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El uso de informacidn olfativa durante la recoleccion colectiva de recursos en la abeja

Apis mellifera

RESUMEN

En insectos sociales como la abeja Apis mellifera, una eficiente recoleccién colectiva de
recursos requiere de una precisa transferencia de informacién. La ubicacién,
productividad y tipo floral a explotar son esenciales para poder encontrar rapidamente el
alimento descubierto. Las abejas combinan la transmisién de sefiales acustico-vibratorias
y olfativas con la transferencia de informacion quimio-sensorial para alcanzar ese
objetivo. En esta Tesis se evalué la correlacidon entre las interacciones sociales que
ocurren durante el reclutamiento hacia un nuevo tipo floral (nueva informacién olfativa)
con las preferencias recolectoras de las abejas reclutadas. Se observé que el tipo de
interaccion mds frecuente es el contacto corporal y que, incluso, no es necesario un
contacto trofaldctico directo (transferencia de alimento boca a boca) con la reclutadora
para que las abejas reclutadas arriben a la fuente de alimento sefalada, como se sugeria
hasta el presente. Ademas, las abejas reclutadas mostraron una alta preferencia por
aterrizar en los alimentadores que presentaron el mismo olor que el llevado por la
danzarina. Por otro lado, con el fin de vincular semioquimicos cuticulares y actividad
recolectora, se analizaron los perfiles de los compuestos cuticulares presentes en abejas
recolectoras de néctar expuestas a fuentes de alimento de productividad variable. Estos
perfiles variaron con la productividad de la fuente explotada, lo cual podria tener
implicancias en el reclutamiento de nuevos individuos al sitio recolector. Ademas, se
propuso desarrollar un bioensayo que permita cuantificar la sensibilidad quimiosensorial
de abejas de colmena que pueden ser potencialmente activadas por abejas recolectoras a
salir al exterior en busca de recursos. Estas abejas fueron capturadas en la colmena y
tanto sus umbrales de respuestas al azlcar como sus respuestas espontdneas a olores
cuantificadas. Finalmente, se estudié el rol de las experiencias olfativas, adquiridas a
edades pre recolectoras dentro de la colmena, sobre el subsiguiente proceso de
reclutamiento. Estos resultados indican que las memorias de abejas que aprendieron la
asociaciéon olor-recompensa dentro de la colmena, durante el desempefno de tareas de
colmena, no relacionadas con la recoleccién, pueden ser evocadas incluso 8 dias después
de haber ocurrido el aprendizaje olfativo. En resumen, la transferencia y propagacion de
informacién referida al recurso afectaron a distintos grupos operativos de obreras, incluso
a los que no estaban involucrados en la recoleccion. Esto permite suponer que la
informacién floral puede persistir por periodos prolongados dentro de la colonia. A partir
de estos resultados se concluye que la abeja Apis mellifera resulta un buen modelo para
evaluar el establecimiento de informacién social a corto y largo término.

Palabras clave: Apis mellifera, aprendizaje asociativo, comunicacion, memoria olfativa,
experiencias tempranas, sensibilidad quimiosensorial, lipidos cuticulares.



Olfactory information use during collective resource gathering in the honeybee

Apis mellifera

ABSTRACT

Social insects such as the honey bee Apis mellifera rely on accurate information transfer to
collectively achieve an efficient gathering of resources. Location, productivity and floral
type are essential for finding known food sources rapidly. Honey bees achieve this by
combining the transmission of acoustic-vibratory and olfactory cues with the transfer of
quimio-sensory information. In this thesis, the correlation between social interactions
during recruitment involving new olfactory information and the gathering preferences of
the recruited bees was studied. The most frequent type of interaction resulting of
recruitment to a novel food source was found to be body contact with the recruiter. This
is contrary to what had been previously suggested, direct trophallactic contact (mouth to
mouth food transfer) is apparently not necessary. Recruited honey bees showed high
preference for landing on feeders that presented the same odor as that borne by the
dancer. | also analyzed the profiles of cuticular compounds present in bees from sources
with different productivity, aiming to relate recruitment activity with cuticular
semiochemicals. These cuticular profiles varied with the productivity of the exploited food
source. This could have an effect on the recruitment of new individuals to the gathering
site. Furthermore, | proposed the development of a bioassay to quantify the
quimiosensory sensitivity of hive bees, taken as the likelihood to leave the hive in search
of resources due to activation by foragers. Hive bees were captured and their sugar
response thresholds and spontaneous response to odors quantified. Finally, | studied the
role of olfactory experiences, acquired inside the hive at preforaging ages in the
recruitment process. The results imply that odor-reward associative memories established
inside the hive whilst carrying out hive tasks unrelated to gathering can be evoked even 8
days after the olfactory learning occurs. In summary, transfer and propagation of
information related to the resource affected different operative groups of worker bees,
even those that were not involved in food gathering. Thus, it can be assumed that floral
information can persist for prolonged periods inside the colony. In conclusion, the
honeybee Apis mellifera is an excellent model for the study of short and long term
establishment of social information.

Keywords: Apis mellifera, associative learning, communication, olfactory memory, early
experiences, chemosensory responsiveness, cuticular lipids.
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Introduccion

1.1 La abeja Apis mellifera

Apis mellifera es una de las especies de abejas con mayor distribuciéon en el mundo
(Michener 1974), perteneciente al grupo de los insectos que exhiben un alto grado de
sociabilidad (eusocialidad). Es decir, presentan division reproductiva del trabajo,
cooperacion en el cuidado de cria y solapamiento de generaciones capaces de contribuir
en la labor social. Dentro de los nidos de estos insectos, se realizan actividades con un alto
grado de coordinacién que involucran a un gran numero de individuos. Asi, el éxito en las
tareas realizadas en estas sociedades animales, dependera no sélo de la eficacia individual
sino también de la tarea coordinada de todos los individuos involucrados (Wilson 1971,
Nufez 1982).

Para lograr esta coordinacién, es imprescindible que haya una precisa
transferencia de informacion entre individuos. En este sentido, las abejas meliferas

cuentan con sofisticados sistemas de comunicacidon en donde se evidencia la transmision
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simultanea de sefales acustico-vibratorias y olfativas, como es el caso de la bien conocida
y estudiada Danza de la Abejas (von Frisch 1967, Seeley 1995, Thom et al. 2007, Griter y
Farina 2009; para su descripcién ver mas adelante). Ademds, dentro del nido, estos
insectos establecen una enorme cantidad de interacciones interindividuales como ser
contactos corporales, antenales y boca a boca (trofalaxia), los cuales les permiten
intercambiar informacién fundamentalmente relacionada con los recursos obtenidos en el

exterior (von Frisch 1967, Farina y Griiter 2009).

1.1.1 Organizacion de la colonia

Como se menciond previamente, las abejas Apis mellifera son insectos eusociales, es
decir, presentan una divisidn reproductiva del trabajo: dentro de la colonia existen castas
reproductivas (individuos con el aparato reproductor desarrollado y capaces de dejar
descendencia fértil, la reina y los zadnganos) e individuos adultos de la casta no
reproductiva (las obreras) que cooperan en el cuidado de cria. Por otro lado, las distintas
generaciones se solapan contribuyendo en la labor social (Wilson 1971).

Una tipica colonia de abejas meliferas estd constituida por 10-40 mil abejas
obreras, todas ellas hembras; y desde ninguno a varios cientos de machos (zanganos),
dependiendo la época del afio; y una uUnica reina, o hembra fértil (Winston 1987) (Figura

1.1).
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La reina es el Unico individuo de la colonia capaz de poner huevos fecundados y es
la principal responsable de mantener la cohesidn de la estructura colectiva a través de sus
feromonas. Los zanganos representan el otro grupo reproductivo, cuyo rol consiste en
aparearse con reinas virgenes de otras colonias, después de lo cual mueren. El tercer
grupo, la casta de hembras estériles, estd representado por las obreras. Esta casta
muestra un alto grado de coordinacion y, a su vez, de descentralizacidon en la realizacién

de tareas dentro y fuera del nido (Lindauer 1952, Winston 1987, Seeley 1995).

Figura 1.1. a) Abejas obreras, la casta mas numerosa. b) Castas. De arriba hacia abajo:
abeja obrera, reina y zangano.
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Durante los primeros dias de vida adulta, la abeja obrera desempefia actividades
en el interior del nido tales como limpiar de celda, tarea que consiste en limpiar y pulir
celdas de cria recientemente liberadas. Cuando alcanza los 3 dias de edad, puede
comenzar a realizar actividades como nodriza, alimentando a la cria, ademas de realizar
otras tareas como atender a la reina, sellar celdas y acicalar y alimentar a compafieras de
nido. Este patrén de comportamiento continda por los siguientes 10 dias. En este punto, la
obrera deja el centro del nido (donde esta la cria) para trabajar en la periferia, en la regidon
de almacenamiento de alimento de la colmena. Aqui, ella comienza a procesar el
alimento, moviéndose desde la entrada de la colmena hasta las celdas superiores: recibe
néctar de las abejas recolectoras que regresan, lo convierte en miel y la deposita en las
celdas de reserva de alimento. Ademas, coloca el polen en celdas, ventila la colmena
agitando las alas, colabora con las guardianas en la entrada de la colmena y continuda
acicalando y alimentando a sus compafieras de nido. Finalmente, a partir de los 20 dias de
edad y hasta el final de su vida, la obrera se dedica a la recoleccién, colectando néctar,
polen, agua o alguna combinacién de esas sustancias (Park 1925, Lindauer 1952, Seeley
1982) (Figura 1.2).

Es importante subrayar que las actividades de las obreras se ajustan de acuerdo a
las necesidades de la colonia y estas necesidades pueden variar enormemente
dependiendo de las condiciones tanto dentro como fuera de la colmena (Seeley 1995,

Robinson 1992).
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Figura 1.2. Divisién de tareas en la
abeja obrera seguin Lindauer (1952).
Alrededor de los 17 dias de vida las
obreras comienzan con las tareas
fuera del nido.

R
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1.1.2 Recoleccion de recursos

El alto grado de adaptacion de las abejas meliferas a los tan variados ambientes del
planeta en que habitan, se vincula, en gran medida, a sus estrategias individuales y
colectivas para la obtencién de recursos (Nunez 1982). El néctar y el polen son sus

principales fuentes de energia. Mientras que el néctar provee hidratos de carbono, el
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polen es un recurso rico en proteinas, lipidos, vitaminas, minerales e, incluso, puede
ofrecer azucares (Baker 1975, Kears y Inouye 1993). Estos recursos se recolectan, en su
gran mayoria, desde las flores y son almacenados en el interior del nido para luego ser
utilizados durante el otono e invierno, cuando las flores ya no estan disponibles o lo estan
en una proporcidon muy baja.

Como ya hemos mencionado, la busqueda y recoleccién de alimento de una
colonia de abejas es un proceso bien coordinado que requiere de la transferencia de
informacién entre sus miembros para que resulte eficiente. En este sentido, las claves
olfativas juegan un rol muy importante durante la recoleccién de recursos como el néctar.

Durante los vuelos de recoleccién, las abejas aprenden claves olfativas de las flores
que visitan, lo que les permite orientarse y encontrar el recurso en los sucesivos ciclos
recolectores (von Frisch 1923, Lindauer 1961, Seeley 1995). Sin embargo, esta informacién
no es utilizada exclusivamente por las abejas recolectoras que conocen la floracién, sino
también por sus companeras de nido, que pueden percibir esas claves ambientales,
incluso, dentro de la colmena. Es decir, cuando las recolectoras regresan a la colmena y
descargan el alimento recolectado, sus compariieras de nido pueden adquirir la
informacién olfativa del recurso recientemente descubierto. Este parece ser el caso del
néctar que se transfiere de manera directa a otros individuos de la colonia por contactos

boca a boca (trofalaxia) (Farina et al. 2005, 2007) (Figura 1.3).
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Figura 1.3. a) Abeja recolectora. b) Abejas transfiriéndose alimento boca a boca (trofalaxia)
dentro de la colmena.

Por otro lado, si las recolectoras regresan de una fuente de alimento rica en néctar
o polen, suelen desplegar entre sus compaiieras un comportamiento estereotipado: la
danza de contoneo (von Frisch 1967). La misma consiste en un recorrido recto, durante el
cual se emiten sefiales acustico-vibratorias, e intervalos de caminatas circulares para
retomar el patrdn inicial. Este patrén locomotor conspicuo varia segun la distancia y
direccién a la que se encuentre la fuente de alimento explotada. Asi, la danza ha sido
considerada como una sefial multicomponente que (i) atrae a las abejas del entorno a que
puedan recibir otros tipos de informacidn, (ii) informa sobre la presencia de fuentes de
alimento abundantes; (iii) activa memorias espaciales en seguidoras de danza, (iv) facilita

la adquisicién de informacidn sobre olores florales y (v) indica la localizacién de la fuente
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de alimento en términos de direccidn relativa al sol y distancia desde la colmena (von
Frisch 1965, Riley et al. 2005, Thom et al. 2007, Griter y Farina 2009).

Por todo lo visto, la colmena podria ser comparable a un centro de informacion 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 hacia nuevas fuentes de alimento o las
recolectoras activas pueden ser estimuladas a cambiar hacia otras fuentes mas
productivas. A pesar de que una obrera podria recolectar alimento en un mismo lugar y
desde una Unica fuente durante toda su vida, en la mayoria de los casos cada abeja visita
diferentes lugares y aprende variadas claves florales seguin se actualiza la informacién
dentro del nido (Biesmajer y Seeley 2005).

Al descubrirse un nuevo recurso en el exterior, por ejemplo una nueva fuente de
néctar, este alimento liquido se distribuye dentro del nido rapidamente (Nixon y Ribbands
1952). Los olores diluidos en el néctar pueden ser aprendidos no sélo por abejas maduras
para desarrollar tareas en el exterior, sino también por abejas jévenes que, aun envueltas
en tareas dentro del nido, reciben el néctar aromatizado (Griter et al. 2006). Estas
memorias que se establecen de forma asociativa, podrian modificar las preferencias

recolectoras de abejas jévenes cuando comiencen a realizar tareas en el exterior del nido.
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1.1.3 Importancia de la percepcion olfativa en la vida social de la colmena

Considerando la numerosa cantidad de olores que circulan en su interior, las colmenas de
Apis mellifera son el ambito en donde se conforma el primer universo perceptual olfativo
de cada individuo. En este contexto, las abejas obreras pueden aprender olores vinculados
a recompensa (Farina et al. 2005, Gil y De Marco 2005, Griter et al. 2006, Farina et al.
2007) que afectan comportamientos que son importantes para el éxito de recoleccién
(von Frisch 1967; Goyret y Farina 2005). En este sentido, Arenas y colaboradores (2007,
2008) han encontrado que cuando se ofrece alimento aromatizado dentro de la colmena,
las preferencias recolectoras de las abejas se sesgan al buscar recursos, situacion que
persiste durante varios dias. Por su parte, Griter y colaboradores (2009) han reportado
que la informacién floral olfativa aprendida dentro de la colmena puede ser
potencialmente recordada por mas de 10 dias luego de haber ocurrido la adquisicion de
ese olor recompensado.

Sin embargo, dentro de las colmenas de abejas meliferas, no todo el alimento
recolectado se encuentra accesible para todos los individuos. Por lo cual, la presencia de
volatiles asociados a recursos recolectados bien podria afectar procesos cognitivos
ulteriores en los individuos. Por ejemplo, este efecto podria observarse mediante una
mejora en las capacidades cognitivas de naturaleza asociativa al presentarse ese olor floral
(Giurfa 2003).

Dada la importancia de las claves olfativas para localizar una fuente de alimento,

las estrategias de reclutamiento dentro del nido involucran no sélo la transferencia del
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vector de informacién de la danza de contoneo, sino también a la transferencia de claves
olfativas que pueden tener un efecto positivo en la performance de colonias de abejas
(Kirchner y Grasser 1998; Reinhard y Srinivasan 2009; Griter y Farina 2009a). Cuando una
recolectora exitosa retorna con néctar a la colmena, lleva consigo el olor del recurso
explotado (von Frisch 1967). Esta clave de olor actia como atractante o guia de
orientacién para sus compafieras de nido mientras la recolectora camina o danza sobre el
panal (von Frisch 1967; Diaz et al. 2007, Griiter y Farina 2009b). Las particulas de olores
florales impregnados en el cuerpo de las recolectoras asi como en las cargas de polen que
llevan en las patas posteriores, pueden ser percibidas por otras recolectoras. Mientras los
olores llevados en el cuerpo de la recolectora pueden disiparse durante el vuelo, el olor
del néctar preservado en el buche se mantiene intacto a pesar de la distancia del vuelo
(von Frisch 1967). Durante las maniobras de danza, la informacién de distancia y direccién
transferida es percibida sélo por las seguidoras de danza, mientras que la informacién
gustativa y olfativa acerca de la fuente de néctar descubierta puede ser adquirida por una
audiencia mucho mayor. Ha sido demostrado que una vez que el néctar fresco entra a la
colmena, su distribucidon puede ser rdpida y extensiva entre los miembros de la colonia
(Nixon y Ribbands 1952; DeGrandi-Hoffman y Hagler 2000; Griter y Farina 2007). En este
sentido, sefiales quimiosensoriales del néctar como ser los olores florales y la calidad del
alimento, proveen a la colonia con informacién global acerca de las fuentes disponibles,
teniendo un potencial efecto sobre la mayoria de los miembros de la colonia vy

proveyéndolos de informacién acerca de las oportunidades de recoleccién actuales
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(Pankiw et al. 2004; Griiter et al. 2006, 2009), la cual puede ser utilizada durante la
busqueda y recoleccion de alimento fuera de la colmena.

Dentro de la colmena, el olor del alimento almacenado puede causar una
respuesta condicionada en recolectoras inactivas que conocen ese olor de viajes de
recoleccidn previos. Luego de percibir el olor familiar, esas recolectoras a menudo dejan el
nido y vuelan a los sitios de alimentacién donde el olor fue aprendido por primera vez
(von Frisch 1923; Ribbands 1954, Reinhard et al. 2004). De esta manera, recolectoras
inactivas usan la percepcién del olor floral dentro de la colmena como una prediccién de
la reaparicion de su fuente de alimento (von Frisch 1923, 1967; Ribbands 1954; Wenner et

al. 1969; Reinhard et al. 2004).

