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Resumen

Durante la busqueda de recursos, las abejas Apis mellifera deben identificar fuentes
de alimento y evaluar su calidad, debido a que los parches florales ofrecen recompensas
heterogéneas. La calidad de la recompensa que ofrecen las flores puede variar tanto en el
volumen y la concentracion del néctar como en la calidad del polen. La evaluacion y
comparacion entre recompensas implica la formacion de memorias relacionadas con las
mismas. En este trabajo nos propusimos investigar si la memoria que los animales
establecen acerca de la calidad de la recompensa conlleva la formacién de una expectativa
acerca de la calidad de los recursos. La hipotesis general de este trabajo es que el valor
subjetivo de la recompensa, entendido como el valor real de la misma en funcién de la

expectativa, modula el aprendizaje positiva y negativamente.

Con el objetivo de evaluar nuestra hipétesis, realizamos tres experimentos basados en
el protocolo de condicionamiento olfativo del reflejo de extension de la probdscide. Nuestro
objetivo fue evaluar si el aprendizaje apetitivo y la formacion de memoria dependen del valor
absoluto de la calidad de una recompensa, o de su calidad relativa en funcién a una calidad
previamente experimentada. Para ello, generamos contrastes entre recompensas otorgadas
a las abejas separados por intervalos temporales de distinta longitud, donde las diferencias
en recompensas estuvieron basadas en la concentracion de sacarosa. En el primer
experimento el contraste entre recompensas fue de muy corto término, ya que fue el tiempo
comprendido entre la estimulacion de la antena con sacarosa y la ingestion de la misma. En
el segundo experimento el contraste fue de medio término, dado por el tiempo comprendido
entre los sucesivos ensayos de un mismo experimento. En el tercer experimento, el
contraste fue de largo término, dado por el tiempo comprendido entre la captura de los

animales y el entrenamiento realizado al dia siguiente.

Observamos que las abejas cuyas expectativas de recompensa son superadas (la
recompensa obtenida es superior a la anteriormente experimentada) consolidan memorias
de largo término de mayor duracion que aquellas que reciben recompensas constantes
(recompensas de igual concentracion durante toda la experiencia). Asimismo, nuestros
resultados muestran que las abejas cuyas expectativas son frustradas (la recompensa
obtenida es inferior a la anteriormente experimentada) muestran perfiles de adquisicion y
retencion de memoria mas débiles que aquellas que reciben protocolos de recompensa

constante durante todo el proceso de aprendizaje.

A partir de los resultados obtenidos, concluimos que las abejas A. mellifera son

capaces de generar expectativas de recompensa en el corto, medio y largo término.



Ademas, la fuerza asociativa de cada ensayo de condicionamiento guarda relacion directa

con que la recompensa supere 0 no alcance dicha expectativa.

Titulo y resumen en inglés

“The role of expectation in appetitive memory formation in honeybees Apis mellifera”.

During foraging, honeybees Apis mellifera need to identify and evaluate multiple food
sources, due to the heterogeneity of its quality. Rewards offered by flowers can vary in
multiple dimensions such as volume and nectar concentration, or pollen quality. The ability to
compare between rewards implicitly requires the formation of memories directly related to
them. In the present work, we investigated if this memory related with the reward’s quality
carries the formation of an expectation regarding the quality of the resources. Our main
hypothesis is that the subjective value of the reward (understood as its real value in relation

with inner expectation) modulates learning both positively and negatively.

In order to evaluate our hypothesis, we carried out three experiments based on the
conditioning of the proboscis extension reflex protocol. Our main objective was to evaluate if
appetitive learning and memory depend on the absolute value of the rewards given during
training, or on its relative quality dependent on past experiences. To do this, we generated
contrasts between rewards given during training based on different concentrations of
sucrose. These contrasts were separated by different time intervals, ranging from seconds to
hours between them. In our first experiment, the time interval of the contrast between
rewards was extremely short, in the interval comprehended between the touch of the
antennae and the feeding in the proboscis. In the second experiment the contrast was
generated in minutes, during the interval between trials. In the third experiment the contrast
was generated in 24 hours, given by the interval between the day of capture and the training

protocol applied the next day.

We observed that honeybees whose expectations of reward are outbalanced (when the
reward given is better than the reward expected) consolidate long term memories of longer
duration, in contrast with those animals that receive the same reward during the whole
experiment. In addition, honeybees whose expectations of reward are frustrated (when the
reward given is worse than the reward expected) show weaker profiles of acquisition and

memory retention than those who receive the same reward during the whole experiment.

From the results obtained, we conclude that honeybees A. mellifera are able to
generate expectations of reward in the short, middle and long term time intervals.
Furthermore, the associative strength of each conditioning trial is directly related with the

event in which the reward outbalances or not that expectation.
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Capitulo 1. Introduccién

1.1. Aprendizaje y memoria

El aprendizaje puede definirse como la adquisicion de una respuesta comportamental
como resultado de la experiencia (Thorpe, 1956). Es un proceso fundamental en la vida de
cualquier animal, ya que permite la adaptacion del comportamiento a cambios producidos en
el ambiente. Por otro lado, se considera que se form6 una memoria si dichos cambios en las
respuestas comportamentales son retenidos en el tiempo. Esta retencion es posible gracias
a la plasticidad de los circuitos y de la excitabilidad de las neuronas, lo cual conlleva a
modificaciones permanentes en la actividad de los circuitos neuronales que subyacen los

comportamientos (Dudai, 2002).

El proceso de aprendizaje puede clasificarse en tres grandes grupos: complejo, no
asociativo y asociativo. Los aprendizajes complejos engloban muchos casos, como el
aprendizaje espacial (mapas cognitivos) (Morris, 1981), el aprendizaje de reglas (Harlow,
1950), los aprendizajes abstractos como la percepcion de simetria (Giurfa et al., 1996; Giurfa
et al., 2001), entre otros. Dentro de los aprendizajes no asociativos encontramos los
fendmenos de habituacion y sensibilizacion. Segun (Rankin et al., 2009), la habituacion se
define como “el decremento de la respuesta comportamental a partir de la presentacion
repetida del estimulo, el cual no puede ser explicado a partir de adaptacion sensorial o
fatiga”. En la sensibilizacion, en cambio, la respuesta comportamental aumenta frente a la
presentacion de un estimulo novedoso o de mayor intensidad (Dudai, 2002). Por otro lado, el
aprendizaje asociativo se divide en dos grandes categorias segun el tipo de
condicionamiento: condicionamiento instrumental y clasico. El condicionamiento instrumental
o Skinneriano es un aprendizaje de tipo prueba y error, donde los animales aprenden a partir
de las consecuencias de sus propios actos. Al realizar accidentalmente una accion (por
ejemplo, presionar una palanca) el animal recibe una recompensa o un castigo. Luego de
sucesivos ensayos, aprende que su accion predice la llegada del estimulo incondicionado
(de aqui en mas, US) (Thorndike, 1898). También puede agregarse un estimulo
condicionado (de aqui en mas, CS) como una luz, y el animal sera capaz de aprender que la
presencia de ambos estimulos (su accién y el CS) predicen la llegada del US (Skinner,
1948). El trabajo de esta tesis se centra en el condicionamiento clasico (detallado a
continuacion) pero cabe destacar que estas categorias no son puras ni excluyentes, y con
frecuencia pueden darse dos o mas procesos de aprendizaje en simultaneo. Por ejemplo, en
(Wood et al., 2000) los ratones debian aprender a recorrer un laberinto en T alternando sus
caminos para obtener la recompensa. Es decir, en un ensayo debian girar a la izquierda y en

el siguiente a la derecha, y solo en el caso que hicieran esa serie de pasos recibian su



recompensa. Asi, estos animales aprendian una serie de reglas (girar alternadamente a la
izquierda y la derecha) a partir de un condicionamiento instrumental (realizar una serie de
comportamientos para obtener la recompensa, en principio accidentalmente hasta aprender

la asociacion).

El condicionamiento clasico o pavloviano es un tipo de aprendizaje que ocurre a partir
de la asociacién de un estimulo neutro (CS) con un refuerzo (US), el cual debe tener
relevancia biolégica para el animal, pudiendo ser un estimulo positivo o negativo (Garcia &
Koelling, 1966). La presencia del US desencadena una respuesta comportamental en el
animal que en principio se denomina respuesta incondicionada (de aqui en mas, UR). La
asociacion contingente entre el CS y el US se presenta durante una etapa de entrenamiento,
la cual permite que el animal asocie ambos estimulos. Como consecuencia, el estimulo
neutro predice la llegada del refuerzo, y la respuesta comportamental -ahora
desencadenada a partir del CS- se vuelve una respuesta condicionada (de aqui en mas,
CR). Un ejemplo de condicionamiento clasico es el condicionamiento del reflejo de extension
de probédscide de la abeja A. mellifera (Pavlov, 1927; Takeda, 1961). Durante este protocolo,
las abejas aprenden a asociar la presencia de un odorante (en principio neutro) con la
llegada de una recompensa azucarada. Este paradigma de aprendizaje es central en este

trabajo, y se detalla en la Seccién 1.2.

Para maximizar la respuesta condicionada a partir de la asociaciéon predictiva CS-US
en un condicionamiento clasico son necesarias, como minimo, la contigliidad temporal y la
contingencia CS-US. La contigliidad temporal se refiere a la sucesion de los estimulos en el
tiempo. El condicionamiento que maximiza el poder predictivo del CS sobre el US en las
abejas es el de tipo forward (Bitterman et al., 1983) donde el CS precede al US de 5 a 1
segundos y, en algunos casos, incluso es favorable que ambos estimulos se superpongan
durante 1 segundo (es decir, que el CS co-termine con el inicio del US). Por otro lado, la
contingencia se refiere a la aparicion correlacionada de ambos estimulos. Si se busca
maximizar el aprendizaje asociativo, entonces es deseable que la contingencia CS-US sea
lo mas alta posible y con una correlacion positiva durante la etapa de entrenamiento. Es
decir, que siempre que esté presente el CS también esté el US (alta contingencia), que no
ocurran eventos donde el US esta presente en ausencia del CS , o el CS en ausencia del
US (ya que seria un caso de correlacion negativa), y que el CS co-termine con la aparicion

del US (contiglidad temporal).
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Figura 1.1 - Esquema representando un condicionamiento de tipo forward. El animal percibe el estimulo
condicionado (CS) seguido del estimulo incondicionado (US), lo cual provoca la respuesta incondicionada (UR).

Una vez adquirida la asociacion, la sola presencia del CS evoca la respuesta condicionada (CR).

El proceso de memoria es un fendbmeno secuencial que puede dividirse en cuatro
grandes etapas: adquisicion, consolidacion, evocacion y posible reconsolidacion. Durante la
adquisicion, la experiencia que acaba de ocurrir es codificada en circuitos neuronales
(Christian & Thompson, 2003). A partir de sintesis de ARN vy proteinas, los cambios
sinapticos temporarios son transformados en modificaciones permanentes en un proceso
que se conoce como consolidaciéon (McGaugh, 2000). Esta codificacién sucede en una
etapa transitoria conocida como ventana critica, donde la memoria almacenada es labil y
susceptible tanto a agentes disruptores como facilitadores (lzquierdo, 1989). Posterior a la
consolidacién, esa memoria pasa a un estado de inactividad (Lewis, 1979) pudiendo ser
evocada posteriormente a partir de un recordatorio (Sara, 2000). Este recordatorio reactiva
la traza de memoria durante un periodo discreto de tiempo durante el cual la misma es
nuevamente susceptible a agentes disruptores o facilitadores (Frenkel et al., 2005; Nader et
al., 2000), fendbmeno que se conoce como labilizaciéon. Pasado este periodo, la memoria
vuelve nuevamente a una etapa de inactividad, por lo que se dice que se ha reconsolidado:
se labiliza la memoria y, pasado ese periodo de tiempo, vuelve a ser estable. Como
interpretacion general, la reconsolidacién es un proceso que permite la actualizacion de una
memoria que el animal ya posee con informacion mas novedosa (Forcato et al., 2014). Es un
fendmeno que se ha estudiado en diversos modelos animales como humanos (Forcato et
al., 2010), roedores (Suzuki, 2004), cangrejos (Pedreira et al., 2002), moscas (Felsenberg et
al., 2017), y en menor medida, también abejas (Stollhoff et al., 2008).

