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Resumo: As abelhas sdo os principais vetores bidticos da polinizacdo, fen6meno extremamente importante
para a manutencao dos sistemas naturais e também para a producdo de alimentos. Durante décadas, estudos
mostraram como as abelhas sdo notdveis quanto as suas capacidades cognitivas através de protocolos
desenvolvidos para se entender o comportamento, aprendizado e meméria desses insetos. O objetivo desta
revisao é apresentar as bases dos experimentos de cognicdo em abelhas, descrevendo protocolos classicos,
novas abordagens e estudos empiricos mostrando como o treinamento de abelhas pode ser aplicado a
diferentes questdes na biologia da polinizacao.
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HOW TO TRAIN YOUR BEE: METHODS APPLIED TO THE COGNITIVE BIOLOGY OF POLLINATION. Bees
are the major biotic pollination agents, an extremely important phenomenon to the maintenance of the
natural systems and food production. For decades, studies have shown the remarkable cognition system of
bees, and several protocols were developed to understand behavior, learning and memory of these insects.
The aim of this review is to present the basis of cognitive experiments using bees as a model, describing
classical protocols, new approaches and empiric studies showing how bee training can be applied to different
questions on pollination biology.
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INTRODUCAO

A polinizacdo é um importante processo ecolégico,
consistindo na transferéncia de graos de pélen das
anteras para o estigma das flores, dando inicio a
fertilizacao dos 6vulos e subsequente producio de
frutos e sementes (Willmer 2011, Rech et al. 2014a).
A transferéncia do pélen pode ocorrer por meio de
vetores abidticos, como o vento e a chuva (Rech et al.
2014b) ou, mais comumente, por vetores bidticos:
animais que ao visitarem as flores em busca de
recursos florais (e.g., néctar) coletam, direta ou
indiretamente, os grdos de pélen, carregando-os
até as proximas flores (Rech et al. 2014a). Dentre
os vetores bidticos encontram-se diversos grupos
de animais, como beija-flores, borboletas, vespas,
moscas e abelhas (Rech et al. 2014a). Estima-se que,
globalmente, 87% das Angiospermas dependem de
animais para producao de sementes e nos trépicos
esse nimero pode ultrapassar 90% (Ollerton et al.
2011, Rech et al. 2016).

Dentre os diferentes grupos de polinizadores, as
abelhas merecem destaque, pois a grande maioria
se alimenta exclusivamente dos recursos florais.
O uso de diferentes capacidades sensoriais e
cognitivas pelas abelhas tém importante papel no
processo de forrageio nas flores (Giurfa 2007, Melo
et al. 2018). Esses insetos sdo capazes de identificar
as fontes de recurso utilizando sinais emitidos pelas
flores, os chamados atrativos florais, como cores e
fragrancias, e aprendem a associar tais sinais com a
presenca ou auséncia de recurso (i.e., néctar) (Giurfa
2007, Brito et al. 2015). Quando o recurso compensa
o esfor¢o da visita (e.g., distancia percorrida entre
recurso e ninho, tempo de manipulacao da flor, etc),
as abelhas estabelecem uma rota de forrageamento
para explord-lo, permanecendo assim até que a
necessidade da prole (i.e., p6len e néctar) e/ou do
individuo (i.e.,, néctar) seja saciada ou mesmo até
o fim da florada (Chittka et al. 1999). Dada essa
dependéncia, as abelhas sao interessantes modelos
para entender o papel da sinalizacdo floral e
cognicdo animal no processo de polinizacao.

O entendimento da relacdo entre a capacidade
sensorial e cognitiva das abelhas com os sinais e
recursos florais comecou hd mais de um século. Um
dos primeiros registros foi o experimento realizado
por Charles Henry Turner (1910), mostrando pela
primeira vez que individuos de Apis mellifera
(Hymenoptera, Apidae) aprendiam a associar
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papel colorido com a presenca de mel. No entanto,
foi o experimento de Karl von Frisch (1914) que
realmente demonstrou que abelhas eram capazes
de perceber o mundo em cores. Para demonstrar
a capacidade visual e cognitiva em abelhas, Frisch
(1914) treinou individuos de A. melliferapara coletar
solucdes acucaradas associadas a um pedacgo de
cartolina azul. Através deste simples experimento
associativo foi demonstrado que abelhas eram
capazes de (i) aprender a associar o estimulo com
o recurso oferecido e (ii) identificar o estimulo
correto quando na presenca de outros estimulos de
mesmo tamanho, porém em vdrios tons de cinza
(i.e., acromaticos), demonstrando que a selecdo
era baseada em sinais visuais coloridos, pois
selecionaramotnico estimulo crométicodisponivel,
independentemente da intensidade e posi¢cao
espacial (Frisch 1914, Chittka et al. 2014). Esse
experimento permaneceu “esquecido” até meados
do século XX, quando pesquisadores europeus
retomaram o programa cientifico de entender
0s processos cognitivos em abelhas (Dyer et al.
2015). Ainda assim, muitos dos testes empregados
para explorar aspectos cognitivos da relacdo entre
flores e visitantes florais foram modificacdes do
projeto inicial de von Frisch (Chittka et al. 2014).
Atualmente, ap6s décadas de experimentos e do
estabelecimento das abelhas como modelo em
estudo de aprendizado e memdria animal, sabe-se
que estes insetos possuem um diverso repertério
cognitivo, sendo capazes de realizar tarefas que
por muito tempo eram conhecidas apenas como
realizdveis por vertebrados, incluindo humanos
(Giurfa 2007).