1.2 La danza de las abejas

Cuando una abeja descubre un parche floral rentable en el campo, regresa al nido y
comparte el alimento recolectado con sus compafieras. Durante o después de la descarga
del alimento, la abeja puede realizar una serie de movimientos de contoneo repetitivos
sobre la cera. La primera persona en analizar en detalle este conspicuo despliegue y
decodificar que las abejas realizan este comportamiento a fin de comunicar informacion
acerca de la ubicacién de la fuente de alimento descubierta a sus compafieras de nido, fue

Karl von Frisch durante las primeras décadas del siglo XX (Figura 1.4).
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Figura 1.4. Karl von Frisch (1886-1982). Premio Nobel de Fisiologia y Medicina 1973. En la
fotografia de la izquierda, se lo puede observar en uno de sus experimentos, adiestrando abejas
a un alimentador artificial. A la derecha, imagen representativa de su estudio de la danza de
contoneo (waggle dance) de las abejas.

Se han descripto varios patrones motores que se pueden categorizar como la
danza de las abejas, pero se definen a continuacidn a los dos recorridos mds conspicuos y
conocidos: la danza circular y la danza de contoneo (Figura 1.5). La danza circular es la mas
simple y no comunica informacién precisa de distancia, aunque se sugiere que podria
indicar direccion (Kirchner et al. 1988, Gardner et al. 2008), informando a las obreras que
hay una fuente de alimento préxima al nido, a menos de 15m de distancia. La danzarina
realiza repetidamente pequefios circulos, cambiando de direccién luego de completar

cada circulo, de manera que las reclutadas salen en busca de la fuente de alimento en las
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inmediaciones del nido. Estas maniobras estdn acompafiadas por vibraciones toracicas

que no muestran un patrén muy regular (von Frisch 1967).

Figura 1.5. Tipos de danza. A la izquierda, la danza circular. A la derecha, la danza de contoneo.

Durante la danza de contoneo, las abejas realizan un despliegue estereotipado que
consiste en una caminata hacia adelante en linea recta por una distancia corta, mientras el
abdomen es sacudido intensamente de un lado a otro (fase de contoneo) a
aproximadamente 15 ciclos por segundo generando vibraciones que oscilan entre 220-260
Hz (Esch 1962, Hrncir et al. 2011). Al final de cada tramo recto, la abeja dobla en una
direccién y realiza un semicirculo para regresar al punto de partida, seguido por otro

tramo recto y un semicirculo en direccién opuesta (Figura 1.5). La duracion de la fase de
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contoneo brinda informacién acerca de la distancia a la que se encuentra la fuente de
alimento descubierta; mientras que la orientacién del cuerpo de la danzarina respecto a la
gravedad, provee informacion sobre la direccidn en la que esta la fuente de alimento (von
Frisch 1967) (Figura 1.6). Este complejo patrén motor tiene lugar no sélo cuando las
abejas descubren una fuente rentable de néctar sino también cuando son encontradas

fuentes de polen o agua (von Frisch 1967) o potenciales sitios de anidamiento (Lindauer

1955, Seeley 1995).
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Figura 1.6. Danza de contoneo. Se muestra la orientacién de una danza de contoneo
en un panal vertical, relativa a la direcciéon de la fuente de alimento (flores). Las
flores se encuentran a 30° a la izquierda del sol, la danza es a 30° respecto al eje
vertical (gravedad).
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Como en la danza circular, durante la danza de contoneo, la danzarina se detiene y
distribuye alimento que regurgita desde su buche a las obreras cercanas; y la danza por si
misma es seguida de cerca por un séquito de obreras con sus antenas extendidas (von
Frisch 1967, Rohrseitz y Tautz 1999). La intensidad con que una abeja recolectora dance,
depende de la productividad de la fuente explotada. Por ejemplo, una abeja que recolecte
néctar con una alta concentracién de azucar danzard con mayor intensidad (vibraciones
abdominales mucho mas pronunciadas) que aquella que regrese de una fuente menos
rica. La eficacia de este incremento en la intensidad de danza se evidencia por el nimero
mayor de visitas de abejas reclutadas a la fuente de alimento (von Frisch 1967, Farina
1996, Seeley et al. 2000, Hrncir 2011) indicada.

En las abejas meliferas, un alto contenido de azlcar indica una alta productividad
de la fuente de alimento y, esta productividad, influye en la motivacién de las abejas para
salir en vuelos de recoleccion (von Frisch 1967), entendiéndose “motivacion” como
cambios reversibles en el estado interno del animal que estan relacionados con cambios
en el nivel de respuesta frente a estimulos externos, por ejemplo, en las abejas, cambios
en la capacidad de respuesta frente a situaciones de recompensa diferente (Nunez y
Giurfa 1996).

A su vez, se ha visto que la rentabilidad de la fuente de alimento no sélo tiene
efecto sobre la intensidad de danza sino también sobre la temperatura tordcica (Ty) de la
abeja recolectora. Es decir, la calidad del alimento influye sobre la Ty de las danzarinas
(Stabentheiner y Hangmiller 1991, Stabentheiner 1991): individuos que explotan una

fuente de alimento que ofrece alta concentracion de azlcar presentan una temperatura
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tordcica mas elevada que aquellos que se enfrentan a una fuente de alimento pobre
(Stabentheiner 2001). Este incremento en la Ty, se da tanto en la fuente (Stabentheiner y
Schmaranzer 1986; Schmaranzer y Stabentheiner 1988; Waddington 1990) como dentro
de la colmena (Stabentheiner 1991; Stabentheiner y Hangmdller 1991, Farina y
Wainselboim 2001). Respecto a esto ultimo, se han planteado al menos dos explicaciones
con significancia bioldgica: por un lado, una alta temperatura corporal y de los musculos
de vuelo pueden acortar el ciclo de recoleccién por un aumento general en la actividad
(von Frisch 1967) y un incremento en la velocidad de vuelo hacia la fuente de alimento
(von Frisch y Lindauer 1955) con el propdsito de explotarla mas rdpidamente. Por otro
lado, la temperatura del cuerpo podria proveer alglin tipo de informacion acerca de la

fuente de alimento, por ejemplo, su productividad (Stabentheiner y Hagmdller 1991).

1.3 Compuestos cuticulares en Apis mellifera

Como hemos visto en la seccidon anterior, la calidad de la fuente de alimento tiene efecto
sobre la intensidad de danza y la temperatura corporal de las abejas recolectoras. Thomy
colaboradores (2007) han encontrado que abejas que realizan la danza de contoneo,
producen y liberan compuestos volatiles caracteristicos (hidrocarburos), subcutaneos y
gue no se almacenan en glandulas, que incrementan la actividad recolectora. Los mismos

se encuentran en cantidades significativamente altas en los abdémenes de las danzarinas
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y en el aire de su entorno préximo. Mientras que las recolectoras que retornan de la
misma fuente de alimento pero no danzan, producen esas sustancias en minimas
cantidades. Al inyectar en la colmena la mezcla sintética de los compuestos antes
mencionados, se registré6 un incremento en el nimero de abejas recolectoras que
abandonaron la colmena. Los resultados sugieren que estos hidrocarburos actian como
semioquimicos (compuestos quimicos que median interacciones entre dos organismos) en
sinergismo con la danza, en el reclutamiento de abejas recolectoras hacia una fuente de
alimento conocida (Gilley et al. 2011).

Por otro lado, se sabe que en insectos sociales como Apis mellifera, los
hidrocarburos cuticulares juegan un papel importante como semioquimicos involucrados
en el reconocimiento de especie, compafieros de nido (Smith y Breed 1995), de casta
(Kather et al. 2011) y de parentesco (Howard y Blomquist 1982; Howard 1993; Breed et
al. 1994; Breed 1998; Singer 1998; Vander Meer et al. 1998). El reconocimiento de
compafieros de nido y defensa de colonia es llevado a cabo, mayormente, por las abejas
guardianas (Butler y Free 1952), las cuales tocan con las antenas a las abejas que se
aproximan a la entrada del nido para identificarlas. En este sentido, se ha sugerido que los
compuestos relevantes tienen una volatilidad relativamente baja y que sélo puede ser
percibida por contacto (Free 1987). Sin embargo, Kalmus y Ribbans (1952) mostraron que
abejas recolectoras pueden distinguir entre compafieras de nido y aquellas que no lo son,
en la fuente de alimento y sin mediar contacto, sugiriendo que los compuestos

involucrados se transmiten por aire.
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En lo referido a las castas, también se han encontrado diferencias en los niveles de
determinados hidrocarburos cuticulares (n-alcanos, por ejemplo) que presentan las abejas
recolectoras, comparado con lo encontrado en abejas nodrizas y recién emergidas (Kather
et al. 2010). Por su parte, Schmitt y colaboradores (2007) realizaron una descripcién de los
volatiles cuticulares producidos y liberados por abejas recolectoras durante la visita a una
fuente de alimento, reportando la presencia de alcanos y algquenos en su mayoria. Es
posible que, al igual que lo encontrado por Thom y colaboradores (2007), la liberaciéon de
estos volatiles cuticulares en la fuente de alimento, esté relacionada con cambios en la
temperatura corporal que adquiere la abeja segun la productividad de la fuente que estd

siendo explotada.

1.4 Aprendizaje y memoria

El entorno perceptual de los animales presenta una matriz compleja de estimulos de Ia
que deben aprender cudles pueden ser Uutiles para sobrevivir. En ese marco, las
experiencias previas permiten diferenciar los estimulos relevantes de aquellos que no lo
son. De esta manera, la habilidad de aprender se encuentra en casi todos los animales vy
es a través del aprendizaje asociativo que pueden extraer reglas y estructuras para
anticiparse a los eventos relevantes del mundo en que viven (Pavlov, 1927; Kandel et al.

1992; Carew, 2000).
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1.4.1 Aprendizaje asociativo

El aprendizaje asociativo surge al establecerse una asociacion entre dos o mas estimulos
contingentes (Pavlov 1927; Kandel et al. 1992; Carew 2000). Este tipo de asociacion
permite establecer relaciones predictivas entre los eventos que coexisten en el medio
ambiente, de modo de reducir la incertidumbre del animal (Mackintosh 1994), a la vez
que el animal modifica su comportamiento por las experiencias previas (Giurfa 2007).

Si bien los animales deben integrar diferentes modalidades sensoriales para formar
memorias que les permitan predecir eventos relevantes en ambientes de alta complejidad
como los naturales (Mackintosh 1994), bajo condiciones experimentales, los animales
pueden ser condicionados a responder ante una estimulacion 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 (El) que genera una respuesta refleja en el
individuo experimental. El vinculo que se genera al asociar ambos estimulos durante el
condicionamiento, permite al animal anticipar su respuesta refleja con la sola
presentacion del EC. En este sentido, suelen distinguirse dos clases de condicionamiento
simple: el condicionamiento clasico (Pavlov 1927) y el condicionamiento operante
(Skinner 1938). En el condicionamiento clasico los animales aprenden a asociar un
estimulo inicialmente neutro o condicionado (EC), que en un principio carece de
significado, con un estimulo incondicionado (El), biolégicamente relevante, que es capaz

de generar por si mismo una respuesta conspicua y, en muchos casos, refleja en el
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individuo. Al generarse un vinculo entre ambos estimulos durante el condicionamiento, el

animal es capaz de anticipar su respuesta ante la sola presencia del EC (Figura 1.7).

1, Ankes dal condicionamienta 2, Arkes del condicianamienta

—
— respuEsta
respuesta
Comida Salivacion Diapasan Mo hay salivacin
y Estimulo Respuesta Estimulo Respuesta
] incondicionado incondicionada neutral no condicionada
3. Durante & condicionamianto 4, Después del condicionamiento

@‘ g respussts AﬂlI“y respuesta
Diapasin  Comida Salivacian Diapason Salivacion
Respuesta Estimulo Respuesta
incondicionada condicionado condicionada

Figura 1.7. Condicionamiento clasico. A la izquierda, Ivan Pavlov con uno de sus colaboradores
junto al dispositivo utilizado para estudiar los efectos del condicionamiento sobre el individuo
experimental. A la derecha, detalle del protocolo experimental utilizado para lograr
condicionamiento.

El condicionamiento operante (Skinner 1938) es aquel mediante el cual los sujetos
experimentales aprenden a asociar un comportamiento propio con una recompensa: ante
un estimulo se produce una respuesta que puede ser reforzada de manera positiva o
negativa, provocando que la conducta (“respuesta operante”, RO) se fortalezca o debilite.

El clasico experimento de “la caja de Skinner” ilustra este tipo de condicionamiento. Esta
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experiencia mostrd que una rata era capaz de aprender a accionar una palanca (RO) para
obtener alimento (refuerzo positivo) y que, a través de los sucesivos eventos de
entrenamiento, el individuo era capaz de aprender esta contingencia visualizdndose una
mas rapida respuesta motora luego de la presentacion del estimulo (visual, sonoro, etc.)
para la obtencidn del refuerzo (Figura 1.8).

Ambos tipos de aprendizaje asociativo permiten generar una prediccion, es decir,
le otorgan al estimulo condicionado (en el condicionamiento cldsico) o a la respuesta
operante (en el condicionamiento operante) cierto valor predictivo conforme se establece
el vinculo entre ellos. Este vinculo puede variar fuertemente dependiendo, entre otras
cosas, de la intensidad, el intervalo entre presentaciones o de la relevancia o relacién que
existe entre la naturaleza de los estimulos que pretenden ser asociados (Balsam 1985;

Rescorla et al. 1985; Bhagavan y Smith 1997).
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Figura 1.8. Condicionamiento operante. A la izquierda, Burrhus FredericSkinner (1904-
1990) junto a su dispositivo experimental. A la derecha, la “caja de Skinner” en detalle.

En el caso particular de las abejas, la busqueda de fuentes de alimento fuera de la
colmena se basa en estos dos tipos de aprendizaje asociativo descriptos: (1) en el
condicionamiento cldsico (Pavloviano), se construye una contingencia entre las claves
florales (EC) y la recompensa de néctar (El); y (2) el condicionamiento instrumental
(operante), en el que se construye una contingencia entre el volar o caminar hacia un
estimulo discriminativo (respuesta del insecto) y el resultado de esa respuesta (volar hacia
una flor y obtener una recompensa por ello), y entre el estimulo discriminativo (olor floral,

color o patrones florales) y la respuesta del insecto (Sandoz et al. 2000)
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1.4.2 La formacion de la memoria en Apis mellifera

La recoleccion de recursos en las abejas meliferas es un comportamiento que presenta
una estructura secuencial de eventos de aprendizaje separados por intervalos de tiempo,
los cuales van desde unos pocos segundos hasta meses. Se cree que las distintas fases de
la memoria estan definidas segin esa secuencia (Menzel 1999, 2012). Cuando una abeja
llega a un parche floral, puede visitar muchas flores similares, mientras establece
asociaciones entre sus caracteristicas y la recompensa obtenida. En esta situacidn, en
donde varios eventos de aprendizaje pueden 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 que le permitirian mantener una memoria activa durante el tiempo que
permanece en el parche. Al agotarse los recursos del parche, la abeja puede viajar a otros
en donde, segln las condiciones, las memorias establecidas anteriormente pueden
afectarse, o reforzarse o extinguirse. En este caso, los intervalos entre eventos seran
mayores (entre parches), lo que se cree que da lugar a la formacién de memorias de
mediano término o de corto término tardias. Estas memorias permitirian a la abeja tomar
decisiones entre lo similar y lo diferente (Menzel 1999) por ejemplo, al decidir si es
conveniente permanecer en un parche distinto al previamente visitado o buscar otro
similar. Por ultimo, los eventos asociativos entre los sucesivos ciclos de recoleccién, que
pueden extenderse por horas o incluso dias, darian lugar a memorias de largo término,
una fase que en la abeja perdura por mas de 72 horas luego del aprendizaje y que podrian

ser utilizadas a la hora de explotar un parche floral.
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Por otro lado, las abejas meliferas tienen la habilidad de establecer asociaciones en
un contexto y evocarlos en otros muy diferentes (Gerber et al. 1996; Sandoz et al. 2000;
Farina et al. 2005, 2007; Giurfa y Sandoz 2012). Esta capacidad tiene importancia
adaptativa, ya que provee a las abejas de un uso optimizado de memorias almacenadas.
Por ejemplo, tienen la habilidad de salir en viajes de recoleccién utilizando informacién
gue fue adquirida dentro de la colmena a través de una recolectora que regresa de una
fuente de alimento (por ejemplo, claves espaciales: von Frisch 1967; claves olfativas:
Wenner et al. 1969). Gerber y colaboradores (1996) estudiaron la respuesta de extensién
de probdscide (REP) en abejas que tuvieron la oportunidad de explotar arboles de Tilia sp.
y encontraron que mas del 60/ de las abejas respondian cuando se les presentaba ese
olor, comparado con el grupo de abejas control, que mostraron bajos niveles de respuesta
espontanea frente al mismo estimulo. Es decir, esto indica la posibilidad de una
transferencia de la informacién adquirida en una situacién de recolecciéon (contexto
instrumental) al reflejo de extensién de probdscide (contexto Pavloviano). En la situacién
inversa, Bakchine y colaboradores (1992), utilizando el ensayo REP, condicionaron abejas a
geraniol (olor feromonal/floral) y éstas mostraron una respuesta de orientacion hacia ese
olor cuando fueron evaluadas en un olfactdmetro. Asi, esto provee evidencia acerca de
qgue la informacion puede ser transferida desde un contexto pavloviano a uno
instrumental. Sandoz y colaboradores (2000) mostraron que la informacién adquirida en
un condicionamiento olfativo cldsico puede incrementar significativamente la respuesta
de orientacion de las abejas hacia olores aprendidos cuando son evaluadas en un

olfactometro, utilizando olores florales y no feromonales.



Introduccién| 25

Por todo esto, Apis mellifera se convierte en un modelo experimental ideal para el
estudio de cdmo las experiencias adquiridas en un contexto natural, como ser dentro de la
colmena o en las flores, afectan respuestas comportamentales cuando se las evalia en un

contexto completamente distinto, como ser condiciones controladas de laboratorio.

1.5 Objetivos e hipotesis

El objetivo general de esta Tesis es estudiar el uso de la informacidn olfativa en un
contexto de recoleccidn colectiva de recursos.
Objetivos e hipotesis particulares:
1) Cuando una abeja recolectora regresa con néctar de una fuente de alimento,
interactla con sus compafieras de nido, de manera de transmitir informacién
(olor, ubicacién, productividad, disponibilidad) referida al recurso encontrado.
Hasta ahora, no se ha estudiado qué tipo de interacciones sociales (contacto
corporal, trofalaxia, seguimiento de danza) estan involucradas en ello y de qué
manera éstas podrian sesgar la preferencia recolectora. Asi, nos proponemos
determinar los efectos del olor del alimento recolectado sobre las abejas
involucradas en distintos tipos de interacciones sociales dentro de la colmena y
su posterior eleccion en el contexto recolector. La hipdtesis que aqui se plantea

es que determinadas interacciones sociales como la danza y la trofalaxia
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tendrdn un mayor efecto en el sesgo de eleccidn hacia una fuente de alimento

gue presenta el mismo olor que el ofrecido en el alimento recolectado.

