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RESUMO: Foi determinado o ritmo circadiano e a influéncia da sazonalidade (inverno e veriio) nas taxas respira-
torias médias (VO,) de operdrias isoladas de Plebeia droryana, com fotoperiodo normal (dia/claro e noite/escuro).
Utilizando-se respirometria de Warburg foi determinado o consumo de oxigénio na temperatura de 30 °C. A andlise
estatistica dos resultados (Anova), revelou interagdes significativas entre as estagdes (verdo-inverno) e entre as
horas. Com base na significancia das intera¢oes, as medidas das taxas respiratorias foram comparadas (teste de
Tukey) e os resultados obtidos indicaram um padrao definido na variagdo do ritmo metabélico, apresentando uma
maior intensidade no consumo de oxigénio no periodo diurno, com um pico de captagio entre as 14:00 e 15:00 h.
No periodo noturno o consumo diminuiu, alcancando niveis minimos entre as 02:00 e 03:00 h. Em relagiio
sazonalidade, no verdo foram obtidas maiores taxas respiratérias do que no inverno.
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THE CIRCADIAN RHYTHM OF THE RESPIRATORY RATE IN ISOLATED WORKERS
OF Plebeia droryana ( HYMENOPTERA: APIDAE: MELIPONINAE), DURING WINTER
AND SUMMER

PRONI, E.A; NOGUEIRA, M.F; MACIEIRA, O.J.D. The circadian rhythm of the respiratory rate in isolated
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ABSTRACT: The circadian rhythm as well as the seasonal influences (winter and summer) on the mean respiratory
rates (VO,) were determined for isolated workers of Plebeia droryana, with normal photoperiod conditions (day/
light and night/dark). Using a Warburg respirometer the oxygen consumption was determined at 30 °C. The statistical
analysis of the results (Anova), revealed significant interactions between the seasons (summer and winter) and
between the hours. Based on the significance of those interactions, the breathing rates were compared using the
Tukey’s test. A clear pattern of variation in the metabolic rhythm was observed. It showed a larger consumption of
oxygen during the day, with a pick between 14:00 and 15:00. At night the consumption decreased, reaching the
minimum levels between 2:00 and 3:00. With respect to the seasons effects, larger breathing rates were obtained in
summer than in winter.
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EL RITMO CIRCADIANO DE LA TASA RESPIRATORIA DE OBRERAS AISLADAS DE
Plebeia droryana (HYMENOPTERA: APIDAE: MELIPONINAE), EN INVIERNO Y
VERANO

PRONI, E.A; NOGUEIRA, M.F; MACIEIRA, O.J.D. El ritmo circadiano de la tasa respiratoria de obreras
aisladas de Plebeia droryana (Hymenoptera: Apidae: Meliponinae), en invierno y verano. Arg. cién. vet. zool.
UNIPAR, 5(1), p 051-058, 2002

RESUMEN: Fueron determinados el ritmo circadiano y la influencia sasonal (invierno y verano) sobre las tasas
respiratorias medias (VO,) de obreras aisladas de Plebeya droryana, en fotoperiodo normal (dia/claro y noche/
oscura). Usdndose un respirémetro de Warburg el consumo de oxigeno fue determinado a la temperatura de 30 °C.
El andlisis estadistico de los resultados (Anova), reveld significantes interacciones entre las estaciones (verano-
invierno) y entre las horas. Con base en estas significativas interacciones, se compararon las tasas respiratorias
medias (con el test de Tukey) y los resultados obtenidos indicaron un padrén definido de variacion en el ritmo
metabdlico. Fue observado un mayor consumo de oxigeno durante el dia, con un pico de recepcién entre las 14:00
y las 15:00 h. En el periodo nocturno el consumo disminuyé, alcanzando los minimos niveles entre las 02:00 y las
03:00 h. Respecto a la sasonalidad, fueron obtenidas mayores tasas respiratorias para el verano que para el invierno.

