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Aprendizaje olfativo temprano en la abeja (Apis mellifera) y su rol en la
toma de decisiones relacionadas con la obtencion de recursos

Resumen

Tempranamente en la vida de un animal las experiencias pueden moldear de forma
dramatica su comportamiento adulto. Utilizando a la abeja melifera nos propusimos
entender la influencia de las experiencias olfativas precoces durante el estadio adulto sobre
los comportamientos en individuos que hayan alcanzado edades en donde las actividades
de recoleccion de recursos son frecuentes. Para ello evaluamos la retencion de memorias
olfativas establecidas en obreras de distintas edades observando que los niveles con los que
se evocaban dichas memorias eran diferentes: abejas que recibian alimento aromatizado
entre los 5 y 8 dias de vida recordaban mejor a estos olores los 17 dias que las que los
aprendian a edades intermedias (9-12 dias de edad). Sin embargo, la retencion de aquellas
abejas condicionadas entre los 9-12 dias de edad podian ser mejorada si los individuos
recibian experiencias olfativas tempranas ya sea a los 1-4 6 5-8 dias de edad. Estos
resultados sugieren que: i) la retencion de memorias olfativas tempranas no dependen
directamente del intervalo adquisicion-evaluaciéon, sino de la edad en que ocurria la
experiencia y 1ii) estas experiencias son fundamentales para el desarrollo de la
memorizacion a largo término en abejas de edades intermedias. Esto podria explicarse a
través de cambios en los patrones de actividad neuronal que observamos en el l6bulo
antenal de abejas maduras que aprendieron precozmente un olor. Después de mostrar que
las memorias olfativas que se adquieren en las primeras etapas de la vida adulta de un
insecto pueden guiar el comportamiento varios dias después del aprendizaje, y que estos
recuerdos pueden vincularse a la modificacion de la actividad neuronal en el cerebro, la
abeja ofrece una nueva perspectiva para estudiar la ontogenia del aprendizaje y la memoria

y sus consecuencias sobre la biologia social.

Palabras claves: Apis mellifera, Aprendizaje asociativo, memorias de largo término

experiencias tempranas, sistema olfativo.



Early olfactory learning in the Honeybee (Apis mellifera) and its role in
making decision process related to foraging

Abstract

Early in the life of an animal, experiences can dramatically shape their adult behavior.
Using the honeybee, we addressed the influence of olfactory experiences during early stage
on adult, when worker bees initiate foraging tasks. Thus, we evaluated the retention of
olfactory memories in pre-foragers of different ages, noting that the levels of retention
were different among groups. Bees that received scented-food at 5-8 days of age showed
higher retention than 9-12-days-old-conditioned bees when tested on day 17. However,
memory retention at 9-12 days of age could be improved if individuals receiving an early
olfactory experiences either at 1-4 or 5-8 days of age. These results suggest that: i) the
retention of early olfactory memories could not be easily explained by the interval between
acquisition and testing, but the age at which occurred the experience and ii) these
experiences are essential for the development of long-term memory in middle-aged bees.
These outcomes could be explained by changes in glomerular activity patterns detected in
the antennal lobe of the mature bee that precociously learned an odor (5-8 days of age).
After showing that olfactory memories acquired in the early stages of adult life of an insect
may bias behavior after several days after learning, the bee offers a new perspective to

study the ontogeny of learning and memory and its impact on social biology.

Keywords: Apis mellifera, associative learning, long-term memory, early olfactory

experiences, olfactory system.
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Introduccion General

1.1 APRENDIZAJE ASOCIATIVO

El entorno perceptual de los animales presenta una matriz compleja de estimulos
de la que deben aprender cuiles (o cuales de sus acciones) pueden ser tutiles para
sobrevivir. El aprendizaje asociativo es una capacidad que se encuentra en casi todos los
animales, y que les permite extraer reglas y estructuras para anticiparse a los eventos
relevantes del mundo en que viven. Consiste en establecer relaciones predictivas entre los
eventos que coexisten en el medio ambiente de modo de reducir la incertidumbre del
animal, a la vez que modifica su comportamiento por las experiencias previas (Giurfa,

2007).

Si bien en la complejidad de los ambientes naturales los animales requieren la
integracion de diferentes modalidades sensoriales para formar memorias que les permitan
predecir eventos relevantes (Mackintosh, 1994), bajo condiciones experimentales de
laboratorio los animales pueden ser condicionados a responder ante una estimulaci6on
mucho mas reducida y controlada. En un condicionamiento simple por ejemplo, el
individuo aprende la contingencia entre un estimulo neutro o condicionado (EC) que en un
principio carece de significado, y un estimulo incondicionado (EI) que genera una
respuesta refleja en el individuo experimental. El vinculo que se genera al asociar ambos
estimulos durante el condicionamiento le permite al animal anticipar su respuesta refleja

con la sola presentacion del EC.
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1.1.1 Condicionamiento simple

El condicionamiento simple es un tipo de aprendizaje asociativo en el que se
reconocen dos grandes formas: (1) el condicionamiento clasico o pavloviano, en donde los
animales aprenden a asociar un estimulo neutro o condicionado (EC, por ejemplo: un color
o un sonido) con el estimulo incondicionado (EI, por ejemplo el alimento), y (2) el
condicionamiento instrumental u operante (Skinner, 1938) en donde el individuo aprender
a asociar su propio comportamiento con un refuerzo (por ejemplo, caminar hacia una

fuente y obtener alimento).

En 1927, Ivan Pavlov fue el primero en estudiar las propiedades del
condicionamiento simple bajo condiciones controladas de laboratorio (Fig. 1.1). Utilizando
al perro como individuo experimental, demostr6é que la presentacion repetida del sonido
de una campana seguido de alimento (que generaba una respuesta de salivaciéon en animal)
era capaz de desencadenar la salivacion ante la sola presentacion del sonido y en ausencia

de alimento.

Fig. 1.1 Ivan Petrévich Pavlov, fisi6logo ruso (1849- 1936),
durante sus estudios sobre el condicionando clasico.

En el ejemplo clasico de condicionamiento operante, Skinner (1938) mostrdé que
una rata aprendia a accionar una palanca para obtener alimento. A través de los sucesivos
eventos de entrenamiento el individuo era capaz de aprender que su respuesta motora
antecedia a la obtenciéon de alimento donde también era necesario que el estimulo

reforzador sea contingente con la respuesta del sujeto.
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Tanto el condicionamiento clasico como el instrumental permiten entonces generar
una prediccion, es decir le otorgan al estimulo condicionado [EC (en el primer caso)] o la
respuesta operante [RO (en el segundo)] cierto valor predictivo conforme se establece el
vinculo entre los ellos. Este vinculo a la vez puede variar fuertemente dependiendo, entre
otras cosas de la intensidad, el intervalo entre presentaciones, o de la relevancia o relacion
que existe en la naturaleza entre los estimulos que pretenden ser asociados (Rescorla,

1985; Balsam, 1985; Bhagavan y Smith, 1997).

1.1.2 Condicionamiento olfativo en insectos

Desde hace varias décadas se sabe que el aprendizaje asociativo es una capacidad
importante de muchos insectos. Esto qued6 demostrado en una amplia gama de grupos
incluyendo polinizadores (Gould, 1993; Menzel et al., 1993, Lewis, 1993;), mantidos
(Bowdish y Bultman, 1993), hormigas (Beckers et al., 1994), moscas (Prokopy et al., 1993;
1994), himenopteros parasitoides (Turlings et al., 1993), insectos herbivoros que se
alimentan de hojas (Jermy, 1986; Papaj y Prokopy, 1989; Bernays y Chapman, 1994) entre
otros. Al igual que los vertebrados superiores, los insectos pueden modificar sus respuestas
comportamentales innatas a partir de la formacidon de asociaciones entre estimulos en
distintas modalidades sensoriales como la visual (mosca: Gong et al. 1998; abejas: Zhang

et al. 1999, avispas parasitoides: Lucchetta et al., 2008) o la tactil (abejas: Erber, 1998).

Sin embargo, ya que los olores juegan un papel esencial en muchas actividades de la vida
de un insecto (por €j. para elegir fuentes de alimentos o localizar sitios de oviposicion), es
en la modalidad olfativa en donde encontramos mas evidencia de que los insectos pueden
aprender en las situaciones méas diversas. Por ejemplo, se ha demostrado que Drosophila
melanogaster puede ser condicionada aversivamente al asociar un olor neutro con una

descarga eléctrica. Raubenheimer y Tucker (1997) encontraron que Locusta migratoria
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puede aprender a reconocer las claves olfativas que indiquen la presencia de alimento rico
en proteinas o hidratos de carbono. También se vio que algunas avispas parasitoides son
capaces de formar asociaciones entre los compuestos volatiles de las plantas huésped y los
lugares de refugio y oviposicion que ellas proporcionan (Kerguelen y Carde, 1996; Zanen y

Carde, 1991).

1.1.2.1 Respuesta de Extensién de Probdscide (REP)

En los insectos succionadores el aprendizaje olfativo se ha centrado en el
condicionamiento de la respuesta de extension de probdscide (REP) inducida con éxito en
una gran variedad de especies [en abejorros bombus terrestres: Laloi et al., 1999; en la
mosca de la fruta Drosophila melanogaster: Chabaud et al., 2006; en la polilla Manduca
sexta: Daly y Smith, 2000 y en la abeja sin aguijon Melipona quadrifasciata: Mc Cabe et
al., 2007 (Fig. 1.2)]. Sin embargo, es en la abeja de la miel (Apis mellifera) donde este
protocolo ha sido utilizado exhaustivamente en experimentos de fisiologia del
comportamiento [por ejemplo para explorar las propiedades del aprendizaje asociativo de
olores como los intervalos e intensidades en los que se presentan los estimulos (Bhagavan
y Smith, 1997), los fen6menos de bloqueo (Smith y Cobey, 1994; Couvillon et al., 1997;
Smith, 1997), generalizaci6on y discriminacion entre olores (Smith y Menzel, 1989), etc.].

Basta con tocar las antenas del insecto con solucién azucarada para provocar la
protrusion de las partes bucales que conforman la probdscide y activar la conducta de
alimentacion. En el condicionamiento de REP el estimulo condicionado (EC) se presenta
como volatil sobre las antenas del individuo, a la vez que se tocan las antenas con soluciéon
azucarada (EI). La contingencia creada entre el azicar y el estimulo neutro (generalmente

olores pero también colores o texturas) le permite al animal anticiparse a la recompensa

14



extendiendo la proboscide frente al olor (Takeda, 1961; Bitterman et al., 1983).

Al
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=

Fig. 1.2 Fotos de distintos amarres utilizados para condicionar la respuesta de extensién de
proboscide en distintos insectos. A) Tubos plasticos utilizados en abejas sin aguijon Melipona
quadrifasciata, B) Capsulas plasticas usadas en abejorros Bombus impatiens 'y C) amarres
metalicos en Apis mellifera.

1.2 APRENDIZAJE NO ASOCIATIVO

A diferencia de los procesos de aprendizaje asociativo, en los no asociativos el
individuo aprende acerca de las caracteristicas de un tunico estimulo, que al cabo de ser
presentado sucesivas veces genera cambios en la conducta del animal (Squirre y Kandel,
1999). Estos cambios no se deben a la contingencia entre dos estimulos sino al efecto
aislado de uno solo de ellos (Moore, 2001). Entre los procesos de aprendizaje no asociativo

encontramos los procesos de habituacion y de sensibilizacion.

La sensibilizacion es generalmente considerada como un aumento inespecifico de
una respuesta causada por la presentacion previa de un estimulo fuerte (Dudai, 19809;
Kandel et al., 1992). La magnitud de la sensibilizacion depende de la fuerza del estimulo
sensibilizante (Groves et al., 1969; Davis, 1974; Marcus et al., 1988). La misma es
generalmente de corto término (Dethier et al., 1965; Krasne y Glanzmann, 1986) sin
embargo, la exposicion repetida o un aumento en la fuerza del estimulo puede conducir a

una sensibilizacion de largo término (Pinsker et al., 1973; Walters, 1987). Por el contrario
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en la habituacion, el individuo exhibe una disminucién paulatina en su respuesta
comportamental tras la sucesiva presentaciéon del mismo estimulo. Mientras que la
habituacion es estimulo-especifica, la sensibilizacién afecta a un rango mas amplio de

respuestas (Carew, 2000).

1.3 EL OLFATO DE LOS INSECTOS

Los sentidos permiten la interacciéon de los animales con el entorno y su proposito
fundamental es el de obtener informaciéon acerca del medio circundante para poder
sobrevivir. El olfato u olfaccion es el sentido encargado de detectar y procesar los olores. Al
igual que el gusto, el olfato es un sentido quimico el cual responde a la estimulacién de
particulas volatiles odoriferas desprendidas de los cuerpos que hacen contacto con los
receptores olfativos. En los insectos los olores desempenan un papel importante en
muchas actividades de su vida. En particular, muchos insectos se basan en claves olfativas
para explorar los recursos que ofrece el medio ambiente y también para elegir fuentes de
alimentos o localizar sitios de puesta de huevos. Dada la relevancia de los olores para este
grupo, el sistema olfativo de los insectos esta muy desarrollado y presenta una complejidad

semejante a la que se observa en los mamiferos (Hildebrand y Shepherd, 1997).

1.3.1 El sistema olfativo en insectos

En los insectos, los receptores olfativos se encuentran dentro de cavidades o pelos
sensoriales: las sensilias olfativas (Goodman, 2003). Las sensilias olfativas se encuentran
en las antenas aunque también pueden estar en distintas partes de la boca, patas etc.
(Snodgrass, 1984; Chapman, 1998). Entre las sensilias antenales vinculadas con la

olfaccion podemos mencionar las placoideas, las chaeticas, las basiconicas y las tricoideas
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entre otras. En todos los casos las sensilias alojan neuronas receptoras olfativas (NRO)
ubicadas en un bafio de hemolinfa, cuyas dendritas estan protegidas en mucopolisacaridos
secretados por células accesorias. Generalmente presentan poros que interrumpen la
continuidad de la cuticula y permiten el paso de las moléculas a través de ella. Cada tipo de
sensilia sin embargo, presenta caracteristicas particulares incluso observando variaciones
importantes entre especies, por ejemplo en el nimero de neuronas sensoriales; en las
sensilias basiconicas el nimero de neuronas puede ir desde una Gnica neurona como en

Necrophorus hasta 35 como en Locusta (Kaissling, 1974).

En los insectos, la estimulacion de los receptores olfativos presenta respuestas
moduladas por su afinidad con el compuesto. La afinidad de la unién molécula-receptor
depende de su complementariedad, pudiendo diferenciarse receptores especialistas
(aquellos que muestran una alta complementariedad con la molécula estimulante) de los
generalistas que muestran menor afinidad pero son capaces de ser activados por un rango

mas amplio de estimulos (Schneider y Steinbrecht, 1968).

En todos los sistemas olfativos existe un proceso de transduccion que convierte la
sefial de un olor en actividad eléctrica. Hay muchas pruebas que sugieren que cuando la
molécula odorante pasa a través de los poros de las sensilias (por ej. en una sensilia
tricoidea) es capturada por una proteina de union (en inglés “olfactory binding protein”) la
cual se reduce y transporta la molécula estimulante hasta los receptores ubicados en la
membrana de la dendrita (Lerner et al., 1990; van den Berg y Ziegelberger, 1991). Esto
causa la excitacion de la NRO y la oxidacion de la proteina. Finalmente la molécula
liberada a la linfa es degradada por esterasas (Ziegelberger, 1995). La estimulacion del
receptor olfativo transmembrana, resulta a la vez en la activacion de una proteina G y la
generacion de segundos mensajeros por la accion de la adenilato ciclasa que activan

canales i6nicos generando una senal eléctrica (Hildebrand y Shepherd, 1997). Este
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esquema general parece estar ampliamente conservado entre los animales.

Los impulsos nerviosos asi generados son conducidos a través del nervio antenal
hasta el l6bulo antenal (Fig. 1.3), analogo del bulbo olfativo en mamiferos. Tanto el bulbo
olfativo como el 16bulo antenal son centros de integracion olfativa y estan organizados en
subunidades funcionales llamadas glomérulos que resultan de la convergencia de NRO y
de otros tipos de neuronas como las de proyeccién o interneuronas (Hildebrand y
Shepherd, 1997). Dependiendo del nimero de neuronas aferentes (NRO), interneuronas y
neuronas de proyecciéon, podemos encontrar un numero de glomérulos variable en
distintas especies de insectos (en Periplaneta americana: 125 glomérulos; en Manduca
sexta: 60 glomérulos; en Drosophila: 40 y en Locusta migratoria: 1000 glomérulos). En
particular la abeja presenta un total de 160 glomérulos que reciben sefiales de
aproximadamente 60000 axones quimio-sensoriales, los que se conectan
aproximadamente con unas 4000 interneuronas responsables de relacionar a los
glomérulos entre si y unas 800 neuronas de proyeccion (neuronas eferentes) que conducen
la informacién a centros de procesamiento superior: los cuerpos pedunculados o
protocerebro lateral. Alli converge informacion proveniente de distintas modalidades

sensoriales incluyendo la olfativa, visual y tactil.

La presentacion de un olor evoca patrones de actividad glomerular especificos a
través de los cuales los animales codificarian la informacion olfativa de su entorno (Joerges
et al., 1997, Friedrich y Korsching, 1997, Galizia et al., 1998; 1999a, Sachse et al., 1999;
Rubin y Katz, 1999; Uchida et al., 2000; Carlsson et al., 2002; Sachse y Galizia, 2002).
Durante los ultimos anos se ha avanzado mucho en “descifrar” este coédigo olfativo
utilizando a la abeja melifera como modelo de estudio en invertebrados. En este insecto
como en tantos otros, los glomérulos son relativamente pequefios en numero y

suficientemente consistentes en el tamafo, forma y posicion que pueden ser identificados
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con cierta facilidad. En este modelo Galizia y colaboradores (1999) midieron las respuestas
neuronales generadas por una amplia gama de olores. Utilizando colorantes sensibles a la
concentracion de calcio intracelular observaron que cada estimulo suscitaba un patrén de
actividad caracteristico que se conservaba muy bien entre individuos de la especie. Estos
resultados apoyan la idea de que el LA es el primer centro de relevamiento de informacion
de olores en donde las senales olfativas del ambiente se codifican en complejos patrones de
actividad glomerular. La informacién parcialmente procesada alcanzaria luego centros de
procesamiento superior en donde se integraria con informacién proveniente de otras

modalidades sensoriales.

A B

Loébulo antenal

Ojo compuesto

Lobul 0 antenal

Cuerpo peduncula-

Fig. 1.3 A) Imagen de la anatomia del cerebro de una abeja adulta en donde se pueden observar
los 16bulos antenales y otras estructuras. B) Imagen de la anatomia del 16bulo antenal izquierdo
de una abeja adulta en donde se pueden observar varios de los glomérulos de la superficie.

Los cuerpos pedunculados son neuropilos pares del protocerebro que reciben
informacion sensorial procesada desde regiones olfativas y visuales del cerebro, y entradas

mecanosensoriales de la cabeza y antenas en una region de dendritas llamada el calyx. A
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través de experimentos en los que se realizaron ablaciones o lesiones (Erber et al., 1980;
Mizunami et al., 1993; De Belle y Heisenberg, 1994; Hammer y Menzel, 1995), los cuerpos
pedunculados se han vinculado con el aprendizaje olfativo y en la formacién de memorias

de olores (Davis, 1993; Davis et al., 1995).

1.3.2 Maduracion del sistema olfativo en insectos

Los insectos holometibolos sufren metamorfosis, en la cual la transicién de larva a
adulto ocurre durante un estadio pupal intermedio. En insectos como la mosca de la fruta,
Drosophila o la abeja de la miel Apis mellifera, la larva es vermiforme con pocos rasgos
externos. En su cerebro, la neurogénesis contintia activamente incluso después del estado
embrionario permitiendo la formacién de las estructuras sensoriales del individuo adulto
durante el periodo de larva y pupa. Ejemplos de esto lo son las antenas y los ojos
compuestos asi como sus neuropilos asociados (por ej. Masson y Arnold, 1984; Masson y
Mustaparta, 1990; Gascuel y Masson, 1991; Devaud y Masson, 1999). Otras regiones del
cerebro como los cuerpos pedunculados también atraviesan cambios morfologicos

drasticos durante el desarrollo del insecto (Menzel et al., 1994).

En la abeja, durante el desarrollo de la pupa, las neuronas olfativas de las antenas
comienzan a diferenciarse elaborando dendritas en las sensilias inmaduras mientras sus
axones comienzan a hacer blanco con neuronas ipsilaterales del LA. Si bien en los
primeros estadios este neuropilo se presenta homogéneo, las primeras estructurase
esféricas (los preglomérulos) se comienzan a observar en el estadio pupal 3 (Masson y
Arnold, 1984). Estas subunidades van aumentando progresivamente en nimero conforme
avanzan los estadios (Gascuel y Masson, 1991) alcanzando la apariencia del adulto en el
estadio 7 [los glomérulos presentan una corteza y un nucleo central en un corte transversal

(Gascuel y Masson, 1991)]. Curiosamente, en aquellos experimentos en donde se
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ablacionaron las antenas durante el primer estadio pupal se observd que el LA permanece
aglomerular (sin compartimentacion) por el resto del desarrollo e incluso en el animal

adulto (Malun et al., 1994).

Mientras que en algunos grupos de insectos las antenas se desarrollan durante el
periodo larval, en muchos otros lo hacen durante la metamorfosis (Snodgrass, 1956). En
ambos casos se desarrollan a partir de los discos imaginales. Los registros electro
fisiologicos intracelulares realizados en la abeja pusieron de manifiesto que ni las NRO ni
las neuronas de proyecciéon presentan actividad eléctrica hasta alcanzados los estadios de
pupa 6 6 7 (Masson y Mustaparta, 1990; Devaud y Masson, 1999; Schréter y Malun, 2000).
A pesar de que las antenas serian funcionalmente inactivas durante la pupa, jugarian un
rol central en la organizacion del LA. En la polilla (Manduca sexta) la influencia de las
antenas qued6 bien ejemplificada al observar que una antena masculina en desarrollo
trasplantada en una hembra huésped inducia la formacion de los complejos macro-

glomerulares exclusivos de los machos (Rossler et al., 1999).

Si bien los circuitos del adulto se establecen durante la metamorfosis, existe
evidencia de que podrian seguir siendo modificados incluso después de la eclosion del
imago (Strambi et al., 1999). Cuando las antenas de un individuo adulto se evaluaron en un
electro-antenograma, estas no alcanzaron los niveles de respuesta maximos sino hasta los
4 dias de vida adulta. Esta idea también esta avalada por el descubrimiento de que incluso
abejas muy jovenes (1 6 2 dias de edad) pueden evocar patrones de actividad glomerular,
que aunque con intensidad menor y un ntiimero mas bajo de glomérulos reclutados son

especificos para cada olor (Wang et al., 2005).