Como hemos visto, se han reportado compuestos cuticulares (CCs) presentes
en la abeja melifera involucrados en el reconocimiento de castas, de
compaiieros de nido e, incluso, en el contexto de recoleccion y reclutamiento
hacia una fuente de alimento, junto con la danza (seccién 1.3). Con esto en
mente, nos planteamos la existencia de una posible correlacién entre el perfil
de CCs y la productividad de una fuente de alimento. Nos propusimos asi,
determinar si existen variaciones en los perfiles de compuestos cuticulares
presentes en la abeja melifera durante la obtencidn misma de recursos en
funcién de la productividad de la fuente de alimento explotada. De existir esa
diferencia, la liberacidn de estos compuestos podria tener valor
comunicacional y, como consecuencia, un reclutamiento diferencial hacia las

fuentes de alimento.

Asumiendo que las abejas seguidoras de danza estan motivadas a adquirir

III

informacidn, sus niveles de “arousal” (estado conductual de corta duracién que
puede acelerar la obtenciéon de informacién requerida para la formacién de
memorias asociativas especificas; Hammer y Menzel 1995) deberian ser
distintos que aquellos presentes en otros contextos comportamentales. En ese

marco, se espera que las abejas seguidoras estén mas sensibilizadas a aquellas

claves vinculadas al recurso informado, como las gustativas y olfativas. A partir



4)
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de lo expuesto, se intenta establecer si el contexto de reclutamiento, evaluado
mediante el seguimiento o no de danzas, afecta procesos de sensibilizacién
guimiosensorial (gustativo) de las abejas seguidoras, como umbrales de

respuesta al azlcar.

Se ha visto que la informacion olfativa, asociada a recompensa, aprendida bajo
condiciones de laboratorio e, incluso, dentro de la colmena puede ser
recordada varios dias (mas de 10) después de haber ocurrido la adquisicién de
ese olor (Farina et al. 2005; Arenas et al. 2007, 2008; Griter et al. 2009). En
este marco, nos proponemos evaluar si los olores florales adquiridos durante la
circulacidon de néctar dentro de la colmena, pueden influir, a largo plazo, en el
subsecuente reclutamiento hacia una determinada fuente de alimento. Para
ello, estudiamos si experiencias olfativas adquiridas dentro de la colmena
pueden modificar los patrones de interaccion entre las danzarinas y las
seguidoras expuestas a alimento aromatizado 8 dias antes. La hipdtesis que se
plantea es que, luego de haberse establecido las memorias olor-recompensa a
partir de la entrada de néctar aromatizado, las recolectoras tenderan a seguir
mas a aquellas danzarinas que presenten el olor previamente experimentado

dentro del nido.
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Reclutamiento de la abeja melifera a fuentes de alimento aromatizadas:
correlaciones entre las interacciones sociales dentro del nido y las decisiones

recolectoras

2.1 Introduccion

La eficiencia de recoleccién de la abeja Apis mellifera a nivel individual puede ser
entendida como un compromiso entre la optimizacién de la carga de buche en la fuente
de alimento y el intercambio de informacién relacionada con el alimento dentro de Ila
colmena (Nufiez 1982). Sin embargo, la coordinacidon para la recoleccién a una escala
social se basa en el uso de diferentes y complejos mecanismos desplegados dentro y fuera
del nido, incluyendo la transmision de informacion respecto a la ubicacion, Ia
productividad y la memorizacién de caracteristicas especificas de la fuente de alimento
descubierta, asi como el olor floral (ver von Frisch 1967; Seeley 1995; Griiter y Farina

2009). Mientras que la danza de las abejas indica el area de fuentes de alimento
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productivas (von Frisch 1967; Riley et al. 2005), la presencia de otras abejas volando
alrededor del sitio de alimentacién (Tautz y Sandeman 2003) y la liberacidon de feromonas
de reclutamiento (Pflumm 1969) son también importantes para guiar a las abejas en el
corto rango de busqueda (von Frisch 1923; Johnson y Wenner 1966). Ademas, la
informacion del olor floral de la fuente de alimento descubierta es altamente relevante en
este contexto, ya que puede ser transferido dentro de la colmena (von Frisch 1923, 1967;
Johnson y Wenner 1966; Ribbands 1954; Free 1969; Arenas et al. 2007, 2008).

El uso del olor floral como clave para encontrar sitios de alimentacion implica el
establecimiento de memorias olor-recompensa formadas dentro de la colmena (Farina et
al. 2005), en las cuales los contactos boca a boca (trofalaxia) entre compafieras de nido
seria el mecanismo subyacente mds plausible (Gil y De Marco 2005; Farina et al. 2007). Sin
embargo, las particulas de olor impregnadas en la superficie corporal de la recolectora
parecen ser, en algunos casos, estimulo suficiente para la activacion de la recoleccion (von
Frisch 1923). Ha sido reportado que durante la recoleccion, el seguimiento de danza y la
trofalaxia son las interacciones mas comunes entre las recolectoras activas y las abejas
gue permanecen dentro de la colmena. Sin embargo, también se ha observado que
muchas abejas son capaces de arribar a la fuente de alimento incluso sin haber tenido
ningun contacto directo con la recolectora activa dentro del nido (Gil y Farina 2002). En
ese sentido, parece ser que no todas las abejas requieren la misma estimulacion antes de
la activacion recolectora, un hecho que esta relacionado con la experiencia de campo que

esos individuos poseen (Gil y Farina 2002; Fernandez et al. 2003).
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Hasta ahora, no ha habido evidencia acerca de qué controla la aproximacion final y
el aterrizaje de las abejas recolectoras a las fuentes de alimento aromatizadas. Para
abordar esto, es relevante determinar qué informacidn acerca de las fuentes
naturalmente aromatizadas es transmitida para activar la recoleccidon. Con respecto a
esto, el impacto que tienen los diferentes tipos de interaccién que ocurren dentro de la
colmena sobre las decisiones recolectoras entre sitios de alimentacidon aromatizados, aun
se desconoce. Aunque se ha sugerido que la trofalaxia con la recolectora activa puede ser
relevante para la activacion recolectora (Farina et al. 2005, 2007, Griter et al. 2006), no
hay evidencia directa acerca de qué clase de interacciones sociales que ocurren dentro de
la colmena causan el sesgo de preferencia hacia una determinada fuente de alimento.

En este estudio, la eleccién de aterrizaje en una determinada fuente de alimento
por parte de abejas previamente marcadas, fue evaluada luego de haber observado su
interaccidon con la recolectora activa dentro del nido. La recolectora activa podia haber
recolectado solucidn de sacarosa tanto aromatizada como no aromatizada del
alimentador de adiestramiento.

Las preferencias de las abejas marcadas fueron evaluadas en el sitio de recoleccién
después que el alimentador de adiestramiento fuera cubierto, de manera tal que estas
abejas no tuvieran acceso a él y se les ofrecieran otros dos alimentadores con solucion de
sacarosa aromatizada (“alimentadores de evaluacién”). Asi, analizamos la eleccién por el
olor en el sitio de recoleccién junto con la ocurrencia de las interacciones con la
recolectora activa dentro de la colmena, instantes antes que las abejas marcadas

aterrizaran en alguno de los alimentadores de evaluacion.
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2.2 Materiales y métodos

Cinco colonias de 3000-3500 abejas Apis mellifera cada una fueron confinadas a colmenas
de observacidon de dos cuadros. Las colonias contaban con reina, cria y reservas. Los
experimentos fueron realizados con 3 colmenas de observacidn de febrero a abril del 2008
(C1-C3) y con 2 colmenas de observacién en el 2009 (C4 y C5) en el Campo Experimental
de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, UBA. Las colmenas fueron utilizadas de a

una por vez para realizar los experimentos.

2.2.1 Procedimiento experimental

Un grupo de 70-100 abejas, aproximadamente, fueron adiestradas a recolectar soluciéon
de sacarosa 50 / p/p sin aromatizar ad libitum de un alimentador artificial (“alimentador
de adiestramiento”, AO0) colocado a 110 m de la colmena de observacién. El
adiestramiento consistid en la presentacion de un alimentador artificial conteniendo
solucién de sacarosa no aromatizada en la entrada de la colmena (piquera). Una vez
establecido un grupo de abejas recolectando de él, el alimentador fue movido una corta
distancia respecto a la ubicacién original. Una vez que esas abejas retornaban al
alimentador, el procedimiento era repetido hasta alcanzar la ubicacion final del sitio de

alimentacion (von Frisch 1967). Durante el periodo de adiestramiento, las abejas
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recolectoras fueron numeradas con etiquetas plasticas (Opalithplattchen) pegadas en el
térax, para su identificacion individual. El experimento se llevé a cabo durante 3 dias
consecutivos (situacion sin olor, Dias 1y 2; situacién con olor, Dia 3). Antes de comenzar la
toma de datos (periodo de evaluacion), se ofrecié solucidén de sacarosa 50/ p/p en el AO
desde las 10 hs hasta las 11 hs. Durante este periodo, las abejas marcadas confirmaban
gue la fuente de alimento continuaba disponible. Luego, desde las 11hs hasta las 14 hs, el
alimentador utilizado durante el periodo de adiestramiento (AO) fue vaciado, limpiado y

mantenido en la misma ubicacién hasta el comienzo del periodo de evaluacion.

2.2.2 Situacion sin olor (dias 1y 2)

Desde las 14 hs hasta las 15 hs, AO fue recargado con solucién 50/ p/p sin aromatizar y
otros dos alimentadores artificiales (alimentadores de evaluacién, A1 y A2) adicionales
fueron colocados equidistantes a A0 (Figura 2.1). El periodo de evaluacion comenzé
cuando una sola abeja recolectora experimentada (“abeja focal” desde ahora) retorné a
A0, mientras que el resto de las abejas (numeradas) sélo tuvieron acceso a Al o A2, los
cuales ofrecian solucion azucarada 18/ p/p aromatizada. El uso de una solucién
azucarada diluida permitié que las abejas aterrizaran en alguno de los alimentadores y
comenzaran a ingerirla, situacion que facilitd su captura. Los alimentadores de evaluacion,

Al y A2, fueron aromatizados con placas de Petri (1cm de alto, 15 cm de diametro)
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conteniendo un disco de papel de filtro (55 mm de didmetro) embebido con olor puro (50
ul aceite esencial), colocadas debajo de cada alimentador (Arenas et al. 2007). Los olores
utilizados en Al y A2 durante el primer dia de evaluacion fueron invertidos en el dia 2
(Figura 2.1, paneles de la izquierda y centro). Durante los dias 1y 2, la solucidn ofrecida en

A0 fue sin aromatizar (situacién sin olor).

Diat Dia2 Dia3
A0 A0 A0

® 1 @ O a2a1 O @ ~

im im im

a O

Figura 2.1. Dispositivo experimental para los 3 dias durante la fase de evaluacién. Se muestra la
disposicion de los 3 alimentadores colocados en simultaneo (A1-A3) a 110m de la colmena de
observacion. A0 fue cubierto con un domo de acrilico para evitar el ingreso de abejas que no
fueran la abeja focal. Circulos vacios: presencia de solucién sin olor; circulos llenos: solucién con
olor.

Durante el periodo de evaluacion, solo la abeja focal tuvo acceso al AO. Esto fue
posible ya que el AO fue cubierto con un domo cilindrico (15 cm de diametro, 15 cm de

alto) permitiendo que sdlo la abeja focal recolectara la soluciéon de sacarosa. De esta
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manera, las abejas numeradas que tuvieron experiencia en ese entorno, no podian
aterrizar en AO, de modo que tuvieron que optar entre los dos alimentadores alternativos,
Al y A2, donde fueron inmediatamente capturadas para evitar un doble conteo y que
retornaran a la colmena llevando solucién aromatizada.

Por otro lado, registramos las interacciones sociales que tuvieron lugar dentro de
la colmena, entre la abeja focal y las abejas numeradas utilizando cdmaras de video (DCR-
TRV 310 and Sony Handycam HDR-SR11). Los observadores en los alimentadores y los
observadores del laboratorio (colmena de observacidon) mantuvieron contacto directo

mediante el uso de walkie-talkies.

2.2.3 Situacion con olor (dia 3)

El procedimiento utilizado en este dia fue el mismo que se usé durante la situacién sin
olor (dia 1y 2), con la diferencia que durante este dia, el AO fue aromatizado con el olor
(50 ul de aceite esencial por litro de soluciéon azucarada) menos elegido por las abejas en
los dias de evaluacidon previos (situacién sin olor) (Figura 2.1, panel derecho). Para
aromatizar A1y A2 durante los 3 dias experimentales y AO durante el tercer dia, se usaron
cinco pares de mezclas sintéticas de olores, un par por cada colmena: C1: rosa-vainilla, C2:
mandarina-sandalo, C3: bergamota-frutilla, C4: ciprés-arbol de té y C5: durazno-

hierbalimén. La solucion aromatizada entré a la colmena por primera vez cuando la abeja
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focal colectd la solucidn de sacarosa en el AO durante el dia 3 (situacion con olor). Sélo a
través de la abeja focal fue que el resto de las compaiieras de nido tuvo acceso a la

solucién aromatizada.

2.2.4 Observaciones comportamentales

Se cuantificaron distintas categorias de interaccién entre la abeja focal y sus companeras
de nido, quienes habian sido individualizadas con un nimero en el térax en visitas previas
al AO (abejas numeradas). Definimos las siguientes categorias de interaccion entre la abeja
focal y las abejas numeradas ocurridas dentro del nido (Gil y Farina 2002): (1) no contacto
(NC), no se registréd contacto corporal entre las abejas numeradas y la abeja focal; (2)
contacto corporal con la abeja focal (CC), las abejas numeradas tocaron el cuerpo de la
abeja focal sin seguir danza; (3) trofalaxia (TRF), las abejas numeradas tocaron las piezas
bucales de la abeja focal con su probdscide protruida, sin seguimiento de danza; (4)
seguimiento de danza (SD), las abejas numeradas siguieron la danza realizada por la abeja
focal; (5) trofalaxia y seguimiento de danza (TRF+SD), las abejas numeradas siguieron
danza y, ademas, realizaron trofalaxia con la abeja focal. Todas las categorias recién
definidas fueron mutuamente excluyentes. Dado que durante el periodo experimental las
abejas numeradas podian interactuar con la abeja focal en mas de una estadia de colmena

(permanencia dentro de la colmena entre viajes de recoleccidn), el tipo de interaccion fue
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relativizado al periodo experimental. Al mismo tiempo, en los alimentadores se registro la

hora y el nUmero de la abeja que aterrizaba en cada alimentador.

2.2.5 Analisis estadistico

Se utilizé el test de Fisher para comparar las proporciones de abejas que aterrizaron en
cada uno de los alimentadores (A1 o A2) por colonia, mientras que un andlisis de
heterogeneidad Chi-cuadrado fue usado para evaluar la misma variable luego de haber
agrupado los datos de las cinco colmenas, luego de hacer una correccion por continuidad
(Zar 1999). Para un analisis global entre tratamientos, el tipo de interaccién ocurrido
dentro de la colmena y el alimentador elegido, usamos el modelo lineal de efectos mixtos
(GLMM) en R v 2.9 (R Development Core Team 2009). R ajusta los modelos con la funcién
Imer (Bates 2007) Usamos el tipo de interaccion social y el tratamiento (situacién con o sin
olor) como efectos fijos, incluimos a la colonia como efecto al azar para controlar la no
independencia de los datos de la misma colonia. Estudiamos la significancia de los efectos
fijos usando la prueba de Wald (Bolker et al. 2009; Zuur et al. 2009).

Para comparar la proporcion de abejas que aterrizaron en los alimentadores segun
el numero de estadias en la colmena de la abeja focal que involucraron algun tipo de
interaccion, en ambas situaciones experimentales (con y sin olor), un nuevo analisis

GLMM fue realizado (R v 2.9, R Development Core Team 2009). R ajusté los modelos con
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la funcion Imer (Bates 2007). Usamos la estadia en colmena (EC) y el tratamiento como

efectos fijos.

2.3 Resultados

Durante los dias 1 y 2, el comportamiento de eleccién de la fuente de las abejas
numeradas fue analizado comparando los aterrizajes en ambos alimentadores
experimentales, A1 y A2, mientras la abeja focal ingeria solucién de sacarosa sin olor de
AO. En el dia 3, el alimentador de evaluacién menos elegido durante los dias 1y 2 (A2), fue
seleccionado para ofrecer solucién aromatizada con el mismo olor que la recolectora
activa recolecté de AO durante la situacién con olor (Figura 2.1). De este modo,
comparando la proporcién de arribos a A2 en ambas situaciones experimentales, el
analisis estadistico realizado para cada colmena mostré que mas abejas prefirieron
aterrizar en A2 cuando AO fue aromatizado, respecto a cuando AO no presentd olor (tabla
de contingencia 2x2, prueba de Fisher, C1, x2=7.59, df=1, P=0.0059; C2, x2=16.39, df=1,
P=0.0001; C3, x2=2.4, df=1, P=0.1211; C4, x2=2.2, df=1, P=0.1382; and C5, x2=3.92, df=1,
P=0.04; Figura 2.2).

Cuando la proporcién de abejas que aterrizaron en el alimentador experimental A2
fue analizado bajo ambas situaciones experimentales, las cinco colmenas mostraron un

patron de respuesta similar (prueba de heterogeneidad: x2=0.47, df=4, P=0.976). Luego,
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agrupamos los datos relativos de todas las colonias y seguimos encontrando diferencias
significativas para ambas situaciones, con solucién con o sin olor en AO (correccién de

Yates: x2=30.65, P<0.005, ver figura inserta en Figura 2.2).
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Figura 2.2. Arribos de las abejas numeradas bajo las situaciones con y sin olor. Se muestra la
proporcidn de abejas que aterrizaron en A2 (el alimentador que ofreci6 el mismo olor que el de
la solucidn recolectada por la abeja focal en A0 durante la situacidon con olor). Barras blancas:
situacién con olor; barras grises: situacién sin olor. C1-C5 representan las colmenas
experimentales utilizadas. El nimero de abejas que aterriz6 en A2, se muestra en la base de cada
barra. Los asteriscos indican diferencias significativas en el test de Fisher (*P<0.05; ver
Resultados para detalles).