As abelhas, especialmente as sociais, podem
ser facilmente criadas e treinadas em cativeiro
(Giurfa 2007). Ainda, é possivel manipular tanto
os estimulos como o0s recursos, pois ambos se
encontram no mesmo alvo: as flores. De fato, o
treinamento de abelhas é uma atividade simples,
podendo ser realizado por criancas em atividades
escolares (Blackawton et al. 2011). A maioria dos
estudos foi conduzida com abelhas sociais dos
géneros Apis e Bombus (Weiss 2001, Chittka &
Thomson 2004), porém estudos recentes tém
sido conduzidos com outras abelhas, como as
Meliponini, as quais também podem ser facilmente
treinadas em experimentos de comportamento
(Henske et al. 2015, Koethe et al. 2016, Balamurali
etal 2018).



Nessa revisdo, mostramos 0SS conceitos
béasicos que devem ser considerados em estudos
sensoriais e cognitivos com abelhas. Além disso,
descrevemos o raciocinio e estrutura de alguns
dos principais experimentos no contexto da
biologia da polinizacdo, revelando como essa
abordagem é importante para entender o processo
de polinizacao pela perspectiva dos polinizadores,
e suas consequéncias para as plantas. Também
apresentamos como material suplementar, um
glossdrio de termos técnicos para uma melhor

compreensao do texto (Material Suplementar 1).
MATERIAL E METODOS

Essa revisdo é baseada no conhecimento dos
pesquisadores enaliteratura com os temas cognicao
e condicionamento de abelhas. Selecionamos
artigos tedricos e experimentais, livros texto,
além de trabalhos sobre biologia da polinizagao
utilizando as metodologias de ecologia cognitiva e
treinamento de abelhas. Realizamos a pesquisa de
forma néo sistemadtica entre junho de 2018 e junho
de 2019 nas bases de dados Web of Science e Google
Scholar.

CORES E FRAGRANCIAS: OS PRINCIPAIS
SINAIS FLORAIS

O primeiro passo para quem deseja estudar a
biologia cognitiva da polinizacdo é entender que
os sinais florais ndo evoluiram em resposta ao
sistema sensorial e cognitivo dos humanos. Estes
sinais sdo resultado de selecdo natural através
das interacoes entre as flores e seus visitantes.
Sinais florais relevantes para o sistema sensorial
e cognitivo dos polinizadores podem estar sob
selecdo fenotipica mediada pelas abelhas (Sletvold
etal.2016), evidenciando a natureza evolutiva desta
relacdo. Além disso, as abelhas frequentemente
estdo expostas a sinais complexos e varidveis
dependendo da comunidade de flores com a qual
interagem (Chittka 1997). A regra geral é que a
relevancia de cada sinal floral estard estruturada
dentro de um contexto, no qual o interagente e
o ambiente podem representar forcas seletivas
(Telles et al. 2017, Bergamo et al. 2018). Como
os polinizadores ndo percebem os sinais florais
da mesma forma que os humanos, é necessario
considerar esse aspecto tanto em observacoes de
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campo, quanto em experimentos cognitivos (Brito
etal 2014).

Muitos atrativos florais atuam na comunicacao
entre flores e polinizadores, como forma, cor
e fragrancia (Wester & Lunau 2017, Melo et al.
2018). As cores representam um dos sinais mais
conspicuos paraamaioria dos visitantes florais, pois
sdo percebidas de forma rdpida e a longa distancia,
permitindo que os animais obtenham informacodes
sobre o recurso mesmo antes da visita (Wester &
Lunau 2017). Para perceber a informacao visual,
as abelhas dispdem de um sistema composto por
trés ocelos, também chamados de olhos simples,
responsdveis pela percepcdo de intensidade e
direcao da luz, além de olhos compostos, formados
por centenas de unidades conhecidas como
omatideos, que permitem a visdo em cores através
dos fotorreceptores (Stavenga 1992, Land & Nilsson
2002). A maioria das abelhas estudadas possui trés
tipos de fotorreceptores, com picos de excitagdo
nas faixas do ultravioleta, azul e verde (Briscoe &
Chittka 2001).

A informacao sobre morfologia, fisiologia,
comportamento e sistemaneuronal paraasespécies
modelo de abelhas (A. mellifera e Bombus spp.),
possibilitou o desenvolvimento de modelos de
visdo para as abelhas. Estes modelos nos permitem
inferir a maneira como as abelhas enxergam as
cores/padroes das flores (Gawryszewski 2018).
Esses modelos sdo essenciais para, entre outras
coisas, determinar se o estimulo utilizado em
experimentos de aprendizado e memdria é
compativel com a cor da flor na natureza. De modo
geral, estes modelos necessitam de quatro inputs
bésicos: a reflectancia espectral do objeto que se
deseja modelar a cor, as sensibilidades espectrais
da espécie da qual se deseja modelar a visdo (i.e.,
de cada tipo de fotorreceptor), a reflectancia do
plano fundo no qual o objeto esta contrastado, e a
iluminagdo do ambiente (Gawryszewski 2018).

Apesar dos modelos darem uma noc¢dao da
percepcgdo das cores pelas abelhas, é importante
que o condicionamento experimental
também pode melhorar a discriminagdo de cores
pelas abelhas (Giurfa 2004). Além disso, como
cada tipo de modelo visual diverge em suas
premissas, o uso de um ou outro modelo deve
ser cuidadosamente aplicado e justificado pelo
pesquisador (Kemp et al. 2015, Telles & Rodriguez-
Gironés 2015, Gawryszewski 2018). Portanto, estes

notar
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modelos servem como uma primeira abordagem
das capacidades visuais dos polinizadores. Seu uso
também é interessante quando nao é possivel fazer
experimentos comportamentais, por exemplo,
quando se trabalha com um ntamero elevado de
espécies vegetais (Bergamo et al. 2018, Aguiar &
Pansarin 2019).

