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RESUMO

BARBOSA, Barbara Silva. Titulo: Influéncia das etiguetas eletronicas de tecnologia RFID na

analise comportamental de abelhas sem ferrdo Melipona quadrifasciata (LEPELETIER, 1836)

contaminadas com imidacloprido. 2022. Trabalho de Conclusdo de Curso (Bacharelado em Ci-

éncias Bioldgicas) — Universidade Federal de Sdo Carlos, Sorocaba, 2022.

Com a finalidade de elucidar questfes acerca da potencialidade do monitoramento tecnolégico
de abelhas nativas, foi analisada a influéncia das etiquetas eletronicas de tecnologia RFID em
relacdo ao comportamento de abelhas sem ferrdo da espécie Melipona quadrifasciata exposta
ao neonicotindide imidacloprido, em uma abordagem laboratorial. A concentracéo do imidaclo-
prido utilizada nos bioensaios apos a fixacao das etiquetas foi selecionada conforme concentra-
c¢Oes identificadas no néctar de plantas polinizadas pela espécie (10 ppb; Sigma-Aldrich, CAS
Number: 138261-41-3, pureza > 99%). Foram realizadas filmagens dos individuos em arenas
de locomog¢do com posicionamento vertical, para a avaliacdo da atividade de voo e a mobili-
dade, juntamente com a finalidade de analisar o comportamento diante da presenca de um esti-
mulo luminoso superior e um alimento atrativo. Com o auxilio do software EthoVision XT, foi
observada a integracdo de dados e automagéo de experimentos comportamentais com abelhas,
e os resultados obtidos durante o0 experimento mostraram que as etiquetas eletrénicas ndo inter-
feriram nos padrdes de consumo do alimento e sobrevivéncia das abelhas durante o periodo de
48h de exposicdo. No entanto, os dados acerca da analise comportamental mostraram que as
etiquetas eletrénicas apresentam influéncia na mobilidade em grupos associados ao agrotoxico
imidacloprido, podendo indicar uma relacéo entre o estresse causado pelo peso das etiquetas e
0s possiveis efeitos da dose subletal do neonicotindide. Devido a natureza sensivel desta tecno-
logia, ainda ndo € possivel fornecer detalhes especificos sobre como as etiquetas podem ser
aperfeicoadas, porém espera-se que os dados coletados por meio deste estudo colaborem para
a otimizac&o e entendimento da tecnologia de RFID para pesquisas comportamentais futuras.

Palavras-chaves: RFID, Imidacloprido, Abelhas Neotropicais, Abelhas Sem Ferrao.



ABSTRACT

In order to elucidate questions about the potential of technological monitoring of native bees,
the influence of electronic RFID technology tags was analyzed in relation to the behavior of
stingless bees of the species Melipona quadrifasciata exposed to neonicotinoid imidacloprid,
in a laboratory approach. The concentration of imidacloprid used in the bioassays after fixing
the tags was selected according to the concentrations identified in the nectar of plants pollinated
by the species (10 ppb; Sigma-Aldrich, CAS Number: 138261-41-3, purity > 99%). Recording
of the individuals was carried out in locomotion arenas with vertical positioning, for the evalu-
ation of the flight activity and the mobility of the bees, together with the purpose of analyzing
the behavior in the presence of a superior light stimulus and an attractive food. With the help
of EthoVision XT software, data integration and automation of behavioral experiments with
bees were observed, and the results obtained during the experiment showed that electronic tags
did not interfere with food consumption patterns and bees survival during the period of 48 hours
of exposure. However, data from behavioral analysis showed that electronic tags have an influ-
ence on mobility in groups associated with the pesticide imidacloprid, which may indicate a
relationship between the stress caused by the weight of the tags and the possible effects of the
sublethal dose of neonicotinoid. Due to the sensitive nature of this technology, it is not yet
possible to provide specific details on how the tags can be improved, but it is hoped that the
data collected through this study will contribute to the optimization and understanding of RFID

technology for future behavioral research.

Keywords: RFID, Imidacloprid, Neotropical Bees, Stingless Bees
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1 INTRODUCAO

As abelhas séo altamente vulneraveis a contaminacao por forragear em areas potencial-
mente contaminadas, e existe uma escassez de dados relacionados a toxicidade sobre espécies
de abelhas sem ferrdo (Hymenoptera: Apidae: Meliponinae) no Brasil (CHAM et al., 2020).
Uma das espécies nativas ainda pouco estudadas é a Melipona quadrifasciata (Lepeletier,
1837), também conhecida popularmente como “mandagaia”, que ¢ encontrada no Sul de Sao
Paulo, Parana e Santa Catarina (MOURE, 1975). A mandacaia € importante para a agricultura,
pois poliniza culturas agricolas de espécies vegetais como: abobora (Cucurbita moschata), pi-
mentdo (Capsicum annuum), pimenta-malagueta (Capsicum frutescens) e o tomate (Lycopersi-
con esculentum) (OLIVEIRA et al., 2013).

Estudos como o de Lima et al, (2020) et al., (2015) apresentam os efeitos do agrotoxico
imidacloprido no comportamento da espécie M. quadrifasciata, constatando que interfere na
comunicacgdo entre os individuos em decorréncia da reducdo dos eventos de antenacao, da fre-
quéncia respiratoria e a atividades ligadas as atividades de campo como o forrageamento e o
préprio voo.

A aplicabilidade com maior potencial no monitoramento tecnoldgico das abelhas utili-
zando as etiquetas eletrdnicas de tecnologia RFID, dentro do contexto histérico das ultimas
décadas é a de buscar entender como a flexibilizacdo da legislacdo brasileira de agrotdxicos
pode influenciar de forma negativa quanto a protecdo do meio ambiente e a salde humana, visto
que o governo brasileiro adota a monocultura e 0 uso intensivo de agrotdxicos como politica
agricola de modernizagdo no campo desde 0s anos 1970, incentivando a industria quimica for-
muladoras de agrotoxicos por meio de isences fiscais (ALMEIDA et al., 2017).

Com o auxilio do software de video tracking EthoVision XT (Noldus Information
Technologies) (Noldus, 2001) podemos avaliar a integracdo de dados e automacéo de experi-
mentos comportamentais com abelhas, assim como em (Tadei et al., 2019), possibilitando o uso
da combinac&o das etiquetas eletrénicas, com a finalidade de avaliar sua influéncia na variagdo
comportamental destes polinizadores e promovendo informac6es que contribuam para o apri-
moramento de protocolos utilizados para estimar os efeitos dos pesticidas em niveis subletais.

Detectar os movimentos rapidos e arbitrarios de insetos em condi¢des de campo € no-
toriamente dificil porque as tecnologias existentes sdo limitadas por questdes de tamanho, peso,
alcance e custo (BARLOW et al., 2019). Porém, o sistema de identificacéo por radiofrequéncia

(RFID) demonstra-se como uma opc¢ao viavel para os estudos comportamentais de campo, as-
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sim como os apresentados po (Nunes et al., 2019; TOPPA et al., 2021). Tais estudos sdo im-
portantes porque permitem detectar e monitorar os caminhos e movimentos das abelhas e se a
presenca de agrotdxicos como o imidacloprido podem prejudicar o seu comportamento (BAR-
LOW etal., 2019).

