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Aprendizaje olfativo pre-imaginal en la abejaApis mellifera sus efectos luego de la
metamorfosis
Resumen
Dentro de las colmenas de abefgsis melliferala informacion relativa a un recurso
floral se distribuye rapidamente entre individuos de todas las edades mediante contactos
boca a boca (trofalaxia). Estas interacciones sociales permiten establecer memorias
asociativas estables y de largo término en individuos adultos. Sin embargo, hasta el
presente se desconoce si la adquisicién de esta informacion alcanza a individuos en
desarrollo (pre-imaginales). Mediante eventos trofalacticos las larvas pueden recibir el
recurso ingresado a la colmena, siendo factible que aquellos indivedutesarrollo
puedan establecer memorias asociativas, y que incluso las mismas sean funcionales en
estadios avanzados. Se plantea si las experiencias olfativas de naturaleza apetitiva
adquiridas en estadios larvales pueden ser retenidas luego de la metamorfosislg afectar
conducta del adulto. Para ello, se ofrecié6 una solucibn azucarada aromatizada en el
interior de colmenas experimentales con el fin de circular alimento aromatizado que
pueda ser potencialmente ingerido por individuos en desarrollo. Por un lado, se
cuantifico la adquisicién y la retencion de memorias olfativas bajo el paradigma de
respuesta de extensién de proboscide (REP) en adultos, tanto hacia los olores pre-
expuestos como hacia olores novedosos. Solo las abejas mas [@verntas de edad)
mostraron un mayor nivel de REP espontanea hacia el olor pre-expuesto al compararlo
con el grupo control, sugiriendo que el adulto puede retener informacion adquirida antes
de emerger. Curiosamente se obtuvieron altos niveles de REP hacia nuevos olores en
concordancia con la similitud perceptual entre éstos y el olor pre-expuesto. Esto sugiere
un fendmeno de generalizacion a largo término que persiste luego de la metamorfosis.
Se demostré también que incluso aquellas abejas que no respondieron espontaneamente
al olor pre-expuesto poseen una mayor capacidad de aprendizaje en un
condicionamiento olfativo clasico que abejas sin experiencias. Se evaluaron ademas
posibles cambios en el sistema sensorial periférico del adulto producto de esas
experiencias, realizadndose registros electrofisiolégicos en antenas (EAG) de abejas
adultas jovenes. Se observé una sensibilidad diferencial de los receptores olfativos
dependiendo de las experiencias olfativas tempranas. Para estudiar el comportamiento
motor de las larvas se realizaron bioensayos de laboratorio que indicaron que la
experiencia previa hacia un olor elimina la preferencia innata hacia un olor novedoso.
Para establecer correlatos entre experiencias tempranas y aspectos neurobioldgicos, se
cuantificaron los volumenes de determinadas estructuras cerebrales de abejas adultas
jovenes involucradas en el procesamiento de informacion olfativa. Los resultados
obtenidos no revelaron diferencias al comparar cerebros de abejas con o sin experiencias
olfativas pre-imaginales asi como tampoco en la expresion de genes asociados a
procesos sinapticos involucrados en eventos de aprendizaje. Concluimos que las
experiencias olfativas pre-imaginales condujerancambios comportamentales y
fisiologicos en las abejas recientemente emergidas. Estos resultados indican que las
abejas pueden acceder muy tempranamente a la informacién relacionada con el alimento
gue ingresa a la colonia, situacién que podria afectar a aquellas conductas mediadas por
claves olfativas, como es el caso de la recoleccion de recursos.
Palabras clave: Apis mellifera experiencias olfativas pre-imaginales, aprendizaje
asociativo, comportamiento, sensibilidad quimiosensorial, neurobiologia.



Pre-imaginal olfactory learning in the honeybee\pis mellifera the effects after
metamorphosis
Abstract

Inside theApis melliferahive, incoming information from a floral source is quickly
propagated between nestmates of different ages through mouth to mouth contacts
(trophallaxis). These interactions all@stablishing long term and stable odor-rewarded
memories. However, until now it is unknown whether acquisition of this information
achieves developing individuals (pre-imaginal stages). Given that larvae could receive
the incoming resources through trophaka it is probably that they could establish
olfactory memories that might be useful in later stages. Specifically, we wonder if
olfactory appetitive experiences acquired during larval stages can be retained after
metamorphosis and if they can induce behavioral changes in the adult stage, inquiring
into the underlying cognitive and sensory processes. To address these aims, scented
sucrose solution was offered inside the experimental hives in order to allow that
circulating scented-food can be ingested by larvae. On one hand, acquisition and
retention of olfactory memories were quantified in adults under the proboscis extension
response (PER) protocol, by presenting the pre-exposed odor as well as novel ones. Only
young bees (3-5 days old) showed a higher spontaneous PER level towards the pre-
exposed odor, suggesting that the adult can retain information acquired before
emergence. Curiously, high PER levels were obtained towards odors according to their
perceptual similarity between these and the pre-exposed odor. This suggests the
existence of a long-term generalization phenomenon that persists after metamorphosis.
Bees that failed to respond to the pre-exposed odor where able to learn it more
efficiently in a classial olfactory conditioning than naive bees. On another hand, we
also studied possible changes in the adult’s periferic sensory system due to these
experiences performing electro-physiological records in the antenna (EAG) of young
bees. These recordings showed differential sensitivity of olfactory receptors, depending
on the bee’s previous experience. Moreover, laboratory assays performed with larvae
showed that pre-exposure to an odor eliminates innate preference towards another novel
odor. Finally, to correlate early experiences and neurobiological issues, volumes of
certain brain structures involved in olfactory information processing were quantified in
young adult bees. Pre-exposure to an odor at a larval stage had no effect on the size of
certain adult brain structures or on the amount of expression of genes associated with
synaptic processes involved in learning events. We conclude that pre-imaginal olfactory
experiences led to both behavioral and physiological changed in newly emerged bees.
These results show that honeybee can prematurely access information associated with
incoming food gathered by its mates, this situation could affect odor-mediated behaviors
like foraging.

Keywords: Apis mellifera pre-imaginal olfactory experiences, associative learning,
behavior, chemosensory responsiveness, neurobiology.
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Introduccién
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1. INTRODUCCION

1.1 Aprendizaje

Los animales se desarrollan en ambientes donde los estimulos sensoriales abundan y por lo
tanto deben ser capaces de distinguir de su entorno los estimulos importantes para su
supervivencia. Es por ello que son cruciales las experiencias previas que les permitiran
diferenciar aquellos estimulos relevantes de los que no lo son. En este marco, la habilidad
de aprender, que se encuentra presente en una enorme diversidad de especies animales, les
permite asociar las claves del ambiente, @jpeori son neutras, con estimulos excitatorios

como por ejemplo un recurso energéticamente rentable. Por lo tanto, a través del
aprendizaje asociativo, los animales, pueden extraer reglas y estructuras para anticiparse a
los eventos relevantes del mundo en el que viven (Pavlov 1927, Kandel et al. 1992, Carew

2000).

1.1.1 Aprendizaje asociativo
El aprendizaje asociativo consiste en establecer una relacién predictiva entre al menos dos
eventos contingentes que ocurren en el ambiente. Si bien los animales deben integrar

diferentes modalidades sensoriales para formar memorias que les permitan predecir eventos
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relevantes en ambientes naturales (Mackintosh 1994), los migneden ser
condicionados, bajo condiciones experimentales, a responder ante una estimulacion mucho
mas reducida y controlada. En un condicionamiento simple un individuo logra aprender la
contingencia entre un estimulo neutro o condicionado (EC) sin ningun significado previo y
un estimulo incondicionado (EIl) de relevancia biolégica para el animal. El El conlleva una
respuesta incondicionada (RI), una respuesta refleja, innata y conspicua. A su vez permite
gue se establezca un vinculo entre EC y RI que pasara a ser una respuesta condicionada
(RC). Una vez establecido el condicionamiento, el animal produce la respuesta conspicua
con la sola presencia del estimalqriori neutro. Para que esto ocurra, el EC debe ser
presentado previo al EI y con una cierta proximidad temporal. Existen dos tipos de
aprendizaje asociativo usualmente reconocidos: ca@hdicionamiento clasicoy el
condicionamiento operantelvan Pavlov en 1927 fue el primero en determinar las
propiedades del condicionamiento clasico. Para ello utilizando al perro como sujeto
experimental, determiné que si al sonido de una campana se lo presentaba con anterioridad
y cierta proximidad temporal al alimento durante repetidas veces, el perro era capaz de
desencadenar por si solo la misma respuesta de salivacién aun en ausencia de alimento (ver
figura 1.1) Sin embargo, Pavlov no fue el Unico en observar este tipo de aprendizaje
asociativo. El zo6logo austriaco Karl von Frisch (1914,1915) ya habia observado que tanto
los peces como las abejas meliferas podian discriminar estimulos visuales recompensados
de no recompensados en un contexto donde el animal experimental debia desencadenar una
accion para obtener la recompensa (ver figura 1.2). Cabe destacar que existen dibs clases

El, el El apetitivo y el El del tipo aversivo (Hall y Halliday 1998). Mientras queirelgno
2
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representa un estimulo positivo para el individuo y por ende genera una respuesta de
aceptacion como por ejemplo la comida, el segundo representa un estimulo negativo y por
lo tanto genera un rechazo o evitacion por parte del individuo. Ambos son estimulos del
tipo excitatorio, sensibilizando al animal de modo tal que aun en ausencia del estimulo
excitador, el individuo responde a otro estimulo que previamente estuvo asociado al El
(Mackintosh 1994). En el condicionamiento existe la regla de la contingencia, producto de
la contiglidad temporal entre los eventos involucrados en el aprendizaje asociativo. Esta
regla indica que el primer evento (EC) debe preceder al segundo evento (El) distanciados
mediante un breve intervalo de tiempo. Mediaat@isma el individuo aprende que el EC
predice la ocurrencia del El. Esto permite a los animales reconocer las relaciones
predictivas entre eventos que ocurren dentro de su ambiente (Paviov 1927). Una
caracteristica a tener en cuenta es entonces el intervalo entre estimulos (EC-EI). Es sabido
gue si se utilizan diferentes intervalos de tiempo entre EC-El en diferentes grupos de
individuos desde invertebrados coniirosophila y Aplysia hasta vertebrados como
conejos, roedores e incluso humanos, el condicionamiento se favorece en aquellos grupos
donde el EC precede al El (Carew 2000). Por el contrario, si el ElI antecede al EC no sera
posible condicionar al individuo experimental. ElI condicionamiento clasico tiene como
finalidad entonces, formar conexiones entre eventos del entorno que se encuentran
correlacionados secuencial y temporalmente. De manera tal que la asociacion entre dichos
eventos sea de utilidad para los individuos (Squirre y Kandel 1999). En lo que respecta al
valor predictivo del EC este estimulo evoca la representacion del EIl. Por lo tanto, y

consistentemente con este hecho, la RC es producto de la asociaciéon establecida sobre la
3
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relacion temporal EC-EI, asi como también producto de la evaluacion del El (Bouton y

Moody 2004).

1, Aintes del condicionamiento 2, Antes del condicionamiento
—
— respuesta
respUesta
Comida Sdlivacion Diapasan Mo hay salivarion
i Estimulo Respuesta Estimulo Respuesta
d incondicionado incondicionada neutral no condicionada
3. Durante & condicionamiento 4, Despugs del condicionamienta
W+ Q respuesta ‘ ‘%b respuesta A
i Dispasin  Comida Salivadiin Diapasin Salfvacion
Respuesta Estimulo Respuesta
incondicionada condicionado condicionada

Figura 1.1: Condicionamiento clasico. A la izquierda, lvan Pavlov con uno de susocadiaes
junto al dispositivo utilizado para estudiar las propiedades del condicionaroléstoo sobreun
individuo experimentafperro). A la derecha, detalle del protocolo experimental utilizado para Iq
el condicionamiento.

Figura 1.2: Karl von Frisch (1886-
1982), premio Nobel de Fisiologia
Medicina 1973. En la fotografia se |
puede observar en uno de s
experimentos, entrenando abejas a
alimentador artificial.
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El condicionamiento operante como se menciond anteriormente, es también una forma de
aprendizaje asociativo. En este caso los individuos aprenden a asociar sus propias acciones
(comportamiento) con una recompensa (Skinner 1938). Por ejemplo, el animal aprendera a
asociar que presionando un pulsador o llave obtendrd alimento. Por lo que el individuo
espera recibir una recompensa al presionar la llave (ver figura 1.3).

Tanto el aprendizaje del tipo clasico como el operante permiten entonces generar una
prediccion, el individuo ejecuta una accidon que permitirA obtener un refuerzo. Estos

aprendizajes podrian admitir diferentes niveles de complejidad (Giurfa 2003).

Figura 1.3: Condicionamiento operante. En
fotografia se puede ver a Burrhus Frederic Skin
(1904-1990) junto a su dispositivo experimental.
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Podemos hablar del condicionamiento olfativo como un tipo de condicionamiento simple,

en el cual un olor actia como el estimulo neutro o condicionado. En el condicionamiento
olfativo clasico o Pavloviano especificamente, el individuo percibe en primera instancia un
olor determinado (EC) y luego, una recompensa o un castigo (alimento o descarga eléctrica,
El) que desencadena en él una respuesta innata, incondicionada (RI). Luego, la sola
exposicion al olor dispara en el individuo la RC. Dentro de este contexto, como se
menciond anteriormente, los insectos son capaces de asociar un EC, como un olor, con un
El apetitivo o aversivo. Este tipo de aprendizaje ha sido extensamente estudiado en la abeja
Apis mellifera,basdndose en su respuesta refleja de extension de probdscide (REP). La
REP se desencadena cuando las antenas de estos animales entran en contacto con una
solucion azucarada (ver figura 1.4) (Frings 1944). Trabajos pioneros como el de Kuwabara
en 1957 demostraron que las abejas pueden ser condicionadas bajo el paradigma de REP a
asociar estimulos visuales con una recompensa, como asi también son capaces de asociar
estimulos olfativos (Takeda 1961). Existen por otro lado, evidencias de aprendizaje
asociativo bajo el paradigma del REP en distintas especies de insectos. Por ejemplo, se ha
realizado condicionamiento olfativo en cucaradhesplaneta american@/Vatanabe et al.

2003, Watanabe y Mitsunami 2007), en el griBoyllus bimaculatus(Matsumoto y
Mizunami 2000), en el mosquitBulex quinquefasciatus S§yomberlin et al. 2006) y en

la abeja sin aguijoMelipona quadrifasciatdMc Cabe et al. 2007)

Condicionamiento olfativo en la abeja Apis mellifera

Para obtener alimento proveniente de las flores, los insectos recolectores de néctar
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aprenden la asociacion entre el recurso, el cual actia como un refuerzo positivo, y varias
claves florales como el olor de la flor (Menzel 1999). Aprender el olor de una fuente de
alimento durante las tareas de recoleccidon facilita el regreso hacia un recurso floral
abundante (von Frisch 1919). Como se menciond anteriormente, una abeja hambrienta
extiende su probdscide como respuesta refleja (REP) cuando los receptores de sacarosa de
sus antenas (Frings 1944) o de sus piezas bucales son estimulados con un estimulo

gustativo del tipo apetitivo como el azucar (figura 1.4).

Figura 1.4: La abeja extiende s
probdscide una vez que sus antenas
estimuladas con solucion azucarada.

Si un estimulo olfativo precede a la estimulacion con sacarosa, la abeja asosiandué e
olfativo (EC) con sacarosa (El) y luego extendera la probdscide de manera condicionada
cuando el estimulo olfativo se presente solo (Takeda 1961). Por lo tanto, la REP es la
respuesta incondicionada ante la recompensa, la cual va a ser condicionada mediante la

estimulacién con un determinado olor (Takeda 1961, Bitterman et al. 1983). Después de un
7
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ersayo de entrenamiento (una sola presentacion de los estimulos EC-EI apareados) la
retencion de la memoria se puede evaluar a lo largo del tiempo, relacionando el porcentaje
de REP con los minutos transcurridos desde la asociacion del EC y el El. Asi, se obtiene
para abejas meliferas una curva de retencion de tipo bifasica (Menzel 1993). Inicialmente la
curva muestra un alto nivel de respuesta dominado por un componente no asociativo, la
sensibilizacion producto de la presentacion del EI. Una Unica presentacion del El excita al
animal por un breve periodo, llevando a que se incrementen transitoriamente respuestas
relacionadas con la alimentacion como la extension de la probdscide ante varios estimulos
incluyendo al EC (Takeda 1961, Bitterman et al. 1983, Menzel y Muller 1996, Hammer
1997, Menzel 1999). La consolidacion de los componentes asociativos de esta memoria
tiene lugar aproximadamente entre unos 5 a 7 minutos luego del ensayo de entrenamiento
(Menzel 1990, Hammer y Menzel 1995). Por lo expuesto anteriormente, la estimulaciéon
con sacarosa en un condicionamiento olfativo sensibiliza al animal aumentando las REP
ante estimulos olfativos o tactiles que se preseat@osteriori de dicha estimulacion
(Hammer 1997). En lo que respecta al vinculo generado durante un aprendizaje apetitivo
entre el EC y EI, se observé que este vinculo se ve reforzado al aumentar la calidad de la
recompensa ofrecida (Bitterman et al. 1983, Scheiner et al. 1999). Esto sugiere que altos
niveles de recompensa aumentaran los niveles de atencion permitiendo acelerar en el corto
plazo la adquisicion de informacién (Hammer 1997).

Por otro lado, se ha demostrado mediante estudios realizados en mamiferos, que el EC
durante el condicionamiento adquiere caracteristicas relacionadas con el El. Similarmente,

en el condicionamiento olfativo clasico en abejas que involucra a la REP, el olor adquiere
8
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un valor apetitivo (Hammer 1997). Después del condicionamiento, el olor no sélo
desencadena respuestas apetitivas, sino que también gana propiedades de recompensa ya
que actia como un El e induce a una excitacién del individuo en un contexto apetitivo

(Hammer 1997).

Los umbrales de respuesta al azucar (URA) y su influencia en el condicionamiento
olfativo en abejas

Dado que existen protocolos de condicionamiento clasico que pueden llevarse a cabo bajo
condiciones de laboratorio, cabe preguntarse si el sujeto experimental responde luego del
entrenamiento al olor aprendido, o bien a la expectativa (activacion de una representacion
interna de la recompensa en ausencia de refuerzo. Logan 1960) que provoca dicho olor. Se
ha demostrado que las larvasRi®sophilase desplazan hacia una fuente de olor sélo si

los individuos esperan un resultado positivo al realizar dichos comportamientos (Gerber y
Handel 2006). En ese sentido, existen protocolos, como el de los umbrales de respuesta al
azucar (URA) basados en el paradigma de REP (Page et al. 1998), que podria cuantificar la
sensibilidad gustativa producto del aprendizaje apetitivo previo, en abejas que se
encuentran amarradas. En este protocolo se asume gque una solucién de sacarosa de 30% p/p
de concentracion utilizada como recompensa, tiene el mismo valor para todas las abejas que
responden extendiendo sus probdscides cuando sus antenas son tocadas con esta solucion
(Scheiner et al. 2005). Sin embargo, algunos estudios acerca de las memorias de estos
individuos han revelado que existen diferentes niveles de adquisicion entre individuos a

pesar de utilizar una solucion de sacarosa de alta concentracién (30% p/p) (Scheiner et al.
9
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1999 2001a, b, c; 2003). Estas diferencias en el aprendizaje pueden deberse a diferencias
individuales en lo que respecta a la percepcion y evaluacion del El, en este caso la sacarosa.
Se sugiere entonces que las respuestas ante estimulos gustativos como la sacarosa dentro
del paradigma REP, indican el valor que tiene el azlUcar para cada individuo (Sctediner et
2005). La respuesta ante la estimulacion gustativa en las antenas de las abejas es un
indicador de la sensibilidad sensorial para diferentes modalidades, como lo demuestran
otros estudios donde la respuesta gustativa estd positivamente correlacionada con la

sensibilidad a olores, estimulos luminicos y tactiles (Scheiner et al. 2004).

1.1.2 Aprendizaje no asociativo

A diferencia de los procesos cognitivos mencionados anteriormente, existen otros del tipo
no asociativos los cuales influyen a la hora de condicionar a un individuo. En este tipo de
aprendizaje, el individuo aprende acerca de las propiedades de un Unico estimulo al que ha
sido expuesto repetidas veces (Squirre y Kandel 1999). Estos aprendizajes provocan
cambios en el comportamiento del animal como producto de la experiencia con cierto tipo
de estimulos (Carew 2000). Por el contrario, este tipo de cambios provocadbs en e
comportamiento no es debido al aprendizaje de una conjuncion temporal entre dos 0 mas
eventos (Moore 2001), como en el caso del aprendizaje asociativo. Son ejemplos de
aprendizaje no asociativo, la habituacion y la sensibilizacion. Se entiende como habituacion
a la desaparicion de la respuesta ante un estimulo cuando el mismo es presentado repetidas

veces; mientras que la sensibilizacion se refiere al aumento de la respuesta luego de la

10
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presentacion de un estimulo novedoso para el individuo (Carew 2000). Es debido a estos
componentes no asociativos que la respuesta ante el EC en un condicionamiento del tipo

clasico no puede basarse solamente en la presentacion sucesiva de los EC-EI.

1.2 El olfato de los insectos

Los sentidos permiten la interaccion de los animales con su entorno permitiéndoles obtener
informacion acerca del medio circundante en el que viven. En particular y referente al
sentido del olfato, los receptores olfativos responden a la estimulacion de particulas
volétiles odoriferas una vez que entran en contacto con los mismos. En los insectos los
olores desempefian un papel fundamental en muchas actividades de su vida. Muchos de
estos animales utilizan las claves olfativas para explorar los recursos que ofrece el medio
ambiente y también para elegir fuentes de alimentos o bien localizar sitios de puesta de
huevos. Dada la relevancia de los olores para este grupo, el sistema olfativo de los insectos
esta muy desarrollado y presenta una complejidad semejante a la que se observa en los
mamiferos (Hildebrand y Shepherd 1997).

Los receptores olfativos en los insectos se encuentran dentro de cavidades o pelos
sensoriales: las sensilias olfativas (Goodman 2003). Estas sensilias se encuentran en las
antenas aunque también pueden estar en distintas partes de la boca o las patas (Snodgrass
1984, Chapman 1998). Entre las sensilias antenales vinculadas con el sentido del olfato se
puede mencionalas placoideas, las chaeticas, las basiconicas y las tricoideas, entre otras.

En todos los casos estas sensilias alojan a las neuronas receptoras olfativas (NRO) que se

11
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encuentran inmersas en un bafio de hemolinfa y cuyas dendritas estan protegidas por los
mucopolisacaridos secretados por las células accesorias (Snodgrass 1984, Chapman 1989).
Generalmente, las sensilias presentan poros que interrumpen la continuidad de la cuticula y
permiten el paso de las moléculas a través de ella. Cada tipo de sensilia sin embargo,
presenta caracteristicas particulaggscluso varian entre especies, como por ejemplo, en

las sensilias basicénicas el nimero de neuronas puede ir desde una Unica neurona como en
Necrophorus sphasta 35 como drocusta sp(Kaissling 1974).

La estimulacion de los receptores olfativos en los insectos, presenta respuestas moduladas
por la afinidad que presenta con la molécula odorifera. La afinidad de la unién molécula-
receptor depende de su complementariedad, pudiendo diferenciarse receptores especialistas
(aquellos que muestran una alta complementariedad con la molécula estimulante) de los
generalistas que muestran menor afinidad pero son capaces de ser activados por un rango
més amplio de estimulos (Schneider y Steinbrecht 1968).

En todos los sistemas olfativos existe un proceso de transduccion que convierte la sefial de
un olor en actividad eléctrica. Hay muchas pruebas que sugieren que cuando la molécula
odorifera pasa a través de los poros de las sensilias (por ej. en una sensilia tricoidea) es
capturada por una proteina de union (del inglés, olfactory binding protein) la cual se reduce

y transporta la molécula estimulante hasta los receptores ubicados en la membrana de la
dendrita (Lerner et al. 1990, van den Berg y Ziegelberger 1991). Esto causa la excitacion de
la NRO y la oxidacion de la proteina. Finalmente la molécula liberaldaliafa es
degradada por enzimas esterasas (Ziegelberger 1995). La estimulacion del receptor olfativo

transmembrana, resulta a la vez en la activaciéon de una proteina G y en la generacion de
12
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segundos mensajeros que por la accién de la enzima adenilato ciclasa, activan canales
ibnicos generando una sefial eléctrica (Hildebrand y Shepherd 1997). Este esquema general
parece estar ampliamente conservado entre los animales. En los insectos, los impulsos
nerviosos asi generados son conducidos a través del nervio antenal hasta el I6bulo antenal
(LA, ver figura 1.5, que es el analogo del bulbo olfativo en mamiferos. Tanto el bulbo
olfativo como el I6bulo antenal son centros de integracion olfativa y estan organizados en
subunidades funcionales llamadas glomérulos, los mismos resultan de la convergencia de
NRO y de otros tipos de neuronas como ser, las neuronas de proyeccion o interneuronas
(Hildebrand y Shepherd 1997). Dependiendo del nimero de neuronas aferentes (NRO),
interneuronas y neuronas de proyeccion, podemos encontrar un numero de glomérulos
variable en distintas especies de insectosP@tplaneta americanal25 glomérulos; en
Manduca sexta 60 glomérulos; enDrosophila 40 y en Locusta migratoria 1000
glomérulos). En particular la abeja melifera presenta un total de 160 glomérulos que
reciben sefiales de aproximadamente 60000 axones quimio-sensoriales, los que se conectan
aproximadamente con unas 4000 interneuronas responsables de relacionar a los glomérulos
entre si. La presentacion de un olor evoca patrones de actividad glomerular especificos a
través de los cuales los animales codifican la informacion olfativa de su entorno (Joerges et
al. 1997, Friedrich y Korsching, 1997, Galizia et al. 1998; 1999a, Sachse et alRLB®O,

y Katz 1999, Uchida et al. 2000, Carlsson et al. 2002, Sachse y Galizia 2002). Para ello las
neuronas de proyecciéon de los LA (aproximadamente 800 neuronas) conducen la
informacion hacia centros de procesamiento superior: los cuerpos pedunculados o el

protocerebro lateral. Estas estructuras reciben informacion sensorial ya procesada desde
13
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regiones olfativas y visuales del cerebro, como asi también recibe entradas
mecanosensoriales desde la cabeza y las antenas. La informacion es recibida en una region
de dendritas denominada “caliz’. A través de experimentos en los que se realizaron
ablaciones o lesiones en estas estructuras cerebrales (Erber et al. 1980, Mizunami et al.
1993, De Belle y Heisenberg 1994, Hammer y Menzel 1995), se han vinculado a los
cuerpos pedunculados con el aprendizaje olfativo y con la formacion de memorias olfativas

(Davis 1993, Davis et al. 1995).
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Cuerpos

Protocerebro
pedunculados

Lobulo antenal

1

Antena

Figura 1.5: Esquema del cerebro de la abeja. Antenas (azul), I6bulo antenal @t)cerebro
(amarillo) y cuerpos pedunculados (verde). En la esquina supzgigerda se puede observar u
fotografia tomada bajo un microscopio confocal de un I6bulo antenalsgioloérulos dorsales.