Diferentemente dos sinais visuais que sdo
percebidos de maneira mais direta, a percepcao
da fragrancia depende da dispersdo pelo vento,
podendo sofrer diluicdes e misturas com outras
fragrancias no ambiente até chegar ao polinizador
(Wester & Lunau 2017). As fragrancias sao
combinagcbes de diversos compostos volateis
que geralmente formam uma mistura Ginica em
cada espécie, a qual também pode variar entre
individuos de uma populacao (Salzmann et al.
2007, Raguso 2008, Baldelomar et al. 2018). Por
haver essa grande variacao, a fragrancia pode ser
utilizada pelo polinizador para identificar flores
especificas (Raguso 2008). As abelhas percebem
as fragrancias por meio de sensores quimicos nas
antenas, conectados ao lobo antenal, principal
regido codificadora de olfato no cérebro desses
insetos (Giurfa 2007). Experimentos cognitivos
mostram que as abelhas sao capazes de discriminar
compostos voldteis e até mesmo misturas
de compostos que variam em proporcdes ou
identidades de um ou mais componentes (Raguso
2008). Nao existe, ainda, um modelo de percepcao
de fragrancias como os existentes para percep¢ao
de cores.

O PAPEL DAS PREFERENCIAS INATAS
NA ESCOLHA DOS ESTIMULOS

As abelhas, assim como outros animais, possuem
preferéncias por certos estimulos de maneira
inata (Giurfa et al. 1995). Essas preferéncias
foram descobertas em experimentos com abelhas
inexperientes (também chamadas de naive), ou
seja, que nunca tiveram contato com os estimulos
testados. Pela dificuldade de se isolar estimulos
olfativos, uma vez que a prépria colénia é um
ambiente de exposi¢do a diversos odores (Farina et
al.2005), incluindo feromdénios que podem compor
os volateis das fragrancias florais (Maisonnasse et
al. 2010), experimentos de preferéncia inata sao
realizados com estimulos visuais. Por exemplo,
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sabe-se que A. mellifera possui preferéncia inata
por flores azul-ultravioletas e verdes (Giurfa et al.
1995). De forma semelhante, descobriu-se que
Bombus terrestris (Hymenoptera, Apidae) possui
preferéncia inata por estimulos bilateralmente
simétricos (Rodriguez et al. 2004). As preferéncias
inatas podem ser suprimidas pelo aprendizado,
mas em alguns casos elas ainda podem influenciar
as escolhas de abelhas experientes, isto é, que ja
passaram por algum processo de treinamento
associativo (Gumbert 2000).

O PAPEL DO APRENDIZADO E AS BASES
DO CONDICIONAMENTO

Existem diferentes protocolos de condicionamento
de abelhas. Nesta revisdo, focaremos apenas no
condicionamento apetitivo, pois a interacao flor-
polinizador geralmente se da por meio da busca de
alimento pelos visitantes florais.

O aprendizado associativo é a capacidade dos
animais extrair e associar informacoes do ambiente,
estabelecendo uma relacdo de predicdo (Giurfa
2007). Isso difere da preferéncia inata, na qual nao
existe um aprendizado associativo e, portanto,
nio se estabelece uma predicao. Por exemplo,
o aprendizado associativo seria a capacidade
cognitiva dos polinizadores associarem um atrativo
floral (e.g., cor) a presenca de néctar e entio prever
que a cor representa o recurso desejado. Existem
duas formas de testar o aprendizado associativo:
1) condicionamento classico (Pavlov 1927), no
qual o animal aprende a associar um determinado
sinal (i.e., estimulo condicionado, EC) com uma
recompensa (i.e., estimulo ndo condicionado,
ENC), a partir de uma resposta inata; e 2)
condicionamento operante (Skinner 1938), em que
a recompensa s6 é disponibilizada ao animal apds
uma mudanca em seu comportamento. Essas duas
formas de condicionamento podem ser atingidas
em dois tipos de abordagens: o condicionamento
absoluto, no qual o animal é treinado com
apenas um estimulo condicionado (EC+) seguido
de recompensa (ENC); e o condicionamento
diferencial, no qual o animal é apresentado a dois
estimulos, um associado aumarecompensa (EC+) e
um sem a recompensa ou com uma punicao, como
solucdo de quinina ou sal que sdo substancias de
saboraversivo paraas abelhas (EC-). A apresentacao
de punicdo ao animal pode melhorar o processo



de discriminacdo entre estimulos, pois 0s custos
de uma resposta errada sdao maiores (Sanchez et
al. 2015). Assim, no condicionamento diferencial,
o animal deve associar um sinal a recompensa
enquanto o outro sinal estd associado a auséncia
de recompensa ou punicao.

Qualquer experimento bdsico de aprendizado
e memoria em abelhas (seja cldssico ou operante;
absoluto ou diferencial) consiste em duas fases.
Na primeira, denominada fase de aquisicdo
ou treinamento, o animal é apresentado ao EC
que é reforcado pelo ENC. A duracao desta fase
dependera do estimulo (i.e, conspicuidade,
atratividade) e/ou recompensa (i.e., quantidade,
qualidade) (Menzel et al. 2001). Na segunda fase,
a de teste, a abelha é novamente apresentada ao
EC, mas também a outros cendrios possiveis,
dependendo do experimento. Em um deles, o EC
estara desassociado do ENC. Nessa fase, aretirada
da recompensa é importante para eliminar
possiveis pistas quimicas (i.e., odor do néctar,
marcas deixadas pela prépriaabelha), restringindo
a avaliacdo apenas entre as varidveis de interesse
durante o treinamento (Matsumoto et al. 2012).
Em outro cendrio, um novo estimulo pode ser
apresentado em conjunto ao EC, para estudar as
capacidades de discriminacdo, quando o animal
reconhece estimulos diferentes, ou generalizacgdo,
quando o animal trata como equivalentes
estimulos distintos (Guerrieri et al. 2005, Aguiar
et al. 2018). Ainda, pode-se remover do teste o
EC no qual a abelha foi originalmente treinada
e apresentar um novo estimulo, para avaliar
a transferéncia e a flexibilidade cognitiva das
abelhas (Giurfa et al. 2001). No caso da polinizagao,
as abelhas podem usar estimulos aprendidos em
uma flor e transferir esse aprendizado para outras
flores semelhantes no ambiente natural e, por
isso, esses experimentos cognitivos podem trazer
resultados interessantes nesse contexto.