A empregabilidade de etiquetas eletronicas de tecnologia RFID (Radio Frequency Iden-
tification) como microssensores hoje € bem conhecida quanto suas vantagens e desvantagens
(NUNES-SILVA et al., 2019; DE SOUZA, 2018). Entretanto, existe também a necessidade de
pesquisas que monitorem e coletem informacGes acerca destes sensores ja que, embora apre-
sentem tamanho reduzido, a colocacdo das etiquetas eletrbnicas pode acarretar mudancas de
comportamento dos individuos submetidos ao procedimento de fixa¢do do dispositivo, podendo
influenciar em seu desempenho quanto a mobilidade, interacdes ecoldgicas e em sua autonomia
de voo (MINAHAN et al., 2018).

E de suma importancia sanar questionamentos acerca do uso das etiquetas e sua possivel
influéncia no comportamento das abelhas, a fim de usarmos estes animais como bioindicadores
de forma eficaz, como descrito no estudo de Nunes-Silva et al., (2019), que apresenta a tecno-
logia RFID e suas aplicacGes para 0 monitoramento e reconhecimento individual de abelhas e
a importancia sobre necessidade de informacdes adicionais que auxiliem na determinacdo do
impacto e das ameagas ambientais que possam vir a ocorrer nestas populacoes, especialmente
entre as espécies nativas.

Estudar o movimento, migracdo e comportamento de insetos pode ajudar a fornecer
respostas para importantes questdes ecoldgicas que impactam a diversidade, saude e persistén-
cia de espécies em ecossistemas e, diante do exposto, os objetivos desta pesquisa estdo associ-
ados a seguinte questdo: As etiquetas eletronicas de tecnologia RFID podem influenciar no
comportamento e na mobilidade de abelhas da espécie M. quadrifasciata expostas ao neonico-
tindide imidacloprido?

Neste contexto, 0 presente estudo teve por objetivo analisar os padrdes comportamentais
de abelhasda espécie Melipona quadrifasciata expostas ao neonicotindide imidacloprido, e se
as etiquetas eletronicas tém papel em possiveis alteracdes destes padrdes.

Especificamente, a pesquisa procurou analisar a influéncia das etiquetas eletrdnicas de
tecnologia RFID nas atividades locomotoras das abelhas M. quadrifasciata, em condic¢des la-
boratoriais, ap0s a exposi¢cdo a uma dose subletal do agrotoxico imidacloprido, assim como
avaliar se as etiquetas eletrdnicas afetam a sobrevivéncia da M. quadrifasciata expostas ao imi-

dacloprido.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

As abelhas sem ferrdo pertencem a familia Apidae, subfamilia Meliponinae. (TAVA-
RES, 2017; SCHWARZ, 1032). Os meliponineos constituem o maior grupo de abelhas eusso-
ciais do mundo, possuindo mais de 600 espécies descritas, sendo encontradas na América do
Sul, América Central, sul da América do Norte, Africa, sudeste da Asia e no norte da Oceania
(HRNCIR et al., 2016). No Brasil, hd mais de 200 espécies pertencentes a 29 géneros, e cerca
de 89% das espécies sdo endémicas, 0 que corresponde a aproximadamente 20% do nimero
total de abelhas neotropicais sem ferrdo existentes (PEDRO; SILVIA, 2014).

A diferenca mais marcante no grupo dos meliponineos ¢ a auséncia do ferrdo ou a ocor-
réncia de uma forma atrofiada (OLIVEIRA et al., 2013). Assim, como forma de defesa, apre-
sentam um aparelho bucal dotado de mandibulas, que sdo capazes de produzir acido férmico,
aumentando o incomodo quando mordem (CRUZ-LANDIM, 2009). Estas abelhas divergem
desde o Cretaceo, tendo 50% mais espécies que 0 género Apis, apresentando uma enorme di-
versidade (ROUBIK; DAVID, 2006).

A preocupacdo com o declinio das populacdes de abelhas em todo o mundo tornou-se
uma questdo ambiental de grande importancia, e entender a dimensao e as consequéncias desse
problema é fundamental para avancar efetivamente em direcdo aos objetivos de conservar a
biodiversidade e proteger a satde das abelhas (COLLA, 2022). Embora o desaparecimento das
abelhas possa acontecer em decorréncia de diversas raz@es, a aplicacdo de pesticidas é reconhe-
cida como um dos principais fatores de estresse quanto a causalidade do declinio na populacao
global de abelhas (DE ASSIS et al., 2022).

As espécies nativas de polinizadores tém recebido pouca atengdo quanto aos riscos im-
postos por inseticidas, principalmente quanto aos neonicotindides, que sdo considerados um
dos fatores condutores de declinios generalizados na diversidade e abundancia das abelhas
(TOME et al., 2015). Concentraces subletais de neonicotindides alteram o comportamento de
abelhas sociais e reduzem a sobrevivéncia de colénias inteiras (DE ASSIS et al., 2022). Regis-
trados na década de 1990, em 2010 representavam um tergo do mercado global de inseticidas,
mas ap0s uma moratdria em 2013, seu uso em culturas de campo aberto foi completamente
proibido na Unido Europeia em 2018 (SGOLASTRA et al., 2020). O Imidacloprido, um inse-
ticida sisttmico pertencente a classe dos neonicotinoides, é derivado do nitrometileno, sinteti-
zado pela Nihon Bayer Agrochem KK (JEANMART, 2016). Além de ser extremamente eficaz
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contra insetos, também apresenta efeitos ovicidas, atuando como estimulador do receptor nico-
tinico da acetilcolina, sendo excelente no controle de todas as populagdes de pragas resistentes
investigadas até o momento (ELBERT et al., 1991.)

Ap0s aplicacdo foliar, o imidacloprido apresenta elevada acéo residual, é altamente fo-
toestavel e apresenta resisténcia satisfatoria a agdo da chuva (ELBERT et al., 1991). Segundo
o0 Programa de Analise de Residuos de Agrotdxicos em Alimentos (PARA) pode ser encontrado
de maneira residual em amostras de culturas agricolas de goiaba em concentragdes 5,30%
(mg/kg), acima do LMR - Limite Maximo de Residuos adotado, que seria de 0,1% (ANVISA,
2008). Segundo a avaliacédo de risco ambiental do ingrediente imidacloprido para insetos poli-
nizadores, e com base no parecer técnico (IBAMA, 2013), recomenda-se 0 prosseguimento da
investigagdo da hipdtese de risco ambiental para as abelhas meliferas, porém, ndo ha dados
disponiveis que permitam avaliar o0s niveis decorrentes da utilizacdo de imidacloprido em apli-
cacOes de um mesmo cultivo, situacdo que pode ocorrer considerando 0s usos atualmente auto-
rizados.

Estudos que buscam demonstrar as ameagcas e declinio global dos polinizadores como
os de Dicks et al., (2021) e Potts et al., (2016), evidenciam a importancia da compreensao da
escala e gravidade dos impactos do declinio de polinizadores no bem-estar humano, e a perda
destes organismos impacta negativamente a producédo de alimentos voltados ao consumo, pois
muitos tipos de culturas dependem da polinizagdo animal para a quantidade e/ou qualidade de
seu rendimento.

Quando abordamos os cenarios voltados ao declinio de populac6es de abelhas, grande
parte dos estudos encontrados sdo voltados principalmente a espécie manejada Apis mellifera,
devido ao alto valor econémico dos seus produtos apicolas e seu reconhecido papel no aumento
da produtividade de cultivares (PAUDEL et al., 2015).

No entanto, ha a necessidade de intensificar os estudos sobre os fatores do declinio das
abelhas nativas meliponas, como o risco dos agrotoxicos (CHAM et al., 2019), perda de habitat
e mudancas climaticas (JAFFE et al., 2019), uma vez que elas apresentam um importante papel
econdmico por meio da meliponicultura e da polinizacdo da flora nativa e de plantas cultivaveis
(SILVA et al., 2012).

