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RESUMO

Esta dissertacdo tem como objetivo comparar a tolerancia térmica de duas subespécies de
abelha melifera, Apis mellifera iberiensis (Portugal) e Apis mellifera mellifera (Noruega).
Foram avaliadas obreiras, forrageiras e zangdes, por meio de ensaios laboratoriais que
determinaram o tempo até o estupor térmico (HT) e o tempo de recuperac¢do do coma induzido
por frio (CCRT). Utilizou-se metodologia experimental com controle de temperatura e analise
estatistica ndo paramétrica. Os resultados indicaram maior resisténcia ao calor nos zangbes em
comparacdo com as obreiras, independentemente da subespécie. As forrageiras demonstraram
maior resisténcia ao calor do que as amas, especialmente em temperaturas elevadas.
Comparando as subespécies, A. m. iberiensis suportou temperaturas mais altas por mais tempo,
sugerindo adaptac6es fisioldgicas ao clima mediterranico. Quanto ao frio, ndo houve diferencas
estatisticamente significativas entre amas e zangdes de Portugal embora as amas tenham
apresentado menor variabilidade nos tempos de recuperagdo. Os dados sugerem diferencas
morfoldgicas, comportamentais e fisiologicas entre as amas e forrageiras que influenciam
diretamente a tolerancia térmica. Este trabalho contribuiu para a compreensdo da resiliéncia
térmica em abelhas e destaca a importancia da diversidade genética na adaptacao a cenarios de
alteracOes climaticas, com implicacGes relevantes para a conservacdo de polinizadores e o

maneio apicola em diferentes regides.

Palavras-chave: Apis mellifera, tolerdncia térmica, estupor térmico, recuperacdo do coma,

subespécies.



ABSTRACT

This dissertation aims to compare the thermal tolerance of two subspecies of honey bees, Apis
mellifera iberiensis (Portugal) and Apis mellifera mellifera (Norway). Workers, foragers and
drones were evaluated through laboratory tests that determined the time to thermal stupor (HT)
and the recovery time from cold-induced coma (CCRT). An experimental methodology with
temperature control and nonparametric statistical analysis was used. The results indicated that
drones presented greater resistance to heat compared to workers, regardless of the subspecies.
Foragers support greater thermal tolerance than workers, especially at high temperatures.
Comparing the subspecies, Portuguese bees withstood higher temperatures for longer,
indicating physiological adaptations to the Mediterranean climate. Regarding cold, there were
no statistically significant differences between nurses and drones from Portugal, although
nurses showed less variability in recovery times. The data suggest that morphological,
behavioural and physiological differences between nurses and foragers that directly influence
thermal tolerance. This work contributes to the understanding of the mechanisms of thermal
resilience in bees and highlights the importance of genetic diversity in adaptation to climate
change scenarios, with relevant implications for pollinator conservation and beekeeping

management in different regions.

Keywords: Apis mellifera, thermal tolerance, thermal stupor, recovery from coma, subspecies.
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1 INTRODUCAO

A abelha melifera pertence ao Reino Animalia, Filo Arthropoda, Classe Insecta, Ordem
Hymenoptera, Familia Apidae, Género Apis e espécie Apis mellifera. As abelhas meliferas sdo
insetos sociais que apresentam trés castas distintas: rainha, zangdes e obreiras. Essas castas
possuem uma organizacdo complexa e se diferenciam umas das outras através de funcgdes
especificas, bem como por caracteristicas morfoldgicas e fisioldégicas (Ramos & Carvalho,
2007). As obreiras sdo fémeas ndo reprodutivas, representando a maioria dentro da col6nia. Ao
longo da sua vida, as abelhas desempenham diversas atividades dentro da colmeia, mudando
de funcdo conforme envelhecem, em um processo conhecido como polietismo etério. Esse
mecanismo é uma das formas de divisdo do trabalho caracteristicas dos insetos sociais
(Guimaraes, 2010). As tarefas realizadas durante a sua vida incluem: reparacao e limpeza dos
alvéolos, alimentacdo das larvas, rainhas e zang@es, producdo de cera e construcdo do favo,
defesa e manutencdo do equilibrio térmico da colénia. Quando mais velhas, realizam tarefas
fora da colmeia, como colheita de polen, néctar, prépolis e agua (Wiese & Salomé, 2020).

A rainha € a Unica fémea reprodutiva da colonia sendo facilmente diferenciada
fenotipicamente das obreiras. Distingue-se das obreias pelo maior tamanho e por possuir um
abdoémen mais alongado e pontiagudo. Além disso, seus movimentos sdo mais lentos em
comparagdo com os das outras castas, devido a sua funcéo central na manutencédo do equilibrio
da colonia, através da producdo de feromonas. Sua principal funcdo é a postura de ovos,
enquanto as obreiras sdo responsaveis por alimentar e cuidar das larvas em desenvolvimento
(De Souza et al., 2018; Owen, 2020). O desenvolvimento da rainha ocorre a partir de um ovo
fertilizado em um alvéolo chamado realeira, destacando-se das demais pelo seu formato e
tamanho. Durante a fase larval, a futura rainha é alimentada com maiores quantidades de geleia
real, sendo um alimento essencial para o crescimento do sistema reprodutivo (Freitas, 1999).

Os machos da coldnia, designados por zangdes, destacam-se por apresentarem um corpo
maior e mais robusto em comparagcdo com as outras castas. Contrariamente as obreiras, 0s
zangdes ndo possuem ferrdo ou mecanismo de defesa. Uma de suas funces é ventilar a colmeia
e fecundar a rainha, processo que resulta na morte do zangéo, ja que o seu 0rgéo reprodutivo se

rompe e permanece no abdomen da rainha (Owen, 2020). No entanto, alguns zangdes podem
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morrer antes de acasalar, seja devido a idade ou por serem expulsos do ninho pelas obreiras em
periodos de escassez de recursos (Moreira & Farinha, 2011). Os zangdes sdo encontrados na
colmeia durante a primavera e o verdo, quando as condicBes climaticas sdo favoraveis a
reproducéo.

Nos Ultimos anos, 0 aumento da temperatura média global tem se tornado uma grande
preocupacdo a escala mundial. Por serem poiquilotérmicos, os insetos sdo altamente sensiveis
as alteracdes de temperatura e umidade (Costa et al., 2017). Perante um cenério de alteracGes
climaticas, governos e organizacdes nacionais tém financiado investigacao cientifica destinada
a conservacao dos insetos, com destaque para os polinizadores. Por exemplo, a Bélgica adota
estratégias especificas para a protecdo da abelha melifera, enquanto a Franca da mais relevo a
preservacdo de todos os polinizadores (Vasiliev & Greenwood, 2020).

Num contexto de alteracdes climaticas, os estudos sobre tolerancia térmica em abelhas
A. mellifera tem ganho destaque, uma vez que as mudancas de temperatura e humidade podem
comprometer a sobrevivéncia dos polinizadores (de Farias-Silva & Freitas, 2021). E crucial
entender como diferentes castas e subespécies de A. mellifera respondem a condicdes térmicas
extremas, sendo esse conhecimento essencial para a formulacéo de estratégias de conservacao
e maneio. Compreender a tolerancia térmica permite identificar linhagens mais adaptadas,
proteger as mais vulneraveis e orientar estratégias de conservacdo e manejo apicola mais
eficazes, o que é fundamental para garantir a sobrevivéncia das abelhas num cenario de
alteracdes climaticas.

Existem diversos métodos para avaliar a tolerdncia térmica em animais, sendo os dois
mais utilizados 0 método dindmico e o método estatico. No método dindmico, o animal é
submetido a variacdes graduais de temperatura, seja por aumento ou diminuicdo, ao longo do
tempo. O objetivo é observar 0 momento em que o animal atinge um ponto final pré-
determinado, como coma, perda de funcdo motora ou morte. Esse ponto final define-se como
temperatura méaxima ou minima critica (CT max ou CT min) (Jgrgensen et al., 2019).

O método estatico envolve a exposicdo do animal a uma temperatura constante e
stressante, registando-se 0 tempo necessario para atingir um estado final pré-definido. Esta
abordagem também inclui a medigdo da mortalidade apds um periodo fixo sob a temperatura
estatica (Bak Winther et al., 2020). Tanto o método dindmico como o estatico oferecem
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resultados importantes sobre a tolerancia térmica das abelhas, contribuindo para um melhor
entendimento dos limites fisiologicos das subespécies de A. mellifera, fornecendo dados
relevantes para iniciativas de conservagdo em cenarios de alteracdes climaticas.

Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivo comparar a tolerancia térmica de
duas subespécies de abelhas meliferas, Apis mellifera iberiensis e Apis mellifera mellifera,

quando expostas a condicdes extremas de calor e frio.
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2 OBJETIVOS
2.1  Objetivo geral

Comparar a tolerancia térmica (temperaturas extremas de calor e frio) entre abelhas de Portugal

(A. m. iberiensis) e Noruega (A. m. mellifera).

2.2 Objetivos especificos

Determinar os limites térmicos para as abelhas de Portugal (A. m. iberiensis)
e Comparar os limites térmicos entre zangdes e obreiras de A. m. iberiensis
e Comparar os limites térmicos entre obreiras recém-emergidas e obreiras de
tarefas externas (forrageiras) de A. m. iberiensis
Determinar os limites térmicos para as abelhas da Noruega (A. m. mellifera)

e Comparar os limites térmicos entre zang@es e obreiras de A. m. mellifera

Comparar os limites térmicos dos individuos da mesma casta/tarefa entre Portugal e Noruega.

17



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1  Subespécies de Apis mellifera

A abelha melifera (Apis mellifera L.) é uma das espécies de abelhas mais amplamente
distribuida no mundo, sendo nativa da Europa, Africa, Médio Oriente e parte da Asia Ocidental
(Ruttner, 1988). Nessa diversidade de ambientes estdo descritas até ao momento 31 subespécies
(Chenetal., 2016; Engel, 1999; Hepburn & Radloff, 1998; Meixner et al., 2011, 2013; Ruttner,
1988; Sheppard & Meixner, 2003) que se agrupam em quatro linhagens evolutivas principais:
A (Africa), C (Europa Oriental), M (Europa Ocidental) e O (Oriente Médio). Dentre as
subespécies de Apis mellifera, destacam- se a Apis mellifera iberiensis e a Apis mellifera
mellifera, ambas pertencentes a linhagem evolutiva M, caracteristica da Europa Ocidental
(Ruttner, 1988).