PALABRAS-CLAVE: ritmo circadiano, tasa respiratoria, Hymenoptera, Apidae, Meliponinae

Introducao

Os meliponineos sido encontrados em
regides tropicais e sub-tropicais, até 30 °C de
latitude norte e sul. Estes insetos tém a
caracteristica peculiar de apresentar o ferrdo
atrofiado, por isso sdo conhecidos como abelhas
sem ferrdo ou “stingless bee”. Suas colonias variam
de pequenas até moderadamente grandes,
contendo cerca de 500 a 4.000 adultos, em espécies
.do género Melipona e de 300 a 100.000, no caso
de Trigona e outros géneros relacionados
(MICHENER, 1974). Segundo NOGUEIRA-
NETO (1970), as abelhas Plebeia droryana,
vulgarmente conhecidas como “mirins”, sdo
encontradas desde o Rio Grande do Sul até Sao
Paulo, onde suas coldnias possuem populacdes que
variam de 2.000 a 3.000 individuos e nidificam em
cavidades de troncos, paredes, etc.

As abelhas indigenas, sem ferrdo, sio
consideradas de vital importancia para os
ecossistemas, devido a eficiéncia como agentes
polinizadores. Segundo ROUBIK (1979), a
eficdcia no ciclo reprodutivo da maioria de espécies
vegetais nativas das regides tropicais tem como
motivo a grande variabilidade no tamanho dos
individuos das diferentes espécies dessas abelhas.
O processo de polinizacdo realizado pelas abelhas
indigenas diminui o isolamento reprodutivo
vegetal, resultando num aumento da biodiversidade
(MICHENER, 1974, BAWA & OPLER, 1975;

JANSEN, 1975; PRICE, 1975; ROUBIK, 1979;
ABSY, CAMARGO & KERR, 1984).

De acordo com KERR, CARVALHO &
NASCIMENTO (1996), nas florestas brasileiras
as abelhas indigenas constituem-se nos principais
agentes polinizadores de 40% a 90% das espécies
vegetais, enquanto outros animais como aves,
borboletas e alguns mamiferos desempenham o
papel polinizador restante. Estudos referentes a
associacdo inseto-planta, especificamente entre
meliponineos e vegetais nativos da regido de
Manaus-AM, verificaram que a exting¢do de
espécies nativas de abelhas acelera o processo de
extincdo de espécies vegetais desequilibrando os
ecossistemas (ABSY & KERR, 1977; ABSY,
BEZERRA & KERR, 1980; KERR, CUNHA &
PISANI, 1978). Assim sendo, toda e qualquer
possibilidade de desenvolver estudos destinados a
conhecer a biologia basica dos meliponineos,
poderd trazer solucoes praticas na conservacgio e
manejo dos ecossistemas atuais (KERR,
CARVALHO & NASCIMENTO, 1996).

Estudos sobre ritmo circadiano da taxa
metabdlica de insetos, de um modo geral, foram
realizados por FINGERMAN, LAGO & LOWE
(1958); TWEEDY & STEPHEN (1971);
KAPOOR (1972); CHIBA, CUTKOMP &
HALBERG (1973); BANKS, BRUCE & PEART
(1975); TAKAHASHI-DEL -BIANCO &
HEBLING (1992).
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Segundo HARKER (1958), a
caracteristica de maior interesse no estudo de ritmo
de 24 horas, nio seria o fato de certas atividades
ocorrerem todas neste intervalo, mas sim que tais
repeticdes persistissem na auséncia de mudangas
ambientais normais. Dessa maneira podem ser
observados dois tipos de ritmos: A) aqueles que
ocorrem como resposta imediata para mudangas
no ambiente (ritmos exdgenos); B) os que
persistem quando as condi¢gdes no ambiente sdo
mantidas constantes (ritmos enddgenos).

Os ritmos biolégicos, segundo
CIPOLLA-NETO, MARQUES & MENNA-
BARRETO (1988), podem ser estudados atraves
da cronobiologia, que pode ser entendida como o
estudo da organizacdo temporal da matéria viva.
Assim, a ritmicidade bioldgica, que estéd presente
em todos seres vivos (devido ao seu cardter
ubiquo), parece ter-se originado desde os
primordios da vida, tendo contribuido como fator
organizador da matéria viva. Portanto, a
ritmicidade encontrada em animais e plantas nao é
apenas expressio reflexa dos eventos temporais
do meio externo, mas possui um cardter endogeno,
sendo determinado geneticamente. HALBERG
apud WITHROW (1959) introduziu o termo
circadiano (latim circa: em torno de; dies: dia), para
caracterizar os ritmos com periodos de 24 horas,
0s quais s@o sincronizdveis em ciclos de 24 horas
de claro/escuro.

