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RESUMO

CASTOR, Rebeca Emanuelle da Silva. Influéncia das etiquetas eletrbnicas de RFID na

capacidade de repeléncia de Melipona guadrifasciata (Apidae: Meliponini) ao imidacloprido.

2022. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduagdo em Ciéncias Biologicas) — Universidade
Federal de Sdo Carlos, Sorocaba, 2022.

Devido a importancia das abelhas brasileiras sem ferrdo para polinizacdo da flora nativa e a
crescente preocupacao no declinio da populacdo de polinizadores, desencadeado por alteracdes
ambientais e presenca de agrotoxicos, 0 numero de estudos envolvendo esses insetos
aumentaram. Assim, a fim de subsidiar a conservacao, o uso de tecnologias como as etiquetas
eletronicas de radiofrequéncia (RFID) vém sendo utilizadas como ferramentas para o
monitoramento ambiental. Com a finalidade de avaliar a influéncia das etiquetas eletrénicas no
comportamento das abelhas, o presente estudo teve como objetivo analisar parametros
comportamentais de locomogéo e de escolha de recurso alimentar entre alimentadores com e
sem o inseticida neonicotindide imidacloprido da espécie Melipona quadrifasciata. Para
obtencdo dos dados comportamentais, abelhas operarias de M. quadrifasciata foram colocadas
individualmente em arenas de filmagens, durante 10 minutos, com disponibilidade a alimentos
contaminados com alta e baixa concentracdo de inseticida imidacloprido, 10 ppm e 10 ppb
respectivamente, além do alimento puro e do controle solvente (Nfina=251 abelhas). Observou-
se que as abelhas M. quadrifasciata ndo apresentam a capacidade de identificar e evitar os
alimentos contaminados, além disso, a presenca da etiqueta eletronica ndo alterou a frequéncia
de visitas entre alimento contaminado e alimento puro. A presenca de alimento contendo
imidacloprido nas situacdes de filmagem reduziu o tempo de movimentacdo das abelhas, mas
nédo interferiu em outros parametros de locomocgao. Contudo, as etiquetas eletronicas de RFID
interferiram na locomog&o das abelhas, de modo que reduziu a velocidade média, a frequéncia
de rotacdo, 0 numero de visitas a area da saida, a distancia percorrida e o tempo de movimento
dos individuos. Portanto, em condicdes laboratoriais a etiqueta de RFID influenciou a
locomocdo das abelhas, porém essa tecnologia vem se mostrado Util em pesquisas
comportamentais, sendo necessario mais estudos para compreender se os efeitos
comportamentais observados no presente trabalho ocorrem em situacdes de campo e dentro da

coldnia.

Palavras-chaves: abelhas nativas; agrotoxicos; comportamento; conservacdo; tecnologia.



ABSTRACT

Due to the importance of Brazilian stingless bees for pollination of native flora and the growing
concern about the decline in pollinator populations triggered by environmental changes and the
presence of pesticides, the number of studies involving these insects has increased. Therefore,
to support conservation, the use of technologies such as Radio Frequency ldentification tags
(RFID) has been using as tools for environmental monitoring. For the purpose of evaluate the
influence of electronic tags on bee behavior, the present study aimed to analyze behavioral
parameters of locomotion and food resource choice between feeders with and without the
neonicotinoid insecticide imidacloprid. To obtain the behavioral data, worker bees of M.
quadrifasciata were individually placed in filming arenas for 10 minutes with availability of
food contaminated with high and low concentration of the insecticide imidacloprid, 10 ppm and
10 ppb respectively, in addition to pure food and solvent control (Nt = 251 bees). It was
observed that M. quadrifasciata bees do not have the ability to identify and avoid contaminated
food, and the presence of the electronic tag did not change the frequency of visits between
contaminated and pure food. The presence of food containing imidacloprid in the shooting
situations reduced the movement time of the bees but did not interfere with other locomotion
parameters. However, the electronic RFID tags interfered with the locomotion of the bees, so
that it reduced the average speed, turning frequency, number of visits to the exit area, distance
traveled, and movement time of the individuals. Therefore, under laboratory conditions the
RFID tag influenced bee locomotion, but this technology has proven useful in behavioral
research, and further studies are needed to understand if the behavioral effects observed in this

work occur in field and colony situations.

Keywords: native bees; pesticides; behavior; conservation; technology.
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1. INTRODUCAO

As abelhas séo consideradas importantes e eficientes polinizadores, sendo responsaveis
pela polinizacdo de 90% das espécies de plantas com flores pelo mundo (CRUZ; CRUZ,;
CAMPOS, 2009; D’AVILA; MARCHINI, 2005). Durante a atividade de coleta de néctar e
polen, as abelhas podem promover a producdo de frutos e sementes pela polinizagdo,
contribuindo assim para manutencao e conservacao dos ecossistemas, ao garantir a reproducéo
das espécies vegetais (IMPERATRIZ-FONSECA et al., 2014; PEREIRA et al., 2006; SILVA,;
PAZ, 2012).

Apesar da maioria dos estudos com abelhas ser realizado com a espécie Apis mellifera
por causa do seu alto valor econémico (DEVILLERS; PHAM-DELEGUE, 2002; LIMA et al.,
2016), as abelhas nativas sdo responsaveis pela polinizacdo de grande parte das espécies
vegetais brasileiras (SILVA; PAZ, 2012). Dentre o grupo de abelhas sociais sem ferréo,
meliponas, ha a Melipona quadrifasciata, ou popularmente chamada de mandacaia, espécie
encontrada desde a regido nordeste até a regido sul do Brasil (LUZ et al., 2018; SILVA et al.,
2014). A M. quadrifasciata é responsavel pela polinizacao de diversas culturas agricolas como
abobora, tomate e pimentdo (ANTONINI; COSTA; MARTINS, 2006; LUZ et al., 2018;
SILVA et al., 2014), desempenhando assim um papel essencial na &rea agricola, em que a
escassez da polinizagdo pode gerar grandes perdas econdmicas mundiais (SILVA; ARAUJO;
SCHER, 2012).

Porém, as populacdes desses insetos sofreram e ainda sofrem um declinio, o que pode
refletir em prejuizos na producdo agricola, polinizacdo de ambientes naturais e manutencéo da
capacidade reprodutiva de plantas silvestres (GOULSON et al., 2015; KREMEN; WILLIAMS;
THORP, 2002). Devido a diversos fatores estressores como 0 desmatamento, fragmentacéo
florestal, queimadas, fitéfagos e predadores, e 0 uso de agrotoxicos tem ocorrido um processo
acelerado de desaparecimento desses polinizadores (SANTQOS, 2010). Os agrotdxicos formam
um grupo de substdncias usadas no controle de fit6fagos e doencas de plantas (PERES;
MOREIRA, 2003), os quais incluem inseticidas, fungicidas, herbicidas, fumigantes, algicida,
avicidas, nematicidas, moluscicidas, acaricidas, dissecantes, desfoliantes e reguladores de
crescimento (BRAIBANTE; ZAPPE, 2012). Devido a acdo sistémica de muitas dessas
substancias (transporte para outras partes da planta pela seiva), e consequentemente a alta
capacidade de permanecer no ambiente, muitos agrotdxicos tém apresentado grande ameaca
para as abelhas durante o forrageamento e durante a alimentacgdo, pois os individuos adultos e
imaturos/larvas consomem néctar e polen que podem estar contaminados (FREITAS et al.,
2017).
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O inseticida neonicotindide imidacloprido é um dos mais vendidos mundialmente
devido a sua versatilidade, ampla distribuicdo de atividade (uso agricola e veterinario) e
persisténcia na planta (JESCHKE; NAUEN, 2008; NAUEN; BRETSCHNEIDER, 2002).
Porém, estudos mostraram que seus residuos podem acumular no pélen e néctar, além disso,
devido a sua agdo sistémica, quando aplicado nas sementes, pode chegar até as folhas,
apresentando outra fonte de exposicédo as abelhas (CHAUZAT et al., 2006; GIROLAMI et al.,
2009; JESCHKE; NAUEN, 2008; LAURENT; RATHAHAO, 2003; MULLIN et al., 2010).
Em doses e concentragdes subletais, o imidacloprido pode ndo causar a morte imediata de
abelhas, mas pode alterar as atividades de forrageamento, aprendizagem olfatéria e atividade
motora (SILVA et al., 2016), além de provocar mudancas no comportamento dos individuos
(BORTOLOTTI et al., 2003; MEDRZYCKI et al., 2003).