1.2.1 Maduracion del sistema nervioso olfativo en insectos
En el sistema nervioso olfativo de vertebrados, incluidos los mamiferos, ocurren divisiones
celulares o neurogénesis a lo largo de la vida de estos animales (Farbman 1994). Si bien es

esperable, este hecho no se ha comprobado aun en insectos &tullos.insectos
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holomeéd&bolos, la transicion de larva a adulto ocurre a través de un estadio pupal
intermedio de aparente quiescencia. En esta etapa si existen evidencias de neurogénesis, lo
que conlleva a profundos cambios morfoldgicos y funcionales del individuo en desarrollo.
En lo que respecta al sistema nervioso tant®esophila melanogast como deApis

mellifera la neurogénesis continla activamente incluso después del estado embrionario,
tanto en la larva como en la pupa, permitiendo la formacion de las estructuras sensoriales
del adulto. El cerebro de las larvas de estos animales esta compuesto por un cordon
nervioso ventral de 11 ganglios que en el adulto se reduce a 7 ganglios debido a la fusién de
4 ganglios en el torax y 2 en el abdomen. Para el caso de la abeja adsisiersa
nervioso central (SNC) deriva directamente del de la larva, y la estructura general de ambos
es esencialmente la misma, salvo algunas modificaciones que se llevan a cabo durante el
estadio pupal. El cerebro se desarrolla mas durante el imago por la presencia de los ojos
(simples y compuestos) y las antenas funcionales asi como los neuropilos asociados
(Masson y Arnold 1984, Masson y Mustaparta 1990, Gascuel y Masson 1991, Devaud y
Masson 1999). Durante el estadio pupal, las neuronas olfativas de las antenas comienzan a
diferenciarse elaborando dendritas en las sensilias inmaduras mientras sus axones
comienzan a conectarse con neuronas ipsilaterales del LA. Si bien en los primeros estadios
los I6bulos antenales se presentan homogéneos, las primeras estructuras esféricas que los
conforman, los preglomérulos, se comienzan a observar en el estadio pupal Il (Masson y
Arnold 1984). Estas subunidades van aumentando progresivamente en nimero conforme
avanzan los estadios (Gascuel y Masson 1991), alcanzando la apariencia del adulto en el

estadio pupal 7 (Gascugl Masson 1991). Curiosamente, en aquellos experimentos en
16
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donde se ablacionaron las antenas durante el primer estadio pupal se observo que el LA
permanece aglomerular (sin compartimentacion) durante el resto del desdnalilizo en

la abeja adulta (Malun et al. 1994). Mientras que en algunos grupos de insectos las antenas
se desarrollan durante el periodo larval, en muchos otros lo hacen durante la metamorfosis
(Snodgrass 1956). En todos los casos se desarrollan a pdos discos imaginales. Los
registros electrofisiolégicos intracelulares realizados en la abeja pusieron de manifiesto que
ni las NRO ni las neuronas de proyeccion presentan actividad eléctrica hasta los estadios
pupales 6 6 7 (Masson y Mustaparta 1990, Devaud y Masson 1999, Schréter y Malun
2000). A pesar de que las antenas son funcionalmente inactivas durante la pupa, juegan un
rol central en la organizacion del LA. En la polilldanduca sextala influencia de las
antenas quedo bien ejemplificada al observar lgugntena de un macho en desarrollo
trasplantada en una hembra huésped indujo a la formacion de los complejos macro-
glomerulares exclusivos de los machos (Roéssler et al. 1999). Si bien los circuitos
neuronales de los insectos adultos se establecen durante la metamorfosisyidgiste

de que podrian seguir siendo modificados incluso después de la eclosion del imago
(Strambi et al. 1999). Cuando las antenas de una abeja adulta fueron evaluadas en un
electro-antenograma (EAG), estas no alcanzaron los niveles de respuesta maximos sino
hasta los 4 dias de vida adulta (Arnold y Masson 1987). Esta idea también esta avalada por
el descubrimiento de que incluso en abejas muy jévenes (1 6 2 dias de edad) se pueden
evocar patrones de actividad glomerular, que aunque con intensidad menor y un namero
més bajo de glomérulos reclutados son especificos para cada olor (Wang et al. 2005).

Méas aun, es altamente probable que también se lleven a cabo durante la metamorfosis,
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extensas reconstrucciones en las estructuras internas de los centros nerviosos (Snodgrass
1984). Muchas neuronas de la larva degeneran y son reemplazadas en el adulto por otras
gue se desarrollan de los neuroblastos presentes en el SNC de la larva (Roat y Landim
2008). Las interneuronas de las abejas adultas se forman durante la metamorfosis. Ciertas
neuronas de la larva son remodeladas en el adulto para cumplir con determinadas tareas
(Tissot y Stocker 2000) como asi también para formar parte de la conformacién de
memorias (Zars et al. 2000, Pascu@rgat 2001). Asi, otras regiones del cerebro como los
cuerpos pedunculados también atraviesan cambios morfolégicos drasticos durante el
desarrollo de la abeja (Menzel et al. 1994). Roat y Landim (2008) evidenciaron que uno de
los tipos celulares del SNC, las células Kenyon, presenten en los cuerpos pedunculados, se
diferencian a partir de neuroblastos (células nerviosas inmaduras y aun indiferenciadas)
durante la metamorfosifinalmente es sabido que en la abeja melifera, la maduracién del
sistema olfativo nervioso continda durante los primeros dias de vida de adulto y esta
relacionado con las experiencias que estos animales atraviesan una vez que dejan el imago
(Arnold y Masson 1987). Por otro lado, se evidencié en insectos sociales como la abeja
Apis melliferao la hormiga carpinter@amponotus floridanyauna correlacion entre los
cambios en el volumen del cerebro con las variaciones en los comportamientos asociados a
la edad (Brandon y Coss 1982, Withers et al. 1993; 1995, Durst et al. 1994, Winnington et
al. 1996, Fahrbach et al. 1998, Farris et al. 2001, Sigg et al. 1997, Brown et al. 2004,
Gronenberg et al. 1996). En este sentido, varios autores postulan que el desarrollo de las
habilidades para recolectar como lo son la navegacién, la localizacion de una fuente en el

espacioy posterior comunicacion de esta informacion a otros miembros de la colonia,
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necesitan de un rango variable de entradas sensoriales que permitan la correcta maduracion
del sistema olfativo (Winnington et al. 1996, Maleszka et al. 2009, Farris et al. 2001). Sin
embargo, aun se desconoce si las modificaciones en los circuitos nerviosos del adulto estan
relacionadas con las primsmxperiencias del animal. Mas aun,lamayoria de los casos

no se ha determinado como y cuando se adquieren las habilidades de aprender y retener

memorias.

1.3 La abeja melifera como modelo experimental

La abeja melifera puede adaptarse a casi todos los ambientes del planeta dado que presenta
la habilidad de regular sus actividades en funcién de los eventos que ocurren dentro o fuera
del nido (Michener 2007). Dentro del nido, existe una gran variedad de tareas e
interacciones entre sus miembros ofreciendo la posibilidad de estudiar sus
comportamientos. Ademasu rol como productor de miel, polen, propdleos y ceras,
sumado a su importante valor como agente polinizador, la convierte en un modelo con
relevancia economica.

La abejaApis melliferaes una de las especies 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 coordinacion que involucran a un gran namero de individuos. Asi, el éxito en las
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tareas realizadas en estas sociedades animales, dependera no sélo de la eficacia individual
sino también de la tarea coordinada de todos los individuos involucrados (Wilsgn 1971
Nufiez 1982 Para lograr esta coordinacion, es imprescindible que haya una precisa
transferencia de informacién entre individuos. En este sentido, las abejas meliferas cuentan
con sofisticados sistemas de comunicacion en donde se evidencia la transmision simultanea
de sefales acustico-vibratorias y olfativas, como es el caso de la bien conocida y estudiada
Danza de las Abejas (von Frisch 1967, Seeley 1995, Tdtoah 2007, Griter y Farina
2009a). Ademas, dentro del nido, estos insectos establecen una enorme cantidad de
interacciones interindividuales como ser contactos corporales, antenales y boca a boca
(trofalaxia, ver figura 1.6), los cuales les permiten intercambiar informacion
fundamentalmente relacionada con los recursos obtenidos en el exterior (von Frisch 1967,
Farina y Gruter 2009). Las interacciones trofalacticas ocurren permanentemente entre los
individuos, las primeras se llevan a cabo durante el desarrollo larval de la abeja. En este
estadio, las larvas crecen sin libertad de movimiento en el interior de una celdilla individual

y deben ser alimentadas por individuos adultos de escasa edad (nodrizas) mediante
trofalaxia (Crailsheim 1998). En estas primeras interacciones sociales se lleva a cabo la

recepcion de nutrientes y feromonas (Park 1925, DeGrandi-Hoffman y Hagler 2000).
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Figura 1.6: Abejas obreras transfiriendo alimento mediante contactos boca a
(trofalaxia). Crédito fotografico: Alex Wild

1.3.1 Organizacion de la colonia

Como se mencion0 previamente, las abApis melliferason 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 zanganos) 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).
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Una tipica colonia de abejas meliferas esta constituida ppdQ@nil abejas obreras, todas

ellas hembras; desde ninguno a varios cientos de machos (zdnganos), dependiendo la época
del afio; y una Unica reina, o hembra fértil (Winston 1987) (Figura 1.7).

La reina es el unico individuo de la colonia capaz de poner huevos fecundados y es la
principal responsable de mantener la cohesion de la estructura colectiva a través de sus
feromonas (Winston 1987). Los zdnganos representan al 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, esta representado por las obreras. Esta casta
muestra un alto grado de coordinacion y, a su vez, de descentralizacion en la realizacion de

tareas dentro y fuera del nido (Lindauer 1952, Winston 1987, Seeley 1995).
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Figura 1.7: a) Abejas obreras (la casta mas numerosa) b) Las diferentes castas: avajar@ba y
zangandde arriba hacia abajoCrédito fotogréafico: Alex Wild

Durante los primeros dias de vida adulta, la abeja obrera desempefia actividades en el
interior del nido tales comlimpiar celdas tarea que consiste en limpiar y pulir celdas de

cria recientemente liberadas. Cuando alcanza los 3 dias de edad, puede comenzar a realizar
actividades comaodriza alimentando a la cria con las reservas de néctar y polen

recolectados y almacenados por sus comparferas de nido. También realizan otras tareas
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como atender a la reina, sellar celdas y acicalar y alimentar a comparieras de nido. Este
patron de comportamiento continta por los siguientes 10 dias. En este punto, la obrera deja
el centro del nido (donde esté la cria) para trabajar en la periferia, 0 sea en laleegion
almacenamiento de alimento para la colonia. Aqui, ella comiepracasarel alimentq
moviéndose desde la entrada de la colmena hasta las celdas superiores, una vez que recibe
el néctar de las abejas recolectoras que regresan a la colmena, 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 del nido o colmena y
continta acicalando y alimentando a sus comparieras. Finalmente, a partir de los 20 dias de
edad y hasta el final de su vida, la obrera se dedica a la recoleccion, colectando néctar,
polen, agua o alguna combinacion de esas sustancias (Park 1925, Lindauer 1952, Seeley
1982) (Figura 1.8).

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). Es
relevante en este punto, considerar el rol de la cria dentro de la organizacion social de una
colonia de abejas. Se ha demostrado que la presencia de larvas en la colonia regula la
division del trabajo de las abejas obreras (Pankiw et al. 1998, LeConte et al. 2001, Pankiw

y Page 2001) siendo la feromona de cria, la responsable de esta regulacién. Sus
componentes son esteres de acidos grasos que se encuentran presentes en la cuticula de la

larva, determinando la presencia y la cantidad de cria en la colonia. Por lo tanto, la
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presencia de las abejas en desarrollo (cria) es de suma importancia para regular el

comportamiento de las abejas adultas, como por ejemplo, el comportamiento recolector.

Figura 1.8: Division de tareas en la abeja obrera segun Lind¢
(1952).

[EpEEREERR 0]k e ool ol )

1.3.2 La recoleccion de recursos en la abeja melifera
La recoleccién de recursos es una de las tareas que las abejas obreras realizan de manera

coordinada y eficiente. El alimento liquido, el néctar, y el polen obtenidos de las flores son
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sus principales fuentes de energia. Mientras que el néctar provee hidratos de carbono, el
polen es un recurso rico en proteinas, lipidos, vitaminas, minerales e, incluso, puede ofrecer
azucares (Baker 1975, Kears y Inouye 1993). Estos recursos son almacenados en el interior
de la colmena para luego ser consumidos durante el otofio e invierno, cuando las flores ya
no estan disponibles o lo estdn en una proporcion may baj

El polen, como se mencioné anteriormente, se reserva fundamentalmente para alimentar a
las crias. Las abejas jovenes (las nodrizas) se alimentan del polen almacenado en las celdas.
El mismo le brinda las proteinas necesarias para producir secreciones glandulares proteicas
que utilizardn luego para alimentar a las larvas (Crailsheim et al. 1992). Dentro de los
componentes de la feromona de cria, los esteres Metil-Palmitico y Etil-Olitico son los
responsables, segun estudios experimentales, en incrementar la actividad de las glandulas
hipofaringeas productoras del material proteico, alimenta Ilpa crias (Mohammedi et
al.1996, Le Conte et al. 2001). Por otro lado, como se expres6 anteriormente, la presencia
de larvas dentro del nido influye en la actividad recolectora afectando la proporcion de
recolectoras de polen. Si la cantidad de larvas aumenta también se incrementa la
recoleccion de este recurso (Free 1967; 1979). Las colonias con gran cantidad de cria
presentan una mayor proporcion de abejas recolectoras de polen, las cuales regresan con
cargas de polen mas pesadas y realizan mayor cantidad de viajes de recoleccién por unidad
de tiempo, a la vez que la edad del primer viaje de recoleccién es significativamente menor
(Pankiw 2004 a, b, Pankiw et al. 2004, Pankiw 2007, Pankiw et al. 2008). Es sabido que la
feromona de cria es la responsable en regular la recoleccién de polen (Free 1967).

Partiendo de esta evidencia Pankiw y colaboradores determinaron que incorporando
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artificialmente feromona de cria, la misma tiene afectos directos sobre el comportamiento
de las recolectoras de polen, al igual que indutze recoleccion de ese recurso aun en
colonias con ausencia de cria (Pankiw et al. 1998).

Por otro lado, el néctastransportado por las abejas recolectoras dentro de su buche hasta
la colmena, donde es transferido a otras obreras (von Frisch 1967) e incluso a la cria (Nixon
y Ribbands 1952). Dentro de la colonia, se distribuye rapidamente y se inicia su
procesamiento a miel. Estas tareas poseen distintos niveles de coordinacién grupal, los
cuales son modulados por factores individuales como los umbrales de respuesta (Lindauer
1952) y las habilidades cognitivas de las abejas involucradas en la transferencia de néctar
(Ribbands 1955). Todas estas tareas ocurren en la colmena donde cohabitan miles de
individuos (von Frisch 1967). El ambiente de la colmena podria caracterizarse como un
ambiente reducido, parcialmente aislado, en donde los individuos se encuentran confinados
durante un periodo prolongado de sus vidas adultas y la totalidad de sus estadios juveniles.
A pesar del confinamiento, los individuos que no entran en contacto directo con el exterior
pueden intercambiar recursos e informacién con los que si tienen acceso. Por ejemplo, el
caso de las obreras que reciben el néctar que traen las recolectoras. Como asi también para
el caso de las larvas, Nixon y Ribbans determinaron mediante la utilizacion de solucion
azucarada marcada radioactivamente, que la misma se distribuye entre todas las obreras e
incluso es utilizada para alimentar a la cria (Nixon y Ribbands)1B52consecuencia las
experiencias vividas por las abejas en este ambiente podrian modular las tareas que realicen
dentro y fuera del mismo.

La busqueda y recoleccion de alimento en una colonia de abejas requiere la transferencia de
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informacion entre sus miembros para que resulte eficiente. En este sentido, las claves
olfativas juegan un rol muy importante durante la recoleccion de recursos como el néctar.
Durante los vuelos de recoleccidn, las abejas aprenden las claves olfativas de las flores que
visitan lo que les permite orientarse y encontrar el recurso en los sucesivos ciclos de
recoleccion. Sin embargo, esta informacién no es utlizada exclusivamente por las
recolectoras que conocen la floracion sino también por sus compafieras de nido que pueden
percibir esos olores dentro de la colmena. Cuando las recolectoras regresan a la colonia y
descargan el alimento recolectado, sus compafieras de nido pueden aprender el olor
presente en el néctar que se transfieren por trofalaxia (Farina et al. 2005).

Por otro lado, si las recolectoras regresan de una fuente de alimento rica en néctar o polen,
suelen desplegar entre sus comparferas un comportamiento esteredlipaidaza de
reclutamiento”. La danza es una sefial multimodal que: (i) atrae abejas del entorno que
puedan recibir otros tipos de informacion, (i) informa sobre la presencia de fuentes de
alimento abundantes; (iii) activa memorias espaciales en seguidoras de danza, (iv) facilita
la adquisicion de informacién sobre olores florales; e (v) indica la localizacion de la fuente
de alimento en términos de direccion relativa al sol y distancia desde la colmena (Gruter y
Farina 2009).

Es asi que la colmena se comporta como 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 a nuevas fuentes de alimento o las recolectoras activas

pueden ser estimuladas a cambiar hacia otras fuentes mas productivas. A pesar de que una
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obrera podria recolectar alimento de un mismo lugar y desde una Unica fuente durante toda
su vida, en la mayoria de los casos cada abeja visita diferentes lugares y apresde diver
claves florales segun se modifica la informacion dentro de la colmena.

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

Por lo expuesto anteriormente, se evidencia el rol de las interacciones que ocurren dentro
del nido y sus consecuencias a escala individual y social. Lo que distingue a estos insectos
sociales de aquellos mas solitarios son las interacciones que ocurren entre los adultos y las
crias, siendo estas relaciones las que expresan los aspectos caracteristicos de las abejas. Por
lo tanto, teniendo en cuenta que la abeja durante su desarrollo recibe el recurso que esta
siendo explotado por las abejas recolectoras, cabe destacar que no ha sido reportado hasta
el momento si durante estos primeros contactos con el alimento, se estarian llevando a cabo
los primeros eventos de aprendizaje que modularian el comportamiento recolector de la

abeja adul.

1.3.3 El proceso de desarrollo en Apis mellifera
Durante el desarrollo de las abejas meliferas, las tres castas atraviesan cuatro estadios:

huevo, larva, pupa y finalmente| estadio adulto. La reina deposita los huevos en las
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celdas de las futuras obreras o de los zanganos. De los huevos fertilizados se desarrollan las
obreras o reinas mientras que de los no fertilizados se desarrollan los zdnganos. El embrion
crece dentro del huevo por un periodo de 3 dias consumiendo las proteinas del mismo
Luego eclosiona la larva que durante el periodo larval se alimenta aumentando
considerablemente de tamafio y peso, atravesando cuatro mudas. Como se mencioné
anteriormente, las encargadas de alimentar a las larvas con una mezcla de miel, polen y
compuestos de las glandulas hipofaringeas, son las abejas nodrizas. Esto ocurre dentro de
las celdas que se encuentran descubiertas (ver figura 1.9). Hacia el quinto estadio larval, la
larva deja de consumir alimento al mismo tiempo que las abejas obreras adultas sellan las
celdas con una mezcla de cera. Las larvas generan un capullo de seda dentro dg la celda
se orientan hacia el exterior. Luego de una ultima muda se comienza a desarrollar la pupa.
Durante el estadio pupal se lleva a cabo la metamorfosis. A través de este preceso, la
abejas sufren grandes cambios a nivel estructural y fisiolégico. No solo hay cambios a nivel
de tamafio sino que hay variaciones en cuanto a la diferenciacion csdullispara la

rapida division de un grupo de células inactivas e indiferenciadas en la larva, conocidas
como células imaginales. Este grupo de células activas rfnas tejidos del adulto o

imago, que reemplazaran los tejidos de la larva. La reorganizacion de los tejidos y érganos
tiene lugar por medio de la accion de enzimas digestivas que destruyen la mayor parte de
las células, lo cual recibe el nombre de histélisis. Los nutrientes derivados de este proceso
son usados para construir los nuevos tejidos del adulto en el proceso de histogénesis. De
esta manera, la pupa se asemeja al adulto que al finalizar su desarrollo, rompe la cubierta de

la celda con su mandibula emergiendo como una abeja joven.
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Figura 1.9: Larvas de abejas meliferg
desarrollandose en el interior de |
celdas abiertas, recibiendo alimento g
parte de las nodrizas. Crédit
fotografico: Alex Wild

El proceso de desarrollo desde el huevo hasta el adulto varia entre castas, siendo de 16 dias
para la reina, 21 dias para las obreras y 24 dias para los zanganos (ver figura 1.10). El

tiempo de desarrollo varia dependiendo de la temperatura, la nutricion y la raza de abejas.
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Con respecto al SNC durante el desarrollo de las abejas, se menciond anteriormente en esta
introduccién que atraviesa algunas modificaciones y reconstrucciones. Sin embargo la
estructura general se mantiene a través todos los estadios. Es interesante en este punto
considerar las diferencias respecto al desarrollo del SNC producto de las diferencias en el
desarrollo de las distintas castas. Por ejemplo, Roat y Landim (2008), cooclgye los

distintos tipos de alimentacién en las larvas de reina y obreras causan diferencias en la
expresion de algunos genes, lo cual se correlaciona con un crecimiento diferencial de las

estructuras cerebrales (Roat y Landim 2008). Esto va de la mano con el trabajo de Groh y
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Rossler (2008) sobre el desarrollo diferencial entre abejas reinas y obreras, cuya principal
variacion radica en el tipo de alimentacién que reciben durante el desarrollo larval. Los
investigadores evidenciaron cambios en el desarrollo de los centros olfativos primarios
(I6bulos antenales) y secundarios (cuerpos pedunculados) del cerebro. Estos cambios no
fueron solo estructurales sino que los complejos sindpticos (microglomérulos) en las
regiones de entradas sensoriales de los cuerpos pedunculados, se establecieron mas
tempranamente en las reinas generando asi una menor cantidad de sinapsis durante el
desarrollo. Los autores propusieron entonces que estos resultados son la explicacion al bajo
rendimiento en un aprendizaje olfativo de las reinas comparado con las abejas obreras
(Groh y Rossler 2008).

Otro trabajo del mismo grupo revel6 que al variar la temperatura durante el desarrollo de la
abeja reina, los microglomérulos sinapticos de los cuerpos pedunculados se ven afectados
en cuanto a la cantidad establecida. A la vez que evidencian diferencias en cuanto a la
cantidad y densidad de estos complejos entre la reina y las obreras adultas. Este estudio
revel6 una gran plasticidad en la organizacion sindptica dentro de las regiones de entradas
sensoriales en los cuerpos pedunculados del cerebro de las abejas (Groh et al. 2006).

Dadas estas evidencias, es plausible plantear que un medio de cria diferencial en cuanto a la
dieta de las abejas obreras durante su desarrollo, puede tener afectos a nivel de SNC,
modificando las estructuras relacionadas con la capacidad del aprendizaje y por ende con el
establecimiento de memorias, eventos que pueden subyacer a las variaciones en el

comportamiento del adulto.
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1.4 Objetivos e Hipotesis

El objetivo general de esta tesis es evaluar el rol de las experiencias olfativas adquiridas en
un contexto apetitivo durante estadios pre-imaginales y sus posibles afectos en el
comportamiento de las abejas adultas.

Los objetivos e hipoétesis particulares son:

1. Dado que ya se ha demostrado que la larva de un insecto holometabolo como
Drosophila establece asociaciones entre estimulos (Gerber y Stocker 2007), es probable
gue también erpis melliferase generen eventos de aprendizaje durante estadios larvales
mediante la asociacion entre un olor y el alimento ofrecido. Esta presuncion se debe a que
en la circulacion de alimento se transfiere informacion a todas las compafieras del nido y se
generan asi eventos de aprendizaje que conllevan a la formacién de memorias estables y
duraderas aun en individuos que no estan involucrados en tareas de recoleccién. Sumado a
gue los primeros eventos de aprendizaje podrian resultar durante la interaccion adulto-cria,
el objetivo de este capitulo es evaluar el establecimiento de memorias estables y de largo
término que persistan luego de la metamorfosis. Proponemos que las abejas en desarrollo
pueden generar este tipo de memorias olfativas que se evidencien incluso en el individuo
adulto.