De acordo com CIPOLLA-NETO,
MARQUES & MENNA-BARRETO (1988), no
estudo do ritmo circadiano podem ser destacados
dois objetivos principais: o primeiro seria a
demonstracio de que qualquer varidvel fisiologica
ndo se mantém estavel e constante durante 24
horas, apresentando uma flutuacio didria regular,
filogeneticamente incorporada e geneticamente
determinada, cuja finalidade seria preparar o
organismo de uma maneira antecipada para
enfrentar modificacdes ambientais, como a
alternincia do dia e da noite: o segundo objetivo
seria mostrar que as alteragdes circadianas nao se
ddo apenas a nivel da varidvel observada, mas
também e principalmente, na capacidade do
organismo em reagir diante de estimulos ambientais
¢ endégenos. O autor ainda ressalta que,
dependendo da hora e do dia, os organismos
possuem  diferencas  fisioldgicas e
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comportamentais, podendo responder de maneira
diferente aos estimulos.

Na literatura, vérios autores como DE
COURSEY (1960); ROBERTS (1962);
PROSSER (1973); ASCHOFF (1979, 1981);
PITTENDRIGH apud ASCHOFF (1981);
KIPPERT (1985); CIPOLLA-NETO, MARQUES
& MENNA-BARRETO (1988) destacam a
importincia dos conceitos relativos aos ritmos
circadianos enddgenos e exdgenos influenciados
por fatores ambientais como as variagdes didrias
de luminosidade (ciclo claro/escuro) e de
temperatura.

O objetivo bésico do presente trabalho
foi determinar as taxas respiratorias de operarias
isoladas de Plebeia drorvana, fazendo uma andlise
comparativa das respostas fisioldgicas desses
insetos as variagdes de sazonalidade (inverno e
verdo), para verificar seu ritmo circadiano com
fotoperiodo normal (dia/claro e noite/escuro).

Material e Métodos

As abelhas operdrias de Plebeia droryana
foram coletadas, com auxilio de um sugador
manual, de ninhos mantidos no melipondrio da
Universidade Estadual de Londrina, PR, Foram
transportadas para uma camara climdtica com
temperatura em torno de 25 °C, onde foram
realizados os experimentos com respirometro de
Warburg durante o inverno e verdo, em
temperatura constante de 30 °C, temperatura média
encontrada por ZUCCHI & SAKAGAMI (1972)
na érea de cria dessa espécie, em condigdes de
fotoperiodo normal (12 horas/claro e 12 horas/
escuro). As leituras do respirdmetro foram feitas
durante uma hora, com intervalos de trés horas,
durante 24 horas, sendo que as leituras noturnas
foram realizadas com luz vermelha (comprimento
de onda nido captado pelas abelhas), para evitar
estimulos luminosos.

Em todos os experimentos foram utilizados
seis frascos contendo uma abelha operdria cada e
um sem inseto, que funcionou como
termobardmetro. No pogo central, foi colocada
uma fita de papel de filtro e 0,04 ml de solucio de
KOH a 14% para absorver o gds carbonico
eliminado pela respiragdo. No bulbo lateral do
frasco foi colocado um algodao embebido em 0,3
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ml de solugdo de sacarose a 50%, como fonte de
energia, para os insetos confinados
individualmente.

Os conjuntos de frascos e mandmetros
foram levados ao banho, esperando-se 15 minutos
com o sistema aberto para o exterior, para fins de
termoestabilizacdo do sistema. Apods a
termoestabiliza¢do, os niveis manométricos foram
ajustados a 150 mm e as torneiras fechadas para a
tomada das leituras iniciais, de 15 em 15 minutos,
durante 60 minutos.