Es importante destacar que no siempre que se evoca una memoria la misma es
labilizada, pues resultaria poco adaptativo si cada vez que se evoca un recuerdo, esa
memoria se pusiera en riesgo de ser debilitada. En primer lugar, es necesaria una

incongruencia (como por ejemplo, la presencia del CS sin el US) que sea capaz de



desencadenar el proceso de labilizacién (Pedreira et al., 2004). Ademas, no todas las
memorias tienen las mismas probabilidades de ser labilizadas. Las memorias mas antiguas
(Milekic & Alberini, 2002) y las mas fuertes (Suzuki, 2004) tienden a ser menos susceptibles

a este proceso.
1.2. La abeja como modelo de aprendizaje y memoria

Los invertebrados son modelos animales muy utiles para el estudio del aprendizaje y la
memoria. En primer lugar, suelen poseer un tamafo pequefio, ciclos de vida cortos y costos
de mantenimiento bajos. Su sistema nervioso se compone de ganglios y arreglos de unos
cientos de miles de neuronas que, aunque parezca un numero grande, no se compara con el
millén de millbn que contienen los sistemas nerviosos de los vertebrados. Este menor
numero de neuronas facilita la identificacion de los circuitos que subyacen al aprendizaje y la
formacion de memorias, pudiendo identificar neuronas particulares encargadas de funciones
especificas. Un ejemplo es el caso de la neurona VUM,,,, la cual media el procesamiento
del US durante el aprendizaje asociativo en abejas (Martin Hammer, 1993). Esta practicidad
permite el registro de la actividad neuronal in vivo a partir de tinciones neuronales como en
la técnica de imaging (Gobel & Helmchen, 2007) o a través del uso de animales
transgénicos incapaces de aprender o llevar a cabo ciertas tareas como en los mutantes de
la mosca Drosophila melanogaster (Hotta & Benzer, 1972). A pesar de tener cerebros muy
pequenos, los invertebrados realizan comportamientos de alta complejidad como la
comunicacion a través de la danza en A. mellifera (von Frisch, 1967). Al combinar la
practicidad del estudio de los circuitos neuronales y la complejidad de los comportamientos
que estos circuitos son capaces de codificar, los invertebrados resultan un modelo Unico

para el estudio de la memoria y el comportamiento en el laboratorio.

Por lo explicado anteriormente, la abeja A. mellifera es un modelo muy conveniente
para los estudios de procesos cognitivos complejos en invertebrados (Rogers et al., 2013).
Cualquier observador puede notar que las abejas son capaces de visitar cientos de flores
diariamente, logrando retornar a su colmena y repetir la actividad al dia siguiente (von
Frisch, 1967). Esta dificil tarea solo es posible si detras de ese comportamiento subyace un
mecanismo de aprendizaje y memoria que permite, como minimo, la identificacion,
exploracién y reconocimiento de parches florales (Menzel & Erber, 1978). El paradigma de
comportamiento mas utilizado para estudiar el aprendizaje y la memoria en A. mellifera es el
condicionamiento olfativo del reflejo de extensién de la probdscide (de aqui en mas,
condicionamiento del PER). La primera descripcién de este reflejo fue detallada en (Frings,
1944), donde se realizd un condicionamiento de este comportamiento a partir de la

asociacion de una recompensa con el odorante cumarina. A partir de estos resultados,



Kimihisa Takeda publicé un trabajo fundacional donde describié los primeros resultados del
condicionamiento del reflejo de extension de probdscide a partir del contacto los tarsos de la
abeja con una solucién azucarada mientras se le presentaba un odorante de valencia neutra
(Takeda, 1961). Sin embargo, en el presente trabajo se cita numerosas veces el trabajo de
Bitterman y colaboradores ya que fue la primera publicacién que realizé un estudio
exhaustivo de multiples protocolos de aprendizaje en base a este comportamiento (forward,
backward, etcétera), estandarizando la metodologia y comprobando la naturaleza asociativa
de este aprendizaje (Bitterman et al., 1983). Una gran diferencia con el trabajo de Kimihisa
Takeda es que Bitterman y colaboradores provocaron la extension de la probdscide a partir
de la estimulacion de las antenas con solucion azucarada. Esta decisién fue avalada
posteriormente por la literatura ya que se observé que la sensibilidad al azicar es menor en

los tarsos que en las antenas (de Brito Sanchez et al., 2008).

Durante la primera etapa del protocolo PER las abejas son inmovilizadas en soportes
metalicos que sostienen su abdomen y su cabeza, dejando en movimiento libre Unicamente
las antenas y la mandibula. Una vez que las abejas se recuperan de este procedimiento, se
realiza el condicionamiento. El mismo es de tipo clasico como se describid en la Seccion 1.1,
en el cual se asocia la presencia de un estimulo condicionado (CS, un odorante) con un
estimulo incondicionado (US, una gota de sacarosa en la probdscide). Se utilizan odorantes
neutros como CS frente a los cuales los animales naive para este procedimiento no
extienden la probodscide. El condicionamiento es de tipo forward, donde el CS co-termina con
la aparicion del US. Luego de un numero de ensayos de este protocolo (el cual puede ir de 1
a 10, dependiendo del fendmeno que se quiera estudiar), se mide la formacién de la
memoria apetitiva a partir de la respuesta condicionada del animal (CR, extension de la
probdscide) frente a la presentacion del CS unicamente (Bitterman et al., 1983). La
asociacion CS-US recapitula la fase final del comportamiento de forrajeo, donde las abejas
beben el néctar de una flor con un determinado aroma. Dado que este es el paradigma
comportamental utilizado en este trabajo, los detalles relativos a este trabajo se describen en

el Capitulo 2.

El paradigma de PER permite el estudio de memorias de corto, medio y largo término
(Friedrich et al., 2004; Menzel et al., 2001). Se denomina memorias de corto término a
aquellas que duran entre minutos y horas. Para que se consoliden memorias de largo
término, es necesario que se produzca sintesis de proteinas y cambios en la excitabilidad
sinaptica. A partir de los tres ensayos de presentacion CS-US, se desencadena la formacién
de una memoria de largo término que es dependiente de sintesis de proteinas (Matsumoto

et al., 2014) y que puede ser evaluada a las 24 o 48 horas posteriores al ultimo ensayo. Sin
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embargo, si se realizan tests pocas horas después del entrenamiento, también pueden
evaluarse memorias de corto término. Por lo tanto, este paradigma simple pero robusto
permite un estudio completo del aprendizaje y la memoria en A. mellifera, desde la
adquisicion hasta la consolidacion, pudiendo estudiarse también los mecanismos neuronales
y moleculares que subyacen a estos procesos debido a las ventajas del modelo invertebrado

descritas al comienzo de esta seccion.
1.3. Actividad de forrajeo

La actividad principal de las obreras de A. mellifera se relaciona con el mantenimiento
de la colmena y la recolecciéon de néctar y polen, tanto para su propia subsistencia como
para la del resto de los individuos (Arenas et al., 2021; Sammataro & Avitabile, 1998). Por lo
tanto, para poder llevar adelante la recoleccion de estos recursos, las abejas tienen que ser
capaces de encontrar y evaluar constantemente las recompensas otorgadas por distintos
parches florales. A pesar de que nuestros experimentos son realizados en el laboratorio,
resulta interesante interpretar los resultados obtenidos en relacion al contexto natural de los

animales.

Durante la busqueda de recursos, las abejas ejecutan patrones complejos de
comportamiento: al navegar, deben aprender e integrar mudultiples claves sensoriales
simultaneamente a la vez que evitan colisiones durante el vuelo. Mas complejo aun, son
capaces de recordar con gran precision las fuentes de alimento visitadas pudiendo visitarlas
nuevamente (Menzel & Greggers, 2015; Zhang et al., 2006). El aprendizaje asociativo (ver
Seccién 1.1) le permite a las abejas asociar estimulos ambientales (odorantes, colores,
formas) con sitios donde obtuvieron recompensas azucaradas. De este modo, son capaces
de generar memorias apetitivas respecto a los sitios que poseen recursos y, eventualmente,
poder acceder a ellos en el futuro (Hussaini et al., 2007). Esta forma de aprendizaje esta
estrechamente relacionada con el protocolo de condicionamiento del PER que se realiza en
el laboratorio. Para poder asociar las claves sensoriales de las flores con la recompensa que
otorgan, es necesario que las abejas primero sensen las claves (CS) y luego obtengan la
recompensa (US), tal como sucede en un condicionamiento de tipo forward (Hammer &
Menzel, 1995).

Sin embargo, no todos los sitios que ofrecen recursos son igualmente valiosos. Para
poder evaluar posibles locaciones de forrajeo, las abejas deben ser capaces de diferenciar
las recompensas que cada sitio ofrece. Esta evaluacién de la recompensa les permite
ajustar sus esfuerzos y guiar su comportamiento, en base a la cantidad y calidad de

recursos disponibles. En experimentos de libre vuelo y a campo, se observé que las abejas
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son capaces de distinguir recompensas azucaradas basandose en diferencias tanto en el
volumen (Gil & De Marco, 2009; Gil et al., 2007) como en la concentracion de azucares de
las mismas (De Marco et al., 2005; Wright et al., 2009). En (Gil et al., 2007), abejas meliferas
fueron entrenadas en un parche floral artificial. Un grupo recibia un volumen de sacarosa
que aumentaba en cada visita al parche, otro grupo recibia volimenes decrecientes, y tres
grupos recibian volumenes constantes durante todo el entrenamiento. Se observé que las
abejas que habian recibido un protocolo creciente de volumen de sacarosa invertian mas
tiempo en buscar recompensas en el parche durante la evaluacion, en contraste con
aquellas que habian recibido un protocolo descendente de recompensa. Respecto a la
diferenciacion de recompensas en base a su concentraciéon, estos mismos autores
realizaron un protocolo donde entrenaron a las abejas a recolectar recompensas de un
alimentador (De Marco et al.,, 2005). Luego, algunos animales recibian concentraciones
constantes de azucar durante toda la recoleccion mientras que otros recibian azucar
constante (0,6 M) durante cuatro visitas, y una concentracion mayor (1,2; 1,8 6 2,4 M) en la
ultima visita al alimentador. Los investigadores observaron que este repentino aumento en la
concentracion de la recompensa produjo, en los grupos experimentales, un cambio
significativo en los angulos de divergencia entre los contoneos consecutivos de la danza de
comunicacion entre obreras. Se puede concluir entonces que las obreras tienen que haber
codificado los cambios en el volumen de recompensa (en el primer experimento) y en la
concentracion (en el segundo) para que se produzcan los cambios observados en la

actividad de forrajeo y de la danza respectivamente.