En los insectos sociales como la abeja Apis mellifera o la hormiga carpintera
Camponotus floridanus se han detectado cambios en el volumen del cerebro que

correlacionan fuertemente con cambios en comportamiento asociados a la edad (Brandon
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y Coss, 1982; Withers et al., 1993, 1995; Durst et al., 1994; Winnington et al. 1996;
Fahrbach et al., 1998; Farris et al., 2001; Sigg et al., 1997; Brown et al., 2004, Gronenberg
et al., 1996). En este sentido, varios autores postulan que el desarrollo de las habilidades
para recolectar como lo son la navegacion, la localizacion de una fuente en el espacio y
posterior comunicacién de esta informacién a otros miembros de la colonia, necesitan de
un rango variable de entradas sensoriales que permitan la correcta maduracion del sistema
olfativo (Winnington et al. 1996, Maleszka et al. 2001, Farris et al. 2001). Sin embargo, ain
se desconoce si las modificaciones en los circuitos del adulto estan relacionadas con las
primeras experiencias del animal. Mas aun, estd poco claro en la mayoria de los casos

cémo y cuando se adquieren las habilidades de aprender y retener memorias.

1.4 LA ABEJA Apis mellifera

La impresionante habilidad de la abeja melifera para regular sus funciones de
acuerdo a los eventos que ocurren dentro o fuera del nido le permiti6 adaptarse en casi
todos los ambientes del planeta (Michener, 2007). Dentro del nido, la enorme variedad de
tareas e interacciones entre sus miembros ofrece una posibilidad dnica para estudiar los
comportamientos que gobiernan a la sociedad de abejas. Ademaés, su importancia como
productor de miel, polen, propoéleos, ceras, etc. y su enorme valor como agente polinizador

la convierte en un modelo con relevancia econémica.

1.4.1 Organizacion de la colonia

Las abejas meliferas son insectos eusociales, es decir presentan division
reproductiva del trabajo, cooperacion en el cuidado de cria y presentan solapamiento de

generaciones capaces de contribuir en la labor social. A nivel individual podemos
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encontrar 3 tipos de miembros en la colonia: las obreras, los zdnganos y la reina, cada uno
con su propia especializaciéon y lugar dentro de la sociedad (Wilson, 1971). La reina,
provista de enormes ovarios, es el tnico individuo de la colonia capaz de poner huevos
fecundados, una tarea poco variada pero esencial para la supervivencia y reproduccion de
la sociedad. La reina ademés de poder poner miles de huevos por dia, es la principal
responsable de mantener la cohesion de la colonia a través de sus potentes feromonas. Los
zanganos representan el otro miembro sexual de la colmena cuya tGnica funcién es

aparearse con la reina, después de lo cual muere.

Las obreras por el contrario, realizan una serie de actividades que
se organizan en torno a la edad (Fig. 1.4). Por este fendémeno llamado
polietismo etario, los individuos de la casta obrera progresan en una
secuencia de tareas programadas segun avanzan en edad (Lindauer,

1952; Seeley, 1982; Winston, 1987).

Fig. 1.4. Division de tareas en la abeja obrera segiin Lindauer (1952).
Alrededor de los 17 dias de vida las obreras comienzan con las tareas fuera
del nido que por su complejidad requieren muy buenas habilidades
cognitivas.

EREREEEEREE]=[R[ ][]l o]=[ ]|

En esta division de tareas, las méas jovenes se encargan del cuidado de la cria y la
reina y de la limpieza del nido, los de edad intermedia reciben y procesan el alimento que
entra en la colmena y finalmente comienzan a realizar tareas en el exterior: recolectar
recursos y defender el nido (R6sch, 1925; Lindauer, 1952). En condiciones naturales, el
polietismo permite a la colonia realizar diversas tareas en forma simultanea y coordinada

sin la necesidad de que existan jerarquias operativas (Winston, 1971).
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1.4.2 Recoleccion de recursos en la abeja

El éxito de la abeja al adaptarse a casi todos los ambientes del planeta se debe en
gran medida a sus estrategias de recoleccion. El polen y el néctar son las principales
fuentes de energia para ella. El néctar lo es de hidratos de carbono, mientras que el polen
de proteinas aunque también puede contener lipidos, vitaminas y minerales, etc. (Winston,
1987). Estos recursos se recolectan en su gran mayoria desde las flores y son almacenados
en el interior de la colonia para ser utilizados durante el otofio e invierno cuando las flores

ya no estan disponibles o lo estan en una proporcién muy baja.

La bisqueda y recoleccion de alimento en una colonia de abejas es un proceso muy
bien coordinado que requiere la transferencia de informacion entre sus miembros para que
resulte eficiente. En este sentido, las claves olfativas juegan un rol muy importante durante
la recoleccion de recursos como el néctar. Durante los vuelos de recoleccion, las abejas
aprenden las claves olfativas de las flores que visitan lo que les permite orientarse y
encontrar el recurso en los sucesivos ciclos de recoleccion. Sin embargo, esta informaciéon
no es utilizada exclusivamente por las recolectoras que conocen la floraciéon sino también
por sus companeras de nido que pueden percibir esos olores dentro de la colmena. Cuando
las recolectoras regresan a la colonia y descargan el alimento recolectado sus compaiieras
de nido pueden aprender el olor presente en el néctar que se transfieren por contactos boca

a boca o trofalaxias (Farina et al., 2005).

Por otro lado, si las recolectoras regresan de una fuente de alimento rica en néctar
o polen, suelen desplegar entre sus companeras un comportamiento estereotipado “la
danza de reclutamiento”. La danza es una senal multimodal que: (i) atrae abejas del
entorno que puedan recibir otros tipos de informacion, (ii) informa sobre la presencia de
fuentes de alimento abundantes; (iii) activa memorias espaciales en seguidoras de danza,

(iv) facilita la adquisicion de informacion sobre olores florales; e (v) indica la localizacién
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de la fuente de alimento en términos de direccion relativa al sol y distancia desde la

colmena (Griiter y Farina, 2009).

Es asi que la colmena se comporta como un centro de informaciéon en donde los
individuos comparten y comparan las caracteristicas de las distintas fuentes de alimento
que estan siendo explotadas en un determinado momento. A partir de esto, las recolectoras
desempleadas pueden ser reclutadas a nuevas fuentes de alimento o las recolectoras
activas estimuladas a cambiar a otras mas productivas. A pesar de que una obrera podria
recolectar alimento de un mismo lugar y desde una tinica fuente durante toda su vida, en la
mayoria de los casos cada abeja visita diferentes lugares y aprende muchas claves florales

segun se actualiza la informacion dentro del nido.

A escala social, cuando el néctar aromatizado se distribuye dentro del nido, los
olores que estan diluidos en él pueden ser aprendidos no solo por abejas maduras sino
también por abejas jovenes que, aun envueltas en otras tareas, reciben el néctar
aromatizado (Griiter et al., 2006). Estas memorias que se establecerian de forma
asociativa, podrian modificar las preferencias recolectoras de abejas jovenes cuando

comiencen a realizar tareas en el exterior.

1.4.3 Las memorias en la abeja

En la abeja melifera un condicionamiento simple establece una traza mnésica
bifasica con un primer componente no asociativo y luego otro asociativo que incluye la
consolidaciéon de la memoria (Menzel, 1999). Eventos de aprendizaje como este inician una
secuencia de procesos que lleva a la formacion de memorias de largo término (MLT): una
traza mnésica fuerte y estable que perdura por varios dias luego del aprendizaje y que es

dependiente de sintesis de proteina (Menzel, 1999). Se cree que las memorias deben pasar
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por varias fases transcientes, antes de consolidarse como MLT y permanecer accesibles
para ser consultadas en el futuro. En la abeja, las distintas fases de la memoria se han

estudiado exhaustivamente en el paradigma de REP (Menzel, 1999).

Tras un dnico evento de condicionamiento (CS/US) se observé que las memorias
asi formadas no persisten mas que por algunos minutos y son sensibles a los tratamientos
amnésicos (Menzel et al., 1974; Erber et al., 1980). Por el contrario la efectividad del
condicionamiento para inducir MLT, aumentaba cuando los estimulos se presentan
repetidas veces y si bien los niveles de respuesta encontradas son bajos para aquellas
memorias establecidas con intervalos de tiempo cercanos a 3 minutos, aumentan

considerablemente con intervalos mayores (Gerber et al., 1998).

En la abeja, se cree que las distintas fases de esta memoria estan definidas segtn la
secuencia de eventos durante su ciclo recolector (Menzel, 1999). La recoleccién de néctar
es un comportamiento que presenta una estructura secuencial en donde distintos eventos
de aprendizaje pueden estar separados por un rango de intervalos que van desde pocos
segundos hasta semanas (Menzel, 1999). Cuando una abeja llega a un parche foral puede
visita muchas flores similares mientras establece asociaciones entre sus caracteristicas y la
recompensa. En esta situacién, en donde varios eventos de aprendizaje puedan ocurrir
dentro de un mismo parche floral y donde los intervalos entre eventos son breves, se cree
que la abeja establece memorias de corto término (también llamada memoria de trabajo),
que le permitirian mantener una memoria activa durante el tiempo que permanece en el
parche. Al agotar los recursos de un parche, la abeja puede viajar a otros en donde segiin
las condiciones, las memorias establecidas anteriormente pueden ser reforzadas o
alteradas. En este caso los intervalos entre eventos de aprendizaje serdn mayores (entre
parches) lo que se cree que da lugar a la formaciéon de memorias de mediano plazo o corto

plazo tardias. Estas memorias le permitirian a la abeja tomar decisiones entre lo similar o
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diferente (Menzel, 1999) por ejemplo, al decidir si es conveniente permanecer en un
parche distinto al previamente visitado o buscar otro similar. Por tltimo, los eventos
asociativos entre sucesivos ciclos de recoleccion (que pueden extenderse por horas o
incluso dias) darian lugar a MLT, una fase que en la abeja perdura por méas de 72 h luego

del aprendizaje.

1.5 OBJETIVOS

Debido al enorme repertorio de comportamientos que presentan los insectos
sociales a lo largo de su vida adulta, éstos representan un modelo ideal para analizar el
efecto de estimulos sensoriales a edades tempranas en su comportamiento posterior.
Utilizando a la abeja de la miel como modelo experimental, nos propusimos como objetivo
general entender la influencia de las experiencias tempranas ocurridas durante los
primeros dias del estadio adulta sobre las conductas ulteriores, involucrando incluso sus
efectos a largo término. Consideramos experiencias tempranas a aquellas adquiridas a
edad pre-forrajera, es decir mientras las obreras realizan tareas dentro del nido. Por otra
parte estudiaremos sus efectos a muy largo término los cuales incluyen edades en las que
las actividades fuera del nido son altamente probables. Para ello utilizamos abejas de 17
dias de edad o més, que luego de sufrir distintos cambios anatémicos y fisiologicos en el
sistema nervioso pero también en tejidos no neuronales, estan preparadas para comenzar a
realizar tareas de recoleccion en el campo (Robinson, 1992; Robinson y Vargo, 1997; Bloch

et al., 2002).

Como primer objetivo particular nos propusimos estudiar cémo los olores florales
aprendidos dentro la colmena pueden afectar las decisiones de las recolectoras (capitulo
2). En particular nos interes6 saber si las experiencias olfativas previas adquiridas dentro

de la colmena en un contexto apetitivo (cuando el olor se encuentra asociado directamente
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al alimento y no al medio ambiente de la colmena) pueden sesgar las preferencias
recolectoras en el campo mucho dias después de la adquisicion. Las preferencias
recolectoras sesgadas por las experiencias ocurridas muchos dias antes nos permitirian
pensar de que no solo las recolectoras pero también las abejas pre-recolectoras son capaces
de retener estas claves incluso antes de iniciar las actividad de forrajeo.

En el tercer capitulo nuestro objetivo fue determinar desde qué edad las abejas son
capaces de establecer memorias olfativas susceptibles de ser recuperadas varios dias
después, cuando los individuos alcanzan la edad recolectora. Para ello nos planteamos
evaluar bajo condiciones controladas de laboratorio la recuperacién de memorias olfativas
establecidas a diferentes momentos de la vida pre-forrajera de la abeja. Una vez mas,
abejas condicionadas olfativamente a edades tempranas: (1-4; 5-8; 9-12 6 13-16 dias de
edad) fueron evaluadas a los 17 dias de vida. Diferencias en la retencion de las memorias
olfativas de largo término establecidas en distintos momento de la vida de una abeja joven
nos permitirian saber si existen periodos tempranos en donde la formacion/retenciéon de
informacion de olores es méas estable y resistente a la extincion que a otras. Teniendo en
cuenta que en los insectos sociales el medio ambiente y las interacciones sociales que
tienen lugar en la colmena son un factor esencial que puede modular las capacidades de
adquirir y retener olores (Ichikawa y Sasaki, 2003), también analizamos el efecto de la
interaccion “edad de los individuos-ambiente social en el que se desarrollaron” sobre la

retencion de MLT adquiridas a distintas edades pre-forrajeras.

Como vimos anteriormente (1.2.1 y 1.2.2) muchos grupos de neuronas y neuropilos
estan bien descriptos en el sistema olfativo de la abeja y permanecen relativamente
accesibles durante el condicionamiento clasico. Esto permite relacionar distintos sustratos
neuronales con eventos que ocurren durante el proceso de adquisicion o de consolidacion
de las memorias. Aunque se ha demostrado que el condicionamiento olfativo puede alterar

los patrones de actividad glomerular de los olores condicionados en el LA de abejas
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forrajeras (Faber et al., 1999; Sandoz et al., 2003), hasta el momento se desconocia si estos
patrones podian ser modificados a largo plazo después de un condicionamiento temprano
(durante los primeros dias de la vida adulta). Entonces, en el capitulo 4 nos propusimos
investigar si los eventos de aprendizaje olfativo que tienen lugar durante la primera
semana de vida son capaces de modificar funcionalmente la actividad cerebral de abejas
maduras, por ejemplo, haciéndolo més respondedoras a los olores previamente
experimentados o incluso a otros olores novedosos.

Finalmente nos preguntamos si las experiencias adquiridas a edades tempranas en
el contexto apetitivo o incluso aquellas no asociadas a recompensa (exposicion de olores en
el ambiente) podrian afectar la retencién de nuevos eventos de aprendizaje ocurridos a
edades intermedias, un fen6meno ain no abordado en los insectos pero si en vertebrados
superiores e incluso sugerido en humanos (Neal, 1972; Bialystok, 2001). En otras palabras,
nos planteamos estudiar el efecto de las experiencias tempranas sobre la retencion de
memorias que se establecieron a distintas edades después de haber sido estimuladas con

olores asociados 0 no a recompensa. Una vez mas estas memorias se evaluaran en abejas

de 17 dias de edad.
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Los olores florales aprendidos dentro de la colmena afectan
las preferencias recolectoras a largo plazo

2.1 INTRODUCCION

Como vimos a lo largo de la introduccion, los insectos dependen en gran medida de
las claves olfativas para explorar su entorno durante la bisqueda de alimento. Estos
procesos implican toma de decisiones que en muchos casos son flexibles y pueden ser
influenciadas por las experiencias previas del animal (Ribbands, 1955; von Frisch, 1967;
Giurfa et al., 1995). La importancia de una experiencia particular para modificar los
comportamientos de recoleccion depende del contexto en el que se adquiere,
determinando la fuerza y la durabilidad de la respuesta comportamental (Sandoz et al.,

2000; Gerber et al., 1996).

En el contexto social de la colmena, los olores del néctar circulante pueden ser
utilizados para reclutar a companeras de nido hacia fuentes de alimento en el campo (von
Frisch, 1967). Dada la capacidad de asociar olores con el alimento durante las
interacciones sociales y sus consecuencias en la toma de decisiones durante la recoleccion
(vea 1.4.2), planteamos la posibilidad de que una experiencia apetitiva dentro de la
colmena (alimento aromatizado) pueda proporcionar suficiente informaciéon para guiar a

las forrajeras en la bisqueda de alimentos hacia nuevos parches florales.

En trabajos anteriores, la eficiencia de utilizar solucion azucarada aromatizada para
sesgar la eleccion hacia un tipo floral sobre otros mostraron resultados muy variables (von

Frisch, 1967; Free, 1969). Por lo tanto, realizamos un estudio cuantitativo en el que
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analizamos el efecto de los olores del alimento sobre la busqueda de recursos en el exterior.

En este capitulo mostramos que la toma de decisiones de las recolectoras pueden
verse afectadas por las experiencias olfativas temprana dentro de la colmena. Para ello
realizamos distintas series experimentales que nos permitieron concluir que luego de
ofrecer solucion de azacar aromatizada dentro de las colmenas, las abejas sesgan sus
preferencias recolectoras cuando se las evaltia en un dispositivo de eleccion dicotémica con
dos olores (olor conocido vs. olor novedoso) o al cuantificar sus elecciones entre una fuente

de alimento con el olor de la solucién ofrecida y otra sin olor.

2.2 MATERIAL Y METODOS

2.2.1 Animales experimentales y lugar de estudio

Para este experimento utilizamos tres colonias de abejas europeas Apis mellifera
(C1, C2 y C3) ubicadas en el apiario del campo experimental de la Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires (34 ° 32'S, 58 ° 26'W). Las
colmenas C1 y C2 fueron utilizadas en los experimentos en donde ofrecimos solucion de
azucar aromatizada y evaluamos las respuestas en la situacion “olor vs. olor”. La colmena
C3 se utilizo para el experimento donde ofrecimos solucién azucarada aromatizada y

evaluamos las respuestas en una situacion “olor vs. sin olor”.

Las colonias experimentales (C1, C2 y C3) se redujeron a colmenas de cuatro
panales (alrededor de 10000 individuos), las que se mantuvieron con reservas de miel
limitada para facilitar la aceptacion del alimento artificial. Los experimentos se llevaron a
cabo en jaulas de vuelo lo que impedia la interferencia de abejas de otras colonias durante
los periodos de evaluacidon de nuestro experimento. Cada jaula de vuelo consistia en una

estructura de madera rectangular (6 x 3 x 2 m) con un mosquitero de polietileno que
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colgaba dentro (Fig. 2.1A), y contenia una colonia experimental fijada en uno de sus lados.
Excepto durante los periodos de evaluacion, las jaulas el vuelo permanecieron abiertas y

las abejas pudieron recolectar libremente en el campo.

2.2.2 Estimulacion olfativa

Para establecer una experiencia olfativa recompensa ofrecimos solucion
aromatizada dentro de cada colmena. Esto nos permitié condicionar a las abejas de forma
simple y masiva. El alimento aromatizado se obtuvo mezclando 50 pul del olor puro por litro
solucion de sacarosa de 1.8 M que se ofreci6 en un alimentador de colmena (1,5 1; Fig. 2.1B)
por un periodo de cuatro dias consecutivos. Después de este tiempo, el alimentador (ya
vacio) y junto con todos los panales de la colmena fueron remplazados para evitar la
contaminaciéon con alimento artificial aromatizado durante los periodos de evaluacion.
Mientras que las colmenas C2 y C3 fueron estimuladas con soluciéon de azticar aromatizada
con fenylacetaldehido (PHE), la colmena C1 lo fue con solucion aromatizada con Linalool
(LIO). Ambos olores son compuestos florales naturales (Knudsen et al., 1993 obtenidos de

Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania), (Tabla 2.1).

2.2.3 Entrenamiento

Los experimentos se llevaron a cabo en dos fases: una de entrenamiento y una de
evaluacion. Durante el entrenamiento, las abejas se adiestraron a recolectar en un

alimentador artificial ad libitum (alimentador de entrenamiento) a seis metros de la
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Tabla. 2.1. Grupos funcionales, estructuras quimicas, longitud de la cadena de carbono y las
presiones de vapor de los olores usados en el experimento. Los compuestos son olores florales
(segtin Knudsen et al., 1993).

entrada de la colmena (dentro de la jaula de vuelo). Este alimentador, que contenia
solucion de aztcar 1.8 M sin aromatizar, se presento por 30 minutos, cuatro veces por dia,
todos los dias durante el periodo experimental. El mismo estaba ubicado en el medio de
una plataforma de madera (1.6 metros de largo) orientada de forma perpendicular a la
entrada de la colmena. Las abejas familiarizadas con las caracteristicas del alimentador de
entrenamiento (forma, tamafio, color y ubicaciéon) fueron utilizadas para cuantificar las

preferencias en la fase de evaluacion.

2.2.4 Evaluaciéon

En la fase de evaluacion, el alimentador de entrenamiento fue retirado y
reemplazado por dos alimentadores similares que se colocaron en los extremos de la
plataforma (a 1.3 m uno del otro) y equidistantes de la colmena (fig.2.1B). Las abejas

recolectoras que se aproximaban al centro de la plataforma de madera (en busqueda de la
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fuente de alimento ausente) fueron contadas segtin el alimentador de evaluacién en el que
elegian aterrizar. A medida que las abejas experimentales aterrizaban eran capturadas y
eliminadas para evitar pseudoréplicas. Los alimentadores de evaluacion se presentaban
cuatro veces por dia durante 10 min, inmediatamente después de que el alimentador de
entrenamiento era retirado. Los alimentadores de entrenamiento y de evaluacion
consistian en platos de acrilico (6.5 cm de alto, 4 cm de didmetro) invertidos sobre una
placa del mismo material (10 mm de espesor, 5.5 cm de didmetro y con 16 ranuras, 1 X 1 X
10 mm; Fig. 2.1D), que ofrecia 1.8 M de solucién de sacarosa sin aromatizar para facilitar la
captura. Los alimentadores de evaluaciéon se aromatizaron mediante placas de Petri de
vidrio (1 cm de alto, 15 cm de didmetro) que contenian un circulo de papel de filtro (5.5 cm
de diametro) embebido con el olor (50 pl de olor puro) colocado debajo de cada
alimentador. La duracién de la fase de evaluacién y el protocolo utilizado para evaluar las
preferencias recolectoras varié dependiendo del protocolo de evaluaciéon usado en cada

experimento ("olor vs olor" u "olor vs sin olor").

1.2.4.1 “Olor vs olor”: Preferencias en un dispositivo con dos alimentadores aromatizados.

Este procedimiento se utilizé en el experimento 1. La evaluacién se llevd a cabo
entre las 3 y las 8 horas después de retirar los alimentadores (dia 0) y posteriormente en
los dias 4, 8 y 11. Durante estos dias registramos las preferencias hacia las fuentes de
alimento aromatizadas con el olor ofrecido en el interior de la colmena (LIO en C1 y PHE
en C2) o con un segundo olor que suponemos desconocido (PHE en C1 y LIO en C2, de
ahora en adelante: olor novedoso). Como se puede apreciar el olor utilizado para perfumar
la solucién de azicar de C1 fue el utilizado como el olor novedoso en C2. De este modo,
pudimos comparar con seguridad los efectos de las experiencias olfativas sin necesidad de

utilizar colonias no tratadas como unidades de control. Mas aun, para minimizar las
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variables ambientales ambas colmenas (C1y C2) fueron evaluadas casi simultdneamente (2

dias de diferencia).

2.2.4.2 “Olor vs no-olor”: Preferencias en un dispositivo con un alimentador aromatizado y otro sin

aromatizar.