Ao término de cada fase experimental
(10:00 — 11:00; 14:00 — 15:00; 18:00 — 19:00;
22:00-23:00; 02:00 - 03:00; 06:00-07:00; 10:00
— 11:00) as torneiras manométricas eram abertas,
permanecendo assim durante os intervalos de trés
horas, para equilibrar a atmosfera interior dos
frascos com a do meio ambiente. No final do
experimento (24 horas), os frascos foram
desconectados dos seus respectivos mandmetros,
as abelhas foram anestesiadas com éter e retiradas
dos frascos para determinagio da massa corpérea
em balanca Mettler. Em seguida, foi determinado
o volume de cada inseto, colocando-se 0 mesmo
em tubo de centrifuga graduado, ao qual se
adicionou dgua através de uma seringa de 1 ml. A
quantidade de agua que ultrapassou a marca de 1
ml do tubo de centrifuga correspondia ao volume
do animal.

De posse desses volumes, calculou-se a
constante de cada conjunto (frasco + mandmetro),
de acordo com UMBREIT in UMBREIT,
. BURRIS & STAUFFER‘S (1972). Com a cons-
tante de cada conjunto, calculou-se o consumo de
oxigenio, multiplicando-se a mesma pela soma das
variacoes manométricas (h). Dividindo-se o
consumo de oxigénio, de cada fase experimental
(uma hora), pela massa corpérea de cada inseto,
foram obtidos os valores de VO, (taxa respirato-
ria) expressos em il de O,/mg (vivo)/hora.

Resultados
As taxas respiratorias médias de 10

operdrias isoladas de Plebeia droryana, na
temperatura de 30 °C, durante 24 horas com
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fotoperiodo normal, nos periodos de inverno e
verao, constam na Figura 1.

Para analise estatistica dos dados referentes
as taxas respiratorias médias, sazonalidade e
intervalos de horas experimentais, foi utilizada uma
andlise de varidncia (Anova) em blocos-
casualisados com interagdo e aplicado o teste de
Tukey (TUKEY, 1953) para 4 = 5% (Tabela 1),
que revelou diferencas significativas entre as
estagdes (verdo/inverno) e também entre as horas
independentemente das estagdes. As abelhas
demonstraram um padrdo na variagio do ritmo
metabdlico, ocorrendo uma maior intensidade de
consumo de oxigénio no periodo das 10:00 as
18:00 h, apresentando um pico de consumo das
14:00 as 15:00 h. A partir das 19:00 h, as taxas
respiratorias diminuiram, atingindo valores
minimos entre 22:00 e 07:00h , principalmente
entre as 02:00 e 03:00 h e retornando a partir dai a
valores semelhantes aos encontrados no dia
anterior na mesma hora. Assim, os resultados
indicaram um ritmo circadiano bem definido,
demonstrando uma atividade predominantemente
diurna com maior consumo de oxigénio durante o
verio.

Discussao e Conclusoes

Os resultados obtidos sugerem que a luz
desempenhou um papel importante no ritmo
circadiano da taxa respiratéria, uma vez que as
medidas realizadas entre 18:00 e 19:00 h e entre
06:00 e 07:00 h mostraram, respectivamente, uma
queda e uma elevagio do consumo de oxigénio.

Entretanto, para uma confirmacédo de que
o ritmo apresentado é do tipo exdgeno, serdo
necessdrios novos experimentos, em condigoes
constantes (durante 24 horas) de claro ou escuro
e com inversdo de fotoperiodismo (dia/escuro e
noite/claro), os quais serdo realizados futuramente.
Deve ser ressaltado, também, que os dados aqui
apresentados se referem as abelhas estudadas
1soladamente, pois como esses insetos sdo
eusociais, outros fatores (além dos ambientais)
poderiam influenciar no seu ritmo metabdlico, tais
como efeito de grupo, presenca de cria, etc.