A observacdo dos efeitos subletais nas populacdes de abelhas em campo é um desafio,
de modo que os efeitos observados em laboratério dificilmente sdo notados em condicOes
naturais (TADEI et al., 2019; TADEI; MENEZES-OLIVEIRA; SILVA-ZACARIN, 2020).
Dessa forma o desenvolvimento de métodos e tecnologias que auxiliem na avaliacdo
comportamental sdo de grande importancia (AYUP et al., 2021; SUSANTO et al.,
2018).Tradicionalmente os estudos comportamentais com abelhas utilizam técnicas, em sua
maioria manuais, como sistemas de marcagdo utilizando pontos de pinturas com diferentes
cores e locais (VON FRISCH, 1950), ou pode ser utilizado discos plasticos numerados e
coloridos que podem ser fixados ao térax, de modo que o monitoramento dos individuos pode
ser realizado pela observacdo direta ou pela gravacdo de videos (SIEGEL et al., 2005; VON
FRISCH, 1993).

Porém, essas metodologias possuem limitacGes em relacdo ao nimero de individuos
monitorados simultaneamente e ao elevado tempo de execucdo, além do estresse dos insetos
paraa realizacdo das observagdes (VON FRISCH, 1993). Como uma alternativa para minimizar
esforcos e custos na avaliagdo comportamental, as etiquetas eletrénicas de RFID (Radio
Frequency ldentification), um método automatizado, vem sendo utilizadas em estudos com
insetos, como abelhas (STREIT et al., 2003), vespas e formigas (MOREAU et al., 2011;
SUMNER et al., 2007). Porém, apesar das vantagens em torno da utilizacdo das etiquetas
eletrénicas de RFID, ha escassez de estudos para avaliar se 0 uso dessas novas tecnologias para
0 monitoramento das abelhas pode afetar ou alterar o comportamento das abelhas.

Ademais, estudos indicam que Apis mellifera (KESSLES et al., 2015) e Bombus
terrestris (ACER et al., 2018; KESSLES et al., 2015) perdem a capacidade de repeléncia aos
neonicotindides com o passar do tempo (ACER et al., 2018; KESSLES et al., 2015). Porém
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essa avaliacdo ainda ndo foi realizada em abelhas sem ferrdo. A hipotese do presente trabalho
é que, as abelhas possuem a capacidade imediata de repeléncia ao imidacloprido em condicdes
in vitro. Porém, essa capacidade é perdida com as revisitas ao alimento contaminado com o
neonicotinoide.

Portanto, levando em consideracao a importancia e valor ecoldgico das abelhas nativas
(LIMA et al., 2016), o histérico de uso das etiquetas eletronicas de RFID em abelhas e demais
insetos (MOREAU et al., 2011; SCHNEIDER et al., 2012; STREIT et al., 2003; SUMNER et
al., 2007; TOPPA et al., 2021), bem como que, essa tecnologia pode ser uma grande aliada nas
pesquisas com as abelhas (DECOURTYE et al., 2011; SCHNEIDER et al., 2012; TOPPA et
al., 2021), o presente estudo teve como finalidade responder a seguinte questdo: o uso da
tecnologia RFID pode influenciar nos padrGes comportamentais da abelha Melipona
quadrifasciata e na identificacdo de alimentos contaminados com o inseticida neonicotindide

imidacloprido?

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a influéncia das etiquetas eletronicas RFID no comportamento e capacidade de
repeléncia/preferéncia das abelhas sem ferrdo Melipona quadrifasciata aos alimentos
contaminados com o inseticida imidacloprido, a fim de compreender se o uso desta tecnologia

pode influenciar em sua alimentacéo.

2.2. Objetivos Especificos

Avaliar a influéncia da etiqueta RFID sobre o comportamento de locomocao das abelhas
em condicdes laboratoriais;

Analisar a capacidade das abelhas Melipona quadrifasciata em identificar alimentos
contaminados com inseticida imidacloprido, a fim de compreender a repeléncia/preferéncia por

esses alimentos.

3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Abelhas

As abelhas sdo insetos pertencentes a ordem Hymenoptera (Classe Insecta),
superfamilia Apoidea, e estima-se que estdo no planeta ha cerca de 120 milhdes de anos. Ha
aproximadamente 20 mil espécies distribuidas no mundo, compondo 4 mil géneros, sendo que

dessas, aproximadamente 15 mil sdo encontradas na regido neotropical (FREITAS et al., 2009;
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SANTOS; CARVALHO; SILVA, 2004). Esses insetos podem apresentar diferentes niveis de
organizacdo social, sendo classificados em sociais, parassociais/quase-sociais ou solitarias,
dependendo do sistema organizacional e divisdo de castas (CARDINAL; DANFORTH, 2011;
SILVA etal., 2014).

Devido & grande diversidade de adaptagdes morfoldgicas, fisioldgicas e
comportamentais, as abelhas otimizaram sua exploracao dos recursos ao longo do tempo, sendo
consideradas excelentes polinizadoras (OLLERTON; WINFREE; TARRANT, 2011; SILVA;
PAZ, 2012). A polinizacdo é um exemplo de mutualismo da natureza entre animais e plantas,
de modo que as plantas ao oferecer uma variedade de recursos florais, que podem ser utilizados
pelos agentes polinizadores como alimento (néctar, pdlen e éleos), constru¢do de ninhos e
abrigos (resinas), ou para composicéo de fragrancias utilizadas na atracdo de parceiros sexuais,
se beneficiam dessas visitas pela realizacdo da fecundacdo cruzada (RECH et al., 2014).
Acredita-se ainda que, algumas espécies de abelhas sdo capazes de influenciar a disponibilidade
de flores nas plantas, através do uso da probdscide e mandibula (PASHALIDOU et al., 2020).
Além disso, possuem importante papel na manutencdo da base da cadeia alimentar dos
ecossistemas, ja que possibilitam a manutencdo das populacdes das espéecies vegetais, e
garantem a formacao de frutos e sementes (GIANNINI et al., 2015; SILVA et al., 2014).

Além das subespécies de Apis mellifera conhecidas e utilizadas mundialmente, devido
ao seu habito generalista, alta capacidade de defesa e reproducéo, e importancia econémica na
polinizacdo e producdo de produtos apicolas (OLIVEIRA; CUNHA, 2005), o Brasil possui
cerca de 5.000 espécies reconhecidas, distribuidas em cinco familias: Andrenidae, Halictidae,
Apidae, Megachilidae e Colletidae (FREITAS et al., 2009; SILVEIRA; MELO; ALMEIDA,
2002). Os individuos dessas familias podem construir seus ninhos no solo, em ocos de arvores,
colmos de bambu, buracos em rochas, barrancos e paredes, utilizando madeira morta, areia,
barro, folhas, pétalas de flores, 0leos florais, etc. na construcao desses ninhos. Dentre as abelhas
da familia Apidae, estdo os meliponideos, tribo Meliponini. As abelhas dessa tribo possuem o
ferrdo atrofiado utilizando outros mecanismos para defesa do ninho, sendo chamadas de abelhas
indigenas ou sem ferrdo. No Brasil, ha aproximadamente 27 géneros de meliponideos. Além do
seu valor ecoldgico, as abelhas sem ferrdo possuem valor econdmico devido a comercializagao
do mel, polen, cera, resina, cerume e propolis (SILVA et al., 2014; SILVA; PAZ, 2012;
SILVEIRA; MELO; ALMEIDA, 2002).

Entre as abelhas nativas, a espécie Melipona quadrifasciata, também conhecida como
mandacaia, € uma abelha social da tribo Meliponini, com tamanho médio entre 10 e 11 mm de

comprimento e quatro faixas continuas amarelas no abdémen que sdo transversais ao corpo
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(SILVEIRA; MELO; ALMEIDA, 2002). Essa espécie constrdi seus ninhos em cavidades pré-
existentes, sendo que a populacdo das colbnias é formada por 300-400 individuos
(NOGUEIRA-NETO, 1997; SILVA et al.,, 2014). Sdo encontradas no Brasil, nos estados
Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia, Goiés, Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de
Janeiro, Sdo Paulo, Mato Grosso do Sul, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (LOPES;
SILVA; LIMA, 2021; SILVA et al., 2014), e sdo responsaveis principalmente pela polinizacédo
das culturas agricolas de abobora, pimentdo, pimenta-malagueta, tomate, eucalipto e berinjela,
além de frutas como goiaba e pitanga. Dentre essas espécies vegetais, coletam néctar sobretudo
de floracdes de pitanga, goiaba e pimenta-malagueta, e o pélen das flores de goiaba, eucalipto,
tomate, berinjela, pimentdo e pimenta-malagueta (ANTONINI; COSTA; MARTINS, 2006;
LUZ et al., 2018).