O uso da tecnologia de identificacdo por radiofrequéncia (RFID) e a demonstracédo de
sua eficiéncia ao longo dos anos quanto a sua aplicagédo para identificagdo e identificacdo de
objetos, revelam-se como uma ferramenta Gtil em estudos que analisam o comportamento de
insetos, devido a sua capacidade de coleta de dados em relag&o a alta frequéncia de eventos que

podem ocorrer simultaneamente durante experimentos comportamentais (NGO et al., 2019).
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As etiquetas eletronicas funcionam de maneira semelhante a um microssensor, podendo ser
utilizadas em abelhas e vespas para registrar quando os insetos passam por um ponto de verifi-
cacdo especifico (CSIRO, 2019). Esta tecnologia vem ganhando cada vez mais popularidade
com multiplas aplicac@es, e atuando principalmente no setor agroalimentar (BIBI et al., 2017).

A possibilidade de utilizagéo das etiquetas eletronicas de tecnologia RFID em animais
foi inicialmente empregada com a finalidade de fazer integracdo com sistemas nacionais de
identificacdo de gado ou animais domésticos (FLOYD et al., 2015). A primeira aplicacdo do
uso de sensores eletrénicos em abelhas foi um analisador de frequéncia dos sons emitidoscha-
mado “Apidctor”, desenvolvido, patenteado e vendido durante a década de 1960. (BROMENS-
HENK, et al., 2015). Desde entdo, a ideia inicial vem passando por mudancas em relacdo aos
seus atributos, e as etiquetas eletronicas utilizadas em estudos de monitoramento de abelhas
aumentam o alcance de identificacdo, mas adicionam peso e podem interferir no comporta-
mento de voo de abelhas da espécie Apis melifera. Com isso, foi necessario se concentrar no
desenvolvimento de etiquetas de RFID, que se demonstram mais eficientes para os estudos que
envolvam pequenos animais como insetos (BROMENSHENK, et al., 2015).

Varios estudos utilizam e investigam a taxa de sucesso do sistema RFID no monitora-
mento de insetos. Quando buscamos na literatura pesquisas relacionadas a tecnologia e agentes
polinizadores como as abelhas, encontramos em sua maioria estudos de campo e semi campo
que analisam o comportamento de forrageamento, como o De Souza et al., (2018), que demons-
tra como as etiquetas eletrénicas de RFID podem ser eficientes, por conta de seu tamanho, além
da capacidade de codificacdo exclusiva em cada etiqueta, podendo suportar a identificacdo de
milhares de individuos em um Unico experimento. No trabalho de Susanto et al., (2018), os
resultados mostram que o RFID permite melhorar a qualidade dos dados que inferem o com-
portamento das abelhas meliferas em nivel de colénia. Em Van Geystelen et al., (2016) é ex-
plorado um software integrando aos dados de RFID independentemente do sistema de scanner
usado para diferentes tipos de configuraces experimentais, padrdo que é comum na pesquisa
de comportamento de forrageamento.

No artigo de revisdo de Nunes-Silva et al., (2019) é mencionado que o tamanho da eti-
queta pode representar uma restricdo consideravel em relacdo ao tamanho das abelhas, porém,
a potencialidade do uso desta tecnologia deve ser investigada incluindo as espécies de abelhas
sem ferrdo e abelhas solitarias, exemplificando o trabalho de Benaets et al., (2017) que aborda
0 parasitismo reprodutivo em Melipona scutellaris, ilustrando que a as etiquetas de RFID po-

dem de fato ser usadas com sucesso na pesquisa de abelhas sem ferréo.
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Este método de monitoramento utilizando o RFID ndo é apenas eficaz para monitorar e
detectar as mudancas na atividade de forrageamento por um longo periodo, mas também para
registrar mudancas de curto prazo ap6s exposi¢do aguda (SCHNEIDER et al., 2012). Em De-
courtye et al., (2011) as etiquetas eletrénicas foram utilizadas com objetivo de mostrar como o
dispositivo pode ser usado para estudar os efeitos dos pesticidas tanto nas caracteristicas com-
portamentais quanto na sobrevivéncia das abelhas. As etiquetas eletronicas podem ser eficientes
quanto a coleta de dados referentes ao comportamento de abelhas, e estudos com marcacao
eletrénica podem ser projetados para comparar abelhas que carregam as mesmas etiquetas ex-
postas a estressores com aquelas ndo expostas a esses estressores especificos, supondo-se que
0 comportamento das abelhas sem etiquetas expostas e ndo expostas a esses estressores pode
ser traduzido sem analise adicional (DE SOUZA et al., 2018).

Porém, estudos que ligam fatores de influéncia nas metodologias empregadas com o uso
de tal tecnologia evidenciam a necessidade de coletar informacg6es acerca das variaveis que
possam vir a intervir na clareza dos dados, como em Toppa et al., (2020), que visaram explorar
0 impacto das colas utilizadas para a fixagdo das etiquetas em abelhas, analisando a longevidade
dos individuos apds o procedimento, além dos danos causados aos musculos de voo desses
insetos, salientando a importancia de entendermos melhor o potencial e as limitagdes do uso de
RFIDs em abelhas, principalmente em espécies nativas, e demonstrando que mais estudos s&o
necessarios para avaliarmos se essa tecnologia é viavel para a avaliacdo do comportamento de

abelhas expostas a agrotdxicos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Delineamento experimental

Os ensaios de exposicao foram realizados em blocos compostos por seis grupos experi-

mentais, com um numero amostral de 15 abelhas por grupo, sendo cinco individuos por col6nia.

Em cada repeticdo dos experimentos, foram utilizadas trés col6nias diferentes (definidas

como A, B e C) para a coleta das abelhas, a fim de garantir a variabilidade inter-colonial. Se-

guindo as recomendacdes de Alkassab e Kirchner (2018), Jacob et al., (2019) e Tadei et al.,
(2019). Os grupos experimentais utilizados foram:

e Controle (CTL): abelhas sem etiqueta eletrdnica e alimentadas com solucéo acucarada

50% m/v, contendo agua filtrada e agucar organico;

Controle solvente (CA): abelhas sem etiqueta alimentadas com solugéo de sacarose e
solvente acetona na concentracdo 0,5 %;

Imidacloprido (1): abelhas sem etiqueta alimentadas com a solu¢éo de sacarose contendo

10 ppb de imidacloprido;

Controle com fixagéo da etiqueta eletronica RFID (CTL_RFID) alimentadas com solu-
¢ao de sacarose;

Controle solvente com fixagéo da etiqueta eletronica (CA_RFID);

Imidacloprido na concentracdo 10 ppb com fixacdo da etiqueta eletrénica RFID
(I_RFID).
Os protocolos da OECD (1998; 2017) para ensaios ecotoxicoldgicos com abelhas, ori-
entam a fazer um controle adicional com solvente, para garantir que os efeitos observados sejam
provenientes somente do ingrediente ativo utilizado.

Cada bloco experimental foi composto pelos seis grupos experimentais, contendo cinco
abelhas por col6nia, totalizando 15 abelhas por grupo e 30 por col6nia (Figura 1). O bloco foi
repetido trés vezes para atingir o numero minimo amostral de 10 individuos por grupo, seguindo

recomendacdes dos protocolos (OECD, 2017).
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Figura 1. Esquema representativo do delineamento experimental dos bioensaios realizados durante o periodo de
48h. Os circulos correspondem aos individuos representantes dos grupos experimentais: Grupo controle (CTL),
Controle Acetona (CA), Controle acetona com etiqueta (CA_RFID), Controle com etiqueta eletrdnica

(CTL_RFID), Imidacloprido (I) e Imidacloprido com etiqueta eletrénica (I_RFID) respectivamente.

