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RESUMO

A fototaxia positiva € uma resposta comportamental de orientacdo em direcdo a luz
presente em diversos animais. Considerada um comportamento inato e geralmente
estereotipado, pouco se sabe ainda sobre o0s processos neurais envolvidos nesta resposta. A
abelha Apis mellifera apresenta forte fototaxia positiva, presente em situacdes como a saida da
colmeia, o0 escape, a decolagem de flores e a navegacgédo. Estudos demonstraram que as reacoes
fototéticas da abelha sdo ativadas por luzes em uma ampla faixa do espectro compreendido
entre o ultravioleta (UV) e o verde-amarelo. Diferente da visdo de cores, que permite diferenciar
comprimentos de onda independentemente de sua intensidade, a atracdo fototatica de abelhas
parece depender principalmente da intensidade luminosa, sem evidéncias claras de
processamento cromatico. Enquanto a ampla sensibilidade espectral da fototaxia positiva do
UV ao verde sugere a participacdo dos trés tipos de fotorreceptor de abelhas (S, M e L - com
picos de absorcdo em ~350 nm, ~440nm e ~535nm), a aparente falta de processamento
cromatico levou alguns autores a sugerirem a possibilidade de que nem todos os fotorreceptores
estejam envolvidos nesta resposta comportamental. Além disso, ndo sabemos como duas vias
neurais paralelas originadas de dois tipos de 6rgdo visual presentes em abelhas, os olhos
compostos e 0s ocelos, participam e interagem nesta resposta visuomotora. Esta tese buscou
preencher estas lacunas através de analises das trajetorias fototaticas desencadeadas por luzes
monocromaticas seletivas para cada tipo de fotorreceptor (S, M ou L), apresentadas no escuro
em diferentes niveis de irradiancia para abelhas submetidas aos seguintes tratamentos: 1- olhos
compostos ocluidos, 2- ocelos ocluidos, 3- nenhuma oclusdo (controle). O espectro de cada
estimulo foi calibrado de forma precisa por espectroradiometria. As imagens gravadas no
escuro por camera de infravermelho foram analisadas em MATLAB, sendo extraidas as
seguintes métricas de cada trajetoria realizada pela abelha em direcdo ao estimulo luminoso em
uma arena circular: distancia, tempo, angulo de desvio/frame. Diferentes comprimentos de
onda, estimulando diferentes canais fotorreceptores da abelha, modularam de forma distinta a
resposta de fototaxia em cada grupo experimental. A irradiancia luminosa também influenciou
parametros motores da resposta fototatica, sendo esta modulagao significativamente diferente
entre distintos comprimentos de onda. Além disso, ficou clara na analise de todos os parametros
a participacio diferenciada das vias Ocelar e Optica na orientacio fototatica positiva de abelhas.

Também realizamos experimentos em labirinto Y utilizando estimulos luminosos



monocromaticos e policromaticos em testes de orientacdo fototatica a fim de comparar o tipo
de processamento fototatico em cada via. Nossos resultados sugerem que a fototaxia em abelhas
Apis mellifera apresenta processamento linear e ndo-linear, havendo particularidades no
processamento neural de cada via visual. A via Optica apresenta processamento linear e n&o-
linear, sendo a faixa espectral relacionada ao tipo de processamento e a via Ocelar apresenta

marjoritariamente processamento ndo-linear.

Palavras-chave: fototaxia, fotorreceptores, via Optica, via Ocelar, Apis mellifera



ABSTRACT

Positive phototaxis is a behavioral response of orientation towards light which is present
in many animals. Considered an innate and usually stereotyped behavior, little is known about
the neural processes underlying such response. The honeybee, Apis mellifera, presents strong
positive phototaxis during situations such as leaving the hive, escaping, taking off from flowers
and navigation. Previous studies have shown that the phototactic response of bees is activated
by lights within a wide range of the spectrum between ultraviolet (UV) and yellow-green.
Unlike color vision, which allows differentiating the wavelengths regardless of their intensities,
the phototactic attraction of bees seems to depend mainly on light intensity, with unclear
evidence for chromatic processing. While the broad spectral sensitivity of the positive
phototaxis from UV to green suggests the participation of all three types of bee’s photoreceptors
(S, M and L - with absorption peaks at ~350nm, ~440nm and ~535nm), the apparent lack of
chromatic processing has led some authors to suggest the possibility that not all photoreceptors
are involved in this behavioral response. In addition, we do not know how two parallel neural
pathways originating from two types of visual organs present in bees - the compound eyes and
the ocelli - participate and interact in this visuomotor response. Our aim was to fill those gaps
through analysis of the phototactic trajectories triggered by monochromatic lights selective for
each type of photoreceptor (S, M or L), presented in the dark at different levels of irradiance to
bees submitted to the following treatments: 1- compound eyes occluded, 2- ocelli occluded, 3-
no occlusion (control). The spectrum of each stimulus was precisely calibrated by
spectroradiometry. The images recorded in the dark by an infrared camera were analyzed in
MATLAB, and the following metrics were extracted from each trajectory performed by the
bees toward the light stimulus in a circular arena: distance, time, deviation angle/frame. Distinct
wavelengths, stimulating different photoreceptor channels of the bees, differently modulated
the phototactic response in each experimental group. Light irradiance also influenced some
motor parameters of the phototactic responses and this modulation was significantly different
between different wavelengths. We also performed Y-maze experiments using monochromatic
and polychromatic light stimuli in phototactic orientation tests in order to compare the type of
phototactic processing in each pathway. Our results suggest that phototaxis in Apis mellifera
bees presents linear and non-linear processing, with particularities in the neural processing of

each visual pathway. The optical pathway presents linear and non-linear processing, with the



spectral range related to the type of processing and the ocellar pathway mainly presents non-

linear processing.

Keywords: phototaxis, photoreceptors, optical path, ocellar pathway, Apis mellifera
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Percepcéo e orientacao visuoespacial

A orientagdo visuoespacial desempenha um papel crucial para a sobrevivéncia dos
animais, auxiliando-o0s a navegar no meio ambiente, cacar, reproduzir e escapar de predadores.
Muitos animais desenvolveram adaptacdes notaveis para aprimorar sua capacidade de perceber
e compreender o ambiente ao seu redor (Able, 1980). Um exemplo € a migracao de aves, um
fendmeno que envolve uma notével orientacdo visuoespacial. As aves possuem mecanismos
complexos para captar informagdes direcionais por meio do sol, estrelas, campos
geomagnéticos e padrdes de luz polarizada para tracar suas rotas por longas distancias (Baker,
1984; Moore, 1987). Alguns peixes se orientam usando o e-vetor da luz linearmente polarizada
(Forward e Waterman,1973; Waterman e Aoki, 1974) e magnetopercepgdo (Putman et al.,
2014, Bottesch et al., 2016; Mannino et al., 2023). Alguns insetos, como abelhas e formigas
por exemplo, também se orientam no espaco por meio da magnetopercepcao e padrées de luz
polarizada (\VVon Frish, 1949,1967; Duelli e Wehner,1973, Walker e Bitterman, 1985, Mannino
et al., 2023).

A orientacdo visuoespacial permite que 0os animais se relacionem com o mundo, de
modo a desenvolver determinados comportamentos tipicos para aprimoramento de suas
capacidades para sobreviver. Os comportamentos visuais nos animais podem ser divididos em
duas amplas categorias: inatos e aprendidos. Essas duas formas de comportamento
desempenham papéis distintos na adaptacdo e sobrevivéncia das espécies. Comportamentos
visuais inatos sdo aqueles que os animais realizam de maneira automatica e sem a necessidade
de aprendizado ou experiéncia prévia. Esses comportamentos muitas vezes sdo determinados
geneticamente e estdo presentes desde o nascimento (Anholt, 2020). Um exemplo classico é o
efeito “imprinting”, descrito por Konrad Lorenz em 1935, no qual pintinhos ao eclodirem dos
0VO0S Seguem o0 primeiro ser que se movimente em seu campo de visdo. Estimulos visuais podem
causar fuga ou congelamento em varios animais, como por exemplo ratos (Yilmaz e Meister,
2013) e caranguejo (Tomsic et al., 2017). A motivagédo para a busca por recursos também é
considerada um comportamento inato, sendo encontrado semelhanca de estratégias de busca
em varios animais, no entanto tal tarefa também envolve contextos de aprendizagem (Lopez et
al., 2019).
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Por outro lado, os comportamentos visuais aprendidos sdo aqueles que os animais
adquirem ao longo de suas vidas por meio de experiéncia e interagdo com o ambiente. Esse tipo
de comportamento é frequentemente flexivel e adaptativo (Rampon e Tsien, 2000). Por
exemplo, muitas espécies de passaros jovens aprendem a reconhecer os cantos de seus pais,
bem como reconhecer parceiros e encontrar alimentos (Thorpe, 1951; Kojima e Doupe, 2007).
Animais sociais, como macacos e golfinhos, podem aprender a interpretar e usar sinais visuais
para se comunicar com membros de seus grupos sociais (Herman et al., 1984; De Waal, 2003).
Esses comportamentos visuais aprendidos permitem aos animais ajustar sua resposta com base
em experiéncias anteriores e no ambiente em constante mudanca. Em sintese, a combinacgéo de
comportamentos visuais inatos e aprendidos desempenha um papel fundamental na adaptacao
dos animais ao ambiente em constante mudanca.

A forma como a percepc¢do visual é processada também determina comportamentos
visuais nos animais. Comportamentos que envolvem o processamento visual cromatico e
acromatico atuam de maneira estratégica na adaptacdo dos animais ao meio ambiente. O
processamento acromatico envolve a percepcdo de tons de cinza e varia¢fes de luminosidade.
Isso é particularmente importante em situacGes de baixa luminosidade, como a noite, onde a
visdo cromatica é menos eficaz. Muitos animais noturnos, como corujas e gatos, utilizam da
visdo acromatica para cagar presas ou detectar predadores, apresentando maior sensibilidade a
luz, em detrimento a acuidade visual; melhorando a percepcao do movimento em condi¢fes de
pouca luz (Steinberg et al., 1973; Orlowski et al., 2012).

Quando se trata de comportamentos que envolvem o processamento cromatico, a
oposicao de cores desempenha um papel crucial. Muitos animais utilizam essa capacidade para
identificar alimentos, parceiros e potenciais ameacas. A oposicdo de cores € uma caracteristica
fundamental do sistema visual, no qual cores opostas do espectro, como o vermelho e o verde,
o azul e o amarelo, sdo processadas de forma antagbnica (Berthier e Provenzi, 2021). Esse
mecanismo permite aos animais perceber e distinguir cores de maneira mais eficaz. Por
exemplo, abelhas e borboletas utilizam da capacidade de enxergar cores para reconhecimento
de flores no forrageamento, garantindo eficacia na busca por alimento (Giurfa, 2004; Takeuchi
et al., 2006). Além disso, a oposi¢do de cores tambem tem sua importancia em processos
evolutivos, influenciando na sele¢do natural e camuflagem dos animais. Muitos destes
desenvolveram adaptacfes que exploram a oposicdo de cores para se mimetizar em seus
ambientes, tornando-se menos visiveis para predadores ou presas (Pasteur, 1982). Assim, 0s

comportamentos que envolvem 0s processamentos cromatico e acromatico sdo vitais para a
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sobrevivéncia e a reproducdo de animais em uma vasta gama de ambientes. A capacidade de
discriminar cores e contrastes de luminosidade permite a eles se adaptar as demandas

especificas de seus ecossistemas e interagir de maneira eficaz com o mundo ao seu redor.

1.2 Abelhas Apis mellifera

As abelhas exibem comportamentos visuais notaveis e sofisticados, processando
diversos estimulos visuais para orientacdo, busca de alimento e comunicagdo em suas col6énias.
Estudos destacaram as aptiddes visuais desses insetos, mostrando semelhancas psicofisicas
impressionantes com 0s processos cognitivos de percepcdo visual em vertebrados, incluindo os
seres humanos (Srinivasan et al., 2012). Em 1914, Karl VVon Frisch evidenciou a verdadeira
visdo de cores nas abelhas, e estudos subsequentes, como os de Daumer (1956), revelaram que
tal visdo em abelhas é tricromética, organizada de maneira semelhante a dos humanos. No
entanto, as abelhas enxergam uma faixa espectral diferente dos humanos. Enquanto os humanos
possuem fotorreceptores que apresentam picos de absorcdo na faixa do azul, verde e vermelho,
as abelhas possuem fotorreceptores que captam a luz com picos de absor¢do em UV, azul e
verde (Wakakuwa et al., 2005; Spaethe et al., 2005). Assim, diversos experimentos
comportamentais foram conduzidos para analisar a discriminagéo e a aprendizagem de cores
nas abelhas (para revisdo: Menzel et al., 1991; Dyer 2011; Avargués-Weber e Mota, 2012).
Frequentemente esses estudos apontaram para semelhancas entre abelhas e humanos em niveis
perceptuais, como constancia de cor e contrastes sucessivos e simultaneos de cores (Menzel et
al., 1991; Dyer 2011; Avargués-Weber e Mota, 2012). Além disso, as abelhas também
demonstram capacidade de aprender e memorizar diversos atributos visuais, como formas,
padrdes, orientacdo, direcdo, contraste, intensidade luminosa, profundidade e movimento. Essa
habilidade de aprendizado contribui para uma navegacdo eficiente e bom desempenho em
tarefas motoras complexas, relacionadas a vida social diaria da colmeia (Srinivasan et al., 1994;
Collet 1994, 1996; Collet et al., 1997; Giurfa e Menzel, 1997). A detec¢do de luz polarizada
permite as abelhas navegar com precisao. Elas usam a polarizag&o da luz no céu para determinar
a direcdo e a distancia de seu ninho ou de uma fonte de alimento (Menzel e Snyder, 1974;
Rossel e Wehner, 1986). O processamento de estimulos visuais também esta envolvido na
danca das abelhas, sendo esta uma forma de comunicacdo que as permite compartilhar
informagdes sobre a localizacdo de fontes de alimento com outras abelhas da colénia (Frisch,
K. 1967).
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1.3 A fototaxia positiva

A fototaxia é definida como uma resposta comportamental inata de orientacdo em
relacdo a luz, sendo esta identificada em seres vivos de diversos grupos filogenéticos,
especialmente nos animais invertebrados (Gross, 1913; Menzel, 1979). E considerado um
comportamento estereotipado, e tem sido identificado em praticamente todos os insetos, sendo
responsavel por uma reacdo de atracdo a luz (fototaxia positiva) em algumas espécies (e.g.
moscas, vespas e abelhas) ou repeléncia a luz (fototaxia negativa) em outras espécies (e.g.
mosquitos, baratas e barbeiros hemat6fagos) (Menzel, 1979; Reisenman e Lazzari, 1998; Booth
et al., 2004; Yamaguchi e Heisenberg, 2011; van Grunsven et al., 2014). Abelhas da espécie
Apis mellifera apresentam uma forte resposta de fototaxia positiva, identificada como
componente dos comportamentos de saida da colmeia, escape, navegacao e decolagem de flores
(Menzel, 1979; Menzel & Greggers 1985). Embora esta resposta fototatica positiva tenha sido
analisada por diversos autores no nivel comportamental, pouco se sabe sobre 0os mecanismos
fisioldgicos envolvidos na modulagdo da mesma.

Apesar da fototaxia positiva ser compreendida como uma resposta inata e estereotipata
de orientacdo em relacdo a luz, estudos recentes sugerem plasticidade na resposta fototatica ao
comprimento de onda azul quando os animais sdo submetidos a um condicionamento aversivo
com choque. Ap6s o condicionamento, 0s animais evitam esse comprimento de onda (Kirkerud
et al.,, 2017; Marchal et al., 2019; Nouvian e Galizia, 2020). Estes autores sugerem que a
fototaxia apresenta especificidade por comprimento de onda em situacdes de condicionamento
aversivo.

Com relacdo ao processamento fototatico em abelhas, um estudo sugere que a fototaxia
é processada de maneira puramente acromatica, intermediada pelas células monopolares M1
que recebem o sinal de saida de todos os fotorreceptores de um omatideo (Menzel e Greggers,
1985). Ou seja, esses pesquisadores sugerem que a fototaxia ocorra mediante soma linear de
fluxos quanticos provenientes dos sinais enviados pelos omatideos ao interneurénio M1 da
lamina. Embora muitos experimentos sugerem a participacdo dos trés fotorreceptores na
resposta fototaxica (Bertholf, 1931; Heintz, 1959; Sander, 1933; Kaiser et al., 1977; Menzel e
Greggers, 1985), ndo existem estudos que relatem envolvimento de processamento cromatico

na resposta fototatica em abelhas.
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1.4 Morfologia dos olhos compostos

A maioria dos insetos adultos apresentam um par de olhos compostos, constituidos de
varias unidades funcionais denominadas omatideos (Figura 1) (Goldsmith e Bernard, 1974). Os
olhos compostos das abelhas operarias sdo constituidos por um conjunto de cerca de 5.500
omatideos em cada olho composto (Gribakin, 1975). Cada omatideo possui ao longo de sua
estrutura uma cornea biconvexa, que é formada por uma cuticula transparente, produzida pela
celula corneagena. Abaixo da cornea, hé o cristalino, formado por quatro células (Varela e
Porter, 1969). Abaixo de cada cone cristalino esta a retinula do omatideo, formada por oito
células fotorreceptoras, compondo um rabdoma quadripartido constituido por
microvilosidades. Os pigmentos visuais estdo distribuidos nestas microvilosidades, formando
o rabdémero fotorreceptor, constituido por oito células R1-8 que estdo distribuidas ao longo de
toda a superficie do rabdoma (Gribakin, 1975, Wakakuwa et al., 2005). Além dessas 8 células
retinulares, na base do omatideo ha uma célula fotorreceptora denominada R9 cuja funcédo exata
ainda ndo esté elucidada (Gribakin , 1975 , Wakakuwa et al., 2005).

Nas células fotorreceptoras ocorre a expressao de opsinas, proteinas da superfamilia de
receptores do tipo rodopsina acoplados a proteina G, responsaveis pelo inicio da transdugédo
visual (Velarde et al., 2005). As opsinas sdo acopladas a croméforos derivados da vitamina A
sensiveis a luz. Assim, interacdes entre opsinas e seus respectivos cromoforos conduzem a
sensibilidade do croméforo para diferentes comprimentos de onda (Briscoe e Chittka, 2001).
Dessa maneira, ocorre a conversao da luz em resposta elétrica, conhecida como fototransducéo
(Henze et al.,, 2012). Diferentes opsinas, envolvidas na absorcdo da luz em diferentes
comprimentos de onda, foram descritas nas células fotorreceptoras dos olhos compostos das
abelhas. A opsina AmLopl, € abundantemente distrbuida em todo o olho composto de
operarias, constitui o fotoreceptor tipo L, para comprimento de onda longo (regido verde). As
opsinas AmBop e AmUVop, expressas em menor quantidade, constituem os fotorreceptores
tipo M e S, para comprimentos de onda médios (regido azul) e curtos (regido UV),
respectivamente (Wakakuwa et al., 2005, Velarde et al., 2005).