Porém, o declinio e perda de polinizadores, como a M. quadrifasciata, pode levar a uma
crise de polinizacdo no futuro, além disso, as pressdes do mundo moderno, como diminuicéo
da abundéancia e diversidade de flores e exposicdo a novos parasitas podem ser fatores
estressores para as coldnias (GOULSON et al., 2015). Constatou-se que, nos Gltimos 50 anos a
riqueza de abelhas selvagens e outros polinizadores diminuiu, sendo que algumas espécies até
sofreram extingdo (CHAUZAT et al., 2006; GIANNINI et al., 2017; SANCHEZ-BAYO,;
GOKA, 2014). Atualmente, esse declinio na populacdo de abelhas é associado a maltiplos
fatores estressores como, perda de habitats, parasitas e doencas, dietas monofloral, concorréncia
com espeécies exdticas, mudancas climaticas e utilizacdo de agrotoxicos (GOULSON et al.,
2015).

3.2 Efeitos comportamentais causados pela exposicéo ao agrotdxico

Alguns estudos revelaram que de 161 diferentes agrotoxicos detectados em coldnias de
abelhas de mel (CHAUZAT et al., 2006; SANCHEZ-BAYO; GOKA, 2016), trés
neonicotindides (tiametoxam, imidacloprido e clotianidina) e dois organofosforados
(clorpirifds e fosmete) representarem maiores riscos para as abelhas em escala global, segundo
toxicidade, frequéncia nas colmeias e concentracdes detectadas (CHAUZAT et al., 2006;
PARADIS et al., 2014; SANCHEZ-BAYO; GOKA, 2016).

Os neonicotindides sdo inseticidas neurotoxicos que afetam o sistema nervoso central
do inseto, por meio da ligacdo aos receptores de acetilcolina pos-sindptica, causando
superestimulacdo, paralisia e morte (TOMIZAWA,; CASIDA, 2005). Esses agrotoxicos sao
persistentes no ambiente e sistémicos, ou seja, se espalham através de toda a planta, chegando

no néctar e pélen de culturas com floracéo, e podendo atingir flores silvestres proximas das
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culturas em que esses inseticidas sdo utilizados (GOULSON et al., 2015; KRUPKE et al.,
2012).

Dentre os neonicotindides, o imidacloprido é um dos inseticidas mais utilizados
mundialmente desde 1990 (GOTTEMS, 2020). No Brasil, esse inseticida sistémico é utilizado
em plantagdes como goiaba, berinjela, pimentéo e tomate (MAPA, 2021), as quais s&o visitadas
pela M. quadrifasciata (ANTONINI; COSTA; MARTINS, 2006; LUZ et al., 2018; SILVA et
al., 2014). Um estudo realizado com adultos de M. quadrifasciata utilizando o inseticida
imidacloprido comprovou a alta mortalidade de abelhas & exposicdo do inseticida atraves da
alimentacdo, além de ter apresentado reducdo significativa na taxa de respiracao,
comportamento de movimento e voo dos individuos expostos (TOME et al., 2015).

Além disso, as larvas de M. quadrifasciata alimentadas com néctar e pdlen
contaminados com imidacloprido apresentaram alto indice de mortalidade e efeitos subletais
causados pelo comprometimento de regiGes do cérebro que sdo responsaveis pela memodria,
aprendizado e mobilidade. Assim, as larvas contaminadas que se desenvolvem, mesmo que
sobrevivam, apresentaram o desempenho na fase adulta comprometido, o que pode colocar em
risco a sobrevivéncia do individuo e da colonia (TOME et al., 2012).

Porém, pouco se conhece sobre a exposicao das abelhas nativas em condic¢Ges naturais
(CHRISTOPHER CUTLER et al., 2014; EFSA, 2012). Nos ultimos anos, pesquisadores tém
levantado questfes a respeito da preferéncia das abelhas em relacdo a alimentos contaminados.
Um estudo realizado com A. mellifera e Bombus terrestris, utilizando os neonicotinoides
imidacloprido, tiametoxam e clotianidina, demonstrou que essas abelhas ndo evitaram
alimentos contaminados, pelo contrario, houve preferéncia pelos alimentos com
neonicotindides, demonstrando a perda da capacidade de repeléncia a agrotoxicos quando
expostas a essas substancias (KESSLER et al., 2015). Um outro estudo realizado com o
neonicotinoide tiametoxam, verificou que com o passar do tempo, abelhas da espécie Bombus
terrestris audax aumentaram o nimero de visitacfes ao alimento contaminado, sugerindo a
preferéncia pelo alimento com neonicotindide (ARCE et al., 2018). Contudo, o consumo de
alimentos contaminados pode variar conforme a substancia presente, como demostrado por
Tiedeken et al. (2014) em seu estudo com B. terrestris utilizando cafeina, nicotina,
grayanotoxina (GTX), quitina e amigdalina. Além disso, essas substancias possuiram efeito
significativo na mortalidade das abelhas (TIEDEKEN et al., 2014).

Sendo assim, apesar da possibilidade da preferéncia das abelhas por alimentos
contaminados com neonicotindides ao invés de evitar (KESSLER et al., 2015), avaliar essa

capacidade nas diferentes espécies, para compreensao se ocorre evitamento ou preferéncia por
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visita de recursos florais tratados com agrotéxicos é importante para um melhor entendimento
do risco de exposicdo das abelhas. Aléem do que, essa resposta pode influenciar na

sobrevivéncia, desenvolvimento e no comportamento das abelhas (TOME et al., 2012, 2015).

3.3 Metodologias e tecnologias para avaliagdo comportamental de abelhas

Segundo a Politica Nacional de Meio Ambiente (PNMA), regulamentada pela Lei
Federal n° 6.938/1981, o monitoramento ambiental tem o intuito de monitorar e fornecer o
melhor controle dos parametros de qualidade relacionados a preservacao e recuperacao de areas
que possuem algum interesse ambiental (BRASIL, 1981).

Ao longo dos anos, métodos e ferramentas foram desenvolvidas e aperfeicoadas para o
monitoramento ambiental, utilizando tecnologias como inteligéncia artificial, big data
(megadados) e drones como aliadas (CAMUSSO; SANTOS; VIAGI, 2021). O uso de Vvarios
sensores em ambientes costeiros e marinhos (TZIORTZIOTI et al., 2019), sensoriamento
remoto baseado em imagens de satélites (KRUG et al., 2017), aéreas (SKOOG, 2010), por
UAV’s (veiculos aéreos ndo tripulados) (KLEMAS, 2015), por UUV's (veiculos subaquéticos
néo-tripulados) (WYNN et al., 2014) e sistemas de radiofrequéncia (RFID) (DECOURTYE et
al., 2011) também s&o exemplos de tecnologias aplicadas no monitoramento ambiental.

Porém, nos estudos com abelhas, sdo utilizadas técnicas geralmente manuais, onde séo
utilizados sistemas de marcagdo com pontos de tinta em que a cor e localizagdo determinam a
identificacdo do individuo (VON FRISCH, 1950), além de discos plasticos numerados e
coloridos que podem ser fixados ao corpo do individuo (SIEGEL et al., 2005; VON FRISCH,
1993). Para investigacdo individual das abelhas, ensaios com o objetivo de medir a capacidade
de respostas a estimulos sensoriais (gustativos e olfativos) das abelhas, hd necessidade de
imobilizar os individuos, em que se utiliza suporte de metal ou plastico para imobilizacao
enquanto as abelhas sdo expostas (HUMAN et al., 2015; STONE; ABRAMSON; PRICE,
1997). Em contrapartida, estudos a respeito de locomocéo e outros fatores, além de testes de
respostas visuais e olfativas utilizam arenas para simulagdes (BECHER; MORITZ, 2009;
SCHEINER et al., 2013). No entanto, essas técnicas sdo limitadas em relacdo ao nimero de
individuos estudados simultaneamente, tempo de execucdo do estudo, e perturbacdo dos
animais (VON FRISCH, 1993).

O sistema de radiofrequéncia (RFID - Radio Frequency Identification) é uma tecnologia
de identificacdo que pode ser utilizada como alternativa as metodologias tradicionalmente
usadas em estudos comportamentais (MONNIN; PEETERS, 1999). Neste sistema ha

transmissdo de uma onda de radiofrequéncia com o auxilio de uma antena, e quando o
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transponder (também chamado de etiqueta eletrdnica) se aproxima do transceptor, ele recebe as
ondas, ocorrendo a transferéncia dos dados coletados (DECOURTYE et al., 2011; STREIT et
al., 2003). Essa tecnologia € utilizada para monitoramento de insetos, sendo introduzida em
pesquisas relacionadas a abelhas em 2003 (STREIT etal., 2003), e para outros insetos, formigas
e vespas (MOREAU et al., 2011; SUMNER et al., 2007), representando assim, um importante
papel nos estudos voltados a conservacdo de insetos (DECOURTYE et al., 2011; SCHNEIDER
etal., 2012; SUSANTO et al., 2018).