Si las abejas son capaces de diferenciar recompensas en base a diferencias en su
concentracién y/o su volumen, entonces es coherente pensar que existe algun tipo de
representacion interna de estas magnitudes, a partir de la cual pueden comparar sus
experiencias y asi modificar su comportamiento. En (Gil et al.,, 2008), los investigadores
entrenaron abejas bajo un protocolo de condicionamiento del PER (ver Seccion 1.2). Un
grupo recibié la recompensa azucarada en un protocolo ascendente donde el volumen de la
recompensa aumentaba sucesivamente en cada ensayo, otro grupo en un protocolo
descendente, y tres grupos constantes que recibieron volumenes idénticos de solucion en
todos los ensayos. Pasadas 24 hs del entrenamiento, los investigadores midieron la
respuesta incondicionada de las abejas: estimulando con sacarosa en las antenas, midieron
multiples variables que reflejaban la fuerza de esa respuesta (tiempo de reaccién de
extension de la probdscide, duracidn de la extensidon, etcétera). Los investigadores
observaron durante la evaluacion, que las abejas que habian recibido la recompensa en
volumenes crecientes extendian su probdscide mas rapido y durante mas tiempo en

contraposicion con el grupo que habia recibido la recompensa en volimenes decrecientes.
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Este antecedente nos permite interpretar que diferencias en la presentacion del estimulo
incondicionado (US) tendran distinta fuerza a la hora utilizarse como refuerzo en un

condicinamiento apetitivo.

Interpretando el cuerpo de literatura citado en esta seccién, se puede concluir que las
abejas A. mellifera no solo son capaces de evaluar los sitios de forrajeo a partir de la
integracion de memorias y claves sensoriales, sino que también son capaces de comparar
las recompensas obtenidas. Esta comparacién les permite ajustar su comportamiento ya que
en los trabajos citados se observa que, en lineas generales, las respuestas
comportamentales son menos conspicuas y motivadas cuando las recompensas son de peor
calidad (ya sea en relaciéon a disminuciones en el volumen o la concentracion de la solucion
azucarada). A su vez, los animales muestran una mayor motivacion (mayor inversion de
tiempo en busqueda de recursos, mayor tiempo de extensién de probdscide) al recibir
recompensas que mejoraban a lo largo del tiempo. Por lo tanto, estos resultados dan pie
para la seccion final de este capitulo y para la premisa de los experimentos presentados: en
base a su experiencia previa, las abejas generan una expectativa de las recompensas. La

superacion o empeoramiento de la misma es capaz de modificar su comportamiento.
1.4. Expectativa de la recompensa

La posibilidad de comparar escenarios en base a experiencias previas le permite a los
animales predecir la aparicion de estimulos (tanto aversivos como apetitivos) y adaptar su
comportamiento. El rol de la expectativa ha sido ampliamente estudiado en modelos
vertebrados como roedores (Trapold, 1970), palomas (Peterson et al., 1978) y, en particular,
en primates no humanos (Hollerman et al., 1998; Watanabe et al., 2001). El trabajo de Otto
Tinklepaugh en monos macacos fue fundamental para sentar las bases del estudio de la
tematica (Tinklepaugh, 1928). En uno de los experimentos, los monos eran presentados
ante una recompensa (una banana) que, luego de la presentacién, era escondida debajo de
un recipiente. Los monos habian sido entrenados tal que luego de la orden del investigador,
procedian a buscar el alimento que les habia sido presentado. Sin embargo, antes de darle
la orden, el investigador cambiaba la banana por una hoja de lechuga sin que el mono lo
notara. Al levantar el contenedor para obtener su recompensa, Tinklepaugh describe que la
mona “extiende su mano para alcanzar la comida, pero cae al piso sin siquiera tocarla. Mira
el pedazo de lechuga pero, al menos que esté realmente hambrienta, no lo toca”. Para
confirmar que la lechuga era aceptada como alimento, pasado un tiempo de este protocolo
Tinklepaugh describe que la misma mona acepta la lechuga como alimento y la consume.
Con este robusto resultado comportamental, se observa que el primate habia generado una

expectativa respecto a lo que iba a encontrar debajo del recipiente (una banana), la cual no
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se cumple al levantarlo y encontrarse con la lechuga. Esta discordancia entre lo esperado y

lo obtenido modifica su comportamiento, haciendo que se aleje del alimento en cuestion.

A pesar de que la expectativa de la recompensa es un tema de suma relevancia en el
estudio del comportamiento animal, hay menos informacién disponible respecto a este
proceso en invertebrados. Sobre A. mellifera en particular, a partir de los trabajos
presentados en la Seccion 1.3 se observd que las abejas son capaces de comparar las
fluctuaciones en las recompensas obtenidas, tanto en volumen como en concentracion de
solucién azucarada. Esta comparacion les permite generar una expectativa respecto a
escenarios futuros, la cual se evidencia comportamentalmente en las evaluaciones: las
abejas que, en lineas generales, reciben recompensas en un protocolo ascendente,
demuestran comportamientos mas motivados (mayor tiempo de busqueda de recursos en
los casos de forrajeo libre, mayor tiempo de extension de la probdscide en el caso del
condicionamiento del PER) en los tests. Por lo tanto, podemos decir que las abejas también
ajustan su comportamiento en base a las expectativas que generan segun sus experiencias

previas.

Resultados similares se obtuvieron en trabajos en abejorros (género Bombus). En
(Waddington et al., 1981), los investigadores realizaron un experimento de forrajeo en flores
artificiales con B. edwardsii, similar al trabajo de Mariana Gil, Rodrigo De Marco y Randolf
Menzel citado en la Seccion 1.3 (Gil et al., 2007). En este estudio, los abejorros visitaban
flores artificiales en un parche dispuesto por los investigadores. Un grupo de animales
recibia en promedio 0,1 ul de solucion azucarada en cada visita a una flor artificial, mientras
que otro grupo recibia en promedio 0,4 pl. Se observé que aquellos abejorros que habian
recibido una recompensa mas alta aumentaban su tasa de visita a las flores, realizando
vuelos mas rapidos y directos hacia las flores. En otro trabajo en B. appositus, Clayton
Hodges realiza una experiencia a campo con abejorros visitando flores naturales
manipuladas, inyectando soluciéon azucarada de concentracién 2 M en los nectarios de las
mismas (Hodges, 1981). Hodges observd que si la primera flor visitada en una planta tenia
volumenes de néctar menores a 0,25 pul, los animales abandonaban la planta para visitar
otra. En cambio, si recibian un volumen mayor al umbral, los abejorros se quedaban en la
planta. A partir de la generacidon de una expectativa respecto a la tasa de recompensas que
pueden recibir en una planta, estos animales minimizan el tiempo invertido en plantas de
mala calidad a la vez que maximizan la explotacion de recursos de alta calidad. Por ultimo,
resulta interesante citar una publicacion cuyos resultados se relacionan estrechamente con
la propuesta de nuestro trabajo. En (Wendt et al., 2019), los investigadores entrenaron a

hormigas nectivoras a alimentarse de una gota de solucién azucarada que se encontraba al
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final de una pasarela. En un primer experimento, las hormigas hacian tres viajes hasta la
gota de sacarosa: en los primeros dos recibian la misma recompensa, y en el ultimo viaje la
recompensa cambiaba a una concentracion de 0,5 M. De este modo, habia animales que
tenian una historia previa con sacarosa de mayor concentracion (contrastes negativos)
mientras otros conocian soluciones azucaradas menos concentradas que 0,5 M (contrastes
positivos). La aceptacién de la recompensa otorgada se midié a partir del consumo
ininterrumpido de la sacarosa (la cual es tomada como un proxy de aceptacién de la
recompensa: cuanto mas fluida es la alimentacion, mayor aceptacién de la recompensa) y
de la cantidad de marcas feromonales depositadas en el camino hacia el sitio. Los
investigadores observaron que los animales que eran sometidos a un contraste negativo
aceptaban menos la recompensa (presentaban una alimentacion interrumpida en la tercera
visita y dejaban menos marcas feromonales que el grupo control). Del mismo modo, los
animales sorprendidos con sacarosa de mayor concentracion a la esperada en la tercera
visita aumentaban la aceptacion de la recompensa alimentandose ininterrumpidamente y
dejando mas marcas feromonales que el grupo control. Como conclusion de estos trabajos,
puede decirse que la superacion o empeoramiento de las expectativas que estos insectos
poseen respecto a las recompensas modifican diferencialmente su comportamiento. Al igual
que en los trabajos en A. mellifera antes citados, otros insectos se muestran mas motivados
a buscar o consumir alimento cuando sus expectativas son superadas, y por el contrario se
muestran mas desmotivados a realizar estas acciones cuando lo obtenido es de peor calidad

que lo esperado.

La expectativa de la recompensa no se observa solo comportamentalmente, sino que
también puede estudiarse su correlato neuronal. En la actividad de la neurona VUM,
(mencionada en la Seccion 1.2) se observa que la misma responde a las presentaciones
inesperadas de sacarosa, pero no a las recompensas esperadas (Hammer, 1993). Resulta
interesante entonces preguntarse si estas expectativas, a partir de cambios en las sinapsis,
pueden modular la memoria asociativa que se posee sobre una dada recompensa. En 1997,
Wolfram Schultz ahondé en el concepto de error en la prediccion de la recompensa (de aqui
en mas, RPE) (Schultz et al., 1997). Este concepto fue propuesto originalmente en el modelo
Rescorla-Wagner en 1972 (Rescorla & Wagner, 1972) detallado en la Seccion 4.4, y el
trabajo de Schultz lo retoma sumando datos de electrofisiologia. El RPE puede definirse
como “la diferencia entre la recompensa obtenida y la recompensa predicha” (Schultz,
2017). En su trabajo de 1997, Schultz propone que en mamiferos ciertas neuronas
dopaminérgicas codifican dichos errores en la prediccion, es decir, las situaciones donde lo
obtenido no se corresponde con lo esperado por el animal. Las neuronas son activadas con

los errores positivos (cuando lo recibido es mejor que lo esperado) e inhibidas con los
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errores negativos (caso contrario). De este modo, el RPE estaria involucrado en la mayoria
de los aprendizajes que se basan en la asociacion entre estimulos que tienen una cierta

valencia para el animal.

En dos trabajos publicados en 2015 y 2017, Kanta Terao y Makoto Mizunami pusieron
a prueba la teoria de RPE en insectos. En el primer trabajo, un grupo de grillos deprivados
de agua es entrenado en una primera etapa con un patron visual que predice la llegada de
liquido. En la segunda etapa, el patrén visual + un odorante son los estimulos que predicen
la llegada de este US. Este tipo de entrenamientos donde un primer estimulo condicionado
predice la llegada de una recompensa, y luego ese mismo CS + un segundo CS predicen la
llegada de esa misma recompensa, producen un efecto conocido como blocking. Cuando
ocurre un fendmeno de blocking, el aprendizaje del estimulo agregado en la segunda etapa
es bloqueado por el protocolo aprendido en la primera etapa. Como consecuencia, durante
la evaluacién no se observa respuesta condicionada frente al estimulo que se agregé en la
segunda fase, pero los animales si responden al CS del primer entrenamiento. La Figura 1.2

ilustra este fendbmeno:

entrenamiento evaluacion
etapa 1 etapa 2
CSt usS CS1+CS2 usS CS1 —>» CR

CS2 —» No CR

Figura 1.2 - Esquema del efecto de blocking en el aprendizaje. CS1y CS2 son dos estimulos condicionados, US

es el estimulo incondicionado, y CR la respuesta condicionada que sucede después del aprendizaje.