2. Debido a que la estimulacion olfativa temprana en adultos modifica la respuesta
comportamental y neak hacia el olor pre-expuesto asi como también hacia los olores
perceptualmente similares, se pretende evaluar los efectos de las experiencias pre-
imaginales sobre las preferencias olfativas especificamente en lo que respecta al fenémeno

de generalizacion. Se propone que una estimulacion olfativa pre-imaginal incrementa los
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niveles de generalizacion de los individuos asi como también mejora sus habilidades
cognitivas en cuanto a la capacidad de asociar el olor pre-expuesto con una recompensa.

3. Correlacionar las experiencias olfativas pre-imaginales con modgg
fisiologicas y morfoldgicas del sistema olfativo de la abeja adulta, como ser los 6rganos
sensoriales y los receptores olfativos. Dada las evidencias sobre la modulacién de la
respuesta fisiologica de los receptores olfativos y la plasticidad de los 6rganos sensoriales
en abejas adultas con distintas experiencias a lo largo de su vida, proponemos que estas
modulaciones se evidencien tempranamente en abejas adultas jovenes que hayan sido
sujetas a experiencias olfativas pre-imaginales.

4. Correlacionar los comportamientos registrados con modificaciones a nivel del
sistema nervioso central, evaluando la expresién de genes involucrados en procesos de
formaciones sindpticas entre abejas adultas con o sin experiencias pre-imaginales.
Proponemos que los comportamientos especificos de cada grupo experimental de abejas
presenta un correlato a nivel central, que podrian expresarse diferencialmente por ejemplo a
través de la expresion de genes vinculados a conectividad neural.

5. Evaluar el comportamiento de las larvas que han sido sujetas a experiencias
olfativas durante su desarrollo, bajo condiciones controladas de laboratorio, en cuanto a su
actividad locomotora y eleccién olfativa. Para lograr este objetivo se pretende desarrollar
protocolos acordes para las evaluaciones comportamentales en las larvas de la abeja
melifera. Utilizando protocolos de cria estandarizados y controlando la alimentacion de la
larva, proponemos que las mismas son capaces de formar memorias olfativas modificando

asi sus comportamientos.
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2. EXPERIENCIAS OLOR-RECOMPENSA
DURANTE ESTADIOS PRE-IMAGINALES : EFECTO
SOBRE LA CONDUCTA DEL ADULTO.

2.1 Introduccion

Las respuestas comportamentales de los animales pueden ser moduladas por los estimulos
sensoriales que se encuentran en el ambiente y que pueden variar de un momento a otro.
Sin embargo, estas modificaciones del ambiente que generan distintas experiencias en los
individuos, tienen un efecto mas drastico si ocurren durante los primeros estadios de vida,
ya que pueden moldear los comportamientos durante largos periodos de tiempo incluso a
veces de una manera irreversible (Lorenz 1935). Desde el ejemplo que describe la impronta
de la conducta de apego en los gansos poco después de salir del huevo, han sido descriptas
una gran variedad de experiencias cognitivas y sensoriales que modifican los
comportamientos de los adultos en muchos grupos incluyendo a los humanos (Neal 1972
Cornwell-Jones et al. 1988, Cramer et al. 1988, Gschanes et al. 1998, Matthews y Robbins

2003, Pryce y Feldon 2003, Schable et al. 2007). En las ultimas tres décadas, Apiabeja
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mellifera ha sido considerada como un buen modelo de estudio dentro de los invertebrados
para estudiar la plasticidad comportamental y neuronal producto de experiencias tempranas
(Masson y Arnold 1984; 1987, Winnington et al. 1996, Sigg et al. 1997, Farris et al. 2001,
Brown et al. 2004). Dentro de las colonias de abejas, la informacién olfativa y gustativa
relacionada con recurso explotado se transfiere inadvertidamente entre los individuos,
mediante trofalaxia. Estas interacciones sociales ocurren permanentemente entre los
individuos y las primeras se llevan a cabo durante el desarrollo larval de la abeja obrera
estableciéndose asi las primeras experiencias sensoriales de las abejas. Las larvas de
insectos holometabolos corbwosophila pueden aprender de manera asociativa (Gerber y
Stocker 2007). Sin embargo, no se ha revelado aun si luego de la metamorfosis, las
memorias formadas en estadios pre-imaginales pueden persistir en la abeja dépiéstica
mellifera Algunos resultados indican que memorias de olores aversivos adquiridos por
larvas de distintas especies de mosca si pueden evocarse durante el estadio adulto (Tully et
al. 1994, Ray 1999). También claves olfativas relacionadas, como el reconocimiento de
congéneres, pueden ser retenidas mas alla de la metamorfosis en hQ@atagagphis

cursor (Isingrini et al. 1985). Una investigacion reciente determind que el alimento
aromatizado ofrecido en avispas parasitoides de la esdgssopus pallidsidurante la

fase huevo-larva es suficiente como para establecer memorias con retencién de hasta 14
dias (Gandolfi et al. 2003). Estos resultados permiten suponer que la retencién de memorias
del olor del alimento mas alla de la metamorfosis es una hipoétesis plausible a corroborar en
estos insectos sociales. La ingestion de alimento, que durante el estadio larval se encuentra

mediado por una interaccion “social” como la trofalaxia, podria ser una situacién que
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facilite el establecimiento de este tipo de memorias. En este capitulo se pretende establecer
si es posible que se generen memorias olfativas durante estadios pre-imaginales y que las
mismas perduren aun luego de la metamorfosis. Ha sido sugerido que las memorias
olfativas formadas durante la circulacion del alimento entre los individuos de la colonia
afectan la sensibilidad al azucar, lo que lleva a un estado de excitacion y aentadi

1997) que termina modificando los umbrales de respuesta al azucar (URA) (Ramirez et al.
2010). Por lo tanto se pretende también evaluar si las experiencias olfativas pre-imaginales
afectan la percepcién gustativa de las abejas sujetas a estas experiencias. Mas aun,
ahondando en las habilidades cognitivas de los individuos, trabajos recientes mostraron que
este tipo de comportamientos en abejas adultas jovenes (menos de 7 dias de edad) es mas
plastico de lo que se creia, es decir que este grupo de abejas es capaz de generar memorias
olfativas estables y de largo término (Arenas y Farina 2008, Behrends y Scheiner 2009).
Apoyando este hecho se realizaron experimentos donde se evalué el efecto del aprendizaje
olfativo a edades tempranas de la abeja sobre el comportamiento en edades avanzadas
(Arenas y Farina 2008). Los resultados indicaron que las memorias olfativas conformadas a
edades tempranas en la abeja pueden ser recuperadas a edades recolectoras
(aproximadamente 17 dias de edad). Teniendo estos antecedentes en cuenta, evaluaremos si
las experiencias olfativas pre-imaginales modifican el aprendizaje durante un
condicionamiento diferencial hacia el olor pre-expuesto y hacia un olor novedoso en abejas

adultas de temprana edad.
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2.2 Materiales y métodos

2.2.1 Sitio de estudio y animales

Los experimentos se realizaron entre octubre y abril de 2008 y 2009 en el Campo
Experimental de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos
Aires (34° 32’ S, 58° 26’ O). Se utilizaron tres colmenas comercialefdes melliferadel

apiario experimental en las cuales se introdujo un alimentador artificial. Los sujetos
experimentales fueron obtenidos de cuadros de cria identifigadnantenidos en el
interior de la colmena hasta sus estadios pupales. Luego, los cuadros con sus celdillas de
cria ya operculadas (cerradas por las abejas nodfizan colocados dentro de una
incubadora en el laboratorio bajo condiciones controladas de temperatura y humedad
relativa (36 °C y 55% HR). Después de su emergencia como adultos (entre 0 a 1 dia de
edad), las abejas fueron ubicadas en grupos de 120 individuos aproximadamente dentro de
cajas de madera (10 x 10 x 10cm), que presentaban en una de sus caras una malla plastica,
y orificios en donde se colocaron los alimentadores (ver figujalzag abejas confinadas

fueron alimentadaad libitum con solucién de sacarosa 50% p/p y polen, y mantenidas en
incubadora bajo condiciones controladas de laboratorio (31 °C, 55% HR y oscuridad) hasta

el momento de las correspondientes evaluasion
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Figura 2.1: En la secuencia fotografica, se puede observar hacia la izquierdaadro ae cria
operculada y abejas recién emergidas dentro de una incubadora. En eleehsersa en detalle un
obrera emergiendo y hacia la derecha, se encuentran las abejas experimentalde dejas de mader
de (10x10x10) cm con alimentad libitum que seran mantenidas en condiciones controlada
temperatura y humedad hasta el momento de registro.

2.2.2 Procedimiento experimental

El objetivo de estos experimentos fue evaluar el efecto de diferentes dietas ofrecidas
durante el desarrollo larval de la abeja melifera sobre su comportamiento en el estadio
adulto. Para ello 3 soluciones de alimento fueron ofrecidos en 3 diferentes colmenas
mediante el uso de un alimentador artificial ubicado en el interior de las mismas. Los
alimentos ofrecidos fueron soluciones azucaradas (50%p/p) con distintos olores puros
disueltos en dicha solucién. En el caso de la Colmena 1, ningun olor fue incorporado en la
solucion azucarada por lo que consideramos a estas abejas como el grupo control (Sin olor).

Mientras que para las Colmenas 2 y 3, una fue alimentada con soluciébn azucarada
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aromatizada con Linalool (D, 5Qul/L) y la otra con Fenilacetaldehido HE, 50ul/L).

Este alimento circulé dentro de las colmenas durante una semana. Luego de este periodo se
incorpord en cada colmena un cuadro apicola con huevos, que fue previamente marcado
para su posterior seguimiento a lo largo del desarrollo de los individuos. Durante el periodo
de desarrollo larval, se introdujeron 1,5 litros de alimento cada dos dias. Cabe destacar que
bajo estas circunstancias, las larvas fueron alimentadas por las abejas nodrizas. Antes del
comienzo de los estadios pupales (en el dia 8 del desarrollo de la abeja segun Winston
1987), los cuadros con cria que fueron alimentados con soluciones azucaradas aromatizadas
fueron colocados en otras colmenas (naive) con la finalidad de evitar continien su
desarrollo dentro de un ambiente aromatizado. Entre los dias 12 y 15 del desarrollo, los
cuadros blanco ya operculados fueron trasladados a las incubadoras bajo condiciones
controladas (ver detalles en la seccidon 2.2.1) hasta la emergencia de individuos adultos. Las
abejas de entre 3 y 5 dias de edad como adultas fueron utilizadas para evaluar procesos

sensoriales y cognitivos utilizando las metodologias que se detallan a continuacion.

2.2.3 Sensibilidad Gustativa

Tanto en las abejas como en otros insectos succionaddaesxtension desu probodscide

se la puede considerar como una respuesta refleja frente al contacto de solucién azucarada
en sus antenas (Frings 1944) (ver figura 1.4). A partir de esta respuesta es posible realizar
presentaciones sucesivas de soluciones azucaradas de concentracion creciente sobre las

antenas con el fin de evaluar la sensibilidad del individuo a este estimulo gustativo (Page et
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al. 1998). Se interpreta a la minima concentracion de sacarosa que la abeja diferencia del
agua y que provoca la extensién de su probdscide como el valor umbral de respuesta al
azucar (URA) de ese individuo (Page et al. 1998)

El protocolo de URA fue establecido y utilizado anteriormente en abejas meliferas, el
mismo consiste en presentarle a los individuos experimentales, amarrados en cepos
metélicos con sus piezas bucales y antenas [ibed®da 1961, Bitterman et al. 1983), una
sucesion de soluciones azucaradas (sacarosa) en orden creciente de concentracion
intercalando agua entre cada presentacion (Page et al. 1998, Pankiw y Page 1999). Para
amarrar a las abejas, previamente se las anestesié con frio (-4°C) y se las mantuvo en
incubadora (32°C, 55% HR y oscuridad) por aproximadamente 3 horas para evitar el estrés
producido por la manipulacion. En primera instancia, a cada abeja se le presentd agua entre
las sucesivas concentraciones de solucion azucarada. Aquellos individuos que respondieron
extendiendo su probdscide ante la presentacién del agua fueron saciados con la misma para
evitar que la sed interfiriera en los resultados obtenidos. La respuesta al agua evaluada
antes de presentar cada concentracion de sacarosa, fue determinada también como control
para evitar un potencial incremento de sensibilizacion o habituacién (Page et al. 1998). Las
antenas de cada abeja fueron tocadas una vez con un palillo de madera embebido con
solucion de sacarosa 0.1% peso/peso (p/p), y asi sucesivamente en orden creciente de
concentracién se presentaron las siguientes soluciones de sacarosa: 0.3%, 1%, 3%, 10%,
30% y 50% (p/p). El intervalo entre la presentacién de una concentracion de solucién de
sacarosa Y la subsiguiente, tanto para el agua como para el azlcar, varié entre 2 y 4 minutos

dependiendo de la cantidad de individuos evaluados en cada ensayo (de aproximadamente
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30 abejas). Aquellos individuos que respondieron al menos a la solucién mas concentrada
(sacarosa 50% p/p) fueron incluidos en el andlisis. Los individuos que no extendieron sus
piezas bucales a ninguna de las concentraciones presentadas, fueron excluidos del analisis
dado a que no se pueden determinar las causas de la ausencia de respuesta, las cuales
podiian deberse a individuos con mayor umbral, saciados, u otros factores. Se registraron
los puntajes de respuesta al azUcar de cada individuo. Este puntaje es el nimero de
concentraciones para las cuales la abeja extendié su probdscide y se correlaciona con el
umbral de respuesta al azucar a partir del cual los individuos responden a todas las
concentraciones de azucar mayores (Page y Erber 2002). Esta respuesta fue cuantificada de
uno (1) a siete (7), siendo el valor uno (1) el puntaje correspondiente a la respuesta del
individuo ante la solucién de sacarosa 50% p/p y siete (7) el que representa el puntaje de
una abeja que respondi6 a las siete (7) concentraciones. Cabe destacar que la mayoria de los
individuos que respondieron a bajas concentraciones de sacarosa también extendieron su
probdscide a las de mayor concentracion. Si alguna abeja no respondié a una concentracion
de sacarosa, pero si extendié su probdscide ante la concentracion menor que la antecede y a
la mayor que la precede durante el protocolo, el puntaje registrado se corresponde con la
minima concentracion de sacarosa a la cual el individuo respondié extendiendo su

probéscide.

2.2.4 Respuesta espontanea de extension de probdscide
La respuesta de extension de proboscide puede ser desencadenada en el casgiadg las ab

por un estimulo olfativo qua priori resulta neutro para el individuo, pero que luego de
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asociarlo con la recompensa represen& valor dela misma. Por lo tanto, una vez
establecida la asociacion, la sola presencia de dicho estimulo desencadena la respuesta de
extension de probdscide (REP). La misma puede ser cuantificada utilizando el protocolo de
REP que consiste en presentar ante las antenas de las abejas un determinado estimulo
olfativo evaluando si el individuo extiende 0 no su probdscide frente a un determinado olor.

Si la abeja responde extendiendo su probdscide ante la presencia de un olor sobre sus
antenas, esta respuesta es espontanea indicando que previamente se produjo la asociacion
de ese estimulo olfativo con una recompensa. Para dicho fin se utilizé un dispositivo que
entregaba un flujo continuo de aire controlado y mediante el cual se liberaban los olores.
Los olores presentados fueron el LIO y el PHE,adatilizados como estimulos neutros en

los tratamientos detallados dentro del procedimiento experimental. Caddudlde olor

puro) fue impregnado sobre un papel de filtro (30 x 3 mm) y colocado dentro de una
jeringa. Durante la entrega del olor, el volatil fue liberado a través de una segunda corriente
de aire (2,5ml/seg) que se conecta a la corriente principal. Durante este ensayo, un flujo
constante de aire de 50 ml/seg fue dirigido hacia la cabeza del individuo experimental, a
través de un tubo de 1cm de diametro ubicado a 2 cm aproximadamente de la abeja que se
encontraba amarrada en un cepo metalico con libre movimiento de sus antenas y piezas
bucales (Takeda 1961, Bitterman et al. 1983). Las antenas del individuo experimental
ubicado frente al dispositivo descrito anteriormente, se alineaban con la direccion del flujo
de aire y de olor (Figura 2.2

La REP fue también cuantificada con la finalidad de evaluar el efecto sobre la formacion de

memorias olfativas del entorno del cuadro de cria donde las abejas se desarrollaron
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mientras circulaba alimento aromatizado o sin aromatizar en la colmena. Para ello se
colocaron porciones de cera del cuadro de cria (pertenecientes a cada grupo experimental)
en un kitasato que a través de canulas se conectaba a una bomba de aire y al dispositivo que
mediante un flujo continuo de aire entregaba los olores. Se utilizaron la cera del cuadro de
cria de la colmena donde circul6 solucion azucarada sin aromatdmfayque circuld

solucion azucarada con PHE. A su vez, se presentd como olor pura@ledPHE para
comparar la REP a este olor con el de la cera. Ambos olores se entregaban alternadamente
sobre las antenas de las abejas experimentales amarradas y situadas frente a la corriente de
aire.

Con el fin de obtener a las abejas amarradas, previamente fueron anestesiadas con frio (-4
°C) y colocadas en los cepos metalicos. Se las mantuvieron en reposo dentro de una
incubadora (32 °C, 55% HR y oscuridad) hasta el momento de la evaluacién,
aproximadamente 3 horas para minimizar el estrés provocado por la manipulacién. Los
individuos utilizados para medir la REP ante los respectivos olores, fueron aquellos que al
contactarse las antenas con solucién de sacarosa 50% p/p extendieron su probdscide y no
presentaron respuesta al estimulo mecéanico (flujo de aire). El intervalo entre la entrega de
un olor y otro fue de aproximadamente entre 8 y 10 minutos variando de acuerdo a la
cantidad de individuos experimentales a evaluar.

Durante la experimentacion en este dispositivo, los olores liberados fueron extraidos hacia

el exterior mediante un extractor para evitar contaminacion.
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Figura 2.2: En la fotografia se observa una abeja experimental encepada y alineadal filesgtesitivo
que libera estimulos olfativos (olores puros)

2.2.5 Condicionamiento Diferencial

La REP es factible de ser condicionada en el laboratorio con el fin de estudiar la dinamica
del aprendizaje asociativo é&pis mellifera Por un lado uno de los protocolos utilizados es

el condicionamiento absoluto mientras que por otro lado se puede utilizar el protocolo de
condicionamiento diferencial con el objetivo de complejizar el aprendizaje, ambos
emmarcados en las bases del condicionamiento clasico o Pavloviano. Con el fin de analizar
si las experiencias pre-imaginales tienen algun efecto sobre las habilidades cognitivas de las
abejas, nos propusimos implementar un protocolo de condicionamiento diferencial. Para

ello las abejas experimentales fueron primeramente anestesiadas con frio (-4 °C) y luego
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amarradas en cepos metélicos donde solamente podian mover libremente sus mandibulas y
antenas. Luego de amarrarlas se las mantuvo en una incubadora (32 °C, 55% HR y
oscuridad) por aproximadamente 3 horas con el objeto de reducir el estrés producido por la
manipulacion. Las abejas experimentales fueron sometidas a un protocolo de
condicionamiento diferencial en donde dos olores puros fueron presentados (Bitterman et
al. 1983), uno recompensado (estimulo condicionado recompensado, EC+) con solucion de
sacarosa 50% de peso/peso (estimulo incondicionado, El) y el otro no recompensado
(estimulo condicionado no recompensado, EC-). En éste tipo de condicionamiento el
individuo, debe aprender a discriminar entre los dos estimulos y a asociar s6lo uno de ellos
a la recompensa (Giurfa, 2003), de esta manera ante la mera presencia del EC+ la abeja
extendera su proboscide mientras que no lo hara en presencia del EC-. Mas aun la respuesta
a uno de los estimulos M no-respuesta al otro, permite descartar la presencia de
fendmenos de aprendizaje no asociativo, como la sensibilizacién que desencadenaria un
aumento indiscriminado en la respuesta a ambos estimulos (Hammer y Menzel 1995). Al
igual que para la evaluaciéon de la REP, se utilizé un dispositivo con una corriente de aire
continua (50 ml/s) para entregar los olores; este flujo fue presentado directamente sobre la
cabeza de cada individuo a través de un tubo (1 cm de diametro) ubicado frente a cada
abeja a 2 cm. Cado olor puro (4 uL) fue impregnado en un papel de filtro (30 x § mm)
colocado dentro de la jeringa. EI compuesto volatil fue entregado por una corriente de aire
secundaria (2,5 ml/s) inyectado en la corriente de aire principal al momento de ser
presentado (ver figura J.2Las abejas fueron expuestas a los dos estimulos olfativos

(olores puros) una determinada cantidad de veces (en forma balanceada, es decir mismo
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namero de veces para el estimulo recompensado como para el estimulo no recompensado).
Los dos estimulos olfativos fueron presentados diez veces en total: cinco cada uno en un
orden pseudo-aleatorio (EC-, EC+, EC+, EC-, EC-, EC+, EC-, EC+, EC+, EC-). Entre cada
presentacion de estimulos (ensayos) el intervalo temporal fue de 10-15 min. Sin embargo
un intervalo de 30 min fue mantenido entre la Ultima presentacion de EC y la evaluacion,
que consistid en la sola presentacion sucesiva de ambos olores sin asociarlos a la
recompensa. En cada ensayo se cuantific6 la REP durante los primeros 3 segundos de
presencia del olor, es decir antes de asociarlo con la recompensa. Las abejas utilizadas en
este condicionamiento fueron aquellas que extendieron su probdscide ante la presentacion
de solucién de sacarosa (1,8M) sobre sus antenas (respuesta incondigi@nkdagz no
respondieron al estimulo de la corriente de aire (respuesta mecéanica). Durante el protocolo
de condicionamiento los volatiles fueron eliminados mediante un extractor de aire para
evitar de esta manera, la contaminacion del medio que rodea a los sujetos experimentales.
Cada ensayo tuvo una duracion de 40 segundos, en donde la presentacion del olor (EC) fue
de 6 seg. Tres segundos luego del inicio del EC+ se presenté como recompensa solucién de
sacarosa 1,8 M. Luego del condicionamiento se elabord un indice de generalizacion (IG)
con el objetivo de comparar el grado en que los distintos grupos de abejas experimentales
generalian entre los olores condicionados. El IG se basé en las REP obtenidas durante los
5 pares de ensayos del entrenamiento (Sandoz et al. 2001; Gramacho y Spivak 2003):

(R+) - (R—)

7~
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Donde la R + es la sumatoria de las REP paEaCely R - la sumatoria de REP para el CS-

Para cada abeja se calculo el IG pudiendo obtener diferentes valores que rondan entre O y 2.
El valor O implica que todas las abejas respondier&@Cal mientras que el valor 1 indica

que las abejas respondieron equitativamenteCGy como alEC-. Valores mayores 1

significan que las abejas respondieron mayoritariame€-al

2.3 Analisis Estadistico

Para analizar los valores de URA se utilizé estadistica no paramétrica dado que los datos no
cumplieron con el supuesto de homogeneidad de varianza (Sokal 2000). Por lo tanto se
realizaron un test de Kruskal-Wallis y las subsiguientes comparaciones de Dunn con el fin
de evaluar si las medianas de los valores de URA obtenidas para cada grupo experimental
diferian entres si (Zar 1999). Los porcentajes de abejas que respondieron extendiendo su
probéscide (REP) ante los olores previamente expuestos durante su desarrollo larval (LIO o
PHE), fueron analizadas utilizando un analisis de proporciones (prueba de Z). Ya que los
datos han sido utilizados méas de una vez se realiz6 una correccion mediante el método de
Bonferroni para reducir el riesgo de cometer error del tipo I, por lo tanto el valor de
significancia se corrigio de la siguiente manerd: o/k dondea= 0,05 y k=2 (Sokal

2000). De esta manera en este caso, el nivel de significanciadce(d@25.

Durante la etapa de entrenamiento del condicionamiento diferencial las REPs frente al olor
condicionado EC+) y al no condicionadoEC-) fueron comparadas entre los diferentes

grupos experimentales de abejas, utilizando un analisis de varianza de medidas repetidas
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(ANOVA-MR) utilizando un nivel de significancia del 5%. Es factible aplicar este tipo de
pruebas para el andlisis de datos dicotdmicos cumpliendo con ciertos requisitos: que los
grados de libertad del error sean mayores o iguales a 40 (Lunney 1970) y el disefio sea
balanceado. Si la interaccion entre los factores resulté significativa, se realizé un analisis de
efectos simples; seguidos de ser necesario, por comparaciones de Tukey. Los IGs obtenidos
para cada grupo experimental luego del entrenamiento en un condicionamiento diferencial,
fueron comparados mediante un andlisis no paramétrico de Kruskal-Wallis (los datos no
cumplieron con el requisito de homogeneidad de varianzas, Sokal 2000) seguidos de
comparaciones de Dunn (Zar 1999). Finalmente, un andlisis de proporciones (prueba Z) fue
realizado para comparar el porcentaje de REP frente al olor de la cera de los cuadros dond
las abejas se habian desarrollado y hacia el PHE, para ambas condiciones experimentales de
cria: abejas alimentadas con soluciéon azucarada aromatizada con PHE o sin aromatizar

durante sus estadios larvales.

2.4 Resultados

2.4.1 Sensibilidad gustativa en abejas adultas luego dejgeriencias

olfativas pre-imaginales.

Con el objetivo de evaluar si las experiencias olfativas pre-imaginales modificaron los
umbrales de respuesta al azlcar, los puntajes obtenidos, luego haber realizado un protocolo
de URA, en abejas de 3 a 5 dias de edad como adultas alimentadas en sus estadios larvales
con diferentes dietas fueron comparados. No se evidenciaron diferencias significativas al

comparar las medianas obtenidas en abejas con o sin experiencias olfativas pre-imaginales
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(medianas: solucidon azucarada sin olor= 3, solucion azucarada aromatizada conyLIO= 3
solucion azucarada aromatizada ctER 2; Kruscal-Wallis: H= 3,07, p= 0,215, N= 1,72

ver figura 2.1).