Estudos de hibridizacdo in situ revelaram a existéncia de trés tipos distintos de
omatideos nos olhos compostos das abelhas (Figura 1), todos eles possuindo seis células que

expressam a opsina AmLopl (receptoras L) (Wakakuwa et al., 2005):
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* Tipo I: representa 44% do total de omatideos e € composto por um fotorreceptor S e um
fotorreceptor M, além dos seis fotorreceptores L;

* Tipo 1l: representa 46% do total de omatideos e é composto por dois receptores S e seis
receptores L,

« Tipo IlI: representa 10% do total de omatideos e € composto por dois receptores M e seis
receptores L.

1.5 A fototransducdo e os fotorreceptores

As opsinas localizadas nos rabdémeros dos olhos compostos sdo responsaveis por
capturar fotons e iniciar a fototransducdo. Quando um foéton é capturado, o cromoforo da
rodopsina sofre uma mudanca conformacional, resultando na ativacao da meta-rodopsina (Fain
et al., 2010). Em insetos, a meta-rodopsina € estavel, ndo ocorrendo separacdo da opsina e do
cromoforo, e pode reconverter-se ao estado de repouso ap6s a absorcdo de fotons de diferentes
comprimentos de onda (Kretzberg e Ernst, 2013). Essa conversdao gera uma mudanca nas
propriedades espectrais das opsinas, sendo que a forma da rodopsina difere da meta-rodopsina
quanto ao seu espectro de absor¢do (Stavenga, 1992; Warrant e Nilsson, 2006). A meta-
rodopsina ativa uma cascata de sinalizacdo que culmina na abertura de canais de célcio e na
despolarizacédo do fotorreceptor (Hardie e Raghu, 2001; Borst, 2009).

Estudos de hibridizacdo in situ demonstraram que os olhos compostos das abelhas
apresentam trés tipos de fotorreceptor (Figura 1; Peitsch et al., 1992; Wakakuwa et al., 2005;
Spaethe et al., 2005), os quais apresentam picos de absorcdo em trés regides distintas do
espectro de luz compreendido entre 300nm e 650nm (Figura 1). O fotorreceptor que capta a luz
na faixa do verde possui um pico de absor¢do em 540nm aproximadamente (fotorreceptor L).
O fotorreceptor M apresenta pico aproximado na faixa do azul 440nm e o fotorreceptor S possui
pico aproximado na faixa do ultra-violeta 345nm (Autrum & von Zwehl, 1964; Menzel e
Blackers, 1976). Enquanto o fotorreceptor L é utilizado tanto em processamento acromatico
(intensidade luminosa, movimento e contraste de bordas), quanto em processamento cromatico,
sugere-se que os fotorreceptores M e S sejam utilizados exclusivamente para a visdo de cores
(Brandt e Vorobyev, 1997; Vasas, 2017). No entanto, a percepc¢do de brilho (percepcao de
variacdo na intensidade de um estimulo) pode ser mediada pela soma de captura de fotons por
todos os trés fotorreceptores nas abelhas (Spaethe et al., 2001). A distribuicdo dos diferentes

tipos de omatideos é notavelmente homogénea, com excecdo na regido da borda dorsal dos
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olhos compostos, onde ha um maior percentual de receptores UV, e na regido ventral anterior,
onde ha mais receptores azuis. Essa distribuicdo pode ser uma adaptacao evolutiva para melhor
lidar com as informacdes provenientes do céu, como a posicdo do sol e o padrdo de luz
polarizada, e do solo, onde as abelhas encontram flores coloridas e objetos com contrastes
(Wakakuwa et al., 2005). Essa estratégia de distribuicdo dos receptores pode ser crucial para as
abelhas em suas atividades diarias, como a busca por recursos florais (Wakakuwa et al., 2005).

Figura 1. Imagem ilustrativa dos olhos compostos (1) e ocelos (2) da abelha. (3) exemplifica as regides oculares
do olho composto: ad, dorsal anterior; pd, dorsal posterior; f, frontal; av, ventral anterior; pv, ventral posterior. A
representacdo das unidades formadoras dos olhos compostos (omatideos) (4) e sua distribuicdo nas diferentes
regides desta estrutura visual, envidenciando os 3 tipos de omatideos e a distribui¢do das células fotorreceptoras:
Tipo 1 (fotorreceptores S, L e M, representado nas cores roxo, azul e verde), Tipo 2 (fotorreceptores S e L,
representado nas cores roxo e verde) e Tipo 3 (fotorreceptores L e M, representado nas cores azul e verde).
Modificado de: Wakakuwa et al., 2005 (imagem 1, 2 e 3), Spaethe e Briscoe 2005 (imagem 4).

1.6 Morfologia dos ocelos

Abelhas possuem trés ocelos dorsais distribuidos de uma forma triangular na regiao
posterior da cabeca e sdo responsaveis por detectar variacbes na intensidade de luz,
desempenhando um papel crucial em contextos de navegacgéo e orientagédo (Mizunami, 1995;
Warrant et al., 2006). O ocelo medial esta localizado na regido central e 0s outros dois ocelos

posicionados lateralmente ao medial, formando um triangulo (Ribi et al., 2011). A retina Ocelar
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é dividida em sub-retina dorsal e ventral. A sub-retina ventral é disposta em dire¢do ao céu e a
sub-retina dorsal é disposta para o horizonte (Ribi et al., 2011, Hung e Ibbotson 2014). Essa
divisdo anatdbmica e a construcéo e disposic¢do dos rabdomas sugere que o ocelo esta envolvido
ndo apenas no controle da altitude, mas também no fornecimento de informacGes sensoriais da
bassola de polarizacdo da claraboia (Ribi et al., 2011). Os dendritos destes neurdnios se
dispdem em paralelo, formando na sua face de contato um rabdoma bipartido, com uma forma
plana, constituido por microvilosidades, regido na qual ocorre a absorcdo dos fotons pelas
opsinas. Este arranjo do radboma indica que esta regido provavelmente seja sensivel a
polarizacdo da luz (Kral, 1978; Ribi et al., 2011).

Acima de cada ocelo ha uma lente convexa, disposta sobre uma camada de células
denominadas células corneagenas. Abaixo destas estruturas, encontra-se a camada retinular,
formada por cerca de 800 retinulas, sendo cada retinula formada por dois neurénios
fotorreceptores. O ocelo mediano contém aproximadamente 1.350 fotorreceptores, enquanto
cada ocelo lateral possui cerca de 1.100 fotorreceptores (Ogawa et al., 2017). Também sao
encontradas diferencas em relacdo ao plano focal dos ocelos mediano comparado aos ocelos
laterais. Os ocelos laterais sdo fortemente subfocados, ou seja, o plano focal da lente da cornea
fica atrés da retina. Ja o ocelo mediano apresenta o plano focal na retina dorsal (Ribi et al.,
2011).

Os ocelos das abelhas contém apenas dois tipos de fotorreceptores, relatados por estudos
de eletrofisiologia com picos de sensibilidade na faixa do verde (~ 500nm) e do UV (~ 360nm)
(Goldsmith e Ruck 1958; Geiser e Labhart 1982; Mizunami e Takagi, 1994). Posteriormente,
estudos de hibridizagdo in situ revelaram que a opsina para comprimentos de onda longos (L)
dos ocelos, denominada AmLop2, era distinta daquela expressa nos olhos compostos
(AmLopl). Ja a opsina responsavel pela absorcdo da luz UV nos ocelos, trata-se da mesma
identificada nos olhos compostos: AmUVop (Velarde et al., 2005). Os fotorreceptores UV
apresentam maior sensibilidade a polarizacdo comparado com os verdes (Ogawa et al., 2017).
Os neurdnios dos ocelos projetam-se em Vvarias areas do cérebro das abelhas, incluindo centros
visuais de ordem superior e centros de controle motor nos ganglios toracicos (Pan e Goodman,
1977).
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Figura 2. A imagem representa a curva de sensibilidade espectral dos dois fotorreceptores encontrados nos ocelos
das abelhas por meio de registros intracelulares. Fotorreceptor UV com pico de sensibilidade espectral em 360nm
(linhas pretas) e fotorreceptor verde com pico de sensibilidadae espectral em 500nm (linhas verdes) estavam
presentes nos ocelos mediano e laterais. Modificado de: Ogawa et al., 2017.

Um estudo recente mostrou que existe uma via direta que sai dos ocelos e projeta-se
para regides de processamento de cor, sendo para estes autores, o ocelo considerado como um
elemento participante da constancia da cor (Garcia et al., 2017). Além disso, os ocelos
desempenham um papel na orientagdo direcional e na resposta a luz durante o voo das abelhas.
Estudos mostraram que a oclusdo dos ocelos resulta em uma perturbag¢do maior no controle do
curso de voo das abelhas quando expostas a flashes de iluminacéo lateral, o que sugere que 0s

ocelos contribuem para o estado de alerta fototatico (Kastberger, 1990).
1.7 Vias neurais de processamento visual
A seguir sera discutido aspectos anatémicos e funcionais relacionados ao processamento
visual da via Optica e via Ocelar.
1.7.1 Via Optica
A via Optica compreende as projecdes enviadas a partir dos olhos compostos para as

regibes cerebrais associadas a visdo como lobos épticos, corpos pedunculados, protocérebro

lateral e complexo central (Dyer et al., 2011). A segregacdo do processamento cromatico e
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acromatico € bem conhecida nesta via, e sera abordada nos topicos a seguir. Esta via comeca
nos olhos compostos. Os fotorreceptores projetam seus axdnios para os lobos dpticos do
cérebro. Os lobos dpticos possuem trés neuropilas visuais: a lamina, a medula e a I6bula (Figura
3). A partir dos lobos dpticos, as informacdes visuais sao subsequentemente encaminhadas para
centros de processamento de ordem superior, como 0 complexo central e 0s corpos
pedunculados (Dyer et al., 2011).

A lamina é a primeira neurépila visual dos lobos dpticos. Ela recebe informacao
proveniente marjoritariamente dos fotorreceptores L (Dyer et al., 2011). Dessa forma, esta
neuropila esta envolvida principalmente em processamento visual acromatico, sendo que seus
neurdnios apresentam pouca variagao de resposta para diferentes comprimentos de onda. Os
axonios dos receptores L conectam-se a interneurdnios de primeira ordem, denominados células
monopolares da lamina (LMC). A lamina possui varias colunas opticas, e cada coluna recebe
um agrupamento de axdnios dos respectivos omatideos, assim como axénios de quatro tipos
diferentes de células monopolares (Mobbs, 1982). Esta organizacdo que inclui axénios
fotorreceptores e de células LMC se mantém constantes ao longo da lamina, garantindo, desta
forma, uma organizacao retinotopica (Menzel et al., 1974, Ribi 1975). As células monopolares
existentes na ldmina constituem a principal via neural para transmisséo das informacdes visuais
dos fotorreceptores para a medula e lobula. Sdo relatados quatro tipos de células monopolares,
sendo estas, L1, L2, L3 e L4. O tipo L1 recebe sinal dos fotorreceptores de fibras curtas
(fotorreceptores azul e verde), bem como do fotorreceptor de fibra longa (UV), sendo que 0s
sinais provindo de receptores UV fazem contato sinaptico com as células monopolares, no
entanto, continuam através do quiasma externo terminando nas camadas distais da medula junto
com os ax0nios das células monopolares da lamina (Ribi, 1981). O tipo L2 recebe sinal dos
fotorreceptores azul e verde, sendo que para este tipo de célula monopolar foi relatada evidéncia
indireta de oponéncia espectral (De Souza et al., 1992). O tipo L3 recebe entrada de apenas um
tipo de fotorreceptor, provavelmente o verde. Por fim, o tipo L4 n&o aparenta receber entradas
diretas dos receptores, no entanto extendem seus dendritos a cartuchos vizinhos, onde
provavelmente captam entradas de outras células monopolares (De Souza et al., 1992, Menzel
e Blakers 1976, Ribi, 1981) . Os autores De Souza et al., 1992 encontraram por meio de
coloracdo e gravacdo simultdnea, respostas com pico hiperpolarizantes e despolarizantes
durante iluminacédo e deslocamento da luz nas células monopolares da lamina. Assim, as LMC
podem contribuir significativamente para o processamento de informag6es temporais, espaciais

e espectrais.
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Figura 3. O cérebro da abelha (a) As regiGes cerebrais (b) Regides cerebrais relacionadas ao processamento visual
cromatico e acromatico sdo indicadas. Modificado de Dyer et al., 2011.

A medula é a segunda neurdpila visual, a qual recebe informagdes provenientes tanto
das células monopolares da lamina, quanto dos receptores S e M. Estudos realizados através de
registros intracelulares de neurdnios mostraram que nas camadas internas da medula ocorrem
respostas neuronais com oposi¢do cromatica, indicando a primeira regido de processamento
cromatico da via Optica (Kien e Menzel, 1977; Dyer et al., 2011). Foram registrados pelo
menos 10 tipos de oposi¢cdo cromatica em neurdnios da medula, resultantes da interacéo entre
as vias dos fotorreceptores S, M e L (Kien e Menzel 1977; Hertel et al., 1978; Yang et al.,
2004). Esta regido contém a maior quantidade de neurénios dentro do sistema visual, e nela a
organizagao retinotopica é mantida, porém invertida em relacdo a lamina (Ribi 1975; Bicker et
al., 1987; Ehmer e Gronenberg 2002). As camadas externas da medula respondem
principalmente a estimulos acromaticos, sendo esta regido relacionada ao processamento de
movimento (Paulk et al., 2009).

A lobula ¢é a terceira neuropila visual e assim como na medula, 0 processamento
acromatico parece ocorrer nas camadas externas, enquanto o processamento cromatico ocorre
nas camadas internas. Estes dados sugerem que as vias acromaticas e cromaticas sao segregadas
em diferentes etapas do processamento visual no cérebro da abelha (Mota 2011). Na l6bula,

ocorre uma reversao da organizacgdo retinotopica no eixo antero-posterior (Ribi e Scheel 1981,
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Paulk et al., 2008). Além de diversos neurdnios com oposi¢do cromaética, foram identificados
na l6bula neurbnios com respostas de oposicao espacial (Hertel et al., 1987, Yang et al., 2004).
Estes neurbnios exibem respostas excitatdrias para uma orientacdo espacial especifica e
inibitdrias para outra orientacéo espacial oposta (p. ex. excitacao para 45° e inibicdo para 135°).

Diferentes tratos conectam a medula e a I6bula aos corpos pedunculados, estruturas
cerebrais de ordem superior, associadas a integracdo multimodal e a fenémenos cognitivos
(Mobbs 1984; Menzel 1999; Ehmer e Gronenberg 2002; Giurfa 2007; Paulk e Gronenberg
2008).

Os corpos pedunculados séo estruturas notaveis que ocupam uma parte significativa do
cerebro. Estas estruturas estdo relacionadas a integracdo sensorial e desempenham um papel
crucial na aprendizagem olfativa, visual e na formacdo de memarias (Menzel, 1999; Giurfa e
Sandoz, 2012). Notavelmente, esses corpos aumentam de tamanho em abelhas forrageadoras,
uma variacdo associada as demandas impostas pela aprendizagem espacial e navegagdo
(Withers et al., 1993).

Cada corpo pedunculado é dividido em duas subunidades de entrada: o célice lateral e
0 calice mediano. O célice, por sua vez, € subdividido em trés regibes, com cada regido
recebendo uma entrada sensorial especifica (labelo para entrada olfativa, colar para entrada
visual e anel basal para entrada olfativa e mecanossensorial) (Mobbs, 1982). Os neurdnios de
entrada visual que se conectam ao colar sdo segregados no calice (Mobbs, 1984; Ehmer e
Gronenberg, 2002). Em abelhas, os principais estimulos aferentes visuais recebidos pelos
corpos pedunculados estdo envolvidos em processamento cromatico (Gronenberg 1986;
Mauelshagen 1993; Ehmer e Gronenberg 2002; Menzel e Manz 2005; Paulk e Gronenberg
2008). As regibes de saida dos corpos pedunculados se encontram nos lobos alfa e beta, que
surgem da fusdo dos calices mediano e lateral. Os neurdnios de saida respondem a diversos
tipos de estimulos sensoriais, sem mostrar preferéncia sensorial por regido especifica
(Grinewald, 1999).

Além das projecbes para 0s corpos pedunculados, diversas comissuras inter-
hemisféricas conectam os lobos 6ticos de ambos os hemisférios cerebrais (Mobbs 1984, Ehmer
e Gronenberg 2002). A medula e a I6bula também enviam numerosas projecdes para o
protocerebro lateral, sendo as vias de processamento cromatico e acromatico segregadas nas
porgdes anterior e posterior desta regido, respectivamente. (Gronenberg 1986; Paulk et al.,
2009; Dyer et al., 2011). Estudos mostram que no protocérebro lateral anterior, principalmente

nas regides conectadas ao tubérculo 6ptico anterior, 0s neurénios apresentam forte sensibilidade
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cromética (Paulk et al., 2008, 2009; Mota et al., 2011, 2013). Os circuitos neuronais do
tubérculo Optico anterior, através da segregacdo de informacao proveniente das partes dorsal e
ventral do olho contribuem ainda para a visdo espacial (Mota et al., 2011, 2013, Avargues-
Weber e Mota 2016). A informacao processada no protocérebro lateral anterior é enviada ao
protocérebro lateral posterior e as neurdpilas centro-mediais do cérebro que compdem
complexo central (Homberg, 1985; Avargués-Weber e Mota 2016).

O complexo central, uma area cerebral essencial, atua como um centro de integracéo
para informacdes visuais. Desempenha o papel de uma bussola interna durante a navegacao,
especialmente em relacdo a luz polarizada presente no céu, embora ainda haja incertezas sobre
como controla a orientagdo do animal durante a navegacdo (Homberg et al., 2011; Heinze,
2017). Além disso, processa informacoes visuais diretas e indiretas (Pfeiffer e Homberg, 2014).
Assim, acredita-se que o complexo central esteja envolvido nas etapas finais de integracédo

visual e visuo-motora.