Diversos materiais podem ser usados como
ECs. Em experimentos de visdo, podem ser
utilizados desde papéis coloridos (Giurfa et
al. 2001, Blackawton et al. 2011) até fontes de
luz monocromaticas (Vieira et al. 2018). Em
experimentos de olfacdo, geralmente sdo utilizados
compostos comerciais puros (Matsumoto et
al. 2012), ou entdo extratos de fragrancia floral
obtidos por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (Locatelli ef al. 2016). J&
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o0 ENC em condicionamento apetitivo deve ser um
estimulo biologicamente relevante, que promova
uma resposta inata de alimentacdo a abelha, sendo
geralmente utilizada a solucdo de sacarose 50%
(Matsumoto et al. 2012). Estudos recentes também
tém utilizado pélen como ENC (Nicholls & Ibarra
2016). E importante ressaltar que a utilizacdo de
solucdo de sacarose como ENC em concentracoes
baixas (< 15%) pode atrapalhar a motivacao
apetitiva das abelhas, assim como solucdes muito
concentradas (> 60%), aumentando a viscosidade
da solucdo e dificultando a ingestdo (Matsumoto et
al. 2012).

COMO ACESSAR APRENDIZADO E
MEMORIA NAS ABELHAS

As abelhas podem ser treinadas individualmente
em diversos desenhos experimentais. Isto é
importante, pois aprendizado e memoria se ddo a
partir da experiéncia do individuo (Giurfa 2007).
Outra premissa importante, principalmente
nos experimentos com abelhas imobilizadas, é
a restricdo alimentar. Controlar a alimentacao
das abelhas antes do treinamento influencia
na motivacdo apetitiva durante o experimento
(Matsumoto et al. 2012). Além disso, abelhas
sociais possuem diferentes castas e, para estudos
de polinizagdo, comumente se usam apenas
abelhas forrageiras, que de fato exploram as flores
em busca de alimento.

Existe uma diversidade de varidveis resposta
que podem ser mensuradas nos diferentes tipos
de experimentos. Abelhas podem responder ao EC
por aproximacdo ou pouso, que sdo as medidas
mais comuns (Giurfa et al. 2001), ou entdo pode-
se medir a antenacdo, quando a abelha toca o EC
com as antenas antes de pousar, que consiste em
uma forma de reconhecimento do estimulo nestes
insetos (Lunau et al. 2006). Ainda, hd a vibracao
do térax, relacionada a comunicacdo sobre a
qualidade de alimento as outras abelhas da col6nia
(Hrncir et al. 2004), e a extensdo da probéscide, que
indica resposta apetitiva (Matsumoto et al. 2012).
A seguir explicaremos as bases de dois protocolos
de condicionamento apetitivo que sdo uteis em
questdes de polinizacao.

Resposta da extensdo de probdscide

Quando se toca a antena de uma abelha faminta
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com solucdo de sacarose, ela imediatamente
estende a probdscide para se alimentar do agticar
(Giurfa 2007; Figura la). Baseado neste tipo de
resposta, Takeda (1961)desenvolveu um protocolo
de condicionamento classico, denominado
Resposta da Extensao de Probéscide (REP;
Proboscis Extension Response). Nesse protocolo,
a abelha associa um determinado estimulo com
a disponibilidade de alimento. Este protocolo
é mais recomendado para condicionamento
olfativo, pois os estimulos quimicos funcionam
de maneira excelente. No entanto, com estimulos
visuais, a resposta das abelhas ndo € tao eficiente
nesse protocolo (Avargués-Weber & Mota
2016). O protocolo ainda permite investigar as
bases neurais do aprendizado e da memobria,
pois é possivel o acesso ao cérebro do animal
simultaneamente a apresentacdo do estimulo
(Rath et al. 2011). Usando como exemplo o

condicionamento olfativo, um odorante neutro
apresentado sem a recompensa nao desencadeia
o reflexo da extensio de probdscide. No
entanto, se oodorante é apresentado antes da
disponibilizacao da recompensa, uma associacao
é formada entre odorante (i.e, estimulo
condicionado, EC) e a solucdao de sacarose (i.e.,
estimulo ndo condicionado, ENC). Isso permite
que o odorante sozinho possa desencadear a REP
em um teste subsequente ao treinamento (Giurfa
2007, Matsumoto et al. 2012).

Para o bom funcionamento desse protocolo,
as abelhas devem ser imobilizadas (Figura 1a),
de forma que possam mover apenas as antenas
e as pecas bucais (Matsumoto et al. 2012). As
abelhas imobilizadas devem ser mantidas sem
alimentacao de duas a trés horas antes do inicio
do condicionamento para assegurar motivacao
apetitiva. Nesse periodo a abelha deve ser mantida

a

10 min
>
4s
<>
odor [ EC_] [ EC |
sacarose ENC ENC
>
3s

Figura 1. Resposta da extensdo de probdscide (REP). a) Individuo de Apis melifera (Hymenoptera, Apidae) imobilizado
em tubo de plastico. Na figura vemos um palito de dente embebido em solucdo de sacarose tocando a antena da abelha,
o que desencadeia a resposta inata da extensdo de probdscide. b) Esquema basico do condicionamento no protocolo REP
baseado em Matsumoto ez al. (2012). O condicionamento consiste no pareamento de quatro segundos de apresentagao do
estimulo condicionado (EC; odor; retangulos vermelhos) e a subsequente apresentag@o do estimulo ndo condicionado por
trés segundos (ENC; sacarose; retaingulos azuis), com um segundo de sobreposi¢do. Apds dez minutos o mesmo individuo
passa por um novo pareamento, e o processo pode ser repetido por quantas vezes o pesquisador achar necessario antes da
fase de teste.