A. m. iberiensis (Figura 1), também conhecida como abelha ibérica, é uma subespécie
nativa da Peninsula Ibérica. A proximidade geografica da Peninsula Ibérica com o continente
africano favoreceu trocas genéticas ao longo do tempo entre organismos de ambos 0s
continentes, contribuindo para a grande diversidade genética observada em muitos organismos
ibéricos, incluindo a abelha melifera (Gomez & Lunt, 2007). Estudos baseados no ADN
mitocondrial da abelha ibérica indicam a coexisténcia de duas linhagens evolutivas na
Peninsula Ibérica: a africana (linhagem A) e a linhagem M. Ou seja, a A. m. iberiensis partilha
ancestrais comuns com as abelhas africanas e com a A. m. mellifera (Chavez-Galarza et al.,
2015; Chavez-Galarza et al., 2017; Pinto et al., 2012).

Conforme descrito por Ruttner (1988), ao longo da sua histéria evolutiva, a A. m.
iberiensis passou por diversas modificaces fisiologicas, comportamentais, e morfolégicas em
relacdo a outras subespécies, refletindo a sua adaptacdo ao ambiente da Peninsula Ibérica.
Quanto a morfologia, 0 autor caracteriza esta subespécie como sendo de cor escura, com poucas
bandas amareladas no abddémen, possuindo asas anteriores mais estreitas e abdomen mais
comprido em relacdo a subespécie norte-africana A. m. intermissa. Além disso, observa-se uma
reducdo no indice cubital (CI) da asa anterior, embora o comprimento dos pelos nao se distinga
das congéneres africanas. Em termos comportamentais, a A. m. iberiensis € caracterizada como
sendo mais defensiva, maior tendéncia de enxameacdo e grande utilizacdo de propolis, em

comparagao com outras subespécies europeias.
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Em comparacdo com A. m. iberiensis, a sua subespécie irma A. m. mellifera (Figura 2),
vulgarmente conhecida como abelha europeia negra, possui uma area de distribuicdo nativa
muito extensa, que vai desde o sul de Franca ao sul da Suécia, e a leste até os Montes Urais
(Meixner et al., 2007).

De acordo com Ruttner (1988), a A. m. mellifera exibe caracteristicas morfologicas
marcantes, como pelos abdominais longos, especialmente nas regides mais frias da sua area de
distribuicdo nativa, corpo robusto com abdémen comprido e uma coloracao preta com aspeto
aveludado. Os zang6es sdo totalmente pretos e estdo entre 0os maiores de todas as subespécies
de A. mellifera, apresentando asas anterior com de 12,24 mm de comprimento e patas
posteriores de 10,10 mm. Além disso, o indice cubital (CI) é notavelmente baixo, muitas vezes
inferior a 1,0 em algumas populacdes, refletindo uma forte adaptacdo as condi¢cdes ambientais
locais.

Em termos comportamentais, a A. m. mellifera e a A. m. iberiensis partilham os mesmos
tracos distintivos das outras subespécies Europeias, como o comportamento defensivo e
tendéncia para propolizar (Ruttner, 1988). Embora pertencentes a mesma linhagem evolutiva
(M), as duas subespécies estiveram expostas a ambientes distintos ao longo da sua historia, com
A. m. iberiensis adaptada ao clima mais quente e seco da Peninsula Ibérica, enquanto a A. m.
mellifera se adaptou a regides mais frias e himidas do norte da Europa.

Figura 1: Apis mellifera iberiensis.

Fonte:Blogspot, 2016.
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Figura 2: Apis mellifera mellifera.
Fonte: Viva FCT, 2020.

3.2 Tolerancia térmica

O declinio da biodiversidade de artrépodes terrestres, incluindo as abelhas polinizadoras, tem
gerado preocupacdo, especialmente quando esse declinio estd associado as alteragdes climaticas
(Kazenel et al., 2024). Estudos prévios comparando a tolerancia térmica ao calor de diferentes
organismos ectotérmicos, ou seja, organismos cuja a temperatura corporal depende diretamente
das condicOes ambientais e que ndo produzem calor suficientemente para manter uma
temperatura constante indicam que diversas espécies ja podem estar vivendo proximas dos seus
limites fisioldgicos superiores, apesar de algumas espécies apresentarem capacidade de
adaptacdo rapida frente as alteracdes climaticas (van Heerwaarden et al., 2024).

A tolerancia fisiologica € fundamental para prever como as espécies responderao as
alteracOes climaticas, uma vez que esta define os limites das condi¢Bes necessarias para a sua
sobrevivéncia. Embora muitos estudos sobre tolerancia fisiolégica se tenham focado na
tolerancia térmica, a capacidade de suportar a dessecacgdo, isto é, a perda excessiva de agua
corporal em ambientes quentes e secos, também pode ser um fator determinante para a
sobrevivéncia de insetos, como as abelhas (Burdine & McCluney, 2019).

A plasticidade fenotipica permite aos organismos modificar as suas caracteristicas
fisicas, fisioldgicas ou comportamentais em resposta a mudangas no ambiente, sendo um dos
principais mecanismos que facilitam respostas rapidas as alterac6es climaticas (West-Eberhard,
2003). Segundo Pigliucci et al. (2006), nem toda a forma de plasticidade traz vantagens
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adaptativas, ja que algumas variagdes decorrem de limitacGes inerentes a bioquimica, fisiologia
ou desenvolvimento do organismo. Quando aplicada a tolerancia térmica, essa plasticidade
aumenta a capacidade de um organismo suportar temperaturas extremas, ampliando o seu limite
térmico maximo (CTwmax), OU Seja, a temperatura maxima que o organismo consegue tolerar ou
da qual se recuperar (Lutterschmidt & Hutchison, 1997).

Neste contexto, a tolerdncia térmica € uma ferramenta importante para analisar como as
espeécies respondem a variacdes de temperatura. Um fendmeno associado a essa resposta é o
estupor térmico (Heat Stupor - HT), também conhecido como atordoamento por calor. Esse
estado ocorre quando o inseto perde a capacidade de se movimentar, caindo de costas ou
deslizando lentamente até ficar completamente imobilizado. Nessa condic¢do, 0 inseto perde 0s
reflexos normais e os seus membros podem apresentar espasmos musculares, um sinal que
geralmente antecede a morte (Martinet et al., 2015).

Um estudo recente conduzido por Martinet et al. (2021) investigou a tolerancia térmica
de diferentes espécies de abelhdes (Bombus spp.) na Europa e América do Norte, revelando
diferencas significativas relacionadas com suas distribuicbes geograficas. Nesse estudo,
constatou-se que as espécies de regides articas e boreais apresentam menor resisténcia ao calor
em comparacao as espécies de areas temperadas e mediterraneas. A espécie Bombus terrestris
demonstrou alta tolerancia ao calor, caracteristica que contribui para sua expansdo nas areas
mediterraneas.

Em contrapartida, o0 Minimo Térmico Critico (CTwmin) representa o inverso do CTwmax,
sendo definido como a temperatura abaixo da qual as abelhas perdem a capacidade motora e
entram em estado de coma induzido pelo frio (Gonzalez et al., 2022). O tempo necessario para
gue o organismo retorne a atividade normal apds a exposicao a temperaturas baixas é conhecido
como 0 Tempo de Recuperacdo do Coma por Frio (CCRT) (Sanchez-Echeverria et al., 2019).
Embora o processo de recuperagdo do coma induzido pelo frio seja em muitos casos reversivel,
a sua eficacia esta relacionada com a duracdo e intensidade da exposicao as baixas temperaturas.
Exposi¢des prolongadas podem resultar em danos fisioldgicos irreversiveis, afetando o

desempenho e em casos extremos levando a morte (Findsen et al., 2014).
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3.3  Métodos para avaliar a tolerancia térmica

Existem diversos métodos para avaliar a tolerancia térmica em animais, sendo 0s mais comuns
0 método dindmico e 0 método estatico. No método dinamico, o animal é exposto a variacoes
graduais de temperatura, seja um aumento ou uma diminuic¢do ao longo do tempo. O objetivo
é identificar o momento em que o organismo atinge um ponto final pré-determinado, como a
perda de fungdo motora, coma ou morte. Esse ponto final define-se como a temperatura critica
maxima (CTMax) ou minima (CTMin), representando os limites térmicos superiores e
inferiores da espécie (Jgrgensen et al., 2019).

Ja no método estatico, o animal é exposto a uma temperatura constante e previamente
definida, geralmente considerada estressante durante um periodo fixo. ApoOs essa exposicao,
sdo avaliadas respostas comportamentais, fisiolégicas ou a sobrevivéncia do organismo,
permitindo identificar niveis de tolerancia ou danos causados pelo estresse térmico (Martins et
al., 2023).

Os estudos de tolerancia térmica podem ser conduzidos com o auxilio de diversos
equipamentos, como incubadoras, blocos de aluminio com sistema de aquecimento, banho-
maria (Figura 3) e respirdbmetros, que sdo instrumentos utilizados para medir a taxa de
respiracdo dos organismos. Por meio dessas medi¢des, € possivel avaliar o metabolismo e a

resposta fisiol6gica dos organismos ao estresse térmico (Ribeiro, 2013).

