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Resumo:

Estudos sobre a aprendizagem olfativa em abelhas (Apis mellifera L.) sdo predominantes nas
operarias. Neste estudo, utilizou-se o condicionamento cléssico da extensdo da probdscide (PER)
para avaliar o efeito de 5 odores como estimulos condicionantes (EC). Foram utilizados dez grupos
de 20 zangdes (A. mellifera L.) cada. Os estimulos condicionantes foram Citral, Hexanal, Geraniol,
cera de abelha em favo e cera de abelha alveolada. Além da aquisicdo de aprendizagem, mediu-se a
persisténcia do condicionamento quando o estimulo incondicional (El) ndo foi mais oferecido (i.e.
extincdo). O intervalo entre testes, o tempo de apresentacdo de EC e EI foram10 minutos, 2
segundos e 3 segundos, respectivamente. Os zangOes foram capazes de demonstrar
condicionamento e armazenamento de informacédo. Citral, Hexanal e cera de abelha foram os
estimulos mais eficientes no condicionamento classico (CC) com zangdes.

Palavras-chave: abelhas; condicionamento cléssico; odores.

Abstract:

Studies on the olfactive learning in honey bees (Apis mellifera L.) are predominantly performed
with worker bees. In this study, we used the classical conditioning of proboscis extension (PER) to
evaluate the effectiveness of 5 scents as conditioned stimuli (CS). Ten groups of 20 drones (A.
mellifera L.) each were used. The conditioned stimuli were the odors of Citral, Hexanal, Geraniol,
beeswax (comb), and beeswax (foundation sheet). In addition to the acquisition of learning, we
measured the persistence of conditioning when the unconditioned stimulus was no longer presented
(i.e., extinction). The intertrial interval, the CS duration and US duration were 10 min, 2 sec, and 3
sec, respectively. The drones were able to demonstrate conditioning and storage of information.
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Citral, Hexanal, and beeswax (comb) were the most efficient stimuli in classical conditioning with
drones.
Keywords: bees; classical conditioning; odors.
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Introducéo

A aprendizagem associativa com abelhas € um processo rapido e tenaz em que a memdoria, uma vez
induzida por um teste Unico de aprendizagem, pode durar alguns dias”. A aplicacdo préatica do
condicionamento classico requer frequentemente um levantamento de eventos que reforcam o
individuo. O reforgo, neste caso, nada mais é do que o pareamento de um dado estimulo. E possivel
demonstrar o reforco condicionando mais rapidamente com estimulos que possam ser controlados.
Os eventos observados que servem de reforcadores sdo de dois tipos: 1) apresentacdo de alguma
coisa, como por exemplo: alimento (dgua), que por sua vez é denominado de reforco positivo; 2)
remocao de alguma coisa, como por exemplo: luz muito brilhante, calor ou frio extremos ou, ainda,
um choque elétrico, que se denominam reforcos negativos. Assim, para se avaliar a extensao total
da mudanca ocasionada pelo reforgco, é preciso investigar os efeitos de um grande ndmero de
estimulos.

Estudos de condicionamento classico (CC) em abelhas sdo predominantes com operarias, tanto em
experimentos em laboratério®®, como em testes em campo®®. Em relagio a aspectos praticos de
CC em zangdes, destaca-se a relevante contribuicio de Silva et al.(”, no uso destes na deteccéo de
cera de abelha adulterada. A intima relacdo da abelha com a cera durante toda a sua vida na colmeia
a torna um potente estimulo em estudos de CC.

Nesse contexto, a cera (alveolada e favo) constitui-se em um elemento com grande potencial para
fazer parte do rol dos estimulos olfativos mais utilizados (Hexanal, Citral e Geraniol) em
experimentos de condicionamento da probdscide com abelhas (europeias e africanizadas). O
proposito desses experimentos, portanto, é prover dados sobre o condicionamento classico da
extensdo da probodscide (PER) em zangdes de abelhas africanizadas (Apis mellifera L.). No
procedimento de PER, um estimulo olfatério (conhecido como estimulo condicionante EC) é
pareado com a alimentacdo de sacarose (conhecido como estimulo incondicionante EI) e, depois de
varios pareamentos EC-EI, a probdscide é estendida durante a apresentagcdo do EC, porém antes da
aplicacdo do El. O paradigma PER tem se tornado padrdo na analise de aprendizado em abelhas®
embora, recentemente, problemas com o procedimento tenham sido reportados®9.