Inserto: proporcion total de abejas numeradas que aterrizaron en cada alimentador (abejas de
las 5 colmenas agrupadas). En la base de cada barra, se muestra el nimero de abejas que aterrizé
en cada alimentador. Los asteriscos indican diferencias significativas en el prueba de Fisher
(*P<0.05; ver Resultados para detalles. A2 estd subrayado en la situacién con olor (B), indicando
que ofrecié el mismo olor que AQ.
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Por lo tanto, las abejas prefirieron aterrizar en el alimentador que ofrecié el mismo
olor que fue explotado por la abeja focal. Usando GLMM, analizamos la situacidon
experimental y el tipo de interaccidn social en relacion con la eleccion de las abejas por
uno de los alimentadores experimentales (Figura 2.3). El efecto de la situacién
experimental fue significativo (GLMM, z=3.39, P=0.0007), indicando que mads abejas
aterrizaron en Al cuando se ofrecié solucién de sacarosa sin aromatizar en AO. Bajo la
situacion sin olor, el efecto del tipo de interaccion social no fue significativo (ver detalles
en el GLMM presentado en la Figura 2.3). Sin embargo, se encontraron diferencias

I”

significativas entre “no contacto” y “contacto corporal” para la situacién con olor, aunque
no para el resto de las comparaciones (ver GLMM en Figura 2.3). Estos resultados sugieren

gue al menos algun tipo de interaccion, entre la recolectora activa y las abejas marcadas

en la colmena, es necesaria para aterrizar en el alimentador “correcto” (A2).
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Figura 2.3. Distribucién de interacciones sociales dentro de la colmena bajo las situaciones
con y sin olor. Proporcién del total de abejas numeradas capturadas una vez que aterrizaron
en Al (alimentador 1) (a y b) y A2 (alimentador 2) (c y d). Los resultados fueron agrupados
segun el tipo de interaccién que realizaron con la abeja focal dentro del nido y bajo ambas
condiciones experimentales, €j. las abejas focales recolectaron en A0 solucién sin olor (barras
grises, a y ¢; GLMM para situacion sin olor: NC vs. CC: z=0.4, P=0.68; NC vs. TRF: z=0.11,
P=0.91; NC vs. SD: z=0.53, P=0.59; NC vs. SD+TRF: z=-0.32, P=0.75; CC vs. TRF: z=-0.32,
P=0.75; BC vs. SD: z=0.14, P=0.89; CC vs. SD+TRF: z=-0.53, P=0.59; TRF vs. FD: z=0.39, P=0.69;
TRF vs. SD+TRF: z=-0.16, P=0.88; SD vs. SD+TRF: z=-0.6, P=0.55) o solucién con olor (barras
blancas, b y d; GLMM para situaciéon con olor: NC vs. CC: z=2.27, P=0.023; NC vs. TRF: z=1.64,
P=0.10; NC vs. SD: z=1.57, P=0.12; CC vs. TRF: z=0.22, P=0.83; CC vs. SD: z=0.44, P=0.66; TRF
vs. SD: z=0.23, P=0.82). A2 esta subrayado en la situacion con olor (d), indicando que se ofreci6
el mismo olor que en A0. NC: no contacto; CC: contacto con el cuerpo de la abeja focal; TRF:
trofalaxia; SD: seguimiento de danza y SD&TRF: seguimiento de danza y trofalaxia ocurridas
durante una misma estadia en colmena. Todas las categorias definidas son mutuamente
excluyentes. El nimero de abejas que aterrizd en cada alimentador se muestra entre
paréntesis.
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También fue registrado el nimero de permanencias de la abeja focal dentro del
nido, entre cada viaje recolector (“estadias en colmena” desde ahora) que involucré
interacciones sociales con las abejas numeradas que arribaron luego a uno de los
alimentadores experimentales (Figura 2.4). Encontramos diferencias significativas entre
los tratamientos (GLMM, z=4.605, P<0.005) y entre el nimero de estadias en colmena con
interacciones sociales (por ej., una estadia en colmena con interacciones, EC1, vs estadia
en colmena sin interacciones, ECO: z=2.198, P=0.023; GLMM). Para la situacién sin olor, no
encontramos diferencias significativas entre la proporcién de arribos a Al y A2 y el
numero de estadias en colmena de la recolectora activa con interacciones [Figura 2.4a;
GLMM: ECO vs. EC1: z=0.775, P=0.438; ECO vs. EC2 (dos estadias en colmena con
interacciones): z=-0.414, P=0.679; ECO vs. EC3 (tres estadias en colmena con
interacciones): z=1.008, P=0.313; ECO vs. EC4 (cuatro estadias en colmena con
interacciones): z=-0.009, P=0.993]. En contraste, para la situacion con olor, la distribucién
de arribos difiere significativamente dependiendo del alimentador elegido por la abeja
numerada, mostrando un gran nimero de estadias en colmena antes de partir hacia el
alimentador que contenia el mismo olor que el explotado por la abeja focal (A2) (Figura
2.4b; GLMM: HSO vs. HS1: z=2.870, P= 0.0041; HSO vs. HS2: z=1.92, P=0.055; HSO vs. HS3:
z= 0.668, P=0.504; HSO vs. HS4: z=0.01, P=0.992). En otras palabras, las abejas que
arribaron al alimentador “correcto” parecen necesitar mas encuentros con la abeja focal.
En coincidencia con este resultado, aquellas abejas que aterrizaron en el alimentador con
el olor novedoso (A1, situacién con olor) también tuvieron demoras mas cortas

comparadas con aquellas que aterrizaron en el A2, que ofrecia el olor explotado (la
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demora media para Al fue de 18.7 minutos y 23.5 minutos para A2). Bajo ambas
situaciones experimentales, alrededor del 40/ de las abejas que arribaron al adrea de
alimentacion no mostraron interacciones conspicuas con la abeja focal (Figura 2.4a y b) ni
tampoco mostraron diferencias significativas entre las situaciones con y sin olor para la
categoria “no contacto”, NC (prueba de Fisher: x2=1.76, df=1, P=0.1845). Por lo tanto, si
consideramos a las abejas que aterrizaron en uno de los alimentadores experimentales
después de interactuar con la abeja focal durante una unica estadia en colmena,
encontramos que la eleccién por la fuente de alimento depende de la situacion

experimental.
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Para la situacion sin olor, el tipo de interaccion dentro de la colmena que ocurre
inmediatamente antes de arribar a alguno de los alimentadores fue similar e
independiente de la eleccidon del alimentador (Figura 2.5a; prueba de independencia:
x2=1.166, df=3, P=0.761). Este no fue el caso de la situacion con olor, en la cual
observamos una alta proporcidon de interacciones sociales antes de partir hacia A2,
alimentador “correcto” (Figura 2.5b; aqui no se realizé analisis estadistico debido a la

ausencia de datos en algunas de las categorias, Zar 1999).

Figura 2.5. Categorias
A Solucién sin olor (N=79) de las interacciones
. sociales entre las
E 2::22:;:33:; abejas que arribaron a
0,8 - los alimentadores y la
abeja focal, antes de
aterrizar en uno de los
alimentadores
experimentales bajo la
0,4 situacion sin olor (a) y
la situacién con olor
(b). Las interacciones
en la colmena aqui
consideradas,
0,0 ocurrieron luego de
una sola estadia en la
B Solucién con olor (N=34) colmena de la abeja
1,0 focal. Barras negras:
I Alimentador 1 alimentador 1, barras
L Alimentador 2 blancas: alimentador
2. El nimero de abejas
que aterrizaron en
0,6 - cada alimentador se
muestra entre
paréntesis. A2 se
subraya en la
situacién con olor (b),
0,2 indicando que ofrecia

. . el mismo olor que AO0.
0,0

CC TRF SD SD+TRF

1,0 A

0,6

Frecuencia relativa

0,2

0,8

0,4

Frecuencia relativa
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2.4 Discusion

En este estudio, se estudiaron los factores de interaccidén social que impactan sobre las
decisiones recolectoras entre fuentes de alimento aromatizadas. El principal hallazgo es
gue individuos que tienen cualquier tipo de interaccidon social dentro de la colmena son
mdas propensos a recolectar en el sitio de alimentacién que posee el mismo olor que la
fuente explotada por la abeja focal. Estas interacciones no tienen que ser necesariamente
seguimiento de danza o trofalaxia, sino que pueden ser contactos corporales
simplemente. En coincidencia con estudios previos (von Frisch 1923, 1967; Johnson y
Wenner 1966; Ribbands 1954; Free 1969; Arenas et al. 2007, 2008) encontramos que,
bajo condiciones experimentales, las abejas eligen preferencialmente el sitio de
alimentacion que posee el mismo olor que la solucidén recolectada por su compafiera de
nido (abeja focal). Habiendo corroborado esto, quisimos ir un poco mas lejos y cuantificar
los diferentes tipos de interaccion social en las cuales las abejas estuvieron involucradas
antes de aterrizar en el alimentador correcto (ej. un nuevo alimentador que ofrece el
mismo olor que el recolectado por la abeja focal, colocado cerca de los alimentadores de
entrenamiento). Encontramos que estas abejas realizan mas interacciones dentro de la
colonia con la abeja focal que aquellas que aterrizaron en el alimentador alternativo. La
interaccion mas frecuente es el contacto con el cuerpo de la abeja focal, una categoria
comportamental que no involucra seguimiento de danza ni trofalaxia. Asi, el olor floral
percibido por interacciones sociales simples parece proveer suficiente informacion para

sesgar el comportamiento de eleccion de la fuente de alimento de las abejas numeradas
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en el darea inmediata al sitio de alimentacién. Este hallazgo viene como consecuencia de
cuantificar las interacciones sociales dentro de la colmena de las abejas reclutadas (abejas
numeradas) en este contexto por primera vez. Este experimento nos permitié analizar la
primera eleccion alimenticia de las abejas numeradas visitando el sitio de alimentacién
aromatizado asi como la reduccién de interferencia de claves sensoriales en los
alrededores del sitio de recoleccion como la presencia de recolectoras activas, lo cual
puede afectar las decisiones de aterrizaje (Tautz y Sandeman 2003). Las abejas que
arribaron, previamente recolectaron solucién sin olor en el alimentador de
entrenamiento, pero la presencia de olor en el contexto de reclutamiento fue una
situacion nueva que forzd a los sujetos a elegir entre uno de los alimentadores de
evaluacién aromatizados. Los resultados muestran que en las cinco colmenas testeadas, la
mayoria de las abejas numeradas aterrizaron en el alimentador correcto (A2) durante la
situacion con olor (Figura 2.2). Luego de observar esta respuesta sesgada, la pregunta
acerca de qué controla la aproximacion final y el aterrizaje en las fuentes aromatizadas fue
considerada. Para esto, correlacionamos los arribos de las abejas numeradas a la fuente
de alimento con la experiencia reciente dentro de la colmena. En este sentido, se ha
sugerido que la trofalaxia con una recolectora activa es necesaria para activar la busqueda
de fuentes de alimento aromatizadas (Farina et al. 2005, 2007; Griiter et al. 2006; Arenas
et al. 2007, 2008). Sin embargo, sdlo un estudio en un insecto eusocial mostré el rol de la
transferencia de informacion del olor del alimento via trofalaxia y su uso luego, en el
contexto recolector. En este estudio, hormigas carpinteras, Camponotus mus,

involucradas en el intercambio de néctar a través de eventos trofalacticos mostraron un
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comportamiento sesgado hacia el alimentador aromatizado con el olor transferido via
contacto oral por la hormiga recolectora, mostrando un claro rol de esta informacion
mientras las hormigas se orientan hacia un objetivo apetitivo (Provecho y Josens 2009).

Se ha intentado abordar este tema haciendo foco en las interacciones sociales que
se produjeron dentro de la colmena cuando un solo miembro de la colonia recolecté una
recompensa controlada. Del andlisis del comportamiento dentro de la colmena de
acuerdo con la eleccidon por el sitio de alimentacion, mostramos que ocurre una
proporcién similar de interacciones en ambos grupos arribando a A1 o A2 bajo la situacion
sin olor (Figura 2.3). Mds de un 40/ de las abejas que aterrizaron en el dispositivo de
elecciéon de alimento no mostraron interacciones con la abeja focal (NC) bajo esta
situacion experimental, un hecho reportado como comun en las abejas recolectoras con
experiencia en el campo (de Vries y Biesmeijer 1998; Gil y Farina 2002; Fernandez et al.
2003). Ademas, interacciones sociales como contacto corporal sin seguimiento de danza
(CC) fueron mas frecuentes que el seguimiento de danza (SD), mientras que los eventos
trofalacticos con la abeja focal (TRF) fueron menos frecuentes bajo la situacién sin olor.
Cuando el alimentador de entrenamiento AO fue aromatizado, la proporcion de
interacciones dentro de la colmena difirié significativamente segun el alimentador elegido
(Figura 2.3). Mientras que el 60/ de las abejas numeradas que arribaron al alimentador
gue contenia el olor novedoso, no realizaron interacciones conspicuas con la abeja focal
(NC), esta misma categoria comportamental se redujo marcadamente (20/ ) en aquellas
abejas que arribaron al alimentador correcto. La categoria comportamental mas frecuente

para este grupo fue el contacto con el cuerpo de la abeja focal, sin seguimiento de danza
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(CC), una proporciéon que casi duplica la alcanzada por las abejas que llegaron al
alimentador equivocado. Ademas, la ocurrencia de eventos trofalacticos (TRF) se
incrementd comparado con otras interacciones conspicuas durante la situaciéon con olor,
en contraste con las proporciones observadas bajo la situacién sin olor. Al menos una
estadia de colmena parece ser suficiente para incrementar la proporcién de arribos
exitosos en el sitio de alimentacién. Adema3s, los aterrizajes en el alimentador alternativo
(ej. ofreciendo olor novedoso) podrian reducirse con mayores encuentros con la
recolectora focal (Fig. 2.4). Un analisis mas detallado luego de una sola estadia de colmena
muestra que la eficiencia de tocar el cuerpo de una recolectora recién llegada es de un
70/, mientras que el seguimiento de danza y las trofalaxias mejoran la eficiencia,
alcanzando mas de un 80/ de los CCs (Figura 2.5). Es claro entonces, que algun tipo de
interaccidon directa olor-mediada entre recolectoras empleadas y desempleadas fue
relevante para alcanzar una eleccién exitosa de la fuente de alimento. Sin embargo, la
mayoria de las abejas que arribaron al alimentador correcto no siguieron danza ni
intercambiaron alimento via trofalaxia con la abeja focal. Un porcentaje considerable de
arribos tampoco mostré interacciones conspicuas con la abeja focal (20/ ; Figuras 2.3, 2.4
y 2.5). A pesar de esta situacidén e incluso en casos en los cuales no registramos ninguna
interaccion (NC), es posible que muchos de los arribos correctos sean consecuencia de
recibir alimento aromatizado de otras comparieras de nido y no de la abeja focal. Si ese
fuera el caso, la circulacién de néctar aromatizado entre las abejas ubicadas en el area de
danza/descarga podria permitir que, de cualquier manera, se establezca la memoria

olfativa. Es bien conocido que la informacién olfativa puede ser rapidamente propagada
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dentro de la colmena (Griter et al. 2006, Ramirez et al. 2010). Asi, junto con la presencia
de sefales vibratorias de la danza transmitidas a través de la cera (Tautz 1996) y la
liberacion activa de quimicos producidos por las danzarinas (Thom et al. 2007), podria ser
suficiente para recordar vectores de vuelo (Johnson 1967, Reinhard et al. 2004, Griter et
al. 2006). Una vez en el drea de recoleccién conocida, el aroma aprendido dentro de la
colmena, podria facilitar la ubicacidén del objetivo. Para nuevas fuentes de alimento, los
vectores comunicados via danza de contoneo, junto con el olor del alimento llevado a la
colmena por la abeja scout, permitiria no sélo la decodificacién de la localizacién de la
nueva fuente de alimento (von Frisch 1967; Riley et al. 2005; Menzel et al. 2011) sino
también afectaria los niveles de “arousal” para reactivar a las abejas al modo de
recoleccién (von Frisch 1923). Asi, dentro de un contexto comportamental motivacional
como ser las maniobras de danza, las abejas seguidoras podrian aprender el olor
transportado por la recolectora (von Frisch 1967; Diaz et al. 2007), incluso sin recibir una
gota de néctar aromatizado de la recolectora exitosa. Por lo tanto, las interacciones
sociales que involucran contacto directo o no con la recolectora activa podrian mejorar la
orientacién de nuevas recolectoras hacia la fuente de alimento productiva, un hecho que
implica la obtencién de informacién dentro de la colmena de diferentes fuentes como
vector de danza, olor del alimento, vibracidn, olor de las danzarinas, entre otros. Asi, bajo
la ausencia de claves conspicuas o sefiales en los alrededores del sitio de alimentacion, la
presencia de claves incidentales previamente experimentadas dentro del contexto social,

contribuiria a la eleccion de una fuente de alimento predecible y rentable.
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Volatiles cuticulares en las abejas recolectoras de néctar y sus variaciones con

la productividad de la fuente de alimento

3.1 Introduccion

La capa de lipidos de la cuticula de los insectos estd compuesta de ésteres, alcoholes,
acidos grasos libres e hidrocarburos (Kather et al. 2011). Estos ultimos son a menudo el
grupo predominante y su funcion principal es la prevencién de la desecaciéon (Hadley
1994, Buckner 1993). Sin embargo, en insectos sociales, los hidrocarburos también juegan
un rol importante como semioquimicos, en particular para el reconocimiento de especie,
de compaiieros de nido, de casta y de parentesco (Howard y Blomquist 1982, Howard
1993, Breed 1998, Singer 1998, Vander Meer et al. 1998). El olor de la colonia que llevan
las abejas consigo, es una combinacidn de hidrocarburos cuticulares y compuestos
lipidicos que componen la cera de los panales de sus nidos (Breed et al. 1988, 1998), los

cuales incluyen feromonas producidas por otras obreras asi como aromas florales llevados
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al nido via polen y néctar (Breed 1998; Frohlich et al. 2001). Un estudio de Kalmus y
Ribbands (1952) mostré que abejas recolectoras podian distinguir, en la fuente de
alimento, entre companeras de nido y aquellas que no lo eran sin mediar contacto,
sugiriendo que los compuestos que estan involucrados son volatiles. A su vez, Schmitt y
colaboradores (2007) utilizaron fibras SPME (del inglés: Solid Phase Micro Extraction) y
encontraron hidrocarburos presentes en el espacio cercano a la abeja recolectora. En un
trabajo reciente, Kather y colaboradores (2011) hallaron diferencias en los lipidos
cuticulares de Apis mellifera entre abejas recién emergidas, nodrizas y recolectoras.
Ademas, proponen que existe un cambio en la composicion de alcanos cuticulares cuando
una abeja que desempefia tareas dentro del nido, comienza con tareas de recoleccion de
alimento, este cambio podria deberse a las diferencias en la de humedad relativa y la
temperatura entre el exterior y el interior del nido, como ya fue encontrado en la
hormiga Pogonomyrmex barbatus (Wagner et al. 2001a, 2001b).