Los investigadores proponen que RPE es una base tedrica que permite explicar el
efecto de blocking. Durante la Etapa 1, los animales aprenden la asociacién predictiva
CS1-US a partir de ensayos sucesivos separados por un intervalo temporal determinado,
que suele ser alrededor de 10 minutos. A medida que se suceden los ensayos, el animal que
recibe el entrenamiento se “sorprende” cada vez menos: al transcurrir el entrenamiento,
aprende la asociacion predictiva alcanzando un plateau para este aprendizaje. Durante la
Etapa 2 se afade un segundo estimulo condicionado que, junto con el CS1, predice la
llegada del US. Aqui, el US es el mismo que el que se administré durante la Etapa 1. Debido
a que el US sigue siendo el mismo y en base a la teoria de RPE, la asociacién predictiva
CS2-US quedaria bloqueada por la asociacion aprendida en la Etapa 1. Al no haber error en
la prediccion de la recompensa (el US no cambié entre la Etapa 1 y la 2) no hay un estimulo
disruptivo que permita modular las sinapsis entre las neuronas que codifican el CS y

aquellas encargadas de llevar a cabo la respuesta condicionada (Terao et al., 2015).
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En el segundo trabajo, los investigadores encontraron evidencia y plantearon un
modelo andlogo al anterior pero aplicado a estimulos aversivos (Terao & Mizunami, 2017).
Los investigadores aplicaron el mismo entrenamiento para producir un efecto de blocking
también en grillos. La diferencia esta en que en este segundo trabajo el US se trataba de
solucion salina (NaCl 20%, un estimulo negativo) en lugar de agua para animales sedientos
(un estimulo positivo). Con estas dos publicaciones, los investigadores lograron poner a
prueba la aplicacién del marco tedrico del RPE para explicar fenomenos comportamentales
en insectos. Sin embargo, aun es necesaria mucha mas evidencia sobre RPE para

profundizar este tema en invertebrados.

De los trabajos presentados tanto en esta seccién como en la Seccién 1.3, se puede
concluir que existe un buen cuerpo de literatura a favor de las hipotesis planteadas en este
trabajo. En la Seccion 1.3 se presentaron trabajos donde se observa que las abejas A.
mellifera son capaces de sensar las fluctuaciones en las recompensas obtenidas y, a partir
de las mismas, adaptar su comportamiento. Resultados similares se obtuvieron con
abejorros (género Bombus) en experimentos a campo, donde se observo que estos insectos
cambiaban su actividad de alimentacion en relacion al mejoramiento o empeoramiento de
las expectativas que tenian sobre las recompensas. Ademas de estos trabajos centrados en
el comportamiento y la ecologia de estos insectos, se presentaron estudios centrados en su
neurofisiologia. Por un lado, se discutid el estudio de la neurona VUM,,, central en la
codificacién de los estimulos incondicionados. Por otro lado, se presentd evidencia a favor
de la aplicacion de la teoria de RPE en insectos, tanto para aprendizajes con estimulos
positivos como negativos. A pesar de que todos estos trabajos tienen como eje central a los
insectos y la codificacion de los estimulos incondicionados, presentan distintos enfoques.
Mientras que los primeros trabajos son exclusivamente comportamentales y en su mayoria
realizados a campo o con los insectos en movimiento libre, los ultimos trabajos se centran
mayormente en la neurobiologia con los animales restringidos y en el laboratorio, buscando
un correlato neuronal a estos comportamientos. Por lo tanto, consideramos que nuestro
trabajo tiene una ventaja respecto a esta division. Los experimentos de este trabajo fueron
realizados con abejas en condiciones controladas dentro del laboratorio. A pesar de que se
encontraban inmovilizadas para poder trabajar con las mismas, en base al protocolo
implementado vy la literatura que lo avala es posible estudiar fielmente su comportamiento.
Esta combinacién de condiciones controladas en laboratorio y comportamiento nos permiten
extender el horizonte de los experimentos a realizar: a pesar de que los resultados aqui
presentados son comportamentales, es posible estudiar los correlatos neuronales de estos
mismos comportamientos en el laboratorio sin la necesidad de adaptar radicalmente

nuestros resultados comportamentales previos. En base a este cuerpo de literatura y la
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posibilidad de estudiar el comportamiento de expectativa frente a la recompensa desde
diversas aristas, se presentan los objetivos e hipétesis de este trabajo en la siguiente

seccion.
1.5. Hipétesis y objetivos

En base a los antecedentes sefialados en el Capitulo 1, en este trabajo nos
propusimos como objetivo general estudiar si la formacién de la memoria asociativa
generada a partir de un condicionamiento apetitivo depende de la relacion entre la calidad
real de la recompensa y la calidad esperada por los animales. La hipétesis central es que la
valoracién subjetiva que hacen los animales acerca de la recompensa (y no su valor

absoluto) es lo que modula la fuerza del aprendizaje.

Las fases de la memoria olfatoria estan estrechamente relacionadas con las etapas de
forrajeo en el campo: las memorias de corto término o de trabajo se corresponden con los
eventos de pecoreo dentro y entre parches de flores que se suceden durante una salida de
forrajeo. Luego, las memorias de término intermedio se relacionan con los intervalos entre
vuelos o excursiones de forrajeo que se puedan suceder en un dia. Finalmente, las
memorias de largo término se relacionan con eventos de busqueda de recursos separados
entre dias (Giurfa & Sandoz, 2012). En relacién con la existencia de dichas etapas y con el
fin de poner a prueba la hipétesis central, planteamos tres objetivos particulares, donde cada
uno de ellos corresponde a evaluar la generacién de expectativa para distintos intervalos

temporales.
ivo 1: ex iv 3rmin

En el protocolo estandar de condicionamiento del PER, las antenas de la abeja son
estimuladas con una solucién azucarada al comienzo de cada ensayo para evocar la
extensién de la probdscide donde se administra la recompensa (Bitterman et al., 1983). Esto
es similar a lo que ocurre en el forrajeo, donde las abejas extienden la probdscide luego de
sensar los nectarios de la flor con sus antenas. El primer objetivo fue determinar si las
abejas forman una expectativa de extremo corto término acerca de la calidad de la
recompensa que detectan con sus antenas, y si la diferencia entre esa expectativa y lo que

recibe en la probdscide afecta la fuerza asociativa del ensayo.

Objetivo 2: expectativas de término medio

En el campo, las abejas visitan distintas flores a la vez que comparan las recompensas

que otorgan cada una de ellas (Marshall, 1935). Intentando asemejar este escenario natural,
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el segundo objetivo de este trabajo fue evaluar en condiciones de PER si las abejas
comparan la concentracion de las recompensas que reciben en sucesivos ensayos a lo largo
de un protocolo de entrenamiento, y si diferencias en dichos ensayos afectan la fuerza del
aprendizaje y la formacién de memoria. La habilidad de detectar diferencias entre ensayos
implicaria la formacion de expectativas de medio término acerca de la calidad de la

recompensa.

Objetivo 3: expectativas de largo término

Habiendo demostrado que las abejas son capaces de diferenciar entre recompensas
de distinta concentracién y generar una memoria en base a estas diferencias, nos
preguntamos si la experiencia con una recompensa el dia previo al entrenamiento también
modula el aprendizaje. Como ultimo objetivo, nos propusimos demostrar si las abejas
generan una expectativa a largo término acerca de la calidad de la recompensa, de modo tal

que dicha expectativa tenga un efecto sobre el entrenamiento el dia siguiente.
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Capitulo 2. Materiales y métodos

2.1. Animales

Los animales utilizados fueron abejas de la especie A. mellifera, provenientes de dos
colmenas ubicadas dentro del predio de Ciudad Universitaria. Las abejas comienzan su
actividad forrajera temprano por la manana y terminan por la tarde (Abou-Shaara, 2014), por
ende la recoleccién se realizé siempre alrededor de las 10:30 hs, buscando un flujo alto de
abejas entrando y saliendo de las colmenas. Con el fin de minimizar la heterogeneidad de la
muestra, solo se recolectaron abejas que tuvieran polen visible en sus patas traseras. Esto
indica que se trata de abejas forrajeras y que tienen una edad similar, ya que comienzan
dicha actividad a partir de los 21 dias de edad (Abou-Shaara, 2014).

2.2. Métodos generales

El trabajo consistié en tres experimentos. Cada experimento tuvo tres etapas: captura
de los animales, entrenamiento y evaluaciéon (Figura 2.1). Las diferencias entre los
protocolos se encontraban en la etapa de entrenamiento. La mitad de las abejas fueron
entrenadas con el odorante acetofenona y el resto con 1-hexanol. Los dos odorantes son
neutros y percibidos por las abejas segun literatura, y se utilizan ambos de manera
contrabalanceada para controlar posibles preferencias que puedan existir por un odorante u
otro (Chen et al., 2015).

(u]
"o+ 00  —a @ P —_—
1-hexanol f 1-hexanol
- o i o i
o+ 00w Q)k% + %—- — ® @*sm — @
M acetofenona I acetofenona
captura entrenamiento test
dia1 dia2 3,24,48 hs

Figura 2.1 - Esquema representando las tres etapas del trabajo.

2.3. Captura

El primer paso de cada experimento fue la recoleccion, la cual se realizé siempre
durante la mafana anterior a la etapa de entrenamiento. La recoleccion se realizd
bloqueando temporalmente la entrada de las colmenas. Luego de esperar unos minutos a
que llegaran las abejas que retornaban de forrajear, se colocaba un tubo de plastico para

que ingresen al mismo, con pequenos orificios para permitir su ventilacion.
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En el laboratorio, las abejas fueron enfriadas unos segundos en hielo para
adormecerlas y poder colocarlas en soportes metalicos individuales. El abdomen de las
abejas fue colocado contra el soporte usando una cinta adhesiva, y la cabeza fue pegada
desde la parte posterior hacia otra porcion de cinta con cera. El objetivo fue inmovilizar a los
animales a excepcion de su cabeza, para asi poder interactuar con sus antenas y
probdscide. Para mayor claridad, la Figura 2.2 muestra una fotografia de una abeja dentro

del soporte.

Figura 2.2 - Fotografia de abeja en soporte metalico. Se indican las estructuras que sensan el CS (antenas) y el

US (antenas y proboscide).

Inmediatamente luego de recuperarse del enfriamiento y restringidas en los soportes,
las abejas fueron alimentadas con una gota (alrededor de 0,4 ul) de sacarosa 1 M, a
excepcion de los animales del Experimento 3, que fueron alimentados con sacarosa 0,5 6 1
M dependiendo del grupo experimental al que pertenecieran. Alrededor de las 18hs del dia
de captura, se los alimentd hasta saciarse con sacarosa segun correspondiese. Luego, se
los dejo sin perturbar hasta el dia siguiente. Este protocolo de alimentacion depriva a las
abejas de sacarosa durante mas de 12 hs, permitiendo que el dia de entrenamiento se
encuentren lo suficientemente motivadas como para aprender la asociacion del estimulo
neutro con la sacarosa utilizada como recompensa (Griinbaum & Mdiller, 1998). Los soportes
metalicos estaban ubicados dentro de un contenedor de plastico con agujeros y un fondo de
agua, para permitir la respiracion y mantener la humedad. El laboratorio se mantuvo a
temperatura ambiente (20-24 °C) en un ciclo de 12:12 horas de luz:oscuridad (Grinbaum &
Mdiller, 1998).

2.4. Arena experimental

Tanto para los entrenamientos como para las evaluaciones, los animales fueron

ubicados en una arena experimental de condicionamiento olfativo, similar a la utilizada en

21



(Felsenberg et al., 2011) (Figura 2.3). Los animales fueron ubicados en la arena de a uno por

vez, mientras el resto permanecia en el contenedor donde habian pasado la noche.

La arena experimental consiste de un tubo que entrega un flujo de aire durante el
tiempo que se desee, ajustable a través de la conexién con un dispositivo electrénico (Figura
2.3). Un aireador (1) bombea aire que en primera instancia pasa a través de dos filtros (2).
De alli, el aire ingresa al flujometro (3) del cual salen dos mangueras: una con flujo de 500
mil/min y otra con flujo de 50 ml/min. El flujo de 500 ml/min entrega constantemente aire
limpio a través del tubo plastico que se observa al pie de la figura. La otra manguera,
correspondiente al flujo de 50 ml/min esta conectada al pulsador (3’). Cuando se desea, se
presiona el botén y el dispositivo permite que salga el aire de este segundo flujo durante el
tiempo que se desee, ingrese en el frasco donde esta el odorante (4) y empuje las particulas
del mismo a través de una jeringa. Esta jeringa esta conectada al tubo de plastico (5), por
ende, este segundo flujo de aire cargado de odorante se suma al flujo de aire limpio, por lo
que el animal termina recibiendo aire portador del odorante de interés. Para mantener la
arena experimental limpia de olores entre animales, se coloca un extractor detras de las

abejas que permanece encendido todo el tiempo que la abeja esta en la arena experimental

(6).