3.2 Coleta do material bioldgico e manutencdo em condicdes laboratoriais

As colonias manejadas de Melipona quadrifasciata foram adquiridas em dois locais dis-
tintos: os blocos experimentais | e 11 foram realizados em um meliponério de propriedade par-
ticular da Cooperativa de Apicultores de Sorocaba (COAPIS), no estado de Sao Paulo, Brasil
(-23,49; -47,47), enquanto as coletas dos Il e IV foram realizadas na Universidade Federal de
Séo Carlos — UFSCar campus Sorocaba — Sao Paulo, Brasil (-23,58; -47,52). A coleta para a
realizacdo dos ensaios experimentais ocorreu nos meses correspondentes ao verao (de fevereiro
amarco de 2022). Os recipientes utilizados potes plasticos de 250 mL (Figura 2) contendo cinco
abelhas em atividade de voo por pote, previamente furados nas laterais e na tampa com agulhas
aquecidas, para a ventilagédo, além da insercdo de um microtubo de 1,5 mL contendo a solugéo
sacarose 50% m/v, para a alimentagédo. Os potes contendo as abelhas foram mantidos em incu-
badora do tipo B.O.D. (Biochemical Oxygen Demand) (Eletrolab EL202/E) a 28°C e 70% de
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umidade, durante o periodo de aclimatacdo de 24h. Para a coleta dos dados acerca da sobrevi-
véncia, apds o periodo de aclimatacdo na incubadora, a cada 24h apds a montagem do experi-
mento, os potes foram verificados para contar o nimero de individuos mortos por tratamento.
Assim, esse monitoramento foi realizado diariamente e o alimento foi pesado a fim de
verificar o consumo, descontando-se a taxa diéria de evaporacao (peso do alimento inicial- peso
do alimento apds 24h) em (g). Posteriormente o xarope foi renovado, e tal procedimento ocor-

reu durante o periodo de exposic¢ao, com os dados sendo plotados em uma planilha.

Figura 2. (A) Coleta dos individuos. (B) Recipiente utilizado para a coleta de individuos da espécie M. quadrifas-

ciata.

3.3 Fixacdo das etiquetas eletrdnicas de tecnologia RFID

Foram utilizadas etiquetas de alta frequéncia (UHF) do modelo IM5- PK2525, verséao
3.0, de dimens@es 2,5 mm x 2,5mm x 0,3 mm e 5,4 mg, desenvolvida em resina epoxi pela
empresa Hitachi Chemicals Co Ltd.: Tokyo Japan (HITACHI, 2016).

De acordo com o protocolo para a fixagao de etiquetas eletronicas descrito por Toppa et
al., (2020), foi realizada a escolha do uso de uma cola natural composta de 50% de goma laca
organica e 50% alcool de cereais, por promover um aumento da longevidade das abelhas e
induzir menos danos morfolégicos aos musculos de voo em comparacdo com a cola sintética
(TOPPA et al., 2020). A fixacdo das etiquetas foi realizada diretamente no térax do animal,
com o auxilio de um dispositivo denominado “tubo marcador imobilizador de abelha rainha”
(Figura 3) e pingas entomologicas. Cada individuo etiquetado foi individualizado em um tubo
Falcon 50 mL, por um periodo de 1 minuto até que a cola estivesse completamente seca, a fim
de evitar que as abelhas tentassem remover as etiquetas uma das outras e que ocorressem ata-
ques devido ao odor da substancia. Apés a secagem da cola, os individuos foram alocados in-

dividualmente em um recipiente plastico de 250 mL, contendo um alimentador fixado na tampa
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(solucdo aquosa de agUcar organico 50%), mantendo-o no escuro no interior da incubadora
(temperatura (28°C) e umidade (70 — 75%).

Figura 3. Abelha da espécie Melipona quadrifasciata imobilizada em um marcador de abelha rainha ap6s cola-

gem da etiqueta eletrdnica de tecnologia RFID.

3.4  Preparacdo do alimento contaminado e exposi¢do continua

Buscando um cenario ambientalmente relevante, a concentra¢do do imidacloprido foi
selecionada conforme concentragdes identificadas no néctar de plantas polinizadas pela espécie
de 10 ppb (ALKASSAB; KIRCHNER, 2017; STONER; EITZER, 2012).

Para obtencdo do alimento contendo o inseticida nessa concentracédo, foi preparada ini-
cialmente uma solucédo estoque (1000 ng/uL) com 10 mg do imidacloprido em pé (Sigma-Al-
drich, CAS Number: 138261-41-3, pureza > 99%) diluidos primeiramente em 4 mL de acetona
e, posteriormente, adicionados 6 mL de &gua destilada. Em seguida, foram realizadas diluicdes
seriadas em agua destilada, a fim de obter a concentracdo de 10 ppb. Ao final, uma aliquota de
200 ul de solugdo aquosa com o inseticida, representando 2% do volume final do alimento, foi
adicionada em 9.800 pl de xarope composto por agua filtrada e agucar orgénico (1:1) totali-
zando 10 mL. Os protocolos da OCDE recomendam nédo exceder 5% de acetona (OCDE, 2013;
2017), e para o controle solvente, foram utilizados 0s mesmos critérios, porém com a auséncia

do agrotoxico imidacloprido nas solugdes.

3.5 Arenade locomogao

Para a analise comportamental, primeiramente foi necessario a defini¢do dos parametros
a serem avaliados, 0 N experimental, tempo de aclimatacéo e de filmagem. As arenas foram
definidas com tamanho suficiente para a locomogéo da abelha, posicionadas verticalmente para



a avaliacdo da atividade de voo e com a presenca de uma fonte luminosa superior (Lambin et
al., 2001; El Hassani et al., 2005). Duas arenas foram construidas de forma idéntica, com
30x30x10 cm de dimensdo, confeccionadas com o material “Medium Density Fiberboard”
(MDF) 3 mm, além de acetato fosco transparente, contendo uma superficie branca considerando
recomendacdes do software Ethovision (Noldus) versdo 15 para contraste dos individuos.
Também foram inseridos uma tampa lateral circular inferior para fixar o alimentador,
um eppendorf de 1,5 mL contendo mel de Apis melifera como atrativo e uma abertura lateral
circular superior para colocar as abelhas na superficie. A fonte luminosa artificial foi confecci-
onada com lampadas do tipo led, localizando-se na parte central do topo, para incentivar a ati-

vidade de voo ou locomocéo vertical da abelha (Figura 4).
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Figura 4. Esquema representativo da arena de locomogdo, visdo lateral, frontal e isométrica.




22

3.6 Filmagem

As filmagens foram realizadas entre 13:00 e 17:00 horas, devido ao periodo de atividade
das abelhas. Segundo Tadei et al., (2019) nao é recomendado o periodo de aclimatacéo para a
avaliacdo da resposta imediata com a possibilidade de anélise da orientagcdo guiada por uma
fonte luminosa ou fonte alimentar.

