida apresentassem a mesma diregdo, ou seja, estas duas vias de acesso
foram separadas no interior do tubo apenas por uma parede. Além disso, o tubo foi
confeccionado em acrilico e foi acoplado um cano de polietileno, com um circulo de
papel cartdo-amarelo, com didmetro de 1lcm, com o objetivo de facilitar o
reconhecimento da via de entrada, pelas abelhas. O tubo de acrilico foi instalado e
durante dois dias, as abelhas saiam e entravam pelas vias corretas. Depois deste tempo,
houve deposi¢ao de cerume, obstruindo uma das vias de acesso.

O tubo foi entdo, retirado e limpo. Posteriormente, foi revestido com plastico
lona preto, permanecendo assim por cinco dias (Figura 6). Uma parte do plastico preto
foi rebatida, na altura da portinhola, onde aconteceu a obstrugdo anterior e ndo havia
nenhum depdsito de cerume, obstruindo a via de acesso.

FIGURA 6. Tubo de acrilico da coldnia controle revestido com plastico preto.
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As abelhas comegaram a construir um funil de cerume na saida. Apés cerca de
dez dias, as abelhas construiram o funil nas duas vias de acesso (entrada e saida), de
forma que a portinhola da saida ficou presa e entreaberta, permitindo assim, a entrada e
a saida pela mesma via (Figura 7). O plastico preto foi retirado do tubo e observou-se a
mesma situagdo na portinhola da entrada, no interior do tubo.

FIGURA 7. Vista da entrada do tubo de acrilico da colonia controle, detalhe do funil
de cerume depositado no cano de polietileno.

Novamente o tubo foi retirado e limpo. Cerca de dois dias depois, a mesma
situagdo foi observada, e o tubo foi limpo e recolocado. Trés dias depois, foi observado
um esbog¢o de um funil, na saida. A construgdo deste funil é rapida, mais ou menos um
dia.

Toda vez que a portinhola estava emperrada, a portinhola do interior do tubo,
também estava obstruida.

Devido a estes problemas o tubo de acrilico foi ainda mais modificado. A via de
entrada para o interior da colonia foi aumentada em comprimento e um pedago de cano
de polietileno foi acoplado, para facilitar o reconhecimento por parte das abelhas. Além
disso, no tubo de entrada foi encaixada uma estrela de papel-cartdo amarelo. De acordo
com MANNING (1992), as abelhas tem preferéncia por objetos que possuam contornos
em pontas pois, as imagens das bordas passam pelos omatideos de seus olhos, gerando
um efeito parecido com o de uma fonte de luz cintilante (Figura 8).

As abelhas continuaram vedando uma das passagens. O plastico preto foi
retirado. Manteve-se a portinhola aberta. Nos primeiros cinco minutos de observagao,
constatou-se que as abelhas entravam e saiam pelas vias corretas.

Posteriormente, os tubos foram instalados definitivamente.
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3.2 Experimento II

Foram utilizadas duas colonias de Scaptotrigona aff. depilis Moure (1942)
mantidas em caixas de madeira e em estufas a 27°C, tal como no experimento 1.

Essas colonias encontravam-se no mesmo laboratorio e o interior deste foi
submetido a condi¢do de escuro constante, precisamente como na descrigio do
experimento I, inclusive o revestimento com o filtro vermelho.

A colénia B do experimento anterior também foi utilizada como colénia
experimental, por apresentar Otimas condicdes em termos de numero de individuos,
tamanho dos favos e oviposi¢do. No entanto, a colonia controle foi trocada por outra
colonia que reunia melhores condigdes

O tubo de acesso ao meio externo da coldnia controle foi acoplado ao tubo de
acrilico com as células fotoelétricas permitindo assim, a saida das forrageadoras para o
meio externo.

FIGURA 8. Estrela acoplada ao tubo de polietileno para facilitar o reconhecimento da
entrada da colonia pelas abelhas.

O tubo de acesso da colonia experimental também foi acoplado a um tubo de
acrilico que continha células fotoelétricas. A extremidade posterior deste tubo estava
conectada a um baldo de 59cm de comprimento por 110cm de didmetro mantido por
armagdo de fio metalico galvanizado, e completamente revestido por organza. Deste
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modo, saindo da coldnia, as abelhas tinham acesso ao tubo de acrilico e a seguir, ao
baldo (Figura 9)

O conjunto tubo de acrilico mais baldo, localizava-se no interior da gaiola que
foi utilizada no experimento I.

Para aumentar a intensidade luminosa no interior da gaiola, o teto e as paredes
internas foram revestidos com papel aluminio. No vdo de 60cm entre o chdo e a base da
gaiola foi instalada uma lampada incandescente de 100W, suportada por uma armagao
de madeira, afim de garantir a condi¢do claro constante. Nesta armagdo e sobre a
lampada foi colocada uma cuba com agua, para garantir a umidade e reduzir os efeitos
da temperatura.

A gaiola foi completamente revestida com plastico lona preto, para isolar o seu
interior de qualquer pista ambiental externa.

Para garantir a temperatura constante de 27°C em média no interior da gaiola,
foi necessario coloca-la dentro do laboratério com ar condicionado, a temperatura de
23°C. Além disso, foi acoplado a gaiola um circulador de ar e do lado oposto, um tubo
de didmetro 46cm e comprimento 336cm de plastico lona preto, para permitir a
circulagio e saida do ar.

FIGURA 9 — Esquema do baldo que foi acoplado ao tubo de saida da colonia
experimental.

Depois de todas as condigdes experimentais asseguradas, as coldnias
permaneceram neste estado por quatro dias antes do inicio do registro dos dados, para

eliminar os possiveis pos-efeitos.



21

Apesar do tubo de acrilico apresentar duas vias de acesso (entrada e saida), foi
desprezada uma via, pois a deposi¢do de cerume pelas abelhas continuou e nao era
possivel fazer interferéncias continuas para limpar o tubo. Dessa forma, o registro
obtido representa a somatoria de entradas e saidas das forrageadoras.

3.2.1 Equipamento para a Coleta de Dados - Descricio e
comentarios

O apidometro AP97 é um quadruplo sensor Optico de infravermelho, cuja
fungdo € detectar a passagem de abelhas através de um conduto, que serve como
entrada e saida da colméia (um duto para entrada e outro para saida, ligados em outro
principal de acesso a colméia). O circuito € composto de 04 “Flipflops 7473”, que uma
vez acionado através de um par de sensores de infravermelho, pela passagem da abelha,
subira para o nivel l6gico “1”, permanecendo nesse estado até que o computador envie
um sinal de “Reset”, retornando entdo a ”0” sua saida. O sinal enviado pela saida
monoestavel é colocado na saida da porta paralela de qualquer computador padrao (XT,
AT). Os sinais enviados pela interface AP97 serdo tratados através de ‘software’
especificamente desenvolvido para esta finalidade, ou seja, aquela de gerenciar a coleta
de dados na interface paralela do micro.

Este equipamento permite registrar e quantificar toda a atividade desenvolvida
pelas forrageadoras no tubo de saida da colméia. Além disso, € possivel determinar a
diregdo (para dentro ou para fora da coldnia) do movimento, dado que os condutos de
saida e entrada sdo monitorados separadamente.

O computador 386, onde o software registrava dados a cada 15 minutos, era
desativado e reinstalado a cada 24 horas.

Os dados foram coletados das 16:00 horas do dia 22 de abril de 1998 até o dia 6
de maio de 1998, perfazendo um total de 336 horas de registro continuo.