Figura 2.3 - Fotografia de arena experimental utilizada para todos los experimentos.
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Previo a cada experimento se prepararon 100 pl de odorante en viales de vidrio de 5
ml. La mitad de las abejas fueron entrenadas con el olor acetofenona, y la otra mitad con el
olor 1-hexanol como estimulo condicionado. Ambos odorantes tenian una dilucion 1/10 en
aceite mineral. En todos los experimentos se utilizé un flujo de 50 ml/min a través del frasco
que contenia el odorante y un flujo de 500 ml/min para el caudal central, lo cual implica que
la concentracién final recibida por las abejas fue 1/10 de la concentracion de equilibrio
lograda en los frascos con el odorante. El pulso de olor duré siempre 4 segundos. Todos los

compuestos fueron obtenidos de Sigma-Aldrich.
2.5. Entrenamiento

Las sesiones de entrenamiento se realizaron entre las 10:00 y las 14:00 hs. Treinta
minutos antes del entrenamiento los animales debian pasar una prueba de seleccion, la cual
consistio en tocar las antenas con una gota de sacarosa 1 M 6 0,5 M segun correspondiese.
Solo los animales que mostraban una extensién de la probdscide rapida y conspicua eran

utilizados en los entrenamientos.

Los animales fueron entrenados de acuerdo a el paradigma de condicionamiento
olfativo del reflejo de extension de probdscide (Bitterman et al., 1983; Takeda, 1961): un
odorante de valor inicialmente neutro para los animales es presentado durante 4 segundos y
cotermina con la estimulacion de las antenas con sacarosa. Esto ultimo produce la extension
de la probéscide, y la abeja puede ingerir un volumen y concentracién de azucar
determinado por el experimentador. Conforme pasan los ensayos de entrenamiento, se
forma una asociacion predictiva donde el odorante anticipa la aparicion del azucar (ver

Seccion 1.2).

En cada ensayo, se toma una abeja y se la ubica en la arena experimental
previamente descrita. Veinte segundos después se activa la liberacién del odorante , el cual
dura 4 segundos. Un segundo antes de detenerse el flujo, las antenas son estimuladas con
una gota de sacarosa (aproximadamente 0,4 pl) cuya concentracién dependia del protocolo
experimental. Cuando la abeja extiende la probdscide como respuesta al estimulo, la gota
de solucién azucarada es administrada sobre la probdscide para ser ingerida. Veinte
segundos después de terminada la ingestion, la abeja es devuelta a la posicion de reposo
fuera de la arena experimental. Este ensayo se repite cuatro veces para cada animal (a
excepcion de los animales del Experimento 2 que recibieron tres ensayos). La bibliografia
previa indica que tres ensayos son un numero suficiente de ensayos para formar una
memoria de largo término (Menzel, 1968). El intervalo entre ensayos para cada abeja fue de

diez minutos.
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En cada experimento realizado (tres en total), las abejas fueron divididas en distintos
grupos/tratamientos que variaban en la concentracion de sacarosa que recibian en cada
ensayo. Para facilitar la lectura de los resultados, el detalle de los tratamientos y de cada
grupo se describe en cada seccion junto a la presentacion de la figura de resultados

obtenidos en cada caso.
2.6. Evaluacion

Durante el test o etapa de evaluacion se pone a prueba el aprendizaje a distintas
escalas temporales. Para hacerlo, los animales fueron nuevamente colocados de a uno por
vez en la arena experimental. Veinte segundos después, se presentd uUnicamente el
odorante al cual habian sido entrenados durante la etapa de entrenamiento. Se midi6 la
respuesta de extensién de probodscide evocada por el olor y, veinte segundos después de
presentado el odorante, el animal fue devuelto a la posicion de reposo fuera de la arena
experimental. Esta evaluacion se realiz6 3, 24 y 48 horas después de finalizado el
entrenamiento para todos los experimentos. Se registro la extension o no de la probdscide

ante la presentacion del olor como una variable respuesta binaria: Si o No.
2.7. Andlisis de datos

Los datos obtenidos de cada animal en los entrenamientos y tests fueron analizados a
nivel poblacional. Los niveles de aprendizaje y retencion de memoria fueron definidos como
la probabilidad de que suceda el reflejo de extensidn de probdscide en un grupo de animales
entrenados bajo el mismo tratamiento. Las comparaciones se realizaron entre los distintos
grupos experimentales pertenecientes a un mismo experimento, para los ensayos de
entrenamiento y los ensayos de evaluacion. Se definié un criterio de exclusion de animales:
todas aquellas abejas que respondian espontaneamente al odorante durante el primer
ensayo del entrenamiento fueron eliminadas del analisis. Asimismo, también se eliminaron
los datos correspondientes a animales que no hubieran ingerido sacarosa en al menos dos

ensayos de la etapa de entrenamiento.

El analisis se realizé con el software RStudio versién 3.6.1. En todos los experimentos
los datos fueron analizados en base a dos modelos lineales generalizados: uno para la
etapa de entrenamiento y otro para la etapa de evaluacion. Se decidi6 modelar
explicitamente los datos debido a que esto nos permite extender las conclusiones de
nuestros experimentos a la poblacion de la cual se extrajeron las muestras. Se utilizaron
modelos lineales generalizados marginales o mixtos dependiendo del cumplimiento de
supuestos distribucionales en cada caso, ya que ambos permiten el modelado de la falta de

independencia entre mediciones realizadas sobre una misma abeja. Cada modelo
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estadistico implementado proviene de una seleccidon de modelos previa. En todos los casos
se probaron distintos modelos, se los ordené a partir de sus valores de AIC o QIC
(dependiendo de la biblioteca con la que se estuviese trabajando) y se eligioé el modelo que
optimizara el criterio: a menor AIC o QIC, mejor ajuste del modelo estadistico a los datos
(Akaike, 1973; Cui, 2007). Los resultados se basan en las estimaciones de estos modelos
estadisticos. Sin embargo, se afiade un anexo estadistico donde, para cada experimento, se

presenta una tabla con la estadistica descriptiva de las medidas muestrales.

Para todos los modelos, se modeld el logaritmo de la probabilidad de respuestas
positivas (extension de la probdscide) dividido la probabilidad de respuestas negativas (no
extensioén), expresion que se conoce como logit(1r). Debido a que la variable respuesta es
dicotébmica (extension de la probdscide si-no), modelar el logit(1r) permite obtener una
relacion lineal y de este modo explicitar un modelo lineal para una distribucién de
probabilidades Bernoulli. El logit(1r) se modelé en funcidn de la interaccion entre el
tratamiento y el numero de ensayo (en el caso del modelo para la etapa de entrenamiento) o
tiempo de evaluacion (en el caso de los modelos para la evaluacién). Ademas, se agregé la
semana de trabajo como una covariable para controlar una mayor cantidad de variabilidad
en el modelo. Como aclaracién general, es necesario mencionar que a pesar de que se
trabajé con dos odorantes de valencia neutra para las abejas (acetofenona y 1-hexanol), el
odorante no fue incluido como una variable explicatoria a ninguno de los modelos debido a
que se carecia del dato de qué odorante fue utilizado en cada semana de trabajo. Sin
embargo, en base a la literatura previa y los trabajos realizados en nuestro laboratorio (ver
Seccién 2.2) se asume que no habria una preferencia por ninguno de los dos odorantes y
que el aprendizaje alcanzado es el mismo independientemente de si se utiliza acetofenona o

1-hexanol como CS.

El modelo propuesto para la etapa de entrenamiento fue el mismo para los tres
experimentos. Se implementé un modelo lineal generalizado marginal con la funcién geegim
del paquete geepack. Para facilitar la implementacion del modelo, se excluyé el ensayo 1 del
entrenamiento debido a que se trataba de un vector de ceros unicamente, ya que siempre se
parti6 de animales que no tuvieran una respuesta espontanea frente al odorante. La

Ecuacion 2.1 describe formalmente el modelo implementado:
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T,
log(l_”ﬁ__k) =wtoa + B+ oaB +y,
y
Yijk ~ Bernoulli (nijk)

Ecuacién 2.1 - Modelo marginal para la etapa de entrenamiento. y es la media poblacional, a; es el efecto fijo de
cada tratamiento, B; es el efecto fijo del numero de ensayo, ap; es la interacciéon de ambos efectos, y v, es el
efecto fijo de la semana de trabajo. Debajo del modelo se expresan los supuestos distribucionales: Y es la

variable respuesta (extension de la probdscide si-no) que sigue una distribucion Bernoulli con probabilidad ry.

Para los experimentos 1 y 3 se implementé un modelo lineal generalizado condicional
con la funcién gimmTMB de la biblioteca gimmTMB. Al tratarse de un modelo condicional, se
agrego el numero de abeja como una variable de efectos aleatorios, con el fin de modelar la
falta de independencia entre mediciones realizadas a cada animal. La Ecuacion 2.2 describe

formalmente el modelo implementado para estos experimentos:

T
ijkl _
log(—‘—l_1T ) = n + a + Bj + aBij + Y, + A

ijkl

L))

Yijkl ~ Bernoulli (ni],kl)

2
A ~NIDO, 0, )

Ecuacién 2.2 - Modelo condicional para los experimentos 1 y 3. y es la media poblacional, q; es el efecto fijo de
cada tratamiento, B; es el efecto fijo del tiempo de evaluacion, oB; es la interaccion de ambos efectos, v, es el
efecto fijo de la semana de trabajo, y A, es el efecto aleatorio de cada abeja. Debajo del modelo se expresan los
supuestos distribucionales: Y es la variable respuesta (extension de la probdscide si-no) que sigue una
distribucion Bernoulli con probabilidad 1. A es el efecto aleatorio de cada abeja que sigue una distribucion

normal con media 0 y varianza 0%,

Para ambos protocolos del Experimento 2 se implementd un modelo marginal (funcion
geeglm). La Ecuacion 2.3 describe formalmente el modelo implementado para este

experimento:
T
ijk _
log(—;l_nijk) =pn+ oa + Bj + O(Bl,j +y,
Yijk ~ Bernoulli (ni],k)

Ecuacién 2.3 - Modelo marginal para el Experimento 2. p es la media poblacional, o; es el efecto fijo de cada
tratamiento, B; es el efecto fijo del tiempo de evaluacion, af; es la interaccion de ambos efectos, y v, es el efecto
fijo de la semana de trabajo. Debajo del modelo se expresan los supuestos distribucionales: Y es la variable

respuesta (extension de la probéscide si-no) que sigue una distribucion Bernoulli con probabilidad Tr.