Com base nos estudos de El Hassani et al., (2008, 2005), em arenas verticais com uso
de iluminacao superior, o tempo de filmagem pode variar, pois o objetivo € avaliar a velocidade
e 0 padréo de deslocamento espacial imediato em uma arena dividida em diferentes extratos,
como por exemplo, a diferenca de luminosidade. Segundo Kimura et al., (2014) as abelhas
reagem a luz e as gravacdes devem ser feitas sob condi¢des especiais, em que os olhos das
abelhas percebem como escuriddo. Com a finalidade de interromper a interferéncia da luz arti-
ficial do local de experimentacdo, as luzes permaneceram desligadas, mantendo o ambiente
escuro, somente com a influéncia das luzes presentes nas arenas. O equipamento utilizado para
as filmagens foi posicionado a uma distancia minima para aquisi¢éo de toda arena e identifica-
¢do do individuo. Parametros de temperatura minima de 25°C e umidade 50%> também foram
controlados para evitar interferéncias comportamentais (BURRILL, DIETZ, 1981; ABOU-
SHAARA et al, 2017). Apds as 48h da exposicao oral Ad libitum, a realizacdo das filmagens
deu sequéncia quando cada individuo foi isolado em tubos Falcon 50 mL com furos para a
ventilacdo e devidamente identificados, e o periodo de jejum (15 minutos) cronometrados
(CHAKRABARTI et al., 2019; TADEI et al., 2019; JIANG et al., 2018).

Durante o experimento, cada abelha foi transferida para uma arena de locomocéo, e seu
comportamento foi filmado por 10 minutos ininterruptos, com a intencdo de coletar dados
acerca da resposta ao estimulo da presenca do alimento disposto na arena. Em seguida, a abelha
foi removida da arena e colocada em outro recipiente, devidamente identificada, para evitar que

uma mesma abelha fosse filmada duas vezes.

3.7 Coleta de dados e analise comportamental

Os videos obtidos foram analisados por meio do Software de rastreamento (monitora-
mento) com base em video Ethovision (Noldus) Versdo 15. Os dados comportamentais refe-

rentes a locomog&o e posi¢do na arena estdo descritos no Quadro 1.
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Quadro 1. Variaveis comportamentais analisadas e parametros descritos pelo software Ethovi-

sion (Noldus) verséo 1.5.

Variavel

Descricéo

%

Mobilidade Total (cm/s )

Velocidade total percorrida dentro da arena,
utilizando o ponto central da abelha detec-
tada, mesmo que o individuo ndo se movi-
mente, os pontos utilizados pelo software
como referéncia de deteccdo utilizam limi-

ares de 0,5 e 0,2 cm/s, respectivamente.

Altamente Movel

Velocidade de locomogéo >0,5 cm/s.

Movel

Velocidade de locomogéo >0,2 cm/s.

Imovel

Velocidade de locomogéo <0,2 cm/s.

Frequéncia a Luz (s)

NUmero de vezes e tempo de permanéncia
da abelha na zona de estimulo luminoso de-
finida conforme a amplitude da arena

(tempo de visitacao e revisitacdo da zona).

Laténcia X (S)

Tempo que a abelha levou para se locomo-
ver até o estimulo luminoso da arena (tempo

de reconhecimento da zona).

Alimentacao

Numero de vezes e tempo de permanéncia

da abelha no alimentador.

Velocidade X (cm/s )

Velocidade média de locomocao dentro da

arena.

Distancia Total

Distancia total percorrida em (cm) ao longo
de 10 minutos de filmagem.

3.7 Analises de dados

As andlises estatisticas foram conduzidas no software R (versédo 4.0.4; R Foundation for

Statistical Computing, Vienna, AT, 2021). De forma complementar a analise de significancia,

realizou-se um gréfico de tamanho de efeito por meio de estatisticas de estimagdo (HO et al.,

2019). Os dados comportamentais foram avaliados por meio da constru¢éo de modelos lineares

generalizados (GLM), com distribuicdo Poisson para os parametros de Mobilidade Total (cm/s-
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1Y, Quassipoison para os parametros Imével, Estimulo & Luminosidade e Visitagdo ao Alimen-
tador, Gaussian para o estado Movel e a distribuicdo Gamma para Velocidade Média e Distan-
cia Total (cm s/Y). Apds a obtencdo do GLM foi realizado um pos-teste com um valor P ajustado
por Tukey para a comparacao par a par entre 0s grupos experimentais (GOTELLI et al., 2016).
Os grupos, colbnias e blocos experimentais foram considerados como varidveis independentes.
Os pacotes do software R utilizados foram “emmeans”, “multcomp”, “multcompView”,
“MASS” e “dabestr”. Quanto a sobrevivéncia, o pacote “survminer” foi utilizado. A adequabi-
lidade dos modelos aos dados foi avaliada por meio da anélise de residuos Half-plot. Foram

considerados modelos validos aqueles que apresentarem adequabilidade maior que 95%.
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4 RESULTADOS

4.1 Consumo

Em 24 horas de exposicdo, ndo houve diferenca entre 0s grupos com e sem etiqueta em
relacdo ao consumo de alimento (GLM - binomial negativo; P > 0,8; Figura 5). O grupo expe-
rimental imidacloprido apresentou menor taxa de consumo do alimento contaminado em rela-
¢do ao grupo controle acetona (P=0,007), contudo ndo houve diferenca em relagdo ao grupo
controle sem o solvente (P=0,83). N&o houve um efeito interativo no consumo das abelhas na
presenca de RFID e de imidacloprido (GLM - binomial negativo; F (66 = 1,76; P = 0,18) como
fatores combinados. Também ndo houve diferenca do consumo médio de solucdo de sacarose
50% m/v entre 0s grupos experimentais em 48 horas de exposi¢do, (GLM - Quasipoisson,
P>0,19).
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Figura 5. Consumo médio de solucdo de sacarose 50% m/v durante o periodo de exposi¢do ao agrotoxico Imi-
dacloprido. Os grupos experimentais dispostos na imagem sdo: Grupo controle (CTL), Controle Acetona (CA),
Controle com etiqueta eletronica (CTL_RFID), controle acetona com etiqueta (CA_RFID), Imidacloprido (1) e
Imidacloprido com etiqueta eletronica (I_RFID) respectivamente. “a”, “b” e “ab” indicam a proximidade estatis-

tica entre 0s grupos experimentais em relacdo ao consumo.

4.2 Sobrevivéncia

Durante o tempo de exposi¢do, ndo houve diferenca na taxa de mortalidade das abelhas

entre os grupos experimentais (GLM - Binomial; P>0,41; Tabela 1).
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Tabela 1. Mortalidade total das abelhas durante o periodo de 48 horas de exposi¢cdo. Foram considerados como

significativos valores (p < 0,05) em relagdo aos grupos controle.

. - Intervalo de confianca
Grupo Mortalidade média % (95%)
Controle 0,00 0,00
Controle Acetona 6,66 6,25
Controle e RFID 0,00 0,00
Controle Acetona e RFID 1,66 3,66
Imidacloprido 3,33 4,94
Imida e RFID 10 10,1
P % > 0,41 -

4.3 Dados Comportamentais

4.2.1 Mobilidade

Em relacdo a Mobilidade Total, somente o grupo experimental I_RFID apresentou re-
ducao em relacdo ao controle CA (GLM - Poisson, P<0,001). Os resultados estdo demonstrados
na (Figura 6A e 6B).

Em relacdo a frequéncia do estado Altamente mével das abelhas (Figuras 6C e 6D),
houve diferenca estatistica, sendo que todos 0s grupos experimentais com a etiqueta RFID per-
maneceram menos tempo neste estado (GLM - Quassipoison, P>0,17) do que o grupo CTL (P
= 0,002). Os dois grupos controle com a etiqueta RFID apresentaram médias estatisticamente
menores quando comparados com grupo CA. O grupo exposto ao neonicotindide, I, apresentou
uma média de comportamento Altamente Mdvel maior que todos 0s grupos etiquetados.