3.3 Analise Estatistica — Cosinor

De acordo com HALBERG et al. (1977 citado em BENEDITO-SILVA, 1997), a
Cronobiologia preocupa-se em quantificar e investigar os mecanismos de estruturas
temporais biologicas. Neste contexto, uma série de condigdes fisioldgicas e
comportamentais vdo mudando com o tempo. Essa recorréncia periddica ndo pode ser
analisada através de metodologias que pressupdem a constincia; dai a necessidade da

utilizagdo de uma metodologia apropriada para que esta repeti¢do periédica possa ser
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explicitada. Assim, o método deve levar em conta a analise de séries temporais, ou seja,
uma seqiiéncia qualquer de dados em fungdo do tempo (valores dependentes do tempo).

O método Cosinor foi proposto por HALBERG e colaboradores (1972) consiste
em ajustar uma série temporal de N dados medidos, yi, i= 1, 2, ..... N a uma fungdo
cosseno, de tal forma que yi possa ser expresso por:

yi=M+ Acos [(360/T)ti + @ ] + ei

yi é o valor do i-ésimo ponto da série de dados de N pontos;

ti é o instante em que a variavel yi foi medida;

M é o Mesor, estimado pelo Cosinor, que corresponde ao valor médio da fungdo
cosseno; Mesor significa Midline Estimating Statistics of Rhythm;

A é a amplitude , estimada pelo Cosinor, da fungéo cosseno;

T é o periodo, conhecido a priori, da fungdo cosseno que se ajusta a série
temporal,

¢ é a acrofase, estimada pelo Cosinor, que corresponde ao angulo de fase do
valor maximo da fungio cosseno, expressa em graus angulares;

ei é o erro residual, no instante ¢, que corresponde a diferenga entre o valor yi
medido e o valor da fungdo cosseno ajustada a série temporal no instante i. Estes devem
ter uma distribui¢do normal, independente e aleatéria, com média zero e com variancia
igual para todas as medidas da série temporal.

A equagdo pode ser representada também por:

yi=M+fBcoswti + ysen o ti + ei

onde: 8 = Acos(p) ; y= - Asen (@); w= 360/T de forma a tranforma-la numa
equagdo linear com os parametros M, £ 7.

Uma vez ajustada a curva cosseno a série temporal, o cosinor testa a validade
desse ajuste com as ferramentas estatisticas, verificando se a flutuagdo da variavel em
questdo é ciclica. Este ajuste é dado pelo método dos minimos quadrados. Este teste
verifica se a curva ajustada com periodo de 24 horas é uma boa aproximagdo para os
dados com um nivel de significancia de 5%. Se o teste mostra que A = @ (nulo) € um
valor possivel para a amplitude, entfo esse ajuste deve ser rejeitado, pois uma oscilagdo
com amplitude nula, nada mais é que uma reta com coeficiente angular nulo
(BENEDITO-SILVA, 1988).

A significancia estatistica da curva ajustada pode ser testada contra a hipétese
nula de que a amplitude A é zero. Este teste consiste em calcular o nivel descritivo (p-
value), a partir da taxa de variabilidade (VR), e compara-lo com o nivel de significancia
estabelecido no teste. A porcentagem ritmica (PR ou %) avalia quanto da série temporal
pode ser explicada por uma curva cosseno (BENEDITO-SILVA, 1997).
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Mesmo assim, o0 método ainda possui alguns pontos discutiveis, como por
exemplo a definigdo de um ritmo populacional estatisticamente significante. A sua
aplicagdo torna-se mais efetiva na analise de séries individuais (NELSON e al., 1979).

Devido a este fator, a analise estatistica do experimento foi quebrada em blocos
de 4, 5 e 7 dias. Quanto as desvantagens, nem toda série temporal tem a forma de
cosseno, além disso o método exige que os erros residuais sejam independentes, tenha
distribui¢gdo normal com média zero e variancia igual em todos os pontos, os dados
devem ter uma distribui¢do homogénea dentro do periodo que se esta investigando
(BENEDITO-SILVA, 1997).

IV. RESULTADOS

4.1 COMPORTAMENTOS OBSERVADOS

4.1.1 Experimento I

No experimento I, a colonia controle foi submetida a condi¢do de claro/escuro
ambiental e apresentou movimentagdo intensa no tubo de saida durante a fotofase. Esta
movimentagdo foi caracterizada por caminhadas rapidas em diregdo a extremidade do
tubo que estava vedada e volta para o interior do ninho. Porém, havia abelhas que
permaneciam paradas ao longo do tubo. Durante a noite havia pouca ou nenhuma
movimentagdo, ja que a grande maioria das abelhas que permaneciam no tubo ficavam
paradas.

Durante o dia, mesmo com o tubo completamente tomado pelas operarias, havia
abelhas que tentavam caminhar, empurrando as outras até abrir espago. Também foi
observado nesta colonia, transporte de material do interior do ninho para o tubo. A
maioria das operarias que saiam carregavam bolinhas do material nas mandibulas.
Provavelmente este material seja lixo, pois as operarias voltavam com ele para o interior
da coldnia, ja que o acesso ao meio estava obstruido pela organza na extremidade do

tubo.
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Houve deposigdo de cerume na parede interna, no tergo distal do tubo, sendo que
a organza foi completamente revestida. Inclusive, foi possivel observar que as operarias
trabalhavam com as mandibulas o cerume depositado.

A colonia experimental mantida sob condigdo de claro constante, apresentou
atividade durante o decorrer das 24h (Figura 10). As abelhas caminhavam rapidamente
do ninho para a extremidade do tubo, sendo que algumas concentravam-se no tergo
distal deste, outras voltavam rapidamente, porém, ndo foi observado em nenhum
momento operarias paradas, também houve episodios de voo.

Com relagédo ao transporte de material, observou-se apenas depdsito de cerume na
organza que vedava o tubo, que ficou parcialmente coberta. No tubo néo foi observado

nenhum depdsito.

FIGURA 10. Esquema da movimentagio no tubo de saida da colonia controle (painel
da direita) e experimental (painel da esquerda) durante a noite.
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4.1.2 Experimento II

A coldénia controle submetida ao claro/escuro ambiental com livre acesso ao
meio ambiente apresentou atividade durante a fotofase, ou seja, as forrageadc.)ras saiam
e entravam da colonia durante o dia, sendo que a ultima saida era determinada pela
intensidade luminosa, ja que muitas vezes, a temperatura encontrava-se dentro da faixa
permissiva para tal atividade. Durante a noite, as abelhas permaneciam no tubo, mas néo
saiam para o meio ambiente. Estas operarias trabalhavam com cerume, abrindo e
fechando as mandibulas e depositando este material ao longo do tergo proximal do tubo.

A colbnia experimental apresentou atividade ao longo das 24 horas. As abelhas
saiam e entravam para o interior do baldo acoplado ao tub‘O de saida, sendo que a
intensidade de movimentagdo ndo foi uniforme durante o periodo de 24 horas.
Observou-se que algumas operarias além de caminharem pelo tubo, faziam v6os curtos,
mas a maioria das abelhas concentravam-se proximas a fonte luminosa.

As operarias exploraram praticamente o baldo inteiro pois, foi possivel observar
pequenos depdsitos de cerume em quase todo o compartimento. Inclusive, a intensa
deposigdo de cerume ao redor da portinhola do tubo, contendo as células fotoelétricas
(Figura 11), impossibilitou o0 movimento de abrir e fechar, de tal forma que as abelhas
preferencialmente escolheram a via de entrada do tubo como acesso a colonia e ao meio
externo. Proximo ao tubo que continha a célula fotoelétrica foram construidas lamelas
transversais de cerume.Havia na superficie da parede inferior do baldo restos de abelhas

mortas (lixo).



FIGURA 11. Deposito de cerume (B) obstruindo uma das vias de acesso e impedindo
o movimento da portinhola (A).