Figura 3: Banho-maria.
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3.4  Termorregulagdo e adaptacOes das abelhas a variac6es climéticas

A termorregulacdo pode ser entendida como o controlo da temperatura, seja em ambiente fisico
ou num organismo vivo. Uma colonia de abelhas pode conter milhares de individuos, variando
entre 15.000 a 60.000, conforme a estacdo do ano. A temperatura no interior da colénia tem
que ser mantida entre 33°C a 36°C para garantir o desenvolvimento adequado e a manutenc¢édo
da produtividade da coldnia, pois a criacdo € sensivel as mudancas de temperaturas. Caso nao
seja mantido este intervalo de temperatura, a saude da colonia é comprometida (Domingos &
Gongcalves, 2014)

Durante periodos de frio, as abelhas adotam estratégias para preservar o calor, como o
agrupamento em cachos, onde as obreiras se aglomeram e geram calor metabdlico por meio de
movimentos rapidos dos musculos toracicos para conservar o calor (Mota et al., 2023). Em
contrapartida, quando a temperatura esté alta, uma das formas de evitar os danos causados pelo
calor é movimentar as asas para dissipar o calor, ou arrefecimento evaporativo, ou seja, as
obreiras colhem agua e espalham-na sobre as superficies internas da colonia, onde a evaporacao
proporciona um efeito refrescante (Jhawar et al., 2023). Quando a temperatura atinge niveis
extremos, parte das abelhas saem da colmeia (Figura 4) e aglomeram-se na sua parte exterior,
enquanto as obreiras no interior continuam as tarefas de ventilagdo (Abou-Shaara et al., 2017).

Devido as variacGes extremas de temperatura, umidade e dos niveis de COy, as
alteracdes climaticas tem impactos diretos e indiretos sobre a vida dos organismos. Esses
impactos podem comprometer desde os ciclos reprodutivos das plantas até a reducao da saude
e eficiéncia dos polinizadores que desempenham um papel essencial no equilibrio do
ecossistema (Hristov et al., 2020; Martén-Rodriguez et al., 2025). Estudos recentes indicam
uma forte relacdo entre as alteracdes climaticas e a taxa de mortalidade de colonias de abelhas
(Santos et al., 2022). Segundo Le Conte & Navajas (2008), desde 1995 tem-se registrado uma
elevada taxa de mortalidade em A. mellifera em diversas regides do mundo. Entre os varios
fatores bidticos e abioticos que podem causar a morte das colonias, destacam-se as alteraces
climaticas afetam diretamente o ambiente em que as abelhas vivem, intensificando o seu stress
e favorecendo a interacdo negativa com outros fatores, como doencas e pesticidas. As altas
temperaturas durante o verdo podem comprometer a sobrevivéncia no inverno, enquanto a
exposicao das abelhas a condi¢des climaticas extremas pode resultar em perdas significativas.
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Por outro lado, os invernos mais quentes e secos, tém sido associados a um aumento das taxas

de mortalidade durante esse periodo (Rajagopalan et al., 2024).

Figura 4: Abelhas aglomeradas fora da colmeia.
Fonte: Revista Jardim, 2023.

3.5  Alteracgdes climaticas

Atualmente, o aquecimento global tem recebido grande atencdo devido as suas consequéncias
negativas, que afetam a biodiversidade, os ecossistemas terrestres e aquaticos (de agua doce e
marinhos), e as populagdes em escala global (Malhi et al., 2020). O aumento das temperaturas,
assim como a maior frequéncia e intensidade de fendmenos extremos, como secas, inundacoes
e ondas de calor, tem contribuido para desequilibrios ecolégicos significativos. Além disso, as
praticas agricolas intensivas contribuem de forma expressiva para o desmatamento, a
degradacdo ambiental, a pressdo sobre os recursos hidricos e da exploracdo intensiva de
organismos marinhos (Arneth et al., 2020).

Os organismos ectotérmicos (ou poiquilotérmicos) sdo particularmente suscetiveis as
variagOes térmicas causadas pelas alteracfes climéticas, devido a sua capacidade limitada de
regular a temperatura corporal, & baixa acumulacdo de reservas energéticas e a alta taxa
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metabdlica. Esses fatores em conjunto, tornam os organismos particularmente vulneraveis a
variacdes extremas de temperatura, tanto de calor como de frio (Gonzalez et al., 2024).

As duas ultimas décadas testemunharam elevadas taxas de mortalidade das colonias de
abelha melifera devido a diversos fatores associados a acdo humana, entre os quais as alteracoes
climaticas. Estudos internacionais conduzidos nas Gltimas duas décadas monitorizaram a
extensdo dessas perdas em diferentes regides, incluindo América do Norte, Europa, Asia,
Médio Oriente, Africa do Sul e América Latina, revelando que os apicultores tém estado a
perder entre 25% a 50% das suas colonias anualmente. No entanto, apesar dos inimeros estudos
sobre esta problematica (muitas vezes associada a sindrome do colapso das colénias), ainda a
influencia das alteragBes climéaticas na mortalidade das col6nias continua mal compreendida
(Zapata-Hernandez et al., 2024).

Um outro estudo realizado no Reino Unido, em que foram analisadas quatro espécies
de Bombus preservadas em museus desde o inicio do seculo XX, revelou indicios de stress
associados as variagdes climaticas. Especificamente foram observadas assimetrias nas asas,
indicando stress durante o desenvolvimento. Esse stress aumentou ao longo do século XX,
especialmente ap6s 1925 e foi mais intenso em anos quentes e himidos (Arce et al., 2023). A
figura 5 ilustra uma abelha forrageira colhendo néctar, comportamento essencial para a

manutencdo da coldnia e particularmente sensivel a condi¢cbes ambientais adversas.

~

Figura 5: Abelha forrageira colhendo néctar.

Fonte: Portal do Agronegdcio, 2021.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1  Local da area de estudo e selecdo das colmeias

Foram selecionadas trés colmeias da subespécie Apis mellifera iberiensis, ndo relacionadas que
mostrassem bom desenvolvimento de criacdo de fémeas e machos (Figura 6) no apiario do
Instituto Politécnico de Braganca. O apidario esta localizado na cidade de Braganca, na Quinta
do Pinheiro Manso com coordenadas geograficas de latitude 41°48°27,2916” N e longitude -
6°43°53,7564”. Segundo a classificacdo climatica de Koppen, o local é categorizado como Csb,
caracterizado como um clima temperado com verdo seco e suave. Esse tipo de clima é tipico de
regides sob influéncia mediterranea (Normais Climatoldgicas, n.d.).

Devido a constrangimentos relacionados com a organizacao do estudo ao nivel do
consorcio, sé foi possivel comecar as experiéncias no inicio de junho de 2024, periodo
caracterizado por uma reducdo significativa na criagdo de zangbes. Assim, sé foi possivel
incluir uma colo6nia no estudo para avaliacdo desta casta.

Para cada uma das colonias selecionadas procedeu-se a colheita de criacdo operculada
de obreiras recém-emergidas e zangdes prestes a emergir uma vez por semana para a realizacao
dos testes de tolerancia térmica ao frio e calor em condic¢des laboratoriais. Foram também
realizadas a colheita de forrageiras, isto é, obreiras que chegavam a entrada da colmeia com
polen nas pernas traseiras, para a realizacdo dos mesmos testes.

A colheita dos quadros de criacdo dos zangdes iniciou-se no dia 06/06/2024. A colheita
das obreiras recém-emergidas ocorreu entre o dia 03/06/2024 a 12/06/2024. J& a colheita das
obreiras (forrageiras) teve inicio no dia 19/06/2024 e terminou em 27/04/2024. E importante
destacar que nao foram realizados testes especificos para verificar a presenca de possiveis

doencas nas abelhas utilizadas nos ensaios experimentais.
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Figura 6: Identificacdo das trés colmeias localizadas no apiario da Quinta do Pinheiro
Manso usadas nos testes de tolerancia térmica ao frio e calor.

4.2  Colheita e armazenamento dos quadros de criacdo de obreiras recém-emergidas e
zangdes

Para ter acesso aos quadros, as colmeias eram cuidadosamente abertas com o auxilio de um
forméo, ferramenta apropriada para remover as tampas superiores das caixas e desprender os
quadros fixados com prépolis (Figura 7). Além disso, utilizou-se um saca-quadro para facilitar
a retirada e separacdo dos mesmos (Figura 7). Os quadros de criagdo foram manuseados
individualmente, sendo selecionados apenas aqueles que apresentavam pupas em estagio final

de desenvolvimento prestes a emergéncia do adulto.

Figura 7: Formao (esquerda) e saca quadros (direita).
Fonte: Mercado Livre, (2022); Agrobitten (2025).
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Para verificar as condi¢cbes dos quadros de criagdo com obreiras recém-
emergidas/zangbes que estavam prestes a emergir, 0s quadros foram posicionados sob a luz
natural, permitindo uma observacdo detalhada dos sinais caracteristicos de fim de ciclo de
desenvolvimento das pupas. Observou-se o escurecimento do alvéolo (Figura 8), indicando que
as pupas estavam proximas de eclodir. Em certos momentos, alguns alveolos foram
cuidadosamente abertos para ver o estagio de desenvolvimento em que se encontravam e assim
definir se era um quadro a selecionar ou nao.

E importante referir que os individuos coletados diretamente dos quadros
correspondiam exclusivamente a zangdes e a obreiras recém-emergidas, as quais por serem
ainda jovens e desempenhar fungdes internamente da colmeia foram denominadas como
obreiras recém-emergidas. Essa distincdo é essencial, uma vez que 0s ensaios experimentais
foram realizados comparando obreiras de interior (recém-emergidas), obreiras de exterior

(forrageiras) e zangdes.
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Figura 8: Coloracdo escurecida do alvéolo dos quadros a serem selecionados.

Apbs a selecdo, os quadros dos zanges e obreiras recém-emergidas foram retirados da
colmeia e transportados em caixas de armazenamento (Figura 9) construidas em madeira e
projetadas com as dimensdes exatas para acomodar os quadros. Os quadros foram mantidos na
caixa, dentro de uma incubadora a 34,5°C em condic¢des de escuridao e humidade, utilizando
um recipiente com agua desmineralizada no fundo da incubadora. Estas caixas continham
pequenas perfuracdes de ventilacdo para evitar a proliferacdo de fungos. Estes quadros ficaram
até o dia seguinte ap6s a colheita (pelo menos 12h) a esta temperatura para permitir a
aclimatizacdo dos individuos nascidos de modo evitar que diferencas nos resultados das
experiéncias fossem causadas por condi¢cfes climaticas e de transporte distintas, ao invés de

fatores genéticos.