Utilizamos este procedimiento para evaluar las preferencias de recolecciéon en la
serie experimental 2. En este caso registramos las preferencias de forrajeo hacia un
alimentador caracterizado por el olor previamente experimentado o por un alimentador
sin fragancia. Aca las preferencias se analizaron a lo largo del tiempo: antes, durante y
después de ofrecer el alimento aromatizado. Por otro lado, también registramos las
preferencias de forrajeo en una situacion control: cuando el alimentador presentaba un
olor novedoso (LIO) contra un alimentador sin aromatizar. Ambos ensayos se realizaron
de forma intercalada. Asi, en un solo dia de evaluacion obtuvimos resultados para la
situacion PHE vs. alimentador sin aromatizar y LIO vs. alimentador sin aromatizar. Los
ensayos se realizaron a intervalos regulares durante el experimento: 2 y 1 dias antes, 2 y 4
dias durante y 6 y 8 dias después de la experiencia olfativa. A continuacion, los registros

obtenidos dentro de cada periodo se agruparon.

2.2.5 Estadisticas

En el experimento 1 las preferencias entre olores se analizaron con una prueba G de
bondad de ajuste para observar si las proporciones entre los aterrizajes a LIO y PHE (Sokal
y Rohlf, 1995) se desviaban significativamente de las frecuencias esperadas por azar (50%
para cada alimentador). Por otra parte, las respuestas en el experimento 2, se analizaron

mediante el uso del procedimiento de evaluaciéon simultidneo de homogeneidad y bondad
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de ajuste. Dado que en este experimento realizamos todas las comparaciones posibles

entre los tiempos de evaluacion (antes, durante y después), ya/(a-1)(b-1)] como valor

critico.

Fig. 2.1 Las colmenas experimentales se montaron dentro de jaulas de vuelo (6 x 3 x 2 m) para
impedir la interferencia de otras abejas durante los periodos de evaluaciéon (A). Con el fin de
establecer memorias olfativas asociadas a alimento, ofrecimos solucién de azicar aromatizada
utilizando alimentadores de colmenas (B). Para cuantificar las preferencias recolectoras
contamos la proporcion de abejas que aterrizaban en un dispositivo de elecciéon dicotémica (C).
Este dispositivo se ubico a 6 m de la colmena y consistia en dos alimentadores (D) los cuales
estaban i) aromatizados con el olor utilizado para la estimulacién (uno) y un olor novedoso (el
otro) 6 ii) aromatizados con el olor utilizado para la estimulacién o un olor novedoso (uno) y sin
aromatizar (el otro).
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2.3 RESULTADOS

2.3.1 “Olor vs olor”: Preferencias en un dispositivo de dos

alimentadores aromatizados.

Después de ofrecer alimento aromatizado observamos preferencias por los olores
utilizados durante la estimulacion hasta el cuarto dia en C1 y hasta 8 dias después en Cz2;
Fig. 2.2). Inmediatamente después de extraer las reservas de alimento aromatizado (<1
dia), el ntimero de aterrizajes en el alimentador aromatizado con el olor del alimento fue
significativamente mayor que en el del olor novedoso (C1: G = 7.835, P = 0.005,df = 1, N =

132; C2: G = 8.778, P = 0.003, df = 1, N = 104; Prueba G de la bondad de ajuste; Fig. 2.2A).

Cuatro dias después, las abejas continuaron prefiriendo los olores de la soluciéon (C1: G =
13.406, P <0,001, df = 1, N =65; C2: G = 19.289, P <0,001, df = 1, N = 209; Prueba-G de
bondad de ajuste; Fig. 2.2A), respuesta que se extendi6é hasta el octavo dia en la colonia
tratada con LIO (C1: G = 4.913, P = 0.026, df = 1, N = 184; Prueba-G de bondad de ajuste;
Fig. 2.2C) pero no con PHE (C2: G = 0.758, P = 0.383, df = 1, N = 132; G-Test de bondad
de ajuste; Fig. 2.2C). En ningin caso se detectaron diferencias significativas para el
intervalo de 11 dias (C1: G = 0.758, P = 0.493, df = 1, N = 173; C2: G = 0.758, P =0.284, df

=1, N = 71; G-Test de bondad de ajuste; Fig. 2.2D).

2.3.2 “Olor vs no-olor”: Preferencias en un dispositivo con un

alimentador aromatizado y otro sin aromatizar.

En este experimento las preferencias recolectoras fueron analizadas en el tiempo:
antes, durante y después de la estimulaciéon. Una fuerte preferencia por la fuente de
alimento sin fragancia se observo antes de la estimulacion (Fig. 2.3) tanto para el olor de

solucion (PHE) como para el olor novedoso (LIO). En particular, dicho sesgo se mantuvo
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Fig. 2.2. Porcentajes de aterrizajes en cada uno de los alimentadores de evaluacion a diferentes
tiempos. A) Aterrizajes en 4 observaciones realizadas durante el primer dia (<1 dia), B) el cuarto
dia, C) el octavo dia y D) el decimoprimero dia. Los aterrizajes en los alimentadores aromatizados
con LIO se presentan con barras blancas mientras que los de PHE con gris. El nimero de abejas
que aterriz6 en cada alimentador se muestra en la parte inferior de cada barra. Los asteriscos
indican diferencias estadisticas en la prueba G de bondad de ajuste (* p <0.05, *** p <0.001; ver
los resultados para mas detalles).

constante para el olor novedoso tanto antes, durante y después de la estimulacion (Fig.2.3

B). Por el contrario la proporcion de los aterrizajes hacia el olor de solucion aumentd

38



gradualmente durante y después del tratamiento (Fig. 2.3). Para este caso encontramos
diferencias estadisticas entre las respuestas obtenidas antes y después de la estimulacion

(H3: G =10.180, P = 0.006, df = 2, N = 222; Prueba G de bondad de ajuste; Fig. 2.3A).
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Oferta del alimento aromatizado

Fig. 2.3. Porcentajes de aterrizajes realizados por las abejas cuando la solucién de azicar
aromatizada con PHE se ofreci6 dentro de la colmena, en cada uno de los alimentadores de
evaluacion para diferentes tiempos durante el experimento: antes (2 y 1 dia antes de la experiencia
olfativa), durante (2 y 4 dias después de iniciar la experiencia y después de la experiencia (tres
horas y 2 dias después de eliminar el olor y sustituir todos los panales). A) Alimentador
aromatizado con PHE vs alimentador sin aroma, B) Alimentador aromatizado con LIO (olor
novedoso) vs alimentador sin aroma.

2.4 DISCUSION

En este estudio mostramos que los aromas del alimento que circulan entre las
compafieras de nido pueden modificar directamente los procesos de toma de decisiones.

Consistentemente con trabajos anteriores (Farina et al., 2005; Griiter et al., 2006),
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demostramos que las abejas pueden formar memorias olfativas dentro de la colmena
durante la circulacion de néctar aromatizado que pueden ser recuperadas mas tarde fuera
del nido y sesgar las preferencias recolectoras. La formacién de estas memorias no
depende de los mecanismos de reclutamiento que son comunes dentro de las colmenas
(ver seccion 1.4.2), ni tampoco de la presencia de reservas de alimento aromatizado que

faciliten la recuperacion de las memorias previamente adquiridas.

La estimulacién con alimento aromatizado, ya sea ofrecida dentro o fuera de las
colmenas, se ha utilizado para intentar dirigir a las abejas hacia determinados cultivos (von
Frisch, 1967). En este sentido, s6lo los resultados obtenidos por Free (1969) han mostrado
una breve preferencia (30 min.) por recolectar en fuentes con el olor del alimento
almacenado dentro del nido. Por el contrario, nuestros resultados mostraron una clara
respuesta operante que se extiende por varios dias después de la experiencia (cuatro dias
para PHE y ocho para LIO) incluso luego de eliminar las reservas de alimento que podrian

contener este olor.

En el interior de la colmena, el aprendizaje asociativo entre el olor y la recompensa,
podria haber ocurrido ya sea, durante la ingestion de la solucién de aztcar desde el
alimentador de colmena o durante los contactos boca a boca. Es importante mencionar en
este punto que las memorias olfativas que se establecieron dentro de la colmena fueron
retenidas por varios dias a pesar de que las colonias tuvieron acceso a fuentes de alimento
naturales (las jaulas de vuelo permanecieron abiertas durante casi todo el experimento).
Esto implica que otras memorias olfativas, ademas de las establecidas de forma controlada,

podrian haberse establecido durante el entrenamiento o incluso evaluacion.

Debido a que las fragancias florales son especies especificas, la transferencia de
informacion olfativa representa el componente mas primitivo para la comunicacién en

abejas sociales. En abejorros, la recolectora exitosa ingresa a la colonia el olor de la fuente
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recientemente descubierta pero no lo transfieren a sus companeras de nido. por el
contrario, lo descargan directamente en potes que mas tarde son inspeccionados por otras
recolectoras que adquieren informacién util para encontrar la fuente de alimento. Esta
forma de comunicacion parece ser el origen evolutivo de la mayoria de los sistemas de
comunicaciéon compleja en los insectos sociales. De igual manera, los olores adquiridos
dentro de las colmenas de Apis mellifera podrian ayudar a encontrar las fuentes de
alimento méas productivas en los alrededores, incluso cuando esta informacion no se

encuentre acompaiada de informacion espacial (1.4.3).
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La edad y el medio ambiente interactiian en la retencion de
memorias olfativas tempranas

3.1 INTRODUCCION

En las primeras etapas de la vida de un animal las experiencias pueden moldear de
forma dramatica y a veces irreversible su comportamiento adulto (Lorenz, 1935). Por otro
lado, las experiencias cognitivas que ocurren a edades tempranas también parecen jugar
un papel importante en la maduracion de ciertos comportamientos en los mamiferos. En
ratas se ha demostrado que varios factores como por ejemplo la manipulacion pre-destete,
la separacion de la madre o los protocolos de evitacion a edades tempranas pueden alterar
los comportamientos ulteriores evaluados en diferentes paradigmas de aprendizaje
(aprendizaje espacial: Cramer et al., 1988; Cornwell-Jones et al., 1988; Pryce y Feldon,
2003; aprendizaje de evitacion: Cornwell-Jones et al., 1988; Gschanes et al., 1998; Schable

et al., 2007; condicionamiento pavloviano apetitivo: Matthews y Robbins, 2003).

Aunque los insectos presenten un cerebro méas simple que el de los mamiferos,
también muestran respuestas conductuales plasticas frente a ciertas experiencias que
ocurren a edades tempranas. Se observé que los comportamientos de insectos maduros se
ven influidos por los estimulos que experimentan durante los primeros dias de su vida
adultas (Ichikawa y Sasaki, 2003). En los insectos sociales el medio ambiente que
comparten con sus compaiieros de nido representa un factor esencial para el desarrollo de
las capacidades cognitivas (Ichikawa y Sasaki, 2003). En particular Ichikawa y Sasaki

(2003) mostraron que abejas que habian permanecido aisladas de estimulos que
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comunmente se encuentran en la colmena tenian un efecto negativo sobre la retencion de
memorias olfativas. De esta forma demostraron que la ausencia de ciertas experiencias en
un momento particular de la vida del insecto puede influenciar las respuestas
comportamentales futuras. Por el contrario la presencia de ciertos estimulos a edades
tempranas podria ser recordada varios dias después, abriendo la posibilidad de que se
formen memorias de largo plazo susceptibles de ser recordadas a edades maduras e incluso

en un contexto diferente al cual se experiment6 la primera vez.

En un determinado momento, la colmena estd compuesta por obreras de distintas
edades (ver seccion 1.4.1) y con distintos grados de maduracion del sistema olfativo (Ray y
Ferneyhough, 1997). Es de esperar entonces que estos individuos presenten diferencias en
la percepcion sensorial y el procesamiento de estimulos ambientales, lo que sugiere que
memorias olfativas adquiridas a distintas edades podrian no ser retenidas de igual forma.
Utilizando el paradigma de REP determinamos si las experiencias olfativas adquiridas a
diferentes edades tempranas de la vida adulta de la abeja (Pham-Delegue et al.; 1990;
Bhagavan et al., 1994; Ray y Ferneyhough, 1997; 1999; Ben-Shahar et al., 2000; Laloi et
al., 2001; Ichikawa y Sasaki, 2003) podian ser recuperadas varios dias después, a edades
en que las abejas comienzan a realizar tareas de recoleccion fuera del nido (Rosch, 1925;

Lindauer, 1952; Seeley, 1982).

Ademas, estudiamos las posibles interacciones entre la edad en la cual las abejas
experimentaron una estimulacion olfativa y el contexto social en donde se desarrollaron:
(a) cajas de abejas que se mantuvieron bajo condiciones controladas de laboratorio, (b)
cajas que se mantuvieron dentro de colmenas comerciales, y (c) en condiciones de vuelo

libre.
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3.2 MATERIAL Y METODOS

Abejas jovenes (Apis mellifera L) de la casta obrera fueron sometidas a diferentes
procedimientos de condicionamiento, a fin de establecer experiencias olfativas
recompensadas en un contexto apetitivo. Por un lado algunas abejas fueron condicionadas
clasicamente bajo el paradigma de REP (Takeda, 1961; Bitterman et al., 1983), mientras
que otras fueron condicionadas con un procedimiento alternativo: la oferta de solucion de

azucar aromatizada.

3.2.1 Sitio de estudio y animales experimentales

Los experimentos se llevaron a cabo durante el verano de 2005 y 2006 en el campo
experimental de la Facultad de Exactas y de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad
de Buenos Aires (34 ° 32'S, 58 © 26'W). Las abejas que se utilizaron en los experimentos se
obtuvieron a partir de panales de cria sellada colocados en una incubadora a 36 °C, 55% de
HR y oscuridad (Fig. 3.1A y 3.1B). Obreras de 0 a 1 dia de edad fueron recogidas en grupos
de aprox. 150 individuos y confinadas en cajas de madera y plastico (10 cm x 10 cm X 10
cm) (Fig. 3.1C). Las mismas contaban con una malla perforada (mosquitero con orificios de
aprox. 2 mm) que facilitaba intercambio con el medio que las rodeaba y permitia, en los
casos en que las abejas se habian criado dentro de las colmenas (ver mas abajo para méas
detalles), el intercambio de alimentos con individuos del exterior (Huang et al., 1998). Las
abejas confinadas fueron alimentadas con solucién de azacar 1.8 M, agua y polen ad-

libitum.

Con el objetivo de estudiar el papel de las experiencias tempranas a una edad en
que las abejas normalmente pasan de realizar tareas en el interior del nido al exterior, las

memorias establecidas precozmente fueron evaluadas a los 17 dias (véase Rosch, 1925;

44



Lindauer, 1952; Seeley, 1982) edad hasta la cual se mantuvieron en una estufa (32 °C, 55%
HR y oscuridad). S6lo en uno de los experimentos las jaulas de abejas se mantuvieron

hasta alcanzar los 25 dias.

En el experimento con abejas de vuelo libre (ver seccion 3.2.3.4 para la
explicacion), los individuos recién emergidos fueron marcados con pintura e
inmediatamente introducidos en las colonias en donde pasaron sus dias hasta ser

capturados para su evaluacion varios dias después.

3.2.2 Condicionamiento olfativo y evaluacion

El aprendizaje olfativo se analiz6 en el paradigma de REP (Takeda, 1961; Bitterman
et al., 1983; Fig. 3.1D). Para ello las abejas experimentales fueron anestesiadas a -4 ° Cy
amarradas con cinta aisladora en tubos de metal en donde solo podian mover sus piezas
bucales y antenas. Antes de ser evaluadas, se las dejo descansar durante aproximadamente
2-3 horas en una estufa (32 © C, 55% de humedad relativa y la oscuridad). Para realizar el
condicionamiento y para evaluar las memorias olfativas, utilizamos un dispositivo
electronico que nos permitié controlar de forma precisa los tiempos entre estimulos, la
duracién de las presentaciones y sus volimenes. Durante el condicionamiento o
evaluacion, este dispositivo entregaba un flujo constante de aire (50 ml/s) sobre la cabeza
de la abeja por un tubo (1 cm de didmetro) situado a 2 cm de la abeja a través del cual se
presentaba el olor. Para la estimulaciéon colocamos 4 pl del olor puro sobre un papel de
filtro (3 x 0.3 cm) que luego se dispuso dentro de una jeringa. A la vez este volatil se
presentaba a través de un flujo de aire secundario (6.25 ml / s) que se inyectaba en el flujo
de aire principal durante los periodos de estimulacién. Un extractor de aire ubicado a 20
cm detras de las abejas extraia los olores para evitar su acumulacion en el ambiente. Cada

ensayo duraba 40 segundos y estaban separados entre si por periodos de 15 min. Antes de
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la presentacion del olor, las abejas permanecian durante 15 s en el flujo de aire para
familiarizarse con el dispositivo, asi también como para evaluar su respuesta ante la
estimulacion mecénica. Durante los condicionamientos clasicos, el EC se presentaba por 6
s y la recompensa (solucion de aztcar 1.8 M) durante 3 s, 3 s después de la presentacion
del EC. En cada ensayo, se examin0d la REP durante los 3 primeros segundos de la

presentacion del olor.

Solo aquellas abejas que mostraron respuesta incondicionada (RI) al tocar las
antenas con la solucion de aztcar 1.8 M y que no respondieron al estimulo mecanico (flujo

de aire) fueron estudiadas.

3.2.3 Procedimiento experimental

3.2.3.1 Condicionamiento cldsico en abejas de laboratorio

Para establecer experiencias olfativas de forma controlada y en un contexto
apetitivo, grupos de abejas pre-recolectoras fueron condicionadas clasicamente a distintas
edades: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 6 16 dias. Para ello utilizamos Linalool (LIO) como EC durante
tres ensayos de aprendizaje en el paradigma de REP (Fig. 3.2A; Véase mas abajo para la
descripcion). Los individuos que fueron condicionados con éxito dentro de un mismo
grupo etario (es decir que respondieron al EC, al menos cuando fue presentado al
comienzo del tercer ensayo de condicionamiento) fueron desamarrados (sin ser
anestesiados) y confinados nuevamente en jaulas (8 x 8 x 3 cm). Aquellas abejas que no
fueron condicionadas con éxito se excluyeron del anilisis. Las abejas condicionadas
tempranamente fueron nuevamente amarradas a los 17 dias de edad y evaluadas en el
paradigma de REP frente a una unica presentacion de LIO (olor condicionado) y

Fenilacetaldeido (PHE; como olor novedoso).
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Con el fin de aumentar el tamafio de la muestra y reducir el nimero en
comparacion entre grupos de distintas edades, las respuestas de grupos consecutivos se
agruparon (2/4, 6/8, 10/12, 14/16 dias de edad). Luego, los niveles de respuesta se
compararon entre los grupos resultantes y contra con el grupo control (grupo criado bajo

las mismas condiciones experimentales que no fue condicionado).

3.2.3.2 Oferta de alimento aromatizado en abejas de laboratorio

La oferta de alimento aromatizado fue utilizada como un procedimiento alternativo
para establecer asociaciones entre el olor y el alimento (Farina et al., 2005; 2007; Gil y De
Marco, 2005; Griiter et al., 2006). Como vimos en el capitulo anterior este procedimiento
garantiza la formacion de memorias de largo término mientras reduce la manipulaci6on

sobre los individuos a ser condicionados (Farina et al., 2005, Gil y De Marco, 2005).

Para esto ofrecimos de forma ininterrumpida por un lapso de cuatro dias alimento
aromatizado en distintos periodos tempranos de la vida de la abeja: entre los 1-4, 5-8, 9-12
0 13-16 dias de edad (Fig. 3.2B). Para esto ofrecimos de forma ininterrumpida por un lapso
de cuatro dias alimento aromatizado en distintos periodos tempranos de la vida de la
abeja: entre los 1-4, 5-8, 9-12 6 13-16 dias de edad (Fig. 3.2B). Estas ventanas temporales
fueron elegidas arbitrariamente. No obstante, representan periodos bien definidos en los
que los cambios anatémicos y funcionales en la abeja melifera interacttian con el desarrollo
de las actividades sociales dentro de la colmena. Inmediatamente después de la
emergencia, la abeja obrera apenas realiza tareas [al menos durante las 24-48 horas en la
edad adulta (R6sch, 1925; Lindauer, 1952; Seeley, 1982)], mientras que su sistema olfativo
se encuentra todavia en desarrollo. Una semana después de la emergencia, las obreras
cuidan activamente a la cria y realizan tareas de mantenimiento y limpieza del nido, en ese

momento, la maduracién del sistema olfativo esta finalizando. Abejas de mediana edad (es
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decir, 9-12 dias de vida) se desempefian como procesadoras de alimento manipulando y
almacenando el néctar en el interior de la colmena, mientras que la maduracion de sus
circuitos olfativos ya esta completa (Masson et al., 1993; Winnington et al., 1996; Farris et
al., 2001). Aquellas abejas de 13-16 dias de edad también envueltas en tareas de
procesamiento de néctar (principalmente trabajando en el area de descarga) también

pueden ser vistas realizando sus primeros viajes de forrajeo.

A estas edades, el alimento sin aroma que estaba constantemente presente dentro
de las jaulas fue sustituido por una solucién aromatizada con LIO o con PHE. Para ello se
diluyeron 50 pl de olor puro por litro de soluciéon de azdacar (1.8 M) que representa la
concentracion de olor més baja detectada para obtener una respuesta comportamental
conspicua; Gil y De Marco, 2005). Dicha solucion se ofrecio a través de tubos plasticos (10
ml de volumen) que presentaban un orificio en su extremo (1 mm de didmetro) por el cual

las abejas ingerian el alimento aromatizado.

La recuperacion de las memorias olfativas establecidas en los distintos grupos
experimentales fue evaluada en el paradigma de REP cuando las abejas experimentales
alcanzaron los 17 dias de edad (Fig. 3.2 B). En un diseno cruzado, cuando un olor (LIO o
PHE) era ofrecido en la solucién como olor condicionado el otro (PHE o LIO) era evaluado
como olor novedoso. Las REP obtenidas para los olores de la solucion fueron comparadas

entre grupos y contra el control.

Para descartar la posibilidad de que la variacién en el comportamiento observado a
distintas edades se deba a la longitud del intervalo entre el condicionamiento y la
evaluacion (y no a la edad en que ocurri6 la experiencia olfativa), anadimos un nuevo
experimento donde las abejas estimuladas entre los 13 y 16 dias de edad se evaluaron a los
25 dias de edad. En este caso utilizamos PHE para aromatizar la soluciéon de azucar. Las

REP obtenidas se compararon contra las obtenidas en un grupo control de 25 dias de edad.

48



De esta manera presentamos los niveles de retencion de memorias establecidas a los 13-16
dias de edad al ser evaluados con un intervalo de estimulacién-evaluacién corto (1-4 dias) o

largo (9-12 dias).

Con el objetivo de determinar si la heterogeneidad del medio ambiente en donde se
desarrollaron las abejas afectaba los niveles de REP a los 17 dias de edad, distintos grupos
experimentales fueron expuestos a diferentes condiciones ambientales: (a) experimental
controlada, en donde las abejas enjauladas se mantuvieron en una estufa a 32 °C, 55 % HR
y oscuridad hasta el dia en que fueron evaluadas, y (b) de colmena, en donde las jaulas de
abejas se introdujeron dentro de colonias hospedadoras. Estas colonias (aproximadamente
40.000 individuos) brindaban a los individuos experimentales un medio ambiente mas
natural en el cual desarrollarse (claves fisica, visual y senales quimicas que probablemente

estaban ausentes en condiciones de laboratorio).