4.2 Ritmo de Atividade

4.2.1 Experimento I

Este experimento permitiu detectar um ritmo circadiano, confirmado pelo
procedimento estatistico utilizado, o Cosinor (descrito no item 2 em Material e
Métodos). A analise dos dados da colonia experimental mostrou que o periodo de 23
horas apresentou maior porcentagem ritmica (%R = 76,17), indicando o quanto da série
temporal analisada pode ser explicada por uma curva cosseno, nivel de significancia p <
0,001 e Mesor, 35,19 , ou seja, o numero médio de individuos concentrados no tubo
(Tabela I e Figura 12).
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TABELA I - Resultados obtidos a partir do tratamento estatistico do método Cosinor.
Dados da colonia experimental sob a condigdo de claro constante

(duragdo: 3 dias).

COLONIA EXPERIMENTAL

Periodo:23h
Mesor 35.19
Amplitude 22.02
% R 76.17
p-value < 0,001
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FIGURA 12 - Numero de abelhas em atividade no tubo de saida da colonia, sob claro
constante. Os pontos azuis representam os dados obtidos e os quadrados
vermelhos s3o ajustados baseados nos dados tratados pelo método

Cosinor (vide texto).

Na analise dos dados da coldnia controle obteve-se maior porcentagem ritmica
(%R = 36,32) no periodo de 23 horas, nivel de significancia p < 0,01, com acrofase as
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6:17 horas correspondendo a hora do relégio e Mesor, 45,47 que neste caso foi maior
em relagdo a colonia experimental (Tabela II e Figura 13).

TABELA II - Resultados obtidos a partir do tratamento estatistico do método Cosinor.

Dados da coldnia controle submetida ao claro/escuro ambiental (duragdo:
3 dias).

COLONIA CONTROLE

Periodo: 24h
Mesor 41.49
Amplitude 17.51
Acrofase 3:18h
% R 36.25
p-value < 0,01

As figuras 12 e 13 apresentam as curvas esperadas cosseno ajustada aos dados
observados. Na abscissa esta plotado o tempo do experimento em horas acumuladas e
na ordenada esta o numero de individuos em atividade.

No inicio de experimento as 19 horas, na colonia experimental observou-se um
niumero pequeno de abelhas (aproximadamente 7 individuos) e com pouca
movimentagdo (caminhavam lentamente). Enquanto que na coldnia controle havia um
nimero bem maior (43 individuos), praticamente sem movimentagdo, as abelhas
permaneciam paradas no tubo.

As 4 horas, o nimero de individuos na colonia experimental havia dobrado, com
movimentag¢do intensa (caminhavam rapidamente, havendo também episodios de vo60).
Apenas no primeiro dia as 7 horas, a colonia controle apresentou um pico de
concentragdo de individuos (aproximadamente 130 abelhas).

O comportamento de trazer material do interior do ninho para o tubo nas
mandibulas em intervalos regulares, pela maioria das operarias da colonia controle,
ocorreu nos seguintes intervalos: das 10 as 16 horas, nos dois primeiros dias e das 4 as
16 horas, no ultimo dia do experimento.

O ritmo de atividade da coldnia experimental deve ter sofrido influéncias da
variagdo da temperatura que ocorreu no interior da gaiola, ja que estava exposta aos
raios solares do dia (Tabela III). Neste periodo, o calor foi intenso ao meio do dia.
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FIGURA 13 — Numero de abelhas em atividade no tubo de saida da coldnia, sob
claro/escuro ambiental. Os circulos azuis representam os dados obtidos e
os quadrados vermelhos sdo ajustados baseados nos dados tratados pelo

método Cosinor.

4.2.2 Experimento II

Neste caso, o tempo de duragdo do experimento (14 dias) foi um fator
significativo, fornecendo um alto nimero de dados continuos para o entendimento do
comportamento do reldgio biologico.

Neste experimento, a analise dos dados foi feita através do procedimento
Cosinor. Os 14 dias de coleta de dados foram analisados associando os dados em
intervalos de 4, 5 e 7 dias (Tabelas IV, V e VI).
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TABELA III — Tabela de variagdo de temperatura ocorrida no periodo do experimento

I no interior da gaiola coberta por plastico lona preto e que estava

acoplada ao tubo de saida da colénia experimental.

Ambiente Gaiola

Dia Hora Temperatura
17/02/98 | 11:00 24,5° 29,0°
17/02/98 | 14:00 28,0° 36,5°
17/02/98 | 17:00 27,5° 34,0°
17/02/98 | 20:00 26,0° 33,0°
17/02/98 | 23:00 25,0° 34,0°
18/02/98 | 2:00 23,5° 32,5°
18/02/98 | 5:00 22,0° 32,0°
18/02/98 | 8:00 22,0° 33,0°
18/02/98 | 11:00 26,0° 37,0°
19/02/98 | 11:00 24,0° 29,0°
19/02/98 | 14:00 29,0° 37,5
19/02/98 | 17:00 29,0° 37,0°
19/02/98 | 20:00 30,0° 34,0°
19/02/98 | 23:00 26,0° 35,0°
20/02/98 | 2:00 25,0° 34,0°
20/02/98 | 5:00 24,5° 33,0°
20/02/98 | 8:00 22,5° 33,0°
20/02/98 | 11:00 26,0° 29,0°

TABELA IV - Resultados obtidos a partir de tratamento estatistico pelo Método
Cosinor. Dados da colonia experimental sob claro constante (14 dias). A-

Analise do primeiro bloco (4 primeiros dias). B- Analise do segundo

bloco de 4 dias. C- Analise do terceiro bloco de 4 dias.

COLONIA EXPERIMENTAL

A B C D
Periodo: 24:36h Periodo: 22:36 h Periodo: 21:36 h Periodo: 21:00
Mesor 351.96 |Mesor 440.46 |Mesor 587.86 | Mesor 700,01
Amplitude |63.31 Amplitude |[51.61 Amplitude |93.69 Amplitude |16,03
% R 21.07 % R 8.98 % R 31.09 %R 3,77
p-value <0,001 |p-value < 0,01 p-value <0,001 |p-value <0,5




31

TABELA V - Resultados obtidos a partir do tratamento estatistico do Método Cosinor.
Dados da colonia experimental sob claro constante (14 dias). A- Analise
do primeiro bloco (5 primeiros dias). B- Analise do segundo bloco (5
dias). C- Analise do terceiro bloco (5 dias).

DLO
A B C
Periodo: 24h Periodo: 23:23h Periodo: 21h
Mesor 364.87 Mesor 480.19 Mesor 672.28
Amplitude 58.20 Amplitude 50.49 Amplitude 54.71
% R 17.79 % R 7.88 % R 20.45
p-value < 0,001 p-value < 0,01 p-value < 0,001

TABELA VI - Resultados obtidos a partir do tratamento estatistico do Método
Cosinor. Dados da colonia experimental sob claro constante (14 dias). A-

Andlise do primeiro bloco (7 primeiros dias). B- Analise do segundo
bloco de 7 dias.

COLONIA EXPERIMENTAL
A B

Periodo: 24h Periodo: 22h
Mesor 402.80 Mesor 583.29
Amplitude 48.64 Amplitude 57.60
% R 9.51 % R 6.97
p-value < 0,001 p-value <0,01

Todos os intervalos apresentaram os seguintes resultados, com p < 0,05:

- Os primeiros intervalos apresentaram um ritmo em livre curso com um periodo
de aproximadamente 24 horas.

- Os intervalos intermediarios mostraram um ritmo em livre curso, com um
periodo aproximado de 23 horas.

- Os intervalos finais apresentaram um ritmo em livre curso, com periodo

aproximado de 21 horas.

No oitavo dia de experimento, a gaiola permaneceu no escuro das 15:00 as
15:15h, pois a lampada queimou.