Figura 9: Caixa de armazenamento dos quadros.
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4.3  Colheita de forrageiras

As coletas das forrageiras foram realizadas diretamente na entrada da colmeia (Figura 10), no
momento em gque pousavam na rampa de acesso ao ninho, apos retornarem da colheita de polen.
As abelhas foram capturadas manualmente utilizando uma pinga entomoldgica e, em seguida,
transferidas para frascos de plastico de 15 mL. Posteriormente, foram transportadas para a
incubadora e realocadas em copo de armazenamento sendo mantidas a 34,5 °C em condicdes
adequadas de escuriddo e humidade. Para manter a humidade, foi utilizado um recipiente com
agua desmineralizada no fundo da incubadora. Esse procedimento permitiu que as forrageiras
se mantivessem em boas condicdes antes da realizacdo das experiéncias de avaliacdo da

tolerancia térmica.

Figura 10: Colheita das abelhas forrageiras na entrada das colmeias.

4.4  Preparacao do copo de armazenamento e do alimento

Para preparar o copo de armazenamento (Figura 11), foram utilizados copos de plasticos de 500
mL, caixas de petri, cera de abelha, papel absorvente, duas seringas e bico de bunsen para

derreter e fixar a cera no interior do copo. No copo, foram realizadas pequenas perfuracfes para
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permitir a ventilacdo e respiracdo das abelhas, além de duas aberturas maiores para inserir a
seringa que dispensava o alimento. Apds a perfuracdo dos copos, a cera que foi derretida e
fixada no interior do copo para acomodar as abelhas. O papel absorvente foi colocado na parte
inferior do copo para absorver qualquer vazamento liquido.

O alimento consistia numa solucdo de sacarose a 50%, dispensada no interior do copo
através de duas seringas de 5 mL, posicionadas em lados opostos do copo por forma a garantir
o fornecimento continuo de alimento. Para a preparacdo da solucdo de sacarose a 50%,
dissolveu-se 50 g de acUcar refinado em 100 mL de agua da torneira. Para garantir uma solucao
homogénea, a agua foi pré-aquecida para facilitar a dissolugdo. Apos a preparacao, a solugdo
acucarada foi armazenada no frigorifico para conservacao.

As obreiras recém-emergidas, obreiras (forrageiras) e zangdes foram mantidas
separadamente em copos de armazenamento individuais previamente preparadas. Os copos

foram padronizados quanto as condi¢cbes de confinamento e alimentagdo, garantindo

uniformidade no tratamento experimental.
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Figura 11: Preparagdo do copo de armazenamento.
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45  Transferéncia das abelhas da caixa de madeira para o copo de armazenamento

Para a execucdo da experiéncia, os zangdes e as obreiras recém-emergidas na incubadora eram
retiradas diariamente das caixas de madeira e transferidas para os copos de armazenamento
(figura 12). Esses copos foram identificados de acordo com o ID da colonia e a data de colheita
(Figura 13). Em seguida, foram colocados na estufa (Figura 14) com temperatura a 34,5°C em
ambiente escuro, até realizacdo dos ensaios térmico. As abelhas eram testadas diariamente nos
ensaios de tolerancia térmica. E importante referir, que os testes realizados ndo incluiram
misturas de castas, foram sempre realizados exclusivamente com obreiras recém-emergidas,

obreiras (forrageiras) ou zangdes de forma separada.

Figura 12: Transferéncia das abelhas para copos de armazenamento.
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Figura 14: Estufas experimento onde os copos eram colocados até as abelhas serem
utilizadas nos ensaios térmicos.
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4.6  Preparacgao dos ensaios de calor

Antes de cada ensaio, os individuos eram transferidos dos copos de armazenamento para tubos
de ensaio de 15 mL através da captura cuidadosa dos mesmos para evitar stress e danos fisicos,
utilizando uma pinca de captura de insetos.

Durante a preparacdo, colocaram-se bolas algodao humedecidas com 0,2 mL de agua
destilada até a linha de marcacdo de 12 mL dos tubos. Estas permitiam a troca gasosa e
contribuiam para a manutencdo da humidade relativa no interior dos tubos, reduzindo a
desidratacédo das abelhas durante o ensaio.

Para os ensaios de tolerancia ao calor, foi necessario manter a temperatura do banho-
maria uniforme. Para tal, utilizou-se uma bomba de aquério (agitador) para uniformizar a
temperatura. Esse agitador foi colocado em uma posicéo estratégica, de modo que nédo causasse
turbuléncia a superficie da dgua e assim dificultasse a visualizacéo no interior dos tubos.

O protocolo seguiu um gradiente térmico controlado, com aumento progressivo da
temperatura em intervalos de 1 °C para as obreiras recém-emergidas e obreiras (forrageiras) e
de 0.5 °C para os zangdes. Para cada temperatura, foram realizados 9 ensaios, garantindo a
consisténcia dos resultados.

Conforme as recomendac@es do protocolo, 0s ensaios com as amas tiveram inicio a 46
°C, enquanto os ensaios com 0s zangdes comecaram a 47 °C. Essas temperaturas foram
estabelecidas com base em estudos piloto realizados na Universidade de Gante, Bélgica, pela
equipa do projeto Better-B coordenadora desta tarefa. Estas temperaturas foram verificadas
como os capazes de induzir estupor térmico em 20 minutos em 90% ou mais dos individuos
testados.

Inicialmente, os ensaios foram conduzidos com a temperatura inicial de 46 °C para as
obreiras recém-emergidas. No entanto, os resultados indicaram que essa temperatura ndo era
suficiente para induzir estupor térmico em pelo menos 90% dos individuos em 20 minutos. No
primeiro e segundo ensaio realizado a 46 °C apenas 70% e 80% dos individuos entraram em
estupor térmico, respetivamente. Perante estes resultados, a temperatura inicial foi ajustada para
47 °C nos ensaios subsequentes, de forma a atender ao critério experimental pré-estabelecido.
Para cada temperatura, foram avaliadas, 30 obreiras recém-emergidas e 30 obreiras forrageiras
por colonia. As temperaturas testadas para as obreiras foram 47 °C, 48 °C e 49 °C. No caso dos
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zangdes, avaliou-se apenas uma coldnia, e foram testadas as temperaturas de 47 °C, 47,5 °C e
48 °C.

Para iniciar os testes de tolerancia ao calor, a temperatura do banho-maria foi verificada
utilizando um termometro digital, com a sonda inserida em um tubo tapado com uma bola de
algodao humedecido, de modo a simular as condi¢des as quais os individuos seriam submetidos.
Em seguida, o smartphone (Figura 15) foi posicionado e ajustado para filmar o ensaio,
garantindo uma visao clara do interior dos tubos. Esse procedimento foi essencial para registar

0 momento exato em que cada abelha entrou em estupor térmico.

Figura 15: Smartphone posicionado em gravacao.

4.7  Execucdo dos ensaios

Com a camara posicionada, temperatura estabilizada e todos os tubos devidamente preparados,
0 suporte com 0s mesmos eram imersos no banho-maria. A partir da imersdo, o tempo foi
cronometrado por 20 minutos utilizando um crondmetro digital. Cada ensaio era composto por

10 individuos (obreiras recém-emergidas ou obreiras forrageiras) de diferentes col6nias, onde
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as trés colonias tinham de estar representadas. Assim, seguiu-se um esquema de trés individuos
da colonia 1, trés da colonia 2, e quatro da colonia 3. Além disso, a ordem das colonias em cada
ensaio tinha que ser diferente de modo a excluir possiveis problemas de enviesamento dos
resultados. A excecdo foi aplicada aos zangdes, uma vez que sé foi possivel avaliar uma colénia

e deste modo os 10 individuos tinham a mesma origem.

4.8  Preparacao e execucdo dos ensaios termicos do frio

Para avaliar a tolerancia ao frio, utilizou-se gelo granulado para reduzir a temperatura entre 0
°Ce0,3 °C. O gelo foi armazenado em uma caixa de isopor (Figura 16), com espaco suficiente
para acomodar o suporte contendo os 10 tubos de ensaio e a sonda do termdmetro digital.

O procedimento teve inicio com a adicao de gelo granulado e agua a caixa de isopor,
facilitando a imersdo do suporte contendo os tubos. A sonda do termometro digital foi
posicionada dentro de um tubo tapado com algod&o humedecido, que ficou imerso no gelo para
monitorizar a temperatura. Apos aguardar a estabilizacdo a 0 °C, foram inseridos no gelo os 10

individuos (Figura 17) de diferentes col6nias e das mesmas castas em tubos individuais.
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Figura 16: Imerséo do suporte.
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Figura 17: Imersé&o do suporte no gelo com os tubos.

Os tubos foram fechados com suas tampas originais, identificados e posicionados no
rack de forma que permanecessem imersos ao maximo, evitando o risco de entrada de gelo no
interior do tubo. Com a temperatura estabilizada, o suporte contendo os tubos foi
cuidadosamente colocado na caixa de gelo, e o tempo foi cronometrado por 20 minutos. A
medida que as abelhas comecaram a apresentar imobilizacdo, as tampas dos tubos foram
retiradas.

Assim que as abelhas ficaram completamente imobilizadas na caixa de gelo, iniciou-se
a preparacdo para a segunda etapa da experiéncia, focada no Tempo de Recuperacdo do Coma
por Frio (CCRT). O banho-maria foi ajustado e mantido a uma temperatura de 25 °C. Para as
gravacOes, um smartphone foi posicionado em um angulo estratégico, para proporcionar uma
visdo clara do interior dos tubos.

Decorridos 0s 20 minutos, os individuos foram removidos do gelo e imediatamente
transferidos para o0 banho-maria a 25 °C (Figura 18), onde se iniciou a gravacdo continua para

monitorizacao do processo de recuperacdo ao longo dos 20 minutos seguintes.

37



Figura 18: Abelhas recuperando da exposicéo ao frio apos imersdo no banho-maria a
25 °C.