Tabela 1 - Anilise de variéincia entre as taxas respiratérias médias (VO,), estagdes (inverno/verio) e horas,
para operdrias isoladas de Plebeia droryana. Londrina, PR, 2001

Causas da Variacio ol 8.4. q.m. Valor f P
Estacio 1 7,0805 7.0805 21,1316% <0.00001
Hora 6 248,1736 41,3622 123,4437* <0,00001
Estacio x hora 6 6,3136 1,0522 3,1404% < 0,00661
Residuo 126 42,2188 0,3351
Total 139 303.7866

g.1. = grau de liberdade; s.q. = soma quadrética; g.m.= média quadritica; P = probabilidade

* Teste F significativo para = 0,05
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Figura 1 - Ritmo circadiano da taxa respiratdria de operdrias de Plebeia droryana a 30 °C com foto-
periodo normal (dia/claro e noite/escuro), no verdo e inverno. Londrina, PR, 2001

Outros insetos tiveram o ritmo circadiano
da taxa respiratdria estudados como por exemplo,
BANKS, BRUCE & PEART (1975) que
pesquisaram o ritmo circadiano da taxa respiratoria
de duas espécies de baratas Blaberus craniifer e
Blaberus gigantus (Dictioptera: Blaberidae), em
condicoes de fotoperiodo normal € em escuro e
luminosidade constantes, sendo que observaram
um ritmo circadiano endégeno. Também CHIBA,
CUTKOMP & HALBERG (1973) e
TAKAHASHI-DEL-BIANCO & HEBLING
(1992) estudaram a ritmicidade metabdlica de
insetos Tribolium confusum (Coleoptera) e
Camponotus rufipes (Hymenoptera: Formicidae),
respectivamente, indicando que houve uma
flutuacéo ritmica da taxa respiratéria sob condicoes
normais de fotoperiodo para as duas espécies.
TWEEDY & STEPHEN (1971), estudando os
efeitos de luz e temperatura no ritmo circadiano
do consumo de oxigénio de Megachile rotundata
(Hymenoptera: Apidae), observaram que o ritmo
metabdlico mudava de periodos
predominantemente curtos (ultradianos) nos
estdgios imaturos, para um periodo circadiano
estdvel no estagio adulto.

Uma andlise dos dados encontrados na
literatura para Apis mellifera e para oulros
meliponineos indicou que esses insetos quando

estudados isoladamente, numa faixa de
temperatura de 15 a 30 °C, apresentam um ritmo
circadiano no uso de energia caracterizado por dois
periodos bem definidos: um periodo diurno,
durante o qual a taxa metabdlica € bem acentuada
e um periodo noturno com o metabolismo bem
mais baixo (STUSSI & HEUSNER, 1963; PRONI,
1987; PRONI & MACIEIRA, 1998).

STUSSI (1968) observou a variagdo
nictemeral do consumo de oxigénio de Apis
mellifera em viérias temperaturas (15, 20, 25,30 e
35 °C), determinando quatro fases diferentes: A)
duas fases em que o metabolismo se mantém num
dado nivel; uma fase diurna onde o metabolismo €
alto (forte atividade locomotora) e uma fase
noturna , quando o nivel metabdlico é baixo
(repouso); B) duas fases de transi¢do: uma de
manhi, quando a taxa metabdlica aumenta ao
passar do nivel noturno para o diurno, e a tarde,
quando o metabolismo diminui, passando do nivel
diurno para o noturno.

PRONI (1987) determinou o ritmo
circadiano, com fotoperiodo normal (dia/claro e
noite/escuro), do consumo de oxigénio para
operdrias isoladas de duas subespécies de abelhas
indigenas sem ferrdo (jatai), Tretragonisca
angustula angustulae T. a. fiebrigi. Os resultados
obtidos indicaram um ritmo circadiano bem
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definido, mostrando uma atividade diurna para
estas subespécies. Os periodos de maior atividade
e dispéndio de oxigénio ocorreram entre 06:00 e
15:00 h, até atingir valores minimos no hordrio
entre as 18:00 e 03:00 h, tornando a elevar-se
gradualmente até as 11:00 h, quando atingiram
valores semelhantes aos obtidos no dia anterior na
mesma hora.