26



Para todos los modelos implementados (ecuaciones 2.1 a 2.3), se pusieron a prueba
los supuestos distribucionales con el paquete DHARMa versién 0.4.4. Luego de poner a
prueba el cumplimiento de los supuestos, se realizé una prueba de ANOVA del modelo
propuesto y comparaciones entre grupos con la funcion emmeans. En el Capitulo 3 se
exponen los resultados obtenidos. Para mayor claridad en la lectura, se detallan inicamente
los valores estimados por cada modelo y los p valores para las comparaciones entre
tratamientos que arrojaron diferencias significativas o que resultan relevantes para las
hipétesis del trabajo. A pesar de que se comprende que la mejor forma de enunciar los
resultados del modelo es a partir de los intervalos de confianza estimados para cada
comparacion entre grupos, se tomoé esta decision para comunicar mas claramente los
resultados obtenidos. Por esta razén, en el anexo estadistico al final del manuscrito se
incluye el detalle de los resultados obtenidos. Para cada experimento, se presenta la salida
de la prueba de ANOVA del modelo implementado y todas las comparaciones realizadas a
partir de los resultados obtenidos en el ANOVA, incluyendo la interpretacion de las

magnitudes de efecto para las comparaciones que resultaron significativas.
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Capitulo 3. Resultados

3.1. Experimento 1: contraste intraensayo

En este primer experimento, las abejas fueron divididas en cuatro grupos: dos con
contraste de recompensas (CONTRASTE POSITIVO, N=37 y CONTRASTE NEGATIVO,
N=33) y dos de recompensa constante (CONSTANTE ALTO, N=31 y CONSTANTE BAJO,
N=31). Todos los grupos recibieron cuatro ensayos de entrenamiento donde se presentaron

los estimulos de forma pareada (odorante-azucar), tal como se ilustra en la Figura 3.1.

azucar recibido [M]

PSP e

constante bajo 1
constante alto 1 1,5 15 1,5 1,5 15 1,5 1,5 1,5
contraste negativo 1 1,5 0,5 1,5 0,5 1,5 0,5 15 0,5

contraste positivo 1 0,5 15 0,5 1,5 0,5 15 0,5 1,5
E1 E2 E3 E4

dia1 dia2
captura entrenamiento

Figura 3.1 - Esquema del Experimento 1. En cada ensayo de entrenamiento se indica la concentracién de

sacarosa aplicada sobre la antena y la aplicada sobre la probdscide.

Las antenas de los animales pertenecientes al grupo CONTRASTE POSITIVO fueron
estimuladas con sacarosa de concentracion 0,5 My, luego de que extendieran la probdscide
en respuesta al estimulo, se los alimentd con sacarosa 1,5 M. Las antenas de los animales
del grupo CONTRASTE NEGATIVO fueron estimuladas con sacarosa 1,5 M, y luego fueron
alimentados con sacarosa 0,5 M. El grupo CONSTANTE ALTO recibio tanto en las antenas
como en la probdscide sacarosa 1,5 M. El grupo CONSTANTE BAJO recibié en antenas y
probéscide sacarosa 0,5 M. El objetivo de este primer experimento fue evaluar si la
formacién de la memoria asociativa “odorante-recompensa” es sensible al mismatch entre la
sacarosa esperada y la obtenida. En este caso, la concentracién de sacarosa esperada
estaria codificada como una memoria de trabajo de alta resolucion temporal que se genera
cuando el azucar entra en contacto con las antenas, mientras que el azucar recibida es

sensada segundos después en la probdscide.

A continuacién, se muestran los resultados obtenidos a partir de los modelos

implementados (Ecuacion 2.1 y Ecuacion 2.2).
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Figura 3.2 - Proporcion de PER frente al odorante * error estandar estimada por el modelo estadistico aplicado a

los datos de entrenamiento del Experimento 1 (Ecuacién 2.1) para cada tratamiento en cada ensayo.

En la prueba de ANOVA para el modelo de entrenamiento (Ecuacion 2.1) de este
experimento, el término referente a la interaccion entre el tratamiento y el tiempo (nimero de
ensayo) fue no significativo (p>0,05). Tampoco fueron significativas las variables tratamiento
ni numero de ensayo (p>0,05). Cabe recordar que para el modelado del entrenamiento se
excluyeron los datos referentes al ensayo 1, que al ser todos ceros dificultaba el modelado
de los datos. Por lo tanto, la no significancia del numero de ensayo se refiere a los ensayos
2 al 4, donde podemos observar que en el ensayo 2 la proporcion de PER habia alcanzado
niveles similares a los de los otros ensayos. Este resultado demuestra que no hay
diferencias significativas segun el tratamiento al cual fueron sometidos los animales durante
la etapa de entrenamiento. Por lo tanto, se puede concluir que todos los grupos
experimentales lograron aprender la asociacion odorante-recompensa durante esta primera

etapa.
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Figura 3.3 - Proporcion de PER frente al odorante + error estandar estimada por el modelo estadistico aplicado a

los datos de evaluacion del Experimento 1 (Ecuacion 2.2) para cada tratamiento en cada tiempo de evaluacion.

En la prueba de ANOVA para el modelo de evaluacién de este experimento (Ecuacion
2.2), el término referente a la interaccion entre el tratamiento y el tiempo de evaluacion fue
significativo (p<0,001). Por lo tanto, se realizd un analisis de efectos simples con contrastes
ortogonales: para cada tiempo de evaluacion (3, 24, 48 hs) se compararon los grupos
CONSTANTE ALTO vs CONTRASTE POSITIVO y CONSTANTE BAJO vs CONTRASTE
NEGATIVO.

En el primer tiempo de evaluacion (3 hs) no se observaron diferencias significativas en
los contrastes (p>0,05). Como se observa en la Figura 3.3, la proporcion de PER para los
grupos contrastados es muy similar a ese tiempo. A 24 hs se observaron diferencias
significativas entre los grupos CONSTANTE ALTO y CONTRASTE POSITIVO. Para el grupo
CONSTANTE ALTO la proporcion de PER estimada a este tiempo de evaluacion fue de
0,39, mientras que para el grupo CONTRASTE POSITIVO la proporcion de PER estimada a
24 hs fue de 0,80. Segun los contrastes ortogonales realizados, esta diferencia resultd
significativa con un p<0,05. No se observaron diferencias significativas en la comparacion
CONSTANTE BAJO vs CONTRASTE NEGATIVO a 24 hs (p>0,05). En la evaluacion a 48
hs, se observaron diferencias significativas entre los grupos CONSTANTE BAJO vy
CONTRASTE NEGATIVO. Para el grupo CONSTANTE BAJO la proporciéon de PER

estimada a este tiempo de evaluacién fue de 0,35, mientras que para el grupo CONTRASTE
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NEGATIVO la proporcion de PER estimada a 48 hs fue de 0,06. Segun los contrastes
ortogonales realizados, esta diferencia resulté significativa con un p<0,05. No se observaron
diferencias significativas en la comparacion CONSTANTE ALTO vs CONTRASTE POSITIVO
a 48 hs (p>0,05), aunque la tendencia de las estimaciones coincide con lo observado a 24
hs.

3.2. Experimento 2: contraste interensayo

Protocolo 0,5-1-1,5M

El Experimento 2 se divide en dos protocolos de concentraciones: 0,5-1-1,5 M y
0,17-0,5-1,5 M. Para el primer protocolo, los animales fueron divididos en tres grupos: dos
experimentales (ASCENDENTE, N=27 y DESCENDENTE, N=26) y un grupo CONSTANTE
(N=26). Todos los grupos recibieron tres ensayos de entrenamiento donde se presentaron

los estimulos de forma pareada (odorante-azucar), tal como ilustra la Figura 3.4.

grupo azucar recibido [M]
constante 1 1 1 1
descendente 1 1,5 1 05

ascendente 1 05 1 15
E1 E2 E3

dia 1 dia 2
captura entrenamiento

Figura 3.4 - Esquema del Experimento 2 para el protocolo de concentraciones 0,5-1-1,5 M. Se indica la
concentracion de azucar en la solucion de alimentacién el dia previo al entrenamiento y el de la concentracion de

azucar utilizada en cada ensayo del entrenamiento.

Los animales pertenecientes al grupo ASCENDENTE fueron entrenados con un
protocolo ascendente en la concentracion de solucion azucarada: en el ensayo 1 recibieron
sacarosa de concentracién 0,5 M, en el ensayo 2 sacarosa 1 M, y en el ensayo 3 sacarosa
1,5 M. Los animales del grupo DESCENDENTE fueron entrenados con el protocolo
descendente: 1,5 M en el primer ensayo, 1 M en el segundo, 0,5 M en el tercero. El grupo
CONSTANTE recibi6 la misma concentracién de sacarosa durante todo el entrenamiento, 1
M. El objetivo del Experimento 2 fue nuevamente evaluar la modulacion de la memoria a
partir de la diferencia entre lo esperado y lo obtenido durante el entrenamiento. En este

caso, la recompensa esperada estaria codificada en una memoria de corto término
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generada en el tiempo comprendido entre un ensayo y el siguiente (aproximadamente 10
minutos).

A continuacién, se muestran los resultados obtenidos a partir de los modelos

estadisticos implementados (Ecuacién 2.1 y Ecuacion 2.3).
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Figura 3.5 - Proporcion de PER frente al odorante + error estandar estimada por el modelo estadistico aplicado a
los datos de entrenamiento del Experimento 2 protocolo 0,5-1-1,5 M (Ecuacién 2.1) para cada tratamiento en
cada ensayo.

En la prueba de ANOVA para el modelo de entrenamiento (Ecuacion 2.1) de este
experimento, el término referente a la interaccion entre el tratamiento y el tiempo (nimero de
ensayo) fue no significativo (p>0,05). Tampoco resulté significativa la variable tratamiento
(p>0,05). La unica variable significativa fue el nimero de ensayo (p<0,01). Este resultado
demuestra que no hay diferencias significativas segun el tratamiento al cual fueron
sometidos los animales durante la etapa de entrenamiento, pero si se observa que entre el
ensayo 2 y el ensayo 3 la proporcion de PER aumenta significativamente. Por lo tanto, se
puede concluir que todos los grupos experimentales lograron aprender la asociacion
odorante-recompensa durante esta primera etapa, alcanzando la maxima proporcién de

PER en el ensayo 3.
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Figura 3.6 - Proporcion de PER frente al odorante + error estandar estimada por el modelo estadistico aplicado a
los datos de evaluacion del Experimento 2 protocolo 0,5-1-1,5 M (Ecuacién 2.3) para cada tratamiento en cada

tiempo de evaluacion.

En la prueba de ANOVA para el modelo de evaluacion de este experimento (Ecuacion
2.3), el término referente a la interaccion entre el tratamiento y el tiempo de evaluacion fue
no significativo (p>0,05). Por lo tanto, se realiz6 un analisis de efectos principales

comparando por tratamiento.

Promediando por los tres tiempos de evaluacién, se observaron diferencias
significativas entre los grupos CONSTANTE y DESCENDENTE. Para el grupo CONSTANTE
la proporcién de PER promedio estimada fue de 0,72, para el grupo DESCENDENTE la
proporcion promedio estimada fue de 0,34. Segun el test de Tukey realizado, esta diferencia
resultd significativa con un p<0,001. No se observaron diferencias significativas en la
comparacion CONSTANTE vs. ASCENDENTE (p>0,05). A partir de este resultado, se
consider6 que podria tratarse de un efecto techo el cual dificulta observar diferencias entre
los grupos CONSTANTE y ASCENDENTE debido a una alta respuesta del grupo
CONSTANTE. Por lo tanto, se procedio a realizar el siguiente protocolo con el fin de reducir
el valor de respuesta del grupo CONSTANTE vy asi dejar en evidencia valores mayores de

retencion que surgieran tras otro tratamiento.
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Protocolo 0,17-0,5-1,5 M

Con el fin de hacer mas sensible la posibilidad de observar diferencias entre los
grupos CONSTANTE y ASCENDENTE, se realizd6 un esquema experimental idéntico al
anterior pero con un protocolo de concentraciones que comienza con un valor mas bajo y en
el cual la recompensa del grupo constante es menor: 0,17-0,5-1,5 M. Se decidié disminuir la
concentracién minima y mantener una relacion del triple de concentracion entre ensayos,
con el fin de poder aumentar la resolucion entre los grupos CONSTANTE y ASCENDENTE.
El grupo CONSTANTE tuvo 31 animales, el grupo ASCENDENTE 31 y el grupo
DESCENDENTE 34.

grupo azucar recibido [M]

constante 0,5 05 05 05
descendente 05 15 05 017

ascendente 05 017 05 15
E1 E2 E3

dia1 dia 2
captura entrenamiento

Figura 3.7 - Esquema del Experimento 2 para el protocolo de concentraciones 0,17-0,5-1,5 M. Se indica la
concentracion de azucar en la soluciéon de alimentacién el dia previo al entrenamiento y el de la concentracion de

azucar utilizada en cada ensayo del entrenamiento.
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Figura 3.8 - Proporcion de PER frente al odorante * error estandar estimada por el modelo estadistico aplicado a
los datos de entrenamiento del Experimento 2 protocolo 0,17-0,5-1,5 M (Ecuacién 2.1) para cada tratamiento en
cada ensayo.