En capitulos previos de esta Tesis, se ha mencionado que cuando una abeja
recolecta néctar de alta concentracién de azlcar, retorna a la colmena y danza
intensamente. Durante ese despliegue, las abejas meliferas presentan, en general, una
elevada temperatura corporal (Stabenheiner y Hagmiiller 1991, Stabentheiner 1996,
Farina y Wainselboim 2001. Esta intensa actividad locomotora y la concomitante pérdida
de calor promueven que ciertos hidrocarburos cuticulares sean liberados dentro de la
colmena, estimulando asi la activacion de recolectoras inactivas (Thom et al. 2007). Es por
ello que a partir de estos estudios se ha propuesto a estos compuestos como

semioquimicos con funcién informacional o feromonas no glandulares. Ademas, cuando
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una abeja recolecta alimento de una fuente de alta productividad, también eleva su
temperatura corporal (Schmaranzer y Stabentheiner 1988, Farina y Wainselboim 2001).

A partir de estos elementos se plantea estudiar los perfiles de compuestos
cuticulares (CCs) de Apis mellifera durante la recolecciéon de recursos en fuentes de alimento
artificiales, cuya productividad es variable. Sugerimos que estos compuestos volatiles ya
estarian siendo liberados durante la recoleccidon en la fuente de alimento, por lo que
esperamos encontrar diferencias en los perfiles de CCs para abejas que estén explotando
fuentes de alimento de alta o baja productividad. La presencia de variaciones entre las
distintas condiciones de productividad en la fuente de alimento, permitiria el planteo de

hipdtesis referentes a comunicacion quimica intraespecifica en el contexto recolector.

3.2 Materiales y métodos

Se utilizaron abejas pertenecientes a colmenas ubicadas en el Campo Experimental de la
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, UBA. Los analisis quimicos fueron realizados en
el Laboratorio de Ecologia Quimica de la Facultad de Quimica de la Universidad de la
Republica, Montevideo, Uruguay. Los experimentos se llevaron a cabo en marzo-abril

2011y 2012.
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3.2.1 Procedimiento experimental

Un grupo de abejas recolectoras fue adiestrado a un alimentador artificial colocado a unos
10m de una colmena comercial, que contaba con reina, cria y reservas. Una vez
establecido un grupo de abejas recolectoras realizando sucesivos viajes, se comenzd con
los experimentos.

En una primera instancia, el alimentador artificial utilizado durante el
adiestramiento (alimentador ad libitum) fue reemplazado por alimentadores de flujo
regulado que ofrecieron solucién de sacarosa de concentraciéon 1.8M sin olor a 2.5, 5, 11pl
por minuto (ver Figura 3.1 a y b). Se permitié que las abejas ingirieran solucién
individualmente, de manera de asegurarnos que el flujo ofrecido fuera el que recibia la
abeja. En una segunda instancia, en el alimentador artificial de adiestramiento, se ofrecié
solucion de sacarosa (sin olor), ad libitum, de concentracién 0.5M y 2M alternativamente.
Para ambos tratamientos, variacién de flujo o de concentracién, una vez que las abejas
ingirieron la solucion, fueron capturadas individualmente antes de emprender el vuelo de
regreso a la colmena, siendo inmediatamente sacrificadas con CO, y luego sometidas a un
protocolo de extraccion de compuestos cuticulares (CCs) (ver seccidn a continuacion).
Para el caso de la serie experimental en la cual se varidé la concentracién de solucién de
sacarosa se capturaron ademas abejas de colmena que no estuvieron presentes en el
alimentador artificial. Es decir, trabajamos con 3 tratamientos: abejas que ingirieron

solucién de sacarosa de concentracién 0.5M del alimentador artificial, abejas que
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ingirieron solucién de sacarosa de concentracion 2M del alimentador artificial y abejas

capturadas directamente en la colmena.

Figura 3.1. En a y b: abejas recolectando solucidn de sacarosa en el alimentador de flujo
regulado; en c: abejas recolectoras en el alimentador artificial y en d: equipo de CG-MS
perteneciente al Laboratorio de Ecologia Quimica de la Facultad de Quimica (UdelaR,
Montevideo-Uruguay).
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3.2.2 Procedimiento de Extraccion

Como se menciond en la seccién anterior, las abejas fueron sacrificadas con CO,, pesadas
y luego sometidas al procedimiento de extraccién de lipidos cuticulares. EI mismo
consistid6 en sumergir 5 abejas en viales de vidrio de 4 ml, conteniendo 3 ml de
diclorometano (DCM) durante 1 min. Se afiadieron 100 pl de tridecano (0.503 mg/ml
solucion de DCM) como estandar interno a cada muestra. Los extractos fueron
concentrados utilizando una corriente de Nitrégeno para su posterior andlisis bajo CG-MS

(cromatografo gaseoso acoplado a espectrofotémetro de masa).

3.2.3 Analisis quimico

El analisis CG-MS se realizd utilizando un GC-MS QP-2010 Shimadzu, equipado con una
columna AT-5 MS (Alltech) (30 m x 0.25 mm, 0.25 um) y operado con un flujo portador
constante de 1 ml/min (Helio). La temperatura del horno del CG fue programado de la
siguiente forma: 70°C (1 min) hasta alcanzar los 150°C (1 min) a 10°C/min, alcanzando los
300°C a 5°C/min, y luego mantenido 5 min a 300°C. La temperatura del inyector fue de
250°C y la temperatura de interfase fue 310 °C. La inyeccion (1 ul) fue en modo “splitless”
(tiempo de muestra: 1 min) y el espectro de masa fue adquirido de m/z 30 a 350, excepto

para el extracto de derivatizacion DMDS, para el cual el espectro de masa fue adquirido de
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m/z 30 a 550 (70 eV, modo scan). Para los célculos de indice de retencidn, se inyectd una
mezcla de n-alcanos (100 ppm de cada uno, en hexano) en modo “splitless”, usando el

mismo programa de temperatura.

3.2.4 Analisis estadistico

En el caso de los resultados obtenidos para los alimentadores de flujo regulado vy la
primera aproximacion al estudio de las variaciones en la concentracion de solucién
azucarada ofrecida, no se realizé un andlisis estadistico de los picos observados en los
cromatogramas, sino que se llevd a cabo un estudio cualitativo de los mismos (Figura 3.2).

Para la segunda serie experimental, en donde se afiadio el estdndar interno a cada
muestra, el drea bajo cada pico (compuesto) fue determinada por integracién manual.
Aquellos compuestos que, en promedio, contribuyeron menos de un 1/ del total del perfil
qguimico fueron excluidos del andlisis. A partir de esto, obtuvimos una lista de 58 compuestos

presentes en las muestras (Tabla 3.1).

Para este ultimo caso y con el objeto de analizar la relacidn entre los distintos
tratamientos (0.5M, 2M y “Colmena”) con los hidrocarburos cuticulares presentes en las
abejas tratadas, se realizé un Andlisis de Componentes Principales (ACP). El ACP es un
anadlisis de estadistica multivariada que permite reducir las numerosas variables del

sistema en estudio en un reducido nimero de ellas que se presentan de manera ortogonal
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(Factores) y que resumen adecuadamente la informacion original. Permiten revelar
patrones no explicitos de los datos que no serian encontrados por andlisis de cada variable
por separado (Quinn y Keough 2002).

El ACP mostrd una clara distancia entre las abejas de colmena y aquellas que
ingirieron alguna de ambas concentraciones de solucion de sacarosa (0.5M y 2M) v,
también entre concentraciones. A partir del ACP dos factores (2 y 4) explicaron el 33,38/
del total de la varianza de los datos. El Factor 1 explica el 14,96/ de la variacién, el Factor
2 (21,38/ del total de la variacidon) explicaria la varianza generada entre los individuos de
colmena y aquellos que ingirieron solucién azucarada 0.5M o 2M. Por otro lado, el Factor
4 (11,507 del total de la varianza) parece dar cuenta de la varianza existente entre ambas

concentraciones de solucion de sacarosa (Figura 3.4).
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Compuestos presentes en las muestras
(ordenados segtin tiempo de retencidon)

1. 2-Nonanol 2. Benzcil acetato

3. 2-Octenol acetato 4. 2-Nonan-2-il acetato

5. Trans-Geraniol 6. Tridecano (estandar interno)

7. Acido Geranico 8. Tetradecano

9. E-2-Decenil acetato 10. 1-Dodecanol

11. 1-Tetradecanol 12. Farnesol

13. Por identificar (1) 14. Por identificar (2)

15. 9-Nonadeceno 16. Nonadecano

17. Eicosano 18. Heneicosano

19. Docosano 20. 9-Eicosen-1-ol

21. Tricosadieno 22. 9-Tricoseno

23. 7-Tricoseno 24. Por identificar (3)

25. Tricosano 26. Tetracoseno

27. Tetracosano 28. Pentacosadieno

29. 9-Pentacoseno 30. 7-Pentacoseno

31. Por identificar (4) 32. Pentacosano

33. 11-Metil-pentacosano + 13-Metil-pentacosano 34. Hexacosano

35. Heptacosadieno 36. 9-Heptacoseno

37. 7- Heptacoseno 38. Heptacosano

39. 11-Metil-heptacosano + 13-Methil-heptacosano | 40. Octacosano

41. Nonacosadieno 42. Por identificar (5)

43. 9-Nonacoseno 44. 7-Nonancoseno

45. Nonacosano 46. 11-Metil-nonacosano + 13-Metil-
nonacosano + 15-Metil-nonacosano

47. Triacontano 48. Hentriacontadieno

49. 9-Hentriaconteno 50. 7-Hentriaconteno

51. Hentriacontano 52. 13-Metil-hentriacontano+ 15-Metil-
hentriacontano

53. Dotriaconteno 54. X,Y-Tritriacontadieno

55. X-Tritriaconteno 56. Tritriacontano

57. Pentatriacontanadieno 58. Pentatriaconteno

Tabla 3.1. Compuestos cuticulares encontrados en abejas expuestas a fuentes de alimento de

productividad variable.



Capitulo 3| 58

3.3 Resultados

En la Figura 3.2a y 3.2b se muestran los resultados de la extraccion de CCs de abejas que
ingirieron solucion azucarada 1.8M a distintos flujos de recompensa (2.5ul/min, 5ul/min,
11ul/min y ad libitum), y abejas que ingirieron solucion de sacarosa 0.5M o 2M, ademas
de abejas capturadas de colmena, respectivamente.

Los compuestos A, B, C y D estan presentes en mayor cantidad relativa para los
extractos de abejas alimentadas con altos flujos de recompensa (ad libitum y 11 pl/min),
siendo éstos mas reducidos para los flujos bajos (5 pl/min y 2.5 ul/min). En cambio, en el
caso de abejas que ingirieron solucién azucarada de distinta concentracion, se evidencia la

presencia de los compuestos A, B, Cy D en abejas que ingirieron solucion 2M.
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Figura 3.2. a. Cromatograma correspondiente a abejas que ingirieron solucién de sacarosa 1.8M
a distintos flujos de recompensa. De arriba abajo: ad libitum (violeta), 11pl/min (rojo), 5ul/min
(azul) y 2.5pl/min (negro). b. Cromatograma correspondiente a abejas que ingirieron solucién de
sacarosa 0.5M (azul), 2M (rojo) y abejas capturadas directamente de la colmena (negro)

A, B, C y D corresponde a compuestos identificados (ver Figura 3.3). NI: compuestos No
Identificados. Im: impurezas.

Los compuestos presentes en ambos cromatogramas fueron identificados como:
geraniol (A) (indice de similitud con la base de datos: 93/ ), acido geranico (B) (indice de
similitud con la base de datos: 93/ ), acetato de (E)-2-decenilo (C) (indice de similitud con
la base de datos: 89/ ) y a-farnesol (D) (indice de similitud con la base de datos: 94/ ),
ademas de otros compuestos cuya identificaciéon esta en desarrollo (NI) y la presencia de
impurezas (im) (Figuras 3.2 y 3.3).

Los compuestos A, B, C y D corresponden a sustancias secretadas por glandulas
exdcrinas asociadas al reclutamiento de nuevos individuos (A, B y D, sustancias presentes
en la glandula de Nasonov), o a alarma (C, sustancia presente en la glandula del aguijon).
Las diferencias cualitativas encontradas entre A, By D con la productividad de la fuente de

alimento sugieren una modulacion en la liberacién de sefiales quimicas asociadas al
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reclutamiento diferencial; mientras que la presencia de C estaria relacionada con una

situacion de defensa, probablemente al momento de la captura.
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Figura 3.3. Espectros de masa correspondientes a los compuestos A, B, C y D respectivamente y
su identificacién.
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A partir de los resultados cualitativos obtenidos en esta primera serie
experimental, donde se evidencid la presencia de compuestos provenientes de glandulas
exocrinas (Nasonov y glandula del aguijon) y, teniendo en cuenta el listado de compuestos
cuticulares publicado por Schmitt y colaboradores (2007) en lo referido a volatiles
liberados durante la recoleccién en una fuente de alimento, nos propusimos realizar un
analisis mas exhaustivo. Para ello, se llevd a cabo una segunda serie experimental en la
cual, a cada muestra obtenida, se le anadié un estandar interno (tridecano) para su
posterior estudio en CG-MS, permitiendo asi un estudio cuantitativo de los compuestos
hallados.

La figura 3.4 muestra el resultado obtenido a partir del APC. Se observa una
diferencia de distribucién entre los individuos que fueron capturados directamente de la
colmena (“ColM”) y aquellos que ingirieron solucion de sacarosa (“05M” y “2M”) (Factor
2) y, ademads, una diferencia entre aquellos individuos que ingirieron solucién 0.5M o 2M
(Factor 4). A partir de este resultado, encontramos que abejas de colmena presentan
hidrocarburos mas pesados (cadenas de entre 29 y 33 Carbonos), a diferencia de aquellas
gue ingirieron solucion de sacarosa 0.5M o 2M, en las cuales se encuentran hidrocarburos
mas livianos (cadenas de entre 23 y 27 Carbonos). A su vez, en abejas que ingirieron
solucién de concentracion 2M, encontramos nuevamente compuestos asociados a la

glandula de Nasonov.
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Figura 3.4. Resultado del Andlisis de Componentes Principales (ACP). El Factor 2
separa entre aquellas abejas que pertenecen a la colmena (ColM) y las que
ingirieron solucién en el alimentador (05M y 2M). Mientras que el Factor 4 separa
entre las abejas que ingirieron solucién 0.5M y aquellas que ingirieron solucién
2M.

Con lo expuesto en este capitulo, se sugiere que podria existir una correlacion
entre el perfil de compuestos cuticulares de las abejas explotando una fuente de alimento
y la productividad de esta ultima, teniendo un valor comunicacional que podria tener un

rol importante al momento del reclutamiento.
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3.4 Discusion

Como se ha mencionado en la introducciéon de este capitulo, Kather y colaboradores
(2011) encontraron diferencias en los lipidos cuticulares de Apis mellifera segun la tarea
que las abejas obreras desempeiien (abejas recién emergidas, nifieras o recolectoras).
Ademas de proponer un cambio en los alcanos cuticulares entre aquellas abejas que
permanecen en el nido y aquellas que comienzan a realizar tareas de recoleccién, el cual
seria debido a los cambios de humedad y temperatura a la que estos individuos estan
expuestos. Por su parte, Thom y colaboradores (2007), proponen cuatro hidrocarburos
cuticulares (Z-(9)-tricoseno, tricosano, Z-(9)-pentacoseno y pentacosano) que son emitidos
por las abejas que danzan dentro de la colmena, los cuales no se encuentran en abejas no
danzarinas, e incrementan el nimero de recolectoras que abandonan la colmena en busca
de la fuente de alimento. Esto se debe a que una abeja que haya encontrado una fuente
de alimento muy productiva, danzard con mayor intensidad que aquella que haya
encontrado una fuente menos productiva. De este modo, se eleva la temperatura corporal
(Farina y Wainselboim 2001), promoviendo la liberacién de los cuatro hidrocarburos antes
mencionados.

Los resultados aqui mostrados son consistentes con lo antedicho, siendo
novedosos en cuanto a que el patron de hidrocarburos cuticulares encontrado pareciera
ser distinto de acuerdo a la productividad de la fuente de alimento que estad siendo
explotada (0.5M, 2M) y no sélo debido a cambios en la cuticula relacionados con el

cambio de tareas, como proponen Kather y colaboradores (2011). Es decir, encontramos
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que a mayores niveles de actividad y/o productividad de la fuente de alimento, menor
seria el largo de la cadena de los hidrocarburos presentes en los perfiles obtenidos.
Ademas, por la intensa actividad locomotora, se incrementa la volatilidad de estos
compuestos y se promueve su mayor dispersion.

Lo expuesto en el presente capitulo es una primera aproximacién al estudio de los
hidrocarburos cuticulares que pueden estar involucrados en el contexto de reclutamiento
de Apis mellifera, de manera que es necesario seguir avanzando en su estudio. Para ello,
nos proponemos nuevos experimentos para las siguientes temporadas, que involucran la
utilizacion de fibras absorbentes de volatiles (SUPELCO SPME Portable, Field Sampler) y
dispositivos especiales (Schmitt et al. 2007) que nos permitan la toma de muestras de
volatiles que emite la abeja recolectora en el momento de la ingesta en un ambiente
controlado, ademds de ser posible tomar muestras de los compuestos cuticulares

poniendo en contacto directo las fibras con el térax y abdomen de las abejas recolectoras.
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Los umbrales de respuesta a estimulos quimiosensoriales en el contexto de la

danza de reclutamiento

4.1 Introduccion

Se ha propuesto que una de las causas por la que ocurre la divisién de tareas en insectos
eusociales, es que los individuos presentan diferentes umbrales de respuesta frente a
estimulos que liberan una respuesta comportamental (Robinson 1987; Robinson y Page
1989; Bonabeau et al. 1996). Por ejemplo, en abejas, el pasaje desde tareas dentro de la
colmena hacia recolectar fuera de ella es propuesto como el reflejo de cambios en las
respuestas a estimulos que provocan la realizacién de la nueva tarea (Lindauer 1948;
Seeley 1989).