Para o ensaio dos zang®es foi necessario aplicar um estimulo de contato (Figura 19) de
forma a avaliar a recuperacdo do coma induzido. Este estimulo era necessario para os zangdes,
mas ndo para as fémeas, devido ao comportamento passivo, o qual dificultava a identificacdo
clara no momento em que se recuperavam totalmente as suas fun¢fes motoras. O estimulo
consistiu em toques suaves nas patas utilizando uma espéatula de metal, realizados em intervalos

de 30 segundos.
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Figura 19: Estimulo aplicado com uma espatula aos zangdes.

49 Analise dos videos da tolerancia térmica do frio e calor

Apds o término das experiéncias em laboratério, procedeu-se a analise de cada gravacgdo para
cada grupo de zangdes e obreiras (figura 20). O momento exato (minuto e segundo) em que
cada individuo comecou a recuperar do coma induzido (caracterizada pelo primeiro movimento
controlado das patas anteriores ou posteriores) ou a entrar em estupor térmico (o instante em
que a abelha deslizou lentamente ou tombou para o fundo tubo, tornando-se incapaz de realizar
movimentos corporais coordenados), foi cuidadosamente anotado e registado numa folha de
calculo (Figura 21). Além disso, a folha de calculo (figura 22) continha todas as informac6es
necessarias para a experiéncia, como a origem da colonia, data de colheita nas caixas de
madeira, data e hora em que o ensaio foi realizado, a temperatura no momento em que as
abelhas estavam no gelo, e a temperatura do banho-maria durante o processo de recuperacéo

do coma induzido pelo frio.
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Figura 20: Analise dos videos.

Colony 1 Colony 2 Colony 3

Date of worker "harvest” 12/06/2024 AM 12/06/2024 AM 12/06/2024 AM Date of assay: 12-jun. Starting time: 14:23

Tice bath measured 0.2°C

T water bath measured 25°C

colony of Chill Coma RecoveryTime
Vial # provenance minutes seconds

1 57
42
18
22
17
21
23
39
16
56

D e R s R B W NN

O W W N ;AR WN
W oW WwwWwNNN =S a2

-

+ = 89 DRONE heat tolerance ~ 89 WORKER heat tolerance ~ 55 FORAGER heat tolerance ~ 44 DRONE cold tolerance

Figura 21: Captura de ecran da folha de calculo.
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Colony 1 Colony 2 Colony 3

Date of worker "harvest" 12/06/2024 AM 12/06/2024 AM 12/06/2024 Date of assay: 12-jun. Starting time:
AM 11:02
T water bath measured 49°C
time before heat stupor alive Oh after? alive 6h after?
Vial # colony of provenance  minutes seconds 1=yes,0=no 1=yes0=no
1 3 4 19 0
2 3 3 20 0
3 3 3 47 0
4 3 3 a3 0
5 1 3 48 0
6 1 2 31 0
7 1 3 16 0
8 2 2 26 0
9 2 3 14 0
10 2 2 35 0
+ = 89 DRONE heat tolerance ~ 89 WORKER heat tolerance ~ 55 FORAGER heat tolerance ~ 44 DRONE cold tolerance ~

Figura 22: Exemplo da folha de célculo com resultados da tolerancia ao calor.

4.10 Local de Realizagdo dos Ensaios Experimentais com Abelhas da Noruega

As praticas experimentais referentes as abelhas provenientes da Noruega ndo foram
realizadas no Instituto Politécnico de Braganca. Todos os ensaios ocorreram na Noruega, sob
supervisdao e orientacdo da equipa parceira responsavel pela execucdo do protocolo
experimental. As coletas dos zangdes foram realizadas entre os dias 11/06/2024 a 14/06/2024,
enquanto a coleta das obreiras recém-emergidas ocorreu entre 12/08/2024 a 15/08/2024.

A fase pratica incluiu a filmagem completa dos testes de tolerancia térmica, tanto do
tempo até as abelhas entrarem em estupor térmico (HT), como do tempo de recuperacdo do
coma induzido por frio (CCRT). Os videos obtidos foram posteriormente transferidos para a
equipa portuguesa por meio de um disco rigido externo (HD). Coube a equipa de Portugal a
tarefa de analisar os videos e identificar com precisdo o momento em que cada abelha entrou
em estupor ou se recuperou do coma.

Ap0s essa analise, os dados foram organizados em uma planilha e utilizados para a

realizacdo do tratamento estatistico no software R.

411 Analise estatistica dos dados

A analise estatistica de dados foi realizada utilizando o software R (versdo 4.4.2) (R Core Team,
2024). Inicialmente, os dados foram organizados e transformou-se o tempo até entrar em

estupor térmico (HT) e o tempo de recuperacdo de coma induzido por frio (CCRT) em
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segundos. Em seguida, foi verificada a normalidade da distribuicdo das variaveis utilizando o
teste Shapiro-Wilk (shapiro. test()). Uma vez que os pressupostos dos testes paramétricos ndo
foram satisfeitos, recorreu-se a testes nao paramétricos. Para comparar HT e CCRT entre
zangOes e amas e entre amas e forrageiras, utilizou-se o teste Mann-Whitney (wilcox.test ()).
Para comprar os tempos de HT dos diferentes grupos de individuos (zangdes, amas e
forrageiras) para as diferentes temperaturas testadas foi aplicado o Kruskal-Wallis
(kruskal.test()), seguido do teste de Dunn de comparagdes maltiplas (Dunn test, dunn.test())
com a correcdo de Bonferroni. Além disso, foram produzidos graficos boxplot para facilitar a
visualizacdo das diferencas entre os grupos, utilizando o pacote ggplot2. Todas as analises
consideraram um nivel de significancia de o = 0,05.

A escolha dos testes estatisticos foi baseada nas caracteristicas dos dados. Como HT e
CCRT sdo variaveis continuas, iniciou-se pela verificagdo da normalidade de suas distribuices
utilizando o teste de Shapiro-Wilk. Como os dados ndo seguiram uma distribuicdo normal,
optou-se por testes ndo paramétricos, que sao mais apropriados nesse contexto por ndo exigirem
esse pressuposto. O teste de Mann-Whitney foi utilizado para comparacgdes entre dois grupos
independentes, enquanto o teste de Kruskal-Wallis foi aplicado para comparar mais de dois
grupos, seguido do teste de Dunn com correcdo de Bonferroni para comparagdes multiplas.
Essa abordagem garante maior robustez e confiabilidade na analise estatistica dos dados

experimentais.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1  Estupor térmico (HT) Comparacéo entre zangdes e obreiras recém-emergidas

Todos os resultados seréo apresentados no formato mediana (intervalo interquartil). No geral,

0s zangOes apresentaram 390 (126) demonstraram um tempo de HT maior que as obreiras

recém-emergidas 255 (195), sendo essa diferenca estatisticamente significativa (Mann-
Whitney teste, W=18106, p= 1,639x10!). Além disso, como mostrado na Figura 23-A,

observou-se uma maior variabilidade na resposta térmica entre as obreiras recém-emergidas.

Uma vez que os zangdes de Portugal (A. m. iberiensis) ndo foram testados a 49 °C, refez-

se a analise excluindo essa temperatura para as obreiras (Figura 23-B). Ainda assim, os tempos

das obreiras recém-emergidas 309 (260) foram significativamente menores em comparagao

com os dos zangdes 390 (126) (W = 10034; p=0,00169).

| e
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?

Estresse térmico (segundos)

Zangodes Obreiras

E3 Zangdes
£ Obreiras

Estresse térmico (segundos)

EI Zangoes
E3 Obreiras

Zangoes

Obreiras

Figura 23: Comparacao entre zangdes e obreiras recém-emergidas considerando todas

as temperaturas testadas para ambos 0s grupos (A) e excluindo da analise T = 49 °C (B).

Para comparar zangdes e obreiras recém-emergidas em diferentes temperaturas (figura

24), os dados foram reorganizados em grupos, considerando apenas as temperaturas

coincidentes (47 °C e 48°C).
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Figura 24: Comparagdo entre zangdes e obreiras recém-emergidas de Portugal.

Comparando o HT dos zangdes de Portugal para as duas temperaturas (T=47 °C e 48
°C), verificou-se uma reducdo dos tempos embora a diferenca ndo seja estatisticamente
significativa (Kruskal-Wallis, Z = 0.468; p= 1), indicando que o0 aumento da temperatura ndo
afetou de forma expressiva o HT. Em contrapartida, as comparacfes dos tempos HT das
obreiras recém-emergidas mostram uma reducdo altamente significativa com o aumento da
temperatura para 48 °C (Tabela 1; Z= 7.07; p= 4.54 x 10-12), evidenciando a maior
sensibilidade térmica desta casta. Na comparacdo entre castas, a 47 °C, e embora as obreiras
recém-emergidas demonstrassem um ligeiro aumento do tempo HT em relacdo aos zangdes,
essa diferenca ndo mostrou ser estatisticamente significativa (Z= -0,506; p=1). No entanto, ao
comparar zangdes e obreiras recém-emergidas a 48 °C, os zangbes apresentaram HT
significativamente superiores (Z = 4,021; p= 1,74 x 10~%). E necessario realgar que apenas uma
coldnia tinha zang@es suficientes para entrar na experiéncia, pelo que reduzimos bastante a
variabilidade esperada e desta forma os resultados de comparacdo entre castas tém de ser
interpretados com cautela.

O mesmo padréo foi observado nos zangdes da Noruega (A. m. mellifera) (Figura 25),

que também demonstraram maior tempo HT 260 (184) em comparagdo com as obreiras recém-
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emergidas 187 (158). Essa diferenca foi estatisticamente significativa, conforme indicado pelo
teste Mann-Whitney (W= 45,862; p-value= 1,76 x 10°).
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Figura 25: Comparacéo entre zangdes e obreiras recém-emergidas da Noruega.