Uma outra tecnologia semelhante ao RFID é o radar harménico, esse também é um
sistema de transponder utilizado em insetos, inclusive abelhas (MASCANZONI; WALLIN,
1986; RILEY; SMITH, 2002). Porém, quando comparados, as etiquetas eletrdnicas de RFID
oferecem mais vantagens na obtencdo dos dados, tamanho e peso dos sensores, e 0 uso de um
grande ndmero de individuos a serem monitorados em um dnico experimento (GOMES et al.,
2020; SUSANTO et al., 2018).

Além disso, h& estudos que exploram as limitacbes do sistema RFID apresentando
possiveis solucdes. Atraves de um estudo realizado por Barlow, O’Neill e Pavlik (2019) com
Bombus terrestris audax foi desenvolvido um protétipo de etiqueta de RFID com menor peso
e tamanho em relacéo as existentes, podendo reduzir os efeitos no comportamento das abelhas,
além de aumentar a distancia de detec¢do. Esse novo sistema poderia ser usado para detectar e
rastrear 0 movimento das abelhas dentro da rede de alcance, porém ainda ha necessidade de
melhoramento em alguns pontos (BARLOW; O’NEILL; PAVLIK, 2019). Colin et al. (2022)
apresentaram um sistema RFID autbnomo e movido a energia solar, que poderia ser implantado
em areas de campo remoto em colmeias de forca total, ao contrario das etiquetas eletrénicas de
RFID ja utilizadas. Além disso, 0s pesquisadores compararam o desempenho de ambas as
etiquetas, mostrando que o sistema RFID autdbnomo solucionou alguns problemas como
precisdo de deteccdo das etiquetas maior que 90%; devido a adaptacdes da entrada, houve
menos interferéncia para o0 movimento das abelhas, limpeza e protecdo; além do que, 0 novo
sistema afeta menos o comportamento das abelhas (COLIN et al., 2022)

Porém, apesar das vantagens do uso das etiquetas eletrénicas de RFID como método de
monitoramento ambiental para abelhas (AYUP et al., 2021; SCHNEIDER et al., 2012; STREIT
et al., 2003), durante uma pesquisa a respeito da leitura dos dados fornecidos pelas etiquetas
eletrénicas, Susanto et al. (2018) apontaram que o peso adicional da etiqueta, as alteragdes
necessarias na entrada da colonia para fixagdo dos leitores e antenas, além das visitas e aberturas
regulares das coldnias podem ser limitacdes e ter efeitos sobre as abelhas, durante o uso dessa

tecnologia. Contudo, ainda existem poucos estudos que demonstrem os efeitos que 0 uso de
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etiquetas eletrdnicas causa nas abelhas (TOPPA et al., 2021). Sendo assim, é necessario maior
conhecimento a respeito dos possiveis efeitos dessa tecnologia (SUSANTO et al., 2018),
inclusive compreender se a adi¢do da etiqueta pode influenciar na capacidade das abelhas em

identificar alimentos contaminados com agrotéxico.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta e manutencao das abelhas

Abelhas em atividade de voo de M. quadrifasciata foram coletadas na entrada de trés
coldnias manejadas e saudaveis, alocadas na area da Universidade Federal de Sdo Carlos —
campus Sorocaba. As coletas para realizacdo dos experimentos ocorreram nos meses de janeiro,
fevereiro e abril de 2022, no periodo da manha, em dias ensolarados, com temperatura diaria
entre 21 e 26°C e umidade de 58 a 85%. Para a coleta das abelhas foram posicionados potes de
plastico de 250 mL na entrada da col6nia. Apds a coleta de cinco abelhas por pote, este foi
fechado e introduzido um alimentador com solucgéo de sacarose 50% m/v. Foram coletadas 30
abelhas por col6nia, totalizando seis potes por col6nia (Nfina = 90 abelhas, referente as trés
colonias).

Apos a coleta, as abelhas foram mantidas em estufa do tipo B.O.D. (biochemical oxygen
demand) com temperatura e umidade controladas, sendo 28 + 2°C e 70 + 5%, respectivamente,

conforme Del Sarto et al. (2014) para aclimatacdo (Figura 1).
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Figura 1. Processo de coleta e aclimatacdo das abelhas Melipona quadrifasciata em col6nias manejadas. (A)

Col6nias de Melipona quasrifasciata indicadas com setas brancas; (B) Coleta de abelhas utilizando potes plasticos.

(C) Aclimatacéo das abelhas em estufa B.O.D.

4.2 Fixacgao das etiquetas eletronicas

Foram utilizadas etiquetas eletrénicas com dimenséo de 2,5 x 2,5 x 0,4 mm e peso de
5,4 mg (Hitachi Chemical, 2012). Para fixagéo das etiquetas foi utilizado cola natural preparada

conforme o protocolo desenvolvido por Toppa et al. (2021). Apos aclimatacdo, uma abelha por
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vez foi transferida para o “marcador de abelha rainha” para imobilizacdo durante o
procedimento. Uma pequena quantidade de cola natural foi adicionada no térax da abelha, entre
as asas, onde a etiqueta eletronica foi fixada (Figura 2). Esperou-se cerca de 15 segundos para
secagem da cola natural, e as abelhas foram transferidas para um novo pote pléastico. Ao final
de cada coleta, 45 abelhas foram etiquetadas (15 abelhas de cada colnia). Apds a fixagdo da
etiqueta em todas as abelhas, essas foram mantidas overnight em estufa B.O.D (28 £ 2°C e 70
+ 5% de umidade).

Figura 2. Processo de fixagdo de etiquetas eletronicas no térax das abelhas operarias de Melipona quadrifasciata.
(A) Materiais utilizados durante o processo de etiquetagem; (B) Abelha imobilizada apds fixacdo da etiqueta

eletrénica. (C) Abelha com etiqueta RFID fixada no térax. Figura C foi retirada de Toppa et al. (2021).

4.3 Definicéo das concentrages do inseticida

Para o teste de repeléncia/preferéncia, utilizou-se o inseticida neonicotinoide
imidacloprido, devido ao amplo uso em culturas visitadas por Melipona quadrifasciata
(ANTONINI; COSTA; MARTINS, 2006; LUZ et al., 2018; SILVA et al., 2014). Duas
concentragfes ambientalmente relevantes do inseticida imidacloprido foram utilizadas para os
testes de repeléncia aos agrotdxicos: 10 ppb (0.01 ng/uL) e 10 ppm (10 ng/uL).

A concentracdo mais alta (10 ppm) foi definida por meio do uso de simulagbes dos
softwares T-REX (versdo 1.5.2) (EPA, 2012) e AgDRIFT (versdo 2.1.1) (EPA, 2019) como
pior cenario de exposicdo para abelhas ndo-Apis, conforme recomendado pelo manual de
avaliacdo de risco ambiental de agrotdxicos para abelhas do IBAMA (CHAM etal., 2017). Para
as simulagdes utilizou-se as informacgdes provenientes da bula da formulacdo comercial do
inseticida Provado 200 SC, composto por 20% do ingrediente ativo imidacloprido. O software
AgDRIFT foi utilizado para calcular a concentracdo de ingrediente ativo que poderia chegar
em um raio de um metro de distancia da area de aplicacéo, ou seja, realizou-se uma simulagéo

de deriva da aplicacao, conforme recomendacdes do Manual de Avaliacédo de Risco do IBAMA
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para abelhas Nao-Apis (CHAM et al., 2017). Em seguida, o valor encontrado (89,62 g/ha) foi
utilizado no modelo T-REX para calcular a quantidade de imidacloprido que chegaria no polen
e/ou néctar das plantas, e, portanto, a concentracdo que a abelha poderia ser exposta oralmente
no campo. Dessa forma, adotou-se o valor da categoria “tall grass” (grama alta) de 10 ppm,
como estimativa do maior valor de residuos que atingiria o néctar ou pélen de plantas presentes
a um metro do local da aplicacdo do agrotdxico.

A concentracdo mais baixa (10 ppb) foi selecionada como representacao de um possivel
cenario mais realistico, visto que essa concentracdo foi identificada no néctar de plantas
visitadas por abelhas (ALKASSAB; KIRCHNER, 2016; AZPIAZU et al., 2019; STONER,;
EITZER, 2012).