A colonia controle que estava submetida ao ciclo claro/escuro ambiental
apresentou atividade durante a fotofase, enquanto que a noite as abelhas permaneciam
no tubo, mas ndo saiam para o meio ambiente. Nesta colonia também foi observado, que
durante a noite as operarias trabalhavam com cerume no tubo, depositando este material
ao longo do ter¢o proximal (Tabela VII, VIII e IX e Figuras 14, 15, 16, 17, 18 e 19).
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TABELA VII - Resultados obtidos a partir do tratamento estatistico do Método
Cosinor. Dados da colonia controle submetida ao claro/escuro ambiental
(14 dias). A- Analise do primeiro bloco (4 primeiros dias). B- Analise do
segundo bloco de 4 dias. C- Analise do terceiro bloco de 4 dias.

COLONIA CONTROLE

A B & D
Periodo: 24h Periodo: 24:12h Periodo: 23:23h Periodo: 23 h
Mesor 309.47 |Mesor 315.21 Mesor 216.23 Mesor 25535
Amplitude |328.76 | Amplitude |319.07 |Amplitude [282.70 | Amplitude |293,94
Acrofase 11:17 Acrofase 11:51h | Acrofase 13:42h | Acrofase 12:55
% R 68.41 % R 67.72 % R 71.80 % R 69,50
p-value < 0,001 |p-value < 0,001 |p-value < 0,001 |p-value < 0,001

TABELA VIII - Tabela dos resultados obtidos a partir do tratamento estatistico do
Meétodo Cosinor. Dados da coldnia controle submetida ao claro/escuro
ambiental (14 dias). A- Analise do primeiro bloco (5 primeiros dias). B-
Analise do segundo bloco (5 dias). C- Analise do terceiro bloco (5 dias).

o " COLONIA CONTROLE
A B C

Periodo: 24h Periodo: 24h Periodo: 24h
Mesor 323.71 Mesor 245.73 Mesor 260.64
Amplitude 355.32 Amplitude 274.93 Amplitude 282.94
Acrofase 11:25h Acrofase 12:44h Acrofase 12:10h
% R 71.72 % R 66.02 % R 73.03
 p-value < 0,001 p-value < 0,001 p-value < 0,001

TABELA IX - Resultados obtidos a partir do tratamento estatistico do Método
Cosinor. Dados da colonia controle submetida ao claro/escuro ambiental
(14 dias). A- Analise do primeiro bloco (7 primeiros dias). B- Analise do
segundo bloco de 7 dias.

COLONIA CONTROLE

A B
Periodo: 24h Periodo: 24h
Mesor 323.03 Mesor 232.68
Amplitude 333.92 Amplitude 272.81
Acrofase 11:43h Acrofase 12:28h
% R 67.84 % R 73.19
-value < 0,001 p-value < 0,001
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Coldnia Experimental - Periodo: 21:36 hs
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FIGURA 14 — Representagio grafica da analise do terceiro bloco de anélises de 4 dias.
Os circulos azuis representam os dados obtidos, enquanto que os
quadrados vermelhos sdo os dados tratados pelo método estatistico
Cosinor. A interrupgdo das curvas no intervalo em torno das 80 horas de
experimento, reflete uma falha no sistema de coleta de dados.
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Colonia Experimental - Periodo: 21:00 hs
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FIGURA 15 — Representagdo grafica da analise do terceiro bloco de analises de 5 dias.
Os losangos azuis representam os dados, enquanto que os quadrados
vermelhos, os dados tratados pelo método estatistico Cosinor.
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Coldnia Experimental - Periodo: 24:00 hs
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FIGURA 16 — Representagdo grafica da analise do primeiro bloco de andlises de 7
dias. Os losangos azuis representam os dados obtidos, enquanto que os
quadrados vermelhos sdo os dados tratados pelo método estatistico
Cosinor. A interrupgdo das curvas no intervalo em torno das 160 horas de
experimento, reflete uma falha no sistema de coleta de dados.
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Colonia Controle - Periodo: 23 horas
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FIGURA 17 — Representagdo grafica da analise dos primeiros 4 dias sob claro/escuro
ambiental. Os circulos azuis representam os dados obtidos e os quadrados
vermelhos sdo os dados tratados pelo método Cosinor.
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Coldnia Controle - Periodo: 24 horas
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FIGURA 18 — Representagdo grafica da analise do segundo bloco de 5 dias sob
claro/escuro ambiental. Os triangulos azuis representam os dados obtidos
e os quadrados vermelhos s3o os dados tratados pelo método Cosinor.
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Coldnia Controle - Periodo: 24 horas
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FIGURA 19 — Representagdo grafica da analise do primeiro bloco de anélises de 7
dias sob claro/escuro ambiental. Os losangos azuis representam os dados
obtidos e os quadrados vermelhos sdo os dados tratados pelo método
Cosinor.

4.2.3Registro Automatico

O 'software' foi especificamente elaborado para a execugdo deste experimento.
Este programa coletava dados a cada 15 minutos porém, a cada 24 horas tinha que ser
reativado, de forma que a cada dia um registro era desprezado.
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Houve um intervalo em que ndo existiu registro de dados, sendo representado
nos graficos por uma descontinuidade das curvas (Figuras 14 e 16).

V. DISCUSSAO

S.1 Condigoes Experimentais

Com relagdo ao experimento I, a principal dificuldade foi manter a temperatura
numa faixa minima de varia¢do. Conservar a temperatura constante dentro da gaiola foi
uma tarefa praticamente impossivel, com os nossos recursos. Os fatores que provocaram
esta variagdo de temperatura foram: a) o uso de uma lampada incandescente (100W); b)
a localizagdo externa da gaiola; c) o revestimento da gaiola com plastico preto e d) a
temperatura ambiente elevada durante o dia.

A colonia experimental submetida a estas condigdes apresentou ritmo altamente
significativo, sendo que o grafico mostra que a curva esperada € muito semelhante a
curva dos dados obtidos. Talvez a flutuagdo da temperatura (apresentada no item
Resultados) tenha atuado como sincronizador secundario ou como modulador do ritmo.
Assim sendo, era ainda possivel falar em carater endogeno do ritmo de atividade apenas
com estes dados.

No experimento II, este problema foi sanado ja que a gaiola foi colocada no
interior do laboratorio, evitando-se o aquecimento externo. Mesmo assim, a temperatura
continuava oscilando, sendo entdo necessario acoplar um sistema de ventilagdo que
manteve a temperatura constante.

Neste experimento, os resultados mostraram um ritmo enddgeno significativo,
porém a curva dos dados obtidos ndo se apresenta perfeitamente ajustada a curva

esperada, ja que muitos pontos (dados observados) ndo se enquadram a esta curva,
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porque o teste estatistico exibe diferengas na amplitude do ritmo no tratamento de séries
temporais numa populagao.

O sistema de ventilagdo provavelmente ndo influenciou nestes resultados pois, as
abelhas saiam normalmente do baldo e o proprio revestimento deste (organza),
eventualmente protegeu da agdo do vento que pudesse alterar o comportamento de saida
das operarias. Este expediente foi aplicado porque a literatura mostra que a velocidade
do vento pode influenciar a atividade das abelhas (HEARD & HENDRIKZ, 1993;
KLEINERT-GIOVANNINI & IMPERATRIZ-FONSECA, 1986).

Com relagdo a tomada de dados no experimento I, originalmente o registro seria
feito através da observagdo direta dos tubos de saida da colonia experimental e controle
com contagem simples dos individuos. Porém, percebeu-se a dificuldade deste
procedimento, visto que havia uma movimentagdo intensa no tubo dificultando a
visualizagdo das abelhas.

Optou-se entdo, pelo registro através de filmagens em fitas de video,
possibilitando o congelamento das imagens e facilitando a contagem. Em algumas
tomadas, a concentragdo de individuos era muito alta e neste caso, fez-se uma estimativa
aproximada do numero de individuos, a partir da area do tubo.