A anélise racional por tras desse experimento é dupla. Primeiro, objetivou-se completar a analise
comparativa do aprendizado em abelhas africanizadas. Em experimentos anteriores realizados no
LA/UFPB com abelhas operarias constatou-se a primeira evidéncia de condicionamento cléssico e
aprendizado discriminativo em abelhas operarias africanizadas [AOA]® e, mais interessante,
sugeriu-se que possa existir uma diferenca entre subespécies na habilidade de aprendizagem entre
AOA e abelhas operérias europeias [AOE]. Essa sugestdo recentemente recebeu apoio de um
laboratério independente que também encontrou que AOA aprendem “menos” que AOE(?. O

Cienc. anim. bras. v. 16, n. 1, p.14-23, jan./mar. 2015



16 AQUINO, I.S. et al.

mesmo laboratdrio deste estudo também proveu dados demonstrando que a rainha de AOA podem
também aprender a associar um EC e El usando o paradigma PER®.

Existem poucos estudos sobre o aprendizado de zangdes de abelhas europeias [ZAEs] e séo
embrionarios os estudos com zangdes de abelhas africanizadas [ZAAs]; destacam-se, apenas, 0S
trabalhos sobre a habilidade de zangdes africanizados em detectar cera de abelha adulterada™ e
acerca do comportamento nutricional de zangdes (africanizados) em diferentes tempos de jejum®®.
Os estudos sobre zangdes europeus foram desenhados para examinar a hereditariedade de
condicionamento em abelhas operarias e proveram evidéncias convincentes que zangdes podem
aprender*®_ Recentemente, usando-se a técnica de condicionamento aversivo em que zangdes sio
confinados em uma caixa de transporte®®, relatou-se que, em tarefas de escape e punicdo, abelhas
operéarias superam zangdes. Esse experimento é Gnico em que ambos zangfes e operarias foram
testados sob os mesmos protocolos experimentais e condigdes ambientais.

O segundo raciocinio por tras desses experimentos ¢ que ele prepara o “palco” para o estudo da
relacdo entre a sociabilidade e a aprendizagem entre as abelhas africanizadas. As abelhas operarias
(fémeas) sdo altamente sociais em contraste com 0s zangdes (machos) que sdo mais “solitarios”.
Evidéncias tém demonstrado que existe uma correlacdo positiva entre o papel socio-
comportamental e mudancas na arquitetura do cérebro®®). A arquitetura do cérebro ¢ influenciada
pela idade, tarefa e experiéncia. Plasticidade socialmente mediada pela corpora pedunculata (CP)
de fémeas tém sido observada na transicdo induzida por idade a partir de tarefas dentro da colonia
por abelhas nutrizes para tarefas mais complexas como forrageamento®. Mudancas semelhantes na
CP tém sido observadas em machos a medida que eles comecam seus voos de orientacdo e
acasalamento?’. Todos os trabalhos até entdo relatados tém sido com abelhas europeias. O estudo de
sociabilidade e aprendizado em abelhas africanizadas ndo pode ser feito até que a amplitude do
aprendizado em zangdes (africanizados) seja conhecida.

O proposito deste trabalho, portanto, foi investigar a eficacia de aquisicao destes distintos estimulos
condicionantes em zangdes (A. mellifera L.) adultos e verificar se zangbes com um dia de vida tém
a habilidade de aprender.

Material e Métodos

Este estudo foi realizado no Laboratério Apicola (LA) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB),
Campus I11. Foram capturados 320 zangdes africanizados (Apis mellifera L.) [200, Experimento 1;
120, Experimento 2] no apiario pertencente ao LA da UFPB.