Figure 1. Proboscis extension response (PER). a) Individual of Apis mellifera (Hymenoptera, Apidae) harnessed in a
plastic tube. In the figure we see a toothpick with sucrose solution touching the bee s antenna, which triggers the innate
response of proboscis extension. b) Basic scheme of the PER conditioning protocol procedure based on Matsumoto et al.
(2012). Conditioning consists in the pairing of four seconds of stimulus presentation (EC; odor; red rectangles) and the
subsequent presentation of the unconditioned stimulus for three seconds (ENC; sucrose; blue rectangles), with one second
overlap. After ten minutes, the same individual goes through a new pairing, and the process can be repeated as many
times the researcher believes it is necessary before the test phase.
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em um local escuro e imido, com temperatura
controlada (Matsumoto et al. 2012). Para controle,
deve-se confirmar que o estimulo é neutro a
abelha, ao comprovar auséncia de respostas ao
EC antes do condicionamento. Também deve-
se quantificar as respostas ao ENC antes e ap0s
0 experimento, para assegurar que o animal
possui a resposta nao condicionada mesmo apds
a manipulacdo. Abelhas que ndo apresentem
REP durante o teste controle ao ENC devem ser
removidas do experimento, uma vez que podem
gerar falsos negativos (Giurfa 2007).

No protocolo bdsico de condicionamento
absoluto de REP a fase de aquisicdo ocorre
da seguinte forma: a abelha imobilizada ¢é
mantida por 25 seg para adaptacdo ao local
do condicionamento, posicionada frente a um
exaustor que impede a acumulacao de odores, no
caso tanto EC quanto feromonios liberados pelo
animal. Ap6s esse periodo, é apresentado o EC ao
animal por quatro segundos com a subsequente
apresentacdo do ENC por trés segundos, com
um segundo de sobreposicdo (Figura 1b). Apds
o pareamento EC-ENC a abelha é mantida por
mais 25 seg no local do condicionamento. Para
um condicionamento de multiplas repeti¢coes, é
recomendado um intervalo entre repeticoes de dez
minutos (Matsumoto et al. 2012). O tempo de cada
etapa € ajustdvel dependendo das condicdes do
laboratério, das perguntas em questao e do modelo
animal escolhido.

Na fase de teste, o intervalo de duracgdo
ap6s o condicionamento depende da pergunta,
que pode testar memorias de curto prazo (i.e.,
imediatamente ap6s o condicionamento), médio
prazo (i.e., apés uma hora do condicionamento,
por exemplo) ou longo prazo (i.e., até 72 horas
apo6s o condicionamento) (Matsumoto et al. 2012).
Para testes apds longos intervalos, o investigador
deve alimentar as abelhas para evitar a morte
por inanicdo. O teste deve ser feito com o EC e ao
menos mais um estimulo novo nao condicionado
anteriormente, apresentados separadamente,
funcionando como um controle para o caso de
a abelha aprender a responder apenas ao EC
(Matsumoto et al. 2012). Respostas ao estimulo
novo podem, no entanto, fornecer evidéncias sobre
generalizacdo (Guerrieri et al. 2005).

Para condicionamento diferencial de REP, os
EC+ e EC- devem ser apresentados um de cada vez,
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com a mesma quantidade de repeticoes, de forma
randomizada. O EC- pode ser a auséncia de solucao
de sacarose, ou ainda, substancias aversivas para
as abelhas. Recomenda-se solucdo concentrada
de cloreto de s6dio (NaCl) nesses casos (Sanchez
et al. 2015). A apresentacao de EC as abelhas, no
caso do condicionamento olfativo, pode ser feita
de forma precisa, com aparelhos controlados por
microcomputadores (Szyszka et al. 2014), o que
permite um melhor controle experimental. Porém,
resultados confidveis também sdo obtidos de
forma mais simples, utilizando seringas contendo
um pedaco de papel filtro embebido em odorante
(Matsumoto et al. 2012).

Abelhas em voo livre

Apesar do protocolo de REP mostrar resultados
consistentes e robustos (Matsumoto et al. 2012),
argumenta-se que ele pode limitar as respostas
comportamentais das abelhas, uma vez que
o animal estd imobilizado. Numa tentativa de
contornar tal problema, experimentos com abelhas
em voo livre podem ser realizados. No entanto,
testes com fragrancias sao dificeis de serem
apresentados nesse protocolo, pois se misturam no
ambiente experimental. Além disso, experimentos
em voo livre também possuem complicagoes,
como a duracdo, podendo uma sec¢ao experimental
ser bem mais longa em comparagdo ao protocolo
de REP.

O experimento de voo livre é considerado
essencialmente um condicionamento operante, ja
que a abelha deve alterar seu comportamento (i.e.,
visitar o estimulo correto) para obter a recompensa.
No entanto, a associacdo entre EC e ENC nesse caso
é considerada um misto de classico e operante, pois
a abelha pode vincular o EC diretamente ao ENC
(condicionamento classico) e simultaneamente
modificar seu comportamento de escolha entre
diferentes estimulos ao ENC (condicionamento
operante) (Giurfa 2007).

Para o condicionamento em voo livre o
treinamento pode ter inicio de diversas formas
como, por exemplo, com um alimentador contendo
solucdo de sacarose posicionado préximo a
colonia (Figura 2a). A medida que as abelhas
visitem o alimentador, deve-se afastd-lo pouco
a pouco até o local do experimento (Roselino
et al. 2016). O alimentador nao pode conter
estimulos semelhantes aos que serao testados, e
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Figura 2. Treinamento de abelhas em voo livre. a) Alimentador de gravidade posicionado em frente a entrada de uma
colonia de Scaptotrigona aff. depilis (Hymenoptera, Apidae). O alimentador consiste em um copo de vidro com solugio
de sacarose, sobre uma placa de acrilico com vincos por onde as abelhas podem acessar o alimento. b) Abelhas, marcadas
no térax com tinta acrilica, no alimentador de gravidade. ¢) Exemplo de uma flor artificial que pode ser utilizada em
condicionamentos em voo livre. A flor consiste em uma base de acrilico com uma cavidade na qual ¢ colocada a solugdo
de sacarose. Sobre essa base, ¢ posicionado o estimulo, no caso um quadrado de papel cinza, e sobre o estimulo ¢é
posicionada uma lamina de acrilico perfurada. A 1amina deve ser trocada a cada visita e limpa apds o experimento para
evitar a influéncia de possiveis marcas de odor (feromonios) deixadas pela abelha.