Para obtencdo do alimento contendo o inseticida nessas concentragdes, foi preparado
inicialmente uma solugdo estoque com 10 mg do imidacloprido (Sigma-Aldrich, CAS Number:
138261-41-3, pureza > 99%) diluido em 4 mL de acetona e 6 mL de 4gua destilada. Em seguida,
foram realizadas diluicGes seriadas da solucgéo estoque a fim de obter as concentragdes de 100
ppm e 100 ppb. De cada uma dessas solucdes obtidas foram aliquotadas 500 pL e adicionadas
em 4.500 uL de solucdo de sacarose 50% m/v para obtencéo de 5 mL de alimento com 10 ppm
e 10 ppb de imidacloprido. A concentragdo final do solvente acetona ndo ultrapassou 5% do
volume final do alimento (OECD, 2017). Os alimentos foram preparados no mesmo dia da

realizacdo do experimento.

4.4 Arena de filmagem e teste de repeléncia ao imidacloprido

Os testes de repeléncia ao inseticida neonicotindide foram realizados por meio da
aquisicdo de videos utilizando arenas de filmagens (modificado de LARSON; ANDERSON,
2017), para verificagdo da variagdo de resposta imediata das abelhas ao imidacloprido. Uma
arena de dimensdes 20 x 20 x 4 cm (adaptado de JIANG et al., 2018) (Figura 3A) foi
confeccionada em material de fundo branco (para garantir o melhor contraste na filmagem),
com uma superficie superior transparente (Figura 3B). As filmagens foram ortogonais, e para
evitar interferéncia da luminosidade lateral, as arenas foram alocadas dentro de caixas maiores
(Figura 3B).
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20 cm

20 cm 4 cm

Figura 3. Arena de filmagem contendo duas zonas de alimentacdo para avaliacdo de pardmetros comportamentais
de Melipona quadrifasciata. (A) Desenho esquematico da arena; (B) Arena utilizada durante as filmagens, com
marcacdes da posicdo dos alimentadores (circulos) e area de entrada/saida (area representada pela forma oval). As

marcacOes das posi¢Oes ndo estava presente durante as filmagens.

Em dois lados da arena foi adicionado um alimentador de aproximadamente 300 pL.
Esses ficaram em laterais opostas com distanciamento de 10,5 centimetros entre eles (adaptado
de JIANG et al., 2018). O conteudo dos alimentadores (alimento contaminado com
imidacloprido 10 ppb; alimento contaminado com imidacloprido 10 ppm; alimento puro —
apenas solucdo de sacarose 50% m/v; controle solvente — solucdo de sacarose + acetona na
concentracdo usada para diluicdo do inseticida) foram alternados em cada filmagem para
garantir casualidade e evitar qualquer preferéncia de lado da arena no comportamento da abelha
(Figura 4).
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. Alimento com imidacloprido 10 ppb . Alimento com imidacloprido 10

(PPB) ppm (PPM)
. Alimento puro (PURO) . Controle solvente (SOLV)
(solucao de sacarose 50% m/v) (solucao de sacarose + acetona

na concentracdo usada para
diluicao do inseticida)

PPBxPPM PUROxPPB PUROxPPM PPMxPPB

PPMxPURO PPBxPURO PUROxPURO PPMxPPM

PPBxPPB SOLVxSOLV SOLVxPURO PUROxPURO

Figura 4. Delineamento experimental para filmagem comportamental de Melipona quadrifasciata. Cada quadrado
cinza representa uma arena de filmagem com 20 x 20 x 4 cm de dimensdes e os circulos representam o conteildo

e posicdo do alimentador (situacBes de exposicao).

Os experimentos foram realizados em trés blocos realizados em dias consecutivos,
sendo um dia de filmagem/bloco por col6nia. Cada bloco consistiu na filmagem de uma abelha
sem etiqueta eletronica e uma abelha com etiqueta eletronica provenientes da mesma colénia
em cada uma das situacdes de arena delineadas na Figura 4, totalizando 24 abelhas por colénia.
Em seguida, o experimento contendo esses trés blocos consecutivos foi repetido trés vezes,
como mostrado na Figura 5, para obtencdo de um N = 12 abelhas por condicdo da arena. Devido
a mudanca de atividades das abelhas ao longo do dia, as filmagens foram realizadas entre 10:00
e 15:00 horas (ARCE et al., 2018).
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Figura 5. Descrigdo esquematizada da execucdo do procedimento metodoldgico para avaliacdo da capacidade de

repeléncia de Melipona quadrifasciata com e sem etiqueta eletrénica ao imidacloprido.

Anteriormente a filmagem, as abelhas foram individualizadas e ficaram 15 minutos em
jejum (JACOB et al., 2019). Em seguida, uma abelha por vez foi transferida para a arena, na
qual foram realizadas as filmagens com duracio de 10 minutos (TADEI et al., 2019; TOME et
al., 2012, 2015). Apds o tempo de filmagem essas abelhas foram acondicionadas em potes
separados para evitar que o mesmo individuo fosse gravado duas vezes. Como resultado das
repeticdes de filmagens dos blocos, foram produzidos 251 videos (Tabela 1). Os videos obtidos
foram analisados usando o software EthoVision, versdo 15 (NOLDUS; SPINK;
TEGELENBOSCH, 2001). De modo que, para analise dos parametros do tempo em
movimentacao, a velocidade considerada mével dos individuos foi de 0,55 cm/s, e imdvel foi
abaixo dessa. Esses valores foram definidos com base na analise de 11 videos adquiridos
durante o experimento, em que visualmente as abelhas estavam imdveis, e a partir disso
calculou-se a velocidade média dos individuos utilizando o software EthoVision, e essa foi

usada como referéncia para a abelha imdvel.

4.5 Anélise dos dados
Os dados obtidos foram analisados no software R (verséo 4.0.4; R Foundation for
Statistical Computing, Vienna, AT, 2021), por meio da constru¢cdo de modelos lineares

generalizados contendo a presenca das etiquetas eletrénicas, presenca de agrotoxico, colonia e
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bloco experimental como variaveis independentes. A distribuicdo dos dados no modelo foi
selecionada por meio da analise de residuos Half-plot a fim de avaliar a adequabilidade do
modelo aos dados (MORAL; HINDE; DEMETRIO, 2017).

Como parametros comportamentais de locomocdao foram avaliados a velocidade média,
distancia percorrida, tempo em movimentacdo, frequéncias de rotacdo e visitas a area da saida.
Em relacdo a repeléncia e preferéncia, inicialmente foram analisadas as situacfes em que 0s
alimentadores continham o0 mesmo alimento, a fim de compreender a diferenca da luminosidade
entre os lados da arena. Em seguida foi analisada a interferéncia da presenga do solvente em
comparacgdo aos alimentos sem solvente. Apos a exclusdo de eventuais interferéncias de lado
da arena e solvente, analisou-se a frequéncia de visitas, revisitas e tempo de permanéncia em
cada alimentador nas situacdes de filmagens em que os alimentadores continham substancias
diferentes.

Para parametros de locomogdo foram utilizadas as distribuicdes gaussian e
quasipoisson, e para 0s parametros de escolha de alimento (repeléncia e preferéncia) utilizou-
se as distribuicbes quasipoisson e binomial negativo. Foram considerados os modelos que
apresentaram ajuste maior que 95%. A interacdo entre as variaveis independentes foi avaliada
por meio da andlise de deviance do modelo. Para comparacdo par a par entre 0S grupos
experimentais foi utilizado pds teste com ajuste de Tukey. Adicionalmente, o tamanho de efeito
dos parametros comportamentais foi analisado por meio da estatistica de estimag&o pelo pacote
dabestr (CLARIDGE-CHANG; ASSAM, 2016; HO et al., 2019).

5. RESULTADOS

5.1 Locomogéao

Considerando as diferentes situacdes de filmagem, analisando a presenca de etiqueta e
o imidacloprido (independente da concentracdo) associados concomitantemente, ndo houve
diferenca entre a distancia total percorrida pelas abelhas em comparacdo ao grupo referéncia,
situacdo de filmagem PuroxPuro (GLM — gaussian, P > 0,06). Contudo, avaliando os fatores
etiquetagem e presenca de imidacloprido isoladamente, observou-se que os individuos sem a
etiqueta eletrdnica percorreram uma maior distancia nas arenas de filmagem do que as abelhas
com a presenga de etiqueta (GLM — gaussian, F, 249) = 25,46; P < 0,01) como mostrado na
Figura 6A. Em relagdo a presenca de agrotdxico, como fator isolado, ndo houve diferenca na
distancia total percorrida dos individuos (GLM — quasipoisson, F, 249) = 0,52; P = 0,47) (Figura
6B).
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Figura 6. Estimativa Gardner-Altman para distancia percorrida de abelhas operarias da espécie Melipona
quadrifasciata durante dez minutos em condigdes laboratoriais. (A) Distancia percorrida pelas abelhas com e sem
etiqueta (GLM- gaussian, P < 0,0001), independente do agrotoxico. Cada ponto vermelho representa um individuo
com etiqueta, e 0s pontos azuis, os individuos sem etiqueta. (B) Distancia percorrida pelas abelhas sem (0) e com
(1) agrotoxico (GLM — quaisipoisson, P = 0,557), independente da etiqueta. Os pontos vermelhos representam os
individuos com acesso ao imidacloprido, e 0s pontos azuis, os individuos sem acesso ao agrotéxico. O eixo
esquerdo apresenta a distancia total percorrida pelos individuos (cm). E o eixo do lado direito mostra a diferenca
média da distribuigdo entre os dois grupos, como uma estimativa do tamanho de efeito dos grupos sobre a distancia.