A coleta de dados do experimento II foi feita através de registro automatico e o
equipamento utilizado teve bom desempenho, de maneira geral. Apesar do tubo que
continha as células fotoelétricas possuir duas vias (uma entrada e uma saida), ndo foi

possivel discrimar estas duas atividades, ja que uma via foi obstruida pelas operarias.

5.2 Ritmo de Atividade/Repouso

As forrageadoras de S. aff. depilis mostram um padrdo ritmico evidente da
atividade de coleta, quando em condigdes naturais. Do mesmo modo que as
forrageadoras da maior parte das espécies de abelhas, elas concentram sua atividade
durante a fotofase e permanecem no ninho durante o escuro. A atividade esta

estritamente associada a oferta de recursos necessarios & manutengido da coldnia. A
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regulagdo desta atividade esta associada a estimulos intra e extra coloniais que pode ser
estimada a partir da atividade observada na entrada da col6nia (GARY, 1967).

De acordo com diversos autores, ASCHOFF (1981) entre eles, a antecipagdo do
inicio da atividade, por exemplo, com relagdo ao ciclo ambiental, pode ser um indicio
do carater endégeno do ritmo atividade/repouso. Também , a antecipagdo permite aos
organismos estarem preparados fisiologicamente no momento em que a atividade
comeg¢a (ASCHOFF, 1986). De fato, a antecipagdo do inicio da atividade de
forrageamento ja foi detectada em um grande nimero de espécies de abelhas.
AZEVEDO (1997) observou que em Partamona helleri houve um pico de atividade as
4:30 h nos meses quentes. Esta atividade caracteriza-se pelo movimento das abelhas na
entrada do ninho e, conforme a intensidade luminosa aumenta, elas passam a realizar
vOos curtos em frente a colonia, sendo que o niimero de voos vai aumentando a medida
que o dia vai clareando. Este tipo de comportamento também foi observado em 4. m.
adansonii, em que WOYKE (1992) observou que nos meses de verdo, as abelhas
comecgavam a caminhar as 5:00 h; algumas faziam voos curtos, quando ainda estava
escuro. No inverno, todos os fendmenos aconteceram 15 min mais tarde de manhi e 15
min mais cedo a noite. Também foi observada antecipagdo com relagdo a
disponibilidade de recursos da flor visitada. GIMENES et al. (1996) mostraram que a
abelha solitaria Tetraglossula comega a visitar as flores de L. elegans, antes mesmo da
abertura das anteras, processo este que as abelhas aceleram, cortando a base das anteras
com suas mandibulas. O fato de neste trabalho, a acrofase do ritmo de atividade ter sido
em torno de 3:18h é uma indicagdo de que S. aff. depilis também antecipa o inicio de
sua atividade em relagdo ao nascer do Sol.

E interessante observar que as abelhas antecipam o inicio da atividade com
relagdo a dois ‘zeitgebers’: claro/escuro e disponibilidade de alimento.

A atividade antecipatdria encontrada em A. m. capensis é representada por uma
chegada a fonte alimentar, antes desta estar disponivel, tal como FOREL (1910 citado
em SAUNDERS, 1982) observou, propondo que as abelhas deveriam possuir uma

memoria temporal, 'Zeitgedichtnis'. A evidéncia da natureza enddgena e circadiana da
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memoria temporal, foi demonstrada, e nessa espécie, o ritmo em livre curso em claro
constante, tem (1) menor que 24 h. Além disso, esta memoria temporal, encontra-se
dentro da designagdo dada por PITTENDRIGH (1958) de "relégio continuamente
consultado", ja que as abelhas podem ser treinadas para visitar a fonte alimentar a
qualquer hora do dia.

Em §. aff. depilis também foi observada movimentagdo antecipada pelo tubo, e
esta pode estar relacionada a um processo de termorregulagdo para os primeiros voos, ja

que neste horario a temperatura ainda € baixa, assim como, a intensidade luminosa.

5.2.1 Ritmo em Livre Curso

ASCHOFF (1960) discute que a condigdo ambiental constante influencia as
caracteristicas do ritmo em livre-curso. Dependendo da espécie, as modificagdes podem
ser grandes e mesmo a expressdo ritmica suprimida (mascaramento negativo) em
determinadas intensidades luminosas ou em escuro constante. HONG & SAUNDERS
(1994) observaram arritmicidade da atividade locomotora na mosca Calliphora vicina
em relagdo a atividade locomotora em claro constante, com intensidade luminosa de
20,6 lux. Abaixo deste limiar, o ritmo de atividade persistiu com um periodo endégeno
(t) maior do que no escuro constante, sendo que esta espécie é diurna. Estes estudos
sugerem que a luz ndo reduziu a amplitude do oscilador para zero pois, o reldgio
continuou em movimento, tanto que quando as moscas foram transferidas para o escuro
constante apresentaram um aumento do (t). SCHOFIELD & BRADY (1996) estudando
o padréo de atividade circadiana em Stomoxys calcitrans observaram que as moscas ndo
apresentaram ritmicidade evidente nas condi¢Ges de claro constante. A atividade
aumentou lentamente, permanecendo assim por varias horas e posteriormente comegou
a declinar. De acordo com SPANGLER (1974), a condigdo de claro constante também
ndo é adequada para a manifestagdo do ritmo em livre-curso de abelhas recém-

emergidas. Segundo MOORE & RANKIN (1985), o (1) das abelhas isoladas foi maior



na condigdo de claro constante do que na de escuro constante. Em contraste, as abelhas
que estdo na coldnia no seu proprio claro-escuro (claro constante fora da col6nia), o (1)
foi levemente menor que 24 h, corroborando os dados obtidos neste trabalho. Nas duas
condi¢des experimentais adotadas (experimentos I e II), a condi¢do constante foi a de

claro e em ambas o (1) foi menor que 24 h.

5.2.1.1 Interferéncias Detectadas
5.2.1.1.1 Pos-efeito do Arrastamento Prévio

O ritmo em livre curso na condigdo de claro constante, pode apresentar pos-
efeito do regime imediatamente precedente ao estado estabilizado do livre curso pois, o
oscilador sincronizado tende a conservar uma diferenga de z‘mgufo de fase definida em
relagdo ao 'zeitgeber' (ASCHOFF, 1960). Esta pode ser a explicagdo para a grande
aglomeragdo (aproximadamente 65 individuos), por volta das 4:00 h, observada no
primeiro dia do experimento I. Provavelmente, as abelhas estavam prontas para os
primeiros voos de forrageamento, porém como o tubo estava vedado, ficaram apenas
concentradas junto a saida. Normalmente, S. aff. depilis apresenta um pico de
abundancia nas flores das 10:00 as 16:00 h, assim como S. postica e Tetragonisca
angustula (MATEUS, 1998). Do mesmo modo, a baixa movimentagdo observada no
registro das 19 h deve também estar relacionada ao pos-efeito, ja que neste horario as
abelhas ndo estdo em atividade normalmente.

No experimento II, a duragdo do poés-efeito pode ser melhor monitorada, devido
a maior duragdo dos registros. Neste experimento, as abelhas da colonia controle saiam
para o meio ambiente enquanto que, as da colonia experimental tinham acesso a outro
compartimento em forma de baldo, conectado ao tubo que continha a célula fotoelétrica.
Para efeito de analise, o experimento foi quebrado em blocos de 4, 5 e 7 dias, afim de

permitir uma melhor compreensio do fenomeno.
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Na primeira parte, o periodo do ritmo em livre curso foi de aproximadamente 24
h em todas as analises. Analises feitas com grupos de 4 dias (t = 24,36 h), de 5 dias (1 =
24 h) e na de 7 dias (t = 24 h) sendo que os grupamentos de 4 e 5 dias mostraram
porcentagem ritmica significativa, que foi mais baixa, mas ainda é mais significativa no
grupamento de 7 dias. Isto provavelmente deve-se ao pds-efeito, ja que o oscilador tenta
preservar a periodicidade do arrastamento nos ciclos anteriores. O periodo (T) de
qualquer ciclo arrastado causa um pos-efeito no periodo do oscilador, quando T é de 24
h. Estudos feitos com roedores arrastados por um ciclo (CE) 12:12 h, os valores de (1)
na primeira parte do ritmo em livre curso eram basicamente de 24 h, porém no decorrer
do tempo, ele variava de acordo com as caracteristicas do estado estabilizado
(PITTENDRIGH & DAAN, 1976). Neste caso, a analise da somatdria das entradas e
saidas caracterizou um ritmo circadiano, sendo que o periodo do ritmo em livre curso
(1) total foi de aproximadamente 23 h. A col6nia controle apresentou uma ritmicidade

circadiana de aproximadamente 24 horas com acrofase ocorrendo das 11:17 as 12:55 h.