Na Noruega, tanto os zangbes como as obreiras recém-emergidas apresentaram uma
reducao significativa dos tempos de HT com o aumento da temperatura para 48 °C (Tabela 2)
(zangOes: Z =5,122; p=2,26 x 10°¢; obreiras: Z = 5,269 e p= 1,03 x 10°°), evidenciando uma
acentuada reducdo do desempenho térmico em ambas as castas, relativamente aos individuos
de Portugal. Na comparacdo entre castas, apenas a 47 °C se observaram tempos de HT
significativamente superiores dos zangdes em relacdo as obreiras recém-emergidas (Z = 6,666,
p= 1,97 x 107'°). As restantes temperaturas ndo revelaram diferencgas significativas entre as
castas (Tabela 2).

Os resultados, independentemente da subespécie, sugerem que 0s zangdes suportam
temperaturas elevadas por mais tempo do que as obreiras recém-emergidas antes de entrarem
em estupor, que vai ao encontro de estudos que relatam diferencas fisiologicas entre castas
quanto a tolerancia térmica (Stabentheiner et al., 2010). Em termos morfologicos, os zangdes e
as obreiras sdo bastante diferentes. Os zang®es, por apresentarem maior tamanho corporal e
volume hemolinfatico, podem beneficiar de maior inércia térmica e melhor estabilidade interna
frente ao calor (Coelho, 1991; Stabentheiner et al., 2010). Embora o papel dos zangfes na

colonia seja essencialmente reprodutivo, o facto de apresentarem tempo de HT superior
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relativamente as obreiras recém-emergidas, que sdo abelhas de interior e por isso sujeitas a
temperaturas relativamente constantes, pode indicar um processo adaptativo para fazer face as
temperaturas elevadas que podem encontrar durante os voos de acasalamento. Por outro lado,
a exposicao continuada a temperaturas elevadas pode levar a inviabilidade do esperma até 75%,
como reportado por McAfee et al. (2025). Esse comprometimento reprodutivo pode ter um
impacto direto na qualidade da fecundacéo das rainhas e, em Gltima instancia, na renovacao e
manutencdo saudavel da colonia.

Nas obreiras, a exposicao ao stress térmico resulta em respostas mais rapidas, sugerindo
uma maior sensibilidade a elevacdo de temperatura. Considerando que as obreiras
desempenham funcBes essenciais na manutencdo da termorregulacdo e no cuidado com a
criacdo, a mortalidade decorrente de eventos extremos, como ondas de calor, pode
comprometer significativamente a estabilidade térmica da colonia. Esse desequilibrio coloca
em risco a viabilidade da criacdo e, consequentemente, a sustentabilidade da col6nia (Bordier
et al., 2017; Stabentheiner et al., 2010). Além disso, um estudo mostrou que as exposi¢des das
abelhas a temperaturas elevadas durante a fase de pupa resultaram num inicio precoce de
forrageamento e numa consequente vida Gtil mais curta (Medina et al., 2018). De forma
complementar, Poot-Béez et al. (2020), estudando abelhas africanizadas, demonstrou que
durante as ondas de calor, a temperatura do ninho aumenta significativamente resultando em
obreiras de tamanho mais reduzido, mostrando desta forma o efeito fisioldgico que as alteracdes
climaticas possam eventualmente causar.

Esses efeitos, no entanto, podem variar entre populacfes adaptadas a diferentes
condic@es climaticas. O presente estudo evidencia essa mesma hip6tese, ao revelar diferencas
nos intervalos de temperaturas testadas entre as duas origens de abelhas. Tanto os zangbes como
as obreiras recém-emergidas da Noruega foram testados a 46 °C, 47 °C e 48 °C, enguanto 0s
zang0es de Portugal foram testados a 47 °C, 47.5 °C e 48 °C e as obreiras recém-emergidas a
47 °C, 48 °C e 49 ° C. Este resultado indica desde ja uma diferenca entre as subespecies que
poderd estar relacionada com a adaptacédo as condi¢Ges ambientais locais.

Ao analisar temperatura a temperatura, a comparagdo entre os zangoes de Portugal e da
Noruega (figura 26), revelou diferengas claras na forma como cada subespécie lida com o calor

extremo. A 47 °C, os zang0es de Portugal suportaram temperaturas elevadas por mais tempo
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antes de entrarem em estupor, com 399 (162) segundos, enquanto os da Noruega atingiram esse
ponto mais rapidamente, com 309 (143) segundos. Essa diferenca foi estatisticamente
significativa (p= 0,0126).

A 48 °C, o padrao manteve-Se e tornou-se ainda mais evidente: os zangdes de Portugal
resistiram cerca de 370 (144) segundos, enquanto os da Noruega néo ultrapassaram 214 (89)

segundos, uma diferenca altamente significativa (p= 1,53 x 107'2; teste Mann-Whitney).

Pais EI Moruega EI Partugal
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Figura 26: Comparacdo entre paises de zangdes (esquerdo) e obreiras recém-
emergidas (direito).

Relativamente a comparacdo das obreiras recém-emergidas entre as duas subespécies,
o resultado ndo foi diferente dos zangdes. As obreiras recém-emergidas de Portugal
apresentaram um tempo de HT superior as da Noruega para ambas as temperaturas. A 47 °C,
as obreiras recém-emergidas da Noruega foram mais sensiveis ao calor, com 169 (125)
segundos, enquanto as obreiras recém-emergidas de Portugal resistiram por mais tempo, com
420 (624) segundos (W = 245,5, p= 3,80 x 10°°). A 48 °C, a diferenca também foi clara, com
as da Noruega apresentando 171 (96) segundos, enquanto as de Portugal apresentaram 262
(123) segundos (W = 1726, p=1 x 10713).
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Estes resultados sugerem que, independentemente da casta, as abelhas A. m. iberiensis
tém um limite térmico superior que pode estar ligado a adaptacdes fisiologicas resultantes das
condicdes climaticas mais quentes do sul da Europa, em contraste com o0 ambiente mais frio da
Noruega. Estudos anteriores sugerem que as abelhas das regides mais quentes tendem a
desenvolver uma maior tolerancia ao calor como forma de enfrentar os desafios impostos por
temperaturas extremas. Por exemplo, Abou-Shaara et al. (2017), demonstrou que as abelhas da
Arabia Saudita (A. m. jemenitica) sdo significativamente mais tolerantes ao calor do que a
subespécie europeia A. m. carnica. As subespécies africanas, como por exemplo A. m.
scutelatta, também tém uma maior toler&ncia a temperaturas elevadas (Sheppard et al., 1991).
Mesmo em subespécies geneticamente mais préximas e que partilham condigdes climéticas
mais semelhantes, como A. m. carnica e A. m. ligUstica, foram observadas diferencas onde a
sub-espécie A. m. ligustica se revelou mais adaptada a temperaturas mais altas (Kovac et al.,
2014). De fato, Le Conte & Navajas (2008), destacam que a variabilidade genética entre as

subespécies de A. mellifera influencia a sua capacidade de adaptacdo ao ambiente térmico local.

5.2  Comparacao entre obreiras (forrageiras) e obreiras recém-emergidas

No geral, as forrageiras de Portugal apresentaram um tempo de HT significativamente maior
380 (280) do que as obreiras recém-emergidas 255 (195), conforme indicado pelo teste de
Mann-Whitney (W=49255, p= 2,287x10%°). Além disso, como mostrado na Figura 27
observou-se uma maior variabilidade na resposta térmica entre as obreiras recém-emergidas do
que entre as forrageiras. Este resultado indica que as forrageiras suportam temperaturas
elevadas por mais tempo antes de entrarem em estupor.

Para comparar forrageiras e obreiras recém-emergidas em diferentes temperaturas no
mesmo grupo, os dados foram reorganizados de forma a criar seis grupos, utilizando-se apenas
as temperaturas coincidentes entre os tipos de abelhas (T =47 °C, 48 °C e 49 °C). A Figura 27
mostra 0s tempos de HT para as forrageiras e obreiras recém-emergidas quando submetidas a

temperaturas distintas.
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Figura 27: Comparacdo entre forrageiras e obreiras recém-emergidas considerando
todas as temperaturas testadas para ambos 0s grupos.

Comparando os tempos de HT das forrageiras entre as trés temperaturas analisadas (47
°C, 48 °C e 49 °C), verificou-se uma reducdo progressiva e estatisticamente significativa do
tempo de HT com o aumento da temperatura (Tabela 3). As forrageiras submetidas a 48 °C
apresentaram tempos de HT significativamente menores do que a 47° C (Z = 3,15; p=0,0120),
e essa reducdo foi ainda mais pronunciada a 49° C (Z = 5,88; p=2,92 x 10°#), indicando que o
aumento da temperatura afeta negativamente a tolerancia térmica das forrageiras. A diferenca
entre 48 °C e 49 °C também foi estatisticamente significativa, ainda que mais discreta (Z =
2,74; p= 0,0458), sugerindo uma queda continua na resisténcia térmica com o aumento da
temperatura.

A analise dos tempos de HT das obreiras recém-emergidas nas trés temperaturas
testadas (47 °C, 48 °C e 49 °C) revelou uma tendéncia clara de diminuicdo da resisténcia
térmica com o aumento da temperatura (Tabela 3). Entre 47 °C e 48 °C, a reducdo foi expressiva
e estatisticamente significativa (Z = 6,80; p= 7,88 x 10!, indicando que mesmo um pequeno
aumento na temperatura ja compromete a tolerancia das obreiras recém-emergidas ao calor. A

exposicdo a 49 °C acentuou ainda mais a reducdo do tempo de tolerancia, com diferencas
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altamente significativas em relagdo a 47 °C (Z = 10,76; p= 3,80 x 107%¢), sugerindo forte impacto
do stress térmico perante temperaturas extremas. A comparacgdo entre 48 °C e 49 °C também
resultou em diferencas significativas (Z = 4,02; p= 0,0004), o que reforca a ideia de que as
obreiras recém-emergidas perdem progressivamente sua capacidade de suportar o calor
conforme a temperatura aumenta.