(54) (57) (61)
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Figura 2.1: Umbrales de Respuesta al Azucar (URA). Las abejas adultas fueron estimeladas
de la colmena con solucién azucarada (50% p/p) aromatizada con diferergsqldtmlool, LO o
Fenilacetaldehido, HFE) o sin aromatizar durante los estadios larvales. Las abejas luego
emergencia como adultos fueron criadas en condiciones controladas de laboratoebrhastanto
de la evaluacidn (entre 3 a 5 dias de edad). Se cuantificaron los puntajesiéstaesipazicar par
cada grupo de abejas estimuladas. No se encontraron diferencias estadistinaspereba de
Kruskal-Wallis (p>0,05). Entre paréntesis se muestra el niimero de obseggacion
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2.4.2 Efecto de las experiencias olfativas pre-imaginales sols@dapuestas

apetitivas al olor pre-expuesto

La finalidad de este experimeng&s evaluar si una alimentacion diferencial durante el
desarrollo larval de la abeja influye sobre la evocacién de la memoria olfativa producto de
la asociacién entre la solucion azucarada y el olor disuelto en la misma en abejas adultas.
Para ello se compararon los porcentajes de REP hacia el olor asociado al alimemto (LIO
PHE) de abejas de entre 3 a 5 dias de edad alimentadas con o sin soluciébn azucarada
aromatizada durante sus estadios larvales. Los resultados obtenidos mostraron niveles de
REP significativamente mayores hacia los olores pre-expuestos en abejas adultas con
experiencias olfativas pre-imaginales en comparacién con abejas de la misma edad que
fueron alimentadas durante sus estadios larvales con alimento sin aromatizar (REP hacia
LIO, Z=-2,076, p=0,0189, N=87; REP hacia PHE, Z=-2,092, p=0,0182, N=87, figufa 2.2

y B). Mas aun, aquellas abejas que respondieron al olor pre-expuesto (LIO o PHE) también
respondieron a un olor novedoso (si LIO fue pre-expuesto, el novedoso fue PHE vy

viceversa), evidenciando mayores niveles de REP (ver las barras rayadas en la figura 2.2 A

y B)

52



Capitulo 2
Experiencias olor-recompensa durante estadios pre-imaginales: efecto sobdedsacdel adulto

Gabriela Ramirez

A) B) *

== Lo == PHE (87)
\\\\" Olor novedoso ‘///, Olor novedoso

w
o

(87)

n
o
L

(96)

S\

Sin olor LIO Sin olor PHE

REP a los 3-5 dias de edad (%)
>

Estimulacion olfativa Estimulacion olfativa

Figura 2.2 Respuesta de extension de probéscide (REP) frente a diferentes olmesi@ abejas
adultas jévenes previamente estimuladas durante la etapa pre-imaginal a porol@sociado g
recompensa dentro de la colmena. Las abejas adultas fueron mantenidas en esrubaimoladas de
laboratorio hasta el momento de la evaluacién (3-5 dias de edad). Se cuantificarorcdosajes de
abejas que extendieron su probdscide (% REP) ante la primera presentaciotodel d®,darras gris
claro (A) o PHE barras gris oscuro (B). Luego de la evaluacién al olor pre-exp(fi$i o LIO), la

REP hacia un olor novedoso también fue cuantificada, barras rayadassteriscos indican diferencig
estadisticas en un Z-test para dos proporciones (* p < 0,025). Erinégsés se muestra el numero
observaciones.

2.4.3 Efecto de las experiencias olor-recompensa en los estadees

imaginales sobre la discriminacion de olores en abejas adultas

Las abejas adultas tienen la capacidad de discriminar entre un olor asociado a recompensa y
otro que no, hecho que se pone a prueba mediante un condicionamiento diferéncial. E
objetivo de este experimento fue evaluar si las experiencias olfativas pre-imaginales
modifican esta capacidad cognitiva que presentan las abejas adultas. Para ello se

compararon los desempefios a lo largo del entrenamiento entre los distintos grupos
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experimentales de abejas (alimentadas con solucion azucarada aromatizada o sin aromatizar
durante sus estadios larvales). Durante la fase de adquisicién del condicionamiento
diferencial se encontraron diferencias estadisticas entre los grupos. Las abejas que han sido
alimentadas con solucion azucarada aromatizada con PHE presentan diferencias
significativas en comparacion con las otras abejas experimentales durante la fase de
adquisicion en un condicionamiento diferencial hacia LIO, ya que los niveles de REP hacia
PHE (en este caso EC-) fueron mayoesen el segundo y tercer ensayo (interaccion entre

el ensayo y el olor pre-expuesta; fz6= 2,03, p= 0,042, efecto simple para el segundo
ensayo deEC-: F, g4= 6,09, p=0,002; tercer ensayo &«I-: F, g4~ 4,36, p=0,013; tercer

ensayo deEC+: F, g4 3,36, p=0,035y comparacionepost hocde Tukey p <0,05,
ANOVA-MR, ver figura 2.3 A). A la vez, las abejas que han sido alimentadas con solucion
azucarada aromatizada con LIO, disminuyen su rendimiento (menores niveles de REP)
durante el condicionamiento haci&llP comparado con las abejas criadas con alimento
aromatizado conE o sin aromatizar (interaccién entre el estimulo condicionado y el olor
pre-expuesto: Fs7= 6,06, p= 0,004, efecto simple pareE€l+ entre olores pre-expuestos:

F.. 57 16,32, p=1,3.10E comparaciones de Tukey: p <0,05 ANOVA-MR, ver figura 2.3

C). Dado a que los resultados en la seccion 2.4.3 indicaron que un alto porcentaje de las
abejas alimentadas con soluciones azucaradas aromatizadas que respondieron hacia el olor
pre-expuesto también respondieron a un olor novedoso, se compararon los IG de abejas
adultas (de 3 a 5 dias de edad) luego de un condicionamiento diferencial hacia los olores
pre-expuestos. Cuando el LIO actia como el olor recompensB@e, (en el

condicionamiento diferencial), las abejas de 3-5 dias de edad que fueron pre-expuestas con
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PHE presentaron valores de |G més elevados que las abejas pre-expuestas a LIO o sin olor
(H = 8,04, p = 0,015, N = 124, prueba de Kalskallis; PHE vs LIO: Q = 2,43, p <0,05,
contraste de Dunn; PHE vs sin olor: Q = 3,12, p <0,01, contraste de Dunn; figura 2.3 B).
Sin embargo, cuando PHE actué coE®G+, las abejas que han sido alimentadas siendo
larvas con solucion azucarada aromatizada con PHE o LIO mostraron niveles de IG més
alto que las abejas previamente expuestas a una solucién azucarada sin aromatizar (H =
9,51, p = 0,008, N = 121; prueba Kruskal-Walli$jEPvs sin olor: Q = 3,20, p <0,05,

contraste de Dunn; LIO vs sin olor: Q = 2,42, p <0,01, contraste de Dunn; figura 2.3 D
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Figura 2.3: Condicionamiento olfativo clasico del tipo diferencial en abejas recientementeidase
Las abejas adultas fueron estimuladas dentro de la colmena con solucibradeu% p/p)
aromatizada con diferentes olores@Lo PHE) o sin aromatizar durante los estadios larvales. Las al
adultas fueron mantenidas en condiciones controladas de laboratorio hasta el menteemteatiiacion
(3-5 dias de edad). Se cuantificaron los porcentajes de abejas que extesuligrobdscide (% REP) ¢
olor condicionado (IO o PHE) en cada uno de los sucesivos ensayos (A y C). Las lineas @
corresponden a las respuestas ante el olor recompensado, mientras que las lineas aotgisl olor ng
recompensado. Los indices de generalizacion (IG) fueron calculadegimadel condicionamientd
diferencial (B y D). Los asteriscos indican diferencias estadisticas en un ANOVA de megditatas
para los condicionamientos diferenciales (*p < 0,05) y para los IGeddms estadisticas en una prue
de Kruskal-Wallis (*p < 0,05, **p <0,01). Entre paréntesis se maestniimero de observaciones.
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2.4.4 Los olores que se presentan en el entorno de la cria y su influencia

sobre las respuestas apetitivas hacia el olor pre-exjmues

Las abejas experimentales se han desarrollado durante sus estadios larvales en el interior de
una celda del panal hecha de cera y embebida con el olor proveniente de los alimentos
ofrecidos. Para determinar si los olores liberados por el entorno de cria provoca una
respuesta mediada por el olor, se compararon los valores de REP hacia ambos estimulos
olfativos: el olor puro ofrecido en la comida y el olor de los panales de cria. Los resultados
indicaron que las abejas adultas (3-5 dias de edad) que han sido alimentadas con alimento
sin aromatizar siendo larvas presentan similares niveles de REP hacia el PHE como hacia
los volatiles liberados por el panal de la zona de cria (p> 0,05; prueba de Z, ver Figura 2.4
A). Contrariamente, en las abejas adultas que han sido alimentados con alimento
aromatizado con PHE durante las etapas larvales, presentaron mayores niveles de REP
hacia el olor pre-expuesto (PHE) que hacia el olor de la cera del panal donde se

desarrollaron (p <0,01; prueba de Z, figura 2)4 B
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Figura 2.4: Respuestas de extension de proboscidad (REP) en abejas retierderaggidas frente
a una primera estimulacién olfativa (respuesta espontanea). Las abejasentpérs fueron
estimuladas previamente durante los estadios pre-imaginales dentro de kasasotmn solucior
azucarada (50% p/p) aromatizada con PHE o sin aromatiaarabejas emergidas como adult
fueron mantenidas en condiciones controladas de laboratorio hasta el momerdgoalieaeion (3 al
5 dias de edad). Se cuantificaron los porcentajes de respuesta de extepsiafrosiede (% REP
ante la primera presentacion, de PHE o del olor de los panales de cria en dohd@$aseahan
desarrollado y han sido estimuladas con solucién azucarada sin olor (Anatiaada (B). Los
asteriscos indican diferencias estadisticas en testZpara dos proporciones*p <0,01). Entre
paréntesis se muestra el nimero de observaciones.
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2.5 Discusion

Teniendo en cuenta que la circulacion de una solucion azucarada aromatizada entre los
individuos de una colonia modifica la sensibilidad gustativa de los grupos de abejas de
corta y mediana edad (Ramirez et al. 2010), fue factible en primera instancia poner a
prueba si la sensibilidad gustativa de abejas adultas con experiencias olfativas pre-
imaginales se vio modificada. En este caso, no se encontraron variaciones en adultos con o
sin este tipo de experiencias. Probablemente porque estas vias gustativas no se vean
afectadas, ya que las antenas funcionales se desarrollan durante el estadio pupal (Snodgrass
1984).

Por otro lado, se ha demostrado pawais mellifera que la edad de adquisicion de
informacion del tipo olfativa en el estadio adulto es crucial para la retenciébn de una
memoria asociada a la misma (Arenas y Farina 2008). Sin embasgsabia hasta este
momento, que efecto produce la experiencia olfativa durante estadios pre-imaginales sobre
la conducta de la abeja adulta y en particular sobre sus habilidades cognitivas. En primer
lugar es valido resaltar que la metodologia utilizada en estos experimentos se basa en una
estimulacidon general de las colmenas y por lo tanto no es posible aolatrodntidad del
alimento ofrecido que llega a las larvas, y si efectivamente todas las larvas que formaron
parte de las abejas adultas experimentales estuvieron en contacto con la solucién azucarada
(aromatizada o sin aromatizar) ofrecida. Ahora, si consideramos que el néctar es
rapidamente distribuido entre las abejas de la colmena (von Frisch 1923, Rdsch 1925,
Seeley 1989)que los alimentos asociados a estimulos olfativos establecen memorias

estables y duraderas en individuos pertenecientes a diferentes castas (Farina et al. 2005,
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Grater et al. 2006, Ramirez et al. 2010); y que las nodrizas son las responsables de
alimentar las larvas, es plausible pensar que las larvas fueron sujetas a una experiencia
olfativa a través de este tipo de estimulacion y que la misma influyé en el comportamiento
de los individuos incluso luego de la metamorfosis. Los resultados obtenidos en el presente
capitulo avalan esta hipotesis ya que las abejas experimentales con experiencias olfativas
pre-imaginales presentan mayores niveles de respuesta en el paradigma de extension de
probdscide al olor pre-expuesto en comparacion con las abejas sin estas experiencias. Por lo
tanto, es importante resaltar que la retencion de la informacion olfativa asociada al alimento
ofrecido persiste aun después de la metamorfosis. Este hecho apoyaria la idea de que la
propagaciéon de la informacion olfativa relacionada con el alimento afecta los
comportamientos en el paradigma de REP para abejas de todas las edades en la colmena
(Gruter et al. 2006) como asi también en la eleccion del alimento fuera de la misma (Arenas
et al. 2007).

Sin embargo, un alto porcentaje de individuos responde también hacia un olor novedoso. Si
nos centramos en los indices de generalizacion obtenidos luego de un condicionamiento
diferencial tanto hacia el olor previamente expuesto durante etapas pre-imaginalgs (PHE
como hacia un olor novedoso (LI&e observo que los mismos son mayores respecto a las
abejas sin experiencias olfativas pre-imaginales. Esto quiere decir que las abejas
alimentadas durante sus etapas larvales con una solucién azucarada aromatizada con PHE
responden tanto al estimulo condicionado recompensado como al que no esta
recompensado en una proporcion mayor a las respuestas de las abejas alimentadas con

solucion azucarada sin aromatizar. Sin embargo, cuando las abejas estuvieron pre-expuestas
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aLIO los IG con respecto a las abejas sin experiencias olfativas pre-imaginales (control)
variaron dependiendo si durante el condicionamiento diferencial el olor correspondia al
estimulo condicionado recompensado o no. Siendo los IG de abejas alimentadas durante
estadios larvales con solucion azucarada aromatizada con LIO, mayores a los obtenidos en
abejas control, cuando este olor fue no recompensado. Estas diferencias se pierden cuando
el LIO actio como estimulo condicionado recompensado. Estos resultados, por un lado, nos
sugieren que la representacion neural de estos olores a nivel de I6bulo antena tiende
“confundirse” en abejas con experiencias previas, por lo que nos planteamos en el siguiente

capitulo ahondar con el tema de la generalizacion. Por otro lado las identidades de los
olores son diferencialmente salientes produciendo distintos efectos si se los utiliza como
estimulos condicionados dado a que han sido 0 no estimulos asociados al alimergo durant
el desarrollo larval de los individuos. Otros estudios han descripto asimetrias en cuanto a la
retencionde LIO y PHE en abejas al ser evaluadas en un condicionamiento clasico (Sandoz
et al. 2000) o en un contexto operante (Arenas 2010). Estas diferencias, podrian estar
relacionadas con la relevancia biolégica de los estimulos, es decir, por ejemplo, si los
volatiles cumplen un rol comunicacional o no, como ha sido propuesto para polillas (Daly
et al. 2001) y abejorros (Laloi et al. 2004).

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, la circulacion de la informacion asociada al
alimento estaria afectando el comportamiento de los adultos aun si la misma se llevé a cabo
durante etapas larvales. Esto es posible si consideramos que luego de la metaghorfosis
sistema nervioso de la abeja adulta deriva directamente del de la larva, siendo la estructura

general de ambos®ncialmente la misma (Snodgrass 1984). Mas aulresophilalas
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neuronas que conforman los cuerpos pedunculados persisten luego de la metamorfosis al
igual que las neuronas de proyeccion y algunas de las interneuronas presentes en la larva se
integran en el individuo adulto. Estas caracteristicas se suman a que la arquitectura de la via
olfativa de la larva dérosophila es sorprendentemente similar a su contraparte en el
adulto (Gerber y Stocker 2007). Por lo tanto, si las bases neurales de las larvas persisten en
el adulto, es factible pensar que la representacion neural de una memoria adquirida durante
estos estadios también perdure.

Otro de los puntos para destacar esta relacionado con los resultados obtenidos ante la
presencia de los volatiles emitidos por los panales de la zona de cria donde los individuos
se desarrollaron. Estudios previos concluyeron que la exposicion a volatiles en el medio
donde las abejas atraviesan los estadios pupales, no produce efectos sobre el
comportamiento de orientacion en un olfatbmetro ni sobre el desempefio en el aprendizaje
durante un condicionamiento diferencial, asegurando de esta manera que la exposicion pre-
imaginal no modifica el comportamiento de las abejas en estadios adultos (Sandoz et al.
2000). Sin embargo, los resultados aqui presentados indican que la exposicion durante
estadios pre-imaginales a un estimulo olfativo asociado al alimento, modifica los
comportamientos en estadios adultos y mas aun, la exposicién a los volatiles del panal
donde los individuos se desarrollaron no altéaanmespuestas de las abejas experimentales

hacia los olores pre-expuestos.
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3. LAS EXPERIENCIAS OLOR-RECOMPENSA EN
LOS ESTADIOS PRE-IMAGINALES: EVALUACION
DE LA GENERALIZACION OLFATIVAY LAS
CAPACIDADES COGNITIVAS EN EL ADULTO

3.1 Introduccién

Las abejas son insectos generalistas por o que no se laretgriotar una sola fuente de
alimento. Sin embargo, una de las caracteristicas de las abejas es la denominada
“constancia floral”, es decir, una abeja explota una determinada especie floral hasta tanto

le sea rentable en términos de obtener recompensa (Menzel 1985, Chittka et al. 1999). Es
necesario para estagmemorice las caracteristicas de la fuente de alimento. Las abejas
aprenden de las floresi forma, su color y sobretodsu olor. Este Ultimo rasgo es muy
relevante ya que esta asociado con la recompensa tanto de néctar como de polen (Menzel
1993). Reconocer la especie floral que esta siendo explotada en ese momento es crucial
para la abeja recolectora ya que implica un eficiente comportamiento de recoleccion. La

abeja reconoce la especie floral mientras se encuentra volando y a medida que se acerca a la
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misma, evalla si lo aprendido previamente se asemeja a la informacion que esta siendo
adquirida en ese momento. El reconocimiento de la fuente de alimento implica distinguirla
de otras fuentes bajo condiciones ambientales que varian entre los vuelos de recoleccidn.
Por lo tanto la abeja presenta la habilidad de discriminar en este contexto pero a la vez
presenta la habilidad de generalizar la informacion adquirida hacia una similar. La
generalizacion de estimulos esta definida como la tendencia de los animales a responder
comportamentalmente hacia estimulos que difieren de otro previamente aprendido pero que
comparten caracteristica en comun (Pearce 188/Ma demostrado la habilidad de la abeja
melifera para generalizar patrones visuales relacionados con las iméagenes previamente
asociadas a la recompensa (Stach y Giurfa 2001, Stach et al. 2004). Como asi también para
generalizar colores luego de un condicionamiento diferencial donde un color es
recompensando y luego al presentarle a la abeja diferentes colores, la misma generaliza
respondiendo a colores perceptualmente similares al recompensado (Martinez-Harms et al.
2014). En lo que respecta a los aromas florales, los mismos estdn compuestos por una
mezcla de volatiles que varian entre genotipos, durante el desarrollo y segun las
condiciones ambientales (Pham Delégue et al. 1989). En este contexto la capacidad de
generalizar es de suma importancia para la supervivencia de las abejas ya que les permite
encontrar fuentes de alimentos aunque los volatiles que éstas emiten se modifiquen (Pham
Delégue et al. 1992) En 1919 von Frisch entren6 abejas recolectoras de colmena hacia un
alimentador artificial que contenia aceites esenciales (mezcla de olores). Utilizé 32 mezclas

de olores y observo que después de aprender que una mezcla estaba asociada a solucion
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azucarada, las abejas tendian a preferir esa mezcla aunque a veces también preferian otras
mezclas similares, segun el olfato humano, a la recompensada (von Frisch 1919).

En teoria, los animales generalizan entre los estimulos debido a que éstos activan
representaciones neuronales similares (Pearce 1987; Shepard 1987). Cuanto mas difiere el
estimulo presentado ldaprendido, es decir, las representaciones neurales de los estimulos
estan mas distantes entreesi el espacio neuronal de los animales, se observa menor
generalizacion (Sandoz et al. 2001). Mas aun Guerrieri y colaboradores midieron utilizando
enfoques comportamentales la similitud entre los olores presentados en la abeja y
calcularon sus distancias perceptuales en un putativo espacio olfativo. Considerando que las
distancias perceptuales se correlacionan con distancias fisiolégicas medidas con la técnica
de Caimaging (utilizada para evaluar la actividad neuronal de los glomérulos que se
activan ante la presentacion de un determinado olor en la antena de la abeg)|tamore
obtenidos por Guerrieri y colaboradores avalan esta correlaciéon indicando que los olores
que son codificados como fisiolégicamente similares también son percibidos como
similares por las abejas (Guerrieri et al. 2005). En este trabajo se evidencia que la actividad
neuronal olfativa se corresponde con la percepcién olfativa definida sobre la base de
dimensiones especificas en un putativo espacio olfativo, un hallazgo que es de importancia
central en la estudio de la neurobiologia de la percepcion.

Teniendo en cuenta que el sistema nervioso olfativo de los insectos va madurando
conforme la edad de la abeja (Ray y Ferneyhough 1997) y que los circuitos neuronales se

van conformando durante la metamorfosis modificandose aun durante los primeras dias de
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vida del adulto (Masson 1993, Winnington et al. 1996, Devaud et al. 2003), es factible
preguntarse si las modificaciones en los individuos adultos tienen relacién alguna con las
experiencias previas, incluso si éstas tienen lugar durante su desarrollo. Los resultados
arrojados en el capitulo anterior indican que las abejas responden bajo el paradigma de la
REP a un olor asociado al alimento ofrecido durante los estadios larvales como asi también
responden a un olor novedoso. Por lo tanto, se ahondara en este capitulo si las experiencias
olfativas pre-imaginasinducen a cambios comportamentales en el adulto evidenciando un
sistema olfativo mas sensible hacia el olor pre-expuesto, efecto que puede generalizarse a
otros olores.

A su vez, se ha demostrado que las abejas adultas jovenes asi como las recientemente
emergidas tienen aprenden tan bien como individuos de mas edad (Arenas y Farina 2008,
Arenas et al. 2009a; b; 2012; Behrends y Scheiner 2@@8ncion que es de suma
importancia para concluir el desarrollo del sistema nervioso. El hecho de recibir estimulos
dentro dda colmena, donde las abejas desarrollan sus actividades durante los primeros dias
de vida, les permite incorporar la informacién proveniente del exterior. De esta manera
cuando las abejas adultas parten de la colmena en busqueda de alimento, utilizan la
informacion obtenida previamente para desenvolverse exitosamente en las tareas
relacionadas con la recoleccién de recursos. Hasta el momento es desconocido si las
memorias olfativas formadas durante estadios larvales pueden evocarse en el adulto
modificando las respuestas comportamentales relacionadas con estimulaciones olfativas.

Considerando gue durante los estadios pupales van conformandose los centros primarios de
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integracion de la informacion olfativa (Devaud et al. 2003, Fahrbach 1998) y que los

mismos continlan desarrollandose durante los primeros dias de vida (Arnold y Masson
1987, se plantea en este capitulo evaluar como los individuos que han sido sujetos a
experiencias olfativas pre-imaginales modifican sus habilidades cognitivas en términos de
generalizacion de estimulos olfativos y procesos de adquisicion que implican el aprendizaje

de nuevos olores.

3.2 Materiales y métodos

3.2.1 Sitio de estudio y animales

Los experimentos se realizaron entre octubre y abril de 2010, 2011 y 2012 en el Campo
Experimental de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos
Aires (34° 32’ S, 58° 26’ O). Al igual que para la serie experimental descripta en la seccién
anterior (ver 3.2.1), se utilizaron 3 colmenas comercialégpdemelliferalas cuales fueron
alimentadas artificialmente con solucion azucarada aromatizada o sin aromatizar. Las
abejas experimentales completaron su desarrollo larval dentro de las colmenas y luego
concluyeron su desarrollo en incubadoras a temperatura y humedad controladas (36 °C y
55% HR). Una vez emergidas como adultas, las abejas fueron confinadas dentro de una
caja de madera en grupos de 120 individuos aproximadamente y alimentadas con solucion
azucarada 50% p/p y polead libitum. Luego fueron mantenidas en condiciones
controladas de temperatura y humedad (31 °C, 55% HR) y oscuridad en el laboratorio hasta

el momento de la evaluacion.
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3.2.2 Procedimiento experimental

Estos experimentos tuvieron por objeto evaluar el efecto de la generalizacion producto de
las diferentes dietas ofrecidas durante el desarrollo de la abeja, en estadios adultos. Para
ello 3 soluciones de alimento fueron ofrecidos en 3 diferentes colmenas mediante el uso de
un alimentador artificial ubicado en el interior de las mismas. Los alimentos ofrecidos
fueron soluciones azucaradas (50% p/p) con distintos olores puros disueltos. En el caso de
las abejas provenientes de la colmena control ningun olor fue incorporado en la solucién
azucarada (Sin olor). Mientras que para las otras dos colmenas y dependiendo el
experimento realizado, una fue alimentada con solucion azucarada aromatizada con 1-
Hexanol (1-Hexanol, 1Q0/L, ver seccién 3.2.3) y la otra aromatizada con Nonanal
(Nonanal, 10Ql/L, ver seccion 3.2.4). El procedimiento con el cual las colmenas fueron
alimentadas asi como la eleccién de las abejas experimentaleg flescripto en la
seccion 2.2.1. Una vez que las abejas emergieron como adultos, fueron mantenidas en
condiciones reguladas de laboratorio (32 °C, 55% HR y oscuridad) y entre los 3-5 0 los 17-
19 dias de edad fueron utilizadas para evaluar procesos cognitivos utilizando las
metodologias que se detallan a continuacién. Por otro lado, también fueron evaluadas
abejas capturadas directamente del interior de las colmenas donde circulé solucion

aromatizada o sin aromatizar.