No estado de mobilidade classificado como Movel, a média do grupo controle CA foi
maior estatisticamente quando comparado com os grupos | e I|_RFID (GLM - quasipoisson,
P<0,04; Figuras 6E e 6F).

Sobre o estado de mobilidade considerado Imdvel, houve diferenca entre os grupos | e
|_RFID, que permaneceram neste estado mais tempo, quando comparados com o grupo do con-
trole com solvente CA (GLM - Quassipoison, P= 0,04) Figuras 6G e 6H.
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Figura 6. Avaliacdo dos parametros de mobilidade em Melipona quadrifasciata expostas ao Imidacloprido e com
a fixacdo das etiquetas de tecnologia RFID. Mobilidade Total: (A) Dispersao dos dados e (B) Gréfico de tamanho
de efeito baseado na média e intervalo de confianca dos dados em comparagdo com o grupo Controle. Altamente
Movel: (C) Dispersao dos dados e (D) Grafico de tamanho de efeito baseado na média e intervalo de confianga
dos dados em comparagdo com o grupo Controle. Mdvel: (E) Dispersdo dos dados e (F) Gréafico de tamanho de
efeito baseado na média e intervalo de confianga dos dados em comparacdo com o grupo Controle. Imével: (G)
Disperséo dos dados e (H) Gréfico de tamanho de efeito baseado na média e intervalo de confianga dos dados em
comparacdo com o grupo Controle (CTL). Nos graficos de dispersdo a porcentagem (%) é dada pela locomocéo
da abelha dentro da area completa da arena em cm/s, enquanto nos graficos de tamanho de efeito, a média e o
intervalo de confianga sdo demonstrados em relacdo a todos 0s grupos experimentais. Os grupos experimentais
dispostos na imagem sdo: Grupo controle (CTL), Controle Acetona (CA), Controle com etiqueta eletrbnica
(CTL_RFID), Controle acetona com etiqueta (CA_RFID), Imidacloprido (I) e Imidacloprido com etiqueta eletrd-

nica (I_RFID), respectivamente.

4.2.2 Estimulo a Luminosidade

N&o houve diferenca na frequéncia média de visitag&o e revisitagdo na zona de estimulo
luminoso pelas abelhas entre nenhum dos grupos experimentais (GLM - Quasipoisson, P> 0,42
(Figuras 71 e 7J).

Né&o foram observadas alteragdes no parametro Laténcia média entre nenhum dos gru-

pos (GLM - quasipoisson, P> 0,25; Figuras 7K e 7L).
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Figura 7. Resposta a Luminosidade. Os grupos experimentais dispostos na imagem sdo: Grupo controle (CTL),
Controle Acetona (CA), Controle com etiqueta eletrénica (CTL_RFID), Controle acetona com etiqueta
(CA_RFID), Imidacloprido (1) e Imidacloprido com etiqueta eletronica (I_RFID) respectivamente. Nos graficos
de dispersdo a porcentagem (%) é dada pela locomocéo da abelha dentro da area completa da arena, eenquanto
nos gréficos de tamanho de efeito, a média e o intervalo de confianca sdo demonstrados em relacdo a todos os

grupos experimentais.

4.2.3 Visitacdo ao Alimentador

N&o houve diferenga na visitagdo e revisitagdo das abelhas no alimentador entre os gru-
pos experimentais (GLM - Quasipoisson, P>0,10; Figuras 8M e 8N).
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Figura 8. Avaliacdo de Visitagdo ao alimentador. Os grupos experimentais dispostos na imagem sdo: Grupo con-
trole (CTL), Controle Acetona (CA), Controle com etiqueta eletronica (CTL_RFID), Controle acetona com eti-
queta (CA_RFID), Imidacloprido (1) e Imidacloprido com etiqueta eletrénica (I_RFID) respectivamente. Nos gréa-
ficos de dispersdo a porcentagem (%) é dada pela locomocdo da abelha dentro da area completa da arena em cm/s,
enquanto nos graficos de tamanho de efeito, a média e o intervalo de confianca sdo demonstrados em relagdo a

todos 0s grupos experimentais.
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4.2.4 Deslocamento

A Velocidade Média das abelhas ndo diferiu significativamente entre os grupos experi-
mentais (GLM - Gamma, P>0,15; Figuras 90 e 9P). N&o houve diferenca na Distancia Total
percorrida das abelhas na arena em todos os grupos experimentais (GLM - Gamma, P> 0,12;
Figuras 9Q e 9R).
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Figura 9. Avaliacéo do deslocamento. Diferenga média da distancia percorrida em centimetros pelas abelhas por
toda arena, utilizando como referéncia o grupo controle (CTL). Os grupos experimentais dispostos na imagem sdo:
Grupo controle (CTL), Controle Acetona (CA), Controle com etiqueta eletrdnica (CTL_RFID), Controle acetona
com etiqueta (CA_RFID), Imidacloprido (1) e Imidacloprido com etiqueta eletrénica (I_RFID) respectivamente.
Nos graficos de disperséo a porcentagem (%) € dada pela locomocéo da abelha dentro da area completa da arena
em cm/s, enquanto nos graficos de tamanho de efeito, a média e o intervalo de confianca sdo demonstrados em

relacdo a todos os grupos experimentais.
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5 DISCUSSAO

A tecnologia RFID tem sido utilizada para estudos de forrageamento com abelhas (NU-
NES-SILVA, 2019). No entanto, pouco se sabe sobre a influéncia desses dispositivos no com-
portamento de abelhas expostas a agrotoxicos. Nosso estudo é o primeiro a avaliar se a fixagdo
de etiquetas RFID afetam a mobilidade de abelhas nativas sem ferrdo M. quadrifasciata conta-
minadas oralmente com o neonicotindide imidacloprido, amplamente utilizado em culturas bra-
sileiras que essas abelhas polinizam.

Recentemente, os estudos de Tomé et al, (2015) e Gomes et al., (2020), abordaram a
tematica relacionada a avaliacdo da atividade de voo in vitro com abelhas, utilizando-se de
metodologias semelhantes, como “torres de decolagem”, para permitir a locomogao livre das
abelhas. As analises de voo foram realizadas utilizando abelhas operarias submetidas a dois
bioensaios, comparando os efeitos de inseticidas. Porém, ambos estudos néo utilizaram etique-
tas eletronicas de RFID em suas metodologias para 0 monitoramento das atividades.

Com base nos dados de consumo obtidos em nosso estudo, a presenca do contaminante
imidacloprido na dieta, bem como a presenca da etiqueta eletrdnica, demonstraram ndo afetar
os hébitos de consumo de M. quadrifasciata, assim como nao interferiram na sobrevivéncia das
abelhas no periodo de 48h de observagdo. Com base na literatura cientifica, no estudo de Brito
et al., (2020) foram utilizadas as concentracdes de 10, 35 e 70 ppb de imidacloprido, além de
uma concentracao de 250 ppb de um produto formulado que possui 0 neonicotindide como
principio ativo (Evidence 700 WG®, Bayer). O experimento ocorreu durante sete dias (168h)
e ndo foi observado o aumento da mortalidade nos grupos de abelhas da espécie M. quadrifas-
ciata. No entanto, esses autores observaram uma diminuicéo na proporcéao de abelhas vivas em
todos os grupos durante o experimento, o que foi relacionado ao envelhecimento e mortalidade
natural, além de constatarem uma reducdo no consumo alimentar. Em relacdo aos dados de
consumo, Kessler et al., (2015) indicaram que as abelhas das espécies Apis mellifera e Bombus
terrestris poderiam optar por consumir uma solugdo agucarada contaminada com 0s neonicoti-
noides imidacloprido, tiametoxam e clotianidina, mesmo que tais substancias as levassem a
comer menos alimento em geral, provavelmente em decorréncia dos mecanismos de acdo des-
ses agrotoxicos sobre os receptores nicotinicos de acetilcolina (NnAChRS) no cérebro das abe-
Ihas.