En este experimento utilizamos 10 colonias hospedadoras. Cada una de ellas podia
contener hasta tres jaulas alimentadas con el mismo olor. Las jaulas se ubicaron en el
interior de la colmena entre dos cuadros que contenian cria, miel y polen. A pesar de que
las abejas experimentales recibieron alimentacién artificial dentro de las jaulas, también
existe la posibilidad de que hayan intercambiado alimento con el exterior a través de la
malla lateral de las jaulas. Cada jaula de abejas confinada en una colonia hasta el final de la
oferta de alimento aromatizado fue luego trasladada a otra colmena hasta su evaluacion.
Esta practica impidi6 la circulacién de alimento aromatizado, que podria haber sido
transferido desde las jaulas al nido, durante los periodos de no estimulacion. En cada
colonia hospedadora las jaulas fueron introducidas secuencialmente de tal manera que en
un instante determinado grupos con distintos tratamientos podian ser estimulados al
mismo tiempo con la misma solucién de azicar aromatizada, restringiendo asi la presencia

del aroma a un periodo de cuatro dias. Los distintos grupos de edad fueron asignados al
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azar entre las colonias hospedadoras.

3.2.3.3 Muiltiples experiencias olfativas en abejas de laboratorio

Siguiendo un protocolo similar al utilizado en series anteriores nos propusimos
analizar la retencion de memorias formadas por experiencias precoces después de haber
recibido varios olores en el alimento durante su vida. Cada grupo de abejas fue sometido a
cuatro soluciones de azdcar aromatizadas con diferentes olores: LIO; PHE; nonanal
(NONA), y 2-Octanal (2-OCTA). Con el fin de asegurarnos de que todos los olores sean
ofrecidos en todas las ventanas temporales y asi descartar un efecto entre identidad del
olor y la edad, utilizamos una tnica secuencia aleatoria en la que ofrecimos los olores en
los distintos tratamientos (LIO; PHE; NONA, y 2-OCTA). Sin embargo, mientras que
algunos tratamientos comenzaban siendo alimentados con solucién con LIO, otros con
PHE, NONA o 2-OCTA (Fig. 3.2C). El grupo de abejas control fue alimentado con solucion

sin fragancia durante todo el periodo experimental.

La secuencia de olores utilizada para la estimulacion también fue utilizada durante
la evaluacion. Para ello cada jaula de abejas se separ6 en cuatro subgrupos que fueron
evaluados con cada variante. Haciendo esto, pudimos cuantificar el patron de REP para
cada olor experimentado por las abejas sin embargo y con fines practicos solo reportamos

las respuestas obtenidas frente a LIO y frente a PHE.

3.2.3.4 Oferta de alimento aromatizado en abejas de vuelo libre

Con el fin de analizar la formacién de la memoria en una situacién mas natural,
grupos de abejas jovenes fueron sometidos a una experiencia olfativa particular ofrecida
dentro de la colonia durante periodos especificos de su vida pre-recolectora. Dos colonias

experimentales, colmena 1 (C1) y colmena 2 (C2), se redujeron a colmenas de cuatro
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cuadros tipo Langstroth (alrededor de 10.000 individuos en cada una) con reservas de miel
limitadas para facilitar la aceptacion del alimento artificial (también ver seccion 2.2.1). El
alimento aromatizado se ofreci6 intercambiando un cuadro lateral de la colmena por un
alimentador pléstico con capacidad para 1.5 1. Mientras que C1 fue alimentada con solucién
aromatizada con LIO (50 ml de olor por litro de solucion 1.8 M), el alimento de C2 se
aromatizé con PHE. Con este procedimiento ofrecimos soluciéon de azicar aromatizada a
todas las abejas de nuestras colonias experimentales durante cuatro dias consecutivos. A la
vez establecimos experiencias olfativas de forma controlada en dos grupos de abejas de
edad conocida. Estos grupos (alrededor de 500 abejas recién emergidas) fueron marcados
con pintura acrilica para poder ser identificadas posteriormente de acuerdo a su edad. Los
mismos se introdujeron en cada colmena (C1 y C2) con un intervalo de ocho dias de modo
que ambos grupos estuvieron expuestos a una tnica estimulacion olfativa pero a diferentes
edades (Fig. 3.2D). Mientras que las abejas que experimentaron la soluciéon de azicar
durante los 5-8 dias de edad fueron marcadas con verde, las abejas estimuladas
controladamente a los 13-16 dias de edad se marcaron con rojo. Después de los cuatro dias
consecutivos de estimulacion con el alimento aromatizado todos los cuadros de la colmena
fueron retirados y sustituidos por otros pertenecientes a colmenas comerciales de nuestro
apiario. Esto permiti6 eliminar los remanentes de alimento con olor que pudieran haber

quedado almacenados dentro de la colmena luego de la estimulacion.

Las abejas marcadas que entraban a las colmenas fueron capturados desde la
entrada al alcanzar los 17 dias de edad. Como consecuencia, ambos grupos de edad se
evaluaron en momentos diferentes. El grupo que recibié alimento con olor a los 13-16 dias
de edad se evalu6 inmediatamente después de eliminar las reservas de alimento artificial
(E1) mientras que el grupo de 5-8 dias, se evalu6é nueve dias méas tarde (E9; Fig. 3.2D). Ya
que nuestro objetivo era mostrar que los niveles de retencion de memorias tempranas no

dependen del tiempo sino de la edad, los niveles de REP fueron comparados entre abejas
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de edad conocida y abejas de edad desconocida capturadas y evaluadas en E1 y Eg (Fig.
3.2D). En estas abejas la experiencia olfativa artificial podria haber ocurrido en cualquier

momento de su vida pre-recolectora e incluso recolectora.

Como en los experimentos anteriores, la retencion de las memorias olfativas fue
evaluada bajo el paradigma de REP con LIO como olor condicionado en C1y PHE en C2.

Del mismo modo, PHE fue utilizado como olor novedoso en C1y LIO en C2.

3.2.4 Estadisticas

Dado que el objetivo del estudio fue comparar las respuestas comportamentales
entre los distintos grupos etarios, aplicamos una prueba de G sobre las proporciones de
REP (Sokal y Rohlf 1995). Las proporciones de REP obtenidas para el olor condicionado
exclusivamente, (sin incluir aquellas respuestas al olor novedosos ni a ambos olores),
fueron analizadas con un procedimiento de evaluaciéon simultanea en donde pudimos
evaluar todos los pares de comparaciones posibles. Para ello utilizamos y%a/(a-1)(b-1)] como
valor critico constante para todas las comparaciones, en donde aes igual a 2 y b es el
nimero de tratamientos implicados en cada experimento. Siempre que fue posible, las
respuestas obtenidas para ambos olores condicionados se agruparon después de
comprobar que no existian diferencias estadisticas (prueba G entre grupo de estimulados a

la misma edad).
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Fig. 3.1. Con el fin
de controlar las
experiencias
olfativas de las
abejas durante toda
su vida, se
colectaron
individuos recién
emergidos desde
una incubadora A)
y B),
manteniéndolos en
cautiverio bajo
condiciones
controladas C). A
los 17 dias de vida,
las abejas fueron
preparadas para
ser evaluadas en el
protocolo de REP
D).

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Condicionamiento clasico en abejas de laboratorio

La figura 3.3A y 3.3B muestra el porcentaje de abejas que extendi6 la probodscide
como respuesta incondicionada (RI) al azacar y el porcentaje de abejas condicionadas con
éxito en tres ensayos de aprendizaje. En ningGin caso se encontraron diferencias
estadisticas entre las clases de edad (Prueba G para las RIs: GH = 13.638, p = 0.058; N =
818; df = 7 y para el porcentaje de individuos condicionados con éxito: GH = 8,405; p =
0.298; N = 439; df = 7). Hay que tener en cuenta que la disminucion en el tamano de la
muestra entre las figuras 3.3A y 3.3B se explica no sélo por la exclusion de las abejas que
no respondieron durante el condicionamiento, sino también por aquellas que presentaron
respuestas espontaneas durante la primera presentacion del olor o que respondieron frente

al estimulo mecanico (flujo de aire).
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Fig. 3.2. Esquema de los distintos protocolos de estimulacion a lo largo de la vida de la abeja para las
diferentes series experimentales. a) Abejas de laboratorio que fueron condicionadas clasicamente a
distintas edades (flecha roja). Las memorias olfativas se evaluaron a los 17 dias (flechas negras) en el
mismo contexto comportamental (REP). b) Abejas criadas en el laboratorio (o dentro de colmenas
hospedadoras) que recibieron solucién de aziicar aromatizada durante cuatro dias consecutivos (recuadros
de color gris) y fueron evaluadas a los 17 6 25 dias de edad en el paradigma de REP (flecha negra). c)
Abejas criadas en el laboratorio sometidas a experiencias olfativas multiples a lo largo de su vida (cajas
grises, con lineas y punteadas). d) Abejas de vuelo libre que recibieron una solucién aromatizada dentro de
la colmena durante un periodo en el cual dos grupos de abejas marcadas presentaban 5-8 6 13-16 dias de
edad. Una vez que estos grupos alcanzaron la edad de 17 dias (E1 y E2) fueron capturadas y evaluadas
(flecha negra). Adicionalmente evaluamos los niveles de RC de abejas con edad desconocida.

54




A)
100 -

80

60 -

RI (%)

40

20

59

96

B

p—

o]
o
1

Abejas
condicionadas (%)
H [=2]

N
o
1

73

45

109

75

59

54

29

175

64

40

o

Cuando las memorias de las abejas condicionadas tempranamente fueron evaluadas a los
17 dias de edad, encontramos respuestas heterogéneas entre las clases de edad (prueba G
en 2/4, 6/8,10/12, 14/16 dias de edad y el Control: GH = 16.229, p = 0.002, N = 175, df =
4; Fig. 3.4). Después de realizar las comparaciones miultiples observamos que la
proporcion de abejas que extendian su probdscide frente al olor condicionado no difirié
significativamente entre edades. Sin embargo el grupo de las abejas condicionado a los 6/8
dias de edad si mostro6 diferencias con el control (véase la Fig. 3.4). En todos los casos, las

abejas condicionadas mostraron bajos niveles de respuestas al olor novedoso (PHE) (Fig.

3.4).
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Fig. 3.3 Respuesta
incondicionada
(RI) y aprendizaje
en funcién de la
edad de la abeja. A)
Porcentaje de
obreras que
present6 la RT
(reflejo de
extension de la
proboscide después
de la aplicacion de
solucién de
sacarosa 1.8 M en
las antenas a
diferentes edades.
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abejas que fueron
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condicionado a LIO
a diferentes edades.
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Fig. 3.4 Retencion de las
memorias olfativas adquiridas
en el condicionamiento
clasico a distintas edades.
Después del
condicionamiento, las abejas
fueron devueltas a sus jaulas y
se mantuvieron en las
incubadoras hasta la
evaluacion (véanse los
detalles en el texto). Las clases
de edad fueron agrupados de
ados(2/4,6/8,10/12,
14/16 dias de edad). La REP al
olor aprendido (LIO) se
presenta en gris (=), y al olor
novedoso (PHE) en blanco
(o), y aambos en negro (m).
Los grupos con diferentes
letras difieren
significativamente con un P
<0.05. El tamano de la
muestra se presenta en la
parte inferior de cada barra.

3.3.2 Oferta de alimento aromatizado en abejas de laboratorio

Las experiencias olfativas tempranas establecidas tras la oferta de soluci6on de

azucar aromatizada (Fig. 3.5) mostraron perfiles de REP similares a los observados

previamente en abejas que aprendieron el olor en un condicionamiento clasico (Fig. 3.4).

Las diferencias estadisticas entre abejas condicionado a LIO y PHE a los 5-8 dias de edad

no permitieron agrupar los datos (prueba G: GH = 13.264, p <0.001, N = 160 df = 1) sin

embargo encontramos diferencias significativas entre los grupos etarios en ambas series

experimentales (prueba G: GH LIO = 55.778, p <0.001, N = 366, df = 4; GH PHE = 40.811,

p <0.001, N = 392, df = 4). Los grupos de abejas que experimentaron LIO en el alimento a

los 5-8 y 13-16 dias de edad presentaron niveles de respuesta homogéneos, pero difirieron

de las abejas estimuladas a los 9-12 dias de edad (prueba G: GH LIO = 13.132, p = 0.034, N
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=225;df=4).

Las respuestas de abejas alimentadas con solucién aromatizada durante los
primeros dias de vida (1-4 dias de edad) también presentaron diferencias con el control
(prueba G: GH LIO = 9,912, p = 0.041, N = 141, df = 4; Fig. 3.5A). Por otro lado, las abejas
alimentadas con soluciéon con PHE a los 5-8 y 13-16 dias de edad presentaron niveles de
REP homogéneos, pero diferente del resto de los grupos. En particular encontramos que
este grupo difiri6 del grupo estimulado a los 9-12 dias de edad (prueba G: GH PHE =
16.108, p = 0,002, N = 275, df = 4; Fig. 3.5B) y que los grupos estimulados a 1-4 y 9-12 dias
de edad, si bien fueron homogéneos con el control, difirieron del grupo 5-8 (prueba G: GH

PHE = 19.823, p <0.001, N = 217, df = 4).
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Fig. 3.5 La respuesta de extension de proboscide (REP) en abejas enjauladas criadas en laboratorio
que fueron alimentadas durante 4 dias con solucién de azticar aromatizada. A) LIO como el olor
diluido en la solucion de azticar (=), PHE como olor novedoso (o), y las respuestas suscitado por
ambos olores (m). B) PHE como olor diluido en la solucion de azticar y LIO como novedoso. Letras
diferentes indican diferencias significativamente con P <0.05. El tamafio de las muestras se presenta
en la parte inferior de cada barra.
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Cuando evaluamos la habilidad de retener informaciéon a largo plazo de abejas
estimuladas a los 13-16 dias de edad encontramos diferencias significativas en los niveles
de respuesta. Los porcentajes de REP obtenidos en abejas de 25 dias de edad alimentadas
con solucidon de azicar aromatizada con PHE alcanzaron niveles de 54.43% mientras que
los grupos control de 1.92% (prueba G: GH PHE = 40.088, p <0.001, N = 97, df = 1). En
consecuencia, y ya que los grupos evaluados a los 17 y a los 25 dias de edad presentaron
niveles de respuesta similares (42.4 y 54.4% respectivamente), podemos descartar que las
respuestas obtenidas en abejas estimuladas a los 13-16 dias de edad se deban solamente a

un intervalo corto entre la adquisicién y la evaluacion.

3.3.3 Oferta de alimento aromatizado en abejas criadas dentro de

colmenas

En la Figura 3.6 se muestran las REP de abejas criadas en jaulas dentro de
colmenas hospedadoras. La ausencia de diferencias entre las respuestas de abejas
alimentadas con soluciones aromatizadas con LIO y PHE nos permitieron agrupar los
resultados de ambas series (prueba G: GH 1-4 =- 1E-13, p = 1, N = 76, df = 1; GH = 5-8
0.970, p = 0.324, N = 88, df = 1; GH 9-12 = 1.988, p = 0.158, N = 92, df = 1; GH 13-16 =
1.493, p = 0.221, N = 82, df = 1; GH control = 0.043, p = 0.835, N = 105, df = 1). Luego,
encontramos diferencias significativas entre grupos que experimentaron el olor a distintas
edades (prueba G: GH agrupado = 57.198, p <0.001, N = 451, df = 4, Fig. 3.6). Las
comparaciones mostraron que aquellas abejas expuestas al alimento aromatizado durante
los primeros dias de su vida adulta (1-4) resultaron homogéneos con el control pero
difirieron de los grupos estimulados a los 9-12 dias de edad. El resto de los tratamientos
presentaron niveles de respuesta significativamente mayores (prueba G: GH agrupado =

33.202, p <0.001, N = 281, df = 4). Por otra parte, se detect6 homogeneidad para las
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respuestas de los grupos 5-8, 9-12 y 13-16 (prueba G: GH agrupado = 0.498, p = 0.973, N
= 262, df = 4; Fig. 3.6). Como resultado general, obtuvimos diferencias significativas entre
el grupo control y 1-4 y aquellas que aprendieron el olor a los 5-8, 9-12 y 13-16 dias de edad

(Fig. 3.6).

Fig. 3.6 La respuesta
60 de extension de
proboscide (REP) en
abejas enjauladas

50 1 b b criadas en el interior
de una colmena que
fueron alimentadas
durante 4 dias con

b soluci6én de aztcar
aromatizada. Olor
diluido en la solucién
de azticar (=), olor
novedoso (o), y las
respuestas suscitado

a por ambos olores (m).
Letras diferentes
indican diferencias
105 significativamente con
P <0.05. El tamafio de
las muestras se
presenta en la parte
inferior de cada barra.
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3.3.4 Retencion en abejas que recibieron miltiples experiencias olfativas en

laboratorio

Las respuestas de extension de proboéscide de las dos series experimentales no
mostraron diferencias estadisticas (prueba de G: GH 1-4 = 9.5E-1, p = 0.329, N = 55, df =
1; GH 5-8 = 0.239, p = 0.624, N = 61, df = 1; GH 9-12 = 0.269, p = 0.603, N = 46, df = 1;
GH 13-16 = 0.405, p = 0.524, N = 50, df = 1; GH control = 0.134, p = 0.714, N = 43,df = 1)
lo que nos permiti6 agrupar los datos. Una vez agrupados encontramos diferencias

significativas entre las distintas clases de edad (prueba G: GH agrupado = 50.595, p
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<0.001; N = 255; df = 4, Fig. 3.7). Como sucedi6é en experimentos anteriores, las abejas

expuestas a los 1-4 dias de edad mostraron niveles de respuesta muy bajos resultando

homogéneas con el control y diferentes de abejas que experimentaron el olor a los 9-12 dias

de edad (prueba G: GH agrupado = 9.742, p = 0.044; N = 144, df = 4; Fig. 3.7). A la vez,

encontramos niveles homogéneos de REP en abejas alimentadas con solucién aromatizado

a los 5-8 y 13-16 dias de edad los que difirieron de los estimulado a los 9-12 dias de edad

(prueba G: GH agrupado = 9.601, p <0.047, N = 157, df = 4; Fig. 3.7). En sintesis, las abejas

expuestas a los 5-8 y 13-16 dias de edad mostraron diferencias con el resto de los grupos, a

la vez que aquellas estimuladas a los 9-12 dias difirieron del grupo 1-4 y control.
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REP a los 17 dias de edad (%)

1-4 5-8 9-12 13-16 control

Edad de la experiencia olfativa (Dias)

3.3.5 Retencion en abejas de vuelo libre

Fig. 3.7 La respuesta de
extension de probdscide
(REP) en abejas enjauladas
que fueron alimentadas
con una soluciéon
perfumada distinta
durante cada uno de los
periodos definidos (véase
el texto para més detalles).
Los olores utilizados para
aromatizar el alimento
fueron: LIO, PHE, 2-
NONA y 2-OCTA. Las
respuestas condicionadas
para LIO y PHE se
agruparon. Letras
diferentes indican
diferencias
significativamente con p
<0,05. El tamano de las
muestras se presenta en la
parte inferior de cada
barra.

Las proporciones de respuestas de diferentes clases de edad no presentaron

diferencias estadisticas para los distintos olores (LIO y PHE) y por lo tanto los datos se
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agruparon. En la Figura 3.8, mostramos las proporciones de REP obtenidas a partir de

abejas marcadas (abejas expuestas al alimento aromatizado a los 5-8 y 13-16 dias de edad)

y abejas sin marcar (abejas expuestas al alimentos aromatizado a edades desconocidas)

que fueron capturadas un dia (E1) y nueve dias (E9) después de retirar la fuente de

estimulacion del interior de las colmenas. En Ei las respuestas hacia los olores

condicionados se compararon entre abejas alimentadas a los 13-16 dias de edad y abejas de

807 E1 a a 8071 E9
b
60 - 60 - a
—
3
o 40 - 40 -
L
(14
20 20 -
0 0 -
13-16 Desconocida 5-8 Desconocida

Edad de la experiencia olfativa (Dias)

Fig. 3.8 Retencion de las experiencias olfativas tempranas adquiridas a través del alimento
aromatizado que se ofreci6 directamente dentro del nido en abejas de vuelo libre (véase el texto
para mas detalles). Abejas marcadas de edad conocida (5-8 y 13-16 dias de vida) y abejas de
edad desconocida fueron expuestas a alimento con olor dentro de la colmena para luego ser
evaluadas a edades recolectoras. La fase de evaluacion se realiz6 en dos momentos diferentes:
E1, un dia después de la estimulacion (A) y E9, nueve dias después de la estimulacion (B).
Abejas de edad desconocida también fueron evaluadas en ambos momentos. Olor diluido en la
solucién de azicar (m), olor novedoso (o), y las respuestas suscitado por ambos olores (m).
Letras diferentes indican diferencias significativamente con P <0.05. El tamafio de las
muestras se presenta en la parte inferior de cada barra.

edad desconocida en donde no encontramos diferencias estadisticas (prueba G: GH

agrupado = 0.181; p = 0.669, df = 1, N = 222; Fig. 3.8A). Por otro lado, cuando las abejas

estimuladas a los 5-8 dias de edad se compararon con abejas de edad desconocida que
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también fueron expuestas al olor 9 dias antes (E9), encontramos diferencias significativas
(prueba G: GH agrupado = 3.964, p = 0.046, df = 1, N = 110; Fig. 3.8B) lo que indica que la
retencion de memorias de 9 dias no es igual en individuos estimulados a los 5-8 dias de

edad que en individuos con un rango de edades mas amplio.

3.4 DISCUSION

Dado que la retencion de las memorias olfativas tempranas varia con el periodo en
que ocurren las experiencias (y no con el intervalo de tiempo entre la adquisicién y la
evaluacion), podemos decir que la retencidon de este tipo de memorias depende de la edad
en la que la experiencia fue adquirida. Los resultados que presentamos acd muestran que
las abejas son capaces de responder frente a un olor experimentado tempranamente,
incluso 9-12 dias después de la estimulaciéon y en diferentes entornos en donde se
desarrollaron las abejas. Tanto las obreras criadas en el laboratorio que adquirieron las
experiencias asociativas en un condicionamiento clasico, como aquellas de vuelo libre que
fueron estimuladas dentro de la colonia, mostraron que son capaces de retener la
informacion de los olores del alimento desde los cinco dias después de emerger. Los
individuos condicionados con el procedimiento clasico y los alimentados con solucién de
azucar aromatizada mostraron altos niveles de RC cuando fueron evaluados a los 17 dias de
edad. En ambos casos, los patrones de retencién fueron similares lo que nos conduce a
suponer que la contingencia entre estimulos debe presentar la misma fuerza asociativa.