MACIEIRA (1993) determinou o
consumo de oxigénio de operdrias isoladas de
abelhas Trigona spinipes (irapud), também com
fotoperiodo normal. Os resultados obtidos das
taxas respiratorias médias, durante primavera,
indicaram um maior consumo de oxigénio no
periodo diurno entre as 10:00 e 15:00 h. Apés as
15:00 h, as taxas respiratérias decresceram até
atingirem valores mais baixos entre as 18:00 e
03:00 h, passando-se a partir dai a aumentar até
atingirem valores maximos aos obtidos no dia
anterior.

PRONI & MACIEIRA (1998) deter-
minaram, durante um periodo de 24 horas, as taxas
respiratorias de operdrias isoladas de abelhas
Melipona  quadrifasciata  anthidioides
(mandacaia), destacando-se uma maior intensidade
no consumo entre 10:00 e 15:00 h. A partir das
15:00 h, as taxas respiratérias médias decresceram
até atingirem valores minimos no periodo entre
18:00 € 07:00 h, tornando a se elevar gradualmente,
demonstrando um ritmo circadiano bem definido,
com uma atividade predominantemente diurna.

De acordo com PIANKA (1982), a
fisiologia ambiental ou ecofisiologia trata das
relagdes e funcdes dos organismos em seus
ambientes fisicos (luz, temperatura e umidade), de
como se adaptam e respondem a eles e de como
os exploram. Assim, a ecofisiologia estd interessada
basicamente nos mecanismos funcionais e
comportamentais mediante os quais os organismos
agem frente ao meio ambiente, sendo que os
mecanismos fisioldgicos devem refletir as
condi¢des ecolégicas. Entdo, o principio
fundamental da fisiologia é a nog¢éo de homeostase,
significando a manutengdo de um estado interno
relativamente estdvel num meio ambiente que varia
muito suas condigdes, uma vez que a homeostase
¢ estabelecida por meios fisioldgicos e também
mediante as respostas adequadas de
comportamento. Essas respostas comportamentais
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e fisiolégicas refletem uma variagdo ou flutuagéo
do ritmo circadiano do consumo de oxigénio
havendo, portanto, uma adaptagio metabdlica.
Esta adaptacao da taxa respiratéria modula com
eficiéncia a variagdo espacial e temporal do
ambiente fisico, onde a adaptagdo metabdlica
permite que 0s organismos continuem existindo e
sigam ativos numa ampla gama de variagdes das
condi¢des ambientais externas, incrementando
desta maneira um aumento da eficdcia biol6gica.

Ainda, segundo PIANKA (1982c.), a
maior parte dos habitats sdo formados por um
mosaico espago-temporal de muitos elementos
distintos, existindo uma integragiio de cada um com
seu proprio complemento de organismos e outros
recursos. O conceito de nicho tem sido ligado, cada
vez mais intrinsicamente, com o fenémeno da
competi¢do interespecifica. Seguindo essa
terminologia utilizada, que definiu nicho ecoldgico
como a soma total das adaptacdes de uma unidade
organistica ou como todas as maneiras diferentes
que uma unidade organistica se adapta a um
ambiente determinado, pode-se falar de nicho de
um individuo, de uma populacio ou de uma
espécie.

Pode-se supor que as variacdes médias
encontradas nas taxas respiratorias de operdrias
isoladas de Plebeia droryana, a 30 °C, em
condi¢coes de fotoperiodo normal, sejam
importantes para o apaziguamento da competig@o
interespecifica, pois a competi¢do se evita mediante
diferencas dos micro-hébitats explorados, consumo
de alimentos e/ou o tempo de atividade, o qual é
determinado pelo ritmo circadiano. Por
conseguinte, o nimero efetivo de dimensdes do
nicho ecoldgico pode ser reduzido a trés: lugar,
alimento e tempo (PIANKA, 1982).

Para complementar esses dados obtidos re-
ferentes ao ritmo circadiano de Plebeia droryana,
também nos periodos de verdo e inverno, deveriio
ser realizados estudos sobre a atividade externa
diurna, capacidade de termorregulagio dos ninhos
durante 24 horas, influéncia da temperatura no me-
tabolismo respiratorio de grupos de dois, cinco e
10 insetos, para se determinar um possivel efeito
de grupo ou ndo.
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