5.2.1.1.2 Influéncia da lluminacao

No caso de S. aff. depilis também parece haver uma forte influéncia da
luz. A intensidade luminosa é um dos fatores determinantes da atividade. De acordo
com os estudos sobre atividade de voo em Apis sp, NELSON & JAY (1967)
observaram que a intensidade de 2000 - 4000 lux e temperatura de 26° a 32°C
forneceram boas condig¢Ges para o v60, € que o aumento da intensidade luminosa tanto
no verdo quanto no inverno provocou aumento desta atividade dentro de uma sala de
v6o. No primeiro experimento, a fonte luminosa de aproximadamente 2000 lux estava
no teto da gaiola enquanto que no segundo experimento, a fonte também de 2000 lux foi
colocada no chio desta; mesmo com o revestimento de papel aluminio refletindo a luz
para todas as partes, as abelhas apresentararﬁ fototaxia positiva e concentraram-se na

regido do baldo, proxima a fonte.
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Outra evidéncia € a observagio, também no experimento I, de que durante a
noite na colénia controle ndo havia movimentagdo, as abelhas simplesmente ficavam

paradas no tubo com raras excegdes.

5.2.1.1.3 Influéncia da temperatura

Apesar dos ritmos circadianos terem seu periodo (t) compensado a variagdes de
temperatura, como foi dito na Introdugdo, eles respondem a variagdes da temperatura
ambiental ou a pulsos na forma de aumentos ou diminuigdes da amplitude do ritmo.
Esta resposta € uma forma de mascaramento do ritmo (ASCHOFF, 1960). A influéncia
da temperatura € notada em todos os grupos de invertebrados e vertebrados, mas € mais
evidente nos pecilotermos, portanto é de se esperar que as abelhas sejam
particularmente sensiveis a ela. Na literatura ndo-cronobioldgica a maioria dos autores
colocam este fator como o principal determinante da atividade de vdo. Segundo
IMPERATRIZ-FONSECA ef al. (1985), a temperatura ideal para a atividade de voo de
Plebeia remota varia entre 22° e 29°C, sendo que a temperatura minima para a saida das
abelhas é de 18°C. Estas abelhas também apresentaram um aumento desta atividade
quando a temperatura esteve entre 33° e 34°C.

AZEVEDO (1997), estudando Partamona helleri observou que a
temperatura atuou como fator determinante dos padrdes de atividade de véo destas
abelhas, ja que para iniciar a atividade a temperatura exigida era de pelo menos 14°C
(uma das mais baixas registradas entre as espécies da tribo Trigonini), superada pela
Melipona quadrifasciata quadrifasciata que inicia a 13°C.

Abaixo de 18°C nenhuma atividade foi observada em P. saiqui e P. remota; de
19°C, em P. droryana e P. emerina (OLIVEIRA, 1973; KLEINERT-GIOVANINNI,
1982; IMPERATRIZ-FONSECA et al., 1985) e para T. carbonaria, 18°C (HEARD &
HENDRIKZ, 1993); M. marginata marginata, 16° a 17°C e M. marginata obscurior,
17° a 18°C (KLEINERT-GIOVANINNI & IMPERATRIZ-FONSECA, 1986);
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Tetragonisca angustula, 17° a 24°C IWAMA, 1977). Entretanto, as abelhas do género
Bombus podem voar a temperaturas extremamente baixas em torno de 5°C, devido ao
mecanismo de produgdo de calor interno por meio da contragdo dos musculos indiretos
do véo (HEINRICH, 1972).

S. aff. depilis, no primeiro experimento sob a condigdo de claro constante,
apresentou maior numero de individuos no tubo da coldonia experimental na temperatura
de 34°C, quando comparada com a controle. Por outro lado, acima de 34°C observou-se
uma pequena redugdo da quantidade de individuos em relagdo a controle.

O numero de abelhas no tubo da colonia experimental foi baixo por volta das 13
h e esta redugdo na amplitude pode ser atribuida ao efeito mascarador da temperatura, ja
que 0 mascaramento capacita o organismo a agir imediatamente e de modo apropriado
frente as mudangas ambientais, interagindo com a ritmicidade produzida internamente
(RIETVELD et al., 1993). Como a gaiola estava localizada externamente ao laboratorio,
em contato direto com os raios solares, o aquecimento foi inevitavel, ja que o
revestimento externo era de plastico lona preto que absorvia calor. Posteriormente,
durante todo o experimento a movimentagdo foi grande, incluindo caminhadas e
pequenos voos.

Este efeito evidente da temperatura foi uma das razdes para mudar as condigGes
experimentais no experimento II, transferindo a gaiola para o ambiente do laboratério,

com temperatura controlada.

5.2.1.1.4 Influéncia de fatores bidticos

Como mencionado anteriormente, a atividade das forrageadoras esta
estreitamente associada a disponibilidade de recursos necessarios a manutengdo da
colonia; conseqiientemente, estes recursos disponiveis dependem da conjungdo destes
com fatores climaticos favoraveis. Portanto, a existéncia de uma memoria temporal

controlada por um ritmo circadiano endégeno possibilita as forrageadoras visitarem uma
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fonte de recursos @ mesma hora todos os dias, promovendo ajustes entre os sistemas
temporais de plantas e abelhas. Este fendmeno pode estar relacionado inclusive com a
chamada constancia floral. Os individuos (abelhas) ndo forrageiam ao acaso nas flores
disponiveis, mas restringem suas visitas a determinadas espécies (MANNING, 1957).
Forrageadoras de Nannolrigona testaceicornis parecem usar um numero limitado de
espécies florais baseadas mais na qualidade que na abundancia (BEGO et al., 1989).
MICHENER (1974) destaca que a constancia floral provavelmente deve promover a
eficiéncia no forrageamento pois, a abelha pode trabalhar mais eficientemente se seus
orgdos sensoriais € comportamento estiverem temporariamente ajustados para um tipo
particular de flor da qual o alimento é obtido de um modo particular. LEHRER et al.
(1995), estudando a percepgdo dos padrdes de forma em forrageadoras, propds que as
abelhas respondem de forma inata a algumas caracteristicas naturais das flores, sendo
que a forma da flor age conjuntamente com a cor, fornecendo uma pista para a abelha
identificar as fontes alimentares naturais.

Existem evidéncias de padrdes temporais que determinam as atividades de
abelhas visitantes a uma mesma espécie de planta. Estas evidéncias foram detectadas
devido a clara separagdo das acrofases dos ritmos de coleta de pdlen e néctar. De acordo
com os estudos de GIMENES ef al. (1993), as visitas de duas espécies de abelhas as
flores de Ludwigia elegans ocorreram numa seqiiéncia temporal e ndo ha competigdo
pelos recursos.

No caso de S. aff. depilis, o forte ritmo circadiano de atividade das forrageadoras
aponta para a mesma influéncia das fontes de alimento.