Figure 2. Free-flight bee training. a) Gravity feeder placed in front of a nest of Scaptotrigona aff. depilis (Hymenoptera,
Apidae). The feeder consists in a glass cup with sucrose solution over a Plexiglas plate with incisions where bees can
access the food. b) Bees marked with acrylic paint at the thorax visiting the gravity feeder. ¢) Example of artificial flower
that can be used in free-flight conditioning. The flower consists in a Plexiglas base with a cavity in which the sucrose
solution is placed. Over this base, the stimulus is placed (in the example, a gray paper square). A Plexiglas sheet is placed
over the stimulus. This sheet must be replaced after each visit and properly cleaned after the experiments to avoid the
influence of possible odor cues (pheromones) by the bees.
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de preferéncia, neutro quanto a sua coloracao (i.e.,
transparente). Sugere-se utilizar copos de vidro com
solucdo de sacarose entornado sobre uma placa de
acrilico com vincos, permitindo a disponibilizacdo
gradual da solucdo (Figura 2a). O intervalo entre
repeticdes dependerd da distancia do local do
experimento até a entrada da coldnia. Para uma
distancia de 100 m, abelhas motivadas demoram
de dois a dez minutos entre viagens (Giurfa 2007).
Cada abelha deve ser individualizada, por exemplo,
através de marcacdes com tinta atéxica no térax
(Figura 2b), ou tags numeradas aderidas ao térax.

Pode-se realizar tanto condicionamento
absoluto como diferencial com abelhas em voo
livre. No entanto, diferentemente do protocolo
de REP ambos EC+ e EC- sdo apresentados
simultaneamente no teste. J4& o numero de
repeticdes é relativo ao ntimero de viagens da
abelha, e ndo mais ao nimero de apresentacdes do
EC como para o condicionamento de REP. Sugere-
se dez repeticdes de treinamento, com a fase teste
sendo realizada logo apd6s o condicionamento.
Diversos comportamentos podem ser utilizados
como varidvel resposta, como antenacao ou pouso
do animal (Giurfa 2007).

A instalacdo experimental é varidvel, se
ajustando ao desenho experimental (Lehrer et al.
1995, Stach & Giurfa 2005). Aqui explicaremos duas
formas de condicionamento visual existentes. A
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primeira consiste na utilizacao de flores artificiais.
Uma flor artificial pode ser construida em base de
acrilico com cavidade que permita o oferecimento
de solucao de sacarose. Sobre a base, se posiciona
um papel colorido furado e sobre o papel, uma
lamina de acrilico perfurada (Roselino et al. 2016;
Figura 2c). O propésito dessa lamina de acrilico é
evitar o aciumulo de marcas de feromodnio. Assim,
tal lJamina deve ser trocada apés cada visita e toda
a estrutura de acrilico da flor artificial limpa com
alcool ap6s o experimento (Roselino et al. 2016).
Outra instalacao experimental é o labirinto em' Y
(Figura 3). Nesse caso, a abelha € treinada a entrar
em uma camara de dois bracos unidos por um
corredor. O material para confec¢do varia, podendo
ser acrilico ou madeira. No corredor existe uma
abertura a frente de uma porta deslizante, que é
fechada ap6s a passagem da abelha, permitindo
o treinamento individual (Giurfa et al. 2001, Stach
& Giurfa 2005). Geralmente, em apenas um dos
bracos esta o estimulo com recompensa, enquanto
no outro braco, outro estimulo sem recompensa é
apresentado (condicionamento diferencial). Ainda,
paraevitar o uso de pistas quimicas provenientes do
néctar ou polen, na fase de teste, os dois estimulos
(de cada braco) sao apresentados sem recurso
na fase teste. O labirinto em Y permite controlar
a distancia do estimulo ao ponto de decisdo da
abelha, que é o encontro do corredor com os dois

shertura de entrads

porta deslizanie 1

28 5 cm

Figura 3. Exemplo de um labirinto em Y para condicionamento em voo livre. A abelha pode ser treinada a entrar no
labirinto no qual cada brago apresenta um estimulo na parede ao fundo. Geralmente, apenas um dos estimulos recebe a
solugdo de sacarose. A distancia entre os estimulos e a camara de decisdo pode variar, para avaliar o efeito do angulo de
visdo do polinizador no condicionamento. Foto: Paul Marchal. Dimensdes baseadas em Stach & Giurfa (2005).

Figure 3. Example of a Y-maze for free-flight conditioning. The bee can be trained to enter the maze, where each arm
presents a stimulus at the back wall. Usually, only one of the stimuli contains sucrose solution. The distance between
stimuli and the decision chamber can vary, to evaluate the effect of the pollinator s visual angle in conditioning. Photo:
Paul Marchal. Dimentions based on Stach & Giurfa (2005).
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bracos, onde a abelha enxerga simultaneamente
os dois estimulos (Giurfa et al. 1996). A um
angulo de visdo menor (i.e., maior distancia do
animal ao estimulo), as abelhas utilizam apenas o
fotorreceptor verde para identificar um objeto. J&
a uma distancia menor, todos os fotorreceptores
sdo ativados e as abelhas utilizam visdao em cor
para identificar um objeto (Giurfa et al. 1996). Essa
relacdo tem implicacdes diretas em biologia da
polinizacao como sera exposto na préxima secao.