1.7.2 Via Ocelar

Os fotorreceptores existentes nas retinas Ocelares (fotorreceptor S e L) enviam a
informacdo visual para os neurénios que compdem via Ocelar. As entradas visuais recebidas
pelos ocelos sdo projetadas pelos neurdnios para regides cerebrais como a lobos o6pticos,
protocérebro lateral, complexo central e centros motores toracicos. Esta via apresenta um
sistema sensorial bem desenvolvido, sendo que os fotorreceptores dos ocelos séo conectados a
interneurénios, chamados de neurbnios L e neurénios S (Pan, 1981). Os ocelos apresentam
uma separacao anatémica em sua retina, sendo que os axonios das células da retina dorsal e
ventral se projetam em dois feixes nervosos anatomicamente separados a medida que passam
pelo primeiro plexo sinaptico, onde realizam contato com interneurénios (Pan e Goodman,
1977). Os interneurénios (neurdnios S-small field) que se conectam aos axdnios das células da
retina ventral sdo pequenos e finos, porém numerosos. Ja os interneurénios (neurdnios L- large
field) que se conectam a axdnios das células receptoras provindas da retina dorsal sdo poucos,
porém, estes interneurdnios sdo grandes (Pan e Goodman, 1977). Estudos sugerem que nas
abelhas ha muito menos convergéncia de axdnios fotorreceptores para interneurdnios na retina

Ocelar ventral que olha para o céu, em comparacdo com a retina dorsal olhando para o horizonte
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(Ribi et al., 2011). Estes interneur6nios se projetam para varias neurdpilas no cérebro central:
alguns dos neurdnios grandes se projetam para a vertente posterior, enquanto outros se
conectam nos centros motores toracicos; enquanto os neurénios mais finos se projetam em uma
série de outras neurdpilas alvo, incluindo o complexo central (Pan e Goodman, 1977, Guy et
al., 1979, Milde, 1984).

Os axonios de interneurdnios L formam um feixe nervoso e entram na parte caudal da
regido medial do cérebro. Os neurénios L (interneurdnios de primeira ordem) possuem grandes
didmetros axonais, sendo considerados os maiores interneurdnios do cérebro das abelhas. Os
neuronios L podem ser agrupados de acordo com sua localizagdo, havendo os neurdnios L
mediano, laterais e descendentes (Figura 4). Registros intracelulares mostram que estes
neurdnios respondem a luz estacionaria de campo amplo com padrdes de atividade com ou sem
pico. Os neurdnios L descendentes sdo considerados neurdnios com pico. Neurénios L mediano
exibe padrdes de resposta com pico e sem pico e 0s neurdnios L laterais ndo obtiveram registros
de descarga pura (Milde, 1987). Potenciais regenerativos foram encontrados em todos o0s tipos
de neurénios L (Milde, 1984).

Os neurdnios L possuem certas particularidades, uma vez que podem mudar seu
potencial de mebrana para valores mais negativos ou positivos, mesmo sem estimulacdo
luminosa, indicando que as resposta com e sem pico podem estar presentes na mesma célula.
No entanto, as propriedades de membrana destes neurdnios ainda ndo sdo bem conhecidas. O
padrdo de resposta pode alterar inclusive se o estimulo for repetido, indicando que estes
neurdnios apresentam plasticidade, sendo mais complexo uma classificacdo tradicional deste
tipo de neurdnio (Milde 1984, 1987). Estudos sugerem que 0s neurdnios L apresentam um
mecanismo peculiar, que permite a uma célula nervosa transportar informagdes diferentes
dependendo do estado em que ela se encontra (com pico ou sem pico), sugerindo que depedendo
do tipo de sinal esta célula pode distribuir diferentes informagdes para diferentes alvos pds-
sinapticos (Milde, 1987). Quando respondem a estimulagBes, apresentam sensibilidade
espectral relativa com picos em 340 e 500nm, indicando caracteristicas de neurdnio de banda
larga (Milde 1984), sendo assim, os neur6nios L codificam informagGes acromaticas.

Uma das contribuicdes sugeridas relacionada a via Ocelar é o seu papel no controle de
atitude da cabeca em torno dos eixos de rotagéo e inclinacao, fazendo uso das diferengas de
intensidade de luz entre os hemisférios celeste e terrestre (Goodman, 1987). Durante o voo,
acredita-se que as rotacdes em torno do eixo do corpo (rolamento) sejam codificadas por

mudangas no brilho da imagem experimentadas pelos ocelos laterais, enquanto as mudancas na
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inclinacgdo do eixo do corpo (inclinag¢do) sdo codificadas pelo ocelo mediano (Goodman, 1987).
A abelha possui 5 pares de interneurdnios Ocelares de primeira ordem que vao diretamente da
retina Ocelar aos ganglios toracicos (Pan e Goodman, 1977; Milde, 1984, Goodman, 1981;
Hung e Ibbotson, 2014). Sdo neurdnios relacionados a estabilidade do voo e a maioria de seus
dendritos estdo conectados as retinas dorsais dos ocelos laterais. Dos cinco neurdnios L
descendentes (Figura 5), quatro (LD1, LD2, LD4, LD5) estdo conectados as retinas dorsais dos
ocelos laterais e um envia ramos finos para a retina ventral dos ocelos laterais (DL3). LD1
também envia dendritos finos para a area limitrofe entre a retina ventral e dorsal do ocelo
mediano (Hung e Ibbotson, 2014). Foi demonstrado que LD1, responde a outras entradas,
incluindo a luz no olho composto e a uma variedade de estimulos mecanossensoriais (Milde,
1984), sendo esta conexdo de neurdnios associada ao controle do curso. O neurdnio Ocelar LD2
é direcionalmente sensivel ao movimento de campo amplo relacionado ao olho composto
frontal (Goodman, 1987). Este neurdnio, no ocelo esquerdo, mostrou estar sintonizado ao
movimento vertical ascendente do olho composto lateral esquerdo, ndo havendo resposta ao
movimento do olho composto direito (Goodman, 1987). Assim, este neurdnio também é
considerado um exemplo das configuracGes de estimulo extremamente precisas das fibras

descedentes relacionadas a estabilizacdo do curso em abelhas.

Neurdonio L mediano Neurdnio L lateral Neurdnio L
descendente
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Figura 4. Neurdnios Ocelares L. Representacdo dos tipos anatdmicos de neurdnios L encontrados nos ocelos, sendo
mostrado os neur6nios L mediano, laterais e descendentes. A ilustragdo omite os terminais dos neurdnios no térax.
Cx = Calice; LOC = ocelo esquerdo; MOC = ocelo mediano; Os = es6fago. Modificado de Milde, 1981.

Left lateral ocellus Right lateral ocellus
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Figura 5. Neur6nios Ocelares L descendentes. Ilustracdo mostrando a esquerda a relagdo entre os cinco neurdnios
LD em relagcdo uns aos outros e as retinas Ocelares. A mancha cinza mostra a localizacdo da retina dorsal do ocelo
mediano. A direita estdo desenhos individuais dos cinco tipos de células. Barra de escala = 100 um. Modificado
de Hung e Ibbotson, 2014.

Os neurdnios S possuem conexao entre a retina Ocelar com a medula e a I6bula (regiGes
dos lobos 6pticos da via Optica) (Goodman, 1981), com extensas especializacdes pré-sinapticas
na regido de saida da lobula e da camada interna da medula. Nesta via (figura 6) as células
descendem seus axdnios até a ponte protocerebral, viram-se para fora através do protocérebro
mediano e lateral, e projetam-se anteriormente ao redor da I6bula e na camada interna da medula
(Garcia et al., 2017), uma regido cerebral considerada um centro-chave de processamento de
cores para adaptacdo de sinais neurais a entrada de estimulos (Paulk et al., 2009). Da mesma
forma, o soma de um dos neurdnios S foi encontrado posteriormente ao corpo central, outra
regiéo do cérebro relacionada ao processamento do sinal de cor nas abelhas (Garcia et al., 2017).

Observagdes neuroanatdmicas confirmam que os neurdnios S recebem informacdes das retinas
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Ocelares ventrais, que tém visdo direta do céu, sugerindo sua capacidade de fornecer
informacdes aos centros de processamento de cores. Os pesquisadores Garcia et al., 2017
sugerem, baseado em modelagem matematica, que a deteccdo de mudancas na proporcdo de
radiacdo de comprimento de onda curto e longo, tipica em condi¢des comuns de luz do dia, é
uma funcdo fundamental dos ocelos. Assim, essa via contribuiria para a percep¢do da
constéancia de cores (capacidade de perceber cor, independente das mudancas de intensidade
luminosa no ambiente) (Chittka et al., 2014). Logo, é possivel sugerir que possa haver

modulacio do processamento da informacao juntamente & via Optica.
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Figura 6. Diagrama esquematico das vias de cores sugeridas no cérebro da abelha. (A) Reconstrugdes 3D dos dois
interneurdnios Ocelares das abelhas meliferas (tragos roxos e verdes; vista posterior) e dos centros de
processamento de cores [medula (Me), lébula (Lo), ocelo lateral (LOc), forame esofagico (OF), corpos
pedunculados (MB) e o corpo central (CB)] no cérebro da abelha melifera. (B) A figura representa dois neurdnios
S que se projetam lateralmente aos lobos épticos. Os neurbnios S descem dentro da via Ocelar (linha tracejada
vermelha) posteriormente ao CB e tém seus axdnios colaterais no protocérebro mediano e lateral posterior, bem
como na camada interna da Me. Modificado de Garcia et al., 2017.

1.8 Interacdes entre vias Optica e Ocelar

O mesencéfalo posterior aparenta ser o local de interacdo das vias Optica e Ocelar,
apresentando comissuras dpticas que conectam as neuropilas visuais dos olhos compostos, bem
como tratos épticos que saem da lobula (Mobbs, 1984) aos neurdnios L que arborizam o
mesencéfalo posterior, local onde se originam os dendritos dos neur6nios descendentes. Assim,
é sugerido que neste local possa ocorrer contato sinaptico entre as duas vias do sistema visual,

de maneira direta ou indireta por meio de um interneurdnio local. Estimulacgdes realizadas neste
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interneurdnio local (Milde, 1987) mostram que esta célula responde a estimulag¢fes provindas
tanto dos olhos compostos, quanto dos ocelos. A interacéo de estimulag@es entre as vias Optica
e Ocelar mostram diferenca no tempo de laténcia das respostas (Guy et al., 1987) onde o
neurdnio descendente responde primeiro ao sinal Ocelar, sugerindo posterior modulacdo da
entrada do sinal proveniente da via Optica. Os axdnios dos interneurdnios Ocelares se estendem
também para centros de processamento de ordem superior, como o protocérebro e complexo
central (Pan e Goodman, 1977).

Os experimentos realizados na presente tese pretendem esclarecer as funcdes das
distintas estruturas visuais, dos diferentes fotorreceptores e de mecanismos neurais subjacentes

as duas vias neurais paralelas neste comportamento visuomotor das abelhas.

2. OBJETIVOS

Os experimentos realizados na presente tese de doutorado tém como objetivo:

2.1. Objetivo geral

Avaliar a modulacdo da resposta de fototaxia positiva por distintos fotorreceptores em
duas vias neurais paralelas associadas aos olhos compostos e ocelos da abelha Apis mellifera.

2.2 Objetivos especificos

o Avaliar como estimulos visuais monocromaticos (UV, azul e verde) que excitavam o
pico de absorgéo de cada tipo de fotorreceptor (S, M e L) presente nas estruturas visuais
das abelhas modulam a fototaxia positiva das abelhas (Capitulo 1).

o Investigar como a intensidade luminosa modula a fototaxia para cada um dos estimulos
visuais monocromaticos que ativam seletivamente o pico de cada receptor (Capitulo 1).

o Analisar como o comprimento de onda e a intensidade modulam a distancia, o tempo, e
a tortuosidade das trajetdrias fototaticas desencadeadas pela via Optica, pela via Ocelar
ou pelas duas vias combinadas através de cada canal fotorreceptor (Capitulo 1).

o Testar a orientacdo fototatica de abelhas em labirintos de dupla escolha apresentando
pares de estimulos monocromaticos em abelhas submetidas a oclusdo seletiva das vias

Optica ou Ocelar (Capitulo 2).
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Testar a orientagdo fototatica de abelhas em labirintos de dupla escolha apresentando
um estimulo monocromatico contra misturas policromaticas contendo este elemento em
abelhas submetidas a oclusio seletiva das vias Optica ou Ocelar (Capitulo 2).

Avaliar a linearidade ou ndo-linearidade do processamento fototatico ao combinar
fétons absorvidos simultaneamente pelos distintos fotorreceptores em cada uma das vias

neurais paralelas (Capitulo 2).
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CAPITULO 1

Sensibilidade espectral da fototaxia positiva desencadeada pelas

vias fototaticas Ocelar e Optica em Apis mellifera
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Respostas fototaticas sdo desencadeadas em abelhas quando expostas a luminosidade
espectral compreendida entre o UV e o verde, sugerindo a participacdo dos trés fotorreceptores
(S, M e L). Os pardmetros de estimulo que influenciam a resposta sdo principalmente a
intensidade de luz e o comprimento de onda ou composigdo espectral (Menzel e Greggers,
1985). Na literatura, ha divergéncias com relacdo a contribuicdo dos fotorreceptores neste
processo. Diversos autores sugerem que todos os trés tipos de fotorreceptor contribuem para a
reacdo fototatica de amplo espectro das abelhas, sendo que a maior atracdo a cor UV poderia
indicar um papel majoritario dos receptores tipo S neste comportamento (Bertholf, 1931;
Sander, 1933; Heintz, 1959; Kaiser et al., 1977).

Devido a observacdo de que as respostas fototaticas desencadeadas pela luz azul eram
menos intensas que aquelas desencadeadas pelas luzes UV e verde, Labhart (1974) sugere que
esta reacdo seja mediada por fotorreceptores S e L, mas ndo pelo fotorreceptor M. Os
pesquisadores Menzel e Greggers (1985), por outro lado, sugerem que todos 0s trés
fotorreceptores estariam envolvidos na reacao fototatica de abelhas, porém os receptores S
contribuiriam de uma forma menos efetiva que os receptores M e L, ja que a atracdo a luz UV
observada neste estudo foi menos intensa que para as luzes azul e verde. Por outro lado, a maior
resposta fototatica observada para a luz UV em muitos estudos (Sander, 1933; Heintz, 1959;
Kaiser et al., 1977) apenas poderia ser explicada pelo envolvimento de receptores S neste
comportamento. A contradicdo presente nos resultados obtidos por todos estes estudos
comportamentais poderia estar relacionada ao fato de que nem todos eles utilizaram estimulos
visuais com intensidade de irradidncia bem controlados e equilibrados para os diferentes
comprimentos de onda (UV, azul e verde). Vale ressaltar que diferentes metodologias foram
utilizadas nestes estudos para medir a intensidade do comportamento de fototaxia positiva em
abelhas, dificultando a comparacéo entre os resultados obtidos.

Estudos avaliando a associacao entre a capacidade de resposta aos estimulos gustativos
e a capacidade de resposta aos estimulos visuais (fototaxia) em uma arena circular (Erber et al.,
2006) mostram que abelhas forrageadoras apresentam resposta fototatica dependente da
intensidade luminosa para o comprimento de onda verde (560nm). Estes pesquisadores relatam
que quanto maior a intensidade luminosa apresentada, menor a distancia percorrida, menor o
tempo e maior a velocidade para as abelhas alcangarem os estimulos visuais. Este estudo ndo

avaliou outros comprimentos de onda nos experimentos realizados.
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Outro aspecto ainda ndo esclarecido em relagdo a resposta de fototaxia positiva das
abelhas é a contribuicdo dos trés ocelos (olhos simples) e/ou dos dois olhos compostos na
modulacdo deste comportamento. Até o momento, nenhum estudo avaliou de maneira
individual o papel de cada uma destas estruturas visuais.

Este estudo busca preencher estas lacunas examinado as contribuigdes dos
fotorreceptores S, M e L por meio de estimulagdes com luzes monocromaticas correspondentes
aos picos de absorcdo dos fotorreceptores da abelha. Alem disso, avaliaremos o impacto do
comprimento de onda e da intensidade luminosa nas respostas moduladas pelos fotoreceptores

e circuitos subjacentes contidos na via Optica e na via Ocelar.

2 METODOLOGIA

2.1 Animais

Abelhas forrageadoras da espécie Apis mellifera foram coletadas no apiario mantido na
Estacdo Ecologica da Universidade Federal de Minas Gerais em caixas de madeira com boa
ventilacdo disponibilizando &gua e solucéo de sacarose 30%. Os animais foram coletados as 8
horas da manha durante 4 estacfes do ano subsequentes.Foram transportadas ao laborat6rio em
caixas de isopor contendo papel toalha umedecido com agua. Os animais descansaram por uma
hora em uma camara escura e imida, contendo papel toalha umedecido. Logo ap0s, cada abelha
foi individualizada em um frasco de vidro e anestesiada até cessarem seus movimentos,
colocando os frascos em gelo. Logo apds este procedimento anestésico, as abelhas foram
fixadas em tubos eppendorf e fixadas no mesmo com fita crepe inserida na regido da nuca do
animal para submissdo aos tratamentos de oclusdo de estruturas visuais, conforme descrito a

sequir.

2.2 Grupos experimentais

As respostas de fototaxia positiva para diferentes luzes monocromaticas foram

analisadas em trés grupos experimentais independentes (Figura 7):
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Figura 7. Grupos experimentais. Orgdos visuais periféricos da abelha Apis mellifera e grupos experimentais
utilizados para estudo da fungdo dos mesmos na resposta de fototaxia positiva. A) Vista frontal da cabeca. B) Vista
lateral da cabeca. C) Vista dorsal da cabeca. Os dois olhos compostos e os trés ocelos (dois laterais e um medial)
estdo destacados em cinza. D) Grupo controle: animais intactos, sem ocluséo de nenhuma estrutura visual. E)
Grupo Via Optica: animais submetidos & ocluséo dos trés ocelos, mantendo os olhos compostos intactos. F) Grupo
Via Ocelar: animais submetidos a oclusdo dos dois olhos compostos, mantendo os ocelos intactos. A ocluséo de
estruturas visuais esta indicada em preto.

a) Grupo Controle: animais submetidos apenas ao protocolo de anestesia em gelo e
fixacdo no tubo de plastico, sem oclusdo de nenhuma estrutura visual.

b) Grupo Via Optica: animais anestesiados, fixados e submetidos & oclusdo dos trés
ocelos dorsais.

c) Grupo Via Ocelar: animais anestesiados, fixados e submetidos a oclusdo dos dois
olhos compostos.