Las variaciones en los perfiles de RCs parecen depender del periodo en el cual la
informacion fue obtenida y de las distintas condiciones en las que se desarrollaron los
individuos, haciendo hincapié en la complejidad de la interaccion edad de adquisicion-
factor ambiental durante el desarrollo para modular la retencion de los primeros

recuerdos.

62



3.4.1 Las experiencias con olores en un ambiente controlado

Cuando ofrecimos solucion de aztcar aromatizada dentro de las jaulas en donde las
abejas se encontraban confinadas (Fig. 3.5), las memorias de los olores recompensados a
los 5-8 6 13-16 dias presentaron niveles de retencion mayores que los obtenidos en abejas
condicionadas a los 9-12 dias de edad. Sorprendentemente, las abejas expuestas a un olor
recompensado entre los 5y 8 dias de la vida adulta (y en 6 / 8 dias de edad, en Fig. 3.4)
presentaron los niveles de REP mas altos medidos al dia 17. Esto muestra que las abejas
criadas en jaulas bajo condiciones de laboratorio pueden formar memorias olfativas

estables y de largo plazo.

Esta evidencia se correlaciona con el periodo de maduracién de las vias neuronales
que participan en el procesamiento y percepcion de olores en el cerebro de la abeja, el que
ocurre alrededor de la primera semana de la vida adulta (Masson y Arnold, 1987;
Winnington et al., 1996). Estudios sobre la ontogenia del sistema olfativo de este insecto
(también ver seccion 1.3.2) han sugerido la existencia de un periodo a partir de 3 dias antes
a 4-8 dias después de que emerja como adulto durante el cual el sistema olfativo
permanece muy flexible a los cambios ambientales (Masson et al., 1993). En este sentido,
la ausencia de linealidad encontrada entre los niveles de RC de distintos grupos etarios y el
intervalo adquisicion-evaluacion de las memorias tempranas sugiere que el periodo entre
los 5-8 dias de la vida adulta puede ser particularmente sensible para la retencion de
memorias olfativas en la abeja. Por lo tanto, la consolidacion de las memorias olfativas
establecidas a estas edades podria tener lugar a través de cambios que modifican la
estructura y/o las funciones del sistema olfativo durante la fase final de su maduracion.

Por otro lado, las diferencias en la retencion entre distintas clases de edad también
podrian ser explicadas, al menos en parte, por las variaciones en la eficacia de una solucion

de sacarosa como estimulo incondicionado (por diferencias en la motivacion o el grado de
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maduracion del sistema quimio-sensorial). Atn en ausencia de diferencias en la RI (Fig.
3.3A) para soluciones de 1.8 M, los umbrales de respuesta al aziicar podrian seguir siendo
diferentes a distintas edades (Pankiw y Page, 2003). Durante la transicion de tareas desde
el interior del nido al exterior, las abejas experimentan numerosos cambios fisiologicos y
anatoémicos en el sistema nervioso pero también en tejidos no neuronales, principalmente
asociados con los cambios en las hormonas circulantes y los niveles de aminas biogénicas,
tales como la hormona juvenil (JH) y octopamina (OA) (Robinson 1992, Robinson y Vargo
1997, Bloch et al. 2002). La OA por ejemplo ha sido reconocida como un modulador del
comportamiento de las abejas durante el aprendizaje asociativo (Hammer, 1993; Hammer
y Menzel, 1995). En este sentido, se ha detectado un aumento de OA (relacionado con HJ)
unos dias después de la eclosion de las obreras seguido de una rapida reducciéon hasta
niveles iniciales, para aumentar nuevamente varios dias después al comenzar con las
actividades de recoleccion (Jassim et al., 2000). Estos perfiles presentan una ligera

correlacion con las REP encontradas en este trabajo.

Al retrasar 9-12 dias la evaluacion de abejas estimuladas entre los 13 a 16 dias de
edad (evaluacion al dia 25) descartamos la posibilidad de que los altos niveles de REP
puedan ser el resultado del breve intervalo entre condicionamiento y evaluacion. Las
diferencias encontradas con los controles, ya sea para intervalos cortos (intervalo de 1-4
dias) o mas largos (de 9-12 dias) nos permite afirmar que al menos para memorias que se
extienden por un periodo de 12 dias, las variaciones en la retencion parece ser

principalmente una consecuencia de la edad en la cual se adquiere dicha memoria.

Cuando las abejas fueron expuestas a cuatro olores sucesivos en el laboratorio
observamos nuevamente un patréon de respuesta bimodal. Los sujetos con experiencias a
los 5-8 y 13-16 dias de edad volvieron a presentar las RCs mas altas (Fig. 3.7), mostrando
que las experiencia olfativas tempranas (es decir, adquiridas en 5-8, 9-12 y 13-16 dias de

edad) podian ser recuperadas con éxito a los 17 dias de vida, incluso después de la
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formacion de otras memorias. Sorprendentemente, las CRs obtenidas en las abejas
estimuladas a los 5-8 y 13-16 dias de edad también presentaron diferencias con las del
grupo estimulado a los 9-12 dias. Contrariamente a los resultados observados en abejas
condicionadas clasicamente ¢ alimentadas con soluci6on aromatizada, el grupo 9-12
también mostr6 diferencias significativas con el grupo 1-4. De este modo y aunque las
experiencias olfativas previas podrian estar modificado la retencién de otras experiencias
apetitivas, los bajos porcentajes de respuesta obtenidos en individuos de 1-4 dias de edad
indican que las abejas si pueden discriminar entre distintos olores experimentados en
distintas etapas obteniendo informacion especifica en cada una de ellas. Por otra parte, si
las respuestas se debieran a un efecto de generalizacion se esperaria obtener altos niveles
de respuesta para todos los olores ofrecidos en el alimento, incluidos los que se ofrecieron

a los 1-4 dias de edad (Fig. 3.7).

3.4.2 Olores experimentados dentro de la colmena

Cuando las abejas experimentales fueron criadas en colonias hospedadoras, las
experiencias adquiridas en abejas de 9-12 dias de edad presentaron altos niveles de
respuestas (similares a los obtenidos en abejas estimuladas a los dias 5-8 6 13-16). Esto
sugiere que la recuperacion de las memorias no sblo depende de la edad de la adquisicion,
sino también de las condiciones ambientales en las que se desarrolla la abeja como adulta
(Fig. 3.8). En este sentido, varios autores (Collins, 1980; Masson y Arnold, 1984; Pham-
Delegue, et al. 1991; Vergoz et al., 2007) han reportado cambios en el comportamiento de
las abejas obreras frente a senales olfativas con la edad; por ejemplo, existe evidencia de
que las secreciones producidas por la reina juega un papel importante en el desarrollo del
aprendizaje de la obrera y en la maduraciéon de su sistema olfativo (Morgan et al., 1998).

Sin embargo, la estimulaciéon olfativa en general, incluidas las mezclas complejas de
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feromonas que se distribuyen en toda la colonia o la circulaciéon de néctares aromatizados,
puede contribuir a alterar los niveles de respuesta entre las clases de edad. En las abejas,
aunque parte del sistema nervioso central implicado en olfaccion esta plenamente inervado
2 dias después de emerger (Masson et al., 1993), se cree que la formacion de los circuitos
neuronales involucrados en el aprendizaje de olores es dependiente de la actividad. Es
decir que los individuos requeririan ser sometido a un rango de estimulos quimio-
sensoriales para poder luego aprender correctamente (Winnington et al., 1996; Maleszka y
Helliwell, 2001; Farris et al., 2001; Ichikawa y Sasaki, 2003). Como vimos en la secci6on
1.3.2 las respuestas electro fisiologicas de las NRO aumentan de manera constante desde la
emergencia hasta los 4 dias de vida adulta, manteniéndose elevadas hasta el dia 8 (Masson
y Arnold, 1987) pero también disminuyen abruptamente cuando las abejas son deprivadas
de estimulos olfativos durante los primeros dias de vida adulta (Masson y Arnold, 1984).
En este marco, es razonable pensar que la baja retenciéon de las memorias adquiridas luego
del condicionamiento clasico o de la oferta de alimento con olor alos 9-12 dias de edad se
debe a la ausencia de las experiencias previas (incluida la estimulaciéon mecanica, visual
y/o quimicas) probablemente ausentes durante los primeros 8 dias de vida adulta en los

insectos criados en condiciones de laboratorio.

Las abejas recientemente emergidas que se introdujeron en colonias tratadas con
alimento aromatizado nos permitieron evaluar las respuestas comportamentales, no sélo
en funcidon de la maduracion del sistema nervioso, sino también segin el rol que la abeja
estd desempenando en ese momento en el interior de la colmena (ver secciéon 1.4.1). Al
igual que en el experimento anterior, la presencia de posibles fuentes de alimento
productivas en el exterior podrian haber formado memorias que debiliten o incluso
sustituyan aquellas més antiguas establecidas de manera artificial y controlada a través de
los alimentadores de colmena. En particular, la propagacion de esta informacion (fuentes

naturales) podria haber sido transferida de forma mas eficiente al estar acompafiada por la
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danza de reclutamiento (von Frisch, 1968 y secci6n 1.4.2). Sin embargo en Eg, las abejas
expuestas al olor a los 5-8 dias de edad mostraron RCs superiores que su grupo control
(Fig. 3.8B). Teniendo en cuenta que las abejas de edad desconocida podrian incluir obreras
que aprendieron el EC a edades mas tempranas que 5-8 o incluso recolectoras maduras,
los resultados muestran una vez més que la retenciéon de estas memorias depende de la
edad, y que las abejas pueden recuperar mejor la informaciéon del alimento cuando lo
aprenden a los 5-8 dias de edad que a edades no particulares. En base a estos resultados
sugerimos que cuanto mayor sea la variabilidad en el rango de edades para la adquisicion
de informacion olfativa, menor seran los niveles de retenciéon de la RC. La retencion de los
olores de la soluciéon durante la evaluaciéon E1 fue similar entre las abejas estimuladas a 13-

16 dias de edad y a edades desconocido (Fig. 3.8A).

Este experimento provee un control adicionales para los experimentos anteriores
en donde las abejas habian sido evaluadas a una edad fija de 17 dias (6 25). Las diferencias
encontradas entre abejas estimuladas a 5-8 dias de edad y otras a edad desconocida
muestran que los resultados no pueden ser explicados simplemente por el tiempo

transcurrido entre la experiencia y su evaluacion.
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Las experiencias olfativas tempranas modifican la actividad
neuronal en el 16bulo antenal de 1a abeja madura

4.1 INTRODUCCION

A pesar de la poca informacion disponible para comprender las influencias de las
experiencias tempranas sobre el comportamiento de insectos maduros, en los capitulos
anteriores mostramos que ciertos estimulos olfativos que se ofrecen durante un periodo
particular y relativamente corto (cuando las abejas tienen entre 5 y 8 dias de edad) se
recuerdan mejor a edades maduras (17 dias) que las mismas experiencias que ocurren
antes (1-4 dias de edad) o incluso después (9-12 d) de este periodo. Por lo tanto, la
retencion de estas primeras memorias olfativas depende de la edad y no del tiempo

transcurrido entre la estimulacion y el tratamiento.

En el sistema olfativo de los insectos, el 16bulo antenal (LA), analogo al bulbo
olfativo en vertebrados, es el primer centro de integraciéon de los estimulos olfativos y esta
estructurado en glomérulos. Como vimos en la secciéon 1.3.1 se ha demostrado que los
olores estan codificados en patrones de actividad glomerular (la presentacién de un olor
activa un conjunto de glomérulos en el LA que es olor-especifico). Estas representaciones
neuronales bien conservadas entre individuos, son dinidmicas y varian ligeramente
dependiendo de la informacién almacenada con anterioridad, cambiando sus componentes

espacio-temporales después de algunos eventos de aprendizaje asociativo (Faber et al.,
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1999; Sandoz et al., 2003; Yu et al., 2004; Daly et al., 2004).

Como ya vimos en la secciéon 1.3.2, varios autores coinciden que los circuitos
neuronales presentes en el insecto adulto se establece durante la metamorfosis, aunque
siguen siendo modificados durante los primeros dias de vida imaginal (Masson, 1993;
Winnington et al., 1996; Devaud et al., 2003). Esta hipotesis es sustentada por un estudio
reciente que muestra que la actividad neuronal evocada por un olor es baja en abejas de 1-2
dias de edad, pero aumenta de manera consistente durante las primeras semanas de vida

adulta (Wang et al., 2005).

Aunque se ha demostrado que el condicionamiento olfativo en abejas adultas puede
alterar los patrones de actividad glomerular (Faber et al., 1999; Sandoz et al., 2003), no
hay pruebas acerca de los efectos a largo plazo de las experiencias olfativas tempranas que
ocurren durante el desarrollo. En este capitulo estudiaremos si estas experiencias
tempranas que observamos inducen cambios importantes en el comportamiento a edades
maduras, hace més sensible o no al sistema olfativo frente al olor experimentado. Si la
respuesta es si, analizaremos si este efecto se limita al olor conocido o se generaliza a

nuevos olores.

Con el fin de responder estas preguntas evaluamos el efecto de las experiencias en
un ensayo de comportamiento mediante la oferta de solucion de azicar aromatizada en
abejas enjauladas a la edad particular de 5-8 dias. Luego se evaluaron las respuestas de
extension de proboscide (PER, Takeda 1961; Bitterman et al., 1983) a los 17 dias de edad
(Lindauer, 1952; Seeley, 1982). Las abejas fueron evaluadas frente al olor aprendido en el
alimento (1-NON) y frente a tres olores novedosos (desconocidos para la abeja) con
diferentes grados de similitud entre ellos y con el olor de la solucién: Nonanal (NONA), 1-
hexanol (1-HEX) y Hexanal (HEXA). Utilizando la técnica de “imaging” de calcio

realizamos registros in vivo de las respuestas evocadas por los diferentes olores en el LA de
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abejas adultas. Los resultados mostraron que las experiencias olfativas tempranas
modificaron las respuestas comportamentales no solo de los olores experimentados en el
alimento sino también frente a olores novedosos similares. Ademaés, a nivel del LA las
experiencias olfativas causaron un aumento en la intensidad de la senhal de calcio y el

numero de glomérulos reclutados por cada olor.

4.2 MATERIAL Y METODOS

4.2.1 Animales

Las abejas obreras utilizadas para este experimento fueron obtenidas de igual
forma que en 3.2.1 (obreras recién emergidas a partir de cuadros de cria sellada colocados
en una incubadora a 36 ° C, 55% HR). Las jaulas ofrecieron solucion de azicar 1.8 M, agua
y polen ad-libitum. Estas jaulas se mantuvieron en una estufa (32 ° C, 55% HR y en
oscuridad) hasta que las abejas alcanzaron la edad de 17 dias, momento en que fueron

evaluadas.

4.2.2 Experiencias olfativas tempranas

Para establecer una experiencia olfativa controlada dentro de un contexto apetitivo
ofrecimos una solucién de aztcar aromatizada a los 5-8 dias de vida adulta (detallado en
seccion 3.2.3.2). Durante este periodo las abejas fueron alimentadas con una solucién
aromatizada con 1-NON (50 ul de olor puro por litro de soluciéon). Un segundo grupo de

abejas alimentadas con una solucion sin olor se utilizo como control.

A los 17 dias de edad las abejas fueron encepadas para evaluar la retencion de las

memorias adquiridas tempranamente en el paradigma de PER o para registrar la actividad

70



neuronal en el LA. En ambos ensayos, utilizamos cuatro olores diferentes presentados a
dos concentraciones: 1-NON como olor de solucién y NONA, HEXA y 1-HEX como olores

novedosos.

Debido a que los niveles de generalizacion de las abejas varian dependiendo
principalmente del largo de cadena carbonada y el grupo funcional de los compuestos (Fig.
4.1) los olores fueron elegidos de tal manera de formar una matriz cuadrada en la que dos
de los cuatro compuestos compartian el mismo grupo funcional (o aldehidos o alcoholes

primarios) y otros dos compuestos el largo de cadena carbonada (C6 y C9).

4.2.3 Respuestas comportamentales

Las respuestas condicionadas (RC) se evaluaron utilizando el paradigma REP

(Takeda, 1961; Bitterman et al., 1983) siguiendo el mismo procedimiento descrito en 3.2.2.

Training/Testing 1-NON NONA 1-HEX HEXA Similarity 1-NON
1-NON 7037 375 32 NONA | 6227
NONA 54*- 25 65.22 1-HEX | 26.16
1-HEX 1481 | 2947 7917 6667 HEXA | 2156
HEXA 1141 1724 1481 7826

Fig. 4.1. Similitud perceptual entre los olores usados (segiin Guerrieri et al., 2005). A) Matriz de
generalizacion que representa el porcentaje de respuestas de extension de la proboscide (REP)
observados para los olores no recompensados (columnas), después de tres ensayos de
condicionamiento a cada uno de los cuatro olores (lineas). Sélo se presentan aquellas abejas que
aprendieron el EC durante el entrenamiento, es decir, que respondieron al EC al menos en la
tercera presentacion del estimulo. B) La similitud comportamental entre 1-NON (olor de soluci6n)
y los tres olores novedosos, se calcul6 como la media de generalizaciones en cada par de olores.
Esta similitud varia segtn el grupo funcional y la longitud de la cadena de carbono de los olores.

El dispositivo utilizado para controlar las presentaciones de los estimulos fue el mismo
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utilizado en 3.2.2. En este caso cada abeja recibi6 cuatro olores en diferentes ensayos los
cuales se presentaron en orden aleatorio y separado entre si por intervalos de 15 min. Para
comparar las REP entre grupos tratados y control utilizamos pruebas de Chi cuadrado que
se aplicaron sobre la proporcidon de respuestas obtenidas para cada olor evaluado (Sokal y
Rohlf, 1995). Para reducir el riesgo de errores de tipo 1 debido al uso multiple de los
mismos datos, utilizamos el método de Bonferroni (a '= a / k), con a: 0,05 y k: 4 para

corregir el umbral de significancia.

4.2.4 Registros Opto-fisiologicos

4.2.4.1 Preparacion y tincion de los cerebros

Las obreras adultas fueron capturadas desde las jaulas en donde recibieron la
estimulacion olfativa, anestesiadas en hielo y montadas individualmente en soportes de
acrilico. La cabeza de la abeja fue fijada con cera de baja temperatura de fusion (Deiberit
502, Bohme y Schops Odontologia GmbH, el 16 de Goslar, Alemania) y las antenas,
orientada hacia delante, fueron fijadas con alambres de acero muy finos. Alrededor de la
cabeza de la abeja se form6 una pequena cavidad para contener solucidon salina. Esto se
logr6 pegando pequeios trozos de lamina de pléstico en la parte frontal y a ambos lados
del soporte. Para sellar la cavidad, las bases de los flagelos de las antenas fueron pegadas
con silicona de dos componentes lo que permiti6 aislar la region del cerebro de la de las
antenas. Las antenas se mantuvieron intactas para ser estimuladas. Un pequeno trozo de
cuticula fue retirado de la parte frontal de la capsula de la cabeza para poder retirar las
glandulas, traqueas y membranas que cubren el cerebro y asi exponer ambos LAs.
Sistematicamente la preparacion se bano con soluciéon salina (en mm: NaCl: 130; KCl: 6;
MgCl2: 4; CaCl2 5; sacarosa: 160; glucosa: 25; HEPES: 10; pH 6,7, 500 mOsmol; todos los

productos quimicos de Sigma - Aldrich, Lyon, Francia). Para la tincién la solucién salina
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fue eliminada y el cerebro fue bafiado completamente con 50 pl solucién colorante (50 ug
de calcio-Green-2 a.m. disuelto con 50 pl Pluronic F-127, 20% en dimethylsufoxide,
DMSO) en 8oopul de solucion salina (Calcio-Green y Pluronic de sondas moleculares,
Oregon, EE.UU.). Después de una hora de incubaciéon (en oscuridad y refrigerado con
hielo), el cerebro fue lavado varias veces con solucion salina para eliminar los restos del
marcador. Cuando fue necesario el abdomen del insecto fue inmovilizado con cera de baja
temperatura de fusion para reducir los movimientos que causan cambios en la distancia

focal e inducen errores en los registros.

4.2.4.2 Registros dpticos

Los registros in vivo se llevaron a cabo utilizando un sistema de imégenes T.I.L.L.
Photonics (Martinsried, Alemania). Los preparados fueron observados y registrados en un
microscopio de epi-fluorescencia (Olympus BX51WI Alemania) utilizando un objetivo de
inmersion de 10x (NA 0.3, Olympus, Hamburgo, Alemania). Durante los registros el
cerebro de la abeja permanecié cubierto de soluciéon salina en donde estaba inmerso el
objetivo. Cada registro fue capturado a una frecuencia de ~ 5 cuadros / s dando un total de
100 cuadros por registro (tiempo de integracion cada 4 cuadros: 216 ms). Para esto usamos
una camara monocromatica de 640 x 480 pixeles y 12 bits (T.I.L.L. Imago). La
estimulacion olfativa, presentada en el 15° cuadro, dur6 1 seg. La excitacion con luz
monocromatica (475 nm) fue generada por una lampara monocromatica (T.I.L.L.

Polychrom IV).

El dispositivo de filtros del microscopio estaba compuesto de un filtro dicroico de
505 nm, y un filtro de emisién LP de 515 nm. A lo largo de los registros, un flujo constante
de aire (50 ml/s) fue presentado sobre la cabeza de la abeja a través de un tubo de vidrio (1

cm de diametro) situado a 2 cm de la parte frontal de la abeja. El olor impregnado en un
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papel de filtro (4 pl puro olor o 4 pl 1:10 olor diluido en 30 x 3 mm de papel) se colocod
dentro de una pipeta la cual se conectaba con el tubo de vidrio y entregaba el olor a través
de un flujo de aire (2.5 ml / s) inyectandolo en el flujo principal durante la estimulacién. El
intervalo entre presentaciones de olor fue de aproximadamente 80 seg. Los olores se
presentaron en una secuencia semi-aleatoria que siempre comenzaba por la concentraciéon
mas baja. Todas las abejas experimentales recibieron cada olor por triplicado en cada una

de las concentraciones usadas.