Os trabalhos de Palmer et al., (2013), Dupuis et al., (2011) e Brown et al., (2006) tam-
bém demonstraram que as abelhas em voo livre preferem coletar solu¢des de sacarose contendo

baixas concentragdes de nicotina, que € um derivado dos neonicotinoides, por conta da ativacéo
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de tais receptores (NAChRs), afetando também as estruturas dos corpos pedunculados, respon-
sdveis pela aprendizagem e memoria das abelhas. A quantidade de imidacloprido utilizada den-
tro do periodo de 48 horas ndo foi suficiente para causar aumento ou diminui¢cdo do padréo do
consumo, provavelmente por ser uma dose subletal do neonicotindide, ndo atingindo quanti-
dade suficiente para interferir no comportamento alimentar das abelhas. Contudo, embora os
dados deste trabalho ndo indiquem que o imidacloprido afeta a sobrevivéncia das mandacaias,
doses subletais de neonicotindides podem causar danos as abelhas, ndo levando & morte imedi-
ata, mas prejudicando sua fisiologia e seu comportamento (NOCELLI et al, 2012).

O uso das etiquetas eletronicas de tecnologia RFID apresenta um ponto positivo dentro do
parametro de consumo, podendo ser utilizada em estudos de campo que visam analisar padroes
de forrageamento das abelhas, como o trabalho de Nunes-Silva et al., (2020), com a espécie
Melipona fasciculata, que buscou analisar a capacidade e distancia de voo das abelhas em re-
lacdo ao retorno a coldnia, concluindo que o uso da tecnologia RFID permitiu uma maior pre-
cisdo na coleta de dados em comparativo com técnicas tradicionais de observagao.

Quanto a analise comportamental realizada pela detec¢do do equipamento Ethovision, que
consiste num programa de computador que rastreia 0 comportamento animal, Kimuta et al,
(2014) relataram que tais ferramentas tecnologicas se demonstraram eficientes na pesquisa eto-
l6gica. Os impactos do uso da tecnologia RFID devem ser quantificados levando em conside-
racao os aspectos relacionados a espécie que esta sendo utilizada para o estudo, suas caracteris-
ticas ecoldgicas e o tipo de etiqueta que esta sendo utilizada, bem como um comparativo com
base em um grupo controle, uma vez que a confiabilidade dos dados comportamentais obtidos
apenas com insetos portando etiquetas eletronicas pode ser comprometida (BATSLEER et al.,
2020).

A variavel analisada referente ao estado de mobilidade total, s6 apresentou diferenca
estatistica entre os grupos CA e o grupo I_RFID. Quanto a acdo do solvente organico sob o
comportamento das abelhas, Wilkins et al., (2013) destacam a importancia de considerar a so-
lubilidade da referéncia toxica ao projetar estudos para que as diluicdes sejam feitas em um
veiculo ideal. Embora o CA nédo apresente diferenca entre os demais grupos experimentais, ele
apresentou uma mobilidade total maior do que o grupo que estava exposto ao agrotoxico e
etiquetado, sugerindo que a presenca da etiqueta significa um peso maior para as abelhas car-
regarem, como mencionado por Nunes-Silva et al., (2019) que discutem que tamanho da eti-
queta pode representar uma restricdo em relagdo ao tamanho das abelhas, além dos possiveis
efeitos do neonicotindide, comprometendo o estado de mobilidade das abelhas através da redu-

¢ao dos movimentos.
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Quanto aos efeitos do solvente na mobilidade das abelhas, ainda sdo necessarios mais es-
tudos para compreender se a diferenca observada no tamanho do efeito e sua significancia se-
riam relevantes em um tempo maior de exposicao ao agrotoxico. Os dados deste trabalho de-
monstraram que a exposi¢do ao Imidacloprido deixou as abelhas em um estado Altamente Mo-
vel por mais tempo, quando comparadas a todos os grupos que receberam a etiqueta RFID, ou
seja, a etiqueta influencia na mobilidade das abelhas, independentemente de serem expostas ao
imidacloprido ou ndo. O estudo de Schneider et al., (2012) demonstrou ao utilizar as etiquetas
eletronicas de tecnologia RFID em abelhas contaminadas com imidacloprido (>1,5 ng/abelha),
que os individuos demoravam mais tempo para voar e retornar até os alimentadores, e apos a
administracdo de doses mais altas desse agrotoxico (> 3 ng/mL), houve reducdo do movimento
das abelhas, eventualmente levando a imobilidade e/ou movimentos trémulos. Uma das hipé-
teses para explicar a maior movimentacdo do grupo contaminado pelo Imidacloprido no pre-
sente estudo, é a possibilidade da hiperexcitacdo, visualmente analisada durante as filmagens.
Dentro de um periodo curto, a hiperexcitacdo desencadeia estresse energético e consequente-
mente a queda das atividades de mobilidade. Segundo Christen et al., (2016), 0 mecanismo de
acao dos neonicotindides acontece atraves da atuacdo dessas substancias como agonistas da
acetilcolina, ou seja, ap0s ocorrer a sinapse, as moléculas inseticidas se ligam aos receptores
nicotinicos da acetilcolina localizados no neurdnio p6s-sinaptico, e o resultado disso, é um es-
timulo constante da mensagem da acetilcolina no sistema, que gera impulsos nervosos transmi-
tidos continuamente, levando a hiperexcitacéo do sistema nervoso, podendo levar a paralisia e
morte dos organismos expostos.

Todos os grupos com etiqueta foram mais lentos (ou menos Altamente Moveis) do que
o Controle. Os resultados também indicaram que o controle com a etiqueta (CTL_RFID e
CA_RFID) sdo mais lentos do que o CA. Esses resultados demonstram que ha influéncia das
etiquetas neste parametro de mobilidade. As alteracfes do estado Altamente Movel, podem ser
interpretadas como um indicativo de estresse quanto ao peso das etiquetas para a espécie M.
quadrifasciata, diminuindo o tempo de movimentagdo estabelecido pelo Ethovision <20%
cm/s. Com base na literatura cientifica atual, Barlow et al., (2019) descrevem que as etiquetas
eletrbnicas pequenas podem permitir que as abelhas decolem e voem normalmente, mas prova-
velmente impedem os comportamentos de nidificacdo e forrageamento (por exemplo, redu-
zindo a carga de nectar e pdlen que as abelhas normalmente podem carregar) devido ao peso
das etiquetas. Este mesmo autor prop6s uma alternativa para a diminuigdo do peso das etiquetas
utilizadas neste trabalho, reduzindo o tamanho e o peso da etiqueta para limitar os efeitos no

comportamento das abelhas e aumentando a distancia de detec¢do. O sistema RFID é usado
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para detectar e rastrear os caminhos do movimento das abelhas dentro de uma rede projetada
de leitores e antenas de baixo custo implementados em campo. Porém, Barlow et al., (2019)
abordam a dificuldade de deteccdo e documentacdo dos movimentos rapidos de insetos voado-
res com rigor, como as abelhas. Com base no que foi descrito, para os estudos de campo que
queiram rastrear o forrageamento, a etiqueta é suficiente para detectar a mobilidade das abelhas
(NUNES-SILVA et al., 2019; TOPPA et al., 2021). Porém em estudos comportamentais que
avaliam as nuances do comportamento in vitro pela abordagem do Ethovision, as etiquetas po-
dem influenciar na mobilidade das abelhas, e tais influéncias se tornam ainda mais evidentes
ao ajustar os parametros de refinamento do programa.