En la prueba de ANOVA para el modelo de entrenamiento (Ecuacion 2.1) de este
experimento, el término referente a la interaccion entre el tratamiento y el tiempo (nimero de
ensayo) fue no significativo (p>0,05). Tampoco resultd significativa la variable tratamiento
(p>0,05), pero si lo fue el numero de ensayo (p<0,01). Nuevamente, todos los animales
lograron aprender la asociacion independientemente del tratamiento al que fueron sometidos
(lo que se observa en la proporcion de PER alcanzada en cada grupo). Al igual que en el
protocolo 0,5-1-1,5 M, el valor maximo de PER también es alcanzado en el tercer ensayo, de
alli la significancia de la variable nUmero de ensayo para este modelo. Se puede concluir
que todos los grupos experimentales lograron aprender la  asociacion
“odorante-recompensa” durante el entrenamiento, alcanzando la maxima proporcion de PER

en el ensayo 3.
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Figura 3.9 - Proporciéon de PER frente al odorante + error estandar estimada por el modelo estadistico aplicado a
los datos de evaluacién del Experimento 2 protocolo 0,15-0,5-1,5 M (Ecuacién 2.3) para cada tratamiento en

cada tiempo de evaluacion.

En la prueba de ANOVA para el modelo de evaluacion de este experimento (Ecuacion
2.3), el término referente a la interaccion entre el tratamiento y el tiempo de evaluacion fue
no significativo (p>0,05). Por lo tanto, se realiz6 un analisis de efectos principales

comparando Uunicamente por tratamiento.

Promediando por los tres tiempos de evaluacién, se observaron diferencias
significativas entre los grupos CONSTANTE y ASCENDENTE. Para el grupo CONSTANTE
la proporcion de PER promedio estimada fue de 0,31, para el grupo ASCENDENTE la
proporcion promedio estimada fue de 0,59. Segun el test de Tukey realizado, esta diferencia
resultd significativa con un p<0,001. No se observaron diferencias significativas en la
comparacion CONSTANTE vs DESCENDENTE (p>0,05), lo cual es esperable ya que nos
ubicamos en el protocolo de concentraciones 0,17-0,5-1,5 M, el cual facilita la observacion
del efecto del tratamiento ASCENDENTE pero no asi para el grupo DESCENDENTE.

3.3. Experimento 3: contraste entre dias

Para este Ultimo experimento, las abejas fueron divididas en cuatro grupos: dos
experimentales (CONTRASTE POSITIVO, N=40 y CONTRASTE NEGATIVO, N=40) y dos
constantes (CONSTANTE ALTO, N=47 y CONSTANTE BAJO, N=36). Todos los grupos
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recibieron cuatro ensayos de entrenamiento donde se presentaron los estimulos de forma

pareada (odorante-azucar), como se observa en la Figura 3.10.

grupo azucar recibido [M]
constante bajo 0,5 05 | 05 | 05 | OF
constante alto 15 121 15 1 15 | 15

contraste negativo 1,5 05 | 05 | ©5 | 05

contraste positivo 0,5 i5 | 15 | 15 | 15
Ei E2 E3 E4

dia1 dia2
captura entrenamiento

Figura 3.10 - Esquema del Experimento 3. Se indica la concentracién de azucar en la solucidon de alimentacion el

dia previo al entrenamiento y el de la concentracion de azucar utilizada en cada ensayo del entrenamiento.

Durante el dia previo al entrenamiento, los animales del grupo CONTRASTE
POSITIVO fueron alimentados con sacarosa de concentraciéon 0,5 M. Luego, recibieron el
entrenamiento de condicionamiento de la extension de la probdscide con sacarosa 1,5 M.
Los animales del grupo CONTRASTE NEGATIVO fueron alimentados el dia anterior con
sacarosa 1,5 M, y al dia siguiente entrenados con sacarosa 0,5 M. El grupo CONSTANTE
ALTO recibié ambos dias sacarosa de concentracién 1,5 M, y el grupo CONSTANTE BAJO
recibié ambos dias sacarosa de concentracion 0,5 M. En la Figura 3.10 se observa que, en
este caso, los contrastes entre concentraciones de azucar recibido se generan entre el dia 1

(barra celeste) y el dia 2 (barras rosas).

A diferencia de los experimentos 1 y 2, en este uUltimo experimento la recompensa
esperada estaria codificada en una memoria de largo término, generada a partir de la
solucion de azucar utilizada para alimentar a las abejas el dia previo al entrenamiento. De
este modo, al recibir recompensas iguales (grupos constantes) o diferentes (grupos
contrastes) a las esperadas durante el dia de entrenamiento, se buscd evaluar la
modulacion de la memoria asociativa generada en esta etapa. A continuacion, se muestran
los resultados obtenidos a partir de los modelos implementados (Ecuacién 2.1 y Ecuacién
2.2).
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Figura 3.11 - Proporcién de PER frente al odorante + error estdndar estimada por el modelo estadistico aplicado

a los datos de entrenamiento del Experimento 3 (Ecuacioén 2.1) para cada tratamiento en cada ensayo.

En la prueba de ANOVA para el modelo de entrenamiento (Ecuacion 2.1) de este
experimento, el término referente a la interaccion entre el tratamiento y el tiempo (nimero de
ensayo) fue no significativo (p>0,05). Por otro lado, si resultaron significativas las variables
tratamiento (p<0,01) y nimero de ensayo (p<0,001). Al realizar un analisis de efectos
principales para el tratamiento, el grupo CONTRASTE POSITIVO presenta una proporcion
de PER significativamente mayor que el grupo CONSTANTE BAJO. Ademas, el grupo
CONTRASTE POSITIVO presenta una proporcion de PER significativamente mayor que el
grupo CONTRASTE NEGATIVO. Para facilitar la lectura y dado que estos analisis no
corresponden a las hipotesis planteadas en este trabajo, se omite la descripcion de las
magnitudes de efecto correspondientes a las comparaciones mencionadas (ver: anexo
estadistico). En este experimento los animales poseen una experiencia previa con la
sacarosa que data de 24 hs antes de la etapa de entrenamiento, y es probable que esta
experiencia pueda explicar que se observen diferencias durante el entrenamiento. Esta
discusion es ampliada en la Seccion 4.3. Respecto a la variable de numero de ensayo,
nuevamente la proporcién de PER aumenta significativamente en los sucesivos ensayos y
para todos los grupos, por lo tanto esta significancia es reflejo de que los animales de todos

los tratamientos lograron aprender la asociacion odorante-sacarosa.
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Figura 3.12 - Proporcion de PER frente al odorante + error estdndar estimada por el modelo estadistico aplicado

a los datos de evaluacion del Experimento 3 (Ecuacion 2.2) para cada tratamiento en cada tiempo de evaluacion.

En la prueba de ANOVA para el modelo de evaluacién de este experimento (Ecuacion
2.2), el término referente a la interaccion entre el tratamiento y el tiempo de evaluacion fue
no significativo (p>0,05). Por lo tanto, se realiz6 un analisis de efectos principales

comparando por tratamiento.

Promediando por los tres tiempos de evaluacién, se observaron diferencias
significativas entre los grupos CONSTANTE ALTO y CONTRASTE POSITIVO. Para el grupo
CONSTANTE ALTO la proporcion de PER promedio estimada fue de 0,39, para el grupo
CONTRASTE POSITIVO la proporciéon promedio estimada fue de 0,77. Segun el test de
Tukey realizado, esta diferencia resulté significativa con un p<0,05. Ademas de estas
diferencias, se observaron diferencias significativas entre los grupos CONSTANTE BAJO y
CONTRASTE NEGATIVO. Para el grupo CONSTANTE BAJO la proporcién de PER
promedio estimada fue de 0,52, para el grupo CONTRASTE NEGATIVO la proporcion
promedio estimada fue de 0,13. Segun el test de Tukey realizado, esta diferencia resultd

significativa con un p<0,05.
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Capitulo 4. Discusién

En el presente trabajo nos propusimos como objetivo general determinar si la fuerza
de un estimulo incondicionado para generar un aprendizaje y una memoria depende de su
valor absoluto, o de un valor subjetivo generado por el propio animal a partir de la diferencia

entre la calidad real y la calidad esperada de la recompensa.
4.1. Experimento 1: contraste intraensayo

En la naturaleza las abejas visitan parches florales buscando fuentes de néctar y
polen, ejecutando patrones complejos de comportamiento y recordando las fuentes de
alimento visitadas (Zhang et al., 2006). Estas recompensas pueden variar tanto en los
volumenes de néctar como en su composicion, asi como también en la cantidad y calidad de
polen ofrecidos. Por lo tanto, es de esperar que la informacién fluctuante que las abejas
encuentran en su camino sea procesada a través de una memoria de trabajo de alta
resolucion temporal que les permita comparar las distintas fuentes de alimento (Zhang et al.,
2005). En este primer experimento evaluamos la posibilidad de modular una memoria
asociativa en base a cambios en esta memoria de trabajo, a partir de la estimulacion de las
antenas con sacarosa y la disposicion de una gota de sacarosa de igual o distinta
concentracién en la probdscide del animal. Segun los resultados obtenidos, se puede
aseverar que las abejas forman una expectativa de extremo corto término en el intervalo de
tiempo comprendido entre la estimulacion de la antena y la administracién de sacarosa en la
probdscide, la cual estaria codificada en una memoria de trabajo. La diferencia entre lo
esperado (codificado en esta expectativa) y lo obtenido (el azdcar que las abejas reciben en
la probdscide) permite la modulacién de la memoria a partir de los sucesivos ensayos de
entrenamiento, lo que se evidencia en los resultados de las evaluaciones a 24 y 48 horas

posteriores al entrenamiento.

La forma de trasladar al laboratorio la estimulacion que reciben las abejas en las
antenas segundos antes de consumir la recompensa del nectario de una flor, y a la vez
lograr manipular experimentalmente esta experiencia, fue estimular diferencialmente las
antenas y la probdscide con sacarosa de distintas concentraciones. Este escenario es
practicamente inexistente en la naturaleza, ya que al posarse sobre una flor que otorga
néctar, las abejas sensan con las antenas y los tarsos el néctar que segundos después
consumiran y el mismo no varia en ese breve intervalo temporal. Sin embargo, esta
manipulacién artificial en el laboratorio nos permitié contrastar nuestras hipétesis en relacién
a la posibilidad de modular la formacion de memorias de largo término a partir de la

generacion de diferentes memorias de trabajo en cada grupo experimental. A partir de la
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estimulacion antenal las abejas forman, en segundos, una memoria de trabajo relacionada
con la valencia de dicho estimulo (Menzel, 1987). Mas aun, existen protocolos de
condicionamiento donde es posible entrenar a las abejas a asociar un estimulo neutro con
una solucién azucarada que es sensada unicamente a través de las antenas (Bitterman et
al., 1983; Wright et al., 2007). Debido a que la asociacion esta codificada en una memoria de
trabajo que no es reforzada con un estimulo post-ingestivo de dicho azucar, estas memorias
de condicionamiento basadas en estimulacion antenal decaen rapidamente en el tiempo. En
el contexto de nuestro experimento, esta memoria de trabajo codificaria la expectativa que la
abeja tiene de un evento que ocurrira en un breve intervalo temporal: si una solucion
azucarada de concentraciéon 0,5 M toco las antenas, entonces es de esperarse que una
soluciéon azucarada idéntica sea ingerida segundos después. Los resultados obtenidos
muestran que el proceso de formaciéon de la memoria entre el olor y una recompensa es
sensible a la diferencia de estimulacion que existe entre lo sensado por las antenas y lo
recibido en la probdscide: los animales que recibieron algo mejor a lo esperado presentaron
una mayor proporcion de PER en la sesién de evaluacién, y el caso opuesto ocurrié con las
abejas que recibieron recompensas peores a las esperadas. En base a estos resultados
podemos concluir que las abejas efectivamente forman una expectativa acerca de la calidad

de la recompensa en base a lo sensado por la antenas.