Além do alimento, a propria atividade do grupo social parece ter influéncia no
padrio ritmico da espécie. No experimento I, foi observado na col6nia o transporte de
material em bolinhas nas mandibulas de determinadas operarias, do interior do ninho
para o tubo, e como este estava vedado, elas retornavam para dentro da colonia. N3o se
pode afirmar se o material era lixo ou cerume, pois houve depdsito de cerume na parede
interna do tubo e na organza que o vedava. Este comportamento restringiu-se a

intervalos bem delimitados, das 10:00 as 16:00 h, sendo que no ultimo dia do
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experimento esta atividade iniciou-se as 4:00 h. Infelizmente, ndo foi possivel observar
este comportamento na colonia experimental, devido a dificuldade da visualizacdo de

detalhes.

S.3 Caracteristicas do Ritmo de atividade de S. aff. depilis

S.3.1 Livre-Curso

Os resultados do experimento II permitiram mostrar a existéncia de um ritmo
enddgeno, que controla as expressdes da atividade e do repouso de S. aff. depilis. O
isolamento da coldnia de qualquer influéncia ambiental nio provocou supressio da
expressdo ritmica. Passado os pos-efeitos, detectados pela analise dos dados dos
primeiros 4-5 dias do experimento, notou-se uma desvinculagio do oscilador da
influéncia de um possivel sincronizador. A anélise do bloco seguinte de dados mostrou
valores de (1) de 23:36 h (bloco de 4 dias) e de 23:23 h (bloco de 5 dias), indicando
ainda uma certa instabilidade devido aos transientes, estado que precede uma nova
situagd@o de estabilizagdo (PITTENDRIGH et al., 1958). Devido a labilidade do sistema
neste intervalo, as porcentagens ritmicas sdo baixas e pouco significativas.

A porcentagem ritmica no ultimo bloco da maioria das analises foi altamente
significativa, indicando que o oscilador estava estabilizado e o valor de (t) para a
espécie € de 21:36 h, tal como mostrado quando os dados foram reunidos em grupos de

4 dias.

5.3.2. Arrastamento

Apesar dos ciclos ambientais de temperatura, umidade relativa, pluviosidade e
ventos, serem importantes, em graus variaveis, para a sincronizagdo ou modulac¢io dos

ritmos bioldgicos, o ciclo claro-escuro é o mais importante para a maioria das espécies,
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tanto de plantas como de animais. Este ciclo, também para diversas espécies de abelhas
estudadas até o momento, ¢ o mais importante. MOORE & RANKIN (1993)
observaram que o ritmo circadiano locomotor de forrageadoras de A. m. ligustica
expostas a diversos ciclos de claro/escuro apresentaram uma correlagdo com a transi¢do
claro/escuro e que esta atuou como ‘zeitgeber’ principal.

O periodo enddgeno - 1 - de cerca de 23 h de S. aff. depilis é finamente ajustado
ao ciclo ambiental de 24 h pelo ciclo claro/escuro. Apesar desta evidéncia, ndo se pode
descartar a possivel participagdo do ciclo de temperatura. As respostas das abelhas a
certos niveis de temperatura detectadas neste trabalho e explicadas como respostas a
mascaramento, podem também ser resultados da agdo do arrastamento acessorio
promovido pelo ciclo quente/frio, que atuaria como um ‘zeitgeber’ secundario. O
esclarecimento deste ponto e da agdo de outros fatores ambientais bidticos e abidticos
depende da aplicagdo de protocolos experimentais planejados especificamente para esse
fim.

No primeiro dia de experimento, a col6nia controle apresentou uma grande
aglomerag3o.

Apenas no primeiro registro que teve inicio as 19 h, a colonia experimental
apresentou pouca movimentagdo. Este comportamento pode estar relacionado com o
pos-efeito, ja que neste horario as abelhas ndo estio em atividade normalmente. Na
colonia controle, durante a noite ndo havia movimentagdo, as abelhas simplesmente
ficavam paradas no tubo com raras excegdes, 2 ou 3 individuos que caminhavam.

No experimento II, a analise de 4 e 5 dias apresentou uma porcentagem ritmica
significativa, enquanto que na de 7 dias esta porcentagem foi baixa porém, significativa.
A acrofase do primeiro bloco concentrou-se no intervalo das 5:15 as 6:28 h em todos os
blocos, muito proxima inclusive da encontrada na coldnia controle, corroborando a
possivel influéncia do ‘zeitgeber’ nos ciclos anteriores.

No bloco intermediario, os valores dos periodos em livre curso na analise feita a
cada 4 e 5 dias sdo respectivamente, 22:36 h e 23:23 h. Neste ponto, o oscilador

comegou a se desvincular da influéncia de um possivel sincronizador e os ciclos
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tornaram-se instaveis devido ao deslocamento de fase, e a ocorréncia de transientes, que
estdo antecedendo um novo estado estabilizado (PITTENDRIGH et al., 1958). Em
conseqiiéncia da labilidade do sistema neste intervalo, as porcentagens ritmicas sdo
baixas e pouco significativas.

No ultimo bloco de analises a cada 4, 5 e 7 dias o (t) foi respectivamente de
21:36 h, 21 h e 22 h. De acordo com estes dados, pode-se observar que o periodo do
ritmo em livre curso nas analises de 4 e 5 dias, apresentaram uma porcentagem ritmica
altamente significativa, enquanto que na analise a cada 7 dias, a porcentagem ritmica foi
baixa, porém significante. Este ultimo caso pode ser devido a quebra da anilise em
apenas dois blocos, sendo que no ultimo bloco estdo englobados os ciclos de transientes.

Com relag@o as acrofases, as analises de 4 e 7 dias foram proximas, 5:09 € 4:18 h
respectivamente; enquanto que na de 5 dias ocorreu as 20:40 h.

Além da intensidade luminosa, outro fator que merece destaque € a temperatura
pois, sdo fatores preponderantes na sincronizagdo da atividade, de acordo com estudos
efetuados até agora. Pode-se incluir também, a umidade relativa, a chuva e o vento.
Existem evidéncias de padrdes cronobioldgicos para as atividades dos visitantes, dados
pela clara separagdo das acrofases de ritmos de coleta de pdlen e néctar na mesma
espécie. De acordo com estudos de GIMENES et al. (1993), ha uma relagdo entre a
planta L. elegans e as abelhas T. bigamica e P. brasiliensis devido a um padrdo
temporal de separagdo das duas ultimas espécies na natureza.

Nem todos os possiveis 'zeitgebers' sdo igualmente efetivos. Luz e temperatura
sdo os principais parametros do ambiente para os quais os organismos estdo adaptados
(ASCHOFF, 1960). Neste experimento, o ciclo claro/escuro € o 'zeitgeber'
preponderente na sincronizagdo do ritmo de atividade/repouso em S. aff . depilis, cujo

(1) foi medido e ficou em torno de 23 horas.
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VI. CONCLUSOES

S. aff. depilis apresenta ritmicidade enddgena evidente com 1 de
aproximadamente 23 h, na condi¢do de claro constante. Apesar desta condi¢do ser ndo
permissiva para um grande numero de espécies. Os dados deste experimento
corroboraram outros trabalhos que resultaram num t ligeiramente menor que 24 h,
quando as abelhas foram submetidas ao seu proprio claro/escuro (claro constante fora
do ninho).

As abelhas apresentaram atividade antecipatéria, observada através da
movimentagdo antecipada no tubo de saida da colonia, mesmo ndo havendo niveis
otimos de temperatura e de intensidade luminosa, para esta atividade.

Além disso, apresentaram fototaxia. A temperatura apresentou-se como fator
modulador que pode atuar como ‘zeitgeber’ secundario, porém o claro/escuro sem
duvida, é o principal ‘zeitgeber’, na sincronizagdo do ritmo de atividade/repouso das

forrageadoras desta espécie.
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VII RESUMO

O periodo em livre-curso de atividade/repouso de forrageadoras de S.aff.
depilis (Moure, 1942) foi de aproximadamente 23 h, sob claro constante.