3.2.3 Respuesta Extension de ProbOsc{&REP)
Con el objetivo de evaluar la retencion de una memoria olfativa formada luego de la

circulacion de una solucién aromatizada dentro de la colmena, se cuantifico la REP para
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cada grupo de abejas tratadas segun el procedimiento experimental explicado con
anterioridad. Para ello, como se detall6 en las seesi®2.4 y 3.2.5, los olores puros
fueron liberados mediante un dispositivo que entregaba un flujo continuo de aire
controlado. En este experimento las abejas experimentales fueron anestesiadas con frio (-4
°C) y amarradas en cepos metalicos dejando sus antenas y piezas bucales libres de
movimiento. Luego fueron mantenidas aproximadamente 3 horas bajo condiciones
reguladas de laboratorio (32 °C, 55% HR y oscuridad) para minimizar el estrés provocado
por la manipulacion. Inmediatamente después, la corriente de aire proveniente del
dispositivo ya descripto, fue dirigida hacia las antenas de las abejas experimentales
cuantificando en el momento de liberacion de cada olor en particular, si los individuos
respondian o no extendiendo su probéscide, lo cual es un indicio de la retenciéon o no de
una memoria olfativa. Dado que el presente experimento apunta al fendbmeno de
generalizacion, es por ello que se han utilizado olores alifaticos para alimentar a las
colmenas asi como al momento de cuantificar la REP. Estos olores fueron elegidos
teniendo en cuentsu similitud quimica (largo de cadena carbonada y grupo funcional, ver
tabla 3) asi como también la similitud perceptual de los mismos para las abejas (Guerrieri et
al. 2005). 4ul de 1-Hexanol, Hexanal, 1-NonanplNonanal fueron liberados en orden
consecutivo con un intervalo de entrega de entre 8 y 10 minutos dependiendo de la cantidad
de individuos experimentales a evaluar. Cado olor puro fue impregnado en un papel de
filtro (30 x 3 mm)y colocado dentro de la jeringa ubicada en el dispositivo de entrega. Los

individuos utilizados para medir la REP ante los respectivos olores, fueron aquellos que al
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contactarse las antenas con solucién de sacarosa 50% p/p extendieron su probdscide y no

presentaron respuesta al estimulo mecéanico (flujo de aire).

Largo de cadena

6 carbonos 9 carbonos
Grupo Alcohol 1-HEXANOL 1-NONANOL
Funcional
Aldehido HEXANAL NONANAL

Tabla 3: Similitud quimica entre los estimulos olfativos

3.2.4 Condicionamiento olfativo absoluto

Con el fin de evaluar las habilidades cognitivas de las abejas expuestas durante su
desarrollo larval a distintos alimentos que circulaban en la colmena, se analizo el
condicionamiento olfativo utilizando el paradigma de REP. Para ello se utilizaron abejas
adultas provenientes de colmenas alimentadas con soluciones azucaradas aromatizadas con
1-Hexanol, Nonanal o sin aromatizar. Dichas abejas fueron mantenidas en condiciones
reguladas de laboratorio (32 °C, 55% HR y oscuridad) hasta el momento del
condicionamiento. Luego fueron capturadas, anestesiadas con frio (-4 °C) y amarradas en
tubos metélicos de manera tal de dejar libres sus antenas y piezas bucales. Después de 3

horas mantenidas bajo condiciones reguladas de temperatura, humedad (32 °C, 55% HR) y
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oscuridad para evitar el estrés producto de la manipulacion, los individuos experimentales
fueron sometidos a una primera presentacion del olor a condicionar (Respuesta
Espontanea). Para esta evaluacion como asi también para el condicionamiento, se utilizo el
dispositivo ya descripto anteriormente (ver secciones 2.2.4 y 2.2.5) que liberaba el olor
puro (4ul de 1-Hexanol embebidos en un papel de filtro dentro de una jenreghante un

flujo de aire continuo hacia las antenas de las abejas amarradas ubicadas a 2 cm de la salida
del aire. Se cuantificé la REP ante la liberacién de 1-hexanol y luego, aquellas abejas que
no hayan extendido su probdscide en la primera presentacion de dicho olor, fueron
condicionadas mediante un condicionamiento del tipo absoluto. EI mismo consistié en
presentar en tres ensayos el EC (1-Hexanol) acoplado con solucién azucarada (1,8M) como
recompensa. Para ello se utilizé un protocolo donde la abeja experimental se situd frente a
una corriente de aire por 20 segundos, seguida de la exposicion de 6 segundos de olor
dentro de los cuales en los ultimos 3 segundos se presentd como recompensa solucién de
sacarosa 1,8 M. Entre cada ensayo el intervalo temporal fue de 10-15 min.; el mismo
intervalo fue mantenido entre la Ultima presentacion de EC y la evaluacion, que consistio
en la presentacion del olor sin asociarlo a la recompensa. En cada ensayo se cuantifico la
REP durante los primeros 3 segundos de presentarse el olor, es decir antes de estimular a
las abejas con solucion azucarada. Las abejas utilizadas en este condicionamiento fuero
aquellas que extendieron su proboscide ante la presentacion de solucion de sacarosa (1,8M)
sobre sus antenas (respuesta incondicionadala vez no respondieron al estimulo de la

corriente de aire (respuesta mecanica). Durante el protocolo de condicionamiento los
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volatiles fueron eliminados mediante un extractor de aire para evitar de esta manera, la

contaminacion del medio que rodea a los sujetos experimentales.

3.3 Andlisis estadistico

Para analizar los valores de REP hacia los cuatro estimulos olfativos ofrecidos (1-Hex,
Hexa, 1-Non, Nona), se utilizé un andlisis de varianza para medidas repetidas (ANOVA-
MR) (Sokal 2000). El estudio de Monte Carlo ha demostrado que es posible utilizar
ANOVA en los datos dicotomicos (Lunney 1970). Cuando se encontraron diferencias
significativas en los factores principales se realizaron comparagosesiocde Dunnet.

Si las diferencias estadisticas se detectaron en la interaccion entre los factores, se calcularon
los efectos simples utilizando el error correspondiente y posteriormente se realiz6 una
comparacion de Tukey entre los factores. Para comparar entre los grupos experimentales
los niveles de REP hacia el 1-Hex en la primera presentacion se utilizé una prueba de
homogeneidad (prueba de G) mientras que en la etapa de testeo luego de un
condicionamiento absoluto a 1-Hex se compar6 de a pares, es decir que las respuestas de
los grupos tratados se contrastd con la del grupo control mediante un analisis de
proporciones (prueba de Z de dos colas, donde el nivel de significancia es < a 0,025) (Sokal
2000). En la etapa de adquisicion durante un condicionamiento hacia 1-Hex, se realizo para
analizar el comportamiento durante la etapa de adquisicion dentro y entre los grupos
experimentales, un analisis de ANOVA-MR. En el caso de haber detectado diferencias

significativas en los principales factores, se realizaron comparagose$oc(LSD). Si
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las diferencias estadisticas se detectaron en la interaccién entre los factores, se calcularon
los efectos simples utilizando el error correspondiente y posteriormente se realiz6 una

comparacion de Tukey entre los factores (Sokal 2000).

3.4 Resultados

3.4.1 La respuesta de generalizacion en abejas adultas luego de una
experiencia olfativa pre-imaginal.

El objetivo de estos experimentos fue analizar en abejas adultas el comportamiento de
generalizacion hacia los olores que presentaban diferentes similitudes quimicas con el olor
del alimento ofrecido en la colmena. Los niveles de REP hacia los 4 olores (1-Hex, Hexa,
1-Non, Nona) se compararon en las abejas provenientes de la colmena asi como también en
abejas de &5 o0 de 17 a 19 dias de edad que habian sido expuestas durante las etapas
larvales a una solucién azucarada aromatizada con 1-Hex. Para las abejas capturadas en e
interior de la colmena el ANOVA-MR indicé que la interaccion entre los olores ofrecidos y

el tratamiento al que se expusieron las colmenas fue significativamente difesepie=(F
15,363, p = 2,08 8 ANOVA-MR, Figura 3.1 A). Dado que la interaccién resulté
significativa se llevd a cabo un andlisis de efectos simples. EI mismo mostro diferencias
significativas en los niveles de REP hacia 1-Kfexass= 92.892, p = 3,68.F%; Figum 3.1

A), Hexa(F1, 464= 11, 379, p = 0,0008; figura 3.1 A) y Nona (fs4 = 8,360, p = 0,004

figura 3.1 A) en comparacion con el resto de los olores ofrecidos entre cada grupo

experimental. A su vez el andlisis de efectos simples revelo diferencias estadisticas entre
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los niveles de REP hacia los olores ofrecidos en las abejas alimentadas con 1-Hex durante
sus etapas larvaléBs 464= 33,083, p < 0,0001; Figura 3.1 A). Las comparaciques$ hoc
mostraron diferencias estadisticas entre los niveleskehBcia 1-Hex y Hexa, 1-Non y

Nona (p <0,05; comparaciones de Tuk&HANOVA-MR de abejas de 3 a 5 dias de edad,
revel6 una interaccion significativa entre los olores ofrecidos y el tratamiento al que fueron
expuestas las abejas durante su desarrollo Iy ak= 6,699, p = 0,00018; ANOVAMR,

Figura 3.1 B)El analisis de efectos simples mostro diferencias significativas en los niveles
de REP hacia 1-He; 1000= 12.396, p = 0,00045; Figura 3.1 B) y Héka 1000= 7,933, p

= 0,00494; figura 3.1 B) respecto del resto de los olores ofrecidos al comparar entre cada
grupo experimental. A su vez el analisis de efectos simples reveld diferencias estadisticas
entre los niveles de REP hacia los olores ofrecidos en las abejas alimentadas con 1-Hex
durante sus etapas larva(€s 1000= 16,419, p < 0,00QEfecto simple ANOVA; Figura 3.1

B). Las comparaciongsost hocmostraron diferencias estadisti@slos niveles de REP

hacia 1-Hex y Hexa respecto a 1-Non y Nona (p <0,05; comparaciones de Tukey). A su vez
los niveles de REP hacia Hexa fueron estadisticamente diferentes en comparacion con 1-
Non y Nona (p <0,05; comparaciones de Tukey). Sin embargo, el AN@RApara las

abejas de 17 a 19 dias de edad no revel6 diferencias estadisticas entre los olores ofrecidos
(1-Hex, Hexa, 1-Non y Nonani entre los grupos experimentales (es decir, abejas
alimentadas con solucién azucarada con 1 -HEX o sin olor durante estadios )larvales
(olores ofrecidos: £536= 0,246, p = 0,864 y grupos experimentalessf= 0,361, p =

0,549; Figura 3.1 C). Tampoco se encontraron diferencias significativas en la interaccion
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entre ellos (k s3s = 0,246, p = 0,864, Figura 3.1).CFinalmente, para evaluar si el
aislamiento de las abejas de 17 a 19 dias de edad influy6 en las respuestas anés los olor
ofrecidos, grupos de abejas con o0 sin experiencias olfativas pre-imaginales fueron
reintroducidos en las colmenas luego de haber estado aisladas durante aproximadamente
una semana. En este grupo experimental no se evidenciaron diferencias significativas entre
los olores ofrecidos ni entre los grupos experimentales (olores ofrecidgs=©,906, p =

0,439y grupos experimentales; ko1 = 0,207, p = 0,649; Figura 3.1 D) ni en la interaccion

entre ellos (k201=1,233, p = 0,298, Figura 3.1)D
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Figura 3.1: Respuesta de extension de probodscide (REP) ante la presentaciéremtesdifdores puros
Las abejas fueron estimuladas dentro de la colmena con solucién azucaragépis@¥matizada conl
Hexanol (10Ql/L) o sin aromatizar. En A) se estimularon abejas adultas mientrasnqieD) se
estimularon abejas en etapas pre-imaginales del desarrollo que luego de genemeaomo adultos
fueron criadas bajo condiciones controladas de laboratorio hasta el momento de la ev@tadias de
edad en B) 0 17-19 dias de edad en C) y D). En D) las abejas fuewamenée incluidas en la colmer
por un periodo de 10 dias previos a la evalua@éncuantificd el porcentaje de REP (%REP) hacig
Hexanol (barras negras), Hexanal (barrasegrid-Nonanol (barras gris oscyrg Nonanal (barras gris
claro). Las diferentes letras indican diferencias estadisticas en los contrdgtedaggara un test d
ANOVA de dos factorede medidas repetida&ntre paréntesis se muestra el niimero de observacion
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3.4.2 Aprendizaje olfativo en abejas adultas con o sin experienzias

recompensa durante estadios pre-imaginales.

Las abejas de 3-5 dias de edad que fueron alimentadas durante sus estadios larvales con
solucién azucarada aromatizada con 1-Hexanol o Nonanal o sin aromatizar fueron
sometidas a un condicionamiento olfativo absoluto hacia 1-Hexanol. Aquellas abejas que
han sido pre-expuestas al alimento aromatizado con 1-Hexanol presentaron un mayor nivel
de REP hacia la primera presentacion de 1-Hexanol (el olor a condicionar) en comparacion
con las abejas pre-expuestas al Nonanal en el alimento o sin estas experiencias olfativas
(respuesta espontanea alimento aromatizado con 1-Hexanol vs alimento sin aromatizar: G =
5,8592, N= 119, p = 0,015, prueba de G; Figura 3.3 A). Con el fin de analizar si los olores
pre-expuestos mejoraron la REP hacia 1-Hexanol en las abejas sin respuesta espontanea
este olor, se cuantificaron las REP durante un condicionamiento olfativo. Los resultados
analizados mediante un ANOVA-MR mostraron que los niveles de respuesta en la etapa de
entrenamiento durante el condicionamiento difieren entre los grupos experimeftales.
pesar de que la interaccidon entre los ensayos y experiencia pre-imaginal nd result
significativa (R, 156 = 2,5649, p = 0,080se revelaron diferencias dependiendo de la
experiencia pre-imaginal a la que fueron expuestos los individuos (efecto tratamjento: F
156= 2,9759, p = 0,05). Las abejas que han sido alimentadas con alimento aromatizado con
1-Hexanol o Nonanal mostraron un aumento en los niveles de REP hacia 1-Hexanol
durante la fase de adquisicion respecto a las abejas sin experiencias olfativas (comparacion

post hocLSD: p = 0,036 alimento sin aromatizar vs alimento con 1-Hexanol o Nonanal
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Figura 3.3 B). Luego de la fase de entrenamiento, 15 minutos mas tarde, se evalud la
respuesta hacia el olor condicionado (1-Hexanol), se encontraron diferencias estadisticas al
comparar los grupos tratados con el control, las abejas pre-expuestas a Nonanal mostraron
valores de REP mas altos en comparaciéon con las abejas alimentadas con solucion
azucarada sin aromatizar (Diferencia de proporciones, prueba de Z, p= 0,02, Figura 3.3 C).
Del mismo modo se han condicionado abejas adultas de 17 a 19 dias de edad que han
tenido 0 no una experiencia olfativa pre-imaginal y que han sido mantenidas desde su
emergencia en condiciones controladas de laboratorio. Primeramente se evalud la respuesta
ante la primera presentacion del olor a condicionar (1-Hexanol). No se observaron
diferencias significativas en los niveles de REP hacia 1-Hexanol entre las abejas
alimentadas con solucion azucarada aromatizada con 1-Hexanol y las abejas alimentadas
con solucién azucarada sin aromatizar (Diferencia de proporciones, prueba de Z; p=0,07
figura 3.3 D). Tampoco se evidenciaron en una analisis de ANOVA-MR diferencias
significativas entre las REP de ambos grupos experimentales a lo largo del entrenamiento
(interaccion entre ensayos y experiencia pre-imaginal»£0,574, p=0,564; experiencia
pre-imaginal: k 100,484, p=0,488; Figura 3.3 E). Finalmente, en la etapa de evaluacion
no se han encontrado diferencias estadisticas entre los niveles de REP al comparar entre
ambos grupos experimentales (Diferencia de proporciones, prueba de Z: p=0,35; figura 3.3

F).
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Figura 3.3: Respuesta de extension de probdéscide (REP) hacia umestxppesto antes, durante
después de un condicionamiento olfativo clasico hacia ese olor. Las abejasfitenotadas dentro d
la colmena con solucidn azucarada (50% p/p) aromatizada con 1-he>@GOdiL(1l nonanal (10Ql/L)
0 sin aromatizar durante los estadios pre-imaginales. Luego deesge@cia como adultos, las abej
fueron criadas bajo condiciones controladas de laboratorio hasta el momento de la ev@tadias
de edad (A-C) y 17-19 dias de edad (D-F). Se cuantificé el porcept&&® (Y%REP) ante la prime
presentacion del olor pre-expuesto (A y D, respuesta espontanea). Aqueblasgaleeno respondiero
espontaneamente a 1-hexanol fueron condicionadas hacia este olor mediante yes deg
entrenamiento (B y E). Finalmente, se evalué la respuesta hacia el olor condicériablexanol, (C y
F). Los asteriscos indican diferencias estadisticas en una prueba de G para la respoéstea®sp,
en un ANOVA-MR para el entrenamiento; B y en una prueba de Z de daspawa dos proporcione
C (* p < 0,025). Entre paréntesis se muestra el nimero de observaciones
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3.5 Discusion

Los resultados obtenidos en este capitulo sugieren que las experiencias pre-imaginales
afectan la evaluacion de la informacion proveniente del alimento en edades tempranas de la
abeja adulta (cercanas a su emergencia), afectando asi sus respuestas conductuales como la
respuesta a estimulos pre-expuestos y novedosos asi como su capacidad de aprendizaje. En
esta seccidon se demostro también que las experiencias olfativas pre-imaginales incrementan
las respuestas del adulto hacia el olor pre-expuesto sugiriendo que la informacién
relacionada con el alimento ofrecido durante el estadio larval puede persistir luego de la
emergencia como adulto. Podemos inferir que estas experiencias conllevan aprendizajes
asociativos dado que los individuos responden tanto al olor del alimento como a otros
olores similares indicando la existencia de un fenbmeno de generalizacién. Este fenémeno
se evidencié mas notablemente en las abejas adultas provenientes de la colmena estimulada
con solucién azucarada aromatizada, coincidentemente con lo observado en otros trabajos
donde a diferencia de la metodologia aqui empleada, la asociacién olor-recompensa se
realizd bajo el contexto de un condicionamiento olfativo en condiciones de laboratorio en
individuos adultos de edades avanzadas (Sandoz et al. 2001, Guerrieri et al. 2005). Tanto
los resultados obtenidos por estos grupos de investigacion como los expresados en este
capitulo, revelan la capacidad de las abejas para generalizar la respuesta del olor aprendido
hacia olores novedosos con caracteristicas quimicas similares. Mas aun si consideramos el
efecto de las experiencias olfativas ocurridas en abejas jovenes pueden generafiagirse a

largo término hacia estimulos olfativos similares. Arenas y colaboradores (2009)
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evidenciaron que la actividad glomerular se incrementa conforme aumenta la similitud
perceptual entre el estimulo pre expuesto y uno novedoso, aun cuando la experiencia haya
tenido lugar de 9 a 12 dias antes de la evaluacion. Sumado a esto los patrones de actividad
glomerular se correlacionan entre el olor conocido y uno novedoso pero quimicamente
similar, indicando que estos patrones se corresponden con las respuestas de generalizacién
observadas bajo el paradigma de REP (Arenas et al. 2009). Considerando estas evidencias
mas lo observado en este capitulo por primera vez respecto a la generainaiié@s

adultas jovenes con experiencias olfativas pre-imaginales, se puede sugerir que el olor no
sb6lo fue previamente asociado (durante los estadios larvales), sino que también la
representaciéon neural del mismo persisti6 por largo término, incluso aun luego de la
metamorfosis. Este hecho contribuye a la idea de que los circuitos neuronales presentes en
el insecto adulto se establecen durante la metamorfosis (Masson 1993, Winnington et al.
1996, Devaud et al. 2003) y mas aun, en estadios larvales ya comenzarian a formarse las
bases de dichos circuitos, ya que es sabido que las antenas por ejemplo, se desarrollan a
partir de los discos imaginales.

Por otro lado, los resultados indican que una experiencia olfativa pre-imaginal incrementa
las habilidades cognitivas de las abejas adultas de corta edad, ya que en un
condicionamiento clasico de tres pares de ensayo hacia un olor, que podia ser tanto el pre-
expuesto como uno novedoso, los individuos incrementaron los niveles de respuesta hacia
el olor condicionado en comparacion a la respuesta de las abejas sin estas experiencias. Por

lo tanto, las experiencias pre-imaginales podrian brindarle a las abejas el acceso a la
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informacion relacionada con el alimento muy tempranamente en su vida afectando las
respuestas orientadas al olor, al menos durante los primeros dias de vida luego de la
emergencia como adultos. Cabe entonces preguntarse como es posible que una informacion
relevante al recurso explotado adquirida durante el desarrollo permanezca en la abeja adulta
aun luego de sufrir procesos de cambios profundos a nivel de SNC. Sin embargo, como se
menciond anteriormente hay evidencia quéensophilalas bases neuronales de la larva
persisten hasta el adulto (Gerber y Stocker 2007) como asi también que las células
indiferenciadas de las larvas formaran las futuras interneuronas de los cuerpos
pedunculados (Menzel et al. 1994), por lo tanto una experiencia olfativa pre-imaginal
podria estar desencadenando mecanismos moleculares involucrados en la memoria olfativa

de la larva afectarian las conexiones neurales de los individuos adultos.
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4. LAS EXPERIENCIAS OLFATIVAS PRE-
IMAGINALES Y SUS CORRELATOS
NEUROBIOLOGICOS: ANALISIS DE LA
MORFOLOGIA Y ELECTROFISIOLOGIA DE LA
ANTENA

4.1 Introduccion

Las abeps como la mayoria de los animales, perciben los estimulos del medio que las
rodea y éstosactlan como disparadores de la mayoria de los comportamientos que
despliegan. Es por ello que el sentido de la quimio-recepcion se encuentra representado en
todo el reino animal. En particular, el olfato con reglas basicas en cuanto al procesamiento
de la informacion olfativa, compartidas entre insectos y vertebrados, cumple un rol
importante ya que es el responsable de decodificar la informacién relativa a los volatiles
presentes en el ambiente, permitiéndole al animal tomar decisiones y asi desencadenar
comportamientos adaptativos. El olfato participa en la identificacion de fuentes de

alimento, como asi también en la deteccion de peligros, el reconocimiento de una potencial
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pareja o bien en las interacciones socidtasa el caso dépis melliferaexisten numerosos
trabajos que han descripto el procesamiento de la informacion olfativa, desde la deteccion
del volatil hasta la representacion neural del mismo (Masson y Arnold 1987, Galizia et al.
1998; 1999a; b, Sachse y Galizia 2002). Las abejas a lo largo de su vida reciben estimulos
olfativos de distinta naturaleza ya que van cumpliendo distintas tareas dependiendo de la
edad (Winston 1987), tanto dentro como fuera de la colmena. Por lo tanto el sistema
olfativo debe adaptarse a dichas variaciones lo que conlleva a que estos individuos
presenten un alto grado de plasticidad tanto a nivel del sistema nervioso como
comportamental. Los estimulos olfativos son detectados por las antenas de las abejas y en
particular dentro déas sensilias placoideas, uno de los érganos sensoriales encargados de
la percepcion de olores (McIndoo 1914, Frisch 1921, Kaissling y Renner 1968), se ubican
las neuronas olfativas receptoras (ORNs de sus siglas en inglés) que seran las encargadas de
trasmitir la sefial desencadenada por la molécula odorifera. Las moléculas ingresan por los
poros de las sensilias donde inervan las ORNs en cuyas dendritas se ubican los receptores
olfativos y asi comienza la cascada de sefiales que finalmente se traduce en una
representacion neural que podra desencadenar un comportamiento relacionado. Reinhard y
Claudianos (2012) demostraron que a nivel periférico existe plasticidad en la expresion
génica de los receptores olfativos. Estos autores compararon la expresion de determinados
receptores olfativos de abejas con diferentes desempeiios en un aprendizaje olfativo (ya que
provenian de dos periodos del afio con distinta oferta flgrahcontraron diferencias

significativasen los niveles de expresion. Estos resultados indicarian que el aprendizaje
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olfativo en un individuo adulto se ve reflejado en cambios a nivel del sistema olfativo
periférico evidenciando la plasticidad del mismo, producto de las experiencias olfativas a
las que fueron expuestos (Reinhard y Claudianos 2012).

Teniendo en cuenta las evidencias de plasticidad de los receptores olfativos dependiendo de
la oferta floral y por ende de los volatiles asociados al alimento, asi como también que las
antenas completan su desarrollo durante el estadio pupal, es factible considerar que una
abeja adulta con experiencias olfativas pre-imaginales, presente diferencias estructurales a
nivel periférico, es decir en los érganos sensoriales. Algunos estudios (Larsson et al. 2004,
Fishilevich et al. 2005Kreher et al. 2005) demostraron que la expresion de los receptores
olfativos en el sistema olfativo de las larvadddesophilaes similar a la de los adultos. En

lineas generales el disefio de las vias olfativas en las larasstgphilaes muy similar al

de su contraparte en el individuo adulto (Gerber y Stocker 2007). Por lo tanto, estas
evidencias indicarian que el sistema olfativo mantiene su conformacion aun luego de la
metamorfosis. Es plausible entonces pensar que un aprendizaje olfativo, producto de las
experiencias olfativas pre-imaginales, podria promover cambios dinamicos que afecten la
estructura del futuro sistema olfativo periférico en las abejas adultas. Evidencias en este
sentido se han observado en abejas adultas condicionadas olfativamente en un protocolo de
REPalas que luego se les realiz6 una aproximacién cuantitativa de sus receptores olfativos
(Claudianos et al. 2014). En dicho estudio concluyeron que un aprendizaje olfativo de largo
término es esencial para inducir la plasticidad de ese tipo de receptores sensoriales. Sumado

a estas evidencias, se ha demostrado en insectos hemimetabolos que la variacion fenotipica
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respecto al numero de sensilias antenales es producto de las diferencias en el patron de
agregacion, de la calidad del alimento y de los olores experimentados durante el desarrollo
de estos insectos (Greenwood y Chapman 1984, Heifetz y Applebaum 1995, Ochieng et al.
1998, Chapman 2002). Por ejemplo, Chapman y Lee (1991) mostraron diferencias en las
sensilias antenales del dltimo estadio larval Stghistocerca americanaebido a la
experiencia olfativa durante el desarrollo. Es por ello que uno de los objetivos de este
capitulo es cuantificar la cantidad de sensilias placoideas en las abejas adultas para evaluar
cambios estructurales en el sistema olfatorio periférico producto de la alimentacion
diferencial durante sus etapas pre-imaginales.