El estudio de umbrales de respuesta en abejas meliferas se basa en la respuesta
refleja de la extensién de la probdscide (REP) frente a la estimulacion con solucién

azucarada en las antenas (Kuwabara 1957). De esta manera, es posible cuantificar el grado
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de sensibilizacién al azucar de los individuos. Es decir, el umbral de respuesta a azucar
(URA) puede ser estimado por la concentracién mas baja que causa la extensién de la
probdscide, en una serie creciente de concentracidon de solucidon azucarada (Page et al.
1998).

Los URA de abejas jévenes (pre-recolectoras) se asocian con sus elecciones
recolectoras posteriores, sugiriendo que existen factores genéticos que afectan esta
respuesta (Pankiw y Page 2000; Pankiw et al. 2004). Obreras jévenes que se convierten en
recolectoras de polen tienen bajos umbrales de respuesta, mientras que aquellas que
recolectan néctar poseen altos umbrales (Page et al. 1998; Pankiw y Page 1999). Sin
embargo, los URA también son modulados por la ingesta de solucién azucarada. Aquellas
abejas que se alimentan de solucidén azucarada de alta concentracidén presentan umbrales
mas altos que aquellas que se alimentan con baja concentracién de azucar (Pankiw et al.
2001, 2004). Ademas, se determind que la sensibilidad gustativa de las abejas de colmena
ubicadas en el area de descarga, especificamente aquellas encargadas de recibir el néctar
cosechado por las abejas recolectoras y procesarlo (abejas “procesadoras de alimento”),
depende de la concentracién de azucar recibida. Es decir, a mayor concentracién de
azucar recolectado y luego transferido, mayor es el umbral de respuesta al azucar de las
abejas procesadoras (Martinez y Farina 2008). Estas evidencias sugieren que la
sensibilidad gustativa se ve afectada por factores genéticos pero es modulada por factores
ambientales, como la calidad del recurso incorporado a las colmenas. La sensibilidad
gustativa correlaciona con el aprendizaje de tipo asociativo, es decir, los umbrales de

respuesta al estimulo excitatorio afectan la fuerza de contingencia entre el estimulo
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incondicionado (El) y el estimulo condicionado (EC) (Schneider et al. 2001). Durante el
establecimiento de esta asociacion entre los dos estimulos, ocurre un proceso de
sensibilizacion al estimulo excitatorio, en este caso, al azUicar (Ramirez et al. 2010). Las
abejas con mayor sensibilidad gustativa (menores URA) presentan mejores tasas de
aprendizaje olfativo como tactil (Schneider et al. 1999). Los niveles motivacionales del
individuo aumentan producto de la recompensa, alcanzando un estado de “arousal”
(Hammer y Menzel 1995) que incrementa la respuesta ante determinados estimulos.
Ademas, altos niveles de recompensa aumentardn los valores de atencién (proceso
cognitivo multidimensional que incluye la habilidad de seleccionar y enfocarse en un
aspecto del ambiente mientras otros son ignorados, James 1890; Gaddes y Edgell 1994)
permitiendo acelerar la adquisicién de informacién en el corto plazo (Hammer 1997). Por
su parte, cuando una recolectora exitosa regresa a la colmena y danza con intensidad,
aumenta la atencién de sus comparieras de nido. De este modo, la danza también podria
estar influyendo sobre el “arousal” de las abejas seguidoras.

Por otro lado, como se ha mencionado en la Introduccion de esta Tesis, las abejas
meliferas poseen la capacidad de evocar memorias que fueron establecidas en un
contexto, por ejemplo, al recolectar néctar de las flores, en otro contexto completamente
diferente, como ser estando amarradas bajo condiciones laboratorio (Gerber et al. 1996;
Sandoz et al. 2000, Farina et al. 2005, 2007; Griter et al. 2006, 2009).

Con todo lo expuesto, y teniendo en mente que un cambio en los umbrales de
respuesta indicaria o bien niveles motivacionales de las abejas seguidoras de danza o bien

III

variaciones en sus niveles de “arousal” (en ambos casos, se facilita la adquisicion de
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informacién), nos propusimos desarrollar un ensayo que permita evaluar respuestas
guimiosensoriales en el contexto de danza y estudiar de qué manera esta ultima afecta los
umbrales de conducta de las abejas seguidoras, explotando la habilidad que poseen las
abejas de no restringir lo aprendido a un contexto determinado sino de poder evocarlo

fuera del mismo.

4.2 Materiales y métodos

Una colonia de 3000-3500 abejas Apis mellifera fue confinada a una colmena de
observacion de dos cuadros. La colonia contaba con reina, cria y reservas. A diferencia de
las colmenas de observacion descriptas en otros capitulos de esta Tesis, esta colmena no
poseia paredes de acrilico, es decir, se trataba de una colmena de observacién abierta, de
manera que permitia la captura directa de los individuos. La colmena fue instalada dentro
de una casilla de madera de 1.50m x 1.50m x 2m en total oscuridad (Fig. 4.1a), excepto al
momento de realizar los ensayos, donde se encendia una luz roja. La casilla permitia la
salida de las abejas hacia el exterior a través de un orificio en conexién directa con la
piquera.

El experimento fue realizado entre diciembre del 2010 y febrero del 2011 en el

Campo Experimental de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, UBA.
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Figura 4.1. a. Casilla de madera donde se
encontraba la colmena de observacion
utilizada. b. Colmena de observacion.

4.2.1 Procedimiento experimental

Con el objeto de cuantificar diferentes niveles de seguimiento de danza, se evalud la
presencia de danzarinas provenientes de fuentes naturales y se comenzé con el ensayo. .
Se capturaron, directamente de la colmena de observacién (Fig. 4.1b y Fig. 4.2), abejas
gue siguieron danzas de abejas recolectoras de néctar durante 3 o menos contoneos
(“SN<3”) o durante mas de 3 contoneos (“SN>3"). Ademas, se capturaron abejas que no
siguieron ninguna danza que se encontraban en un area alejada de la entrada de la

colmena (“AA”).
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Figura 4.2. Captura de abejas desde
la colmena de observacion.

Las abejas fueron capturadas utilizando un aspirador (Fig. 4.2) e inmediatamente
colocadas en tubos plasticos, donde fueron anestesiadas con CO,. Luego se las encepd en
tubos de metal (Fig. 4.3), que sélo permitian el libre movimiento de las antenas y las
piezas bucales, y se las dejé en reposo, durante una hora, en una incubadora en oscuridad
bajo condiciones de temperatura y humedad reguladas (32°Cy 55/ ).

Una vez concluido este periodo de reposo, se procedid a realizar el protocolo de
umbrales de respuesta a azucar (URA). El mismo consiste en evaluar la respuesta de
extension de probdscide (REP) de las abejas frente a la presentacién de agua vy
concentraciones crecientes de solucion de sacarosa (Fig. 4.3). El reflejo de extension de la

probdscide puede ser utilizado para estudiar la sensibilidad de la abeja variando la
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concentracién de la solucion de sacarosa presentada (Page et al. 1998; Pankiw y Page
1999). La concentracion mas baja a la cual la abeja responde extendiendo la probdscide es

interpretada como su “sensibilidad al azucar”.

Figura 4.3. Abeja encepada. Se observa la
respuesta de extension de la probodscide al
contactar las antenas con un palillo embebido con
azucar.

La serie a seguir fue: agua, 0.1/ p/p, agua, 0.3/ p/p, agua, 1/ p/p, agua, 3/ p/p,
agua, 10/ p/p, agua, 30/ p/p, agua, 50/ p/p. Las abejas fueron testeadas de a una por
vez, en orden secuencial: primero, todas las abejas fueron testeadas para el agua, luego
todas fueron testeadas para 0.1/ p/p y asi sucesivamente (Page et al. 1998). Siempre se

las tested en orden creciente de concentracion de sacarosa de manera de reducir la
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posible sensibilizacion que podria ocurrir al usar altas concentraciones de sacarosa. La
presentacion del agua sirve como control del potencial efecto de la estimulacion repetida
de sacarosa que podria llevar a un incremento en la sensibilizacién o habituacién,
afectando las subsecuentes respuestas, ademas que evita posible confusiones por efecto
de la sed. A aquellas abejas que responden al agua, se les permite beber hasta saciarse. En
cambio, si responden ante la presentacion de la solucion de sacarosa, no se las alimenta.

El intervalo de tiempo entre una presentacion y otra fue de aproximadamente 3 minutos.

Se registrd la proporcion de abejas que respondieron a las distintas concentraciones de
sacarosa y se obtuvo un puntaje de REP para cada abeja. El puntaje es el nimero de
concentraciones para las cuales la abeja extendid la probdscide y correlaciona con el
umbral de respuesta porque los animales normalmente responden a todas las
concentraciones por encima de su umbral (Pankiw et al. 2004). Esta respuesta se
cuantifica de 1 a 7: un puntaje de 1 indica que una abeja sdélo respondid al contacto con
solucion de sacarosa 50/ p/p, mientras que un puntaje de 7 indica que la abeja respondié
a las siete concentraciones presentadas. Cabe destacar que la mayoria de las abejas que
respondieron a bajas concentraciones de sacarosa también extendieron su probdscide
frente a las de mayor concentracidn. Si una abeja no respondié frente a una concentracion
de sacarosa determinada, pero si lo hizo frente a las concentraciones inmediatamente
anterior y posterior, el score registrado se corresponde con la minima concentracion de

sacarosa a la cual el individuo respondié.
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4.2.2 Andlisis estadistico

La sensibilidad gustativa fue cuantificada utilizando el puntaje URA. Dichos puntajes se
compararon para cada una de las categorias de abejas seguidoras de danza (AA, SN<3 y
SN>3) por medio de una prueba de Kruskal-Wallis, ya que los datos no cumplieron con

los supuestos de homogeneidad de varianza (Sokal y Rohlf 2000).

4.3 Resultados

En la Figura 4.4 se muestran las curvas (Figuras a y b) y el puntaje (Figuras c y d) de
respuesta al azlcar obtenidos para cada categoria de abejas seguidoras de danza. No se
encontraron diferencias significativas al comparar los URA de los distintos grupos (AA,
SN<3, SN>3) (Kruskal-Wallis: H=1,574438, N= 67, p =,4551). Sin embargo, las curvas de
respuesta con el incremento de la concentracién ofrecida presentan variaciones segun las
categorias comportamentales elegidas. Se observa, ademas, una tendencia a encontrar un
puntaje menor en aquellas abejas no seguidoras de danza (puntaje=2) respecto a aquellas
qgue si lo hicieron (puntaje=3) (Fig. 4.4c y d). Es decir, las abejas que siguieron danzas
tendieron a presentar mayores puntajes URA que aquellas que no lo hicieron. Dado que

las abejas seguidoras estan mas motivadas a adquirir informacion, la tendencia aqui
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encontrada podria interpretarse como una mayor sensibilizacion frente a una clave
vinculada con el recurso, como ser la gustativa. De ser asi, podria interpretarse como una
estrategia favorable en un contexto de reclutamiento, donde las expectativas de una
abeja seguidora son menores que las de abejas que se encuentran alejadas de la zona de
descarga, de modo que bastaria con seguir algunos contoneos para involucrarse en el ciclo

recolector fuera de la colmena.
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Figura 4.4.

Distribucién respuestas al azticar. Arriba: las lineas indican la proporcion
acumulada. Abajo: puntaje de URA para cada grupo. (AA: area alejada (N= 18); SN<3 (N=22):
seguidoras de 3 o menos contoneos, SN>3 (N=22): seguidoras de mas de 3 contoneos).
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4.4 Discusion

Si bien no se han encontrado diferencias significativas en los resultados obtenidos en este
ensayo, parece oportuno presentarlos debido a las implicancias que pueden tener en una
situacion natural. La toma de estos datos es compleja, viene acompaifiada de una gran
mortalidad, y la captura de abejas seguidoras de danza no es nada sencilla, como puede
serlo la captura de una abeja inmdvil mientras recibe alimento mediante trofalaxia (Farina
et al. 2007, Martinez y Farina 2008). Sin embargo, estos resultados abren la posibilidad de
realizar nuevos ensayos bajo condiciones mds controladas y que permitan obtener
conclusiones mas sélidas. Los presentes resultados muestran una tendencia en la que
aquellas abejas que no siguen danza presentan un puntaje mas bajo (mayor umbral)
respecto de aquellas que si lo hacen. De esta manera, las abejas podrian incrementar su
nivel de sensibilidad al azlicar recompensado, ya sea siguiendo danzas o permaneciendo
cerca de ese entorno comunicacional (von Frisch 1967). Uno de los componentes
informacionales de la danza de las abejas es la predisposicidén a responder a la informacién
(von Frisch 1923; Griter y Farina 2009). Es decir, este entorno comunicacional afectaria el
nivel motivacional de las abejas del entorno aumentando la probabilidad o el nivel de
muchas respuestas a otros estimulos, alcanzando un estado de excitacién (“arousal”), que
es de corta duracién, pero puede acelerar los procesos de adquisicion de informacién
(Hammer y Menzel 1995). En otras palabras, un alto nivel motivacional y un adecuado

nivel de “arousal” facilitarian la adquisicion de la informacién transmitida en la danza de

reclutamiento. Esto tiene sentido si se tienen en cuenta trabajos que reportan que la
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danza de las abejas atrae no sélo a potenciales abejas recolectoras (von Frisch 1967;
Seeley 1995) sino también a procesadoras de alimento, las cuales reciben la descarga de
las recolectoras (Farina 2000).

Por otro lado, los umbrales de respuesta al azlcar de las abejas involucradas en la
recepcion de néctar dentro de la colmena, se modifican de acuerdo a la calidad del
alimento (Martinez y Farina 2008). Es decir, abejas que reciben una soluciéon azucarada de
baja concentracién por parte de las recolectoras, muestran alto puntaje (bajo umbral)
mientras que aquellas que reciben solucién azucarada de alta concentracion presentan un
alto umbral (bajo puntaje). La relacidon entre la calidad del alimento entrante y la
sensibilidad de la abeja receptora podria funcionar de manera tal que, receptoras con alto
URA rechacen a recolectoras que cargan alimento de baja calidad, mientras que aquellas
receptoras con bajo URA acepten un amplio rango de calidad de alimento. Es decir, tener
altos umbrales de respuesta implica que la probabilidad de aceptacién de alimento por
parte de las procesadoras, sea baja. De esta manera, la colonia de abejas tiene la habilidad
de dirigir su fuerza de recoleccidon hacia la mejor fuente de alimento encontrada en el area
gue estd siendo explotada (Seeley 1995).

Con todo esto, el hecho de poder medir umbrales de azucar en referencia a lo
aprendido dentro de la colmena, es una evidencia mas de la capacidad que poseen las
abejas de poder transferir informacion adquirida en un contexto a otro que poco se le
parece. En nuestro caso, abejas que se encontraban dentro de la colmena bajo
condiciones naturales, siguiendo danzas o no, fueron capturadas y sus URA evaluados en

condiciones de laboratorio (encepadas).
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Para finalizar, nuestro estudio se plantea como una aproximacién metodoldgica
para profundizar en el analisis del estado motivacional de los individuos previo a la
actividad recolectora inmediata, el cual es necesario seguir desarrollando para mejorar los
resultados obtenidos; asi como también es necesario desarrollar procedimientos que
permitan estudiar la transferencia de memorias olfativas aprendidas dentro del contexto

de la danza a otros contextos, como ser bajo condiciones de laboratorio.
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Los aromas florales aprendidos dentro de la colmena tienen un efecto a largo

término en el reclutamiento

5.1 Introduccion

Los animales sociales usan numerosas sefiales para guiar a co-especificos hacia un
objetivo particular (Wilson 1971; Bradbury y Vehrencamp 1998). El comportamiento de
comunicacidon mejor estudiado en invertebrados es la danza de contoneo de las abejas
(von Frisch 1967). Abejas recolectoras exitosas despliegan un movimiento en forma de “8”
sobre la cera del panal, proveyendo a sus compafieras de nido de informacién acerca de la

localizacion del sitio de alimentacion recientemente explotado. La eficiencia de la danza
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como estrategia de reclutamiento, sin embargo, depende parcialmente de Ia
concomitante transferencia de informacion olfativa de la danzarina hacia sus seguidoras
(von Frisch 1923; Lindauer 1971; Farina y Wainselboim 2005; Griiter y Farina 2009a).
Durante el reclutamiento hacia fuentes de alimento aromatizadas, las compafieras
de nido pueden aprender ese olor del cuerpo de las recolectoras exitosas mientras danzan
(von Frisch 1967) y de las muestras de alimento transferidas a través de trofalaxia (Farina
et al. 2005, 2007; Gil y De Marco 2005). La memorizacion de claves olfatorias dentro del
nido puede, a su vez, ayudar a las abejas reclutadas a localizar el sitio de alimentacién
advertido (Capitulo 2 de esta Tesis). Ademas, el influjo de alimento aromatizado afecta no
sélo a las recolectoras sino también a obreras jévenes de edad pre recolectora (Griter et
al. 2006) que experimentaron el olor del alimento mientras realizaban tareas dentro del
nido (Lindauer 1952; Seeley 1982). Experiencias olfativas en obreras de edad pre
recolectora podrian ser importantes en el futuro reclutamiento y el comportamiento de
busqueda. Abejas jovenes de colmena pueden recuperar memorias asociativas hasta 10 u
11 dias después del influjo de néctar aromatizado al nido (Gruter et al. 2009). Memorias
olfativas establecidas desde unos pocos dias después de la emergencia del imago pueden,
de hecho, ser recuperadas a edades recolectoras (ej. cuando las abejas comunmente
inician las actividades de recoleccidn) incluso 9 a 12 dias después de la circulacién de
alimento aromatizado dentro de la colmena (Arenas et al. 2008, 2009a, b). Hasta ahora,
no hay evidencia que muestre que las memorias olfativas adquiridas dentro de la colmena

a edades pre recolectoras afecten el subsecuente reclutamiento.
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Dentro del contexto de danza, abejas entrenadas a recolectar de un alimentador
aromatizado pueden ser rapidamente reactivadas a reanudar la explotacion de la fuente
de alimento conocida después de haber seguido danzarinas que llevaban consigo el olor
presentado en el alimentador (von Frisch 1923; Lindauer 1971). Sin embargo, si abejas que
s6lo experimentaron estos olores dentro de la colmena, de modo que no tuvieron
experiencia acerca de la localizacién de la fuente de alimento advertida, pueden ser mas
facilmente reclutadas por danzarinas que cargan el olor previamente experimentado,
necesita ser investigado.