As abelhas arrastadas ao fotoperiodo natural, exibem um padrio diario de
atividade concentrada na fotofase, sendo o ciclo claro/escuro, o principal
‘zeitgeber’.

S. aff. Depilis apresenta fototaxia evidente e atividade antecipatoria,
observada através da movimentagio no tubo de saida, mesmo nio havendo

intensidade luminosa suficiente e niveis de temperatura 6timos.
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VII. RESUMO

O periodo do ritmo de atividade/rcpouso em livre-curso das
forrageadoras de S. afT. depilis (Moure, 1942) foi de aproximadamente 23 h
sob claro constante.

As abcelhas arrastadas ao fotoperiodo natural, exibem um padrio diario
de atividade concentrado na fotofase, sendo o ciclo claro/escuro, o principal
‘zeitgeber’.

S. afl. depilis apresenta fototaxia evidente ¢ atividade antecipatona,
sendo que esta altima foi obscrvada através da movimentagdo no tubo de

saida, mesmo quando niio havia intensidade luminosa suficiente e niveis de

temperatura 6timos.



53

VIII. SUMMARY

The free-running period of activity and rest in foragers of 'S. aff. depilis
(Moure;, 1942) is approximately 23 h under constant light.

When entrainied to the natural photoperiod, the activity is more precisely
restricted to the photophase segment of the entraining cycle. Thus the circadian
rhythm is the principal ‘zeitgeber’.

Through obscrvations of the activity in the exit-tube it could be shown , that
cvident phototaxis and antecipatory behaviour occurs in S. aff. depilis. The
antecipatory behaviour is displayed even under not optimal conditions of light and

tempcrature



IX. GLOSSARIO

9.1 TERMOS CRONOBIOLOGICOS

-ACROFASE - Mcdida de tempo transcorrido entre um instante (fase) de referéncia e a
fase na qual é maior a probalidadc dc scr encontrado o valor mais elcvado de uma
variavel, a partir da curva scnoidal ajustada aos dados. Expressa-se em unidades de
tempo (horas, minutos, scgundos, ctc), angulo ou episodio fisiologico (como batimentos

cardiacos).

-ADAPTACAO TEMPORAL - Processo de ajuste de ritmos bioldgicos a ciclos

ambientais ou do proprio organismo.

-AGENTE MASCARADOR - Cvento que modifica a ecxpressio de um ritmo

biologico, aumentando (mascaramento positivo) ou diminuindo (mascaramento

ncgativo) essa expressao.

-AMPLITUDE - Valor da difercnga entre os valores maximo (ou minimo) e médio

(Mcsor) da curva ajustada de um ritmo biologico qualquer.

-ANGULO DE FASE - Diferenga temporal entre(por excmplo, a diferenga entre o
despertar a fase de um evento e a fase do outro evento ¢ o amanhecer), podendo ser

expresso em unidades de tempo (horas, minutos, etc) ou em fragdes de periodo (um

quarto de ciclo , por cxemplo).
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-ARRASTAMENTO - Sincronizagio (sindnimo). Ajuste temporal de um ritmo por um
outro ritio. Mais comumente, refere-se ao processo de ajuste temporal de organismos a

ciclos ambientais (como a sincronizagdo do ritmo da temperatura central com o
-ESCOTOFASE - Fase de escuro de um ciclo claro/escuro, noite.

-FASE - Momento dcterminado de um ciclo, pode referir-se a uma metade do ciclo, por
cxemplo, a fase clara do ciclo claro/escuro, ou a um momento pontual, como o valor

maximo de uma variavel.

-FASE DE CLARO - No ciclo claro/escuro, a fase clara; dia.
-FASE DE ESCURO - No ciclo claro/escuro, a fase escura; noite.
-FOTOFASE - Fasc de claro de um ciclo claro/escuro; dia.

-FOTOPERIODO - Tamanho (duragdo) de wum ciclo claro/escuro. Refere-se,

geralmente, ao ciclo dia/noite de 24h, especialmente a proporgao horas de claro/horas de

escuro, por exemplo, ciclo CE 12:12.

-lHIORA CIRCADIANA - Fase de um ritmo circadiano em situagdo de livre-curso.
Geralmente, torna-se o inicio do "dia subjetivo” como hora circadiana zero. Em um

ritino, cujo periodo em livre-curso seja 25h, cada hora circadiana valera 25/24 horas.

-LIVRE-CURSO - Diz-se da situagdo na qual sdo eliminadas oscilagdes externas (um

laboratério sob iluminagdo constante, 24h/dia) e dos ritmos bioldgicos observados nessa

siluagdo.
-MASCARAMENTO - Processo de modificagiio da expressdo de um ritmo biolégico.
-NOITE - Fasc escura do ciclo dia/noite de 24h.

-OSCILACAO - Mudanga de estado ou de valor de uma variavel.
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-PERIODO - Duragdo de um evento. Em cronobiologia, utiliza-se para identificar a
duragdo de um ciclo. Usa-se a letra "T" para identificar ciclos impostos a um

dcterminado sistema biologico.

-PERIODO EM LIVRE-CURSO - Duragdo de um ciclo em situagdo de livre-curso,

em geral distinta da duragdo do mesmo ciclo em condi¢des normais de sincronizagio.

-PERIODO ENDOGENO - Duragio de um ciclo determinada pelos mecanismos

endogenos (relogios bioldgicos).

-POS-EFEITO - Caracteristicas de um ritmo biolégico que derivam de condigdes de

pré-tratamento, tais como transientes de fase ou alteragdes do periodo.

-RELOGIO BIOLOGICO - Estrutura capaz de produzir oscilagdes regulares que
sirvam como mecanismos temporizadores do organismo, cujo periodo seja relativamente
cstavel sob diversas condigdes de temperatura € que scja capaz de sincronizar com

ciclos ambientais.
-RITMO - Qualquer cvento que se repete regularmente.

-RITMO BIOLOGICO - Evento bioldgico que se repete regularmente. Alguns autores
restringem o uso de ritmos bioldgicos aos ritmos cuja determinagio enddgena esteja
comprovada. Outros propdem que a denominagdo scja atribuida apenas aos ritmos

associados a ciclos ambientais.

-SENTIDO TEMPORAL (ZLITSINN) OU "MEMORIA TEMPORAL"
(ZEITGEDACHTNIS) - Capacidade dos organismos de ajustar scu comportamento a
determinada hora do dia; uma forma de condicionamento temporal que envolve consulta
a mecanismos tcmporizadores endogenos. Os termos em alemdo sdo usados

correntemente.
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-SINCRONIZACAO - Sindénimo: arrastamento. Tipicamente, ajuste de um ritmo a um
ciclo ambiental, como, por exemplo, o ajuste do ciclo atividade/repouso ao claro/escuro

ambicntal.

-SINCRONIZADOR - Sinénimo: agente arrastador, Zeitgeber. Agente (ciclo)

arrastador.

-TRANSIENTE - Ciclo ou conjunto de ciclos com periodo instavel devido a um
deslocamento de fascs, como ocorre quando nos subtemos a uma mudanga de fuso

horario de 12h.

-ZEITGEBER - Tcrmo alemdo de uso consagrado. Literaliente "doador de tempo”.

Proposta de tradugio de Cesar Timo-laria: Cronador.

9.2 Simbolos

(A) - Amplitude

(CC) - Representagio da condigdo constante de iluminagédo
(CE) - Ciclo claro-cscuro.

(CE 14:10) - Ciclo de 24h com 14h de claro e 10h de escuro.
(CT) - Hora circadiana.

(EE) - Representagio de condigdo constante de escuro.

(¢p) - IFase

(t) - Periodo em livrc-curso

(T) — Pcriodo do ‘zcitgeber’.
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