Os zang0es foram coletados do interior da colmeia as 15:00h do dia anterior aos testes. Utilizaram-
se tubos de metal (3,5 cm x 1,0 cm de didmetro), feitos com antena de TV, para acondicionamento
dos zangdes. Cada zangéo foi colocado individualmente em cada tubo; utilizou-se fita adesiva (Duct
Tape - Scotch™) com 3 mm de espessura para segurar cada animal na regido entre a cabeca e 0o
torax. Os zang@es foram alimentados com solucdo de sacarose (1:1) através de fitas de papel filtro
embebidas da solugéo, até o saciamento. Os testes foram realizados a partir das 6h30m da manha
seguinte. Para o uso da cera de abelha em favo e cera de abelha alveolada como ECs, estas foram
colocadas previamente dentro de seringas plasticas de 20cc dias antes ao uso para se obter uma
melhor concentracdo do odor no interior da seringa.
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No Experimento 1, realizado com zangfes adultos, os individuos foram divididos em 10 grupos
com 20 individuos cada. Para os animais dos grupos 1-5, os ECs consistiram de Geraniol (Sigma®,
produto quimico nimero G-5135), Hexanal (Sigma®, produto quimico nimero H-9008), Citral
(Sigma®, produto quimico nimero C-1645), odor de cera de abelha em favo e, também, odor de
cera de abelha alveolada, respectivamente. Cada um dos 5 grupos pareados teve um grupo controle
ndo pareado (grupos 6-10). Os animais do grupo pareado receberam 12 tentativas pareadas de EC,
seguido por 12 tentativas de extincdo em que o EIl era omitido. O proposito das tentativas de
extin¢do foi determinar se a persisténcia estaria relacionada ao tipo de EC utilizado no treinamento.
Os intervalos entre teste, de EC-EI e a duragcdo do EI foram: 10 min, 2s e 3s, respectivamente. Os
animais dos grupos ndo pareados receberam apresentacdes de EC-EI usando-se a sequéncia contra-
balanceada: EC EIEIECEIECECEIECEIEIECEIECECEIECEIEIECEIECECEI; 0
intervalo entre tentativas foi de 5 min e a duragdo do EC e a duragdo do EIl foi de 2 e 3s,
respectivamente, segundo metodologia de ABRAMSON et al.?). Os animais foram colocados em
pelotbes, sendo que cada qual continha animais para 10 grupos. A coleta de dados terminou quando
cada individuo recebeu 20 apresentacdes. A probabilidade resposta [P(REP)] foi calculada na forma
padréo:

Nimero de abelhas respondendo

P(REP) =
( ) Niimero de abelhas do teste

A andlise de variancia (ANOVA) foi efetuada para as varidveis tentativas, grupo, estimulo,
aquisicao e extingéo.

No Experimento 2, os zangdes tinham um dia de vida. Foram coletados quadros de ninho com
células operculadas de zangdes em fase de emergéncia das colmeias do LA/UFPB. Esses favos
foram colocados em uma colmeia de vidro e conduzidos para o interior do LA. Para este teste foram
utilizados 120 zangBes com um dia de vida e 120 adultos.

Os mesmos instrumentos do Experimento 1 foram utilizados, acrescentando-se uma colmeia de
vidro para observacdo do momento exato do nascimento dos zangdes.

Os zangbes foram selecionados imediatamente ap6s a emergéncia das células. Estes foram
acondicionados em tubos de metal e divididos em trés grupos distintos, contendo 20 individuos
cada, e treinados usando-se 0 mesmo método ja descrito no experimento anterior. Os estimulos
condicionados foram: Hexanal, cera de abelha e agua (estimulo da antena). Quanto ao estimulo da
antena, este foi incluido para promover um EC qualitativamente diferente dos demais odores e por
ja ter sido testado com abelhas operarias. Para cada grupo pareado foi usado um grupo ndo-pareado
como testemunha. Para todos os grupos foram realizadas 12 tentativas de aquisicdo e 12 de
extin¢do. O EIl usado foi uma solucéo de mel (1:1), por 2 segundos, com intervalo entre teste de 10
minutos.

Resultados e Discussao

No Experimento 1, observou-se que, quando o El foi omitido durante a extin¢do, a resposta dos
animais aos ECs de Geraniol, cera em favo e cera alveolada declinou (Figura 1); ja para o Citral e
Hexanal ndo houve declinio. Abramson et al.®?, expondo abelhas operarias africanizadas a estas
mesmas condicbes experimentais, verificaram que as abelhas apresentaram aquisi¢cdo quando 0s
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ECs e Els sdo devidamente pareados e, ap6s omissdo do El (fase de extincdo), estas vao reduzindo
as respostas ao EC gradativamente. A ANOVA produziu efeito significativo de Tentativas F(3,24),
p=0,000. Houve, também, efeito significativo quando da interacdo Grupo vs. Estimulo F(20,8672),
p=0,000. ANOVAs separadas foram realizadas para comparar a fase de Aquisicdo vs. Extincéo.
Estas revelaram efeito significativo para a fase entre os estimulos condicionados de Citral
F(14,1997), p=0,000; Hexanal F(8,1163), p=0,05; cera em favo F(5,5659), p=0,020 e cera alveolada
F(10,1042), p=0,002. J& para o EC de Geraniol ndo houve efeito significativo F(0,3593), p=0,550.
A aquisicéo apresentou-se melhor para os odores de Citral, Hexanal, cera em favo e cera alveolada.
Observou-se que, durante a fase de extingdo, a taxa de declinio caiu em 3 dos 5 grupos. Os ECs de
Hexanal e Citral ndo mostraram declinio. O Geraniol, todavia, apresentou declinio mais rapido do
que a cera favo e a cera alveolada. O comportamento durante a fase de extin¢do é o resultado do
condicionamento que o antecedeu e, desta forma, a curva de extingdo revela o efeito do reforco.
Smith e Menzel®” e Bhagavan e Smith® consideram a resposta condicionada dependente dos
estimulos (odores) usados no condicionamento, os quais podem elucidar uma resposta apetitiva
muito mais intensa do que outros quando submetidos a um processo semelhante de
condicionamento. Respostas semelhantes ja foram encontradas em abelhas operérias europeias™?,
as quais demonstraram respostas distintas a varios odores.
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Figura 1: Proporcoes médias de zangdes (Apis mellifera L.) respondendo aos varios ECs (citral, hexanal,
geraniol, cera em favo e cera alveolada) durante testes de aquisicdo (fentativas 1 a 12) e extingédo (tentativas
13 a14).