Aqui estudiamos si experiencias con olores dentro de la colmena pueden modificar
los patrones de interaccién entre las danzarinas y las seguidoras expuestas a alimento con
olor 8 dias antes. Pensamos que, después del establecimiento de memorias olor-
recompensa a través del influjo de néctar aromatizado, las abejas seguidoras tenderian a
seguir danzas en las cuales la abeja reclutadora presente el olor ya experimentado dentro
del nido. También nos propusimos estudiar diferencias en la ocurrencia de esas
interacciones segun la edad a la cual las seguidoras experimentaron el olor por primera
vez. Finalmente, se evalud el efecto de las memorias olfativas formadas dentro de la

colmena en el reclutamiento hacia locaciones de alimento sefialadas.
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5.2 Materiales y métodos

Para analizar los patrones de interaccidon de las abejas con experiencia olfativa dentro de
la colmena durante las danzas, se suplid a las colonias diferentes grupos de obreras recién
emergidas identificadas con una marca de color en el térax. Se esperaba que las obreras
marcadas fueran encontradas siguiendo danzas en los subsecuentes dias. Estos grupos
fueron incorporados de manera que el influjo de alimento con olor (solucién de sacarosa
aromatizada cargada por recolectoras entrenadas hacia la colmena) tuvo lugar a edades
pre recolectoras particulares de la vida de las abejas. Mucho después, cuando la mayoria
de esas abejas estaban prontas a iniciar la busqueda de alimento o ya estaban realizando
esta tarea, se monitorearon a fin de analizar qué danzas seguian en su mayoria: (1) danzas
realizadas por abejas que traian olores que las abejas habian experimentado 8 dias antes
en la colmena o (2) danzas realizadas por abejas que traian un olor novedoso. Para
descartar cualquier preferencia por las danzas debido a la localizacion de los sitios de
recoleccidn, las interacciones dentro de la colmena fueron también registradas bajo una
situacion “sin olor”, esto quiere decir que las danzarinas recolectaban solucion sin
aromatizar. Para estudiar el éxito del reclutamiento de las danzas “con olor”, se conto el

numero de arribos a los sitios sefalados.
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5.2.1 Sitio de estudio y animales

Los experimentos fueron realizados de Febrero a Abril del 2010 y 2011 en el Campo
Experimental de la Universidad de Buenos Aires. Tres colonias de Apis mellifera L. fueron
confinadas en 3 colmenas experimentales de observacion (C1, C2 y C3) de dos cuadros
cada una. Las colmenas de observacidon contaban con reina, cria y reservas; estaban
abiertas de manera que las abejas recolectoras tuvieron libre acceso a flores naturales.

Durante 24 dias consecutivos, suplimos a las colonias con obreras recién emergidas de
cuadros de cria sellados, mantenidos en incubadora (temperatura: 36°C y humedad
relativa: 55/ ). Antes de ser introducidas en las colmenas, las abejas fueron marcadas con
un punto de color en el térax utilizando marcadores permanentes (Uni, Mitsubishi Pencil
Co., Ltd, Tokyo). Usamos diferentes colores cada 2 o 3 dias para identificar los grupos de
abeja por edad (Figura 5.1). Durante este periodo, incorporamos aproximadamente 2000
abejas recién emergidas en cada una de las colonias, a través de jaulas conectadas a una

apertura lateral de las colmenas de observacién.
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Tiempo transcurrido en la colmena

Clasesde 16 214
edad 4-11 12-16
(dias) 8-13 16-21

17-24 25-32
| Entrada de olor | Entrenamiento I | |
| 1 [
Dias 1 20 24 25 30 31 32

Figura 5.1. Procedimiento experimental durante un periodo de 32 dfas. Durante los primeros 24
dias, abejas recién emergidas fueron marcadas con color e incorporadas en las colmenas de
observacion a diario. Las fases experimentales (Entrada de olor, Entrenamiento y Evaluacion)
comenzaron en el dia 20. En gris se indica el uso de un olor puro (fenilacetaldehido, FEN o linalo],
LIO) para aromatizar soluciéon de sacarosa (1.8M, 50 ml/litro). Para las colmenas 1 y 3, el olor
experimentado fue FEN, mientras que LIO lo fue para la colmena 2. La fase de Entrada de olor
duré 5 dias. Dentro de ese periodo, encontramos abejas marcadas (abejas con experiencia dentro
de la colmena) representando diferentes edades de estimulacién (en dias; barras grises). En esta
fase, un grupo de recolectoras numeradas fue adiestrado a recolectar solucién azucarada con olor
de un alimentador colocado a una distancia de 5-10m de la colmena. Durante la fase de
Entrenamiento, un nuevo grupo de abejas recolectoras fue adiestrado a recolectar solucién de
sacarosa de dos alimentadores (Al y A2) ubicados a 80m de la colmena. La fase de Evaluacion se
dividié en dos partes: situacion sin olor (dia 31; punteado) y situacién con olor (dia 32, gris). En
cada fase, se permiti6é que s6lo una abeja focal por alimentador recolectara solucién. Las clases de
edad de las abejas con experiencia dentro de la colmena al dia 32 también fueron registradas.

5.2.2. Procedimiento experimental

El experimento consto de tres fases: la Fase de Entrada del olor (dias 20 a 24), la Fase de
Entrenamiento (dias 25 a 30) y la Fase de Evaluacién (dias 31 y 32) (ver Figuras 5.1, 5.2

para detalles).
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Durante la Fase de Entrada del olor, alimento aromatizado fue introducido a la
colonia a través de abejas recolectoras para establecer memorias olor-recompensa
naturales en las abejas de la colmena. Estudios previos han usado este procedimiento
exitosamente en abejas jovenes (Farina et al. 2005, 2007; Griter et al. 2006, 2009). En
esta fase experimental, 15 a 20 recolectoras por colonia fueron adiestradas a un
alimentador artificial (AO) colocado cerca de la colmena (5-10m). Estas abejas fueron
numeradas con etiquetas pldsticas (Opalithplattchen) colocadas en el térax, para su
identificacion individual. Durante la fase de Entrada del olor, las abejas numeradas
recolectaron 14 ml de solucién azucarada 1.8M aromatizada por dia, durante 5 dias
consecutivos. Esta solucién fue aromatizada con 50 ml de olor puro por litro de solucién.
Las recolectoras de las C1 y C3 recolectaron solucion aromatizada con Fenilacetaldehido
(FEN), mientras que las recolectoras de la C2 recolectaron soluciéon aromatizada con
Linalol (LIO). Se permitid que sélo las abejas numeradas individualizadas recolectaran
solucion aromatizada de ese alimentador. Asumimos que la solucién recolectada (70 ml)
durante este periodo de 5 dias fue incorporado a las colmenas. Cuatro grupos de edad de
obreras marcadas con color pudieron identificarse durante la Fase de Entrada del olor: 1 a
6,4a11,8a13y17 a24dias de edad (Figuras 5.1).

A lo largo de la Fase de Entrenamiento (dias 25 a 30), otros dos grupos de
recolectoras (15-30 abejas recolectoras diferentes a las abejas jovenes introducidas en los
dias previos) fueron entrenados a visitar dos alimentadores lejanos: alimentador 1 (A1) y
alimentador 2 (A2). A1 y A2 fueron colocados a una distancia de 70m entre ellos y a 80m

de la colmena, ambos ofrecieron solucién azucarada (1.8M) sin olor ad libitum. Estas
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recolectoras adiestradas durante la Fase de Entrenamiento, que se convertirian en las
abejas reclutadoras durante la Fase de Evaluacion, fueron numeradas con etiquetas
plasticas para su identificacidn individual, segun el alimentador visitado.

Durante la Fase de Evaluacion, las recolectoras reclutadas fueron rigurosamente
monitoreadas durante sus estadias dentro del nido, entre viajes de recoleccion, y se
registraron las interacciones con sus compafieras de nido. Ademas, registramos el
reclutamiento a los alimentadores. Para esta finalidad, A1 y A2 fueron continuamente
observados vy, excepto por la abeja reclutadora, todas las abejas que aterrizaron fueron
capturadas, identificadas vy sacrificadas (sélo se permiti6 una reclutadora por
alimentador). Al y A2 ofrecieron solucidn de sacarosa (1.8M) sin olor ad libitum. Debido a
la recompensa ofrecida y a la distancia a la que se encontraban Al y A2, la mayoria de las
abejas reclutadoras realizaron danzas de contoneo durante el reclutamiento de sus
companieras de nido hacia los alimentadores (von Frisch 1967)

La fase de evaluacién se limitd a periodos de 1 hora en los dias 31 y 32 del
experimento, 7 y 8 dias después de haber introducido el olor a la colonia. En el dia 31,
evaluamos la situacion sin olor, es decir, los alimentadores (A1l y A2) ofrecieron solucidn
sin olor y, por ende, las danzas fueron sin olor. Al dia siguiente, evaluamos la situacion con
olor. En este caso, las soluciones de los alimentadores fueron aromatizadas con LIO o FEN
(50 ml de olor puro por litro de solucién de sacarosa). En un disefo cruzado, cada olor
representd el olor que habia sido introducido en una colmena (olor familiar) y el olor
novedoso para las otras. Al fue aromatizado con LIO y A2 con FEN para Cly C2, y

viceversa para C3 (Al fue aromatizado con FEN y A2 con LIO). Comparamos preferencias
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de las seguidoras por Al o A2 dentro y entre las situaciones con o sin olor. Del estudio de
las interacciones entre las abejas reclutadoras y las abejas con experiencia dentro de la
colmena (las compafieras de nido con marca de color), pudimos cuantificar los efectos de

memorias establecidas a diferentes edades pre recolectoras sobre el reclutamiento.

5.3.3 Observaciones comportamentales

Durante los 60 minutos del periodo de evaluacién, registramos las danzas realizadas por
las abejas reclutadoras usando video camaras Sony (DCR-TRV 310 and Sony Handycam
HDR-SR11). De las grabaciones de video, identificamos las abejas con experiencia dentro
de la colmena (marca de color) que siguieron danzas. Definimos a las seguidoras de danza
como las abejas con marca de color que se colocaron a una distancia de una abeja de
largo de la danzarina y que se movieron de manera que sus cabezas quedaran frente a la
danzarina a lo largo de sus circuitos (Biesmeijer y Seeley 2005). Se registraron las danzas
sin olor correspondientes a Al o A2 (situacién sin olor), danzas con olor familiar
correspondientes a A1 o A2 y danzas con olor novedoso correspondientes a A1l o A2
(situacion con olor). También medimos la duracién de cada danza realizada por la abeja
reclutadora. Al mismo tiempo, capturamos a todas las abejas que fueron reclutadas y

aterrizaron en los alimentadores bajo ambas situaciones (sin olor y con olor) para evitar
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contarlas dos veces. Ademas, registramos la hora de arribo y la marca de color de cada

abeja.

5.3.4 Analisis estadistico

Se utilizé el modelo lineal generalizado de efectos mixtos (GLMM) en R v.2.9 (R
Development Core Team 2006) para el andlisis del nimero de seguidoras de danza de
acuerdo al alimentador del cual la recolectora reclutadora recolectaba la solucién
azucarada y segun la situacién (con o sin olor). El R ajusta los modelos usando la funcién
Imer (Bates 2007). Se incluyé la colonia como efecto al azar para controlar la no
independencia de los datos provenientes de la misma colonia. Incluimos el nimero de
seguidoras de danza y la situacién con o sin olor como efectos fijos. Todas las variables
dependientes mostraron distribucidén de Poisson.

Para comparar las preferencias de las seguidoras de danza entre las situaciones
con o sin olor, aplicamos la prueba de Fisher (Sokal y Rohlf 1995). La misma prueba fue
utilizada para comparar la proporciéon de todas las abejas con experiencia dentro de la

colmena que arribaron a A1 o A2 después de haber sido reclutadas dentro de la colmena.



Capitulo 5| 90

5.4 Resultados

5.4.1 Seguimiento de danza y experiencias previas

La Figura 5.2 muestra el numero de abejas con experiencia dentro de la colmena (abejas
con marca de color) que siguieron danzas para la situacidn con vy sin olor para cada estadia
en la colmena. Para la situacién sin olor (Figura 5.2a, d, g) observamos que el nimero total
de abejas que siguieron danzas de Al y A2 no difirieron significativamente entre las
estadias en la colmena (sucesivos viajes de retorno de la recolectora activa). En la
situacién con olor, sin embargo, la mayoria de las abejas se dedicaron a seguir danzarinas
que provenian de los alimentadores con el olor conocido (Figura 5.2b, e, h). En C1, el alto
numero de abejas seguidoras con experiencia para Al (alimentador aromatizado con LIO)
fue ampliamente revertido de la situacion sin olor a la situacién con olor cuando se afiadid
FEN a A2 como el olor experimentado dentro de la colmena (Figura 5.2b). Un resultado
similar se encontré para C3 cuando el PHE fue afiadido a A1 como el olor experimentado
en la colmena (Figura 5.2h). En C2, el nimero ligeramente mayor de abejas seguidoras con
experiencia para Al se incrementd fuertemente durante la situacion con olor cuando éste
alimentador ofrecié solucién con olor conocido (Figura 5.2e). En conjunto, el analisis
reveld que el niumero de abejas seguidoras con experiencia claramente difirié entre las
situaciones con y sin olor (GLMM: Z= 7.467, P<0.001) y que las danzarinas llevando el olor
experimentado fueron seguidas mas que aquellas que llevaban el olor novedoso (Z=

6.448, P<0.001).
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Figura 5.2. Memorias de largo término evocadas en el contexto de danza. Numero de abejas con
experiencia olfativa dentro de la colmena, que siguieron danzas de abejas focales en sucesivas
estadias de colmena. Las abejas focales recolectaron solucion azucarada sin olor bajo la situacién
sin olor (a, d, g) o aromatizada con distintos olores de los alimentadores 1 y 2 durante la
situacién con olor (b, e, h; Alimentador 1, circulos llenos; Alimentador 2, circulos vacios).
Memorias olfativas dentro de la colmena fueron establecidas 8 dias antes de la fase de
Evaluacién a través de la entrada de solucion de sacarosa aromatizada (FEN para las colmenas 1

y 3; LIO para la colmena 2) (g, f, i).

Proporcidén de abejas con experiencia olfativa dentro de la colmena que siguieron danzas bajo las
situaciones con y sin olor. El alimentador con el olor que fue experimentado dentro de la
colmena, se muestra en negrita. El nimero de abejas se muestra al pie de cada barra.

La alta proporcién de abejas experimentadas que interactué con las abejas

reclutadoras provenientes de lo alimentadores con el olor conocido sugiere fuertemente
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que los patrones de interaccion social fueron afectados por las experiencias olor-
recompensa que ocurrieron 8 dias antes dentro de la colmena (prueba de Fisher: C1: X’=
10.56, df= 1, N= 97, P=0.0019; Figura 5.2¢c; C2: X°= 11.89, df= 1, N=125, P = 0.0006; Figura
5.2f; C3: X*= 10.24, df=1, N =133, P =0.0014; Figura 5.2i). No encontramos diferencias
estadisticas en la duraciéon de la danza para la situacién con olor (GLMM: Z= 0.022, P=
0.9827) ni cuando comparamos la situacion sin olor con la situacién con olor (Z= 1.803, P=
0.071). De esta manera, la duracidn de la danza no influye en si las abejas con experiencias
dentro de la colmena siguen danzarinas llevando el olor conocido o el novedoso.

La frecuencia de abejas que siguieron a las abejas reclutadoras no difirid
significativamente entre las cuatro clases de edades de abejas expuestas (Figura 5.1 y
5.3a). De este modo, el sesgo observado en la respuesta en el seguimiento de las abejas
fue independiente de la edad a la cual las abejas fueron estimuladas. Como consecuencia,
los datos de las diferentes clases de edad fueron agrupadas (ver Figura 5.3 para
estadistica). Ademads, para la situacion sin olor, no encontramos diferencias significativas
en la distribucién de edades (prueba de bondad de ajuste: alimentador aromatizado con el
olor conocido X?= 7.444, df=3, N=72, P= 0.065; alimentador aromatizado con el olor

novedoso: X’= 6.416, df=3, N=89, P= 0.093).
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Figura 5.3. Clases de edad de las seguidoras de danza (a) y reclutadas durante la situacion con
olor (b) (dia 32 del experimento y 8 dias después de haber ingresado el olor a la colmena), en la
cual 2 alimentadores ofrecieron soluciéon de sacarosa con olor, uno con el olor experimentado
dentro de la colmena y, el otro, con un olor novedoso.

Las distribuciones de las abejas seguidoras de danza y las abejas que arriban al alimentador,
mostraron diferencias significativas segun el olor transportado por la danzarina (P<0.001,
GLMM; y P<0.01, prueba de Fisher, respectivamente) pero no se encontraron diferencias
respecto a la edad de estimulacién (Prueba de bondad de ajuste: Olor experimentado dentro de
la colmena: P=0.459, N=150, df = 3, X2 = 2.587; Olor novedoso P=0.385 N = 46, df = 3, X2 = 3.043).
Los asteriscos indican diferencias significativas entre las situaciones: ***P<0.001, **P<0.01.

5.4.2 Arribos

Bajo la situacién con olor, los arribos de abejas con experiencia dentro de la colmena a los
alimentadores fueron observados sélo para C2 y C3 (ver Figura 5.4). Consistentemente

con resultados previos, observamos (Figura 5.2) que la mayoria de los arribos tuvieron
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lugar en los alimentadores que ofrecieron el olor experimentado dentro de la colmena
(LIO para C2 y FEN para C3; para detalles ver Figura 5.3).