Na pesquisa de De Souza et al., (2018), também foi demonstrado que a presenca da
etiqueta RFID em uma abelha pode afetar alguns de seus comportamentos, a impedindo de voar
(por conta da etiqueta de RFID estar tocando uma das asas), prejudicando sua navegacao (se
estiver cobrindo os olhos) ou machucando no momento da colagem ao pressionar seu térax. O
trabalho de Kimmel et al., (2007) menciona que um dos disturbios associados a fixacdo das
etiquetas eletrdnicas em abelhas € a redugdo da mobilidade dos animais dentro da col6nia, su-
gerindo que ha interferéncia da radiacdo eletromagnética das etiquetas no comportamento das
abelhas em estudos de campo. Essa hipdtese se sustenta ao analisar o parametro de Mobilidade
Total, o qual permitiu observar que o grupo exposto ao neonicotindide juntamente com a eti-
queta RFID apresentou um estado de mobilidade geral menor que o Controle, indicando que a
presenca da etiqueta induziu a diminui¢do da mobilidade mesmo no grupo exposto ao imidaclo-
prido.

Comparando os resultados entre os parametros Imoével e Movel, pode-se perceber que
eles indicam a mesma tendéncia com o0s grupos expostos ao imidacloprido, com e sem a etiqueta
RFID, apresentando menor mobilidade quando comparados com as abelhas do controle com
acetona. Tal resultado sugere que a presenca da acetona, embora esteja dentro do limite permi-
tido (5%), pode ter causado um aumento da mobilidade das abelhas, ou ainda, que, embora o
imidacloprido cause hiperexcitacdo, neste caso, as abelhas podem ter apresentado mobilidade
reduzida em decorréncia da movimentacdo rapida, desencadeando um alto gasto de energia.
Assim, com a exaustdo, as abelhas podem ter diminuido seu estado de mobilidade.

Em relagéo aos dados sobre o estimulo luminoso, de acordo com a literatura, Masami et
al., (2013) explicam que a maioria dos insetos tem dois tipos de orgdos fotorreceptores, olhos
compostos e ocelos. Os olhos compostos sdo constituidos por muitas unidades sensiveis a luz
denominadas omatidios. Um olho composto normalmente contém trés tipos de células fotorre-

ceptoras com sensibilidade espectral com picos nas regides de comprimento de onda UV, azul
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e verde, respectivamente, presentes em abelhas, além disso, existem respostas tipicas de insetos
a luz, como a fototaxia positiva e a fototaxia negativa (RIDDLE, 2016). Dentro do espectro do
presente estudo, foi avaliado se a resposta ao estimulo natural de atracdo a luz seria afetada pela
presenca do neonicotindide e das etiquetas RFID, mas ndo foram observadas interferéncia des-
ses dois fatores durante visitagdes e revisitacoes a luz, pois todos 0s grupos responderam igual-
mente a esse estimulo. Provavelmente, a baixa concentracdo do agrotoxico e o curto tempo de
exposicdo ndo foram capazes de induzir uma resposta diferenciada nas abelhas, e mesmo com
0 peso extra das etiquetas, as abelhas respondiam de forma igual a luz. Desta mesma forma,
ndo foram observadas diferencas entre os grupos em relacdo a frequéncia de visitacdo ao ali-
mentador. Mesmo utilizando mel para aumentar a atratividade e deixando as abelhas em jejum
por 15 minutos, a visitagdo ao alimentador foi baixa em todos os grupos. Uma das hipdteses €
que ndo houve tempo de aclimatagdo nas arenas, uma vez que esperava-se observar a resposta
imediata aos estimulos fornecidos, seguindo as recomendactes de (TADEI et al., 2019). Com
isso, as abelhas podem néo ter tido tempo suficiente para o reconhecimento do alimentador nas
arenas, tendendo a seguir primeiramente ao estimulo luminoso, seguindo o comportamento es-
perado de fototaxia desses insetos.

As etiquetas de tecnologia RFID néo influenciaram na mobilidade das abelhas em rela-
¢ao ao consumo do xarope, mortalidade, distancia percorrida e velocidade média. Porém, foram
capazes de influenciar na mobilidade associada ao agrotéxico imidacloprido. No estudo de Ja-
cob et al., (2019) é relatado que os neonicotindides acetamiprida, imidacloprido e tiacloprido
em concentracdes letais medianas LCsg testados, afetaram a velocidade, distancia percorrida,
duracdo e frequéncia de repouso e mobilidade continua nas espécies Apis melifera e Scaptotri-
gona postica e o imidacloprido causou a maior reducdo na velocidade média (~2 vezes) em
relacdo ao grupo controle. Esses resultados corroboram o que foi encontrado no presente estudo,
uma vez que o grupo exposto ao imidacloprido também teve sua mobilidade afetada, o que
ficou ainda mais evidente na presenca da etiqueta RFID.

E importante ressaltar que os pardmetros de mobilidade foram definidos pelo Ethovision®
XT - 60%> cm/s altamente mdvel e <20% cm/s imovel - utilizado para insetos (artropodes), e
que o software foi concebido inicialmente para exercer a funcgdo de registrar automaticamente
0 comportamento de pequenos mamiferos, como ratos e camundongos, abrindo a possibilidade
de exploracéo para estudos que envolvam outros animais. O sistema permite ser configurado
para atender uma ampla gama de parametros mensuraveis e selecionar ensaios inteiros ou partes

para analise (NOLDUS, 2001). Porém, tais parametros sé podem ser calculados com o médulo
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de vérios pontos do corpo do animal, como a dire¢do da cabeca em relacdo ao nariz e alonga-
mento do corpo, apresentando certa dificuldade de aplicacdo em animais tdo pequenos como as
abelhas. Com isso, a movimentacdo detectada nas abelhas consiste somente nos comportamen-
tos de voo dentro da arena e caminhada, e existe uma deficiéncia para distinguir movimentos
mais sutis como a antenacdo. Isso indica que, talvez, as etiquetas tenham um melhor proveito
em experimentos de campo do que em experimentos comportamentais analisados no Ethovi-
sion, por conta do refinamento e sensibilidade do software, salientando a necessidade de estudos

complementares.
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6 CONCLUSOES

As etiquetas eletrdnicas ndo demonstraram interferir nos padrbes de consumo do ali-
mento e sobrevivéncia das abelhas durante o periodo de 48h de exposi¢do. No entanto, os dados
acerca da analise comportamental dos individuos da espécie Melipona quadrifasciata denotam
que as etiquetas eletronicas apresentam influéncia na mobilidade em grupos associados ao agro-
toxico imidacloprido, podendo indicar uma relacéo entre o estresse causado pelo peso das eti-
quetas e os possiveis efeitos da dose subletal do neonicotinoide (10 ppb).

Também vale ressaltar a relevancia de estudos futuros utilizando diferentes espécies de
abelhas nativas, com a finalidade de compreender o processo de adaptagédo e suporte do peso
das etiquetas de acordo com caracteristicas morfoldgicas variadas, visando otimizar e minimi-
zar o estresse, além de evadir dados destoantes, como uma maneira de controle da influéncia
dos fatores explorados.

Devido a natureza sensivel dessa tecnologia, ainda ndo é possivel fornecer detalhes es-
pecificos sobre como as etiquetas podem ser aperfeicoadas, porém esperamos que os dados
coletados através deste estudo colaborem para a otimizacdo e entendimento da tecnologia de

RFID para estudos comportamentais futuros.
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