A oclusédo de 6rgdos visuais nos grupos b) e c) foi realizada com a tinta acrilica preta
fosca (Hobby Acrylic Paint, HCF-06 Flat Black Basic) diluida em agua na proporcéo 1:1
(Lazzari et al., 1998). Apds a secagem da tinta (cerca de 30s), os animais foram retirados
cuidadosamente do tubo de plastico e liberados em um frasco de vidro. Uma vez livres dentro
de frascos de vidro, animais dos trés grupos experimentais foram mantidos por uma hora em

uma camara escura e Umida.
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2.3 Arena experimental

Um dispositivo foi desenvolvido para medir a intensidade da resposta fototatica em
abelhas no laboratorio, baseando-se nos trabalhos de Erber et al. (2006) e Scheiner (2014).
Trata-se de uma arena circular fechada na qual as trajetdrias de uma abelha que se desloca de
uma fonte a outra de luz por fototaxia podem ser registradas. Pardametros como a distancia
percorrida, tempo e velocidade da trajetoria podem entdo ser utilizados como medida de
intensidade da resposta fototatica. Até 0 momento, apenas luzes de cor verde foram utilizadas
neste tipo de dispositivo, demonstrando-se que quanto maior é a intensidade luminosa da luz
verde, maior é a intensidade da resposta fototatica (Erber et al., 2006).

A figura 8 ilustra a configuracdo geral do dispositivo. A arena possui didmetro interno
de 35 cm e altura de 1 cm; em suas paredes laterais ha 12 orificios para encaixe de LEDs
monocromaticos. Ao inicio do teste, o primeiro LED era aceso, desencadeando uma resposta
de fototaxia positiva que guiava a abelha em direcdo ao mesmo. Quando a abelha alcancava
este LED, o mesmo era apagado e o LED localizado no lado oposto a 35 cm de distancia era
entdo aceso. Assim que o animal alcanca o segundo LED aceso, 0 mesmo era apagado e o LED
que anteriormente havia sido aceso era novamente aceso. Este procedimento foi entéo repetido

mais duas vezes para cada intensidade luminosa.
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Figura 8. Setup experimental. (A) Arena circular, (B) Camera filmadora, (C) Local de insercdo dos LEDs
monocromaticos (D) Arduino.

2.4 Estimulos visuais

Foram utilizados LEDs monocromaticos com picos de emissédo (Figura 9) em 355nm
(Roithner Lasertechnik; XSL-355-5E-R6), 440nm (Roithner Lasertechnik, LED440-6-30) e
525nm (Roithner Lasertechnik; B5-433-B525), praticamente correspondendo aos picos de
absorcéo dos fotorreceptores para luz UV, azul e verde de abelhas, respectivamente (Peitsch et
al., 1992). A fim de medir e calibrar a intensidade das luzes monocromaticas apresentadas na
arena, utilizamos um espectrofotdmetro (USB2000 + UV-VIS-ES, OceanOptics) calibrado
radiometricamente com uma fonte de luz de deutério / tungsténio (DH-2000-BAL, 220- 1050
nm, OceanOptics). A irradiancia absoluta foi medida usando-se uma fibra Optica (QP600-2-
UV-VIS, OceanOptics) acoplada a um corretor de coseno com material de difusdo espectral
(CC-3-UV-S, OceanOptics). O software SpectraSuite (OceanOptics) foi utilizado para
aquisicdo e analise das curvas espectrais. Cada LED monocromatico foi calibrado inicialmente
a uma irradiancia maxima de 12,5 pW/cm#nm (Figura 9). A partir deste valor de irradiancia
absoluta, cada LED podia ser apresentado na arena em seis diferentes intensidades na escala
logaritmica: 3.125%, 6.25%, 12.5%, 25%, 50%, 100% (correspondendo a 0.4pW/cm2/nm,
0.8uW/cm2z/nm,  1.5pW/cmz/nm, 3uW/cmznm  ,6pW/cmz/nm e  12.5uW/cmZ/nm,
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respectivamente). O experimento foi realizado em uma sala escura. Para cada estimulo visual
(UV, azul ou verde) o N experimental foi de 10 abelhas para cada grupo (controle, via Optica
e via Ocelar), totalizando 90 animais.

Realizamos um grupo controle com a oclusdo total das estruturas visuais (olhos
compostos pintados e ocelos pintados) afim de averiguar se ocorria orientacdo fototatica por
meio de outros sistemas sensoriais que ndo fosse as estruturas visuais avaliadas, bem como para
verificarmos se a tinta utilizada foi capaz de realizar a ocluséo visual das abelhas com eficécia.
Foram feitos testes pilotos na arena circular com N de 10 abelhas expostas aos 3 estimulos
luminosos monocromaticos calibrados em duas intensidades distintas (1,5 e 6uW/cm2/nm). As
abelhas apresentavam movimento locomotor, porém nao demostraram atracdo fototatica em

direcdo a luz. Estes dados ndo foram analisados por ndo apresentarem reposta fototatica.
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Figura 9. Curvas de irradiancia absoluta dos trés LEDs utilizados para medidas de resposta fototatica em arena
circular no escuro. A figura mostra os picos de emissdo dos LEDs UV (355 nm), azul (440 nm) e verde (525 nm)
calibrados na irradidncia maxima testada (100% de intensidade- 12.5uW/cm2/nm).
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2.5 Analise de imagem

As filmagens realizadas no escuro utilizando uma camera de infravermelho (modelo
SJCAMA4000 + holofote IR) foram analisadas no MATLAB® (versdo R2019b), utilizando a
extensdo ZebTrack (versdo 2.6.1), desenvolvida por Pinheiro-da-Silva et al. (2017). Os
pardmetros analisados nas trajetorias utilizando esta extensdo foram a distancia percorrida e o
tempo de trajeto. Além disso, utilizamos um cddigo complementar desenvolvido por nossa
equipe em ambiente MATLAB para analisar o angulo de desvio do animal em cada frame, em

relacdo ao vetor linear tragcado entre a cabeca da abelha e a posi¢do do estimulo visual.

2.6 Analise estatistica

Para entender como a intensidade e os comprimentos de onda da luz influenciavam o
comportamento fototético das abelhas meliferas em diferentes grupos experimentais (controle,
via Optica e via Ocelar), construimos modelos lineares mistos (LMM). A distancia (cm) e o
tempo (s) dos trajetos fototaticos até o estimulo luminoso foram considerados variaveis
resposta, enquanto a intensidade de luz e o comprimento de onda variaveis preditoras fixas. O
id da abelha foi inserido nos modelos como variavel aleatdria.

Visando uma compreensdo da dindmica de tortuosidade das abelhas em suas trajetorias
durante a orientacdo fototatica em direcdo a estimulos espectrais distintos, desenvolvemos
alguns LMM para avaliarmos os efeitos do comprimento de onda, intensidade e distancia do
estimulo luminoso em relacdo a tortuosidade do animal (angulo de desvio em grau/frame) de
um caminho reto. Para isso, consideramos como variavel resposta o angulo de desvio, como
varidvel preditoras fixas o comprimento de onda, intensidade e distancia da luz e o id das
abelhas como variavel aleatdria.

Para avaliarmos a contribuicdo dos olhos e/ou ocelos no comportamento fototatico,
comparamos a distancia e o tempo gasto por abelhas que foram submetidas aos diferentes
tratamentos. Para essas comparagfes construimos modelos lineares (LM) comparando os
diferentes grupos 6ticos (controle, Optica e Ocelar) em uma mesma intensidade (3 pW/cmz2/nm)
para cada comprimento de onda. Para isso, usamos a distancia e o tempo como variavel resposta
e 0s tratamentos como variavel preditora.

Quando necessario, foi realizado comparacGes planejadas entre os tratamentos usando

0 pacote multcomp.
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Todas as andlises foram realizadas no software R (R Core Team 2018). Os pacotes Ime4
(Bates et al., 2015) e multicomp (Hothorn et al., 2016) foram usados para desenvolver LMM,
LM e comparacdes planejadas. As figuras foram produzidas no software R, utilizando o pacote
ggplot2 (Wickham, 2011).

3 RESULTADOS
A figura 10 representa exemplos de uma Unica trajetdria fototatica em estimulacbes

monocromaticas azul, UV ou verde. Trajetdrias do grupo Controle representado em A, B e C;

grupo Via Optica D, E e F e grupo Via Ocelar G, He I.

A Controle D Via Otica G Via Ocelar
.
uv .> ,
B —— E H _
Azul ; . ‘. Z@
C / F — 1
Verde 0 ( j o

Figura 10. Exemplos de uma Unica trajetoria para os estimulos monocromaticos UV (A, D e G), AZUL (B, E e H)
e verde (C, F e I). Trajetdrias do grupo controle representado em A, B e C; grupo Via Optica D, E e F e grupo Via

Ocelar G, H e I. Pontos indicam a posi¢do da abelha a cada 5 segundos.
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A disténcia percorrida (Figura 11A) e o tempo gasto (Figura 11D) pelas abelhas do
Grupo Controle até os estimulos luminosos foram influenciados tanto pelo comprimento de
onda (LMM; Distancia: > =27, gl=12, p=0,006; Tempo: > =26, gl=12, p=0,008) como pela
intensidade de luz (LMM; Distancia: x> =48, gl=15, p= p<0,001; Tempo: y*> =43, gl=15,
p<0,001), havendo interacdo entre essas duas variaveis (LMM; Distancia: 2 A * intensidade de
luz =19, gl=10, p=0,03; Tempo: y*> A * intensidade de luz=22, gl=10, p=0,01). Dessa forma, ao
se deslocarem para os estimulos UV e verde, as abelhas fizeram percursos mais curtos € em
menor tempo do que quando elas caminham em dire¢éo ao estimulo azul (Teste de comparagdes
planejadas; Figura 11 A e D; Distancia: p<0,001 e p=0,02; Tempo: p=0,001 e p=0,01;
respectivamente). Além disso, a distancia percorrida e o tempo gasto pelas abelhas entre os
pares de LEDs UV e verde nao diferiram (Teste de comparacdes planejadas; Figura 11 A e D;
p=0,1 e p=0,4; respectivamente). A medida que a intensidade luminosa aumentava, diminuia
significativamente a distancia de deslocamento até os estimulos UV e azul, mas néo o estimulo
verde (Teste de comparagdes planejadas; Figura 11 A; p<0,05 para a0 menos um par de
intensidades para estimulos UV e azul; p=0,3 para estimulo verde). Ja o tempo de deslocamento
diminuiu significativamente com o aumento da intensidade luminosa de todos os trés estimulos
monocromaticos (Teste de comparacGes planejadas; Figura 11D; p<0,05 para a0 menos um par
de intensidades para estimulos UV, azul e verde).

A distancia (Figura 11B) e o tempo (Figura 11E) das trajetorias de abelhas do Grupo
Via Optica também foram influenciados tanto pelo comprimento de onda (LMM; Distancia: y2
=11, gl=2, p=0,003; Tempo: > =30, gl=12, p=0,002) como pela intensidade de luz (LMM;
Distancia: 2 =15, gl=5, p=0,009; Tempo 2 =44, gl=15, p<0,001). Contudo, sé houve interacdo
entre essas duas variaveis quando analisamos o tempo, mas ndo a distancia das trajetorias
(LMM; Distancia: 42 A * intensidade de luz =17, gl=10, p=0,07; Tempo: ¢ A * intensidade de
luz=28, gl=10, p=0,001). Ao se deslocar para a luz UV, as abelhas deste grupo experimental
fizeram percursos mais curtos (Figura 11 B) do que quando se movem em direcdo as luzes azul
e verde (Teste de comparacdes planejadas; p=0,004 e p<0,001; respectivamente). Por outro
lado, a distancia percorrida pelas abelhas em dire¢do aos estimulos azul e verde ndo diferiu
significativamente (Teste de comparacGes planejadas; Figura 11 B; p=0,5). Além disso, o
tempo gasto pelas abelhas ao se deslocarem para as luzes UV, azul e verde (Figura 11 E)
também néo diferiu (Teste de comparacdes planejadas; p>0,05 em cada comparacéo par a par).
Embora seja possivel observarmos pelas inclinagdes das retas que & medida que a intensidade

luminosa aumentava, diminuia a distancia do percurso (Figura 11 B) e o tempo gasto pelas
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abelhas (Figura 11 E) nas trajetorias fototaticas, esse efeito apenas foi significativo para o
comprimento de onda UV 350 nm (LMM; Distancia: > =21, gl=5, p<0,001; Tempo: x> =26,
gl=5, p<0,001).

Como descrito para os demais grupos, a distancia percorrida (Figura 11 C) e o tempo
gasto (Figura 11 F) pelas abelhas meliferas do Grupo Via Ocelar até os estimulos luminosos
também foram influenciados pelo comprimento de onda (LMM; Distancia: y*> =30, gl=12,
p=0,002; Tempo: 2 =29, gl=12, p=0,003) e pela intensidade de luz (LMM; Distancia: y? =25,
gl=15, p=0,03; Tempo: y* =31, gl=15, p=0,008), havendo interacdo entre essas duas variaveis
(LMM; Distancia: > A * intensidade de luz =21, gl=10, p=0,01; Tempo: x> A * intensidade de
luz=21, gl=10, p=0,01). Ao se deslocam para as luzes UV e verde, as abelhas deste grupo fazem
percursos mais curtos (Figura 11 C) do que quando se movem em direcdo a luz azul (Teste de
comparacOes planejadas; p<0,001 em ambas as comparacdes). Além disso, as distancias das
trajetorias fototaticas (Figura 11 C) foram similares para as luzes UV e verde (Teste de
comparacg0es planejadas; p=0,3). O tempo gasto pelas abelhas do Grupo Via Ocelar (Figura 11
F) foi menor para as trajetérias em direcdo a luz verde, seguido pela luz azul e por fim, a luz
UV (Teste de comparacOes planejadas; p<0,05 em cada comparacdo par a par). Embora haja
um efeito estatistico geral da intensidade luminosa na distancia percorrida e tempo gasto pelas
abelhas em direcdo a todos os estimulos luminosos, esse efeito ndo é significativo quando
analisamos separadamente as inclinagOes da reta para os diferentes pares de LEDs (Figura 11
CeF).
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Figura 11. Distancia percorrida e Tempo gasto por abelhas A. mellifera avaliando o efeito da intensidade da luz e
do comprimento de onda em cada tratamento. (A) Distancia percorrida para o grupo Controle. (D) Tempo gasto
no trajeto para o grupo Controle. (B) Distancia percorrida para o grupo Via Optica. (E) Tempo gasto no trajeto
para abelhas do grupo Via Optica. (C) Distancia percorrida para o grupo Via Ocelar. (F) Tempo gasto pelas abelhas
nos trajetos fototaticos do grupo Via Ocelar. Linha roxa: 350 nm, linha azul: 440 nm, linha verde: 525 nm. As
areas sombreadas em cinza representam o desvio padrdo da média. As letras indicam a diferenca estatistica entre
os comprimentos de onda. Os asteriscos indicam quando ha efeito significativo da intensidade de luz em um
determinado comprimento de onda.

Nos trés tratamentos 6ticos estudados, Controle (LMM; y2cor-distancia=49, gl=2, p<0,001),
Via Optica (LMM; ycordistancia=21, gl=2, p<0,001)e Via Ocelar (LMM; yZcor+distancia=11, gl=2,
p=0,003), o angulo de desvio ao longo do percurso diminuiu a medida que as abelhas se
aproximavam dos estimulos luminosos (Figura 12 A, C e E). O mesmo acontece nos trés grupos
qguando a intensidade de luz aumenta, Controle (LMM; ycor-distancia=65, gl=10, p<0,001), via
Optica (LMM; y2cordistancia=65, gl=10, p<0,001) e via Ocelar (LMM; ¥*cordistancia=129, gl=10,
p<0,001) (Figura 12 B, D, F). Abelhas dos grupos Controle (Figura 12 A) e Via Optica (Figura
12 C) fizeram trajetorias fototaticas menos tortuosas quando se deslocaram em direcdo aos
estimulos luminosos de cor UV do que azul e verde (Teste de comparacdes planejadas;
Controle: p<0,001 para ambas as comparacdes; Via Optica: p<0,001 para ambas as

comparagdes). O mesmo padrdo emergiu quando ha um aumento de intensidade de luz (Figura
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12 B e D). Nao houve diferenca na tortuosidade do percurso realizado pelas abelhas quando
elas se deslocam para as luzes azul e verde (Teste de comparagOes planejadas; Figura 12 A e
C; Controle: p=0,99; Via Optica: p=0,4). Também ndo ha diferenca estatistica entre abelhas
que se deslocam para luzes azul e verde quando hd aumento da intensidade luminosa (Teste de
comparacdes planejadas; Figura 12 B e D; Controle: p=0,4; Via Optica: p=0,4)

No grupo Via Ocelar (Figura 12 E), as trajetorias foram menos tortuosas para a luz verde
do que para a luz azul (Teste de comparagdes planejadas; p=0,003). Por outro lado, a
tortuosidade do caminho feito pelas abelhas deste grupo (Figura 12 E) em direcédo a luz UV foi
similar aquela observada para as luzes verde e azul (Teste de comparacOes planejadas; p=0,12
e p=0,18; respectivamente). A medida que a intensidade luminosa aumentava (Figura 12 F), o
caminho feito pelas abelhas do grupo Via Ocelar em direcdo a luz verde foi menos tortuoso do
que em direcdo a luz azul (Teste de comparac@es planejadas; p=0,003). Por outro lado, a forma
como a tortuosidade ¢ modulada pelo aumento de intensidade luminosa (Figura 12 F) nédo
diferiu significativamente entre as trajetérias em direcdo ao UV e aquelas dirigidas aos
estimulos azul e verde (Teste de comparag6es planejadas; p=0,12 e p=0,19; respectivamente).