Por otro lado la habilidad de las abejas en responder extendiendo su probdscide hacia el
olor previamente asociado con una recompensa, esté relacionada con la sensibilidad del
receptor y/o con la habilidad para incremdatddong y Pham-Delégue 1991). En este
sentido se evidenciaron resultados contradictorios al correlacionar una respuesta a nivel de
fisiologia sensorial y aprendizaje olfativo. Algunos estudios electrofisiolégicos han
demostrado la plasticidad inducida por procesos de aprendizaje a nivel de la periferia del
sistema olfativo utilizando la técnica de electroantenograma (EAG). Concluyendo por
ejemplo que la sensibilidad de las antenas se incrementa luego de un aprendizaje olfativo
(Jong y Pham-Deléegue 1991, Wadhams et al. 1994). Sin embargo, otros estudios no
evidenciaron aumentos en los niveles de EAG e incluso reportaron una disminucion en la
respuesta, hecho que puede deberse a una adaptacion neuronal hacia la presentaciéon

continua de un olor (Bhagavan y Smith 1997, Sandoz et al. 2001). Recientemente
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Claudianos y colaboradores (2014) demostraron que las respuestas electrofisiolégicas de las
antenas disminuyen producto de la regulacion de la expresion de los receptores olfativos
(downregulation,su expresion en inglgduego de un aprendizaje olfativo que permite
establecer memorias asociativas estables. Ante estas evidencias es factible pensar que la
asociacion establecida entre el olor y el alimento durante estadios larvales conlleve a una
plasticidad en la abeja adulta recién emergida capaz de ser comprobable mediante técnicas
electrofisiolégicas como el EAG. Por lo tanto otros de los objetivos de este capitulo es
evaluar los niveles de EAG en abejas adultas con o sin experiencias olfativas

preimaginales.

4.2 Materiales y métodos

4.2.1 Sitio de estudio y animales

Los experimentos se realizaron entre octubre y abril de 2010, 2011 y 2012 en el Campo
Experimental de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos
Aires (34° 32’ S, 58° 26’ O). Al igual que para la serie experimental descripta en la seccién
anterior (ver 3.2.1), se utilizaron 2 colmenas comercialégpdemelliferalas cuales fueron
alimentadas artificialmente con solucion azucarada aromatizada o sin aromatizar. Las
abejas experimentales completaron su desarrollo larval dentro de las colmenas y luego
concluyeron su desarrollo en incubadoras a temperatura y humedad controladas (36 °C y
55% HR). Una vez emergidas como adultas, las abejas fueron confinadas en grupos de 120

individuos dentro de cajas de madera con solucion azucarada 50% p/p spbletumy
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mantenidas en condiciones controladas de temperatura y humedad (31 °C, 55% HR) y

oscuridad en el laboratorio hasta el momento de la evaluacion.

4.2.2 Procedimiento experimental

El objetivo de estos experimentos fue evaluar los efectos de una alimentacion diferencial
durante el desarrollo larval de las abejas sobre el sistema nervioso periférico. Para ello se
alimentaron 2 colmenas con solucion azucarada aromatizada o sin aromatizar mediante el
uso de un alimentador artificial ubicado en el interior de las mismas. Los alimentos
ofrecidos fueron soluciones azucaradas (50% p/p) sin aromatizar (Sin olor) o aromatizada
con 1-Hexanol (1-Hexanol, 1Q0L). El procedimiento con el cual las colmenas fueron
alimentadas asi como la eleccion de las abejas experimentales, fue ya descripto en la
seccién 2.2.1. Una vez que las abejas emergieron como adultos, fueron mantenidas en
condiciones reguladas de laboratorio (32 °C, 55% HR y oscuridad) y entre los 3-5 dias de
edad fueron utilizadas para diseccionar sus antenas. Las antenas fueron utilizadas para
cuantificaciones morfolégicas de las estructuras sensoriales (conteo de los 6rganos olfativos
sensoriales) o bien para evaluar su respuesta electrofisiolégica ante la presencia de
diferentes estimulos olfativos. Los procesos de cuantificacion de los patrones morfolégicos
de las antenas asi como la evaluacion de la actividad electrofisiolégica de las antenas se

detallan a continuacion.
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4.2.3 Cuantificacion de los 6rganos olfativos sensoriales en las argena

La finalidad de este experimento fue determinar si la morfologia de la antena de las abejas
se veia afectada en cuanto a la cantidad de sensilias olfativas (placoideas), pragugto de
alimentacion diferencial durante su desarrollo. Para ello, las antenas de abejas adultas de 3-
5 dias de edad que se desarrollaron segun lo expuesto en el procedimiento experimental,
fueron diseccionadas. La diseccion de las antenas consistid en primera instancia, en
sacrificar a las abejas experimentales, algunas mediante frio (4 °C) y otras sumergiéndolas
en alcohol (96%). Luego con la ayuda de un bisturi se cortd la antena a la altura del
pedicelo separandola de la cabeza. Se cortaron algunas antenas derechas y otras izquierdas
dentro de cada grupo experimental. La antena una vez diseccionada de esta forma fue
colocada manteniendo siempre la misma posicidén, en un portaobjeto. Se agregd una gota de
glicerina liquida, con la idea de mantener humectado el preparado, y se lo cubrié con un
cubre objetos. Una vez elaborado el preparado con la antena, se coloc6d el mismo bajo
microscopio confocal. La autofluorescencia de la cuticula permiti6 que los laseres del
microscopio incidieran captando la florescencia emitida y asi se pudo observar la
morfologia de la antena. ElI microscopio confocal permitié reconstruir tridimensional la
antena dado que logra capturar imagenes a diferentes planos focales, por lo que se pudo
visualizar aproximadamente el 75% de la superficie total de la antena. Se utilizé un laser de
480nm de longitud de onda que incidi6 sobe el preparado. Las imagenes obtenidas
corresponden a los segmentos antenales niumero 7 y 8. La cuantificacion de las sensilias

placoideas presentes en estos segmentos se llevé a cabo utilizando el programa Fiji, las
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imagenes se exportaron a este programa el cual permitid establecer un area de medicion
(equivalente para cada segmento de la antena y entre antenas) dentro de la cual se midio la

cantidad de placoideas (ver figura 4.1)

BOX +
w ZOom

Figura 4.1: Detalle del segmento antenal n° 7 de una abeja adulta de 3-5 dias de edase Bbh&yval
una secuencia fotografica con diferentes aumentos del microscopio confenalgnde se puede
visualizar las sensilias placoideas (1) y en B) se observa como atiliehmprograma de computanid
(ImageJ) se realizé el conteo de estas sensilias.
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4.2.4 Registros Electrofisiologicos (Electroantenograma)

El objetivo de este procedimiento fue evaluar el efecto de una estimulacion olfativa sobre
las respuestas fisiologicas de las antenas de las abejas experimentales. Paga ello, s
realizaron ensayos electrofisioldgicos, a travéseldetroantenogramas (EAGsgn las

antenas de las abejas expuestas a las diferentes dietas durante su desarrollo larval. Estos
registros miden diferencias de potencial entre la hemolinfa y la superficie cuticular de la
antena, cuantificando la suma de los potenciales receptores de neuronas sensoriales
olfativas en la vecindad del electrodo de registro. De esta manera, los EAGs son una buena
medida para detectar diferencias en las respuestas de las neuronas receptoras olfativas entre
los diferentes grupos experimentales de abejas, las cuales fueron sujetas a distintas
estimulaciones olfativas durargadesarrollo. Para ello se aislaron las antenas de las abejas
experimentales del mismo modo que lo descripto en otros trabajos (por ejemplo en
Claudianos et al. 2014). El hecho de aislar la antena facilitaria la interpretacion de los
resultados dado que si existieran variaciones en las respuestas electrofisiologicas se
deberian a los cambios en las ORNs y no a una sefal-respuesta del SNC. Las antenas
fueron expuestas a diferentes olores. Se presentd en primera instalaiapreviamente

ofrecido en el alimento (1-Hexanol) y luego un olor novedoso (Nondfsth)s olores se
ofrecieron en tres concentraciones diferentes (1/100, 1/10 y 1/1) para establecer la relacién
dosis-respuesta de la antena frente a distintos estimulos olfativos.

Los registros electrofisiolégicos se obtuvieron mediante un dispositivo especifico que se

componia de un pre-amplificador, amplificador y un conversor analdgico-digital conectado
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a una computadora la cual procesaba los registros mediante un software disefiado
especificamente para dicho fin. Como primera medida fue necesario diseccionar las antenas
de las cabezas de las abejas experimentales. Para ello bajo unre&tésmpio y con

ayuda de una luz fria direccional, se cortd con bisturi la base de la antena (a la mitad del
escapd luego se realizé un pequefio corte en la punta de la misma (en el primer segmento
del flagelo) para asegurar que el gel conductor estuviera en contacto con la hemelinfa. D
esta manera la antena se mositbre un “holder’ (un dispositivo que se comporta como
electrodo de referencia y de registro, ver figura 4.2) donde se coloco un gel conductor para
cerrar el circuito entre los extremos de la antena permitiendo asi la circulacion de la
corriente eléctricakEl “holder’ se encontraba unido al pre-amplificador y éste a su vez era
sostenido por un micromanipulador, el cual se utilizaba para manipular la preparacion de la
antena. Una vez que la antena se encontraba montada cerrando el circuito eléctrico, se
obtuvo en la computadora un registro eléctrico de reposo, el cual se regulé (mediante el
osciloscopio del amplificador) para que oscilara alrededor depNds dbteniendo asi la

linea de base del EAG. Una vez estabilizada la linea base, y utilizando un dispositivo de
liberacion de los olores se cuantificé la diferencia de potencial obtenida para cada
estimulacioén olfativa. El dispositivo de liberacion de olores consistié en un cafidén ubicado
en la misma direccién que la antena y por el cual circulé una corriente continua de aire
limpio y humedo (el aire pasaba antes de ser liberado por una columna de carbon activado y
otra de agua destiladd)os registros obtenidos reflejaron la diferencia de voltaje obtenida

en funcion del tiempo. En un momento pautado con anterioridad (fijado en el software
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utilizado) se liberd el estimulo olfativo, por lo tanto la cuantificacion de la diferencia de
potencial antes y durante la estimulacién pudo ser facilmente registrada. Los valores de

voltaje asi obtenidos se compararon entre grupos experimentales de abejas.

Electrodo de referencia antena Electrodo de registro

N

circuito cerrado

Amplificador ™~

Figura 4.2: Esquema del dispositivo empleado para la obtencién de los registros isietigi€os de
las antenas (EAG)

93



Capitulo 4

Las experiencias olfativas pre-imaginales y sus correlatos neurobioldgiébsisade la morfologia
y electrofisiologia de la antena

Gabriela Ramirez

4.3 Andlisis Estadistico

Con el fin de comparar la morfologia de las antenas pertenecientes a abejas adultas (de 3 a
5 dias de edad) que han sido alimentadas con soluciébn azucarada aromatizada o sin
aromatizar dentro de las colmenas durante sus estadios larvales, se cuantifico la cantidad de
sensilias placoideas en el séptimo y octavo segmento del flagelo de las antenas. Para ello se
aplicé un analisis de varianza de dos factores, siendo uno de los factores la experiencia
olfativa pre-imaginal y el otro de los factores el nimero de segmento analizado (Sokal
2000). Dado que ambos factores contienen dos niveles, en el caso de existir diferencias
significativas no fue necesario realizar contraatpssteriori Por otro lado, para comparar

las respuestas electrofisiologicas de las antenas de abejas con o sin experiencias olfativas
pre-imaginales, éstas fueron estimuladas con distintas concentraciones de un olor que podia
ser conocido o0 novedoso, dependiendo de la experiencia del individuo. Con el fin de
realizar un analisis global entre los tratamientos y el tipo de estimulacion olfativa, los
valores obtenidos emicrovoltios (V) fueron comparados utilizando un modelo lineal
generalizado en R v 3.0 (Revelopment Core Tea2013). El R ajusté el modelo a la
funcion “GIlm” perteneciente al paquete “mass”. Se utilizd como efecto fijo al factor
tratamiento mientras que la variable dependiente fue el voltaje. Los datos utilieados s

ajustaron a una distribucion binomial negativa.
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4.4 Resultados

4.4.1 ¢ Modifican estas experiencias pre-imaginadéda morfologia de la

antena?

Para responder si las experiencias olfativas pre-imaginales tienen algun efecto sobre la
morfologia, por ejemplo en cuanto a la variacion en la cantidad de sensilias olfativas como
ser las sensilias placoideas, se contabilizé la cantidad de estas sensilias en las antenas de
abejas adultas de 3 a 5 dias. Luego se compararon las cantidades obtenidas entre los
diferentes grupos experimentales. El andlisis de varianza de dos factores no reveld
diferencias significativas en la interaccion entre el tratamiento y el segmento de la antena
analizado, asi como tampoco en el tratamiento al que fueron sujetas las abejas durante sus
estadios larvales: alimento aromatizado vs alimento sin aromatizar (Interaccién entre
factores I 3¢=0,79, p=0,379; Factor tratamiento; k&=0,726, p=0,614; figura 4.3). Sin
embargo, se observaron diferencias significativas entre los segmentos analizados,
presentando el segmento niamero 8 la mayor cantidad de sensilias placoideas en ambos

grupos experimentales (Factor segmento analizagg=E6,97, p=0,0002; figura 4.3
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Figura 4.3: Cuantificacion de las sensilias placoideas presentes en las am@inejsisl con experiensia
olfativas pre-imaginales. Las abejas fueron estimuladas dentro de la colmesalumdn azucaradg
(50% p/p) aromatizada con 1-hexanol (LP0) o sin aromatizar durante los estadios pre-imagina
Luego de su emergencia como adultos, las abejas fueron criadas bajo condicdredades de
laboratorio hasta el momento de la evaluacién (3-5 dias de edad). Se contabilizé la dersielasilias
placoideas presentes en el 7mo y 8vo segmento antenal. Los asteriscodlifetieacias estadisticas e
un Anova de dos factores (*p<0,05). El nimero de observaciones se indica enttegp@rén
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4.4.2 La influencia de las experiencias olfativas pre-imaginales sdbse

respuestas electrofisiolégicas (EAGS) en las antenas de las abejasaadult

Dado que la sensibilidad de los receptores olfativos pudo haber sido modulada por las
experiencias olfativas pre-imaginales, se midieron las respuestas electrofisioldégicas de
todos los receptores presentes en las antenas de las abejas adultas de entre 3 a 5 dias de
edad mediante un EAG. Los resultados obtenidos fueron analizados de manera global
mediante urmodelo lineal generalizado (GLM). Al analizar las respuestas de las antenas
(uV) se evidenciaron diferencias significativas (GLM, t= -3,66, p= 0,0003; ver figura 4)
entre los grupos experimentales (con o sin experiencias olfativas pre-imaginales). En
general, sin discriminar entre concentracion y olor de estimulacion, los reseptatigos

de las abejas con experiencias olfativas pre-imaginales presentan menores respuestas
electrofisiolégicas respecto a las respuestas obtenidas en antenas de abejas sin estas

experiencias.
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Figura 4.4: Respuestas electrofisiolégica en antenas enteras de abejas de 3 a 5 diasluléaviplie har
sido expuestas a experiencias olfativas pre-imaginales. Las antenas utilizéeiascpara abejas qu
fueron estimuladas durante etapas pre-imaginales con solucidon aromatizadéhesandl- (puntos
blancos) o sin aromatizar (puntos negros). Las antenas fueron estinadadiikiciones de 1-Hexand
(olor conocido) y Nonanal (olor novedoso). Los asteriscos indicaredifias estadisticas en un mod
lineal generalizado (***p<0,0005). El nimero de observaciones se indica eréintgsis.
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4.5 Discusion

En base a los resultados obtenidos y respecto a la cuantificacion de las sensilias placoideas
se evidencid que las experiencias olfativas preimaginales no moatfitza cantidad €

organos sensoriales olfativos presentes en las antenas de las abejas adultas.i Aenque s
evidenciaron diferencias significativas en la cantidad de sensilias placoideas entre los
segmentos de las antenas analizados en abejas con o0 sin experiencias olfativas pre-
imaginales, situacion que también es frecuente entre segmentos antenales de otras especies
de insectos (Chapman 2002). Diferentes autores han cuantificado la cantidad de sensilias
olfativas (placoideas) en abejas adultas con diferentes patrones de comportamiento. En el
caso del comportamiento recolector, Riveros y Gronenberg (2010) evidenciaron una mayor
cantidad de sensilias olfativas en abejas recolectoras de polen y agua, argumentando que
esta diferencia es debida a una mayor sensibilidad sensorial de dichas abejas en
comparacion con abejas recolectoras de néctar. Respecto al comportamiento higiénico,
Gramacho y colaboradores no encontraron diferencias significativas al comparar la
cantidad promedio de placoideas entre abejas que despliegan comportamientos higiénicos y
las que no (Gramacho et al. 2003). Por lo tanto la sensibilidad olfativa a nivel periférico no
siempre se evidencia con una variacion en la cantidad de las sensilias olfativas presente en
las antenas de las abejas experimentales, al menos en estos insectos holometabolos. Sin
embargo, la plasticidad del sistema olfativo es resultante de la plasticidad en las neuronas
involucradas en las diferentes etapas del procesamiento de la informacién olfativa. Por lo

tanto, es relevante evaluar la sensibilidad olfativa periférica, a través de la poblacion de
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receptores olfativos que inervan los distintos tipos de sensilias olfativas distribuidas
espacialmente a lo largo de la antena (Masson y Arnold 1984). Es por esto que se evalud la
respuesta electrofisiolégica mediante el EAG en las antenas de las abejas con o sin
experiencias olfativas pre-imaginales. Los resultados sugieren que la sensibilidad de los
receptores de las antenas frente a diferentes estimulos olfativos difiere dependiendo de si
las abejas adultas estuvieron sujetas a experienci/adf recompensadas durante su
desarrollo larval. Las antenas de las abejas que tuvieron experiencias olor-recompensa
mostraron respuestas significativamente menores tanto al ofrecérseles el olor conocido (1-
Hexanol) como el novedoso (Nonanal). Este resultado muestra un vinculo entre el
aprendizaje olfativo durante la etapa pre-imaginal y la sensibilidad olfativa a nivel
periférico del adulto joven. En este sentido, un trabajo recientemente publicado demostr
que en abejas adultas, la plasticidad en la via olfativa producto de una experiencia olfativa
previa se evidencia también a nivel periférico, ya que se encontraron modificaciones tanto
en la expresion génica de los receptores olfativos (disminucion en la expresion génica de un
tipo de receptores olfativos), como en las respuestas electrofisiologicas de las antenas
(Claudianos et al. 2014). Similarmente a los resultados obtenidos en este capitulo, los
autores indicaron que un aprendizaje olfativo a largo término conllevé a una menor
respuesta electrofisiologica de los receptores olfativos involucrados y que este hecho
correlaciona con una regulacion negativa de dichos receptores (Claudianos et al. 2014).
Mas aun, los autores destacan que la memoria olfativa de largo plazo parece ser esencial

para la induccion de estos cambios, lo que sugiere que los mecanismos moleculares
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implicados en la formacion de esta memoria también regulan la expresion de losesceptor
olfativos (Claudianos et al. 2014). Los registros del EAG de abejas adultas jovenes aqui
presentados mostraron que la respuesta neuronal de las antenas disminuyé luego de la
exposicion olfativa durante estadios pre-imaginales. Por lo tanto, las experiencias olor-
recompensa durante las etapas pre-imaginales inducen modificaciones estructurales y
funcionales en todo el sistema olfativo extendiéndose incluso hacia la periferia sensorial.
Las evidencias obtenidas en este capitulo, podrian ir en esta direccion y seria aun mas
interesante dado que las experiencias olfativas se han llevado a cabo antes de que las
antenas completen su desarrollo. Estos resultados concuerdan con el trabajo de Masson y
Arnold donde se sugiere que en abejas la experiencia sensorial previa (en este caso abejas
criadas en condiciones de aislamiento versus abejas criadas en grupo) modifica la respuesta
electrofisiolégica. Estos investigadores también evidenciaron que las abejas recién
emergidas presentan respuesta electrofisiolégica distinta de 0% por lo que sugieren que los
mecanismos de maduracion del sistema olfativo comienzan antes de la emergencia como
adulto. Es sabido que las antenas terminan de conformarse en los estadios pupales
(Snodgrass 1956) y que en las abejas adultas el aprendizaje olfativo a distintos olores
modifica la sensibilidad de las antenas en aquellos individuos que aprendieron a asociar un
olor con la recompensa (Jong y Pham-Delegue 1991). Por lo tanto, en base a estas
evidencias y los resultados obtenidos en este capitulo, se puede sugerir que la experiencia

olfativa durante el desarrollo larval, que conllevaria a un aprendizaje olfativo, influye en la
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sensibilidad y por ende en la respuesta de los receptores olfativos de la antena de las abejas

experimentales.
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5. LAS EXPERIENCIAS OLFATIVAS PRE-
IMAGINALES Y SUS CORRELATOS
NEUROBIOLOGICOS: EXPRESION DE GENES
ASOCIADOS CON PLASTICIDAD SINAPTICA.

5.1 Introduccién

La plasticidad del cerebro ha sido extensamente estudiada en vertebrados e incluye la
variacion del volumen cerebral, el nUmero de sinapsis y la conexién y actividad neuronal
(Bruel-Jungerman et al. 2007). Sin embargo, otros trabajos han demostrado que la
plasticidad cerebral no es exclusiva de vertebrados, también ocurre en los invertebrados
(Heisenberg et al. 1995, Murphey 1986, Withers et al. 1993). Dado que las abejas
atraviesan diferentes etapas en su estadio adulto y por ende experimentan ambientes
sensoriales variables, ha sido un modelo ampliamente estudiado y del cual se han obtenido
evidencias sobre las variaciones anotomicas y funcionales que explican la plasticidad
cerebral de estos individuos (Reinhard y Claudianos 2012). En particular la plasticidad en

las vias olfativas tanto de vertebrados como invertebrados esta inducida por el aprendizaje
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asociativo y las experiencias vividas. Una vez mas, la abeja melifera resulté un buen
modelo de estudio para comprender la plasticidad de las vias olfativas, dado que presenta la
habilidad para aprender el olor de una determinada oferta floral que explotard para
conseguir alimento. Lo interesante es que estos individuos se ven enfrentados a un
ambiente floral constantemente variable, por lo que deben extinguir las memorias olfativas
existentes y generar nuevas, es por ello que las vias olfativas deben responder también a
estas fluctuaciones. En este sentido, la plasticidad olfativa afecta a todos los niveles de los
circuitos olfativos, desde las neuronas sensoriales hasta los neuropilos primarios y los
centros superiores de procesamiento de la informacién olfativa (Wilson et al. 2004, Sandoz
2012). También se han evidenciado cambios neuroanatomicos de estos centros de
procesamientdps Iébulos antenales y los cuerpos pedunculados, producto del aprendizaje
olfativo (Withers et al. 1993, Sigg et al. 1997, Farris et al. 2001, Hourcade et al. 2009,
Arenas et al. 2012). Sumado a estas variaciones, se observo que la arquitecturadgnaptica
estos centros de alta complejidad y nivel de procesamiento de informacién es altamente
plastica, dado que nuevas sinapsis se conforman una vez que las abejas encuentran y
aprenden nuevos estimulos sensoriales durante la recoleccion de recursos (Menzel 2012,
Reinhard y Claudianos 2012). Por lo tanto, es factible que también se vea modificada la
expresion de moléculas sinapticas que estan involucradas en la conexion de las neuronas
pre y post-sinapticas. Se ha demostrado que en vertebrados dos moléculas son cruciales
para la formacion y maduracion de las sinapsis, a saber, las pre-sindgticagnagNrx)

y Su contraparte post-sinaptica, lasuroliginas (NIg) Biswas y colaboradores han
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demostrado que estas moléculas existen en abejas y por la tanto constituyen un complejo de
adhesion sinaptica altamente conservado (Biswas et al. 2008). Este complejo de proteinas
transmembrana que vincula las neuronas pre y postsinapticas, tiene como finalidad
mantener los componentes del citoesqueleto de las neuronas para la localizacion de las
vesiculas sinapticakas neuroxinas son necesarias para activar los canales de café)o (Ca
dependientes de voltaje que se requieren para la liberacién de dichas vesiculas, mientras
que las neuroliginas se unen a las neuroxinas con el fin de localizar los receptores
correspondientes a los neurotrasmisores liberados en la sinapsis. Para ello, en las neuronas
post-sinapticas las neuroliginas estan conectadas con proteinas especializadas que
estimulan a los receptores de neurotransmisores y canales especificos a que ocupe
regiones especializadas de la terminal post-sinaptica durante la maduracion de la sinapsis
(ver figura 5.1). Debido a que todas las sinapsis en desarrollo contienen neurexinas y
neuroliginas, las células en desarrollo pueden hacer muchas conexiones diferentes con otras
células. Es por ello que puede utilizarse la expresion de dichas moléculas para ahondar en
los estudios de la plasticidad cerebral de las abejas ya que es un indicador de conectividad
sinaptica. Existen en las abejas un tipoderoxina(Nrx 1) y cinco tipos deneuroliginas

(Nlg 1-Nlg 5). Estas moléculas sinpticas se expresan a lo largo de todo el desarrollo de la
abeja. En particular la expresion Mex 1y Nlg 2-5 se incrementa luego de la emergencia

de la abeja como adulto y aumenta a lo largo de su desarrollo desde su rol como nodriza
hasta recolectora (Biswas et al. 2008).Nlg 3 fue encontrada predominantemente en los

cuerpos pedunculados del cerebro de la abeja adulta, aunque también se encontrd expresion
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en l6bulos antenales entre otras estructuras cerebrales (Biswas et al. 2008). Un patron
similar de distribucion fue encontrado para su contraparte pre-sinapthes | Por lo

tanto, dada la presencia de estas moléculas en los cuerpos pedunculados, que se sabe son
los centros de procesamiento de la informacién sensorial importantes para el aprendizaje y
memoria, se sugirid que estas moléculas juegan un rol fundamental en la formacién de
sinapsis relacionadas con procesos de aprendizaje (Reindhard y Claudianos 2012). En pos
de comprender el rol de estas moléculas sinapticas Biswas y colaboradores realizaron
experimentos comportamentales donde las condiciones de cria de las abejas fueron
diferentes, un grupo se desarrollé en aislamiento mientras que el otro lo hizo en el entorno
de la colmena. Los resultados indicaron que tanto la deprivacién como el enriquecimiento
sensorial influyen en la expresion de ldsx y NIgs indicando que estas moléculas
participan en la plasticidad cerebral inducida por las experiencias sensoriales en el adulto
(Biswas et al. 2010). Basado en estas evidencias y dado que no se ha probado hasta el
momento si las experiencias sensoriales del tipo olfativas, experimentadas durante el
desarrollo larval de las abejas, afecta la expresion de estas moléculas, se plantea el segundo
objetivo de este capitulo. Dicho objetivo tiene por finalidad comparar la expresion de las

Nrxy Nlgsen abejas adultas que tuvieron o no experiencias olfativas pre-imaginales.
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Figura 5.1: Representaciéon esquematica de las neuroxinas y neuroliginasa jutas proteinag
involucradas en la sinapsis, como ser la proteina transmembrana ricec@sina (LRRTM2) y otras
proteinas de conexion tanto pre como postsinapticas involucradas en losdecesdalizacion. En €
esquema se muestran las isoformas conservadag) de la neuroxina que se uniradn a las neuroligi
(1-4) y a la LRRTM2 especificando el desarrollo de las sinapsis excitatorias e inhibitaggsoteinas
citoplasmaticas CASK, CAMK, VEL y MINT interactian con las neuroxinas para formar un “andamio”

de proteinas multidominio y asi anclar los receptores presinapticos involucraddsfcoede iones. Lo
mismo ocurre en la postsinapsis donde las proteinas citoplasmaticas PSD95:KAK Y SHAMKS

forman un complejo “andamio” para crear una densidad de moléculas postsinapitcas que conectaran 4
NMDA neurotrasmisores, los AMPA y GABA receptores, los canales iénico®tyaa proteinas d¢
membrana con el citoesqueleto de actina y la proteina G acopladas a la via de sefi@itaciéardna.
Este complejo de neuroxina-neuroligina esta altamente conservado entreadedebrinvertebrado
(Biswas et al. 2008) reflejando los roles funcionales claves asociados catedgmiento cognitivg
(Sudhof 2008). Esquema modificado a partir de Reinhard y Claudi@d@s

5.2 Materiales y métodos

5.2.1 Sitio de estudio y animales
Para esta serie experimental se utilizaron cerebros provenientes deAgliejagellifera

criadas en colmenas comerciales del Campo Experimental de la Facultad de Ciencias
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Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Axs32’ S, 58° 26° O), entre los

meses de octubre y abril de 2011 y 2012. Las 2 colmenas utilizadas fueron alimentadas
artificialmente una con solucion azucarada aromatizada y la otra, sin aromatizar (mediante
el procedimiento detallado en la seccion 2.1). Las abejas experimentales completaron su
desarrollo larval dentro de las colmenas y luego concluyeron su desarrollo en incubadoras a
temperatura y humedad controladas (36 °C y 55% HR). Una vez emergidas como adultas,
las abejas fueron confinadas en grupos de 120 individuos dentro de cajas de madera con
solucién azucarada 50% p/p y pobehlibitumy mantenidas en condiciones controladas de
temperatura y humedad (31 °C, 55% HR) y oscuridad en el laboratorio hasta el momento

de la diseccién de los cerebros.