4.2.4.3 Identificacion de glomérulos

Para revelar la estructura glomerular del LA una vez terminados los registros in
vivo, una mezcla de 125:1 (vol/vol) de una solucion de proteasa (a partir de Bacillus
licheniformis en propilenglicol; Sigma Aldrich) fue utilizada para digerir la cubierta del
cerebro y permitir asi tefir las membranas celulares con RH795 (disuelto en etanol
absoluto de Molecular Probes). Una hora més tarde, el cerebro fue lavado con solucién
salina. Para reconstruir y poder identificar los glomérulos de la superficie del LA tomamos
varias fotografias con 5 a 10 planos focales diferentes. Para ello utilizamos una luz
monocromatica de 530 nm para excitar la muestra y un conjunto de filtros dicroicos de 570
nm y de emision de 500 nm. Después de editar las fotografias (Adobe Photoshop) para
resaltar los limites de los glomérulos y hacerlos mas visibles, estos fueron identificaron
segin el Atlas publicado por Galizia (et al., 1999b). A partir de estas imagenes
reconstruimos una mascara o molde que permiti6 determinar las coordenadas de los
distintos glomérulos en los focos de actividad en las iméagenes de calcio. Luego pudimos

identificar al menos 19 glomérulos presentes en todos los individuos.
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4.2.4.4 Procesamiento de los datos

Las iméagenes se cuantificaron utilizando un software para PC, IDL (Research
Systems Inc, Colorado, EE.UU.) que analizd6 cada registro en tres dimensiones: dos
espaciales (x, y pixeles de la zona de interés) y una temporal (100 cuadros). Para calcular
las sefiales, los datos fueron filtrados espacialmente con un filtro de mediana de 3 pixeles a
fin de reducir el ruido fotonico. Para corregir el “bleaching” y las posibles irregularidades
de iluminacién generadas por la lampara en el tiempo, cada pixel se le rest6 el valor medio
de todos los pixeles de ese cuadro. Por altimo, los cambios de fluorescencia relativa (AF /
F) se calcularon como (F-Fo) / Fo, donde Fo 6 fluorescencia basal fue obtenida como el
promedio de los tres cuadros previos a la estimulacion (cuadros 5-7). Las senales evocadas
por los diferentes olores estaban compuestas por dos componentes: el primero, un rapido
incremento en la fluorescencia causado por el aumento de la concentracion de calcio
intracelular lo que refleja principalmente la actividad pre-siniptica de las neuronas
receptoras olfativas (Galizia et al., 1998; Sachse y Galizia, 2003) y el segundo, un lento
decremento en la fluorescencia por debajo de la linea de base debido al “bleaching”. Estas
senales son las que comuinmente se obtienen al hacer aplicaciones de bafio (Galizia et al.,
1997; Stetter et al., 2001; Sandoz et al., 2003). Para cada uno de glomérulos identificados
calculamos el curso temporal de los cambios de fluorescencia relativa a partir del promedio
de los 25 pixeles (5 x 5) del centro de cada glomérulo que luego fue promediada con las

otras estimulaciones registradas en un mismo animal.

Para estudiar si las experiencias olfativas tempranas provocan cambios en los
niveles de activacion de las respuestas evocadas por los olores utilizamos dos medidas: la
intensidad de activacién y el nimero de glomérulos activados. La intensidad se calculd
como la suma de las respuestas (AF/F) de los 19 glomérulos identificados dentro de cada

animal. Esto nos permitié cuantificar el nivel general de activacion que provoca un olor
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particular en el LA. Por otra parte, el nimero de glomérulos activados se calcul6 sumando
aquellos que respondieron con una amplitud de respuesta por encima del nivel de ruido el
que se defini6 como dos DS de la senal previo a la presentacion del estimulo (es decir entre

los cuadros 12y 14).

También nos propusimos estudiar si las experiencias olfativas tempranas
modificaban cualitativamente la representacion de los olores. Por lo tanto, comprobamos
la similitud entre los patrones de actividad en abejas tratadas con el alimento aromatizado
y frente a los otros tres olores de prueba. Para cuantificar la similitud entre los patrones,
calculamos la correlacion de Pearson entre los coeficientes de las respuestas en los 19
glomérulos. Como la representacién neuronal de un olor puede considerarse como un
vector con multiples dimensiones, en la cual cada dimension esti representada por un
glomérulo en particular, evaluamos la similitudes entre representaciones olfativas usando
distancias euclidianas (Deisig et al., 2006). Ya que no es posible visualizar un espacio de 19
dimensiones, usamos un Anélisis de Componentes Principales para proyectar los datos en
un espacio de 3 y 2 dimensiones formado por un subconjunto de componentes que

explican la mayor parte de su varianza.

El efecto de las experiencias olfativas tempranas se evalu6 usando ANOVA de
medidas repetidas, donde uno de los factores fue el tratamiento (dos niveles), y el otro los
olores evaluados (cuatro niveles). Las comparaciones post hoc se realizaron con analisis de
Scheffé. Las interacciones detectadas en el ANOVA se analizaron a través de los efectos
simples. Para simplificar el analisis no incluimos a la concentracion de los olores como otro

factor del ANOVA. Por lo tanto, los datos se analizaron por separado.
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4.3 RESULTADOS

4.3.1 Respuestas comportamentales

La Figura 4.3 muestra el porcentaje de respuestas de REP obtenidas para cada olor
en abejas de 17 dias de edad. Las abejas tratadas que recibieron soluciéon de azacar
aromatizada con 1-NON como experiencia olfativa temprana mostraron niveles de
respuestas mas altos que los obtenidos en abejas sin tratar para dos de los cuatro olores
evaluados. En primer lugar, se detectaron diferencias significativas para la experiencias
con 1-NON, cuando se lo evalu6 a alta concentracion (1 / 1; Chi cuadrado: Chi: 1-NON 1 / 1
= 28.74, p <0.001, df = 1) y también a 1 / 10 (Chi cuadrado: Chi: 1-NO 1 / 10 = 35.10, p

<0.001, df = 1).
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Fig. 4.2. Respuesta de extensiéon de probdscide (REP) evaluadas a los 17 dias de edad frente al olor
experimentado (1-NON) y tres olores novedosos (NONA, 1-HEX y HEXA). a) Respuestas de los
olores de evaluacién presentados en alta concentracién (1 / 1). b) Olores de evaluacién
presentados a baja concentracion (1 / 10). Los asteriscos indican diferencias estadisticas en
pruebas de G, después de la correccion de Bonferroni (* p <0.0125 ** p <0.001, NS no
significativo, ver los resultados para mas detalles). Tamafio de la muestra se presenta en la
leyenda.
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Ademas, la experiencia con soluciéon aromatizada también afecté el porcentaje de
respuestas a NONA, un olor novedoso que comparte la misma longitud de cadena de
carbono (C9) y presenta una alta similitud perceptual con el olor recompensado (véase el
Fig. 4.1). Una vez maés, encontramos diferencias para ambas concentraciones (Chi
cuadrado: Chi: NONA 1 / 1 = 11.68, p <0.001, df = 1; Chi: NONA 1 / 10 = 8.83, p = 0.003; gl
= 1). Por otra parte, las respuestas a 1-HEX y HEXA entre abejas tratadas y control no
mostraron diferencias para ninguna de las dos concentraciones. Llegamos a la conclusion
de que las abejas que experimentaron 1-NON diluido en la solucion de sacarosa a los 5-8

dias de edad pueden recordarlo y generalizarlo con su aldehido correspondiente, NONA.

4.3.2 Respuestas Opto-fisiologicas

4.3.2.1 Las respuestas a los olores de la abeja melifera AL

Las respuestas de Calcio fueron monitoreadas en el LA frente a diferentes olores en
abejas que recibieron experiencias olfativas tempranas y en abejas sin experiencias (Fig.
4.3A vy 4.4). Las abejas que se sometieron a la experiencia olfativa temprana claramente
presentaron patrones de actividad espacial diferentes para los distintos olores evaluados
(Fig. 4.4). Del mismo modo, aquellas abejas que no recibieron ninguna estimulacion
controlada durante su vida adulta también mostraron patrones de actividad diferentes
(Fig. 4.4). Los glomérulos activados por cada olor en ambos grupos fueron similares. Para
comparar las respuestas evocadas por los olores en el LA entre abejas tratadas y control,
evaluamos tres variables: intensidad de activacion global, el nimero de glomérulos

activado y la similitud entre olores.
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Fig. 4.4. A) Ejemplos de imagenes en falso color en abejas condicionadas (T5-8) y sin tratar frente al olor
experimentado (1-NON) y a tres olores novedosos (NONA, 1-HEX y HEXA) presentados a alta
concentracién (1/1). B) Respuesta de 19 glomérulos identificados frente a los olores de evaluacion para
ambos grupos (T5-8 y Sin tratamiento). Las intensidades se expresan como cambios relativos en la
fluorescencia durante la presentaciéon de olor (AF/F) £ DS. La linea punteada muestra el nivel de ruido (2
DS de la senal antes de la presentacién de olor).
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Encontramos que las experiencias tempranas causaron un aumento en intensidad
de la respuesta no solo frente al olor experimentado, sino también frente a olores
novedosos (Fig. 4.5). Para ambas concentraciones, la intensidad global fue
cualitativamente superior en aquellas abejas con experiencias, sin embargo solo
detectamos diferencias estadisticas cuando los olores fueron presentados a alta
concentracion (ANOVA-1/ 1, F = 4.97, p = 0.047, df = 1). Por otro lado no se encontraron
diferencias entre los olores evaluados ni tampoco para la interaccion entre el tratamiento y
los olores (ANOVA-olor-1 /., F = 1.244, p = 0,309, df = 3; ANOVA-olor-1 / 1, F = 2.057,p =
0.124, df = 3). Asi, las experiencias olfativas tempranas modificaron cuantitativamente el

patron glomerular del olor aprendido pero también de los otros olores evaluados (Fig.

AF/F (%)

4.5A).
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Figura 4.5. Intensidad global que se obtiene como la suma de los cambios de fluorescencia
relativa (AF/F) en los 19 glomérulos identificados en el LA de abejas de 17 dias de edad. A)
Intensidad global evocada por 1-NON como olor experimentado y NONA, 1-HEX y HEXA como
olores novedosos presentados a alta concentracion (1/1). El ANOVA de dos vias muestra una
diferencia significativa entre la intensidad global de abejas tratadas y no tratadas. B) La
intensidad global suscitada por los mismos olores presentados a baja concentracién (1/10). El
ANOVA no muestra diferencias por el tratamiento, pero un efecto significativo de los olores
evaluados. El tamafio de la muestra se presenta en la leyenda.
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Cuando la actividad glomerular se midi6 a una concentraciéon menor (1 / 10) s6lo
detectamos diferencias entre los olores evaluados (ANOVA-Olor-1/10, F = 7.342, p <0.001,
df = 3). Sin embargo, no se observ) ningun efecto del tratamiento o de la interaccion entre
factores (ANOVA-Tratamiento-1/10, F = 0.502, p = 0.494, df = 1; ANOVA-
Tratamiento/olor-1/10, F = 0.776, p = 0.516, df = 3). El nimero de glomérulos activados se
muestra en la Fig. 4.6 en donde se observa, al igual que para la intensidad global, un
aumento significativo del nimero de glomérulos activados en abejas con experiencia
olfativa para olores presentados a alta concentracion (ANOVA-Tratamiento-1 / 1, F =

5.419, p = 0.040, df = 1, ANOVA-Tratamiento 1/10, H = 0.001, p = 0.968, df = 1).
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Fig. 4.6. Numero de glomérulos en el LA de abejas de 17 dias de edad. A) Namero de glomérulos
activados obtenidos para abejas tratadas con 1-NON y también para NONA, 1-HEX y HEXA como
olores novedosos presentados a alta concentraciéon (1/1). El ANOVA muestra una diferencia
significativa entre las abejas tratadas y control (tratamiento factor, p <0.05), pero también para
diferentes olores novedosos (factor de olor, p <0.05). B) Nimero de glomérulos activados por los
mismos olores presentados a baja concentracién (1/10). El ANOVA muestra una diferencia
significativa entre el nimero de glomérulos suscitado por los olores novedosos cuando se presente
a esta concentracién. El nimero de glomérulos se calcul6 como el nimero de glomérulos que
mostraron una amplitud de respuesta mayor al nivel de ruido. El tamano de la muestra se
presenta en la leyenda.
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Una vez mas, el aumento en el nimero de glomérulos no solo se detect6 para el olor
experimentado sino también para los novedosos: la interaccién olor-tratamiento no fue
significativa (ANOVA-Tratamiento-olor-1 / 1, F = 0.317, p = 0.805, df = 3). El niimero de
glomérulos activados fue diferente para los distintos olores, tanto para las concentraciones
altas como para las bajas (ANOVA-Olor-1 / 1, F = 3.257, p = 0.033, df = 3; medidas

repetidas ANOVA-Olor 1/ 10, F = 6.984, p = 0.001, df = 3).

A continuacion, nos preguntamos si las experiencias asociativas tempranas pueden
cambiar los patrones de actividad glomerular de tal manera que la similitud perceptual
entre los olores resulte modificada, en particular entre el olor experimentado y los olores
novedosos. Para esto calculamos los coeficientes de correlacién (r-valores) entre el olor de
la solucion aromatizada (1-NON) y los olores novedosos (NONA, HEX y HEXA). Una
combinacién perfecta entre los patrones de actividad glomerular entre dos olores daria
como resultado un valor de r igual a 1 mientras que uno complementario —1. En la Fig. 5.6
podemos ver los valores de r obtenidos entre el 1-NON y cada uno de los tres nuevos olores
en base a los patrones de actividad de calcio en 19 glomérulos. Cualitativamente, los
patrones evocados por 1-NON son muy parecidos a los de NONA, seguidos por los de 1-
HEX y por ultimo los de HEXA. En consecuencia, se encontré un efecto del olor para
ambas concentraciones (ANOVA-Olor-1 / 1, F = 10.750, p <0.001, df = 2; ANOVA-Odor-
1/10 , F = 8.929, p = 0.002, df = 2) que se explica por las diferencias en los valores de r
entre 1-NON/NONA y 1-NON/HEXA (Scheffe post hoc 1 / 1, P = 0.0009; Scheffe post hoc
1/10, p = 0.0024) y 1-NON/1-HEX y 1-NON/HEXA (Scheffe post hoc 1 / 1, p = 0.0074;
Scheffe post hoc 1 / 10, p = 0.0217). Si bien los pares 1-NON/NONA y 1-NON/1-HEX
dieron como resultado una alta correlacion positiva (probablemente porque muchos de los
glomérulos mas activos en uno estaban presentes también en el otro patron), 1-
NON/HEXA mostr6 un indice de correlacién menor. Cabe sefalar que la similitud

encontrada entre los patrones de actividad glomerular encajan muy bien con los resultados
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de comportamiento reportados anteriormente (Fig. 4.1 segin Guerrieri et al. 2005). Del
mismo modo nuestros resultados muestran coherencia con los niveles de generalizacién

entre 1-NON y NONA obtenidos en los experimentos comportamentales (Fig. 4.2).

A pesar de las tendencias observadas entre los patrones de activacién, la
comparacion de las similitud neuronales entre abejas tratadas y no tratadas para ambas
concentraciones no mostré diferencias significativas (medidas repetidas de dos vias de
tratamiento ANOVA-1 / 1, F = 0.384, p = 0.547, df = 1; ANOVA-Tratamiento-1/10, F =

1.830, p = 0.205, df = 1; Fig. 4.7).
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Fig. 4.7. Similitud fisiolégica de olor en la AL de abejas de 17 dias de edad. A) Indice de correlacién
(valores de r) entre el olor de solucion (1-NON) y cada uno de los olores novedosos (NONA, 1-HEX
y HEXA) presentados en alta concentracién (1 / 1) y B) en baja (1/10). No se observaron
diferencias significativas para el tratamiento, pero si entre pares de olores (ANOVA, olor factor, p
<0,05). Letras diferentes indican diferencias significativas en las comparaciones post-hoc.
Tamafo de la muestra se presenta en la leyenda.

Para entender la relacion entre las representaciones neuronales de los olores

estudiados en abejas tratadas y sin tratar, proyectamos los patrones de actividad obtenidos
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en un posible espacio perceptual de la abeja en el cual la actividad de cada glomérulo
constituye una dimension de dicho espacio perceptual (Fig. 4.8). Entonces realizamos un
Analisis de Componentes Principales (ACP) para extraer aquellos factores que puedan
explicar al menos en parte las variaciones observadas. Utilizando solo los tres primeros
factores del ACP logramos explicar un 57,94% de la varianza total observada (31.9%;
12.31% y 8.86 % respectivamente Fig. 4.8). Para analizar mejor la contribucién de cada
uno de estos factores, también representamos nuestros resultados en graficos de 2
dimensiones: Factor 1 vs. Factor 2 (Fig. 4.8B) y Factor 2 vs. Factor 3 (Fig. 4.8C). La Figura
5.7B muestra que el Factor 1, el cual provee la mayor contribuciéon sobre la varianza,
segrega las respuestas de acuerdo a su largo de cadena carbonada. De esta manera los
estimulos de 9 carbonos aparecen claramente separados de los de 6. Sorprendentemente el
Factor 2 segrega los datos de acuerdo a su grupo funcional (alcoholes vs. aldehidos, con los
aldehidos en la parte superior y los alcoholes en la inferior). Sin embargo también presenta
un componente que separa los datos de acuerdo a la experiencia temprana (Fig. 4.8B y
4.8C). Los datos de abejas experimentadas se concentran principalmente en la parte
inferior del Factor 2 mientras que los no tratados en la superior. De hecho para una
determinada concentracion las abejas tratadas siempre aparecen sobre los animales
control. Una mejor segregacion de las representaciones neuronales fue observada para 1-
NON, NONA y HEXA que para 1-HEX. Esto indica que la segunda contribucion mas

importante a la varianza esta dada por el aprendizaje olfativo temprano (Fig. 4.8).

85



O  T5-8 (1/10)

A T5-8 (1/1)

® Sin Tratar (1/10)
A Sin Tratar (1/1)

N
[
o

-
o
(T

[T

Factor 1 Factor 3

Fig. 4.8. Espacio olfativo de una abeja de 17 dias de vida. A) Representacion de la posicion relativa de los patrones
de actividad de acuerdo a los tres factores principales arrojados por el ACP que explican un 57,9 % de la varianza
total de los datos. B) La representacion de los olores segtin el Factor 1y 2; y C) el Factor 2 y 3. Para una mejor
ilustracion de las representaciones de cada grupo solo mostramos los valores medios de las coordenadas obtenidas
para el ACP. En B) y C) incluimos el error estandar de cada grupo (+ S.E.). La posicién de los patrones de
activacion glomerular de abejas con experiencia temprana se indican en blanco y de abejas sin tratamiento en
negro. Las diferentes concentraciones se presentan con simbolos distintivos (circulos para la concentraciéon baja y
tridngulos para la alta). Las caracteristicas de los olores (largo de cadena carbonada claramente representado en

el factor 1 el y grupo funcional representado en el Factor 2) el cual también segrego los datos de acuerdo a las
experiencias precoces.
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4.4 DISCUSION

Se ha demostrado en los mamiferos que el aprendizaje asociativo de olores induce
modificaciones funcionales persistentes a nivel neurofisiologico (Coopersmith y Ledn,
1984; Sullivan y Leon, 1986; Wilson y Leon, 1988). Sin embargo en insectos los cambios en
la actividad neuronal de estructuras olfativas se han detectado solo a corto plazo (por
ejemplo en abejas: Faber et al., 1999; Faber y Menzel, 2001; en moscas: Yu et al. 2004; en
polillas: Daly et al., 2004; en langostas: Bazhenov, 2005). En este trabajo mostramos por
primera vez que el condicionamiento olfativo temprano modifica la actividad neuronal en
el LA en largo plazo. Nuestros resultados indican que el patréon de actividad glomerular de
un olor experimentado a los 5-8 dias de edad resulta modificado al ser evocado a los 17
dias, (cuando las abejas comienzan con las tareas de bisqueda de alimento; Rosch, 1925;
Lindauer, 1952; Seeley, 1982). El olor condicionado presentado 9-12 dias después genero
una actividad glomerular aumentada a la vez que modific6 la dindmica espacio-temporal
de las respuestas del LA, cambios que se deberian a la memoria olfativa formada durante

las experiencias tempranas.

Estos resultados confirman que el olor de los alimentos adquiridos en abejas de 5-8
dias de edad puede ser recuperado muchos dias después al ser evaluadas en abejas de 17
dias de edad. En capitulos anteriores mostramos que contrariamente a lo que seria
esperable por la simple extincion de la memoria por efecto del tiempo, la exposicion al
alimento con olor a los 5-8 dias present6 niveles de retencién méas altos que cuando fue
ofrecida a edades intermedias (9-12 dias de edad). Debido al efecto no lineal de las
experiencias olfativas tempranas, proponemos que la consolidacion de las memoria
olfativa adquiridas entre los 5 y 8 dias podria provocar cambios funcionales y/o
estructurales en el LA, en especial porque se sabe que el sistema olfativo termina de

madurar exactamente en esta etapa (Masson y Arnold, 1987; Winnington et al., 1996). Sin
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embargo, ya que no medimos el efecto de la experiencia olfativa durante otras ventanas
temporales (por ejemplo a los 9-12 dias de edad), atin no podemos concluir que el efecto
observado sea especifico para este periodo o generalizable a otras edades en que se recibe

la experiencia sensorial.

En este capitulo mostramos que las experiencias tempranas pueden alterar los
patrones de actividad glomerular en el primer centro de procesamiento de informacion
olfativa de la abeja. En este sentido se ha propuesto que la plasticidad inducida por este
tipo de experiencias en las estructuras primarias es mas fuerte en los sistemas fisiologicos
en desarrollo que en los ya maduros (Woo y Leon, 1987; Hamrick et al, 1993). Se sabe que
las regiones periféricas del cerebro son mas propensas a ser modificadas por la experiencia
tempranas, mientras que las regiones centrales lo son a edades mas avanzadas (véase
también Wilson y Sullivan, 1994). Los cambios observados en abejas estimuladas
tempranamente apoyan esta hipotesis y abren la posibilidad de que la estimulacion
adquirida a los 5-8 dias de edad sea esencial para el correcto desarrollo y maduracion del
sistema olfativo (Gascuel y Masson, 1991; Masson et al., 1993). Un ejemplo claro del
impacto de los olores en el desarrollo normal del sistema olfativo es el caso de la feromona
mandibular de la reina. La exposicion a este compuesto altera los niveles de dopamina en
el cerebro de la abeja obrera (Beggs et al.,, 2007) mientras modifica drasticamente su

capacidad de aprender estimulos aversivos (Vergoz et al., 2007).

Las pruebas encontradas de que el LA de la abeja es un sitio para la formacion de la
memoria olfativa de corto término (martillo y Menzel, 1998; Miiller, 2000) y de plasticidad
(Faber et al., 1999; Sandoz et al., 2003) fue confirmado en otros modelos como Drosophila
(Yu et al., 2004). Datos electro fisiologicos en langostas (Bazhenov et al., 2005) y en
polillas (Daly et al., 2004) también apoyan el rol del LA en la formacion de memoria

olfativas de corto plazo. Recientemente sin embargo, se observd que las neuronas de
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proyeccion del LA de Drosophila participan en la formacién de memorias de largo plazo
induciendo patrones de sintesis de proteinas que son especificos para cada olor aprendido
(Ashraf et al., 2006) los que fueron detectados incluso 24 horas después de la formacién de
la memoria. En concordancia con estos resultados, nuestros experimentos de colorimetria
revelaron que los patrones de respuestas del LA contintian siendo modificados incluso 9-12

dias después de la experiencia olfativa.