A Figura 13 compara a distancia percorrida (A) e o tempo (B) das trajetorias fototaticas
dos grupos Controle, Via Optica e Via Ocelar para os estimulos monocromaticos UV, azul e
verde em uma mesma intensidade: 3 pW/cm2/nm. O tratamento 6ético influenciou a distancia
percorrida (Figura 13 A) pelas abelhas em dire¢do as luzes UV (LM; F(2,26)=17, p<0,001), azul
(LM; F(2,25)=4.5, p=0,02) e verde (LM; F(2,25)=4.5, p=0,02). As abelhas que pertenciam aos
grupos Controle e Via Optica fizeram percursos com menor distancia em direcdo ao UV (Figura
13 A) do que as abelhas do grupo Via Ocelar (Teste de comparacdes planejadas; p=0,002 e
p<0,001; respectivamente). As distancias percorridas pelas abelhas dos grupos Controle e Via
Optica em direcdo a luz UV foram similares (Teste de comparacdes planejadas; Figura 13 A;
p=0,5). Resultados semelhantes foram observados nos trajetos das abelhas em direcdo a luz
azul, com os grupos Controle e Via Optica apresentando distancias menores em relagio ao
grupo Via Ocelar (Teste de comparacdes planejadas; Figura 13 A; p<0,001 para ambas as
comparagdes), enquanto os grupos Controle e Via Optica ndo diferiram (Teste de comparagdes
planejadas; p=0,8). Abelhas do grupo Controle também fizeram trajetos mais curtos em direcdo
a luz verde quando comparadas as abelhas do grupo Via Ocelar (Teste de comparacGes
planejadas; Figura 13; p=0,008). Contudo, a distancia dos trajetos a luz verde (Figura 13 A)

feitos por abelhas do grupo Via Optica ndo diferiu daquela observada em trajetérias fototaticas
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de abelhas dos grupos Controle e Via Ocelar (Teste de comparacgdes planejadas; p=0,4 e p=0,06;
respectivamente).

O tratamento 6tico também influenciou significativamente o tempo (Figura 13 B) que
as abelhas gastam se deslocando em direcao aos estimulos UV (LM; F(2,28)=11, p<0,001), azul
(LM; F(2,26)=10, p<0,001) e verde (LM; F(225)=11, p<0,001). Para todos esses trés
comprimentos de onda, as abelhas dos grupos Controle e Via Optica se deslocaram com menor
tempo até os estimulos luminosos (Figura 13 B) do que aquelas do Grupo Via Ocelar (Teste de
comparac0es planejadas; p<0,05 em todas as comparacgdes). O tempo de deslocamento (Figura
13 B) n&o diferiu entre abelhas dos grupos Controle e Via Optica para nenhum comprimento

de onda (Teste de comparagOes planejadas; p>0,05 em todas as comparacdes).
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Figura 12. Dindmica de tortuosidade dos animais em trajetorias fototaticas em direcdo aos estimulos
monocromaticos UV, azul e verde apresentados em diferentes valores de irradiancia absoluta. As figuras situadas
a esquerda representam o &ngulo de desvio entre o vetor velocidade e o vetor mais reto que aponta para o LED a
diferentes distancias (-35 a 0 cm) do estimulo luminoso, sendo (A) Grupo Controle, (C) Grupo Via Optica e (E)
Grupo Via Ocelar. Figuras situadas a direita mostram o &ngulo de desvio das abelhas durante o percurso em
trajetorias fototaticas em direcdo a intensidades luminosas crescentes. (B) Grupo Controle (D) Grupo Via Optica
e (F) Grupo Via Ocelar. Linha roxa: 350 nm, linha azul: 440 nm, linha verde: 525 nm. As &reas sombreadas em
cinza representam o desvio padrdo da média. Letras diferentes indicam a diferencga estatistica entre comprimentos
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de onda. Os asteriscos indicam um efeito significativo da distancia (A, C e E) ou intensidade da luz (B, D e F) em
cada variavel de resposta.

A "
335+ E B Legenc}a.
1001 b mm Controle (350 nm)
2851 30 mm Otica (350 nm)
E 2354 b —_ e Ocelar (350 nm)
- T wl
= = 60 b mm Controle (440 nm)
‘% 1851 =9 .
= b 5] m Otica (440 nm)
< 135 ab T 404 a
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Figura 13. Distancia percorrida e Tempo gasto para cada tratamento (Controle, via Optica e via Ocelar) quando
exposto a diferentes comprimentos de onda durante as trajetérias fototaticas para uma mesma intensidade (3
KW/ecm2/nm). (A) representa a Distancia percorrida em trajetdrias fototéticas e (B) o Tempo gasto pelas abelhas
no percurso. Barra roxa: 350 nm, barra azul: 440 nm, barra verde: 525 nm. As letras representam as diferencas
entre os grupos utilizados no tratamento.

4 DISCUSSAO

O presente trabalho demonstra que ambos o0s olhos compostos e 0s ocelos séo capazes
de guiar de forma independente a abelha até uma fonte de luz por fototaxia positiva. Nossos
resultados sugerem a participacdo de todos os tipos de fotorreceptor (S, M e L) presentes nas
estruturas visuais de abelhas Apis mellifera na modulacgéo de suas respostas fototaticas, havendo
diversas particularidades nas propriedades destas respostas visuomotoras em funcdo do
comprimento de onda, da intensidade luminosa, dos fotorreceptores e da via de processamento
visual associada. Em geral, o grupo controle apresentou uma resposta fototatica mais intensa
para luzes que estimulam maximamente os fotoreceptores S e L, enquanto o grupo via Optica
apresentou fototaxia mais intensa para estimulacdo seletiva do fotorreceptor S. Em
contrapartida, o grupo via Ocelar apresentou respostas fototaticas mais intensas para
estimulacdo seletiva do fotorreceptor L. Dessa forma, nossos dados indicam que 0s circuitos
moduladores da fototaxia positiva de abelhas apresentam maior conexao a receptores tipo S na

via Optica, e maior conexao a receptores tipo L na via Ocelar.
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4.1 EstimulagBes monocromaticas especificas geram respostas fototaticas distintas em

cada via de processamento visual

Neste trabalho, avaliamos os padrdes de resposta fototatica de abelhas que se
orientavam no escuro em diregdo a luzes monocrométicas UV, azul e verde, as quais
estimulavam de forma méxima os fotorreceptores S, M e L (Figura 9), respectivamente (Peitsch
et al., 1992). No grupo Controle, animais expostos a luz UV ou verde fizeram suas trajetorias
fototaticas em distancia e tempo menores do que animais expostos a luz azul (FigurallA e
11D). Além disso, animais expostos & luz UV apresentaram menor grau de tortuosidade em
suas trajetorias a medida que se aproximavam do LED, quando comparados aos animais
expostos a luz azul ou verde (Figura 12A). Assim, animais do grupo Controle respondem a
todas as estimulaces monocromaticas testadas (UV, azul e verde), apresentando maior
efetividade de atracdo fototatica para as luzes UV e verde. Entretanto, é importante destacarmos
que para o0 parametro tortuosidade, houve maior atracdo fototatica para a estimulacdo
monocromatica UV. Estes resultados sdo coerentes com muitos autores que sugerem que ocorra
participacdo de todos os fotorreceptores na resposta fototatica de abelhas, porém o fotorreceptor
tipo S que absorve luz na faixa do UV teria maior contribuicdo para tal resposta (Sander, 1933;
Heintz, 1959; Kaiser et al., 1977). No entanto, como a distancia percorrida e o tempo das
respostas de animais expostos as luzes UV e verde ndo diferem estatisticamente, vemos que o
fotorreceptor L também apresenta um papel importante na fototaxia de abelhas (Figura 11A e
11D). Esta constatacdo corrobora com Labhart (1974), o qual sugere que a resposta fototatica
de abelhas seja modulada apenas por fotorreceptores dos tipos S e L. Esta hip6tese é plausivel,
se consideramos que o receptor L, e mesmo o S até certo ponto, podem ser estimulados de
forma basal por luzes na faixa do azul (Figura 14), dependendo do comprimento de onda e
largura de banda do estimulo.

No nosso experimento, a luz de LED monocromatico azul praticamente ndo estimula o
receptor S, porem estimula de forma basal o receptor tipo L (Figura 14). Caso as respostas para
a luz monocromatica azul no nosso experimento fossem fruto apenas da estimulacdo de
receptores L, as mesmas deveriam apresentar uma maior diferenca em relacdo as respostas
desencadeadas pela luz monocromatica verde, a qual estimula de forma méaxima estes
receptores. Apesar disso, ndo encontramos diferencas significativas entre as respostas
moduladas pela estimulacéo verde e azul no grupo Via Optica (Figura 11B e 11E). J4 para os

pardmetros Distancia percorrida e Tempo, encontramos diferencas significativas entre
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estimulacdes verde e azul nos grupos Controle (FigurallA e 11D) e Via Ocelar (Figura 11C e
11 F). Estes resultados eram de certa forma esperados, pelo menos no grupo via Ocelar, uma
vez que ndo ha fotorreceptores do tipo M para luz azul nos ocelos das abelhas (Goldsmith e
Ruck 1958; Geiser e Labhart 1982; Hung e Ibbotson, 2014). A auséncia de receptores do tipo
M nos ocelos também deve ser a razdo para as diferencas significativas na Tortuosidade das
respostas fototaticas observadas para as luzes azul e verde no grupo Via Ocelar (Fig; 12E e

12F), mas ndo nos demais grupos experimentais.

1,0 1

0,8 1

0,6 1

0,4 1

Absorbancia Relativa

0,2 1

0,0 T T T T T T 1
300 350 400 450 500 550 600 650

Comprimento de Onda

Figura 14: Curvas de sensibilidade espectral dos fotorrecetores e calibragdo dos LEDs. Curvas da sensibilidade
espectral dos fotorreceptores da abelha (S, M e L) sobrespostas as curvas de calibragdo da irradidncia absoluta dos
LEDs utilizados no experimento (em cinza).

Os resultados encontrados neste trabalho também podem estar relacionados a proporgao
de fotorreceptores encontrados nas diferentes estruturas visuais das abelhas (Figura 1). Mais
precisamente, trés categorias de omatideos nos olhos compostos das abelhas apresentam
proporcdes diferenciadas dos trés tipos de célula fotorreceptora: 44% apresenta uma proporgao
de 6:1:1 (L, S e M), 46% apresenta proporcao de 6:2 (L e S) e apenas 10% apresenta propor¢ao
de 6:2 (L e M) (Wakakuwa et al., 2005; Spaethe e Briscoe 2005). Além disso, os trés ocelos da
abelha apresentam apenas receptores S e L, mas ndo possuem receptores M (Velarde et al.,
2005). Dessa forma, a quantidade total de receptores para luz azul (M) é consideravelmente
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menor nos Orgdos visuais das abelhas, fato este que pode estar relacionado as respostas
fototéticas significativamente menos pronunciadas para a luz azul em relacéo as luzes verde ou
UV, observadas neste e em diferentes estudos anteriores (Heintz, 1959; Kaiser et al., 1977;
Labhart, 1974; Vieira e colaboradores, 2018).

Nouvian e Galizia (2020) realizaram experimentos testando a fototaxia positiva de
abelhas em um labirinto Y, a fim de investigar se este comportamento considerado a principio
inato poderia sofrer plasticidade em funcdo de experiéncias associativas anteriores.
Curiosamente, 0s autores mostraram que o condicionamento aversivo préevio, associando uma
luz a um estimulo elétrico (choque), ndo influencia a atracdo fototatica para a luz UV. No
entanto, animais condicionados de forma aversiva a luz azul, demostram certa plasticidade na
resposta fototatica, uma vez que se atrairam menos a luz azul em um contexto de
condicionamento aversivo prévio. Este mesmo estudo também mostra que 0s animais expostos
a testes de fototaxia em labirinto Y com apresentagdo simultanea de dois estimulos
monocromaticos apresentam maior atracdo a luz UV, menor atracdo a luz azul e uma atracdo
intermediaria a luz verde, sendo estes resultados coerentes aos dados encontrados no presente
estudo. Outro estudo (Marchal et al., 2019) também investigou a plasticidade fototatica apds a
aquisicdo de associacfes de memdria aversiva com a luz, e concluiu que estas associaces
apenas modificam a resposta fototatica inata para o comprimento de onda azul. Em concluséo,
estes estudos sugerem que as respostas fototaticas moduladas por receptor tipo M em abelhas
sdo menos rigidas e mais labeis do que aquelas moduladas pelos receptores S e L.

Ao compararmos as respostas fototaticas de animais que se orientam usando apenas 0s
olhos compostos (grupo Via Optica), as distancias (Figura 11B) e as tortuosidades menores
(Figura 12C) observadas nas trajetdrias para a luz UV sugerem que o fotorreceptor S apresente
uma contribuicio majoritaria na Via Optica. Cabe ressaltar que os olhos compostos apresentam
todos os trés tipos de fotorreceptor e uma propor¢do muito maior de receptores tipo L do que
tipo S (Wakakuwa et al., 2005; Spaethe e Briscoe 2005). Dessa forma, nossos resultados
sugerem gue nem todos o0s receptores tipo L dos olhos compostos das abelhas estdo conectados
aos circuitos de processamento visuomotor que comandam a fototaxia modulada pela Via
Optica, havendo pelo contrério, maior participacio de receptores tipo S.

Estudos neuroanatdmicos mostram que os fotorreceptores localizados na retina dos
olhos compostos enviam projecdes para regides distintas dos lobos Opticos das abelhas
(Srinivasan 2012). Fotorreceptores tipo L enviam suas projecdes para a primeira neurépila

visual, denominada lamina, a qual estd envolvida exclusivamente em processamento
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acromatico, como intensidade luminosa, contraste e movimento (Kaiser, 1975; Srinivasan e
Lehrer, 1988; Srinivasan e Braren, 1989; Giurfa e Menzel, 1997; Spaethe et al., 2001; Chittka
e Tautz, 2003). Ja projecdes axonicas dos fotorreceptores tipo S e M cruzam a lamina e
arborizam-se diretamente na segunda neurdpila visual, denominada medula (Dyer et al., 2011).
Esta estrutura, além de receber projecdes da lamina (processamento acromatico), também
apresenta neurdnios com oposi¢cdo espectral, sendo esta uma propriedade caracteristica do
processamento cromatico (Kien e Menzel 1977; Hertel et al., 1978; Yang et al.,. 2004, Paulk et
al., 2009). Nouvian e Galizia (2020) sugerem que as distintas respostas fototaticas a
comprimentos de onda diferentes poderiam envolver vias paralelas para processamento
acromatico e cromatico nos circuitos moduladores de fototaxia, mas deixam claro que mais
experimentos sdo necessarios para investigar melhor esta questao.

Animais que se orientavam apenas com 0s ocelos (grupo Via Ocelar) apresentaram
trajetorias com menores tempos (Figura 11F) e tortuosidades (Figura 12E) para o estimulo
verde, em relacdo aos demais estimulos monocromaticos. Assim, sugerimos que o fotorreceptor
L possui maior contribui¢cdo na resposta fototatica modulada pela Via Ocelar do que o
fotorreceptor S. O fato da estimulacdo monocromaética UV desencadear um maior tempo de
trajeto em relacdo as outras luzes (Figura 11F) nos mostra que os animais foram mais lentos
quando estimulados exclusivamente através dos fotorreceptores tipo S dos ocelos, indicando a
existéncia de propriedades temporais distintas no processamento visual envolvendo este
receptor. Uma vez que nos ocelos ndo existem fotorreceptores tipo M (Velarde et al., 2005), 0s
resultados encontrados para estimulacdo com luz azul sdo fruto basicamente da estimulacédo
basal dos fotorreceptores tipo L (Figura 14), o que é coerente com as respostas fototaticas
menos intensas ao azul que ao verde no grupo Via Ocelar.

Comparando os diferentes grupos experimentais, o grupo Via Ocelar apresentou
trajetdrias fototaticas muito mais longas e duradouras do que os demais tratamentos, para todas
as estimulagbes monocromaticas (Figura 13). Curiosamente, a Unica excecao ocorreu para
estimulacdo com luz verde, a qual ndo desencadeou diferencas significativas nas distancias dos
trajetos fototaticos entre o grupo Via Optica e o grupo Via Ocelar (Figura 13A). Estes resultados
reforcam que a contribuicdo de receptores L para a resposta fototatica mediada pelos ocelos €
extremamente forte, pois a mesma néo diferiu daquela mediada pelos receptores L dos olhos
compostos, ainda que a area de fotorrecepcao, a sensibilidade e a acuidade deste orgédo visual

sejam muito maiores que a dos pequenos ocelos.
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4.2 Diferentes niveis de irradidncia promovem atracdes fototaticas distintas

A intensidade luminosa afetou significativamente as respostas fototaticas das abelhas,
de forma que quanto maior € a intensidade da luz monocromatica, maior tende a ser a magnitude
desta resposta visuomotora. Este efeito fica especialmente nitido quando comparamos as
Tortuosidades dos trajetos fototaticos para seis intensidades distintas, e vemos que para todas
as trés luzes (UV, azul e verde), em todos os grupos (Controle, Via Optica e Via Ocelar), a
tortuosidade decai significativamente com o aumento da intensidade luminosa (Figura 12B,
12D e 12F). Além disso, o tempo gasto no trajeto se torna menor conforme o aumento da
intensidade luminosa para todas as luzes monocromaticas testadas em abelhas do Grupo
Controle (Figura 11D). Estudos prévios em Apis mellifera ja haviam demonstrado o efeito da
intensidade luminosa na fototaxia modulada por luz verde (Erber et al 2006), enquanto nosso
estudo é o primeiro a estudar de forma bem controlada o efeito da irradidncia luminosa na
fototaxia mediada por luz UV ou azul. Assim, concluimos que a fototaxia de abelhas é
fortemente modulada pela intensidade luminosa em todos os trés canais fotorreceptores: S, M
eL.

Experimentos usando misturas de cores sugerem que a visdo de cores e a orientacéo
fototética por preferéncia espectral sdo processos mediados por vias neurais independentes em
abelhas (Menzel e Greggers, 1985). Estes autores buscaram testar essa hipdtese usando nao
apenas luzes monocromaticas, mas também misturas policromaticas destas luzes em testes de
fototaxia, uma metodologia que visa identificar fendmenos de oposicdo cromatica
caracteristicos da visdo de cores (Backhaus, 1991). Embora os resultados deste estudo néo
sejam conclusivos, indicam que muito provavelmente, ndo exista envolvimento de visdo
cromatica na fototaxia positiva de abelhas. Sugeriu-se que a magnitude deste comportamento
para uma determinada luz seja mediada pelo somatério total dos foétons absorvidos por cada
tipo de fotorreceptor estimulado, o que seria responsavel por um claro efeito da intensidade
total de luz na magnitude da atracdo fototatica (Menzel e Greggers, 1985).

Como dito anteriormente, é sabido que o fotorreceptor L estd majoritariamente
envolvido no processamento de informagdes acrométicas. Seguindo esta linha, muitos estudos
fototaticos testaram apenas comprimentos de onda verde ou branco em estudos sobre fototaxia
de abelhas (Erber et al., 2006). Nossos resultados, junto com os de outros estudos recentes
(Marchal et al., 2019; Nouvian e Galizia 2020), reforcam a participacdo de receptores S e M,

juntamente aos receptores L, na fototaxia de abelhas. Mais estudos sdo ainda necessarios para
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avaliar se o processamento visual envolvendo a fototaxia € unicamente acromético, ou também

poderia conversar com vias de processamento cromatico.