APLICACOES NOS ESTUDOS DE
BIOLOGIA DA POLINIZACAO

Isomeros das fragrancias florais
A fragrancia floral inclui vérios compostos
volateis, com variacdo até entre individuos de
uma populacdo. Por exemplo, muitas orquideas
polinizadas por engano de alimento apresentam
variacdo intraespecifica destes compostos. Parte
dessa variacdo é devida a presenca de isdbmeros
(Salzmann et al. 2007, Dormont et al. 2014), ou seja,
diferentes conformacgdes estruturais ou espaciais
de uma mesma molécula (IUPAC, http://goldbook.
iupac.org). Esta variacdo intraespecifica em flores
polinizadas por engano seria uma estratégia
adaptativa, dificultando aos polinizadores
aprenderem a associar os estimulos florais com a
auséncia de recursos quando a informacao atrativa
é altamente varidvel (Heinrich 1975). Assim, os
polinizadores demorariam mais para aprender a
evitar essas flores, pois teriam que associar todos
os estimulos possiveis a auséncia de recurso. Por
consequéncia, estas flores teriam maior taxa de
visitacdo quando comparadas a outras flores de
engano sem tal variacdo. Dessa forma, diferentes
isdmeros na fragrancia floral poderiam atuar nessa
interferéncia no aprendizado dos polinizadores.
A pergunta primordial é saber se os polinizadores
conseguem diferenciar tais isomeros. Essa foi a
pergunta central do estudo de Aguiar et al. (2018).
Investigando a fragrancia floral de Ionopsis
utricularioides (Asparagales, Orchidaceae), uma
orquidea polinizada por engano de alimento,
Aguiar & Pansarin (2019), encontraram grande
variacdo intraespecifica oriunda, também, da
presenca de isbmeros. Assim, selecionaram quatro
pares de isdmeros presentes nas fragrancias de
orquideas polinizadas por engano de alimento,
incluindo I. utricularioides. Utilizando o protocolo
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de REP testaram a capacidade de discriminacao
entre essas moléculas, que atuaram como EC, por
A. mellifera. Neste caso, o ENC foi a auséncia de
solucdo de sacarose ou solucdo concentrada de
NaCL. Em condicionamento absoluto as abelhas
ndo conseguiram diferenciar a maioria dos
isdmeros. Porém, em condicionamento diferencial,
as abelhas diferenciaram alguns pares de isomeros.
Apesar disso, a taxa de generalizacao entre
estimulos foi muito alta, ou seja, mesmo quando hd
diferenciacdo, as abelhas ainda respondem muito
ao isdbmero treinado como EC-.

Entdo, as abelhas conseguem discriminar pares
de isdbmeros em algumas situagdes experimentais
especificas, mas atendéncia é ocorrer generalizagao
entre essas moléculas (Aguiar et al. 2018). Num
contexto de polinizacdo em condi¢des naturais,
seria dificil para uma abelha discriminar isdmeros e
utilizd-los como preditores da auséncia de recurso.
Como conclusdo, os isbmeros nao contribuiriam
para a variabilidade da fragrancia floral que pode
ser percebida pelos polinizadores.

Mudancga de cor floral

Em muitas plantas ocorre mudanga de cor da flor
ao longo da antese associada a manutencdo de
flores velhas. Estas flores velhas geralmente estao
desprovidas de recurso e ndo sdo visitadas pelos
polinizadores (Weiss 1991, Weiss & Lamont 1997).
Existem duas principais hipéteses ndo excludentes
e associadas para explicar tal fenomeno (Weiss
1991): a hipdtese de longa distancia diz que a
mudanca de cor floral e manutencao de flores
velhas torna o display floral maior e mais atrativo
visto de longe. Ja a hip6tese de curta distancia diz
que, vistas de perto, as diferentes cores direcionam
os polinizadores para as flores novas, diminuindo
as visitas em flores velhas e nao receptivas e
otimizando a polinizacdo. Para corroborar estas
duas hipéteses, as diferentes cores nao devem ser
discriminadas de longe, pois as abelhas poderiam
prever que o maior display ndo significa maior
oferta de recurso, ao mesmo tempo que devem ser
discriminadas de perto.

Essa hipotese foi testada para Tibouchina
pulchra (Myrtales, Melastomataceae), uma
planta que muda a cor floral de branco para rosa,
utilizando-se modelos visuais e experimentos
em laboratério (Brito et al. 2015). Os modelos
mostraram que, independentemente da cor, as



flores possuem alta saturacdo, um parametro
importante para escolha a longas distancias. J&
a curtas distancias elas sdo discrimindveis pelas
abelhas. Em laboratorio, utilizando-se labirinto
em Y, demostrou-se que a longas distancias as
abelhas naive preferem 4arvores artificiais com
retencao de flores velhas que drvores sem retencao
de flores velhas. Situacdo semelhante ocorre a
curtas distancias: as abelhas preferem um display
de flores com cores diferentes que flores com
cores iguais, mas com variacao intrafloral na cor.
Assim, corroboraram-se as hipéteses de longa e
curta distancias para explicar um fenémeno que
ocorre em mais de 250 géneros de plantas (Weiss
& Lamont 1997).

Estimulos complexos

As flores geralmente apresentam atrativos
complexos, seja por meio de sinais multimodais
(e.g, cor e odor) ou multicomponente (e.g,
formato, tamanho e cor) (Melo et al. 2018). Porém,
o forrageamento das abelhas quando na presenca
de atrativos complexos é pouco entendido. Sera
que determinadas combinacgbes (e.g., estimulo
visualmente saliente + odor; estimulo menos
saliente + odor, e assim por diante) sdo redundantes
ou tém efeito aditivo sobre os visitantes florais?