O intervalo de confianca de 95% da média é representado pela linha vertical em negrito.

Em contrapartida, em relacdo a velocidade média (GLM — quasipoisson, P < 0,011),
(Figura 7), frequéncias de rotaces (GLM — gaussian, P < 0,047) (Figura 8) e visitas a area da
saida (GLM - quasipoisson, P < 0,049) (Figura 9) analisando a presenca de etiqueta e 0
imidacloprido associados concomitantemente, houve diferenca entre as situa¢des de filmagem
em comparacdo com o grupo referéncia (situacdo de filmagem PuroxPuro). Em todas essas
variaveis citadas, a dispersdo dos dados foi explicada pela presenca da etiqueta, como fator
isolado (P < 0,01), no qual as abelhas com etiqueta eletrdnica apresentaram menor velocidade
média (Figura 7A) e menores frequéncias de rotacdo (Figura 8A) e visita a area de saida (Figura
9A).
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Figura 7. Estimativa Gardner-Altman para velocidade média de abelhas operarias da espécie Melipona
quadrifasciata durante dez minutos em condicfes laboratoriais. (A) Velocidade média das abelhas com e sem
etiqueta (GLM — quasipoisson, P < 0,0001), independente do agrotoxico. Cada ponto vermelho representa um
individuo com etiqueta, e os pontos azuis, os individuos sem etiqueta. (B) Velocidade média das abelhas sem (0)
e com (1) agrotoxico (GLM — quaisipoisson, P = 0,556), independente da etiqueta. Os pontos vermelhos
representam os individuos com acesso ao imidacloprido, e 0s pontos azuis, os individuos sem acesso ao agrotdxico.
O eixo esquerdo apresenta a velocidade média dos individuos (cm/s). E o eixo do lado direito mostra a diferenca
média da distribuicdo entre os dois grupos, como uma estimativa do tamanho de efeito dos grupos sobre a

velocidade. O intervalo de confianga de 95% da média é representado pela linha vertical em negrito.
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Figura 8. Estimativa Gardner-Altman para frequéncia de rotaces das abelhas operarias da espécie Melipona
quadrifasciata durante dez minutos em condigdes laboratoriais. (A) Frequéncia de rotacdes das abelhas com e sem
etiqueta (GLM- gaussian, P < 0,0001), independente do agrotdxico. Cada ponto vermelho representa um individuo
com etiqueta, e 0s pontos azuis, os individuos sem etiqueta. (B) Frequéncia de rotagdes das abelhas sem (0) e com
(1) agrotoxico (GLM — gaussian, P = 0,201), independente da etiqueta. Os pontos vermelhos representam os
individuos com acesso ao imidacloprido, e 0s pontos azuis, os individuos sem acesso ao agrotéxico. O eixo
esquerdo apresenta a frequéncia de rotagdes dos individuos. E o eixo do lado direito mostra a diferenca média da
distribuicdo entre os dois grupos, como uma estimativa do tamanho de efeito dos grupos sobre a frequéncia. O

intervalo de confianca de 95% da média é representado pela linha vertical em negrito.
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Figura 9. Estimativa Gardner-Altman para frequéncia de visitas a area de saida das abelhas operérias da espécie
Melipona quadrifasciata durante dez minutos em condi¢des laboratoriais. (A) Frequéncia de rotacdes das abelhas
com e sem etiqueta (GLM- gaussian, P < 0,0001), independente do agrotoxico. Cada ponto vermelho representa
um individuo com etiqueta, e 0s pontos azuis, os individuos sem etiqueta. (B) Frequéncia de rotacoes das abelhas
sem (0) e com (1) agrotoxico (GLM — gaussian, P = 0,201), independente da etiqueta. Os pontos vermelhos
representam os individuos com acesso ao imidacloprido, e 0s pontos azuis, os individuos sem acesso ao agrotoxico.
O eixo esquerdo apresenta a frequéncia de rotag@es dos individuos. E o eixo do lado direito mostra a diferenga
média da distribuicdo entre os dois grupos, como uma estimativa do tamanho de efeito dos grupos sobre a

frequéncia. O intervalo de confianca de 95% da média é representado pela linha vertical em negrito.

Observou-se que o tempo de movimentacdo foi o Unico pardmetro que apresentou
diferenca entre as situacdes de filmagens em relacdo ao grupo referéncia (situacdo de filmagem
PuroxPuro), a partir da presenca do agrotoxico e etiquetagem. Sendo que analisando as
situacdes que apresentaram diferenca, PPMxPPB (GLM — gaussian, P = 0,028) e PPMxPPM
(GLM — gaussian, P = 0,007) sofreram influéncia do imidacloprido e da etiqueta eletronica, e
PUROXPURO (GLM —gaussian, P = 0,007) sofreu influéncia apenas da etiquetagem. De forma
geral, ao analisar os fatores isoladamente, a presenca do agrotoxico aumentou o tempo de
movimento dos individuos, e a etiqueta reduziu a movimentagdo (GLM — gaussian, F, 249) =
14,5; P < 0,001) (Figura 10).
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Figura 10. Estimativa Gardner-Altman para tempo de movimentacéo das abelhas operéarias da espécie Melipona
quadrifasciata durante dez minutos em condic@es laboratoriais. (A) Tempo de movimento das abelhas com e sem
etiqueta (GLM- gaussian, P = 0,0003). Cada ponto vermelho representa um individuo com etiqueta, e 0s pontos
azuis, os individuos sem etiqueta. (B) Tempo de movimento das abelhas sem (0) e com (1) agrotoxico (GLM —
gaussian, P = 0.0891). Os pontos vermelhos representam os individuos com acesso ao imidacloprido, e os pontos
azuis, os individuos sem acesso ao agrotoxico. O eixo esquerdo apresenta a frequéncia de movimento dos
individuos (%). E o eixo do lado direito mostra a diferenga média da distribuicdo entre os dois grupos, como uma
estimativa do tamanho de efeito dos grupos sobre a frequéncia. O intervalo de confianca de 95% da média é
representado pela linha vertical em negrito.

5.2 Repeléncia e preferéncia

Inicialmente, a fim de verificar se a luminosidade foi um fator significativo na escolha
dos alimentadores pelas abelhas, foi realizada uma analise utilizando apenas os dados em que
havia substancias iguais nos dois lados. Constatou-se entdo que, a frequéncia de escolha dos
alimentadores era independentemente da posicéo (teste de deviance, F, 216y = 0,024; P = 0,878)
(Figura 11), sendo assim, qualquer diferenca de luminosidade entre os lados da arena e na
posicdo dos alimentadores durante as filmagens ndo foram fatores de interferéncia. Além disso,
devido ao desconhecimento se a presenca do solvente poderia influenciar de alguma forma na
escolha dos alimentos pelas abelhas, foi realizada uma analise utilizando apenas os dados em
que havia presenca de alimento puro (xarope 50%) e alimento com solvente (xarope 50% +
solvente organico). Os resultados mostraram que esse também ndo foi um fator de influéncia
na frequéncia de visitagdo dos alimentos pelos individuos (GLM - quasipoisson, F, 70 = 0,731;
P =0,395) e nimero de revisitas aos alimentadores, (GLM - quasipoisson, F, 21) = 0,163; P =

0,688), de modo que ndo houve diferenca na escolha entre os lados.
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Figura 11. Frequéncia de visitas de M. quadrifasciata aos alimentos presentes na arena de filmagem no lado direito
e esquerdo (média * intervalo de confianca).