Ao comparar os tempos de HT entre forrageiras e obreiras recém-emergidas nas
diferentes temperaturas, observou-se que em todas as temperaturas analisadas as forrageiras
apresentaram maior tolerancia térmica, com diferencas estatisticamente significativas na
maioria dos casos (Tabela 3). A 48 °C, as forrageiras resistiram por mais tempo, com 367 (228)
segundos, enquanto as obreiras recém-emergidas apresentaram 262 (123) segundos havendo
uma diferenca robusta (Z = 5,30; p= 8,74 x 1077). A discrepancia foi ainda mais pronunciada a
47 °C (Z = 8,46; p= 0), indicando que as forrageiras suportam significativamente melhor o calor
perante temperaturas moderadamente elevadas. A maior diferenga foi observada a 49 °C (Z =
12,47; p= 7,69 x 107%), onde a tolerdncia térmica das obreiras recém-emergidas caiu
drasticamente em relacdo as forrageiras. Esses resultados indicam que, embora as obreiras
recém-emergidas e forrageiras respondam de forma semelhante a temperaturas moderadas, as
forrageiras demonstram uma vantagem térmica em temperaturas mais elevadas, o que pode
refletir adaptacdes comportamentais e fisioldgicas associadas a sua exposicdo ao ambiente
externo durante o pasto.

Os resultados indicam que tanto as obreiras recém-emergidas como as forrageiras
apresentaram uma diminuicdo progressiva nos tempos de resisténcia térmica a medida que a
temperatura aumentou de 47 °C para 49 °C. No entanto, as forrageiras mantiveram tempos
medianos de estupor térmico consistentemente mais elevados em comparacao com as obreiras
recém-emergidas em todas as temperaturas testadas. Essa diferenca foi mais pronunciada a 48
°C e 49 °C, onde as obreiras recem-emergidas apresentaram reducGes mais acentuadas na
tolerancia ao calor em comparacdo com as forrageiras.

A maior resisténcia térmica observada nas forrageiras em relacdo as obreiras recém-
emergidas pode estar relacionada com as suas diferencas comportamentais e fisiologicas. As
forrageiras por serem responsaveis pela colheita de recursos fora da colmeia, estdo naturalmente

expostas a maiores variacdes de temperatura ambiental, o que pode ter favorecido adaptacfes
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fisiolOgicas resultantes em maior resisténcia ao calor (Stabentheiner et al., 2010). De acordo
com Johnson (2010), diferentes castas e idades podem exibir plasticidade térmica diferenciada,
dependendo das suas funcdes na colonia. Apesar das forrageiras apresentarem maior tolerancia
ao calor, é importante considerar que a exposi¢do prolongada a temperaturas extremas pode
comprometer fungdes fisiologicas essenciais, aumentando a mortalidade a longo prazo
(Stabentheiner et al., 2021).

No estudo de Algarni et al. (2019), foi analisada a expressdo de genes codificantes das
proteinas de choque térmico (HSPs) em amas e forrageiras de trés subespécies: A. m. carnica,
A. m. ligustica e A. m. jemenitica expostas a temperaturas elevadas durante 4 horas. As amas,
independentemente da subespécie, apresentaram resposta semelhante, com expressdo de Hsp70
e Hsp82 quando expostas a temperaturas de 40 °C e 45 °C. Isso mostra que, mesmo sendo de
origens diferentes, as amas reagem de forma similar ao calor. Ja as forrageiras mostraram
respostas distintas. A. m. jemenitica ndo expressou nenhum dos genes a 40 °C enquanto A. m.
carnica e A. m. ligustica expressaram a Hsp 70. Ja a 45 °C, A. m. jemenitica expressou Hsp70,
A. m. carnica expressou Hsp40 e Hsp70 enquanto A. m. ligustica expressou Hsp40, Hsp60 e
Hsp70, sugerindo menor resisténcia térmica e maior dependéncia desses mecanismos de
protecdo. Esses resultados indicam que as forrageiras da subespécie local (A. m. jemenitica)
parecem mais adaptadas ao clima quente, enquanto as europeias precisam ativar mais defesas
celulares em resposta as mesmas condicdes. Este resultado também pode estar relacionado com
0 metabolismo de cada subespécie, que influenciando a sua reacdo ao stress térmico.

Essas proteinas desempenham um papel crucial na manutencdo da integridade celular
frente a condigdes de stress térmico, favorecendo a sobrevivéncia em condigdes ambientais
extremas. Além disso, a resposta das abelhas ao stress térmico envolve também o
fortalecimento do sistema antioxidante. Durante a exposi¢do ao calor, ocorre a producéo de
especies reativas de oxigénio (ROS), que podem danificar as células. Para combater esses
efeitos, as abelhas ativam a expressdo de proteinas de choque térmico (HSPs) e genes
reguladores associados ao controle antioxidante, como NF-Y e proteinas do tipo Zinc finger.
Contudo, quando o desequilibrio entre a producdo de ROS e a defesa antioxidante persiste,

ocorre faléncia celular e morte (Zhao et al., 2021). Esses resultados destacam a importancia das
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adaptacOes fisioldgicas especificas das obreiras na sobrevivéncia sob condi¢Ges térmicas

extremas, e destacam a vulnerabilidade diferenciada frente ao stress ambiental.

5.3 Tempo de Recuperacdo do Coma por Frio - Comparacao entre zangdes e obreiras
recém-emergidas

Nos ensaios do tempo de recuperacdo do coma induzido pelo frio (CCRT), os zangdes
de Portugal obtiveram 222 (152) segundos, apresentando um tempo de recuperacdo
ligeiramente inferior ao das obreiras recém-emergidas, que tivera, 236 (81,5) segundos. No
entanto, essa diferenca ndo foi estatisticamente significativa (Mann-Whitney teste, W= 2808;
p=0,3148). Observa-se que, embora as medianas sejam proximas, as obreiras recém-emergidas
apresentaram menor variabilidade em comparacdo com os zangdes (Figura 28). Esses
resultados sugerem que, no contexto climatico de Portugal, ndo ha diferenca significativa entre
zang0es e obreiras recém-emergidas na capacidade de recuperacdo do coma por frio, sendo

semelhante apesar das diferencas fisioldgicas e comportamentais entre as duas castas.
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Figura 28: Comparacéo entre zangdes e obreiras recém-emergidas relativamente a
recuperacao da paralisia por frio
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O coma induzido pelo frio nos insetos é caracterizado pela perda da coordenacao
motora, sendo esse 0 parametro mais comumente utilizado em estudos experimentais. Apesar
de representar um colapso fisioldgico temporario, o coma é reversivel, desde que sua duracéo
ndo ultrapasse um limite critico e que a temperatura ndo continue a cair até atingir niveis letais
(Hazell & Bale, 2011).

Os zangdes, por possuirem caracteristicas morfologicas e fisiologicas distintas, como
maior tamanho corporal e volume hemolinfatico, poderiam ser mais vulneraveis ao frio
(Coelho, 1991). No entanto, a semelhanca nos tempos de recuperacdo pode estar relacionada
com uma aclimatacdo semelhante ao clima local. De acordo com Colinet et al. (2015), a
exposicdo cronica a flutuacBes térmicas moderadas pode induzir uma maior plasticidade
térmica e favorecer mecanismos de reparacdo ativa de danos celulares durante os ciclos de
reaquecimento. Esses processos fisioldgicos adaptativos podem explicar a auséncia de
diferencas significativas entre castas em Portugal, sugerindo que ambos grupos partilham
mecanismos eficientes de recuperagcdo do coma induzido por frio.

Um estudo recente demonstra que a entrada e a recuperacdo do coma induzido por frio
envolvem diferentes sistemas fisiologicos nos insetos (Andersen & Overgaard, 2019). De
acordo os autores, a perda da coordenacdo motora e a entrada em coma estdo associadas a uma
despolarizacdo no sistema nervoso central (SNC), enquanto a recuperagdo do coma depende
primariamente da repolarizagdo das membranas do sistema muscular. Esses resultados foram
observados em diferentes espécies de Drosophila com distintas tolerancias ao frio, sugerindo
gue os mecanismos de tolerancia térmica sao multifatoriais. Assim, no contexto do presente
estudo, as diferencas observadas na recuperacdo entre castas podem estar relacionadas néo
apenas com a intensidade do frio, mas também com variacdes na eficiéncia de recuperacdo da
funcdo muscular, o que reforca a complexidade fisiologica envolvida nesse processo.

A comparacéo da tolerancia ao frio entre as obreiras recém-emergidas da Noruega e de
Portugal (Figura 29) revelou uma diferenca estatisticamente significativa nos tempos de
recuperacao apos exposicao (W = 1443, p< 2,2 107'°), indicando que a origem geografica das
abelhas influencia significativamente a tolerancia ao frio em A. mellifera. As abelhas da

Noruega apresentaram um tempo de recuperacdo de 130 (63), enquanto as de Portugal
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apresentaram 236 (81,5) segundos, indicando uma maior tolerancia ao frio por parte das

obreiras recém-emergidas norueguesas.
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Figura 29: Comparacdo entre paises da recuperacao da paralisia por frio das obreiras recém-

emergidas.

Conforme demonstrado por Stabentheiner et al. (2010), a termorregulacdo coletiva
desempenha um papel essencial na sobrevivéncia das abelhas em ambientes frios, sendo
regulada por mecanismos comportamentais e fisiolégicos especificos. As coldnias de regides
com clima mais severo, como a Noruega, exibem maior capacidade de gerar calor por meio de
termogénese muscular e do agrupamento, o que contribui para a maior tolerancia ao frio. O
menor de tempo de recuperacdo observado nas abelhas da Noruega pode estar relacionado a
mecanismos bioquimicos e celulares. Segundo Colinet et al. (2015), insetos expostos a regimes
térmicos flutuantes desenvolvem maior tolerancia ao frio por meio de respostas fisiologicas
adaptativas, como a producdo de proteinas de choque térmico, manutencdo da homeostasia

ionica e producdo de crioprotetores. Assim, a maior toleréncia ao frio das abelhas da Noruega
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pode refletir adaptacdes fisiologicas e comportamentais resultantes da exposi¢do prolongada a
ambientes termicamente variaveis, reforcando o papel da plasticidade térmica na sobrevivéncia
e recuperacdo frente ao stress por frio.