A maioria dos estudos se concentra apenas em
modalidades sensoriais simples para compreender
o papel da cognicdo dos polinizadores e prever
o comportamento de forrageio. Mas, para
entender como as abelhas lidam com situacdes
de complexidade do sinal, o papel de sinais florais
complexos deve se tornar parte do desenho
experimental. Este foi um dos objetivos do
estudo de Telles et al. (2017). Os pesquisadores
exploraram o papel de sinais florais complexos,
multimodais (i.e., cor + odor) e multicomponentes
(i.e., cor + tamanho), no forrageamento de um
polinizador generalista (B. ferrestris). Para tal,
utilizaram protocolo de voo livre: as abelhas eram
condicionadas a forragear em uma caixa de voo (5
m x 2,5 m) em condicdes seminaturais, no que se
refere a iluminacdo e a complexidade do plano de
fundo onde os estimulos eram apresentados.

De todos os estimulos considerados no
estudo, a cor foi o que influenciou fortemente o
comportamento de forrageamento das abelhas
(Telles et al. 2017). Apesar da ideia de que o
sistema sensorial dos polinizadores e os sinais
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florais funcionam sinergicamente para aumentar a
deteccao de estimulos e a constancia de visitas, os
individuos testados no estudo nem sempre fizeram
uso dos sinais complexos. O desempenho das
abelhas procurando por flores menos conspicuas
(i.e, vermelhas UV-absorventes) melhorou na
presenca de odor, enquanto a frequéncia de visitas
a flores conspicuas (i.e., azul) na presenca de odor
nao diferiu do tratamento usando as mesmas flores
na auséncia de odor. Assim, quando o estimulo é
visualmente saliente, a presenca de um segundo
sinal sensorial (i.e, odor) torna-se irrelevante
(Telles et al. 2017).

NOVAS ABORDAGENS
Ainda que abordagens cléassicas de
condicionamento sejam eficientes para entender os
processos cognitivos das abelhas, novas propostas
tém aprimorado os experimentos. Uma das
dificuldades para realizar o protocolo de resposta
de extensdo de probdscide (REP) é a aparelhagem
necessdria em laboratdrio, a qual é dispendiosa e
ocupa espaco. Além disso, a necessidade de manter
as abelhas em coldnias reduz a diversidade de
espécies que podem ser utilizadas. Muth ef al.(2018)
propdem um novo condicionamento visual de REP
de baixo custo em campo com abelhas selvagens.
Nesse trabalho, abelhas coletadas em seu ambiente
natural foram posicionadas individualmente
dentro de um tubo de acrilico, onde podiam
caminhar livremente. No tubo foi inserida uma tira
de papel colorida (EC) embebida em solucao de
sacarose (ENC), e a abelha podia dirigir-se até a tira
e estender a prob6scide para provar a recompensa.
Em condicionamento absoluto a abelha foi
apresentada a cinco repeticdes e cinco minutos
apo6s a ultima repeticao foram inseridas duas tiras
de cores diferentes sem ENC, sendo uma das cores
o EC. Pode ser realizado também condicionamento
diferencial em que EC+ e EC- sdo apresentados
em repeticdes separadas. As abelhas escolheram
preferencialmente o EC, compativel com resultados
obtidos com o protocolo classico de REP.

Em condicionamento de voo livre, as abelhas
conseguem complexas de
discriminacdo de estimulos visuais, porém nao é
possivel explorar as bases neurofisiolégicas como
se faz em abelhas imobilizadas (Avargues-Weber
& Mota 2016). No entanto, abelhas imobilizadas

realizar  tarefas
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nao possuem boa performance de discriminacao
visual no protocolo cldssico de REP (Avargues-
Weber & Mota 2016). Buscando superar estas
limitagdes, Buatois et al.(2017) desenvolveram um
equipamento e protocolo de condicionamento
visual em que aabelhaficaimersaem umarealidade
virtual. Nesse protocolo, a abelha fica presa por
um fio aderido ao seu térax e é posicionada sobre
uma esfera de isopor suspensa por um fluxo de
ar. A abelha pode andar livremente rolando a
esfera e esse movimento é capturado por sensores
conectados a um equipamento que projeta os EC+
e EC- sobre uma tela. Conforme a abelha anda
sobre a esfera, os sensores atualizam a posicao dos
estimulos na tela, criando um ambiente imersivo.
Se as abelhas andam em direcao ao EC+ até que
ele fique no centro da tela, elas recebem a solucao
de sacarose. Os resultados foram semelhantes aos
obtidos utilizando labirinto em Y (Buatois et al.
2018), com a vantagem que abelhas parcialmente
imobilizadas podem ser utilizadas em anélises
neurofisiolégicas.

CONCLUSAO

Asabelhassao capazesderealizar tarefas complexas,
importantes no reconhecimento e aprendizado
de fontes de alimento em seu ambiente natural.
Devido as facilidades de treinamento, foi possivel
desenvolver diversos protocolos e equipamentos
para o capacidades cognitivas
importantes para o processo de polinizagdo. Cada
protocolo tem suas vantagens e desvantagens, e
estdo sendo constantemente aprimorados com o
surgimento de novas tecnologias e informacoes a
respeito da cognicdo das abelhas. Nesta revisao,
buscamos trazer conceitos bdsicos dos estudos
cognitivos usando esses insetos como modelos,
como uma primeira leitura para entrar em contato
com esse campo em plena expansdo. Quando
tratamos de biologia da polinizacao, é importante
ter em mente que os polinizadores ndao percebem
as flores como os humanos. Assim, os experimentos
cognitivos sdo a melhor maneira de entender como
um polinizador percebe, aprende, memoriza e usa
essa informacdo para tomar suas decisoes. Dessa
forma, é importante que o pesquisador aprenda
a treinar a sua abelha e, portanto, entenda o
processo de polinizagdo pelos “olhos e narizes” do
polinizador.

estudo das
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