Tendo conhecimento de que a luminosidade e o solvente organico ndao foram fatores que
influenciaram na preferéncia das abelhas aos alimentadores, a substincia “solvente” foi
considerada como auséncia de agrotoxico na andlise fatorial, e apenas a preferéncia pelo
alimento foi levado em consideracao, excluindo a possivel propensao de escolha aos lados mais
luminosos. Considerando as situagfes contendo apenas alimentadores sem a presenga de
agrotoxico, observou-se que abelhas com etiqueta tiveram um ndmero de visitacdo duas vezes
menor aos alimentadores que as abelhas sem etiqueta (GLM — quasipoisson, F 69=14,034; P
< 0,01). Verificou-se entdo que de forma geral, sem levar em consideracdo a presenca da
etiqueta eletrénica, ndo houve diferenca na frequéncia de visitas aos alimentadores contendo
alimento com imidacloprido 10 ppm (GLM - quasipoisson, F, 70y = 0,017; P = 0,897, Figura
12) e 10 ppb (GLM - quasipoisson, F, es) = 0,514; P = 0,476) (Figura 13) em relagdo ao
alimento sem agrotoxico. Em relacdo ao tempo de permanéncia em cada alimentador, as abelhas
se mantiveram por tempo (s) semelhante nos alimentadores contendo alimento com
imidacloprido 10 ppm e sem agrotéxico (GLM - quasipoisson, Fq, 70) = 2,38; P = 0,127) (Figura
12). Mas levando em consideracao os alimentos sem agrotoxico e contaminados com 10 ppb,
houve diferenca no tempo de permanéncia nos alimentadores, de modo que as abelhas
permaneceram mais tempo no alimento contaminado (GLM - quasipoisson, F, es) = 4,181; P =
0,044) (Figura 13).
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Figura 12. Frequéncia de visitas aos alimentadores contendo alimento com imidacloprido (10 ppm) e sem

agrotoxico (S_agr) (média % intervalo de confianga).
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Figura 13. Frequéncia de visitas aos alimentadores contendo alimento com imidacloprido (10 ppb) e sem

agrotéxico (S_agr) (média * intervalo de confianca).

Em relacdo a influéncia da presenca de etiqueta, observou-se que esse ndo é fator
significativo nas visitas ao alimento contaminado com imidacloprido 10 ppm, de modo que as
abelhas com (GLM - quasipoisson, F, es) = 1,689; P = 0,198) e sem etiqueta (GLM -
quasipoisson, Fq, 70 = 0,017; P = 0,896) apresentaram frequéncias de visitas semelhantes.
Porém, a presenca da etiqueta reduziu as revisitas ao alimentor (GLM - quasipoisson, F, e9) =
4,7613; P = 0,033) (Figura 14). Em contrapartida, os alimentos contaminados com

imidacloprido 10 ppb ndo apresentaram diferenca na frequéncia de visitas (GLM -
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quasipoisson, F, 67y = 0,25557; P = 0,615) e revisitas (GLM - quasipoisson, F, 67y = 3,157; P
= 0,080) das abelhas.
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Figura 14. Frequéncia de revisitas aos alimentadores contendo alimento com imidacloprido (10 ppm) e sem
agrotoxico (S_agr), comparando abelhas com a presenca e auséncia de etiqueta RFID (média + intervalo de

confianca).

Além disso, a presenca da etiqueta também n&o foi um fator de interferéncia no tempo
de permanéncia das abelhas nos alimentadores com imidacloprido 10 ppm (GLM -
quasipoisson, Fq, s9) = 0,085; P = 0,771) (Figura 15). Em relagdo ao alimento contendo
imidacloprido 10 ppb (GLM - quasipoisson, F, 67y = 0,453; P = 0,503) (Figura 16) aos
alimentadores sem agrotdxico, percebeu-se que a etiqueta eletrébnica também ndo foi um fator

de interferéncia.
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Figura 15. Tempo de permanéncia nos alimentadores contendo alimento com imidacloprido (10 ppm) e sem
agrotoxico (S_agr), comparando abelhas com a presenga e auséncia de etiqueta RFID (média + intervalo de

confianca).
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Figura 16. Tempo de permanéncia nos alimentadores contendo alimento com imidacloprido (10 ppb) e sem
agrotoxico (S_agr), comparando abelhas com a presenca e auséncia de etiqueta RFID (média + intervalo de

confianca).

Além disso, por meio da observacdo do etograma (Figura 17), pode-se notar que em
diversas situacdes os individuos com a presenca da etiqueta ndo visitaram toda a extensdo ou a
maior parte da area da arena, se comparadas aos individuos sem a etiqueta. Os individuos sem
etiqueta apresentaram poucos pontos de permanéncia (notados pela coloracdo amarela a

vermelha no etograma), indicando maior movimentacgao ao longo do tempo de filmagem como
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observado nos dados quantitativos, enquanto no etograma dos individuos com etiqueta, nota-se

maior numero de pontos de permanéncia.

Sem etiqueta Com etiqueta

PuroxPuro

PuroxPPB

PuroxPPM

Maximo

| Minimo

Figura 17. Etograma de Melipona quadrifasciata para as diferentes situagcdes de exposicdo (Puro — solucéo de

PPBXPPB

PPMXPPM

PPBXPPM

PPMXPPB

sacarose 50% m/v; PPM — alimento contendo imidacloprido 10 ppm; PPB — alimento contendo imidacloprido 10
ppb) . Padrdo de caminhada das abelhas e frequéncia de sua posicéo na arena ao longo do tempo (t = 10 min). Os
circulos correspondem aos alimentadores, e a forma oval a rea da saida. As areas esbranquicadas das arenas

correspondem aos locais que nao tiveram visita.

Ademais, quando as concentragfes 10 ppm e 10 ppb foram disponibilizadas
simultaneamente para as abelhas, ndo houve diferenga na frequéncia de visitas (GLM -
quasipoisson, F, es) = 0,011; P = 0,919) e revisitas (GLM — binomial negativo, P = 0,903) entre
elas, indicando que os individuos de Melipona quadrifasciata ndo foram capazes de identificar
a diferenca entre as concentracdes. Porém, a presenca da etiqueta eletronica reduziu a

frequéncia de revisitas aos alimentadores (GLM — binomial negativo, P = 0,003) (Figura 18).
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Figura 18. Frequéncia de revisitas aos alimentadores contendo alimento com imidacloprido (10 ppm e 10 ppb),

comparando abelhas com a presenca e auséncia de etiqueta RFID (média + intervalo de confianga).

Em relacdo ao tempo de permanéncia nos alimentadores, as abelhas se mantiveram por
tempo (s) semelhante nos alimentos contendo as diferentes concentra¢es de imidacloprido.
Porém, houve interacdo entre a presenca do agrotoxico e da etiqueta eletrbnica (GLM -
quasipoisson, F, 64 = 5,099; P = 0,027), de modo que a interagéo entre a concentracéo 10 ppb
e a presenca da etiqueta de RFID reduziu o tempo de permanéncia das abelhas nos

alimentadores (Figura 19).
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Figura 19. Tempo de permanéncia nos alimentadores contendo alimento com as diferentes concentracdes de
imidacloprido (10 ppb e 10 ppm), comparando abelhas com a presenca e auséncia de etiqueta RFID (média +

intervalo de confianca).
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6. DISCUSSAO
A locomocao das abelhas Melipona quadrifasciata foi influenciada pela presenca da

etiqueta eletronica de RFID, reduzindo a locomocdo (distancia percorrida, velocidade média,
tempo de movimento, frequéncias de rotacdes e de visitas a area da saida). A diminuic¢do desses
fatores pode ser justificada devido a adi¢do de um peso a abelha, como ja apontado por outros
pesquisadores, como uma das desvantagens do sistema RFID (AYUP et al., 2021; SOUZA et
al., 2018; SUSANTO et al., 2018), além de efeitos tardios relacionados ao estresse gerado
durante a fixacdo da etiqueta (SOUZA et al., 2018; SUSANTO et al., 2018), os quais foram
minimizados no presente trabalho devido aos métodos de fixacdo e cola natural utilizada
(TOPPA et al., 2021).

Em outro inseto, o peso adicional da etiqueta de RFID também se apresentou como um
fator de interferéncia na movimentacdo do mesmo. Em um estudo com grilos adultos (Gryllus
locorojo), Kalab et al. (2021) mostrou que o peso de etiquetas de monitoramento interfere no
movimento dos individuos. Apesar do estudo ter sido realizado com uma espécie diferente de
inseto do presente trabalho, os pesquisadores mostraram que a influéncia do peso da etiqueta
estd fortemente relacionada a temperatura, de modo que em baixas temperaturas (19,5°C+0,4)
havia influéncia negativa, enquanto em temperaturas intermediarias (24,0°C+0,4) e altas
(28,3°C+0,3) dois dos trés modelos de etiquetas ndo afetaram o movimento dos individuos.
Porém, o efeito da temperatura associada ao RFID em abelhas ainda ndo é conhecido. Sabendo
gue no presente trabalho, as avaliacdes foram realizadas em temperaturas intermediarias de 24-
25°C, estudos futuros sdo necessarios para avaliar a movimentacdo das abelhas etiquetadas em
diferentes temperaturas.