4.3 Processamento cromatico e acromatico em circuitos de fototaxia

Sabe-se que em abelhas as entradas sensoriais combinadas dos receptores S, M e L sdo
responsaveis pelo processamento da informacgdo cromatica (Backhaus, 1991; Giurfa et al.,
1996; Giurfa e Menzel, 1997; Spaethe et al., 2001). Embora o presente trabalho, assim como
diversos estudos, corrobore com a participacgao destes trés tipos de fotorreceptor para resposta
fototdtica de abelhas, ainda ndo esta claro se ocorre envolvimento da visdo de cores no
comportamento fototatico destes animais (Heintz, 1959; Kaiser et al., 1977; Menzel e Greggers,
1985; Nouvian e Galizia 2020). Na mosca Drosophila, experimentos de preferéncia espectral
revelaram que a resposta fototatica em relacdo ao UV é significativamente aumentada pela
presenca de luz visivel, sugerindo um efeito de contraste de “cor” no comportamento de

preferéncia espectral (Schimperli, 1973, Fischbach, 1979). Gao et al 2008 realizou
experimentos em Drosophila melanogaster, onde individuos mutantes para ort (canal
ionotrépico controlado por histamina) exibiram defeitos na detec¢do de movimento e tiveram
a resposta fototatica diminuida para estimulagdes UV ou verde comparado ao tipo selvagem.
Semelhante aos resultados obtidos neste estudo, o grupo selvagem exibiu maior resposta
fototatica para estimula¢6es UV do que verde, de forma dependente da intensidade.

Gao et al. (2008) sugerem que 0s canais cromaticos e acromaticos em Drosophila ndo
sdo segregados, mas se convergem para 0s interneurdnios de primeira/segunda ordem no inicio
da via visual. Investigando a via cromatica de processamento espectral UV, este grupo sugeriu
duas vias de processamento da luz UV: a primera envolve sinapses diretas de fotorreceptores
R7s para neur6nios de projecdo Tmb; a segunda envolve uma via indireta de R7 para neuronios
Dm8 e depois para Tmb. Esta segunda via foi identificada como responsavel pela preferéncia a
luz UV em ensaios fototaticos, onde neurébnios Dm8 agem como detectores de luz UV de baixa
intensidade em ambiente iluminado, e também como detector de movimento (processamento
acromatico). Em paralelo, a via direta para Tm5 seria responsavel pelo processamento de luz
UV de alta intensidade, responsavel por integrar essa luz as vias cromaticas. A visdo de cores
tricromatica das abelhas é sabidamente iniciada a partir de inputs de receptores S, M e L dos
olhos compostos que se convergem na segunda neurdpila visual, medula, a qual apresenta

distintos circuitos de oponéncia espectral (Dyer et al. 2011). Visto que a resposta fototatica de
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abelhas parece também combinar input dos trés fotorreceptores no nivel da medula, porém nao
h& indicios claros de oponéncia espectral nesta resposta visuomotora, sugere-se que uma via
paralela de processamento acromatico combinando input dos trés canais também exista na
medula (Menzel and Greggers, 1985). Enquanto essa hipotese ndo é confirmada, neurdnios
chamados de células monopolares da Iamina, os quais conectam inputs dos receptores L na
lamina aos inputs de receptores S e M na medula (Menzel, 1974), apresentam respostas lineares
ao somatorio de luzes provenientes dos trés canais. Assim, estes neurénios sdo potenciais
candidatos para a integragdo de informacéo em uma via acromatica de processamento fototatico
(Menzel and Greggers, 1985).

Cabe ressaltar que, enquanto os olhos compostos se conectam a vias de processamento
cromatico, ndo existem estudos que comprovem a participacao efetiva dos ocelos em vias de
processamento cromatico e talvez nem sequer sejam envolvidos em formacdo de imagem
(Hung e Ibbotoson, 2014). Logo, as respostas fototéaticas observadas no grupo Via Ocelar, as
quais sdo moduladas de forma mais intensa pela luz verde e pelo receptor L associado (e.g.
Figura 12F), ndo envolvem a priori qualquer tipo de processamento cromatico. Neste sentido,
é importante ressaltar que, embora o0s receptores L presentes nos olhos compostos e ocelos
tenham sensibilidade espectral similar, os mesmos sdo codificados por genes distintos
(AmLopl e AmLop2), possuindo provavelmente propriedades distintas de resposta (Velarde et
al., 2005; Wakakua et al., 2005).

Hung et al. (2013) realizou um estudo de neurbnios descendentes associado a via
optomotora, e concluiu que embora este processamento seja acromatico, envolve a entrada de
fotorreceptores S e L. Neste estudo o0 autor destaca que ndo descarta a possibilidade de que as
respostas geradas por comprimento de onda curto (estimulagdes a 380nm) tenham sido fruto da
estimulacdo basal do fotorreceptor L, no entanto, abre uma discussdo a respeito do possivel
processamento optomotor acromatico envolvendo o fotorreceptor S. O autor ainda investiga o
papel dos olhos compostos e ocelos na resposta optomotora por meio da ocluséo seletiva da via
Ocelar, e conclui que os olhos compostos parecem fornecer entrada via fotorreceptores S e L,
enquanto os ocelos fornecem uma contribuicdo prioritéaria dos fotorreceptores L, envolvidos na
deteccdo de incrementos de brilho verde. Curiosamente, nosso estudo sobre orientacdo
fototatica também indica uma participacdo maior de fotorreceptores L do que de fotorreceptores
S dos ocelos nesta resposta visuomotora.

Neste estudo, desenvolvemos metodologias eficazes para estudar no laboratério o

comportamento de fototaxia positiva das abelhas a luzes de distintas composicGes espectrais,
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bem como o papel de distintas vias neurais (Ocelar e Optica). Estas metodologias poderéo ser
agora combinadas a técnicas de neurofarmacologia, neurofisiologia ou biologia molecular, a
fim de aprofundarmos nossa compreensdo sobre o papel de diferentes fotorreceptores,
neurotransmissores e circuitos neurais especificos na modulacdo da fototaxia positiva em
abelhas. Estudos recentes demonstraram, por exemplo, um papel importante das aminas
biogénicas tiramina, octopamina e serotonina na modulagéo das respostas de fototaxia positiva
a luz verde em abelhas (Thamm et al., 2010; Sheiner et al., 2014). Estudos futuros deverao
avaliar melhor o papel e a localizacdo destes neurotransmissores nas vias de processamento

fototatico de abelhas.
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CAPITULO 2

Interacao de distintos fotorreceptores e processamento de
misturas cromaticas nas vias fototaticas Ocelar e Optica de Apis

mellifera
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Conforme descrito no Capitulo anterior, o processamento fototatico em abelhas envolve
a interacdo de circuitos neurais conectados aos diferentes tipos de fotorreceptores presentes nos
olhos compostos e ocelos destes animais. No entanto, o processamento neural dos circuitos
conectados a fototaxia positiva ainda ndo sdo bem esclarecidos. No que diz respeito a
codificacdo da resposta fototatica em abelhas, encontramos na literatura apenas um estudo
relacionado. Os autores Menzel e Greggers, 1985 realizaram um experimento para investigar
se 0 processamento fototatico envolvia processamento acromatico ou cromatico. Os autores
concluiram que a resposta fototatica ocorre de maneira puramente linear, ou seja, 0s animais
sd0 mais atraidos a processamentos que adicionam luminosidade ao ambiente do que a
codificacdo de cores (processamento ndo-linear). No entanto estes autores ndo testaram todos
os comprimentos de onda que as abelhas detectam na resposta fototatica, avaliaram apenas
estimulos monocromético verde versus mistura de cores. Em Drosophila melanogaster
(Diptera) a resposta fototatica envolve presenca de contraste de cores, uma vez que as essas
moscas sdo mais atraidas a luz monocromatica UV do que a mistura de cores, indicando
processamento cromatico na fototaxia (Fischbach, 1979).

No que diz respeito a codificacdo da informago visual em abelhas nas vias Optica e
Ocelar, poucos estudos investigaram o processamento espectral dos neurdnios conectados aos
fotorreceptores dos ocelos. Sabe-se que os neurdnios Ocelares L sdo neurénios de banda larga,
logo processam informacdes acromaticas (Milde, 1984). No entanto, ndo existe estudos que
investigaram a codificagdo neural da informacado visual provinda dos neurdnios Ocelares S.
No que diz respeito a via Optica, a codificacdo de cores e luminincia é bem descrita em
abelhas. Estudos eletrofisioldgicos encontraram neurénios que codificam estimulos cromaticos
e acromaticos, demonstrando que ocorre uma segregacao do processamento visual em abelhas
(Kien e Menzel, 1977; Dyer et al., 2011, Paulk et al., 2008, Yang e Hung, 2004). Estes estudos
descreveram trés tipos de neurénios relacionados a codificacdo da informacéo visual nos lobos
oOpticos das abelhas, encontrados principalmente na medula e na lobula. Os neurdnios de banda
larga respondem a luz de todo o espectro, sugerindo que recebem entrada de dois ou trés tipos
de neurdnios. Os neurdnios de banda estreita respondem a comprimentos de onda limitado a
sensibilidade de um tipo de fotorreceptor. Os neurénios oponentes da cor sdo excitados por
alguns comprimentos de onda e inibidos por outros (Yang e Hung, 2004). Estudos anteriores

relacionam o0s neurdnios de banda larga a codificacdo de informagdes acromaéticas
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(luminosidade) (Menzel, 1979; Menzel, 1985), enquanto os neurdnios de banda estreita e
oponentes de cor codificam sinais cromaticos (processam as cores) (Dyer et al., 2011).

No nivel neural, diversos neurdnios de oponéncia cromatica ja foram descritos na
medula, lobula e areas do protocérebro lateral (Dyer et al. 2011). Estes neur6nios sao excitados
por uma faixa de comprimento de onda e inibidos por outra faixa (Menzel & Blakers, 1976;
Hertel, 1982; Paulk et al. 2009), respondendo assim de forma ndo linear as combinagdes de
faixas de comprimento antagonicas (Menzel & Blakers, 1976; Hertel, 1982; Paulk et al. 2009;
Dyer et al. 2011; Mota et al. 2013). Na abelha Bombus terrestris, neurdnios com oponéncia
cromatica registrados intracelularmente no protocérebro anterior ao serem estimuladas por uma
mistura de cores contendo violeta, azul e verde, por exemplo, apresentam inibicdo da resposta
neuronal em relacdo a resposta para a luz azul pura (Paulk et al., 2009). Em Apis mellifera, as
respostas de circuitos do tubérculo Gtico registradas por imaging de célcio frente a
apresentacdes de mistura de azul e verde mostraram efeitos hipoaditivos (equivalentes) ou
supressivos (menores) em relacdo as respostas ao verde puro (Mota et al. 2013). Enquanto
efeitos de oponéncia cromatica ja foram extensivamente estudados e modelizados em estudos
psicofisicos e cognitivos sobre percepcdo de cores em abelhas (Backhaus 1991; Hempel de
Ibarra et al. 2014), nosso estudo é o primeiro a demonstrar que abelhas podem apresentar
respostas visuomotoras indicando efeitos de oponéncia no contexto de fototaxia positiva.

Afim de investigar o processamento fototatico em abelhas, analisamos a orientagdo
espectral destes animais, avaliando a ocorréncia de processamento linear ou ndo-linear. Se as
vias relacionadas a percepcdo fototatica processam a informacdo visual de um elemento
monocromatico versus mistura de cores como um processamento elementar, cada componente
é processado separadamente. O processamento elementar também pode ser chamado de
processamento linear. Nesse caso, quanto maior a quantidade de foétons captada pelos
fotorreceptores, maior a resposta fototatica (sinergia). Assim, para situacfes nas quais 0s
animais processam a intensidade luminosa, a mistura de cores se torna mais atrativa do que o
unico elemento monocromatico. Estudos anteriores relacionam o processamento linear, no
contexto da exposicao de animais a estimulos visuais monocromatico ou mistura de cores, como
um processamento acromatico, uma vez que a excitacdo de neurbnios de banda larga (que
processam a informacdo acromatica) ocorre por meio da entrada de dois ou mais canais
receptores (Fischbach, 1979; Coombe 1981; Menzel e Greggers, 1985; Mota et al., 2013). Os

canais receptores podem se complementar, permitindo que as abelhas detectem com mais
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eficacia a intensidade da luz em ambientes variados. Isso é particularmente util para avaliar
diferencas de luminéncia e ajustar seu comportamento.

Caso as vias relacionadas a viséo codifiquem a informacdo fototatica de exposi¢do a mistura de
cores como um elemento unico, diferente da soma dos elementos, considera-se a percepcao
como processamento configuracional. Este também pode ser chamado de processamento néo-
linear. Assim, animais que sdo expostos a um elemento visual monocromatico versus mistura
de cores processam informacdo cromatica ao apresentarem atracdo maior para o estimulo
monocromatico (supressdo), ou quando ndo ocorre diferenca de atracdo nesse contexto de
exposicdo a dois estimulos visuais (hipoaditividadade) (Fischbach, 1979; Coombe 1981;
Menzel e Greggers, 1985; Mota et al., 2013). Considerando que a percep¢do cromatica envolve
processamento por neurénios oponentes da cor ou neurénios de banda estreita, o animal que
percebe a cor apresenta padrdo de resposta baseada em processamento nao-linear ao perceber a
mistura de cor como um elemento Unico. Esta pode ser uma estratégia adaptativa para otimizar
a deteccéo de informacdes cruciais, uma vez que abelhas utilizam a visdo de cores para detectar
flores, memorizar cores e padrbes de flores recompensadoras, bem como diferenciar flores

menos recompensadoras (Chittka e Menzel 1992).
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Figura 15. Diagrama esquematico representando o processamento neural linear (a esquerda) e ndo linear (a direita)
em experimentos envolvendo pares de estimulos luminosos monocromaticos (A) e policromaticos (AB/ ABC). No
processamento linear cada elemento é processado separadamente, dessa maneira animais que se orientam para o
lado do braco do labirinto cuja exposicdo visual represente um elemento policromatico indica que ocorreu
processamento acromatico da informacdo visual. Em contrapartida, no processamento ndo-linear o elemento
policromético é processado como um Unico elemento, assim, animais que se orientam para o braco do labirinto
cuja representacdo seja de um elemento monocromatico (supressdo) ou casos nos quais nao ha diferenca
significativa de orientacdo (hipoaditividade) entre os bracos do labirinto representam o processamento cromatico.
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O presente trabalho investigou se a percepg¢do da resposta fototatica em abelhas envolve
processamento linear (acromatico) ou n&o linear (cromatico) nos circuitos ligados a via Optica
e a Ocelar. A participacdo dos canais receptores na orientacdo por estimulos fototaticos sera
avaliada utilizando estimulacbes monocromaticas e policromaticas. Assim, pretendemos
avaliar se ha evidéncia de possivel existéncia de antagonismo espectral e processamento
cromatico em cada via neural, ou se a resposta fototatica ocorre de maneira puramente
sinérgica, com processamento acromatico, nas distintas vias neurais. Também comparamos se
ocorre diferenca de atratividade fototatica entre estimulos monocromaticos para cada via do
sistema visual. Acreditamos que este trabalho podera contribuir para o entendimento do
processamento fototatico nas distintas vias neurais envolvidas na fototaxia positiva em abelhas

Apis mellifera.

2 METODOLOGIA

Os procedimentos de coleta dos animais e 0s grupos experimentais foram os mesmos
descritos nas secdes 2.1 e 2.2 do Capitulo 1. A coleta dos animais foi realizada as 8 horas da

manha durante um outono € um inverno.

2.1 Labirinto Y

Os experimentos para avaliar a orientacdo fototatica de abelhas frente a distintos pares
de estimulos luminosos foram realizados em um labirinto Y, dispositivo amplamente ultilizado
em estudos de percepgao e aprendizagem visual (Srinivasan & Lehrer, 1988; Giurfa et al., 1996;
Ibarra et al., 2002). O labirinto utilizado (Figura 15) foi confeccionado em acrilico preto fosco,
impedindo assim que o animal tenha visibilidade do ambiente ao redor e minimizando a
refletdncia dos estimulos luminosos nas paredes do mesmo. Possuindo 3 cm de altura e 4 cm
de largura em toda sua extensdo, o labirinto possuia um corpo de entrada de 22 cm de
comprimento, conectado a dois bragos de 7 cm de comprimento. Cada braco possuia um angulo
de 135° em relagédo ao corpo de entrada do labirinto. A parte de cima do labirinto foi coberta
por uma tampa acrilica transparente e removivel, que permitia a visualizacdo do trajeto
realizado pelas abelhas. Uma pequena camara movel acoplada a entrada do labirinto permitia
o confinamento prévio da abelha e adaptacdo da mesma ao ambiente escuro. Esta pequena

camara cubica apresentava uma porta deslizante transparente, através da qual o animal era
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liberado e exposto aos estimulos luminosos apresentados ao final em cada braco do labirinto.

Todos os experimentos foram realizados em uma sala escura.

Figura 16. Labirinto em Y utilizado em testes de orientacdo fototatica. A seta 1 indica a cAmara cubica na qual a
abelha era confinada durante periodo de adaptacdo ao escuro. A seta 2 indica o corpo de entrada do labirinto. As
setas 3 e 4 indicam as camaras de apresentacdo dos estimulos luminosos através de um filtro difusor de vidro.