Sin embargo, algunas observaciones deben realizarse en el momento de interpretar
los resultados de nuestros experimentos. En primer lugar, debido al procedimiento de
tincion de bafio en donde todo el cerebro de la abeja resulta marcado, las senales de
fluorescencia obtenidas podrian representar la actividad de un conjunto de neuronas
pertenecientes incluso a distintas poblaciones dentro del LA (neuronas receptores
olfativas, inter-neuronas, neuronas de proyeccion, o incluso de células gliales; Lohr et al.,
2002). Entre ellas las que responden a informacion aferente parece hacer la contribucién
mas importante a esta senal (Galicia et al., 1998; Vetter y Galicia, 2005). Segundo,
nuestros registros opto-fisiol6gicos solamente describen la porcion dorsal del LA, que es la
region accesible al abrir la capsula de la cabeza (~12% de los ~160 glomérulos del LA de la
abeja), por lo que no podemos excluir la posibilidad de que las experiencias precoces
tengan un efecto diferente en otras regiones del LA. Ademas, a pesar de que los cambios
encontrados muestran una buena correlacion con las respuestas de comportamiento en
etapas tardias, se debe tener en cuenta que otras regiones del cerebro como los cuerpos
pedunculados también podrian intervenir en estos procesos (Hammer y Menzel, 1998).

Un importante hallazgo de nuestro estudio fue que, al igual que las abejas que
experimentaron 1-NON en el alimento generalizaron su respuesta frente a un olor similar
(NONA) en los experimentos de comportamiento, la plasticidad observada a nivel del LA
no so6lo se observo para las respuestas del olor experimentado (1-NON), pero también a

olores novedosos. Las presentaciones de NONA y 1-HEX generaron un aumento en la
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actividad generales del LA (Fig. 4.5) y un nimero mayor de glomérulos activados (Fig.
4.6). Este efecto fue algo menor para HEXA, el olor perceptualmente mas disimil con el
olor condicionado, 1-NON (véase Fig. 4.1). Asi, encontramos una tendencia general hacia

una mayor plasticidad en olores con alta similitud con el experimentado.

Esta conclusion esta avalada por el ACP (Fig. 4.8), el cual identifico al largo de
cadena carbonada y al grupo funcional como factores fundamentales que describen la
variacion en nuestro conjunto de datos. Mas importante atin, mostramos que uno de los
principales factores que explican la distribucién de las representaciones neuronales se
debib al aprendizaje olfativo temprano ya que segrega abejas tratadas de no tratadas. Esta
observacion enfatiza el hecho de que el aprendizaje precoz induce cambios consistentes y
de muy largo término en la actividad del LA de abejas recompensadas a los 5-8 dias de

vida.

Curiosamente, la misma observaciéon se hizo en un estudio anterior, en el que
después de condicionar diferencialmente a las abejas (un olor recompensado y otro sin
recompensar), la intensidad de la respuesta glomerular se increment6 para el olor
condicionado positivamente pero también para un olor novedosos y desconocido para las
abejas. Por otro lado la respuesta al olor no recompensado se mantuvieron sin cambios
(Faber et al., 1999). Por lo tanto concluimos que la exposicion olfativa temprana parece
afectar tanto la conducta como las respuestas neuronales del condicionado ademaés de

otros olores novedosos de acuerdo con su similitud perceptual.

En nuestro estudio el efecto del aprendizaje temprano se observo claramente para
ambas concentraciones (1 / 1y 1 / 10). Sin embargo los efectos sobre la actividad general
del LA y el nimero de glomérulos reclutados fueron significativos sélo cuando las

respuestas se evaluaron a concentracién alta (1 / 1). Se sabe que el aumento en la
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intensidad de un olor puede cambiar su patrén de activaciéon glomerular, llevando incluso
a diferencias cualitativas entre los patrones de un mismo olor (Sachse y Galicia, 2003) y
afectando también la percepcion cualitativa en experimentos de comportamiento (Ditzen
et al., 2003; Wright et al.,, 2005). Como en nuestro estudio no pudimos conocer la
concentracion del olor experimentado por las abejas durante la oferta de alimento
aromatizado, podemos interpretar que una respuesta mas clara frente a la concentraciéon
alta indica que esta pudo haber sido percibida como mas similar a la ofrecida durante la
adquisicion.

En conclusion, el LA que participa en el procesamiento de la informacion olfativa

también podria estar implicado en el almacenamiento de los primeros recuerdos de olores.
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El aprendizaje asociativo a edades tempranas mejora la
retencion de memorias de largo término

5.1 INTRODUCCION

Las respuestas comportamentales de los animales estdn continuamente
modificadas por las experiencias sensoriales adquiridas en su entorno. Sin embargo, este
fenomeno es mucho méas pronunciado en las primeras etapas de vida, cuando las
experiencias pueden causar efectos irreversibles en el comportamiento del individuo
maduro (Lorenz, 1935). Desde los mamiferos hasta los insectos se ha demostrado que el
aislamiento a edades tempranas o la cria en ambientes empobrecidos tiene consecuencias
negativas sobre las habilidades cognitivas del adulto, llevando en casi todos los casos a un
aprendizaje mas lento o a una peor retencion de las memorias (Oitzl et al., 2000; Iso et al.,
2007; Ichikawa y Sasaki, 2003). En los seres humanos, se sabe que el desarrollo del habla
depende principalmente de la presencia de los estimulos adecuados en el medio ambiente.
La ausencia de modelos del habla en los nifios pareceria afectar negativamente a la
adquisicion del lenguaje (Neal, 1972), mientras que la exposicion a un entorno multilingiie

parece mejorar los resultados de aprendizaje (Bialystok, 2001).

En el capitulo anterior vimos que las experiencias olfativas tempranas que se
forman en un contexto apetitivo pueden ser recordadas varios dias después dependiendo
tanto del momento en que se adquiere la informacién como del medio ambiente en donde

se desarrolla el individuo como adulto. Sin embargo, si la exposicion o el aprendizaje de
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olores durante periodos especificos mejoran la retencion de nuevos eventos de
aprendizajes aun requiere de ser probado. Cuando las abejas condicionadas con un tnico
olor a los 5-8 dias de edad fueron criadas deprivadas de estimulos sociales, presentaron
niveles de retencién mayores que las condicionadas a los 9-12 dias de edad (Fig. 3.5) sin
embargo estas diferencias no pudieron ser detectadas cuando los individuos se criaron
dentro de colmenas (Fig. 3.6). Por lo tanto, es posible que las memorias establecidas a
edades con bajos niveles de retencion (es decir a los 9-12 dias) sean retenidas mejor luego
de recibir una entrada sensorial apropiada. Para probar esta hipdtesis expusimos a
distintos grupos de abejas a una experiencia olfativa recompensada inmediatamente (1-4
dias de edad) o pocos dias (5-8 dias de edad) después de que emergen como adultas. Para
separar el efecto de las experiencias recompensadas de aquellas estimulaciones sensoriales
no recompensadas, también expusimos distintos grupos a la estimulacién con compuestos

volatiles presentados de forma pasiva en el ambiente.

5.2 MATERIAL Y METODOS

5.2.1 Sitio de estudio y los animales

Los experimentos se llevaron a cabo en la temporada de verano 2007/2008 en el
campo experimental de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de
Buenos Aires (34 ° 32'S, 58 ° 26'W). Abejas obreras de edad conocida se obtuvieron de
cuadros de cria sellada desde una incubadora a 36 °C, 55% de humedad relativa y
oscuridad. Como en los experimentos anteriores (3.2.1) las obreras que emergian eran
recogidas en grupos de 100 abejas que eran confinadas en jaulas de madera (10 cm x 10 cm
x 10 cm). Las abejas enjauladas eran alimentadas con solucion de azicar 1.8M, agua y
polen ad libitum y mantenidas a 32 °C, 55% de humedad relativa y en oscuridad hasta

alcanzar la edad de 17 dias cuando fueron evaluadas en el paradigma de REP.
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5.2.2 Procedimiento experimental

5.2.2.1 Abejas condicionadas con alimento aromatizado

La oferta de alimentos aromatizados se utiliz6 como un método no invasivo para
condicionar olfativamente a las abejas jovenes (Farina et al., 2005). El alimento
aromatizado se ofreci6 dentro de las jaulas, cuando las abejas alcanzaban los 1-4, 5-8 6 9-
12 dias de edad (Fig. 5.1A). Dentro de estos periodos, el alimento aromatizado permanecia
dentro de las jaulas como unica fuente de azticar. Los tres tratamientos (1-4, 5-8 0 9-12
dias) se repitieron utilizando Linalool (LIO) y Fenilacetaldehido (PHE) como estimulos

condicionados diluidos en la solucién de azicar (més detalles en 3.2.3.2).

5.2.2.2 Abejas estimuladas con solucion antes de ser condicionadas olfativamente

Con el fin de determinar el efecto de una experiencia olfativa sobre el aprendizaje
asociativo posterior, los grupos de abejas que recibieron una solucion de azicar
aromatizada como experiencia temprana a los 1-4 y 1-4 6 5-8 también fueron
condicionados con el mismo procedimiento a los 5-8 6 9-12 dias de edad. Como resultado
obtuvimos 3 grupos experimentales distintos que fueron alimentados con alimento
aromatizado durante 8 dias (a los 1-4 + 5-8, 5-8 + 9-12 y 1-4 + 9-12 dias de edad; Fig. 5.1B).
Mientras que las memorias establecidas durante los primeros 4 dias no fueron evaluadas,
las establecidas en el segundo periodo se cuantificaron en 5 eventos de extinciéon cuando
las abejas alcanzaron los 17 dias de edad. Cuando LIO fue utilizado para aromatizar la
solucion durante el segundo periodo (olor evaluado), PHE se utiliz6 para aromatizar el

alimento en el primer periodo (olor no evaluado) y viceversa.
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5.2.2.3. Abejas expuestas a un compuesto voldtil antes de ser condicionadas

Siguiendo el mismo diseno que en el experimento anterior, las abejas criadas en
jaulas fueron expuestas a un olor puro que se presenté como compuesto volatil (olor no
evaluado) antes de la oferta de alimento aromatizado. Para llevar a cabo la exposiciéon del
olor, las jaulas de abejas se trasladaron a otra incubadora (mismas condiciones de
temperatura, humedad relativa y la oscuridad) y se colocaron dentro de cajas de plastico
(80.5 cm x 48 cm x 35 cm). Las mismas presentaban 300 ul de olor puro embebido en 3
papeles de filtro (20 cm: de superficie de evaporacion total) pegados sobre las paredes de la
caja. Para reducir la acumulacion del olor durante la exposicion, utilizamos un extractor de

aire conectado a la incubadora.

a) 1-4 v
Grupo ¢
experimental 5-8

9-12 v

b) 1-4+5-8 v

Grupo ¢
experimental 5-8+9-12

1-4+9-12 v

c) 1-4+5-8 v

Grupo 3
experimental 5-8+9-12

1-4+9-12 +

T T T T T T T T T T T T T T T T T
Dias 1 5 9 13 17

Fig. 5.1. Esquema de los distintos protocolos de estimulacién a lo largo de la vida de la abeja para
las diferentes series experimentales. a) Abejas que recibieron solucién de aziicar aromatizada
durante cuatro dias consecutivos (recuadros de color gris) y fueron evaluadas a los 17 dias de edad
en 5 eventos de extincion en el paradigma de REP (flecha negra). b) Adicionalmente a la oferta de
alimento aromatizado descrito en a) las abejas recibieron una segunda estimulacion con soluciéon
de azticar aromatizada durante los 1-4 6 5-8 dias de edad la cual no fue evaluada (recuadros de
color gris oscuro). ¢) Abejas que fueron expuestas pasivamente a olores volatiles por cuatro dias
(recuadros rallados) antes de recibir solucién de azdcar aromatizado (recuadros grises). Las
memorias de los olor expuestos no fueron evaluadas.
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Después de la exposicion olfativa, las jaulas fueron reemplazadas por otras nuevas y
devueltas a la primera incubadora para prevenir la contaminacién de olores durante
periodos de no exposicion. Cuando utilizamos LIO como olor recompensado (olor

evaluado), PHE se utiliz6 como olor expuesto.

5.2.3 Evaluacion en el REP

Alo largo de las distintas series de este experimento las memorias de largo plazo se
cuantificaron en cinco eventos de extincién (10-min. de intervalo entre ensayos). En este
tipo de evaluacion miltiple generalmente se considera al primer evento de extincion como
la "retencion” de la memoria mientras que se habla de "extincion" al considerar el curso de
la respuesta a lo largo de los cinco eventos de evaluacion. Cada ensayo de extincion dur6
40 segundos. Antes de la presentacion de olor, las abejas permanecieron 15 s frente al flujo
de aire para evaluar su respuesta mecénica. Las respuestas condicionadas se midieron

durante los 6s en que se presento6 el olor (maés detalles en 3.2.2).

5.2.4 Estadisticas

Para comparar las REP de los distintos grupos etarios utilizamos un analisis de
varianza para medidas repetidas (RM-ANOVA). Los estudios de Monte Carlo han
demostrado que se posible utilizar ANOVA en datos dicotomicos (Lunney, 1970). En los
casos en que se detectaron diferencias estadisticas en los factores principales realizamos

comparaciones a posteriori (LSD de Fisher).
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5.3 RESULTADOS

5.3.1 Abejas condicionadas con alimento aromatizado

Diferentes experiencias olfativas tempranas generaron diferencias en los niveles de
retencion. Para ambos olores (LIO y PHE) las abejas estimuladas a los 5-8 dias de vida
exhibieron los niveles de RC mas altas. El ANOVA mostro6 diferencias significativas entre
las clases de edades (LIO: F2 5= 3.907, p <0.021; PHE: F» 160 = 7.203, p = 0.001; Fig.5.2a 'y
5.2b) y los eventos de extincion (medida repetida, LIO: F,, ,50=3.38, p=0.036; PHE: F,
131=5.08, p=0.007; Fig. 5.2a y 5.2b). Las comparaciones a posteriori evidenciaron
diferencias significativas entre los grupo 1-4 y 5-8 y entre 5-8 y 9-12 dias de edad (LIO: pi-4
vs 5-8 =0.022, P5-8 vs 9-12 =0.03; PHE: P14 vs 58 = 0.0009, P58 vs 9-12=0.005; Fig. 5.2a y 5.2b). Por
otro lado, no se detectaron diferencias entre abejas alimentadas con solucion aromatizada
a los 1-4 y 9-12 dias de edad ni tampoco en las interacciones entre los grupos de edad y los
eventos de extincion, lo que sugiere que la dinamica de extincién de las memorias es
similar entre las clases de edad (LIO: Fs, 636=1.58, p=0.127; PHE: Fs 5,=0.99, p=0.436;

Fig. 5.2ay 5.2b).

5.3.2 Abejas estimuladas con dos solucion aromatizadas

Cuando ofrecimos dos soluciones de azticar aromatizadas dentro de las jaulas, los

niveles de RCs en abejas de 9-12 dias de edad aumnetaron. En consecuencia so6lo
detectamos diferencias significativas entre los eventos de extincion (LIO: F,, g=0.61,
p=0.547, Fig. 5.2¢; PHE: F, o3=1.19, p=0.307, Fig. 5.2d). No encontramos diferencias ni
para las clases de edad (LIO: F,, 32,=32.97, p<0.001; PHE: F, 5,,=24.77, p<0.001; Fig. 5.2¢
y 5.2d) ni para la interaccion entre factores (LIO: Fs, 3.4,=0.27, p=0.974; PHE: Fg 4,,=0.52,

p=0.844). Esto sugiere nuevamente que los procesos de extincion son similares entre
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tratamientos, apoyando la idea de que las experiencias olfativas tempranas mejoran la

retencion de las abejas condicionadas a los 9-12 dias de edad.

5.3.3 Abejas expuestas a un compuesto volatil antes de ser

condicionadas

Como vimos en abejas alimentadas con una tnica solucién aromatizada, en este
experimento también encontramos diferencias en la RC cuando expusimos a las abejas a
LIO antes de condicionarlas a PHE (F,, 105=3.42, p=0.036; Fig. 5.2e). Los contrastes
mostraron que las respuestas obtenidas para 1-4+5-8 fueron diferentes a las obtenidas en
abejas de 5-8+ 9-12 y 1-4+9-12 dias de edad (P 1-4+58 vs 5-8+9-12 =0.026, P 14458 vs 1-4+9-12
=0.026, Fig. 5.2e). Sin embargo no encontramos diferencias entre los grupos que fueron
expuestos a PHE en de medio ambiente seguidos por la oferta de alimento con olor (LIO:
F., 14,=2.21, p=0.114; Fig. 5.2f). El analisis estadistico también revel6 diferencias
significativas entre los eventos de extincion para ambos olores: LIO y PHE (LIO: F,
588=66.96, p<0,001, Fig. 5.2e; PHE: F, 420=35.53, p<0.001; Fig. 5.2f) No se han detectado
interacciones en este experimento (LIO: Fs, sss: F=1.72, p=0.091; PHE: Fg 4.0=1.54,
p=0.142). Asi el efecto de la exposicion temprana de olores sobre la retencién de la

memoria depende de la identidad del olor y el momento en que ocurre la exposicion.
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Fig. 5.2. Memorias olfativas tempranas en abejas de 17 dias de edad. LIO (panel de la izq.) o PHE
(panel de la der.) fueron usados como olores de evaluacién cuando LIO (a) o PHE (b) fueron
ofrecidos solos en la solucion de azacar (circulos); cuando PHE (c) o LIO (d) fue utilizado como
olores no evaluados usados alternativamente para aromatizar el alimento (triGdngulos); y cauando
PHE (e) o LIO (f) fueron usados como olor no evaluado expuestos como volatiles en el ambiente
(cuadrados). El tamafio de la muestra se indica entre paréntesis en la leyenda.

99



5.4 DISCUSION

En este capitulo mostramos por primera vez que los estimulos olfativos que se
experimentan en las primeras etapas de vida del insecto mejoran la retencién de las
memorias. Por un lado las estimulaciones asociadas a recompensa que tienen lugar
durante los primeros cuatro dias de edad o incluso durante los cuatro dias siguientes (5-8
dias de edad) generan un aumento en los niveles de retencion de las memorias de largo
plazo que se adquieren varios dias después (Fig. 5.2c y 5.2d). Por otra parte, la exposiciéon
pasiva de volatiles en el entorno de la jaula también mejora la retencion de las memorias
de largo plazo adquiridas a edades intermedias (9-12 dias), aunque su efecto se limita a la
interaccion entre la identidad del olor y el momento de la exposicion (es decir estos niveles
se incrementaron sb6lo cuando PHE fue expuesto inmediatamente antes del

condicionamiento).

Ambos tipos de experiencias olfativas, recompensadas y no recompensadas,
podrian actuar facilitando el aprendizaje y la retencion del mismo tipo de informacion en
un momento posterior. Sin embargo, diferentes resultados para cada tipo de experiencia
sugieren diferentes mecanismos por el cual la retencion de la memoria es mejorada. Ahora
se sabe que incluso las abejas recién emergidas son capaces de adquirir y almacenar
informacion de olores recompensados de forma asociativa (Behrends y Scheiner, 2009), un
proceso que induce cambios en el circuito olfativo en el l6bulos antenal y que afecta el
procesamiento y la consolidaciéon de la informaciéon de olores (Faber et al., 1999; Daly et
al., 2004, ver capitulo 4). Estos cambios podrian fortalecer las vias olfativas permitiendo
una mejor recuperacion de aquella informaciéon adquirida a una edad muy temprana, pero
también la que se adquirié mas tarde por ejemplo cerca de las edades en donde las abejas

comienzan las tareas de recoleccion.

Existe evidencia de que la exposicién pasiva de olores no forma memorias de largo
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plazo (Fernandez et al., 2009). Por lo tanto la posibilidad de que una mejora en la
retencion de abejas expuestas a 5-8 + 9-12 dias de edad se deba a cambios inducidos por el
aprendizaje que persisten en el cerebro es poco plausible. Sin embargo, se ha demostrado
que la exposicion de ciertos compuestos como los feromonales también pueden alterar el
desarrollo normal del sistema olfativo. En particular la feromona mandibular de la reina
altera los niveles de dopamina en el cerebro de los abejas obreras jovenes (Beggs et al.,
2007) afectando su desempeino durante el condicionamiento aversivo (Vergoz et al., 2007).
Alternativamente, la exposicion a PHE entre el 5- y 8- dia podria sensibilizar a los animales
en el corto plazo, facilitando la posterior adquisiciéon de sefiales olfativas y mejorando la

resistencia a la extincién de los nuevos eventos de aprendizaje.

Nuestros resultados sugieren fuertemente que las experiencias olfativas durante la
primera semana (sobre todo las adquiridas en un contexto apetitivo) son fundamentales
para el desarrollo de las habilidades de retener memoria, al menos en abejas de 9-12 dias
de edad. Como propusimos en capitulos anteriores, las experiencias con olores podrian ser
importantes para la correcta maduracion de las vias olfativas (Masson et al., 1993). Por lo
tanto, es posible que las abejas jovenes tengan que ser sometidos a una constelacion de
estimulos quimio-sensoriales (como los olores en el alimento o del entorno en donde se
desarrollan) para mejorar las habilidades de aprender y retener informaciéon de olores a
edades mas avanzadas (Winnington et al., 1996; Maleszka y Helliwell ,2001; Farris et al.,
2001).

Varios autores sostienen que el desarrollo en un entorno repleto de estimulos debe
ser la situacion natural en el desarrollo de animales, mientras que la deprivaciéon de
estimulos es a menudo una situacién artificial que da lugar a anomalias en el
comportamiento (Sahakian et al., 1975, Lodge et al.,, 2003). En la abeja melifera,
observamos que las experiencias olfativas tempranas (principalmente aquellas

recompensadas) impiden el déficit en las memorias olfativas establecidas a edades
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intermedias y en medio ambientes empobrecidos de estimulos. La deprivacion de
estimulos, por lo tanto, representaria una situacion artificial que deja ver que la capacidad

de las abejas para retener memorias olfativas depende de la edad.
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Discusion general

Como vimos a lo largo de esta Tesis, la abeja de la miel presenta muy buenas
habilidades para aprender y memorizar estimulos ambientales asociados a recompensa
(von Frisch, 1967; Menzel 1999; Giurfa, 2004). En estudios previos estas habilidades se
estudiaron extensamente en el condicionamiento de REP utilizando en la mayoria de los
casos abejas recolectoras (por €j. Bitterman et al., 1983; Menzel y Miiller, 1996; Erber et
al., 1998; Giurfa, 2004). Solo unos pocos estudios abordaron el aprendizaje en abejas
jovenes (Ray y Ferneyhough, 1997; Morgan et al., 1998; Pham-Delégue et al., 1990; Laloi et
al., 2001; Behrends y Scheiner, 2009). Sin embargo, no existia evidencia hasta el
momento del rol que tenia el aprendizaje olfativo precoz sobre los comportamientos de
abejas adultas de edades avanzadas ni de sus posibles implicancias ecologicas en la

recoleccion del néctar.

6.1 Aprendizaje olfativo en abejas jovenes

Estudios anteriores describieron que las abejas jovenes presentan respuestas
condicionadas pobres y poco constantes al entrenarlas con estimulos olfativos en el
laboratorio antes de los 6/7 dias de edad (Ray y Ferneyhough, 1997; Morgan et al., 1998;
Ichikawa y Sasaki, 2003). Esto no es trivial ya que se cree que a pesar de que la
metamorfosis se completa antes de emerger, la maduracion del sistema olfativo contintia

por varios dias después de la eclosion. En nuestro estudio, observamos porcentajes de
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respuesta altos y homogéneos en todos los grupos etarios (el mas bajo fue del 71% para las
abejas condicionadas a los 4 dias de edad, Fig. 3.3B), lo que indica que las diferencias
observadas en la recuperaciéon de la memoria olfativa a edades recolectoras (al menos para
las abejas condicionadas clasicamente) no pueden ser facilmente explicadas por

diferencias en las habilidades de aprender de los grupos.