Os resultados do experimento 1 mostram que zangdes adultos confinados podem aprender a
associar a EC e El, porém a forgca do relacionamento é influenciada pelo tipo de EC usado. O
melhor desempenho obtido foi com o EC de Citral e Hexanal e o pior EC foi o de cera alveolada,
cera em favo e Geraniol (Figura 1). O desempenho de zangdes africanizados adultos em situacGes
de PER sdo contrastantes com a de zangbes europeus adultos. Pesquisas'*229) mostram
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aprendizado robusto semelhantes aos demonstrados por operérias europeias; todavia, em situagdes
de condicionamento aversivo, operarias superam zangdes®.

O nivel assint6tico do desempenho de zangdes africanizados é semelhante ao encontrado em
abelhas operéarias africanizadas®® raramente alcancam 70% da amostragem de aprendizado em
situacbes de PER. N&o é conhecido o que zangbes africanizados fariam em situacbes de
condicionamento aversivo tais como escape, punicdo e retirada®®. E interessante observar que o
desempenho de abelhas rainhas africanizadas € semelhante ao de operéarias e zangdes europeus. A
maioria das abelhas rainhas africanizadas demonstraram aprendizado na associa¢cdo de EC com
alimento®. E 6bvia a necessidade de se realizarem mais pesquisas com zangdes africanizados. Por
exemplo, seria de grande interesse a conducdo de uma variedade de experimentos com zangdes
africanizados nos tépicos de aprendizado discriminatério, aprendizado inibitdrio e condicionamento
aversivo. Tais estudos colocariam o fundamento para estudos analiticos sobre a relagdo entre
sociabilidade e aprendizado em abelhas africanizadas.

No Experimento 2, observou-se que zangbes com um dia de vida exibiram um certo aprendizado
(Figura 2), mas cerca de 40% dos zangdes responderam a cera em favo logo na primeira
apresentacdo (mesmo antes de ser pareado com um EI). Além disso, a medida que o treino
progrediu, 0 nimero de respostas ao EC decresceu. Tal padrdo de respostas sugere que ndo ha
aprendizado, mas, ao invés disso, zangdes com um dia de vida sdo sensibilizados pelo odor da cera
em favo e ao longo do curso das repetidas apresentacdes habituaram com a sua presenca.
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Figura 2: Proporc¢io de animais (zangdes com um dia de vida versus zangdes adultos) respondendo a 12

treinos pareados de EC-EL, durante 12 tentativas de aquisicdo € 12 de extin¢do. A prova de extingdo ocorreu
a partir da 13* tentativa, em que o EI foi omitido (EC: cera em favo).
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Hexanal
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Figura 3: Proporcdo de animais (zangdes com um dia de vida versus zangdes adultos) respondendo a 12
treinos pareados de EC-EL durante 12 tentativas de aquisi¢do e 12 de extin¢do. A prova de exting¢do ocorreu
a partir da 132 tentativa, em que o EI foi omitido (EC: hexanal).

Quando oferecidos Hexanal como EC, os zangbes com um dia de vida ndo mostraram
aprendizagem (Figura 3). Entretanto, quando os animais receberam estimulo com agua (ha antena),
houve um desempenho surpreendentemente melhor que os outros estimulos, demonstrando uma
performance gradativa de aprendizagem em 85% (Figura 4). A ANOVA revelou, contudo, ndo
haver diferencas entre 0s grupos, 0s quais ndo apresentaram diferencas significativas produzindo
F(0.0016), p=0.698. Também ndo verificou-se diferenca para a interacdo Tratamento vs. Grupo
F(0.2573), mas observou-se haver diferencas significativas para Tratamento com F (16.0426) p =
0.000.