2.2 Estimulos luminosos

Foram utilizados trés LEDs monocromaticos com 0s mesmos picos de emissdo descritos
na secao 2.3 do Capitulo 1(Figura 9), coincidentes com os picos de absorcao dos trés tipos de
fotorreceptor encontrados nas abelhas (Peitsch et al., 1992). Ao final de cada braco do labirinto
foi acoplada uma pequena camara escura de acrilico preto fosco (Figura 15), na qual os trés
LEDs monocromaticos (UV, azul e verde) podiam ser acesos individualmente ou
simultaneamente. Um filtro difusor feito de vidro jateado foi posicionado em frente ao conjunto
de trés LEDs para permitir a apresentacdo de misturas cromaticas em uma area homogénea no
final de cada brago do labirinto. Este filtro difusor capaz de transmitir luz na faixa do UV e
visivel foi ocluido nas periferias com fita isolante preta, de forma a produzir uma area central
de 2 cm2 na qual os estimulos visuais eram apresentados com homogeneidade perceptual para
as misturas cromaticas. Cada estimulo visual apresentava um angulo subtendito de 16,5 graus
em relacdo a camara de decisdo, tanto na direcdo vertical como na horizontal, sendo assim

capazes de recrutar as vias cromaticas do sistema visual de abelhas (Giurfa et al., 1996). Cada
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LED foi conectado a uma porta de saida de sinal PWM (Pulse Width Modulation), para
possibilitar seu controle através de um Arduino MEGA®. Um software criado em ambiente
Phyton foi utilizado para controlar combinacao, ordem, tempo e intensidade de apresentacao
dos estimulos monocromaticos (Figura 9) ou policromaticos produzidos pelos LEDs. A
intensidade luminosa de cada LED foi ajustada com um espectrofotdmetro (USB2000 + UV-
VIS-ES, OceanOptics) calibrado radiometricamente com uma fonte de luz de deutério /
tungsténio (DH-2000-BAL, 220- 1050 nm, OceanOptics) para um mesmo valor de irradiancia:
0,24 uW/cmz/nm. Este mesmo valor de irradiancia foi sempre utilizado na apresentagéo de cada
LED, tanto em estimulos monocromaticas quanto em misturas policromaticas. Isso significa
que todos os estimulos policromaticos possuiam uma maior irradiancia total de fétons, quando

comparadas aos estimulos monocromaticos.

2.3 Grupos e procedimentos experimentais

Os testes de orientacdo fototatica no labirinto Y foram realizados em abelhas dos grupos
controle (n=21), via Optica (n=20) e via Ocelar (n=22), conforme descrito no Capitulo 1 (Figura
7). Em cada grupo, foram testados 12 pares de estimulos visuais, sendo que a ordem de
apresentacdo, bem como a posi¢do dos mesmos nos bragos do labirinto foi constantemente
randomizada. Foram apresentados trés pares de estimulo monocromatico: UV vs. azul; UV vs.
verde; azul vs. verde. Nove pares de estimulo contrapondo um elemento monocromatico a uma
mistura policromatica contendo este elemento foram apresentados: UV vs. UV + azul; UV vs.
UV + verde; UV vs. UV + azul + verde (série UV); azul vs. UV + azul; azul vs. azul + verde;
azul vs. UV + azul + verde (série azul); verde vs. UV + verde; verde vs. azul + verde; verde vs.
UV + azul + verde (série verde).

Antes de cada teste de orientagdo fototatica, a abelha testada permaneceu por um minuto
no escuro dentro da cdmara de confinamento para adaptacéo visual e aclimatacdo (Menzel e
Greggers, 1985). Ao inicio de cada exposi¢do a um par de estimulos visuais, a porta da cAmara
era aberta e o animal liberado no corpo do labirinto simultaneamente a apresentacao do par de
estimulos nos bragos do labirinto. Foi entdo registrada a orientagdo do animal, bem como
cronometrado o tempo de chegada, a um dos estimulos visuais. Quando o animal tocava o filtro
difusor onde se apresentava o estimulo luminoso, o cronometro era pausado, os estimulos
visuais desligados e a abelha conduzida novamente a cAmara de confinamento na entrada do

labirinto. Foi utilizado um LED de luz branca para atrair o animal de volta a camara de
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confinamento, onde 0 mesmo permanecia por um minuto no escuro até a apresentacdo do par

luminoso seguinte.

2.4 Analise estatistica

Para cada par de estimulos visuais testado em cada grupo experimental, utilizamos o
Teste Binomial para analisar se a frequéncia de orientacéo das abelhas a cada estimulo diferiu
significativamente do aleatorio. A variavel dicotbmica foi a orientacdo das abelhas a um dos
estimulos luminosos e o parametro de probabilidade para ambas as respostas foi de 0,5.

Visando testar se a distribuicdo das respostas a cada par de estimulos diferiu
significativamente entre os trés grupos experimentais (controle, via Ocelar e via Optica) foi
construido um GLMM com distribuicdo binomial. A varidvel preditora foi o grupo
experimental (controle, Optica, Ocelar), a variavel resposta foi a orientacdo das abelhas a um
dos dois estimulos, e a varidvel aleatoria foi o id das abelhas.

Considerando que o tempo de escolha de um estimulo em labirinto Y vem sendo
utilizado como indicador do quéo dificil (lenta) / facil (rpida) € a decisdo por um dos estimulos,
ou do quao semelhante / diferente é o par de estimulos, decidimos avaliar se esta mesma relacao
existe no contexto de orientagdo fototatica inata das abelhas. Para cada grupo experimental, foi
construido um LMM com distribuicdo gaussiana para testar se o tempo gasto pelas abelhas para
se orientar a um estimulo diferiu significativamente entre os pares de estimulos testados. Neste
caso, a variavel preditora foi o par de estimulos luminosos, a variavel resposta foi o tempo de
orientacdo da abelha ao estimulo, e a variavel aleatoria foi o id das abelhas.

Testes Binomiais foram realizados no software GraphPadPrism, enquanto as analises de
GLMM e LMM foram desenvolvidas no Rstudio. Foram utilizados os pacotes Im4 (Bates et
al., 2014), glme, afex, multcomp (Hothorn et al., 2015) e ggplot2 (Wickham, 2009).

3. RESULTADOS

3.1 Orientacdo fototatica frente a pares de estimulos monocromaticos

Abelhas do grupo controle (N=21) submetidas aos testes de orientacdo fototatica com
pares de estimulos monocromaticos de mesma intensidade luminosa foram significamente mais

atraidas pela luz UV do que pelas luzes azul (Figura 17a; Teste Binomial, p = 0.02) e verde
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(Figura 17b; Teste Binomial, p = 0.04), e significativamente mais atraidas pelo verde que pelo
azul (Figura 17c; Teste Binomial, p=0.04). Animais submetidos a ocluséo dos ocelos, os quais
compdem o grupo via Optica (N=20), também foram mais atraidas pela luz UV do que pela luz
verde (Figura 17b; Teste Binomial, p =0.02), porém se distribuiram de forma aleatoria nos
bracos do labirinto quando confrontados aos pares de estimulo UV vs. azul (Figura 17a; Teste
Binomial, NS) e azul vs. verde (Figura 17c; Teste Binomial, NS). Individuos submetidos a
ocluséo dos olhos compostos, os quais compdem o grupo via Ocelar (N=22), se distribuiram de
forma aletdria nos bracos do labirinto quando confrontadas aos trés pares de estimulo testados
(Teste Binomial, NS): UV vs. azul (Figura 17a), UV vs. verde (Figura 17b) e azul vs. verde
(Figura 17c).

A comparacdo entre a distribuicdo das abelhas para cada par de estimulos
monocromaticos em cada grupo experimental (controle, via Optica e via Ocelar), identificou
diferencas significativas entre os grupos para o par UV vs. azul (Figura 17a; GLMM, y2=6.4,
gl=2, p=0.04). As distribui¢bes das abelhas para o par UV vs. azul diferiram entre os grupos
controle e via Ocelar (Teste Post hoc; p=0.03). Ndo houve diferenca para este par de estimulos
entre os grupos controle e via Optica (Teste Post hoc; NS), nem entre os grupos via Optica e
via Ocelar (Teste Post hoc; NS). A distribuicdo das abelhas para o par de estimulos UV vs.
verde também diferiu significativamente entre os grupos experimentais (Figura 17b; GLMM,
v*=17.3, gl=2, p=0.02), havendo diferenca entre o grupo via Ocelar e os grupos via Optica (Teste
Post hoc; p=0.04) e controle (Teste Post hoc;p=0.03). Ndo houve diferenca nas respostas
fototaticas das abelhas para este par de estimulos entre os grupos controle e via Optica Teste
Post hoc; NS). Para o par de estimulos azul vs. verde (Figura 17c), ndo identificamos diferenca
significativa entre os trés grupos experimentais (GLMM, ¥>=0.95, gl=2, NS).

O tempo gasto pelos animais para se orientarem aos estimulos luminosos nao difere
estatisticamente para nenhum dos 3 pares testados nos grupos controle (LMM, F240=0.11, NS)
e via Optica (LMM, F2.33=1.89, NS). Embora os animais da via Ocelar nfo tenham apresentado
diferenga significativa na distribuicdo para nenhum dos trés pares luminosos testados (Figura
18), o tempo gasto pelas abelhas para chegar até um dos estimulos variou entre os pares de
estimulo testados (Figura 18, LMM, F24,=3.8, p=0.02). Mais precisamente, as abelhas do grupo
via Ocelar gastaram mais tempo para se orientarem quando apresentadas ao par UV vs. azul em
relagdo ao par UV vs. verde (Teste Post hoc, p=0.01). O tempo gasto pelas abelhas na orientacéo

fototatica ndo diferiu no grupo via Ocelar (Figura 18) entre os pares monocromaticos UV vs.
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azul e azul vs. verde (Teste Post hoc, p=0.05) ou UV vs. verde e azul vs. verde (Teste Post hoc,

NS).
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Figura 17. Orientacdo das abelhas entre estimulos monocromaticos UV, azul e verde no labirinto Y. Os *
representam as diferencas na escolha do estimulo em cada grupo. Os # representam a diferenca na orientagdo por

estimulo comparando os 3 grupos, controle, Via Optica e Via Ocelar.
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Figura 18. Laténcia de atracio fototética entre estimulos monocromaticos. Tempo gasto pelas abelhas para
realizarem a orientagdo fototatica entre os estimulos visuais avaliados, sendo estes pares de estimulos
monocromaticos. As letras indicam diferenca significativa no tempo gasto pelos animais na atracéo fototatica para
diferentes pares de estimulos visuais.

3.2 Testando elemento monocromatico contra misturas policromaticas

Nestes experimentos, testamos se as abelhas apresentam atracao fototatica maior para
misturas policromaticas do que para os elementos monocromaticos que as compdem, conforme
previsto pela teoria de que o processamento fototatico envolveria somatério linear de fotons
absorvidos em todos os fotorreceptores, num processamento puramente acromatico (Menzel &
Greggers 1985). Contrapondo essa expectativa, caso alguma mistura fosse igualmente ou
menos atraente que um elemento monocromatico, indicando processamento hipoaditivo ou
supressivo, respectivamente, isso sugeriria a presenca de processamento cromatico nos

circuitos fototaticos envolvidos.

3.2.1 UV vs. mistura de cores

As abelhas do grupo controle (N=21) submetidas aos testes de orientacdo fototatica
apresentando o estimulo monocromatico UV simultaneamente a misturas cromaticas contendo
este elemento apresentaram distribuicdo aleatoria nos bracos do labirinto nos testes com

UV+azul (Figura 19a; Teste Binomial, NS) e UV+azul+verde (Figura 19c, Teste Binomial,
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NS). Por outro lado, abelhas do grupo controle foram significamente mais atraidas para a
mistura UV+verde do que para a luz monocromatica UV (Figura 19b; Teste Binomial, p =
0.04). Animais do grupo via Optica (N=20) apresentaram distribuic&o aleatoria nos bragos do
labirinto para a mistura UV+azul (Figura 19a; teste Binomial, NS), mas foram
significativamente mais atraidas para as misturas UV+verde (Figura 19b; Teste Binomial, p=
0.002) e UV+azul+verde (Figura 19c; Teste Binomial, p= 0.04) contrapostas a luz UV. J& o
grupo via Ocelar (N=22) se distribuiu de forma aletoria nos bracos do labirinto quando a luz
UV foi apresentada contra todas as misturas (Teste Binomial, NS): UV vs. UV+azul (Figura
19a), UV vs. UV+verde (Figura 19b) e UV vs. UV+azul+verde (Figura 19c).

A comparagdo da distribuicdo das abelhas para cada par de estimulos (contendo UV)
entre os trés grupos experimentais (controle, via Optica e via Ocelar) identificou diferencas
significativas no caso do par UV vs. UV+azul (Figura 19a; GLMM, x2=8.96, gl=2, p=0.01).
As distribuicdes das abelhas para o par UV vs. UV+azul diferiram entre os grupos controle e
via Ocelar (Figura 19a; Teste Post hoc, p=0.01) e entre os grupos via Optica e via Ocelar (Figura
19a; Teste Post hoc, p=0.02). Ndo houve diferenca para este par de estimulos entre 0s grupos
controle e via Optica (Figura 19a; Teste Post hoc, NS). Para os pares de estimulos UV vs.
UV+verde (Figura 19b; GLMM, %2=3.74, gl=2, NS) e UV vs. UV+azul+verde (Figura 19c;
GLMM, y2=5.87, gl=2, NS) ndo houve diferencgas significativas entre 0s grupos nas respostas
fototéaticas das abelhas. O tempo gasto pelos animais para se orientarem aos estimulos
luminosos ndo diferiu estatisticamente entre os trés pares testados em nenhum dos grupos
experimentais: controle (LMM, F2.40=1.05, NS), via Optica (LMM, F23s=1.56, NS) e via Ocelar
(LMM, F2.42=2.04, NS).
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Figura 19. Orientacdo das abelhas entre os estimulos monocroméatico UV e mistura de cores no labirinto Y.
Asteriscos (*) representam as diferencas na escolha do estimulo em cada grupo. Os # representam a diferenca na
orientacdo por estimulo comparando os 3 grupos, controle, via Optica e via Ocelar.

3.2.2 AZUL vs. mistura de cores

Os individuos do grupo controle (N=21) submetidas aos testes de orientacdo fototatica
apresentando luz monocromatica azul simultaneamente a misturas cromaticas contendo este

elemento foram significamente mais atraidas para as misturas de cores UV+azul (Figura 20a;
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Teste Binomial, p=0.02) e UV+azul+verde (Figura 20c; Teste Binomial, p=0.004). Por outro
lado, estes animais apresentaram distribuicdo aleatdria nos bragos do labirinto para o par azul
vs. azul+verde (Figura 20b; Teste Binomial, NS). Abelhas do grupo via Optica (N=20)
apresentaram distribuicdo aleatdria nos bracos do labirinto para a mistura UV+azul (Figura 20a;
teste Binomial, NS) e azul+verde (Figura 20b; teste Binomial, NS), mas foram
significativamente mais atraidas para a mistura UV+azul+verde contraposta a luz azul (Figura
20c; Teste Binomial, p=0.007). Individuos do grupo via Ocelar (N=22), se distribuiram de
forma aletoria nos bracos do labirinto para as misturas UV+azul (Figura 20a; Teste Binomial,
NS) e UV+azul+verde (Figura 20c; Teste Binomial, NS) contrapostas ao azul puro, mas foram
significativamente mais atraidos para a mistura azul+verde (Figura 20b; Teste Binomial,
p=0.01).

A comparacdo entre a distribuicdo das abelhas para cada par de estimulos (contendo
azul) em cada grupo experimental (controle, via Optica e via Ocelar) revelou diferencas
significativas para o par UV vs. UV+azul (Figura 20a; GLMM, 42=8.30, gl=2, p=0.01). As
distribuictes das abelhas para o par azul vs. UV+azul diferiram entre 0os grupos controle e via
Ocelar (Figura 20a; Teste Post hoc, p=0.01) e entre os grupos via Optica e via Ocelar (Figura
20a; Teste Post hoc, p=0.04). O par azul vs. azul + verde, (Figura 20b, GLMM, y2=7.75, gl=2,
p=0.02), apresenta diferenca na orientacdo dos animais comparando 0s grupos controle, via
Optica e via Ocelar. Enquanto os animais do grupo via Ocelar se orientam mais frequentemente
para a mistura azul+verde, animais do grupo controle (Figura 20b; Teste Post hoc, p=0,03) e
via Optica (Figura20b; Teste Post hoc, p=0,02) se orientam com maior frequéncia para o
estimulo azul monocromatico. Nao héa diferenca estatitica na orientacdo fototatica dos animais
dos grupos controle e via Optica (Figura 20b; Teste Post hoc, NS). Também houve diferencas
significativas para a mistura UV+azul+verde contrapondo a luz azul (Figura 20c; GLMM,
x2=7.95, gl=2, p=0.02). As abelhas do grupo via Ocelar se orientam com maior frequencia para
0 estimulo monocromatico azul, enquanto as abelhas dos grupos controle (Figura 20c; Teste
Post hoc, p=0.03) e via Optica (Figura 20c; Teste Post hoc, p=0.04) se orientam
marjoritariamente para a mistura UV+azul+verde. N&o h& diferenca de orientacdo fototatica
entre os grupos controle e via Optica para este par de estimulo (Figura 20c, Teste Post hoc, NS).

O tempo gasto pelas abelhas para chegar até um dos estimulos variou entre os pares de
estimulo testados nos grupos controle (Figura 21a; LMM, F2.40=5.58, p=0.007) e via Ocelar
(Figura 21b; LMM, F2.42=4.5 p=0.01). Em ambos os grupos, as abelhas gastaram mais tempo

para se orientarem ao par de estimulos azul vs. azul+verde comparado ao par azul vs. UV+azul
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(grupo controle: Figura 21a; Teste Post hoc, p=0.001; grupo via Ocelar: Figura 21b; teste Post
hoc, p=0.004). O tempo de orientacdo ndo diferiu entre os pares azul vs. azul+verde e azul vs.
UV+azul+verde (controle: Figura 21a, via Optica: Figura 21b; Teste Post hoc, NS), e azul vs.
UV+azul e azul vs. UV+azul+verde (grupo controle, Figura 21a e via Optica, Figura 21b; Teste
Post hoc, NS). O tempo gasto pelos animais para se orientarem aos estimulos luminosos ndo

diferiu estatisticamente entre os pares testados no grupo via Optica (LMM, F235=0.65, NS).
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Figura 20. Orientacdo das abelhas entre os estimulos monocromatico azul e mistura de cores no labirinto Y.
Asteriscos (*) representam as diferencas na escolha do estimulo em cada grupo. Os # representam a diferenca na
orientacdo por estimulo comparando os 3 grupos, controle, via Optica e via Ocelar.
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Figura 21. Laténcia de atragdo fototatica entre um componente azul versus mistura de cores. Tempo gasto pelas
abelhas para realizarem a orientacao fototatica entre os estimulos visuais avaliados, sendo estes pares de estimulo
monocromatico azul versus misturas de cores. As letras indicam diferenga significativa no tempo gasto pelos
animais na atracao fototatica para diferentes pares de estimulos visuais.