5.2.2 Procedimiento experimental

El objetivo de estos experimentos fue evaluar los efectos producidos por una alimentacién
diferencial durante el desarrollo larval de las abejas sobre el sistema nervioso central. Para
ello se alimentaron 2 colmenas con solucion azucarada aromatizada o sin aromatizar
mediante el uso de un alimentador artificial ubicado en el interior de las mismas. Los
alimentos ofrecidos fueron soluciones azucaradas (50% p/p) sin aromatizar (Sin olor) o
aromatizada con 1-Hexanol (1-Hexanol, d00). ElI procedimiento con el cual las
colmenas fueron alimentadas asi como la eleccion de las abejas experimentales, fue ya
descripto en la seccién 2.1. Una vez que las abejas emergieron como adultos, fueron

mantenidas bajo condiciones reguladas de laboratorio (32 °C, 55% HR y oscuridad) y entre
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los 3-7 dias de edad fueron utilizadas para diseccionar sus cerebros. Los cerebros fueron
utilizados para cuantificar la expresién génica de ciertos genes involucrados en los procesos

sinpticos entre neuronas durante procesos de aprendizaje (Neuroliginas y Neuroxina).

5.23 Cuantificacion de la expresion de genes vinculados con plasticidad
sinaptica

Con el objeto de correlacionar la plasticidad conductual observada con cambios putativos
en el sistema nervioso, se evalud la expresion de genes involucrados en los procesos
sinapticos durante un proceso de aprendizaje. Dichos genes codifican proteinas receptoras
de neuronas pre y post-sinapticBlsx(y NIgs correspondientemente, Biswas et al. 2008)

Para ello se extrajeron los cerebros de abejas adultas de entre 3-6 dias de edad sujetas
durante su desarrollo larval a diferentes dietas (aromatizada con 1-Hex o sin aromatizar).
La diseccion de cerebros se llevo a cabo bajo lupa, en primera instancia las atmjas fue
anestesiadas en frio (-4 °C) y luego fueron decapitadas utilizando una tijera de diseccion.
Fijando luego la cabeza en cera de abeja previamente derretida, se colocé soluciéon
fisiol6gica y se procedié a abrir la cuticula para extraer el cerebro. Para preseevabr

con el fin de poder realizar el protocolo de extraccion del ARN, el mismo no fue fijslo

I6bulos 6pticos de los cerebros fueron eliminados. Asi los cerebros fueron mantenidos en
crio-viales en nitrogeno liquido hasta el momento de la extraccion de ARN que se detalla a

continuacion. Cada crio-vial contenia 10 cerebros diseccionados, en total se completaron 10
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crio-viales con cerebros de abejas con experiencias olfativas pre-imaginales y 8 crio-viales
con cerebros de abejas sin estas experiencias.

El ARN total fue extraido utilizando el reactivo Trizol (Invitrogen Life Technologies®)

Una vez extraido fue conservado en freezer de -70°C. Luego una alicuota de ARNbse utiliz
para controlar su estado mediante un gel de agarosa al 1% y corroborar que no esté
degradado. Posteriormente se procedié a su cuantificacion por espectrometria a partir de
una dilucién 1/100 (@l de ARN en 99l de agua filtrada). Para eliminar cualquier posible
contaminacion con ADN se realizé un tratamiento con una enzima degradadora de ADN
(desoxirribonucleasa): 4 a jog de ARN fueron tratados con la enzifRQ1 DNAs&
(Promega®). Posteriormente se llevé a cabo una PCR utilizando como molde el ARN
tratado, de manera de asegurarse que no hayan quedado restos de ADN gendmico. Los
productos obtenidos fueron corridos en un gel de agarosa al 2%. Si el tratamiento con RQ1
DNAsa fue efectivo, no se habran observado bandas en el gel. En caso contrario, el
tratamiento tuvo que ser repetido. Luego de eliminar cualquier resto de ADN, el ARN
tratado fue cuantificado mediante espectrometriawy fle utilizado para la sintesis de

ADN copia (ADNCc). A continuacion, se controlé que la trascripcion reversa haya sido
efectiva mediante urRCRen tiempo real utilizando el ADNc como molde.

Las reacciones dBCR en tiempo real se llevaron a cabo en el ciclador Lightcycler 2.0
Instrument (Roche®) utilizando la enzima Taqg Platinum (Invitrogen®) y el colorante Syber

Green | (Invitrogen®
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Las secuencias de los primers paraNbigs1 -5 (Neuroliginas 1 a 5) y lalrx 1 (Neurexina

1) fueron obtenidas de la bibliografia (Biswas et al. 2008). Los primers para RPL8 (proteina
ribosomal 8) y para los distintos genes a estudiar se detallan en la tabla 5.1, asi como el
tamafio del producto amplificado y la temperatura de hibridacicGanreealing Para
corroborar la especificidad de los primers pa@s melliferay la hibridacion en la
secuencia deseada se realizé un alineamiento utilizando el programa BLAST. Los primers
fueron puestos a punto con ADNc de un pool de cerebros de abeja y se verificd la presencia
de un unico producto del peso molecular esperado en un gel de agarosa al 3%. Para cada
par de primers se calculd la eficiencia de la reaccion utilizando una curva de calibracion
con diluciones seriadas a partir del pool de ADNc de las muestras (1/20, 1/40, 1/80 y 1/160)
y se decidid trabajar con una dilucién de 1/40 partiendo dedeOmolde. Cada muestra

fue amplificada por duplicado y se llevd a cabo una curva interna de calibracién, la cual
permitié determinar la concentracion de cada gen.

Los valores de las muestras obtenidos para cada gen fueron normalizados al gen
constitutivoRPL8 (concentracion gen/concentraciBPLY, cuya expresion no varia entre

los distintos tejidos ni en los distintos estadios de la abeja (Collins et al. 2004). De esta
manera, los valores de expresion génica normalizados fueron comparados entre los grupos

de cerebros provenientes de abejas con distintas experiencias olfativas pre-imaginales.
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Primer Secuencia (5'a 3') Tamaiio del Temperatura de
Producto hibridacion de
(PM) primers
RpI8 F: CACACGGTGGTGGTAATCAT 114 pb 56
R: CTCGGATTCTTCCTGTACGA
Nig2 F: GGTGTTCCTCCTCGTGCTCAA 68 pb 59
R: ACGAGTTCCTGTCCCTCTGGTA
Nig3 F: CATAGAGCTCAAGTCGAAACTGAA 124 pb 56
R: GAGAAGATGATGCGATCTAGGAA
Niga F: CTTCCTGATTCTCGTCTGTCTGA 71 pb 56
R: GTGGATTCAGCTTGCTCTTGA
Nig5 F: GGTTGTATTCTGTTGGTGCTCAATA 67 pb 55
R: TGTCTCGATCCCTCTGATAGTAAA
Nrxl F: TCGAGTTCAAGACCGAGCA 21 pb 57
R: GCTTCGCCTCGAAGAAGTC

Tabla 5.1: Disefio de los primers, tamafio del producto amplificado etatam de hibridacién tant
para el gen constitutivaRpl8) como para los genes de estudio, NeuroximdrX () y Neuroliginas 5

(Nlg 2 NIlg 3 Nlg 4y NIg 5). Estos disefios se realizaron utilizando el programa Primers3s
propiedades termodinamicas se evaluaron con el softwaneittegen Vector NTI Advanc® 10.

5.2.4 Analisis Estadistico

Con el fin de comparar los niveles de expresion de los genedNde lay lasNIg 2, Nig 3,

Nlg 4y Nlg 5, obtenidos mediante la reaccionRIER en tiempo real, entre las abejas con

experiencias olfativas pre-imaginales y las abejas sin estas experiencias, se realizo un test
de homogeneidad, la prueba de t (Sokal 2000). Se utilizO un andlisis por cada gen

comparando en cada caso la expresion entre el grupo de abejas tratadas y las abejas control.
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5.3 Resultados

5.3.2 La influencia de las experiencias pre-imaginales sobre la exprede

genes relacionados con la plasticidad sinaptica en abejas sreléfadultas.

Para evaluar si las experiencias olfativas pre-imaginales modifican la expresién de genes
involucrados en procesos sinapticos, se cuantificaron y compararon los niveles de expresion
génica de Neuroxinas y Neuroglinas entre abejas con y sin este tipo de experiencias. Se
realizaron pruebas de t para comparar la expresion de cada gen. No se evidenciaron
diferencias significativas para ninguno de los genes estudiados (ver figura 5.2). Tanto para
la Nrx 1como para laNIg 2 Nig 3, Nlg 4y Nlg 5la prueba de t no revel6 diferencia entre

los grupos experimentales (p=0,569; p=0,378; p=0,407; p=0,206; p=0,628,

respectivamente).
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Figura 5.2: Expresion génica desuroglinasy neuroxin 1en cerebros de abejas con experiend
olfativas pre-imaginales. Los tejidos cerebrales examinados pertenecen a abéjasagquestimuladas
durante etapas pre-imaginales con solucion aromatizada con 1l-hexares (ya®s) o sin aromatize
(barras negras). La expresion meuroglinasy neuroxin 1se realizé mediante la amplificacion de u
PCRcuantitativa en tiempo real. Se utilizé al gen constitutivo ribos&R&lBcomo nivel de referencia
Los niveles de expresion génica se muestran relativos y normalizados adsiéexpleRPL8 Nrx1:
neuroxina 1,Nlg 2 neuroligina 2NIg 3 neuroligina 3NIg 4: neuroligin 4 yNIg 5: neuroligina 5. No se
hallaron diferencias estadisticas en una prueba de t (n.s.).
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5.4 Discusion

En los cerebros analizados de abejas adultas, los niveles de expresiéon de los genes
involucrados en los procesos sinapticos, segun los resultados obtenidos no se vieron
modificados producto de las experiencias olfativas pre-imaginales. A pesar de esta
conclusion, se observa una tendencia a incrementar la expresion de determinados genes
como laNIg3 presente en los cuerpos pedunculados y participe de los procesos sinapticos
involucrados en el aprendizaje. Se ha evidenciado que las abejas adultas modulan la
expresion de estos genes dependiendo de las experiencias sensoriales a las que fueron
expuestas (Reinhard y Claudianos, 2012). Por las evidencias obtenidas en los resultados
presentados en este capitulo, las experiencias pre-imaginales no parecerian incrementar
significativamente la expresion de los genes estudiados. Sin embargo las tendencias en
aumentar la expresion de ciertos genes luego de una experiencia pre-imaginal, estimulan a
continuar con estos andlisis para aumentar el tamafio de la muestra y asi determinar si
efectivamente la expresion génica se ve modificada producto de las experiencias olfativas
previas. Es necesario entonces, profundizar con estos andlisis para poder evidenciar un
correlato a nivel de SNC con los cambios comportamentales observados y reportados en los
capitulos anteriores Esto seria factible si se replicara el analisis de la expresiorigénica

las neuroxinas y neuroliginas asi como también si se analizara la expresioén de otros genes
con alta relevancia en procesos cognitivos como por ejemplo, el gen del reaeptor d
Octopamina (OAl). Esta amina biogénica juega un rol importante en los procesos de

adquisicién y establecimiento de memorias en un contexto apetitivo (Farooqui et al. 2003,
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Schroll et al. 2006Mitzunami y Matzumoto 2010). Por lo que su estudio podria ser de
utilidad para continuar dilucidando las variaciones a nivel de SNC producto de las
experiencias olfativas llevadas a cabo durante etapas donde este sistema se encuentra en

pleno desarrollo.
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6. EFECTO DE LAS EXPERIENCIAS OLOR-
RECOMPENSA SOBRE EL COMPORTAMIENTO DE
LAS LARVAS DE ABEJAS.

6.1 Introduccion

Muchos estudios han evidenciado que los insectos holometabolos son capaces de aprender
asociativamente durante etapas pre-imaginales y estas memorias pueden persistir por largos
periodos de tiempo, incluso luego de la metamorfosis (Isingrini et al. 1985, Gandolfi et al.
2003, Blackiston et al. 2008). Lo interesante en este punto es la capacidad de las larvas de
estos insectos para asociar estimulos neutros con estimulos excitatorios como la
recompensa 0 un castigo. Existen evidencias que indican que las larizassdphila
aprenden de manera asociativa la contingencia entre un estimulo olfativo y la recompensa
(Gerber y Stocker 2007). Gerber y colaboradores, establecieron un experimento estandar
que les permitié arribar a esta conclusién. Dicho experimento consistié en ofrecerle a las
larvas, dos olores de manera reciprocgentras que un grupo de larvas fue expuesto a un

olor A junto con recompensa (solucién azucarada) y posteriormente fue expuesto a un olor

B sin refuerzo; un segundo grupo de larvas recibié un entrenamiento reciproco. Es decir
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gue este segundo grupo fue expuesto al olor A sin refuerzo y posteriormente fue expuesto
al olor B con recompensa. Luego se evalué para ambos deupaserencia entre los dos
olores. Las altas preferencias relativas hacia el olor recompensado reflejaron un aprendizaje
asociativo que fue evaluado mediante un indice de aprendizaje. La conclusion sobre la
naturaleza asociativa del indice de aprendizaje fue convincente, ya que ademas de la
contingencia entre los olores y la recompensa, otros parametros, como la exposicién olor, la
exposicion a la recompensa, transcurso del tiempo y la manipulacion no difiri6 entre
ambos grupos (Gerber et al. 2004, Neuser et al. 2005). Por otro lado, se ha demostrado en
principio, que utilizando un protocolo en el cual durante el entrenamiento a una larva de
Drosophilase le presenta un estimulo olfativo asociado a recompensa mientras que a su vez
se le presenta otro estimulo asociado a un castigo, los efectos de un aprendizaje asociativo
se ven maximizados (Scherer et al. 2003). Sin embargo, Hendel y colaboradores (2005)
determinaron que la formacion de memorias en este contexto parece deberse
exclusivamente al efecto de la recompensa: los entrenamientos recompensados y no los
entrenamientos de castigo son los que producen efectos significativos en el aprendizaje
(Hendel et al. 2005). Por lo expuesto anteriormente, las larvas de la mosca de la fruta
presentan la capacidad de asociar un estimulo olfativo con un estimulo gustativo, hecho de
potencial relevancia biolégica para estos animales ya que se desplazan sobre un sustrato
(fruta) para alimentarse.

En lo que respecta a la abéjpis melliferacomo se menciond anteriormente, son insectos

gue en su etapa larval viven confinados en una celda y son alimentados por sus compafneras

de nido. Sin embargo en el alimento que reciben pueden estar asociados olores provenientes
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de los recursos explotados en ese momento. En este contexto, no se habia estudiado hasta
este momento cémo la exposicion de alimento aromatizado influye sobre el
comportamiento de la larva de la abeja doméstica. Tampoco se habia demostrado la
capacidad de estos individuos para generar memorias olfativas durante estadios larvales que
perduren a través de la metamorfosis y puedan evocarse en los estadios adultos como se
evidencié en los capitulos anteriores. Por lo que en el presente capitulo se plantea la
pregunta sobre la capacidad de las abejas en estadios larvales en evocar memorias olfativas
producto de la asociaciéon entre el alimento ofrecido durante su desarrollo y un olor disuelto
en el mismo. Debido al modo de vida de las larvas, las mismas presentan poca nyotilidad
atraviesan todo su desarrollo en el interior de las celdas por lo que hasta este momento no
se han puesto a punto protocolos que permitan analizar el comportamiento de las mismas.
Sin embargo, en ensayos preliminares fue posible comppla las larvas pueden
desplazarse en una arena experimental, por lo tanto uno de los objetivos de este capitulo
implica la puesta a punto de un bioensayo de conducta estandarizado. El fin de este objetivo
es permitir la evaluacion de respuestas mediadas por estimulos olfativos. Por lo tanto, otro
de los objetivos de este capitulo, es utilizar este nuevo protocolo metodoldgico en larvas de
abejas meliferas para evaluar si las experiencias olfativas sesgan las preferencias de estos

individuos en un contexto operante.
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6.2 Materiales y métodos

6.2.1 Sitio de estudio y animales

Este experimento fue realizado entre febrero y abril de 2013 en el Campo Experimental de
la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de BuenoS#iBss S,

58° 26° O). En esta serie experimental se utilizaron larvas provenientes de colmenas
comerciales dépis mellifera Las larvas experimentales fueron traslarvadas completando
su desarrollo en incubadoras a temperatura, humedad controladas (34°C y 70-96% HR) y

oscuridad como se explica a continuacion.

6.2.2 Procedimiento experimental

Este experimento se llevé a cabo con la finalidad de poner a punto un protocolo
experimental que permitiera evaluar el efecto de un olor asociado a la dieta ofrecida durante
los estadios larvales sobre el comportamiento de la misma. Para ello en primera instancia se
marcaron cuadros de cria con huevos con un tiempo de puesta homogéneo, luego de la
eclosion de los huevos, las larvas de entre 1,5 y 2 dias de vida fueron traslarvadas bajo
condiciones reguladas de laboratorio. El traslarve consisti6 en colocar, utilizando pinzas
especificas, a las larvas desde su ubicacion en las celdillas hasta unos contenedores que las
albergaban, luego se colocaba el contenedor con la larva dentro de caja de petri de vidrio
(10 x 15 cm) uno al lado del otro (ver figura 6.2 A). Estos contenedores son recipientes de
acrilico utilizados en labores de apicultura para la cria de reinas. Los mismos contenian el

alimento para las larvas, aromatizado o sin aromatizar. Para lancvitrto de Apis
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mellifera se utilizé un protocolo modificado respecto del empleado en Kaftanoglu et al.
2011. La dieta utilizada fue descripta en el trabajo de Kaftanoglu y colaboradores, la misma
estaba compuesta de la siguiente manera: 53% Jalea real, 6% Glucosa, 6% Fructosa, 1%
Extracto de levadura y 34% agua destilada. En el caso del alimento aromatizado, el olor
puro (1-Hexanol o Nonanal) fue disuelto en agua destilada a una concentraciénlie 100

Al momento del traslarve, se coloc6 en cada recipiente conteneddrdgs@limento, si las

larvas durante su desarrollo y antes del periodo de pupacion necesitaban mas alimento, una
alicuota de 40l fue ofrecida. Antes de la pupacion, al quinto dia desde el traslarve, las
larvas fueron sometidas a un protocolo de eleccion que sera explicado en la siguiente
seccion. Luego todas las larvas, dado que comenzaron a desechar acido Urico, fueron
colocadas en cajas de Petri de vidrio (10 x 15 cm) recubiertas con papel de filtro. Este papel
se cambié diariamente hasta que los individuos empezaron a empupar y continuaron su
desarrollo hasta emerger como adultos. Durante el periodo de pupacion, las abejas no
necesitaron ser alimentadas ya que contaban con sus reservas. Cabe destacanagle las ca
de petri fueron inspeccionadas diariamente, retirando las larvas y pupas muertas. Asi como
también la sala de traslarve y todos los materiales utilizados fueron limpiados, esterilizados
y/o desinfectados. Durante todo el periodo de cria, los individuos fueron mantenidos en una
incubadora construida para este fin, con temperatura y humedad regulable. Segun el
protocolo en los 10 primeros dias la humedad debe mantenerse en 96% mientras que en los
dias restantes se debe disminuir a 70% de humedad relativa. La temperatura fue constante a

lo largo del desarrollo y consistio en 34°C. La sala en donde se llevé a cabo el traslarve, la
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criain vitro y los experimentos de eleccion fue mantenida en condiciones de humedad y

temperatura acordes a lo descripto en el protocolo.

6.2.3 Bioensayo de conducta: protocolo de eleccion

Con el fin de cuantificar si se modificé el patron de conducta de una larva alimentada con
una dieta aromatizada y a la vez si se generd una preferencia por un alimento u otro, se
desarrollo el siguiente protocolo de eleccion. Se utilizé una arena de eleccion, siendo la
misma una caja de petri de plastico de 10 x15 cm, la cual se dividio a la mitad generando
dos zonas (ver figura 6.2 B). En el extremo de una zona se colocarbde4@limento
aromatizado con 1-Hexanol y en el extremo de la otra con Nonanal. Al quinto dia de haber
realizado el traslarve, se tomé una larva (de entre 6 y 7 dias de vida) y se la cabco e
centro de la arena de eleccion (ver figura 6.2 C). Cabe destacar que las larvas
experimentales no recibieron alimento por aproximadamente 24 horas. Se evalu6 la
ubicacién de la larva en la arena experimental luego de 1, 3 y 20 horas de haberla colocado
en el centro de la misma. Si mas de la mitad del cuerpo de la larva se encontraba ubicado en
una de las zonas, se consideré que la larva eligio ese alimento. Una vez finalizado el
experimento, las larvas fueron colocadas en cajas de petri de vidrio (10 x 15 cm) con papel
de filtro ya que habian empezado a desechar acido urico. El desarrollo continué en la
incubadora bajo condiciones reguladas de humedad, temperatura y oscuridad hasta el

momento de la emergencia como adultos.
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Figura 6.2: En la fotografia A se puede observar cOmo se realiza un trasl@mntras que en B s
observa el dispositivo experimental utilizado para el bioensayo de conducte,sgotmloca a la larva e
el centro del mismo, como se puede apreciar en la fotografia C.

6.3 Andlisis estadistico

El objetivo de este experimento fue analizar si las larvas modifican sus conductas debido a
que fueron criadas con una dieta aromatizada, se compararon entre los grupos
experimentales las proporciones de actividad locomotora cuantificadas en la arena de
eleccion en 3 diferentes momentos desde el comienzo del experimento. Para ello se utilizé
un analisis de diferencia de proporciones (prueba de Z) (Sokal 2000). Para cada tiempo se
compararon las proporciones de actividad (es decir cuantas larvas del total se movilizaron

hacia un sector u otro de la arena) entre los grupos experimentales (larvas alimentadas con
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dietas aromatizadas o sin aromatizar). Ya que los datos han sido utilizados mas de una vez,
se realizé una correccidbn mediante el método de Bonferroni para reducir el riesgo de
cometer error del tipo I, por lo tanto el valor de significancia se corrigié de la siguiente
maneraio’= o/k dondea= 0,05 y k=2 (Sokal 2000). De esta manera en este caso, el nivel
de significancia fue de’=0,025. A su vez, dado que las larvas con actividad se dirigieron
hacia un sector u otro de la arena de eleccion, se compar6 mediante un andlisis de
frecuencias (Chi-cuadrado) y su posteriores contrastes de Sidak, para cada grupo
experimental, la proporcion de individuos que se encontraban en el sector con alimento
aromatizado con el olor pre-expuesto o uno novedoso dada su experiencia olfativa previa

(Sokal 2000).