Es interesante, que la mayoria de las abejas con experiencia en colmena que
fueron reclutadas a los alimentadores muestran un amplio rango de edades (Figura 5.3),
aungue arribaron mas abejas de la clase de edad 16 a 21 dias que del resto de los rangos

de edad.
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5.5 Discusion

Los resultados muestran que experiencias olfativas tempranas dentro de la colmena, las
cuales ocurren mayormente a edades pre recolectoras, sesgan la eleccién hacia una u otra
danzarina. Este sesgo podria explicarse por la existencia de memorias olfativas estables de
largo término que fueron adquiridas dentro de la colmena durante el influjo de alimento
aromatizado. Como consecuencia de estas experiencias dentro de la colmena, las
seguidoras mostraron mas interacciones con las danzarinas que llevaban el olor aprendido
que con las danzarinas llevando en olor novedoso. Ademas, un concomitante incremento
en el numero de abejas involucradas en el seguimiento de estas danzas promueve un
incremento en el nimero de abejas que arriban a los alimentadores que ofrecieron el olor
experimentado dentro de la colmena. La introduccidn de pequefias muestras de alimento
aromatizado a la colmena a través de abejas recolectoras, ha sido usada exitosamente
antes para establecer memorias olfativas en abejas de colmena de todas las edades (un
alimentador que ofrece sélo 14 ml de solucidon aromatizada por dia; Griiter et al. 2006).
Memorias asociativas formadas de este modo, pudieron ser recuperadas bajo el
paradigma REP (respuesta de extension de probdscide) 10 dias después que la solucién
fuera introducida (Gruter et al. 2009). El paradigma REP ha sido utilizado exitosamente
como medida de la retencion de memorias olfativas en las abejas tanto en laboratorio
como en condiciones naturales (Gerber et al. 1996; Menzel 1999). Si una abeja aprendio la
asociacion entre una recompensa (solucién de sacarosa) y un estimulo biolégicamente

relevante como un olor floral, la subsecuente recepcidn del olor sélo puede causar una
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respuesta condicionada, la extension de la probdscide (Menzel 1999). Eventos de
aprendizaje asociativo conducen a estas memorias debido a la relaciéon entre el olor
presente en el alimento y las muestras de alimento liquido percibidas como recompensa
via trofalaxia (Farina et al. 2005, 2007; Gil y De Marco 2005). Esto, junto con la répida
distribucién de alimento liquido entre las compafieras de nido permitiria una rapida
propagacion de informacion del olor floral (Griiter et al. 2006).

Anecdédticamente, Nixon y Ribbands (1952) reportaron que, luego de introducir 20
ml de solucién azucarada radioactiva usando seis abejas recolectoras entrenadas, un 20/
de la poblaciéon de la colonia (24500 individuos) fueron radioactivos en 4 horas. El
incremento en el nimero de abejas seguidoras de danza que experimentaron el olor no
puede ser explicado por la duracién de la danza, la cual no difiri6 entre las abejas
reclutadoras que llevaban el olor conocido y las que llevaban el olor novedoso. Mas aun,
la adicion de olor a un alimentador no incrementa por si sola la actividad de seguimiento
de danza, en cambio, una danzarina llevando el olor conocido fue necesaria para
incrementar la actividad de seguimiento de danza. Concomitantemente con el alto
numero de abejas involucradas en el seguimiento de danzas, la mayoria de las reclutadas
arribaron a los alimentadores que ofrecieron el olor experimentado dias antes dentro de
la colmena, lo cual sugiere que esta clave ambiental tiene un rol en la activacion de abejas
para encontrar el objetivo. Por lo tanto, proveemos la primera evidencia de que
informacién relacionada con el alimento adquirida por las abejas, mientras realizan
actividades dentro de la colmena y a edades tempranas como adultos, puede ser funcional

mucho después, en el contexto de reclutamiento de la danza de contoneo.
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Un trabajo previo ha mostrado que la abejas prefieren seguir danzarinas llevando
alimento aromatizado con el olor que han experimentado previamente (Griter et al.
2008). Mas aun, las preferencias recolectoras no se limitan a olores experimentados en el
campo, sino que incluyen aquellas experiencias mientras las abejas estaban dentro del
nido (Free 1969; Farina et al. 2005; Arenas et al. 2007, 2008; Capitulo 2 de esta tesis).
Aqui, mostramos que estas preferencias pudieron establecerse varios dias antes que las
abejas fueran activadas a recolectar alimento y probablemente, mientras ellas realizaban
tareas muy diferentes a las relacionadas con la recoleccién. Por lo tanto, memorias
olfativas podrian continuar sesgando la eleccién por una danzarina (reclutamiento de
nuevas recolectoras al sitio de alimentacion indicado) incluso en aquellos casos en que un
sitio de recoleccién aromatizado vuelve a ser productivo luego de un largo periodo de
agotamiento En este sentido, Griter y Ratnieks (2011) documentaron que cuando una
fuente de alimento conocida aromatizada deja de ofrecer recompensa, las recolectoras
son mucho mas propensas a seguir danzas que indican una ubicacion diferente pero con el
mismo olor mas que a aquellas danzas de una fuente natural con un olor completamente
diferente. Los resultados del presente estudio sugieren que las seguidoras de danza
adquieren informacién del olor floral en un contexto diferente (mientras realizan tareas
dentro del nido) y que este sesgo se traslada en un sesgo en el reclutamiento en una
escala a largo término.

En las colonias de abejas, las obreras sufren cambios comportamentales de
acuerdo a la edad y las necesidades de la colonia (Robinson 1992). En este experimento, y

durante el tiempo que el alimento aromatizado fue introducido en la colonia, las abejas
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marcadas estaban realizando un amplio rango de tareas, desde el cuidado de crias
(nifleras, 1 a 6y 4 a 11 dias) hasta procesamiento de alimento (categoria de 8 a 13 dias de
edad) e, incluso, recoleccidon (edades de entre 17 y 24 dias) (Rosch 1925; Lindauer 1952;
Seeley 1982). Diferencias en la eleccién por una danzarina después de experiencias pre
recolectoras sugieren que las memorias asociativas son muy estables e independientes del
contexto comportamental en el cual son recuperadas (Gerber et al. 1996; Sandoz et al.
2000; Arenas y Farina 2008). Como resultado, las experiencias olfativas ganadas mientras
desarrollan actividades como nifieras o almacenadoras de alimento podrian ser
recuperadas exitosamente en el contexto de reclutamiento (Arenas y Farina 2008; Griiter
et al. 2009). Asi, abejas con experiencia olfativa dentro de la colmena a edades pre
recolectoras (edad de estimulaciéon: 1 a 6, 4 a 11 y 8 a 13 dias de edad) mostraron un
fuerte sesgo hacia el seguimiento de danzarinas aromatizadas con el olor conocido mas
que aquellas abejas de mayor edad con experiencia en la colmena (17 a 24 dias de edad;
ver Figura 5.3). Esta evidencia es consistente con estudios previos que mostraron que
memorias olfativas establecidas unos pocos dias después de emerger el adulto podrian ser
recuperadas exitosamente a edades recolectoras y transferidas a diferentes contextos
comportamentales (Arenas y Farina 2008; Arenas et al. 2008). Mas aun, experimentos de
laboratorio recientes muestran que eventos de aprendizaje asociativo en abejas jovenes,
en particular aquellas adquiridas entre los 5 y 8 dias de edad adulta, mejoran la retencion
de nuevos olores aprendidos mas tarde en su vida (Arenas et al. 2009b) y también
promueven cambios estructurales y funcionales en el Iébulo antenal (primer centro

olfativo en el cerebro de los insectos) siguiendo a un aprendizaje olfativo temprano
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(Arenas et al. 2009a, 2012). Si consideramos la complejidad sensitiva de una colmena, la
fuerte respuesta sesgada encontrada para abejas con experiencias pre recolectoras es
consistente con lo obtenido bajo condiciones experimentales mas controladas. Bajo estas
condiciones, tanto el momento como la naturaleza de las estimulaciones sensoriales
tempranas interactian afectando la recuperacion de memorias olfativas tempranas
(Arenas y Farina 2008; Arenas et al. 2009b). Mas aun, encontramos que las abejas
reclutadoras que tenian entre 16 y 21 dias de edad (experimentaron el olor entre los 8 y
13 dias de edad dentro de la colmena) fueron mas propensas a arribar a los alimentadores
qgue aquellas abejas de otras edades. Probablemente, esto se debe a que las abejas
obreras de esa edad (16 a 21 dias) normalmente cambian de desempeiiar tareas dentro
de la colmena a realizar tareas fuera de la colmena (recoleccién) (ver Lindauer 1952;
Résch 1925; Seeley 1982). Recolectoras novatas serian mas propensas a ser reclutadas
hacia un nuevo sitio de alimentacidn que recolectoras de mayor edad, las cuales podrian
ya estar participando de la explotacidn de una fuente.

Mediante la alteracidn de los patrones de interaccidén entre las abejas recolectoras
y las abejas con experiencia dentro de la colmena, las memorias olfativas podrian tener un
efecto en el reclutamiento, al menos, en tres diferentes pasos. En primer lugar, una alta
proporcién de abejas comprometidas en danzas “aromatizadas” con el olor familiar
podrian mejorar las chances de reclutar nuevas recolectoras. Dado que la danza atrae
potenciales reclutas (von Frisch 1923; Thom et al. 2007), olores florales familiares darian
especificidad a esa atraccién. En segundo lugar, la presencia de un olor floral conocido

(experimentado) en el cuerpo de la danzarina o diluido en el néctar podria facilitar la
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decodificacién de la danza. En este aspecto, se ha mostrado que, después de la
recuperacién de memorias olfativas, abejas pre recolectoras son mds sensibles a
responder a un estimulo excitatorio como el azicar (Ramirez et al. 2010). En el contexto
de la danza, el recuerdo de esa memoria asociativa podria llevar a una mejora en la
adquisicion de nueva informacion (Hammer y Menzel 1995) codificada, por ejemplo, en la
danza. Por lo tanto, es plausible que la recuperacién de memorias tempranas en el
contexto de la danza baje los umbrales de respuesta, haciendo a las seguidoras mas
sensibles a evaluar informacion relevante en el bullicioso entorno de las danzarinas (Bozic
y Valenticic 1991; Diaz et al. 2007). En tercer lugar, concomitantemente con el incremento
en el nUmero de recolectoras con experiencia, también podrian ocurrir cambios en los
patrones de otras interacciones sociales, como los eventos trofalacticos (Goyret y Farina
2005; Griter y Farina 2009b) por ejemplo. Las preferencias de las abejas, con experiencia
dentro de la colmena, por el alimento que posee el olor conocido pueden influir
drasticamente en la propagacion de informacion. Por otro lado, nuevos andlisis deben
llevarse a cabo para estudiar los efectos de los olores llevados en la danza, tanto a nivel
individual como de colonia, como en el sesgo en las respuestas de orientacién vy
coordinacion de las tareas colectivas dentro de la colmena.

Aunque la miel almacenada puede ser una importante fuente de informacién
olfativa, funcionando como una “biblioteca de olores” para la colonia (Free 1969), la
pequefia cantidad de alimento aromatizado introducido durante el experimento (70 ml) y
el largo periodo entre la entrada del alimento aromatizado y la Fase de Evaluacién (Free

1969; Arenas et al. 2008; Fernandez et al. 2009) hacen que el sesgo observado en el
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comportamiento no sea causado por la acumulacion de volatiles asociados al alimento
(ver también Griter et al. 2006, 2009). También hay que tener en cuenta que las abejas de
las colmenas experimentales utilizadas podian recolectar alimento de fuentes naturales.
Esto implica que otras memorias olor-recompensa pudieron formarse durante el
experimento. Sin embargo, los resultados, usando diferentes colonias y diferentes olores
como recompensa y como olor novedoso indican que las abejas aprenden a asociar el olor
gue entra con la recompensa, aunque haya una via de adquisicién alternativa.

En conclusidén, estos resultados sugieren que la informacién del olor floral
adquirido mientras se realizan tareas dentro de la colmena, pueden ser utiles mucho mas
tarde, en el contexto comportamental, con implicancias a nivel social como ser el
reclutamiento de compafiieras de nido a nuevas fuentes de alimento. A pesar del hecho de
gue la entrada de olores de fuentes alternativas de alimento podria establecer memorias
gue debilitaran memorias establecidas previamente, las experiencias olfativas tempranas
en la colmena parecen jugar un rol importante en la coordinacidn de tareas relacionadas
con la recoleccion por periodos muchos mas largos de los que se habian considerado
hasta ahora. Esta persistencia de informacion relacionada con el alimento a nivel de la
colonia podria abrir nuevas posibilidades para la biologia aplicada en abejas,
especificamente para mejorar el manejo de las colmenas utilizadas para la polinizacién de

cultivos.
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Conclusiones generales

Como se ha visto a lo largo de esta Tesis, Apis mellifera presenta llamativas habilidades
para aprender y memorizar estimulos ambientales asociados a recompensa (von Frisch
1967; Menzel 1999, 2012; Giurfa 2004; Giurfa y Sandoz 2012). En trabajos previos, estas
habilidades fueron estudiadas extensamente bajo el protocolo REP (respuesta de
extension de la probdscide), utilizando en la mayoria de los casos, abejas recolectoras (por
ejemplo: Bitterman et al. 1983, Menzel y Miller 1996, Erber et al. 1998, Giurfa 2004). Sin
embargo, sélo unos pocos estudios abordaron el aprendizaje en abejas jévenes (Ray y
Ferneyhough 1997, Morgan et al. 1998, Pham-Delégue et al. 1990, Laloi et al. 2001,
Behrends y Scheiner 2009) vy el rol que tiene la estimulacidn olfativa dentro del contexto
social, si ocurre a edades pre-recolectoras, sobre la toma de decisiones en el contexto
recolector y del reclutamiento de nuevos individuos.

En primer lugar, se estudié el efecto de la recoleccion de alimento aromatizado

sobre el sesgo en las preferencias recolectoras de abejas reclutadas, es decir, abejas sin
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experiencia para recolectar en una fuente que ofrece un olor idéntico al ofrecido en Ila
colmena (Capitulo 2). Se presentaron en esta Tesis evidencias acerca de las interacciones
sociales que ocurren dentro de la colmena entre la abeja recolectora y las potenciales
abejas reclutadas, inmediatamente antes de partir en busca de la fuente de alimento
sefialada. Hasta el momento, se asumia que las abejas necesitaban seguir danza o estar
involucradas en intercambios de alimento con una recolectora exitosa para obtener
informacién acerca del olor de la fuente descubierta y dar efectivamente con el sitio de
recoleccion que ofrece ese estimulo. En esta Tesis se ha demostrado que no es
imprescindible que existan contactos trofalacticos directos con la recolectora activa ni
seguimiento de danza para que la abeja reclutada aterrice en la fuente de alimento
“correcta”. De hecho, hemos visto que la interaccién mas frecuente, es el contacto
corporal y que, incluso, abejas que no han tenido ningun tipo de contacto directo con la
recolectora activa, son capaces de descubrir la fuente de alimento indicada.

En segundo lugar, se realizd un primer abordaje a nivel de la disponibilidad de
compuestos cuticulares en abejas recolectoras expuestas a diferentes niveles de
recompensa. El objetivo fue determinar el potencial de esos semioquimicos en el marco
de la transferencia de informacién referida a la productividad del recurso explotado. Se
puede mencionar que en aquellas abejas expuestas a recompensa mas rica, desde el
punto de vista energético, se encontraron hidrocarburos de cadena mas corta, respecto
de aquellos individuos capturados en una fuente con baja recompensa. Es decir, ya

durante la recoleccién, y producto de la entrada gustativa, se podria estar conformando
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este “bouquet” de semioquimicos con potencialidades en el contexto de danza (Thom et

al. 2007).

En tercer lugar, y en vista a establecer los niveles de respuesta frente a estimulos
asociados con recompensa en el contexto de la danza de reclutamiento, se intentd
cuantificarlos mediante procedimientos estandarizados de conducta (REP y URA). Si bien,
el procedimiento es complejo y genera mucha perturbacién en la colmena al capturar
abejas activas, se puede inferir que aquellas abejas cercanas al entorno de danza tienden
a mostrar una mayor sensibilidad quimiosensorial. Esta situacién favoreceria la
adquisicion de informacion transmitida en el contexto de danza, ademas de facilitar el
establecimiento de memorias asociativas en ese contexto al modificar niveles de “arousal”
(Hammer y Menzel 1995).

En cuarto lugar, se estudié el efecto de las memorias olfativas adquiridas dentro de
la colmena, a edad pre-recolectora, sobre el posterior reclutamiento. Este tipo de
memorias a largo plazo, hasta el momento habian sido estudiadas bajo el paradigma REP y
bajo condiciones estrictas de laboratorio (por ejemplo, cria en jaulas de 10x10x10cm
Arenas et al. 2008). En esta Tesis, se realizé un experimento bajo condiciones controladas,
pero sin perder el contexto natural en donde estas interacciones sociales tienen lugar: la
colmena. Los resultados muestran que, incluso, 8 dias después del ingreso de la solucién
aromatizada, las abejas presentaron una preferencia por seguir danzas de abejas

recolectoras que llevaban consigo el olor con el cual se realizé la estimulacién a edad pre-

recolectora. Ademads, aquellas abejas que alcanzaron la edad recolectora al momento de
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la evaluacidn, no sélo prefirieron seguir danzas de olor conocido sino que también
arribaron en mayor proporcién al alimentador que presentd ese mismo olor.

Considerando todo lo antedicho, y dada la complejidad olfativa que existe dentro
de la colmena, donde las abejas jévenes estan constantemente expuestas a aprender
olores (durante la transferencia de alimento a compafieras de nido, por ejemplo), hemos
visto que las memorias asi formadas pueden persistir hasta edades recolectoras, sesgando
las preferencias durante los vuelos de recoleccidon (Capitulo 5). Asi, la posibilidad que
exista informacién global accesible a todas las abejas del nido y no sélo a las recolectoras
(Griter et al. 2006), podria ser muy importante para entender las bases de la recoleccién
de néctar. Ademas, bajo ciertas circunstancias en donde una misma floracién se extiende
por mas de una generacidon de abejas, la posibilidad de que las obreras cuenten con
informacién especifica de las fuentes a explotar, incluso antes de ser indicadas por las
recolectoras exitosas, representaria una ventaja importante para facilitar y hasta activar
de forma dirigida la recoleccidn hacia ese recurso.

Como resultado de la modificacién de las distintas especies florales en el exterior,
los olores predominantes pueden cambiar periddicamente. Esto hace factible la presencia
de distintos grupos de recolectoras con preferencias diferentes frente a los olores del
ambiente que coexisten en la colonia. De este modo, aumentan las posibilidades de
responder de forma eficiente a nivel colectivo frente a cambios repentinos en la
disponibilidad de recursos.

De esta manera, la abeja Apis mellifera se confirma como un buen modelo para el

estudio del aprendizaje y la memoria a corto y largo término bajo condiciones naturales,
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siendo posible estudiar sus efectos a una escala bioldgica social; tema en el que se espera

seguir profundizando a través de futuras investigaciones en el laboratorio.
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