3.2.3 VERDE vs. mistura de cores

Abelhas do grupo controle (N=21) submetidas aos testes de orientacdo fototatica
apresentando luz monocromatica verde simultaneamente a misturas cromaticas contendo este
elemento apresentam distribuicdo aleatoria nos bracos do labirinto para as misturas UV+verde
(Figura 22a; Teste Binomial, NS) e azul+verde (Figura 22b; Teste Binomial, NS). Por outro
lado, estes individuos foram significamente mais atraidos para a mistura UV+azul+verde do
que para a luz verde pura (Figura 22c; Teste Binomial, p= 0.02). No grupo via Optica (N=20),
as abelhas foram significativamente mais atraidas para as misturas UV+verde (Figura 22a;
Teste Binomial, p=0.002) e UV+azul+verde (Figura 22c; Teste Binomial, p=0.04) do que para
a luz verde. Os animais apresentam distribuicao aleatoria nos bracgos do labirinto para a mistura
azul+verde contrapondo a luz verde (Figura 22b; teste Binomial, NS). No grupo via Ocelar

(N=22), os animais se distribuiram de forma aletdria nos bracos do labirinto para todos os trés



70

pares de estimulo (Teste Binomial, NS): verde vs. UV+verde (Figura 22a), verde vs. azul+verde
(Figura 22b) e verde vs. UV+azul+verde (Figura 22c).

A comparacdo entre a distribuicdo das abelhas para cada par de estimulos (contendo
verde) em cada grupo experimental (controle, via Optica e via Ocelar) revelou diferencas
significativas para o par verde vs. UV+azul+verde (Figura 21c; GLMM, ¥2=7.37, gl=2,
p=0.02). As distribuicdes das abelhas para este par diferiram entre os grupos controle e via
Ocelar (Figura 22c; Teste Post hoc, p=0.03) e entre os grupos via Optica e via Ocelar (Figura
22c; Teste Post hoc, p=0.04). Ndo houve diferenca na orientagdo dos animais dos grupos
controle e via Optica em relagdo para este par de estimulos (Figura 22c; Teste Post hoc, NS).
Para os demais pares de estimulo, ndo houve diferenca de atracdo fototatica (verde vs. uv +
verde: Figura 22a; GLMM, x2=6,19, gl=2, NS; verde vs. azul + verde: Figura 22b; GLMM, 2
= 0,05, gl =2, NS).

O tempo gasto pelos animais para se orientarem aos distintos pares de estimulos
luminosos néo diferiu estatisticamente nos grupos controle (LMM, F2.40=0.96, NS) e via Ocelar
(LMM, F242=0.17, NS). Por outro lado, este tempo variou entre os pares de estimulo testados
no grupo via Optica (Figura 23; LMM, F2.35=8.4, p=0.0009). As abelhas gastaram mais tempo
para se orientarem ao par verde vs. azul+verde do que ao par verde vs. UV+azul+verde (Figura
23; Teste Post hoc, p<0.001), e ao par verde vs. azul+verde do que ao par verde vs. UV+verde
(Figura 23; Teste Post hoc, p=0.01). Contudo, o tempo até o estimulo foi igual para os pares
verde vs. UV+verde e verde vs. UV+azul+verde no grupo via Optica (Figura 23; Teste Post
hoc, NS).
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B verde

B uv + verde

B azul + verde

B uv + azul + verde

Figura 22. Orientacdo das abelhas entre 0s estimulos monocromatico verde e mistura de cores no labirinto Y. Os
* representam as diferencas na escolha do estimulo em cada grupo. Os # representam a diferenca na orientagao
por estimulo comparando os 3 grupos, controle, via Optica e via Ocelar.
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Figura 23. Laténcia de atragdo fototatica entre um componente verde versus mistura de cores. Tempo gasto pelas
abelhas para realizarem a orientacéo fototatica entre os estimulos visuais avaliados, sendo estes pares de estimulo
monocromatico verde versus misturas de cores. As letras indicam diferenga significativa no tempo gasto pelos
animais na atracao fototatica para diferentes pares de estimulos visuais.

4 DISCUSSAO

Ao analisarmos as respostas de fototaxia positiva de abelhas do grupo controle quando
estimuladas simultaneamente no labirinto Y com duas fontes de luz monocromética de
comprimentos de onda diferentes e mesma irradiancia absoluta, percebemos que houve uma
maior atracdo a luz UV, seguida por uma maior atracdo a luz verde. A luz azul foi a que gerou
menor frequéncia de atracdo fototatica positiva quando confrontada aos outros estimulos em
abelhas controle, ou seja, sem nenhuma estrutura visual ocluida. Esses resultados estdo em
conformidade com estudos prévios sobre a sensibilidade espectral da fototaxia positiva, 0s quais
também observaram uma maior atracdo para a luz UV e menor para a luz azul quando esses
estimulos foram apresentados no escuro com intensidade fisica equivalente (Heintz, 1959;
Kaiser et al., 1977; Labhart, 1974; Nouvian e Galizia et al., 2020). Junto aos nossos resultados
do Capitulo 1, estes estudos indicam uma maior contribui¢do dos receptores tipo S (pico de
absorcdo: UV 344 nm) nas respostas fototaticas de Apis mellifera. Além disso, os receptores
tipo L (pico de absorcéo: verde 544 nm) parecem ter maior participacdo do que 0s receptores
tipo M (azul 436 nm) nestas respostas (Peitsch et al., 1992).



73

4.1 Estimulos monocromaticos sdo processados de maneira distinta pelas vias neurais
conectadas aos olhos compostos (via Optica) e aos ocelos (via Ocelar)?

Assim como abelhas do grupo controle, abelhas do grupo via Optica apresentaram maior
atracdo fototatica pelo estimulo monocromatico UV do que pelo verde, mas para os demais
pares de estimulos monocromaticos (UV vs. azul; azul vs. verde), ndo ocorre diferenca na
orientacdo fototdtica das abelhas. Estes resultados, somados ao fato de que existe uma
quantidade muito maior de receptores L nos olhos das abelhas do que de receptores S ou M
(Wakakuwa et al. 2005), demonstram que nos circuitos da via Optica existe uma maior
contribuicdo ou um maior peso dos sinais provenientes de fotorreceptores S do que L.
Comparando estes resultados aos resultados do Capitulo 1, encontramos concordancia com a
distancia percorrida e a tortuosidade das trajetorias fototaticas no grupo via Optica, que sdo
menores para luz UV monocromatica do que para verde.

Curiosamente, animais do grupo via Ocelar ndo apresentaram maior ou menor atracao
por nenhum dos estimulo monocromaticos testados no labirinto Y. Apesar disso, 0 tempo gasto
para chegar ao estimulo foi maior para o par UV vs. azul quando comparado ao par UV vs.
verde. Isso sugere que o tempo de processamento/comparacdo dos estimulos pela via Ocelar €
maior para UV vs. azul, ou seja, estes estimulos parecem mais ambiguos ou similares para a
via Ocelar. Por outro lado, os estimulos UV e verde parecem ser mais discrepantes para esta
via neural. Cabe ressaltar que nos ocelos apenas existem fotoreceptores dos tipos S e L
(Goldsmith e Ruck 1958; Geiser e Labhart 1982; Mizunami e Takagi, 1994), o que contribui
para uma maior segregacdo do processamento de sinais gerados por luz UV e verde. A luz azul
no ocelo estimula parcialmente ambos os receptores S e L, mas a absorcdo de luz azul pelo
fotorreceptor L dos ocelos é muito maior que nos receptores S. Isso acontece porque além de
possuir uma largura de banda de absor¢do muito mais ampla que os receptores S, o tipo de
opsina expressa nos receptores L dos ocelos possui pico de abor¢gdo em comprimentos de onda
mais curtos do que o dos olhos compostos (Velarde et al., 2005, Figura 2). Também ¢é valido
ressaltar que as estimulagdes monocromaticas na via Ocelar favorecem a estimulacdo de
receptores que estao dispostos em direcdo ao solo, e ndo em direcdo ao céu

Comparando as respostas fototaticas das abelhas aos pares de estimulo monocromatico
nos diferentes grupos experimentais, observamos que para o par UV vs. verde os animais do
grupo Ocelar diferem daquelas dos grupos via Optica e controle. Enquanto animais do grupo
via Ocelar possuem maior atracio pela luz verde, animais dos grupos via Optica e controle s&o

mais atraidos a luz UV. No Capitulo 1, demonstramos que animais do grupo via Ocelar realizam
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trajetos fototaticos com menor tempo e maior linearidade para a luz verde do que para as luzes
UV e azul. Junto aos resultados deste Capitulo, temos boas evidéncias de que a participacdo
dos receptores L é maior na via Ocelar, ao contrério do que ocorre na via Optica, onde parece
haver maior contribuicdo dos receptores S. Provavelmente por essa razao, animais do grupo via
Optica ndo formam mais atraidos por verde do que azul, enquanto animais do grupo controle
foram. Ainda que os padrdes de orientagdo fototatica aos estimulos monocromaticos sejam
similares nos grupos controle e via Optica, indicando maior contribuicdo dos olhos compostos
do que dos ocelos para este comportamento visuomotor, observamos que 0s sinais provenientes

dos ocelos aumentam a atragdo fototatica pela luz verde em animais controle.

4.2 O processamento fototatico envolve somatorio linear dos sinais de distintos
fotorreceptores?

No presente estudo, realizamos testes de orientacdo fototatica contrapondo um elemento
monocromatico a misturas policromaticas diversas visando testar se a fototaxia de abelhas pré-
adaptadas ao escuro poderia envolver qualquer tipo de processamento cromatico. Baseados na
proposta de processamento linear oriunda do estudo de Menzel e Greggers (1985), esperdvamos
que as abelhas se orientassem com maior frequéncia em direcdo as misturas policromaticas,
uma vez que todas essas misturas geram mais fotons absorvidos pelos trés receptores do que o
elemento monocromatico contraposto as mesmas. No entanto, nossos resultados com abelhas
do grupo controle mostram que para muitas combinacGes cromaticas o processamento nao
parece ser linear, visto que ndo houve maior atratividade das abelhas pela mistrura
policroméatica em relacdo ao elemento monocromatico. Esse efeito de ndo-linearidade
hipoaditiva ocorreu para 5 dos 9 pares de estimulo testados. Estes dados sugerem que mesmo
possuindo um componente acromatico nas respostas fototaticas, responsavel pelo
processamento da intensidade luminosa (ver Capitulo 1), parece haver também algum nivel de
processamento cromatico. Em 1979, Fischbach mostrou que a mosca Drosophila melanogaster
processa luz de uma forma espectralmente antagdnica na fototaxia positiva, sugerindo visao de
cores na resposta fototatica. Neste estudo, as moscas foram mais atraidas para o estimulo
monocromatico UV do que para misturas de cores contendo UV.

Em 1985, Menzel e Greggers realizaram experimentos para testar se havia indicios de
processamento cromatico nas respostas fototaticas de Apis mellifera. Nos testes realizados em
labirinto Y, um dos bracos foi iluminado com uma luz monocromatica verde (537nm) e o outro

brago do labirinto iluminado com misturas de cores contendo o verde. Contrariamente aos
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nossos resultados, estes autores encontraram apenas respostas relacionadas a processamento
linear, ou seja, 0s animais sempre preferiam a mistura de cores, indicando processamento
acromatico. Cabe ressaltar que a situacdo experimental era muito diferente da nossa, uma vez
que tal experimento foi realizado com animais que saiam da colmeia na luz ambiente, e estas
foram treinadas a entrar num alimentador em uma caixa escura, para posteriormente fazerem a
escolha do estimulo visual no labirinto. Nossos testes foram realizados em laboratorio, em
ambiente totalmente escuro, como no caso da maioria dos estudos de fototaxia em insetos. Além
disso, exploramos uma faixa espectral maior do que os testes realizados por Menzel & Greggers
(1985). Seria interessante repetir nossos experimentos com abelhas pré-adaptadas a luz solar
para ver se esta é a razdo deste estudo ter resultados tdo discrepantes em relacdo ao nosso.

Muitos estudos sobre processamento cromatico apoiam-se na ideia de que a percepc¢éo
de cores é codificada de maneira independente do processamento acromatico no cérebro de
abelhas (Daumer, 1956; Menzel, 1967). Essa independéncia nunca havia sido avaliada no
contexto da fototaxia em abelhas, uma vez que este comportamento visual foi até hoje
considerado como fruto de processamento puramente acromatico. Nosso estudo € o primeiro a
mostrar evidéncias de processamento cromatico na atracdo fototatica de abelhas. Apesar disso,
estudos prévios ja haviam demonstrado que a depender do comprimento de onda, a fototaxia
em abelhas poderia ser inibida por condicionamento aversivo. Nestes estudos, abelhas evitavam
ir para a luz azul, mas ndo para as luzes UV e verde, quando estes estimulos visuais eram
associados a choque (Kirkerud et al., 2017; Marchal et al., 2019; Nouvian e Galizia 2020). Estes
experimentos realizados em labirinto Y indicam que apenas a fototaxia para o comprimento de
onda azul pode sofrer plasticidade por aprendizagem aversiva. Os autores sugerem que a
orientacdo fototatica de abelhas inclui etapas de decisdo na qual o animal precisa interpretar o
comprimento de onda, ou seja, usar visdo de cores.

Nossos resultados ainda ndo nos permitem concluir totalmente que a resposta fototatica
de Apis mellifera no escuro envolve vis&o de cores. Para isso, estudos complementares usando
outras combinacdes de luzes monocromaticas, apresentadas em diferentes intensidades
luminosas, seriam necessarios. Ainda que tenhamos utilizado uma irradiancia baixa em todos
os estimulos visuais apresentados no labirinto Y, ndo podemos descartar totalmente efeitos de
saturacdo dos fotorreceptores ou de adaptacdo dos circuitos associados, até porque nada
sabemos ainda sobre a arquitetura neural e conectividade das vias neurais especificas

envolvendo a fototaxia de abelhas.
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4.3 A linearidade do processamento fototatico difere nas vias fototaticas Optica e Ocelar?

Tanto no grupo via Optica quanto no grupo via Ocelar encontramos efeitos de
processamento fototatico ora sinérgicos ora hipoaditivos, a depender da combinacdo cromatica
testada. No grupo via Optica, 4 dos 9 pares de estimulo testados desencadearam respostas
hipoaditivas as misturas crométicas, enquanto 5 geraram maior atracdo a mistura cromaética,
coerente com processamento linear. O tempo gasto pelas abelhas do grupo via Optica nas
orientagdes fototaticas foram maiores para o par verde vs. azul+ verde, quando comparado aos
demais pares de estimulo contendo luz verde, sugerindo que estes estimulos sdo mais
ambiguos/similares no processamento neural desta via. Embora nossa expectativa fosse de que
indicios de processamento cromatico pudessem existir apenas na via Optica, as respostas de
animais da via Ocelar a misturas cromaticas foram majoritariamente hipoaditivas. Apenas no
caso do par de estimulos azul vs. azul+verde, as abelhas foram mais atraidas pela mistura
policromética, enquanto processamento hipoaditivo foi observado para 8 das 9 misturas
cromaticas.

Quando comparamos as distribui¢Bes nos distintos testes entre 0s grupos experimentais,
nossos resultados mostram que nos casos em que ha diferenca entre 0s grupos, o grupo via
Ocelar apresenta uma tendéncia a se orientar para o estimulo monocromatico, enquanto 0s
grupos controle e via Optica sio mais atraidos & mistura de cores. Tais evidéncias podem ser
obervadas nas Figuras 19, 20 e 22. Cabe ressaltar que quase ndo existem estudos sobre o tipo
de processamento espectral que ocorre nos interneurénios conectados aos ocelos das abelhas.
Sabe-se que os neurbnios L da via Ocelar (interneurdnios) sao neurénios de banda larga, com
picos de sensibilidade em 340 e 500nm (Milde, 1984), logo processam informagdes acromaticas
recebendo sinais dos fotorreceptores S e L. Seguindo esta linha de pensamento, tais neurdnios
ndo seriam os responsaveis pelo processamento cromatico sugerido no presente trabalho para a
via Ocelar.

A retina dorsal do ocelo mediano recebe a parte mais focada e com maior resolucéo da
imagem (Ribi et al., 2011), sendo o campo visual dos fotorreceptores da retina dorsal dos ocelos
predominantemente sensivel a luz polarizada que incide verticalmente (Ogawa et al,. 2017),
logo esta regido seria capaz de processar frequéncias espaciais e contrastes relativamente altos

(Berry et al., 2007). Nos ocelos laterais, quatro dos cinco grandes neurdnios Ocelares L
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descendentes projetam a maior parte de seus dendritos para a retina dorsal (Hung e Ibbotson,
2014), sugerindo que esta é a maior regido de densidade de fotorreceptores nos ocelos. Em
1984, Milde sugeriu a possibilidade de haver um “especialista” espectral na via Ocelar que
receberia informac6es de apenas um tipo de fotorreceptor, como relatado em gafanhotos por
Wilson (1978). Ainda ndo existem trabalhos que confirmem a existéncia de neurdnios de banda
estreita ou neurdnios com oponéncia cromatica conectados a via Ocelar das abelhas, logo, as
respostas espectrais hipoaditivas relatadas no presente estudo carecem de uma base
neurofisioldgica.

Curiosamente, Garcia et al. (2017) sugerem um modelo matematico no qual os
neuronios S da via Ocelar forneceriam informacdo espectral adicional para regiGes de
integracdo do processamento de cores, contribuindo para o fenémeno de constancia cromatica.
As informacdes emitidas pelos neurdnios S teriam como intuito fornecer medicgdes instantaneas
das caracteristicas da luz ambiente, por meio das respostas dos dois tipos de fotorreceptor dos
ocelos, sendo esta usada para permitir os mecanismos de adaptacdo para atingir a constancia da
cor. Os autores sugerem que essa contribuicdo ocelar para circuitos superiores de
processamento visual permitiria a uma adaptacdo cromatica eficaz e direta. Nossos dados
também sugerem que a via Ocelar possa envolver algum tipo de processamento cromatico, pelo
menos no contexto de fototaxia.

O presente estudo sobre o papel de distintos fotorreceptores e vias neurais na fototaxia
inata de abelhas demonstra que embora se trate de um comportamento inato e estereotipado,
este tipo de orientacdo visuoespacial pode envolver fenémenos de dominancia ou oponéncia
espectral tanto na via Optica quanto na via Ocelar. Estudos futuros serdo necessarios para
desvendar a anatomia e a fisiologia dos neurdnios responsaveis pelo processamento fototatico
em cada uma destas vias neurais, bem como os locais onde estas vias interagem no cérebro da
abelha durante a fototaxia. Estudos comportamentais e psicofisicos complementares também
seriam de grande valia para entendermos melhor a contribui¢do de cada uma destas vias para

0S processos de percepcao visual durante fototaxia.
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