Estos resultados aparentemente contradictorios podrian explicarse por los
diferentes entornos de cria usados en los distintos estudios. Por otro lado, la concentraciéon
de azdcar de la soluci6on utilizada como recompensa también podria representar una
explicacion posible. Si bien en los diferentes capitulos se utiliz6 una solucion de azticar
1.8M, en otros estudios (por ejemplo, Pham-Delégue et al., 1990, Ray y Ferneyhough, 1997;
Laloi et al., 2001) los condicionamientos fueron realizados utilizando concentraciones mas
bajas (cercanas a 1 M). En este sentido, las diferencias en el umbral de respuesta al aztcar
podrian explicar las variaciones en el desempenio de las abejas cuando diferentes
concentraciones de solucion de azicar se utilizan como recompensa durante el aprendizaje
(Scheiner et al., 2001). Otros autores (Pham-Delegue et al., 1990; Laloi et al., 2001)
también vieron que las abejas recién emergidas podian aprender. En particular Behrends y
Scheiner, (2009) mostraron que incluso abejas de 1-2 dias de edad eran capaces de
establecer asociaciones estables entre una recompensa de sacarosa y un olor si

presentaban un cierto nivel de respuesta al azticar basal.

6.2 Experiencias tempranas y maduracion del sistema olfativo

A lo largo de las distintas series experimentales observamos que el olor de los
alimentos adquiridos en abejas de 5-8 dias de edad puede ser recuperado muchos dias

después, al ser evaluados a los 17 dias. En los capitulos anteriores (3, 4 y 5) mostramos que
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contrariamente a lo que cabria esperar por la simple extincion de la memoria por efecto del
tiempo, la exposicion al alimento con olor a los 5-8 dias present6 niveles de retenciéon mas
altos que cuando la misma experiencia fue ofrecida a edades intermedias (9-12 dias de
edad). Debido al efecto no lineal de estas experiencias, proponemos que la consolidacion
de las memoria olfativa adquiridas entre los 5y 8 dias podria provocar cambios especificos
en los circuitos olfativos, en especial porque se sabe que el sistema olfativo termina de

madurar exactamente en esta etapa (Masson y Arnold, 1987; Winnington et al., 1996).

Estudios sobre la ontogenia del sistema olfativo de este insecto han sugerido la
existencia de un periodo a partir de 3 dias antes a 4-8 dias después de que emerja como
adulto durante el cual el sistema olfativo permanece muy flexible a los cambios
ambientales (Masson et al., 1993). En este sentido, la ausencia de linealidad encontrada
entre los niveles de RC de distintos grupos etarios y el intervalo adquisiciéon/evaluacion de
las memorias tempranas, es consistente con la hipotesis anterior, en donde el periodo
comprendido entre los 5-8 dias de la vida pareceria presentar una sensibilidad mas alta
para adquirir/retener memorias olfativas. Por lo tanto, la consolidacion de estas memorias
podria tener lugar a través de cambios que modifican la estructura y/o las funciones del

sistema olfativo durante la fase final de su maduracion.

En el capitulo 4 mostramos que el aprendizaje de olores entre los 5-8 dias de edad
afecta los patrones de actividad glomerular a largo término. El olor condicionado evoco
respuestas de actividad neuronal aumentadas y patrones espacio-temporales alterados con
respecto a aquellos evocados por el mismo olor en grupos que no fueron estimulados.
Estos cambios podrian ser el sustrato responsable de las memorias olfativas establecidas
precozmente. Aunque hasta el momento solo habia evidencia de que LA podia almacenar
memorias olfativas de corto término, nuestros resultados sugieren que también podria ser

una estructura que guarda informacién de olores a muy largo plazo. Una posibilidad para
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explicar porque no se han detectado MLT en el LA de abejas maduras es que las memorias
se almacenen en distintas estructuras dependiendo del grado de desarrollo en el que se
encuentran cada estructura cuando se produce la consolidacién. Sin embargo, aunque en
insectos maduros las MLT se han ligado con los cuerpos pedunculados (Pascual y Préat,

2001; Maleska et al., 2009) aun no existen pruebas contundentes de que sea asi.

6.3 Experiencias tempranas mejoran la retencion de memorias

olfativas

A lo largo de esta Tesis, se repitio la tendencia de que las abejas estimuladas con
soluciobn aromatizada a los 9-12 dias de edad presentaban niveles de retencion
aumentados cuando eran sometidas a algin tipo de experiencia olfativa previa al
condicionamiento (controlada o no). Este fendmeno se observé cuando las abejas
condicionadas a edad intermedia fueron criadas dentro de la colmena, (Fig. 3.6) o adin
habiendo sido criadas en jaulas, recibieron experiencias olfativas que antecedieron al

condicionamiento (Fig. 3.7, 5.2c y 5.2d).

En el capitulo 5 mostramos que las experiencias olfativas tempranas (ya sea las
adquiridas a los 1-4 6 5-8 dias de edad) pueden aumentan la retencion de un olor que se
aprendi6 a los 9-12-dias, cuando se lo evalta a los 17 dias de vida. Los niveles mas altos de
retencion a esta edad fueron obtenidos para memorias establecidas en abejas entre el 5% y
8w dia de vida, los cuales no resultaron ser mejorados con las experiencias anteriores. Por
otro lado las memorias asociativas adquiridas a los 9-12 dias de edad mostraron un débil
efecto sobre la retencion para los olores pre-expuestos, el cual se observo solo cuando el
compuesto volatil se ofrecié inmediatamente antes del condicionamiento. Estos resultados
sugieren que los eventos de aprendizaje asociativo que ocurren pocos dias después de la

eclosion mejoran las memorias establecidas a edades intermedias (Fig. 5.2¢ y 5.2d). El
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momento y la naturaleza de la estimulacidon sensorial precoz parecen interactuar para
mejorar la retencidon de los eventos de aprendizaje que se adquieren mas tarde en la vida

de una abeja.

Las experiencias con olores podrian ser importantes para la correcta maduracion de
las vias olfativas y parece plausible que las abejas jovenes tengan que ser sometidos a una
constelacion de estimulos quimio-sensoriales para lograr buenas habilidades de aprender y
retener informacion de olores a edades més avanzadas (Winnington et al., 1996; Maleszka
y Helliwell, 2001; Farris et al., 2001). Un ejemplo claro del impacto de los olores en el
desarrollo normal del sistema olfativo es el caso de la feromona mandibular de la reina. La
exposicion a este compuesto altera los niveles de dopamina en el cerebro de la abeja obrera
(Beggs et al., 2007) mientras modifica drasticamente su capacidad de aprender estimulos

aversivos (Vergoz et al., 2007).

Una vez mas, un LA mas activo y con un mayor nimero de glomérulos involucrados
en la representacion del olor condicionado precozmente (pero también de otros olores
novedosos similares), podrian corresponder a modificaciones en el sustrato neuronal
inducidos por el aprendizaje asociativo. En otras palabras, las modificaciones detectadas
en las representaciones espacio-temporales de los olores serian responsables, al menos en
parte, de una mejor recuperacion de la informacién que se adquiere a edades intermedias

bajo condiciones de laboratorio.

6.4 ¢Periodo critico en la abeja?

Durante un corto periodo durante las primeras etapas de la vida, la presencia o
ausencia de una experiencia sensorial particular puede modificar el comportamiento de los

animales de forma permanente. Probablemente el ejemplo mas extremo es el de
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“imprinting”, un proceso por el cual el animal adquiere una referencia permanente a partir
de un patron de estimulos que se le presenta durante un periodo critico o sensible de su
desarrollo, y que permanece estable durante el resto de su vida. En 1935, Lorenz logré que
gansos recién salidos del huevo generaran una impronta sobre él (“imprinting”), por lo
cual lo identificaban y seguian como si fuese su propia madre. Lorenz propuso que el
imprinting” diferia de un aprendizaje asociativo verdadero en varios aspectos. Primero
porque esta confinado a un periodo breve: el periodo sensible. Segundo, porque una vez

realizada la impronta es irreversible.

Otros procesos como el lenguaje en humanos, el canto de aves (Immelmann, 1969;
Kuhl, 2003; 2004) y la orientaciéon del salmén (Harden Jones, 1968) también se han
observado que ocurren durante periodos sensibles o critico. Un periodo critico se define
como un momento durante la vida temprana en la que el desarrollo y la maduracién de las
propiedades funcionales del cerebro se ven fuertemente influido por las experiencias y las
condiciones ambientales (Sengpiel, 2007). En la vision de mamiferos Wiesel y Hubel
(1963) demostraron que la plasticidad a través de la interaccion binocular también se
manifestaba durante un periodo critico. Durante este periodo se observd que la
deprivacion monocular e incluso las alteraciones en las entradas sensoriales (por ejemplo
las causadas por el estrabismo) causan una pérdida permanente de la agudeza visual
(ambliopia) en el ojo deprivado, un fen6meno que es evidente sélo cuando la manipulacién

de las entradas sensoriales se realiza temprano en el desarrollo.

El sistema olfativo de la abeja en cambio, pareceria no presentar un periodo critico
para la retencion de olores florales. A pesar de que la abeja exhibe una sensibilidad
aumentada frente a ciertos estimulos ambientales a los 5-8 dias de vida, la ausencia de esta
estimulacion no genera efectos irreversibles en el animal. Las abejas deprivadas de

estimulaciones olfativas controladas durante los 5-8 dias de edad pueden establecer y
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retener muy bien las memorias de largo término adquiridas en una etapa posterior [a los
13-16 dias de edad (Fig. 3.4, 3.5, 3.6)]. Entonces, si bien las entradas olfativas durante la
primera semana de vida parece ser importante para mejorar las habilidades cognitivas a
los 9-12 dias, no lo serian a edades mayores. Por otro lado, mostramos que los cambios que
mejoran la retencion en individuos de 9-12 dias de edad son generados en su mayoria por

procesos asociativos (Fig. 5.2¢, 5.2d, 5.2e y 5.2f).

6.5 La identidad del olor en las experiencias olfativas tempranas

La identidad de un olor esta determinada por un conjunto de caracteristicas fisico-
quimicas que le otorgan propiedades particulares. Entre ellas el grupo funcional del
compuesto (dtomo o grupo de 4tomos unidos de manera caracteristica y que determinan,
en mayor o menor medida, las propiedades del compuesto en el que estan presentes), el
largo de la cadena carbonada y su concentracion parecen ser las mas relevantes para que
las abejas puedan diferenciar a los olores como distintos. Se sabe por ejemplo que en
algunos olores un aumento en la concentracion puede inducir diferencias perceptuales
entre distintas intensidades, llevando incluso a diferencias cualitativas entre patrones de
activacion glomerular (Sachse y Galizia, 2003). En concordancia con esta observacion, en
el capitulo 4 vimos que los efectos sobre la actividad general del LA y el namero de
glomérulos reclutados solo fueron significativos cuando las respuestas se evaluaron a
mayor concentracion (1 / 1). Estas diferencias podrian corresponder a la activacién de
distintas combinaciones de receptores ante dos concentraciones distintas de un mismo
olor (Firestein, 2001). Por otro lado una respuesta opto fisiologica mas clara frente a la
concentracion alta podria indicar que dicha concentracion es percibida como més similar a

la aprendida durante el condicionamiento.

Independientemente de la intensidad en la que se presentan los estimulos olfativos,

109



los animales pueden presentar niveles de respuesta muy distintos segiun su sensibilidad
frente al olor. A lo largo de nuestras series experimentales observamos asimetrias en los
niveles de respuestas evocadas por Linalool (LIO) y Fenilacetaldehido. Ya sea cuando
estudiamos las preferencias recolectoras de abejas estimuladas dentro del nido (2.3.1), la
retencion (3.3.2) o la resistencia a la extinciéon (4.3.1) de memorias tempranas adquiridas
bajo condiciones controladas de laboratorio, las respuestas condicionadas evocadas por
LIO fueron siempre mayores que las obtenidas para el otro olor. Estas asimetrias ya habian
sido reportadas en la abeja Apis mellifera (Sandoz et al., 2000) pero también en la polilla
Manduca sexta (Daly et al., 2001) y en abejorros Bombus terrestris (Laloi et al., 2004),
sugiriendo una mayor sensibilidad del sistema olfativo frente a este compuesto debido al

significado innato que reviste para estos insectos (también vea tabla 2.1).

En este sentido, las teorias recientes del aprendizaje asociativo (Rescorla y Wagner,
1972; Sutton y Barto, 1990) hacen referencia a la importancia o “saliencia” de un estimulo
como una caracteristica constante e independiente de la experiencia del animal que
determina la velocidad con la que el estimulo pueda ser asociado a recompensa. Las
diferentes encontradas entre LIO y PHE podrian entonces estar determinadas
periféricamente por la afinidad, distribucién o abundancia de receptores lo que favoreceria

su adquisicion y en consecuencia una mejor retencion (Skiri et al., 2005).

La longitud o forma de la cadena carbonada y el grupo funcional del compuesto son
importantes para codificar e identificar olores en el sistema olfativo, caracteristicas que
afecta drasticamente la generalizacion entre estimulos (Smith y Menzel, 1989; Daly y
Smith, 2000). La generalizacion, un caracteristica que exhiben casi todos los seres vivos y
les permite tratar a estimulos parecidos pero distintos como equivalente, también tiene su
correlato fisiolégico en los patrones de actividad glomerular del LA (l6bulo antenal,
Guerrieri et al., 2005) en donde se ve que los olores con alto grado de generalizacion

muestran a su vez patrones de actividad neuronal muy semejantes entre si, es decir con
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regiones de actividad muy solapadas. Vale remarcar que a diferencia de las respuestas de
generalizacidon a corto término encontradas en estudios previos (por €j. Guerrieri et al.,
2005) en el capitulo 4 observamos respuestas de generalizacion que se extendieron por 9-
12 dias. Utilizando técnicas que nos permitieron observar cambios en la concentraciéon
intracelular de Ca++ pudimos mostrar que la generalizacion observada en comportamiento
era ademés consistente con cambios en la actividad neuronal registrados en el LA. Estos
cambios fueron mas evidentes en aquellas abejas con experiencias precoces, los patrones
de actividad glomerular entre olores que compartian cadenas de 9 carbones se asemejaron
mas luego de que uno de ellos fuese asociado a recompensa o por el contrario, se hicieron

mas disimil si el olor condicionado y el evaluado no compartian caracteristicas en comun.

Siguiendo esta linea de pensamiento, las experiencias olfativas permitirian
discriminar mejor olores bien distintos (es decir olores que no comparten caracteristicas)
de lo que lo harian abejas que no experimentaron ese olor (4.3.1). Por el contrario, olores
semejantes al aprendido podrian ser confundidos con mayor facilidad. La habilidad de
discriminar o generalizar estimulos tendria su base en que los animales puedan aumentar
el rango de estimulos ttiles para predecir recompensa y separarlos de aquellos que carecen
de este valor. En este sentido es posible que los aromas de un mismo tipo floral tenga un
abanico de variantes dependiendo de la variedad de la inflorescencia o de los factores
ambientales en donde crece. Asi mismo, y debido a que en general las fragancias florales
son mezclas de muchos compuestos con distintas presiones de vapor, es de esperar que el
aroma que percibe la abeja estando lejos del parche floral esté compuesto por mezclas
enriquecida con los compuestos més volatiles mientras que muy cerca de la flor lo esté con

aquellos que lo son menos (Raguso, 2001).
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6.6 Implicancias

Teniendo en cuenta que los individuos adultos jovenes son capaces de adquirir
informacion de olores del mismo modo que los de mayor edad (Fig. 3.3), resulta muy
interesante observar que bajo las distintas condiciones experimentales recreadas en este
estudio, las abejas fueron capaces de retener informacién de olores desde los 4 6 5 dias de
vida después de la eclosion del imago (Fig. 3.4, 3.5, 3.6, 3.7 y 5.2) pero rara vez antes (Fig.
3.5A). No obstante, las memorias establecidas durante los primeros dias de vida adulta (1-
4 dias) pueden modificar las habilidades posteriores de retener memorias (Fig. 5.2). De
acuerdo con esta observacidon es posible ver que aunque las memorias establecidas
inmediatamente después de emerger no puedan ser cuantificadas a edades forrajeras, estas

juegan un rol importante en la maduracion del sistema olfativo de la abeja.

Es importante destacar que a lo largo de esta Tesis las experiencias olfativas fueron
ofrecidas y los efectos causados por las mismas evaluados, en un mismo estadio del
insecto: el estadio adulto. A diferencia de lo encontrado en otros insectos no sociales que
exhibieron habilidades para recordar compuestos volatiles a edades adultas luego de ser
experimentados en etapas pre-imaginales, nuestros experimentos demostraron que la
abeja presenta una gran plasticidad dentro de un mismo estadio. Desde el punto de vista
fisiol6gico, los cambios drasticos que ocurren durante la metamorfosis en la
reorganizacion de los circuitos neuronales y en particular de los olfativos, podrian ser la
clave para que cierto tipo de informaciéon adquirida en estadios tempranos “sobreviva”
hasta estadios siguientes. Es intuitivo pensar que en insectos con crecimientos discretos los
cambios se desarrollen fundamentalmente entre estadios y que piezas de informacion
relevantes adquiridas en estadios tempranos puedan ser transferidas a otros de forma que
queden almacenados como memorias estables y poco susceptibles de ser interferidas por

las claves ambientales. Se observo por ejemplo que las experiencias adquiridas durante la

112



alimentacion en la larva de la polilla Trichoplusia ni, influyen las preferencias del adulto
durante la bisqueda de sitios de oviposicion (Shikano y Isman, 2009). Del mismo modo
las larvas de Manduca sexta pueden retener informacion de olores asociados a estimulos
aversivos a través de la metamorfosis. Algo similar ocurre en la larva de la avispa
parasitoide Aphidius ervi cuyas memorias olfativas pueden persiste y modificar las
preferencias del adulto al buscar un hospedador (Gutiérrez et al., 2007). Estas
observaciones tienen una fuerte implicancia ecolégica y evolutiva ya que la retencion de
memorias olfativas adquiridas en la larva podrian influir en la eleccién del hospedador o
en la seleccion de habitat en estos insectos. Aunque no descartamos la posibilidad de que la
abeja melifera presente la habilidad de retener informacion olfativa adquirida en estadios
larvales hasta el estadio adulto, sus implicancias ecolégicas y evolutivas serian muy

distintas a las propuestas para especies solitarias.

En el contexto social de la colmena, la retencién de memorias dentro del estadio
adulto podria favorecer la coordinacion y organizacion de las tareas recolectoras, haciendo
la bisqueda de recursos mas eficiente. Dada la complejidad olfativa que existe dentro de
una colmena, las abejas jovenes estan constantemente expuestas a aprender olores.
Mientras que las recolectoras traen al nido distintos tipos de olores diluidos en el néctar,
las obreras mas jovenes son capaces de aprenderlos mientras que el alimento va siendo
transferido a las companeras de la colmena (ver secciéon 1.4.2). Por otra parte, las abejas
dentro de la primer semana de vida, generalmente involucradas en el cuidado de la cria o el
procesamiento de alimento (ver también seccion 1.4.1), a menudo tienen la oportunidad de
aprender diferentes fragancias florales de manera asociativamente al manipular
directamente el alimento desde las celdas (Free, 1969). Las memorias asi formadas podrian
persistir hasta edades recolectoras sesgando las preferencias recolectoras durante los

vuelos de forrajeo.
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Mas auan, el hecho de que bajo ciertas condiciones el aprendizaje asociativo de
olores que ocurre algunos dias después de emerger sea importante para mejorar la
retencion de memorias adquiridas a edades intermedias (Fig. 5.2) también es relevante en
el contexto de la colmena. Los eventos de aprendizaje que tienen lugar algunos dias
después de la eclosion (5-8 dias de vida adulta) podrian “preparar” a las obreras jovenes
para desempefiarse en las tareas que siguen, generalmente méas complejas y que requieren
mejores habilidades cognitivas para ser realizadas de forma eficiente. Los estimulos
olfativos aprendidos precozmente (principalmente en el contexto apetitivo) podrian
entonces favorecer la maduracion del sistema olfativo, permitiendo que abejas que atn no
se desempefian como recolectoras (abejas de 9-12 dias) puedan anticiparse a realizarlo si

las condiciones del nido lo requieren.

Aunque los efectos a largo término a escala colectiva no han sido estudiados atn, la
posibilidad de que exista informaciéon “global” accesible a todas las abejas del nido (y no
solo a las encargadas de recolectar; Griiter et al., 2006) sumado a la capacidad de abejas
jovenes de retener informacion de olores hasta edades forrajeras puede ser muy
importante para entender las bases de la organizacién de la recolecciéon de néctar. En este
marco es plausible incorporar en la discusion si realmente existen abejas “reclutadas” (ver
seccion 1.4.2), las cuales se suponen que son “naives” para cualquier tipo de informacion
relativa a alimento descubierto. La posibilidad de que bajo ciertas circunstancias en donde
una misma floracion se extiende por mas de una generaciéon de abejas las obreras cuenten
con informacion especifica de las fuentes a explotar incluso antes de ser advertidas por las
forrajeras exitosas, representaria una ventaja importante para facilitar e incluso activar de

forma dirigida la recoleccion hacia ese recurso.

Por otro lado, el hecho de que los olores predominantes puedan cambiar

periodicamente como resultado de la modificacion de las distintas especies florales en el
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exterior, es factible que la presencia de distintos grupos de recolectoras con preferencias
diferentes frente a los olores del ambiente coexistan en la colonia aumentando las
posibilidades de la colonia de responder eficientemente ante cambios repentinos en la
disponibilidad de flores. Distintas entradas de alimento aromatizado podrian conformar
abejas obreras con distinta predisposicién de responder y ser reclutadas dependiendo de
las caracteristicas de la fuente. Este fendmeno permitiria, entre otras cosas, que la
recoleccion se organice en base a distintos grupos “especializados” en la recoleccion de
determinados tipos florales. Estos sesgos en las preferencias por responder a un
determinado estimulo no serian estrictamente especificos para el olor aprendido, ya que
observamos efectos de generalizacion a muy largo plazo frente a olores novedosos pero
similares (por ej. Fig. 4.2). Esto permitiria que un determinado grupo de obreras no se
encuentre circunscripto a un unico tipo floral sino a un conjunto con caracteristicas

comunes.

Luego de mostrar que las memorias olfativas que se adquieren en las primeras
etapas de la vida adulta de un insecto pueden guiar el comportamiento varios dias después
del aprendizaje, y que estos recuerdos pueden vincularse a la modificacion de la actividad
neuronal en el cerebro, la abeja ofrece una nueva perspectiva para estudiar la ontogenia del
aprendizaje y la memoria asi como sus efectos a escala colectiva al formarse informacion

social que puede persistir a largo término dentro de estas numerosas sociedades animales.
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