Os resultados desses experimentos com zangdes africanizados sugerem que eles podem aprender
uma simples associagdo entre um odor e alimento e isso é consistente com pesquisas prévias com
zangBes nio-africanizados?. Deve ser observado, contudo, que as curvas de aprendizado de
zangOes africanizados sdo, em geral, mais baixas que as encontradas para zangdes n&o-
africanizados, dados consistentes com as baixas curvas de aprendizado encontradas com abelhas
operérias africanizadas®. Se tal diferenca entre os zangdes africanizados e ndo-africanizados revela
uma diferenga de subespécie isso s pode ser determinado através de experiéncias comparativas sob
as mesmas condi¢fes ambientais e experimentais. Também € interessante notar que nem todos 0s
estimulos condicionados usados em nossos experimentos produziram bom condicionamento. No
Experimento 1, Hexanal e Citral produziram resultados estaveis, mas Geraniol, cera em favo ou
alveolada, quando usados como estimulos condicionantes, ndo. Os resultados com Hexanal foram
replicadas no Experimento 2 (Figura 3).
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Figura 4: Proporcdo de animais (zangdes com um dia de vida versus zangdes adultos) respondendo a 12
freinos pareados de EC-EL durante 12 tentativas de aquisicdo e 12 de extingdo. A prova de exting¢do ocorreu
a partir da 132 tentativa, onde o EI foi omitido (EC: 4gua).

Os experimentos com o aprendizado de zangfes com um dia de vida sdo ambiguos. Dos estimulos
condicionados testados, apenas a estimulacdo de agua na antena forneceu alguma evidéncia para a
aprendizagem e, mesmo assim, o desempenho foi instavel. Em contrapartida, o desempenho de
zang0es adultos foi consistente com a interpretacdo de aprendizagem. Quando zangdes com um dia
de vida e zangdes adultos foram expostos a um estimulo condicionado de cera em favo, houve
alguma melhora para os zangbes com um dia de vida nas tentativas 1 e 2. Porém, deve ser
observado que guase metade dos zangbes com um dia de vida responderam a cera em favo antes de
qualquer pareamento com um EI. Além disso, a medida que as tentativas de treinamento com cera
em favo progrediram, os zangGes com um dia de vida tornaram-se menos sensiveis ao contrario dos
zangOes adultos que aumentaram suas respostas aos ECs com o progresso dos treinamentos. Em
muitos aspectos, as curvas dos zangbes com um dia de vida sugerem que eles estdo habituando-se
ou adaptando-se ao odor da cera em favo. O fraco desempenho de zangdes com um dia de vida ao
Hexanal (Figura 3) é semelhante ao que foi observado no trabalho anterior com abelhas operarias
com um dia de vida®V.

O estudo do comportamento adaptativo de zangdes africanizados estd apenas comecando.
Claramente, mais estudos precisam ser realizados utilizando-se diferentes paradigmas e diferentes
estimulos. Recentemente, a confiabilidade do paradigma de condicionamento da proboscide tem
sido questionada®!? e isto levou ao desenvolvimento de novos paradigmas. Um dos mais novos
paradigmas utilizados com zangdes é o condicionamento aversivo em que estimulos aversivos,
como choque é usado ao invés de estimulos apetitivos para estudar fuga, punicdo e anulacdo de
aprendizagem@. A aplicagdo de novos paradigmas de aprendizagem para o estudo do
comportamento zangao é esperado para fornecer novos entendimentos.
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Conclusodes

Os resultados desta pesquisa com zangdes africanizados (Apis mellifera L.) submetidos a testes de
PER, permitem concluir que zangdes sdo capazes de demonstrar condicionamento e armazenagem
de informacdo quando submetidos a diferentes estimulos condicionantes em testes de
condicionamento classico (CC); odores de Citral, Hexanal e cera de abelha em favo podem ser
usados como EC em CC com zang0es; o desempenho de zangfes com um dia de vida é pobre
(aprendizagem instavel) em relacdo a zangdes adultos quando o EC ¢ ‘toque nas antenas com agua’;
e condicionamento ndo foi demonstrado em zangfes com um dia de vida quando se utilizou
Hexanal com EC, diferentemente do que ocorre em zangdes adultos usando o mesmo odor.
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