A comparacdo dos resultados entre zangdes provenientes da Noruega e de Portugal
(Figura 30) revelou uma diferenca estatisticamente significativa na recuperagdo do coma
induzido pelo frio (W = 4397,5, p= 4,702 x 10 ). O tempo de recuperacdo dos zangdes da
Noruega foi de 327 (82) segundos, enquanto o dos zangbes de Portugal foi de 222 (152)

segundos.
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Figura 30: Comparacdo entre paises da recuperacao da paralisia por frio dos zangdes.

Apesar da origem em um ambiente mais frio, os zangdes da Noruega apresentaram um
tempo de recuperacdo significativamente mais lento apdés o coma induzido pelo frio, em
comparacdo com o0s zangbes de Portugal. Esta observacdo contraria a expectativa de que
individuos de climas frios exibam maior tolerancia ao frio, mas pode ser explicada por
diferentes mecanismos fisioldgicos e ecoldgicos associados a casta reprodutiva e a historia

térmica local. Segundo Colinet et al. (2015), insetos expostos a temperaturas flutuantes dentro
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de faixas permissivas desenvolvem maior plasticidade térmica e mecanismos eficientes de
recuperacdo durante os periodos de reaquecimento, incluindo restauracao idnica, ativacdo de
proteinas de choque térmico e metabolismo antioxidante. De acordo com MacMillan & Sinclair
(2011), a recuperacdo do coma induzido pelo frio € um processo fisiologico ativo, que envolve
a restauracdo da homeostasia ionica, a reativacao da excitabilidade muscular e a reorganizacéo
das membranas celulares. Assim, a recuperacao mais rapida observada nos zangdes de Portugal
pode refletir uma menor magnitude de lesdo durante o frio, e ndo necessariamente maior

tolerancia térmica.

54  Comparacao entre obreiras (forrageiras) e obreiras recém-emergidas

Os dados revelam diferenca estatisticamente significativa nos tempos de recuperacéo do coma
induzido por frio entre forrageiras e obreiras recém-emergidas (W = 9730, p= 0.02898) de
Portugal. As forrageiras apresentaram tempo de recuperacgédo de 251 (66) segundos, enquanto o

das obreiras recém-emergidas apresentaram 236 (81,5) segundos, conforme a figura 31.
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Figura 31: Comparacéo entre castas da recuperacdo da paralisia por frio das
forrageiras e obreiras recém-emergidas.
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O maior tempo de recuperagdo observado nas forrageiras pode estar ligado as demandas
energéticas elevadas e ao desgaste fisiologico acumulado em funcdo de sua atividade no
exterior. Embora Harrison & Fewell (2002) descrevam uma elevada capacidade metabolica nas
forrageiras, esta pode ndo ser vantajosa em condigdes stress térmico. A maior sensibilidade ao
frio observada nas abelhas mais velhas pode refletir uma limitagcdo em restaurar rapidamente a
homeostasia apds o coma, exigindo mais tempo e energia para reativar funcdes fisioldgicas
essenciais. Além disso, Terblanche & Chown (2007) destacam que o envelhecimento e a maior
atividade oxidativa podem comprometer a tolerancia térmica nos insetos, sugerindo que
alterac0es fisiologicas relacionadas com a idade podem influenciar negativamente a capacidade

de recuperacdo apos exposi¢oes ao frio.
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6 CONCLUSOES

Este estudo demonstrou que a tolerancia termica em A. mellifera varia de forma significativa
entre castas (obreiras recém-emergidas) e zangdes e entre as subespécies A. m. iberiensis e A.
m. mellifera. A analise dos tempos de estupor térmico (HT) e de recuperacdo do coma induzido
pelo frio (CCRT) permitiu identificar padrdes consistentes de resisténcia ao calor mais elevados
em A. m. iberiensis, sugerindo uma adaptacéo fisioldgica ao clima mediterranico, em contraste
com A. m. mellifera exposta a ambientes mais frios e himidos. Os zangdes apresentaram maior
resisténcia ao calor em comparacdo com as obreiras recém-emergidas, 0 que pode estar
associado ao seu maior tamanho corporal e volume hemolinfético, favorecendo uma maior
inércia térmica (Coelho, 1991; Stabentheiner et al., 2010). Esta maior tolerancia pode
representar uma vantagem adaptativa durante os voos de acasalamento em ambientes quentes,
embora a exposic¢do prolongada ao calor possa comprometer a qualidade do sémen (McAfee et
al., 2025).

As obreiras forrageiras demonstraram maior tolerdncia térmica do que as obreiras
recém-emergidas, especialmente em temperaturas elevadas, o que reforca a hipotese de que a
exposicdo constante ao ambiente externo favorece adaptacdes fisioldgicas especificas, como a
producdo de proteinas de choque térmico (HSPs) (Algarni et al., 2019). Tal como sugerido por
Johnson (2010), essa plasticidade térmica pode estar diretamente ligada as funces
desempenhadas na colmeia.

Na comparacao entre subespécies, verificou-se que A. m. iberiensis resistiu mais ao
calor do que A. m. mellifera, independentemente da casta. Estes resultados sdo concordantes
com estudos prévios que apontam maior tolerancia térmica em populacdes adaptadas a
ambientes mais quentes (Abou-Shaara et al., 2017; Kovac et al., 2014). A variabilidade genética
parece ter um papel central na capacidade de adaptacdo térmica local (Le Conte & Navajas,
2008).

Os resultados do tempo de recuperacdo do coma por frio de Portugal mostraram menor
variabilidade nos tempos de recuperacdo das obreiras recém-emergidas em relagdo aos zangdes,
0 que pode indicar uma maior estabilidade fisiologica dessa casta. No entanto, ndo foram
encontradas diferencas significativas. Os dados obtidos para as obreiras recém-emergidas e
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forrageiras de Portugal indicaram diferenca significativa no tempo de recuperagédo do coma
induzido por frio, com as obreiras recém-emergidas apresentando um tempo de recuperagéo
inferior ao das forrageiras. Além disso Terblanche & Chown (2007) destacam que o
envelhecimento e a maior atividade oxidativa podem comprometer a tolerancia térmica nos
insetos, sugerindo que alteracGes fisiologicas relacionadas com a idade podem influenciar
negativamente a capacidade de recuperacdo apos exposic¢des ao frio.

De forma geral, este trabalho contribuiu para o aprofundamento do conhecimento sobre
a adaptacdo térmica na abelha melifera. Os dados obtidos reforcam a importancia de integrar
informacdes sobre subespécies, castas e condi¢cBes ambientais em estratégias de conservacao
de polinizadores e de maneio apicola, especialmente diante dos desafios impostos pelas

alteracdes climaticas globais.
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8 ANEXOS

ComparacGes multiplas (Teste de Dunn) entre grupos resisténcia térmica

Tabela Al: Resultados das comparacdes multiplas entre grupos de Portugal.

Comparacao Z Score P Padj
zang0Oes_47 - 0.468561 0.319692 1.00E+00
zangdes_48
zangOes_47 - -0.50629 0.306326 1.00E+00
obreiras_47
zangbes_48 - -1.04558 0.147877 8.87E-01
obreiras_47
zangOes_47 - 4.74662 1.03E-06 6.21E-06
obreiras_48
zang0Oes_48 - 4.021273 2.89E-05 1.74E-04
obreiras_48
obreiras_47 - 7.073185 0 4.54E-12

obreiras_48




Tabela A2: Resultados das compara¢des multiplas entre grupos da Noruega.

Comparagao
zang0es_46 - zangbes _47
zang0es_46 - zang0Oes_48
zangOes_47 - zang0Oes_48
zangOes_46 - obreiras_46
zangbes_47 - obreiras_46
zangbes_48 - obreiras_46
zang0Oes_46 - obreiras_47
zang0Oes_47 - obreiras_47
zang0Oes_48 - obreiras_47
obreira_46 — obreiras_47
zangbes_46 - obreiras_48
zangOes_47 - obreira_48

zangbes_48 - obreiras_48

obreiras_46 - obreiras_48

obreiras_47 - obreiras_48

Z Score

-1.1011401

3.9470955
5.1224666
1.5044918
2.6852482
2.6234527
5.4609573
6.6663045
1.5146356
4.2114446
6.4805072
7.7258646
2.4779031

5.2689149
0.9400433

P
0.1354178356
0.0000395525
0.0000001508
0.0662273858
0.0036237984
0.0043521760
0.0000000237
0.0000000000
0.0649323567
0.0000126871
0.0000000000
0.0000000000
0.0066078522

0.0000000686
0.1735976841

Padj

1.000000e+00
5.932875e-04
2.261734e-06
9.934108e-01
5.435698e-02
6.528264e-02
3.551804e-07
1.967435e-10
9.739853e-01
1.903071e-04
6.856108e-10
8.332248e-14
9.911778e-02

1.029244e-06
1.000000e+00
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Tabela A3: Resultados das comparagdes maltiplas entre obreiras (forrageiras) e obreiras

(interna).
Comparacao Z Score P Padij
forrageiras_47 - 3.155339 0.000802 0.0120
forrageiras_48
forrageiras_47 - 5.888472 1.9E-09 2.92E-08
forrageiras_49
forrageiras_48 - 2.742059 0.003053 0.0458
forrageiras_49
forrageiras_47 - 1.561006 0.059261 0.8889
obreiras_47
forrageiras_48 - -1.55785 0.059634 0.8945
obreiras_47
forrageiras_49 - -4.26408 1E-05 0.0002
obreiras_47
forrageiras_47 - 8.46307 0 1.95E-16
obreiras_48
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forrageiras_48
obreiras_48
forrageiras_49
obreiras_48
obreiras_47
obreiras_48
forrageiras_47
obreiras_49
forrageiras_48
obreiras_49
forrageiras_49
obreiras_49
obreiras_47
obreiras_49
obreiras_48

obreiras_49

5.29893

2.534192

6.799431

12.4747

9.310559

6.534409

10.76443

4.022882

5.82E-08

0.005635

2.87E-05

8.74E-07

0.0845

7.88E-11

7.69E-35

9.54E-20

4.79E-10

3.80E-26

0.0004