6.4 Resultados

6.4.1 La actividad locomotora en larvas de abeja y su modulacion praduct

de una experiencia olfativa.

Con el fin de evaluar si la actividad locomotora en larvas criadaso se veia modificada

por la experiencia olfativa previa, se analizaron las proporciones de actividad en diferentes
periodos de tiempo. Las larvas alimentadas con una dieta aromatizada presentan mayor
actividad locomotora a partir de las 3 horas de iniciado el protocolo de eleccion (prueba de
Z, tiempo lhora: 1-hexanol vs sin olor: p= 0,354; Nonanal vs sin olor: p= 0,025; tiempo 3
horas: 1-hexanol vs sin olor: p= 0,465; Nonanal vs sin olor: p= 0,003; tiempo 20 horas: 1-

hexanol vs sin olor: p= 0,041; Nonanal vs sin olor: p= 0,011; figura 6.1).
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Figura 6.1: Actividad de larvas en una arena de eleccion. Las larvas fueroqpypestas con alimentc
aromatizado (con 1-Hexanol o Nonanal) o sin aromatizar. Se cuantificé la propdecitarvas que
mostraron actividad locomotora a 1, 3 y 20 horas desde el comienzo debjwrate eleccion en lg
arena. Las diferentes letras indican diferencias significativas en un test dadi#ele proporciones (p
0,05). El nUmero de observaciones se indica en cada barra.

6.4.2 El efecto de una experiencia olfativa sobre la eleccion de olores

conocidos y novedosos en larvas de abeja.

Particularmente se compararon las proporciones de eleccion en aquellas abejas que
presentaron actividad locomotora, es decir, para cada grupo experimental y para los 3
tiempos medidos se cuantifico la cantidad de larvas que se movilizaron hacia un sector u

otro de la arena. Los resultados indicaron que a las 3 horas de comenzado el experimento,
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las proporciones de eleccién difieren entre las larvas criadastro con alimento
aromatizado y sin aromatiz&?=7,94, N=128, p=0,047; Contrastes de Sidak: Sin olor vs
1-Hexanol: p=0,016; Sin olor vs Nonanal: p=0,009; 1-Hexanol vs Nonanal: p=0,943; figura
6.2). Sin embargo tanto para la hora y las 20 horas desde el inicio del experimento no se
observaron diferencias significativas al comparar la proporciones de eleccion entre los
grupos experimentales (1 hora?=4,50, N=104, p=0,681; 20 horas?3{,51, N=165,

p=0,678; figura 6.2)
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Sin Olor  1-Hexanol Nonanal Sin Olor 1-Hexanol Nonanal Sin Olor  1-Hexanol Nonanal

Estimulacién olfativa pre-imaginal

Figura 6.2: Eleccion entre un olor novedoso y un olor pre-expeeskarvas activas. Las larvas fuer
pre-expuestas con alimento aromatizado (con 1-Hexanol o Nonanal)acosiatizar. Se cuantifico |
proporcién de larvas activas que eligieron la seccién de la arena con eleskxppesto o el olo
novedoso (1-Hexanol o Nonanal) a 1 hora, a 3 horas y a 20desds el comienzo de la eleccion. L
diferentes letras indican diferencias significativas en un test de analisis denfiec(p < 0.05). El
namero de observaciones se indica cada barra.
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6.5 Discusion

En este trabajo por primera vez se ha reportado el desarrollo de un bieonsayo de conducta
estandarizado para las larvas de abejas meliferas con el cual fue posible cuantificar la
actividad locomotora al igual que realizar ensayos de eleccion entre estimulos olfativos. A
diferencia de los estudios realizados en larvaBrdsophilaque se han mencionado en la
introduccion de este capitulo, en las larvag\dis mellifera de organizacion fisiologica y
morfologica similar a las de la mosca de la fruta, no se habia estudiado hasta el momento
ningun aspecto de su comportamiento y en particular aquel relacionado con las respuestas
mediadas por un olor. Gracias al bioensayo desarrollado, se ha demostrado por primera vez
qgue las respuestas comportamentales de las larvas de la abeja melifera pueden ser
modificadas producto de la experiencia previa. Basandonos en los protocolos de eleccion y
considerando que el alimento aromatizado tiene la potencialidad de generar aprendizajes
olfativos asociativos, se evalud la eleccion de la larva. En primera instancia se cuantifico la
actividad locomotora de la misma. Los resultados indican que aquellas larvas a las que se
les ha brindado alimento aromatizado, presentan mayor actividad luego de 3 horas de haber
iniciado el protocolo de eleccién. Esto nos sugiere que las larvas con experiencias olfativas
se encuentran mas activas, es decir con mayor movimiento dentro de la arena experimental.
En esta direccidén es valido preguntarse si aquellas larvas con mayor actividad locomotora
evidencian preferencias a la hora de elegir entre un alimento con un aroma conocido o0 con
uno novedoso. Los resultados no reflejan una clara preferencia hacia el olor conocido, sin
embargo la proporcion de larvas con experiencias olfativas previas que eligieron un olor u

otro difiere de la proporcidon de eleccion en larvas sin estas experiencias. En conclusion, las
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preferencias innatas se ven modificadas, producto de una experiencia olfativa previa. Es
importante en este punto remarcar que las respuestas de locomocién y por ende de eleccidn,
se realizaron horas después de la estimulacion con alimento aromatizado. Por lo tanto, las
modificaciones en estas variables, producto de la experiencia previa, reflejan una respuesta
comportamental de largo término.

Lamentablemente no fue posible mediante el protocolo utilizado evidenciar la capacidad de
las larvas de abejas meliferas de apeeadociativamente, si bien las evidencias expuestas

con anterioridad en esta tesis indican que en el periodo larval se conforman memorias
asociativas que pueden evocarse en los primeros dias de vida adulta. Posiblemente deberia
reverse el disefio experimental asi como también la presentacion de la estimulacion
olfativa. Lo que resulta interesante y relevante dado que es la primera aproximaciéon al
estudio del comportamiento de la larvaAfes mellifera es la capacidad de las larvas para
aumentar su actividad locomotora luego de un estimulacién olfativa en busqueda del
alimento o bien en direccion a un estimulo olfativo independientemente de si se trata de un
estimulo pre-expuesto o de otro novedoso. Se sabe por trabajos realizados en larvas de
Drosophilague estos animales tiene la capacidad de reconocer olores y que presentan una
preferencia por algunos estimulos olfativos respecto de otros, sin embargo esta preferencia
es dependiente de la concentracion en la que se encuentra el olor (Boyle y Cobb 2005). Las
larvas pueden comportarse indiferencialmente, pueden ser atraidas o bien pueden ser
repelidas por el estimulo olfativo conforme incrementa su concentracion. Sin embargo, el
hecho de que puedan detectar un olor, no aborda la cuestién de si pueden distinguirlo de

otro (Gerber y Stocker 2007). Si las larvas muestran una preferencia relativa por un olor
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sobre otro, con los protocolos utilizados hasta el momento no es posible deducir una
discriminacion entre estimulos (Gerber y Stocker 2007). Esto es debido a que ambos olores
pueden activar el mismo conjunto de neuronas receptoras olfativas, aunque en un grado
diferenteya que difieren por ejemplaen su presion de vapor o en la afinidad para los
receptores olfativos (Gerber y Stocker 2007). Por lo tanto, a pesar de evidenciarse efectos
tanto de atraccion como repulsion, producidos por la exposicion a un olor, no se han
abordado a conclusiones certeras sobre la naturaleza de los efectos mencionados (Gerber y
Stocker 2007). Hecho que podria ocurrir también en las larvas de abejas meliferas por lo
que primordialmente se deberia ahondar en el disefio de protocolos que permitan

comprender a nivel fisioldgico la atraccion o repulsion hacia diferentes estimulos olfativos.
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/. CONCLUSIONES GENERALES

La abejaApis melliferaes un modelo experimental muy utilizado en estudios relacionados
con el aprendizaje y la memoria (von Frisch, 1967; Menzel 1999, 2012; Giurfa, 2004); no
s6lo por sus habilidades para aprender y memorizar, sino también porque es factible
acceder a su sistema nervioso con el fin de correlacionar sus cambios con variables
comportamentales. Sin embargo, hasta el momento no existen reportes sobre el aprendizaje
asociativo pre-imaginal en abejas meliferas y la posible retenciéon de las memorias que se
formen durante esas etapas, en estadios post-metamaorficos es decir en la etapa adulta. Es
por ello que a lo largo de esta tesis se focalizé en tratar de dilucidar si las &Aais d
melliferapueden establecer memorias asociativas del tipo olfativa que perduren en estadios
adultos, donde la casta obrera desarrolla tareas de mantenimiento, cuidado y obtencion de
recursos que son indispensables para la supervivencia y crecimiento de las sociedades de
abejas.

En primer lugar, se evalud la respuesta de las abejas aphvéaes hacia los olores
asociados con el alimento ofrecido durante su desarrollo larval. Se evidencié que las abejas

con experiencias olfativas pre-imaginales presentan un mayor porcentaje de respuesta al
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olor pre-expuesto durante sus estadios larvales en comparacion a las abejas sin experiencias
previas (Capitulo 2). Por lo tanto, los resultados mostraron por primera vez, la capacidad de
las abejas para retener informacion relacionada con el recurso y evocarla incluso luego de
la metamorfosis, proceso en el cual se reorganiza gran parte del sistema nervioso entre
otros grandes cambios morfoldgicos y fisioldgicos que ocurren en el organismo. Esta
capacidad afecta, al menos a los pocos dias de la emergencia como adultos, las respuestas
conductuales como asi también la capacidad de aprendizaje de las abejas con experiencias
olfativas pre-imaginales. Sin embargo, estas respuestas no son especificas para el olor pre-
expuesto, observacién que lleva a la hipétesis de que las abejas con informacion adquirida
en estadios pre-imaginales, utilizan el conocido proceso de generalizacion olfativa al
momento de realizar la evocacion de dicha informacidén en estadios juveniles. Es por ello
gue esta hipétesis se puso a prueba en el Capitulo 3, visualizandose efectivamente que la
informacion olfativa presente en el alimento ofrecido a los individuos en estadios larvales
permiten establecer memorias asociativas entre el olor y la recompensa. Sumado a que
aquellos estimulos olfativos que se muestran como similares desde el punto de vista
guimico, desencadenan respuestas apetitivas en los adultos durante su primera semana de
vida. Estas memorias asociativas parecen extinguirse tanto en el contexto de cria bajo
condiciones controladas de laboratorio como dentro de la colmena al alcanzar las edades
recolectoras (mas de 17 dias de vida). ¢ Cudl es entonces la implicancia del establecimiento
de estas memorias cuando los individuos son funcionales dentro de la colmena pero aun no
desarrollan tareas recolectoras? Las experiencias pre-imaginales permitirian entonces

evaluar la informacion proveniente del alimento en edades pre recolectoras afectando las
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respuestas conductuales y la capacidad de aprendizaje de estos individuos hacia estimulos
olfativos conocidos o0 novedosos que estén circulando en la colonia. ¢ Como es posible que
una memoria del tipo olfativa sea retenida luego de que el sistema nefragorofundos

cambios durante su desarrollo involucrando tanto procesos de muerte celular como de
neurogenesis? Para tratar de responder esta pregunta, en los capitulos 4 y 5 se hizo hincapié
en aproximaciones neurobiolégicas que involucraron estudios desde biologia sensorial, el
analisis de la expresién de genes vinculados a la plasticidad sinaptica hasta estudios de
neuroanatomia descriptos a continuacion en el Anexo. En lo que respecta a la biologia
sensorial, en el capitulo 4 se pudo observar que las experiencias olfativas pre-imaginales
alteran negativamente la sensibilidad olfativa periférica, sugiriendo que la relacion entre el
aprendizaje olfativo y la periferia sensorial estaria provocando cambios a largo término que
ocurren incluso luego de un proceso abrupto como la metamorfosis. Sin embargo, la
cantidad de sensilias olfativas que albergan a estos receptores olfativos no se ve alterada
luego de una experiencia olfativa pre-imaginal. En cuanto a la expresion de genes que
codifican proteinas pre y pbsinapticas involucradas en la formacion de sinapsis, aunque

las diferencias no sean estadisticamente contundentes, se evidencia una tendencia a
incrementar la expresion de algunos de estos genes luego de que los individuos hayan sido
expuestos a experiencias olfativas pre-imaginales. Finalmente es importante destacar como
se evidencid en el capitulo 6, la puesta a punto de la primera aproximacion experimental
para evaluar la respuesta de orientacion mediada por claves olfativas en larvas de abejas
meliferas, siendo este procedimiento promisorio para el estudio de fenbmenos cognitivos

durante este estadio.
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Por dltimo, las conclusiones a las que se han arribado en el presente trabajo, abren las
puertas para continuar y profundizar con el estudio del efecto de las experiencias vividas
durante el desarrollo sobre la fisiologia y el comportamiento en etapas adultas. Siendo mas
interesante aun estos estudios en animales como la abeja melifera que sufren procesos de
grandes reestructuraciones a nivel central y periférico durante su desarrollo desde el huevo
hasta el adulto, por lo que poder dilucidar en donde subyacen las variaciones producto de

las experiencias olfativas tempranas es un objetivo que no puede dejar de abordarse.
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Anexo

ANALISIS NEUROANATOMICOS EN ABEJAS CON
O SIN EXPERIENCIAS PRE-IMAGINALES

El sistema nervioso es el encargado de comandar y controlar el comportamiento. Existen
numerosas evidencias en diferentes modelos animales que sugieren que los
comportamientos complejos se correlacionan con la composicion del cerebro o con alguna
de sus estructuras (Gronenberg y Couvillon 2010). En general es mas factible encontrar
ejemplos en modelos vertebrados sobre la correlacion entre la composicion y el tamafio del
cerebro con el comportamiento. Sin embargo, se ha utilizado a la abeja melifera como
modelo de estudio para dilucidar estas problematicas. El trabajo de Gronenberg y Couvillon
se ha focalizado en correlacionar la plasticidad neural con los procesos de aprendizaje
olfativo. Los autores encontraron una correlacion positiva entre el volumen total del
cerebro y de los cuerpos pedunculados (las estructuras involucradas en el aprendizaje y
memoria) con el rendimiento en el aprendizaje en abejas africanizadas adultas (actual linea
genética derivada de la introducida en Brasil hace mas de 50 afios). Es decir que aquella
abejas con mejores capacidades para aprender, son las que presentan un cerebro de mayor

tamafo y en particular sus cuerpos pedunculados presentan mayor volumen comparados
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con las abejas que no aprendieron en un protocolo de condicionamiento olfativo
(Gronenberg y Couvillon 2010). Se ha corroborado también en base a otras investigaciones,
que las abejas presentan una plasticidad en el tamafio del cerebro y sus componentes
conforme despliegan diferentes comportamientos, dado que estan sujetas a distintas
experiencias sensoriales. En este contexto, Arenas y colaboradores (2012) demostraron que
las experiencias olfativas tempranas, durante edades pre-recolectoras, promueven cambios
especificos en los tamafios de los glomérulos que han sido activados tempranamente
(Arenas et al. 2012). Sin embargo hasta el momento no se ha evidenciado si las
experiencias sensoriales del tipo olfativas que ocurren durante el desarrollo larval de la
abeja melifera influyen en la plasticidad del cerebro y sus estructuras. El objetivo de este
anexo es evaluar la existencia de variaciones cuantitativas en la morfologia del cerebro y
sus componentes luego de que las abejas fueran expuestas a experiencias olfativas pre-

imaginales.

Procedimiento experimental

El objetivo de este experimento fue evaluar los efectos producidos por una alimentacion
diferencial durante el desarrollo larval de las abejas sobre el sistema nervioso central. Para
ello se alimentaron 2 colmenas ubicadas en el campo experimental con soluciéon azucarada
aromatizada o sin aromatizar mediante el uso de un alimentador artificial ubicado en el
interior de las mismas. Los alimentos ofrecidos fueron soluciones azucaradas (50% p/p) sin
aromatizar (Sin olor) o aromatizada con 1-Hexanol (1-HexanollLQOEI procedimiento

con el cual las colmenas fueron alimentadas asi como la eleccion de las abejas
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experimentales, fue ya descripto en la seccion 2.1. Una vez que las abejas emergieron como
adultos, fueron mantenidas bajo condiciones reguladas de laboratorio (32 °C, 55% HR y
oscuridad) y entre los 3-7 dias de edad fueron utilizadas para diseccionar sus cerebros. Los
cerebros fueron utilizados para cuantificar los volimenes de las diferentes estructuras

cerebrales

Cuantificacion de los volumenes de diferentes estructuras cerebrales

Con el objetivo de evaluar si se evidenciaron cambios anatoémicos-estructurales en el
cerebro de las abejas producto de sus experiencias olfativas pre-imaginales, los cerebros de
abejas alimentadas durante su desarrollo larval con alimento aromatizado o sin aromatizar
fueron diseccionados y sujetos a un protocolo de histologia basica que se detalla a
continuacion. Los cerebros de las abejas experimentales de entre 3 y 7 dias de edad fueron
diseccionados en solucién salina y bajo lupa. Para ello en primera instancia, se separ6 la
cabeza del resto del cuerpo en cada abeja con la ayuda de una tijera para giseegan
mediante la utilizacion de unas pinzas se logré separar las piezas bucales permitiendo asi
que el liquido fijador (4% de formaldehido en soluciéon buffer) penetre. Esta parte del
protocolo fue realizada en Campo Experimental de la Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales de la Universidad de Buenos Aires. Luego, en colaboracién con el doctor Wulfila
Gronenberg de la Divisién de Neurobiologia de los Laboratorios de Investigacion de la
Universidad de Arizona, Estados Unidos, se continu6 con el protocolo. Las cabezas fijadas
fueron incrustadas en una mezcla de cera de abeja y resina la cual se derriti6 con un

microcauterio, una vez solidificada la mezcla se procedié a cortar con bisturi la cuticula de
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la cabeza inmovilizada. Una vez expuesto el cerebro y demas o6rganos encefalicos, se
embebio la preparacion en solucién salina y bajo lupa mediante el uso de bisturi y pinzas se
separ0 el cerebro de la cabeza. Las glandulas y tejido conectivo fueron removidos. Los
cerebros fueron mantenidos en agua por un par de horas. Luego fueron colocados en
tetroxido de osmio al 1% frio y mantenidos por 3 horas en la heladera. Para finalizar con el
proceso de tincidn, los cerebros embebidos en tetroxido de osmio fueron colocados en
condiciones de oscuridad a temperatura ambiente y en un mezclador por el término de una
hora. Posteriormente los cerebros fueron lavados con agua dos veces y se los dejo por 2
horas a temperatura ambiente en el mezclador. Los siguientes pasos se llevaron a cabo para
poder colocar los cerebros en una solucidon (Spurr’s) que una vez solidificada permitid

cortarlos en secciones utilizando un micrétomo: se deshidrataron los cerebros en alcohol
50% durante 10 minutos y luego para finalizar el proceso de deshidratacion se los colocé en
dimetilpropano acidificado por 15 minutos. Inmediatamente se pasé los cerebros a una
solucion de acetona 100% (dos veces, 10 minutos cada vez), luego se los colocé en una
solucién 30% de acetona y 70% de solucion Spurr’s por mas de 12 horas. Finalmente los

cerebros fueron colocados en 100% solucion Spurr’s por 8 horas. Una vez finalizado este

proceso los @ebros con la solucion Spurr’s fueron colocados en capsulas de plastico
especificas y se los llevaron a una estufa a 70°C donde la solucién Spurr’s polimerizo y al

cabo de 12 horas los cerebros quedaron asi incrustados en un blogque. Luego las capsulas
plasticas fueron removidas y el bloque de cerebro incrustado en solucion Spurr’s fue

cortado en secciones de . Los cortes fueron montados en un portaobjeto, embebidos

con medio de montaje y cubiertos con un cubre-objeto (ver figuraAA.luego bajo
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microscopio Optico se visualizaron los cortes y se fotografi6 cada dos secciones una mitad
del cerebro observado a 100X (ver figura A.1 B). De esta manera se obtuvieron por cerebro
alrededor de 30 fotografias que fueron procesadas utilizando Photoshop®. Se cuantifico asi
el volumen de las diferentes estructuras cerebrales a partir de la sumatoria de pixeles
calculados para cada una de las secciones coloreadas diferencialmente (ver figura A.1 C)
La cantidad de pixels fue convertida en unidades de superficie (considerando una escala de
500um a la cual se calculd la cantidad de pixeles incluidos en esa longitud con 1 pixel de
grosor) que multiplicada por la profundidad de la seccion dio el valor de volumef) (mm
correspondiente. Los volumenes de cada estructura cerebral analizada corresponden a un
total de 12 cerebros que pudieron ser cuantificados utilizando la técnica descripta

anteriormente.

PR .

-

Figura A.1: Cortes histolégicos de los cerebros de abejas con o sineexfas olfativas pre-imaginale
Los cortes fueron montados en portaobjetos (A) y las secciones de cetelyas analizadas bajq
microscopio oOptico con aumento del 100X, las estructuras se pueden visualifmarf@n (B) y
corresponden al Lébulo Antenal (LA), los Cuerpos Pedunculados I@&CBPypula (Lo) y Médula (Me).
Cada fotografia fue procesada mediante Photoshop®, las estructuras fueron cothfeasalmente
(C) y los pixeles cuantificados fueron reconvertidos a unidades de volomén
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¢, Se observan cambios estructurales en el cerebro de la abeja aduifa lue

de las experiencias pre-imaginales?

Con el fin de responder a esta pregunta, se planteo comparar los volumenes de las distintas
estructuras cerebrales en los cerebros de abejas con o sin experiencias olfativas pre-
imaginales. Para ello los volimenes de cada estructura fueron analizados mediante un
Anova de un factor. En ninguna de las comparaciones realizadas se evidenciaron
diferencias significativas (ver figura A.2). Del I6bulo 6ptico se midié el volumen de la
Médula y Lébula separadamente, al comparar entre los cerebros de abejas con y sin
experiencia olfativa pre-imaginal, el ANOVA de un factor no revel6 diferencias
significativas (Médula: £ 1:=2,59, p=0,138; Lobula: F ;=0,012, p=0,916). La
comparacion de los volumenes de los Cuerpos Pedunculados (CP) tampoco mostro
diferencias significativas (F1:=2,29, p=0,160) al igual que cuando se compararon los
Lébulos Antenales (LA), el Cuerpo Central (CC) y la totalidad del cerehrq#£B,31,

p=0,585, I 1:=0,02, p=0,885, £1;=0,14, p=0,708, respectivamente).
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Figura A.2: Volumen absoluto de los componentes cerebrales de abejas eoaneias olfativas pre
imaginales. Los cerebros analizados pertenecen a abejas que tuvieron expeadatieas pre-
imaginales con solucién aromatizada con 1-hexanol (barras grises, 5 €erebio aromatizar (barra
negras, 7 cerebros). No se observaron diferencias estadisticas en wnAesiva de un factor. Los
volimenes medidos corresponden a la Medula y Ldébula de los lébulos opbsosiuerpos
Pedunculados (CP), los Lobulos Antenales (LA), el Cuerpo Centraly(@@) totalidad del Cerebro.

Durante el desarrollo de un insecto holometabolo, se experimenta una extensa neurogénesis
asi como también se evidencia muerte celular en los cerebros de estos insectos. Por ejemplo
esel caso de las estructuras sensoriales externas de la cabeza, como las antenas, los o0jos y
los neuropilos asociados, las cuales se forman durante los estadios larvales y pupales (Farris
et al. 1999). Estos mismos autores han estudiado en la abeja el desarrollo de los cuerpos
pedunculados, dada su relevancia en los procesos de aprendizaje y memoria. Los resultados
obtenidos mostraron que inmediatamente antes de la pupacion, el cerebro de la abeja en
desarrollo contiene aproximadamente 2000 neuroblastos (células precursoras neuronales)
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que estan involucrados en la produccion de las células de los cuerpos pedunculados (las
células Keynon). Los investigadores concluyeron que los cuerpos pedunculados se
desarrollan en dos semanas comenzando a partir de los neuroblastos de la larva y
completando su desarrollo hacia la mitad del estadio pupal (Farris et al. 1999). Por lo tanto,
los procesos de neurogenesis durante las etapas pre-imaginales son necesarios para el
correcto desarrollo de las estructuras cerebrales presentes en el adulto. Dadas estas
evidencias sumado a la plasticidad de las estructuras cerebrales producto de las
experiencias vividas a lo largo de la vida de la abeja, se propuso la posibilidad de encontrar
diferencias en cuanto al tamafio del cerebro y sus componentes en funcién de las
experiencias pre-imaginales a las que fueron sujetas las abejas en desarrollo. Hasta al
momento y en base a lo que fue posible analizar, las experiencias olfativas durante el
desarrollo larval de la abeja no estarian influyendo sobre la neurogenesis de las estructuras
cerebrales. Sin embargo, cabe destacar que posiblemente debido al bajo tamafio muestral,
no se han evidenciado diferencias con respecto a las modificaciones anatdomicas del cerebro
de las abejas con experiencias olfativas pre-imaginales, hecho que podria revertirse si se
incrementara la cantidad de cerebros a analizar. La mayor parte de este experimento se
realizé6 en la Universidad de Tucson, Estados Unidos, donde lamentablemente no fue
posible concluir con los cortes histoldgicos como asi tampoco fue posible continuar una vez
en la Argentina dado que los dispositivos disponibles no eran compatibles con las muestras
obtenidas. Es por ello y dado estos inconvenientes técnicos que la cantidad de cerebros

analizados no es la 6ptima para obtener una conclusién certera y fehaciente.
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