No presente estudo, a avaliacdo dos efeitos da etiqueta foi observada apds cerca de 18h
da fixacdo, um tempo menor de aclimatacdo pds colagem da etiqueta que os efeitos observados
por outros estudos, onde a andlise das etiquetas RFID foi realizada ap6s 24h, repetindo-se
diariamente (24h em 24h) (TOPPA et al., 2021), e durante 3 dias apds a fixacdo (KALAB et
al., 2021). Levando em consideracdo que os efeitos da presenca da etiqueta eletrénica podem
ser diferentes ao longo dos dias apds a fixacdo, estudos futuros em relacdo aos efeitos apds a
fixacdo podem mostrar o0 comportamento das abelhas em relacdo ao RFID, podendo haver
adaptacdo ou estresse.

Além disso, conforme mostrado no estudo de Toppa et al. (2021), em condicoes
laboratoriais, abelhas com etiqueta eletrdnica apresentaram um estoque de glicogénio nos

musculos de voo maior que abelhas sem a etiqueta. Os autores sugerem que esse acimulo pode
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indicar uma reducgédo na atividade de voo das abelhas, o que corrobora com a reducdo de
movimentacao das abelhas etiquetadas observada no presente estudo.

Contudo, a reducdo da locomocéo causada pelas etiquetas eletronicas de RFID pode néo
ser um fator de interferéncia nas atividades de forrageamento das abelhas a longo prazo e dentro
de uma col6nia, Nunes-Silva et al. (2020) observou voo e retorno de longas distancias de
Melipona fasciculata, demonstrando que ha possibilidade do RFID néo interferir nas atividades
de forrageamento da coldnia, e Toppa et al. (em preparacdo) observou individuos de M.
quadrifasciata com etiquetas eletrdnicas retornando a colénia com gréos de polen. Porém mais
pesquisas sao necessarias para avaliar se as alteracfes observadas no presente trabalho podem
prejudicar outras atividades da col6nia.

Além disso, constatou-se que o tempo de movimento foi o Gnico fator da locomogéo
que sofreu aumento na presenca do agrotoxico, o que corrobora com o que ha publicado na
literatura a respeito dos efeitos do imidacloprido em abelhas, Apis mellifera, onde ha inducéo
do aumento e alteracdo da atividade motora dos individuos (LAMBIN et al., 2001;
SCHNEIDER et al., 2012). Sabendo que os neonicotindides afetam o sistema nervoso central
do inseto, através da ligacdo aos receptores de acetilcolina pos-sinatica, 0 que causa
superestimulacdo, paralisia e morte (TOMIZAWA; CASIDA, 2005), o aumento na
movimentacdo pode ser em decorréncia da agdo inicial do imidacloprido, causando
superestimulacdo nos individuos poucos minutos apés a ingestdo do inseticida.

Em contrapartida, estudos com observacdo de tempo maior ap0s a exposicdo ao
imidacloprido, mostraram outras alteragdes comportamentais, como reducdo na distancia
percorrida e velocidade dos adultos de M. quadrifasciata expostos durante a fase larval (TOME
etal., 2012) e ap6s 3 e 24h da exposicao ao adulto (TOME et al., 2015). Sendo assim, 0 tempo
de observacédo ap0s a exposicdo do presente trabalho, além da exposicdo simultanea, pode ter
sido um baixo intervalo para deteccdo de grandes alteracdes comportamentais tardias causadas
pelo agrotoxico, visto que a maioria dos estudos relacionados aos efeitos de agrotoxicos em
abelhas sdo realizadas com um intervalo maior entre a exposi¢éo e a avaliacdo comportamental
(MALONE et al., 2002; TADEI; MENEZES-OLIVEIRA; SILVA-ZACARIN, 2020; TOME et
al., 2012, 2015).

Durante as atividades de forrageio, as abelhas podem coletar recursos com e sem
residuos de agrotoxicos (PILLING et al., 2013), de modo que pode haver mudangas na
eficiéncia do forrageamento das abelhas expostas aos agrotdxicos, como o inseticida
imidacloprido (FELTHAM; PARK; GOULSON, 2014). Estudos anteriores mostrando a

preferéncia das abelhas aos recursos alimentares contendo neonicotindide ressaltam o cenario
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preocupante da exposicao das abelhas a esses agrotoxicos (ARCE et al., 2018; KESSLER et
al., 2015). Apesar de no presente estudo nédo ter sido observada essa preferéncia imediata ao
alimento contendo imidacloprido nas concentragdes de 10 ppm e 10 ppb, a preferéncia aos
neonicotinoides foi mostrada por Kessler et al. (2015) apds 24 horas de exposic¢do continua e
Arce et al. (2018) também sugere que esse aumento de visitas ao alimento contendo
neonicotinoide ocorre ao longo do tempo. Sendo assim, a resposta imediata pode néo ter sido
observada, mas a falta de capacidade de identificacdo e preferéncia das abelhas pode estar
relacionada aos efeitos dos neonicotindides, devido a dificuldade da aprendizagem e memdria
olfativa (DECOURTYE et al., 2004, 2004; DECOURTYE; DEVILLERS, 2010;
WILLIAMSON; WRIGHT, 2013), além disso, sdo necessarios mais estudos relacionados a
essas respostas, pois os resultados que demonstraram esses efeitos foram em decorréncia de
uma exposicao cronica, nao levando em consideracao a resposta imediata dos individuos.

Considerando a influéncia da presenca da etiqueta eletrénica na escolha do recurso
alimentar, constatou-se a reducgdo na frequéncia de revisitas aos alimentos contaminados e sem
agrotoxico, reforcando a alteracdo de padrdes comportamentais causada pela presenca da
etiqueta. Uma possivel justificativa para essas variacdes na frequéncia de visitacdo aos
alimentos seria a interferéncia da etiqueta na locomogao das abelhas (AYUP et al., 2021; DE
SOUZA et al., 2018; NUNES-SILVA et al., 2020), de modo que o aumento ou reducdo na
frequéncia de visita ou revisita e tempo de permanéncia nos alimentadores pode variar
conforme a locomocao.

Portanto, apesar dessas variagGes, observa-se que a presenca da etiqueta ndo é um fator
de interferéncia em diversos cenarios de exposi¢do em situagfes de campo e a longo prazo
considerando as atividades da col6nia, demonstrando que o RFID ainda se mostra uma
tecnologia util em estudos comportamentais, inclusive em pesquisas relacionadas a analises do
efeito de agrotoxicos em abelhas (DECOURTYE et al., 2011; SCHNEIDER et al., 2012). No
entanto, estudos a respeito dos efeitos das etiquetas sdo essenciais, para que em trabalhos como
0s citados, se tenha o conhecimento dos efeitos do agrotoxico e da presenca da etiqueta.

Porém, o presente estudo foi o primeiro a explorar a influéncia da tecnologia RFID na
capacidade imediata de abelha nativa sem ferrdo em identificar e possivelmente repelir ou ter
preferéncia por alimentos contaminados com neonicotindides. O que abre portas para novos
questionamentos e problemaéticas na area, alem de contribuir para o preenchimento de lacunas

a respeito do tema.
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7. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos pelo processamento de video-tracking realizados em
condigdes laboratoriais com M. quadrifasciata, a espécie ndo apresentou a capacidade imediata
de identificar alimentos contaminados com imidacloprido em alta e baixa concentracgdo, e
possivelmente evitar esses alimentos. Indicando a auséncia de repeléncia ao alimento
contaminado com neonicotinoide.

Além do que, a presenca da etiqueta eletronica de RFID néo é um fator que interfere na
capacidade de identificacdo e evitamento de alimentos contaminados com o inseticida
imidacloprido, porém interfere na locomogdo (distancia total percorrida, velocidade média,
frequéncias de rotacdes e visitas a area da saida, e tempo de movimentacao), frequéncia aos
alimentadores e exploracdo da area da arena, mas esse ndo é um fator intensificador em relacéo
aos agrotdxicos durante o periodo de analise. E a presenca do imidacloprido interferiu em
apenas um dos parametros de locomocéo, tempo de movimento, aumentando 0 mesmo, ao
contrério da etiqueta, que reduziu a movimentacao.

Ademais, os resultados encontrados confrontam a hip6tese inicial do presente trabalho,
de modo que as abelhas nativas sem ferrdo M. quadrifasciata ndo possuem a capacidade

imediata de repeléncia ao imidacloprido em condi¢es in vitro.
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