La Figura 3.3 muestra que cuando la expectativa de la recompensa fue superada (lo
ingerido era superior a lo sensado en las antenas), la memoria de largo término que le
permiti6 a las abejas de ese grupo predecir la llegada de la recompensa con la sola
presencia del odorante fue significativamente mas fuerte que las memorias generadas en los
animales del grupo CONSTANTE ALTO. Estas diferencias fueron significativas en la
evaluacion a las 24 hs pero no a las 48 hs, aunque en esta ultima medicion se observa que
continda la tendencia de que el grupo CONTRASTE POSITIVO tenga una mayor proporcion
de PER. Por otro lado, cuando las abejas eran “decepcionadas” (lo ingerido era inferior a lo
anticipado por las antenas), la memoria a largo término sobre la recompensa resultd
significativamente mas débil que las memorias generadas en las abejas del grupo
CONSTANTE BAJO. Para esta comparacion las diferencias fueron significativas a las 48 hs
pero no a las 24 hs aunque, al igual que la comparacién anterior, durante la medicién a 24
hs también se observa la tendencia de menor respuesta del grupo CONTRASTE
NEGATIVO.

En la evaluacion a 3 hs no se observaron diferencias significativas en los contrastes
ortogonales, sin embargo, resulta de interés discutir la tendencia de los resultados
obtenidos. En la Figura 3.3 se observa que, a 3 hs, los grupos CONSTANTE BAJO vy
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CONTRASTE NEGATIVO se ubican en una proporcion de PER estimada alrededor de 0,75.
Los otros dos grupos, por el contrario, poseen proporciones de PER estimadas alrededor de
0,5. Esta tendencia es contraria tanto a lo esperado por las hipotesis como a los resultados
obtenidos en las otras dos evaluaciones (24 y 48 hs). Esta tendencia puede interpretarse
analizando en detalle el protocolo experimental. Los grupos CONSTANTE BAJO vy
CONTRASTE NEGATIVO ingieren azucar de concentracion 0,5 M (independientemente de
lo recibido en las antenas) durante 4 ensayos sucesivos. Por otro lado, los grupos
CONSTANTE ALTO y CONTRASTE POSITIVO ingieren azucar 1,5 M. Tres horas después
de finalizado el ultimo ensayo, todos los grupos son evaluados con una Unica presentacion
del odorante que estuvo asociado a dichas recompensas. Durante los protocolos de
aprendizaje asociativo, es necesario que los animales estén motivados tanto para aprender
la asociacion del estimulo con la recompensa como para expresar posteriormente esa
memoria adquirida frente a la presentacion del estimulo condicionado. Por ejemplo, si se
desea asociar la presencia de un odorante con la llegada de sacarosa, es conveniente que
los animales posean un numero considerable de horas de ayuno para tener cierta
motivacién a aprender el valor predictivo del odorante (y para que, justamente, la sacarosa
sea considerada una recompensa per se) (Friedrich et al., 2004). En el caso de nuestros
experimentos, las abejas llegan al dia de entrenamiento con mas de 12 hs de ayuno para
estar motivadas a aprender la asociacion odorante-azucar. Teniendo en cuenta esta
condicion previa de los animales, es probable que las abejas de los grupos que ingirieron
sacarosa 1,5 M durante el entrenamiento alcancen niveles de saciedad mas altos que las
abejas que ingirieron sacarosa 0,5 M. De este modo, al presentar a todos los animales con
el odorante 3 hs después, las abejas que siguen motivadas a aprender la asociacion por
haber ingerido azucar de peor calidad nutricional (grupos CONSTANTE BAJO vy
CONTRASTE NEGATIVO) seran aquellas que respondan al estimulo en mayor proporcion.

Respecto al resultado obtenido para la comparacion CONSTANTE ALTO -
CONTRASTE NEGATIVO (diferencias significativas en la evaluacion a 24 hs pero no a 48
hs), es posible interpretar la ausencia de diferencias significativas a 48 hs en base a la
distribucion de probabilidades de los datos. En una distribuciéon Bernoulli (donde la variable
respuesta es dicotdbmica, como en este trabajo), la varianza se define como
Var(Y) = m(1 — m) donde 1 es la probabilidad de extension de proboscide en este caso.
Por ende, el punto de maxima varianza se alcanza cuando 1 = 0,5. En este trabajo, seria el
caso en el cual el 50% de las abejas extiende su probdscide y el 50% no lo hace, bajo un
mismo tratamiento. Debido a que la proporcibn de PER estimada para el grupo
CONSTANTE ALTO a 48 hs es de 0,51, este grupo tiene la maxima varianza posible para

esta distribucion de probabilidades. Por lo tanto, a pesar de que se mantiene la misma
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tendencia observada en la evaluacion a las 24 hs, la comparacion con el grupo
CONTRASTE POSITIVO resulta no significativa en este caso. Al reducirse levemente la
diferencia entre ambos grupos y tener una probabilidad estimada de m = 0,51 para el

constante, la misma tendencia entre grupos ya no resulta significativa.

Respecto al resultado obtenido para la comparacion CONSTANTE BAJO -
CONTRASTE NEGATIVO (diferencias significativas en la evaluacion a 48 hs pero no a 24
hs), es posible interpretarlo en relacion a la busqueda de fuentes de alimento. A pesar de
que el grupo CONTRASTE NEGATIVO recibe azucar de peor calidad que la esperada por el
contacto con las antenas, igualmente recibe un estimulo positivo y de valor nutricional. Si
trasladamos la evaluacion a 24 hs al entorno natural del animal, se relaciona con la
evocacion de una memoria de un sitio que otorga recompensas pero que no alcanzan la
calidad esperada por la abeja. Es probable que la relacion de compromiso entre un estimulo
positivo (presencia de una recompensa) y un estimulo menos motivante (que la recompensa
no sea de la calidad esperada) genere que los animales igualmente visiten la fuente de
alimento (en este caso seria analogo a responder al odorante). Sin embargo, pasadas 48 hs
del encuentro con ese sitio, es altamente probable que ese mismo animal haya encontrado
una locacién que le permita obtener recursos de mayor calidad. Por lo tanto, se propone que
en el grupo CONTRASTE NEGATIVO se genera una traza mnésica debilitada en relacién a

la degradacién de la recompensa esperada, que resulta evidente en la evaluacion a 48 hs.
Hasta este punto, hemos observado que:

- Las abejas poseen una expectativa de la recompensa que estan a punto de ingerir, la
cual se produce en el instante posterior a que la solucién azucarada estimula las

antenas.

- Esta expectativa estaria codificada en una memoria de trabajo de alta resolucion
temporal generada a partir de la estimulacién de la sacarosa en las antenas,

resultados en la misma linea que el trabajo de (Zhang et al., 2005) antes citado.

- El mismatch entre lo esperado por la expectativa y lo recibido en la probédscide
permitid la modulacién de las trazas mnésicas, produciendo memorias a largo
término de distinta intensidad, medidas como la proporcion de PER en la etapa de

evaluacion (Figura 4.1).

- Las abejas que recibieron un contraste positivo entre lo recibido en las antenas y la
probdscide mostraron una proporcion de PER significativamente mayor que las

abejas que recibieron una solucién idéntica a la que ingirié este grupo (1,5 M) en
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ambos sitios. A pesar de que esta diferencia fue significativa a 24 hs Unicamente, a
48 hs se observa la misma tendencia entre los grupos, y se propuso una

interpretacion estadistica para este resultado.

- Las abejas que recibieron un contraste negativo mostraron una proporcién de PER
significativamente menor que las abejas que recibieron sacarosa sin contraste y de
igual calidad que la ingerida por este grupo (0,5 M). La diferencia se observé a 48 hs

pero no a 24 hs, y se propuso una interpretacion bioldgica para este resultado.

azucar en antenas

memoria

expectativa de trabajo

azucar en proboscide

modulacién de

mismatch la memoria

Figura 4.1 - Esquema de los resultados obtenidos para el Experimento 1. La modulacion de la memoria se refiere

a la memoria odorante-recompensa.

4.2. Experimento 2: contraste interensayo

En esta segunda etapa nos propusimos determinar si esta modulacion de la memoria a
largo término a partir de las expectativas de la recompensa se genera también cuando los
contrastes ocurren en intervalos mayores de tiempo. En este caso, el intervalo temporal fue
el comprendido entre un ensayo y otro dentro del mismo protocolo experimental (alrededor
de 10 minutos). Pudimos comprobar que, si los animales recibian recompensas
sucesivamente mejores, formaban memorias mas fuertes a largo término (evidenciadas
como una mayor proporcién de PER en la etapa de evaluacion). Por el contrario, si recibian
recompensas sucesivamente peores formaban memorias mas débiles respecto al grupo en
el que se otorgaban recompensas constantes (Figuras 3.6 y 3.9). Los resultados obtenidos
estan respaldados por literatura previa, donde se encontré que las abejas prefieren flores
artificiales que ofrecen volimenes de recompensa ascendentes en lugar de volumenes
descendentes (De Marco & Farina, 2001; Gil et al., 2007).

En este experimento se trabajé con dos protocolos de concentraciones distintos
(0,5-1-1,5 M y 0,17-0,5-1,5 M) con el fin de evitar los efectos “piso” y “techo”

respectivamente. En el caso del protocolo 0,5-1-1,5 M, la respuesta de los animales
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alcanzaba valores de saturacion para el grupo que recibia 1 M en todos los ensayos (efecto
techo), pero permitié evidenciar las diferencias entre los grupos DESCENDENTE vy
CONSTANTE. En el segundo protocolo, el aprendizaje del grupo constante era minimo
(efecto piso) ya que era entrenado constantemente con sacarosa 0,5 M. Esto permitid
evidenciar las diferencias entre los grupos ASCENDENTE y CONSTANTE que no se podian

observar en el caso anterior.

Esta bateria de experimentos permitié poner en evidencia que las abejas valoran
subjetivamente las recompensas obtenidas en relacion a lo que ocurrié minutos antes con
otra recompensa. Para estos animales, obtener una recompensa de sacarosa 1 M no tiene
la misma valencia si minutos antes se recibié una recompensa de concentracion 0,5 M 6 1,5
M. A pesar de que en ambos casos (contraste con 0,5 M 6 1,5 M) la solucién ingerida es de
igual concentracion (1 M), las abejas evaluan la situacion de obtencién de recompensa como
parte de un contexto general, y esto genera una motivacibn mayor o menor
(respectivamente) en las situaciones subsiguientes. Finalmente, la repeticibn de una
expectativa que es superada (grupo ASCENDENTE) o que es desmejorada
(DESCENDENTE), genera una memoria mas fuerte o mas débil a largo término,
respectivamente. En definitiva, nuevamente se observa que el valor objetivo de la
recompensa obtenida no es lo Unico que le permite a estos animales formar una memoria de
largo término, sino también el estado motivacional de la abeja al momento de recibir esa

recompensa, que es dependiente de su historia previa.

Durante el dia, las abejas se encuentran constantemente realizando vuelos desde su
colmena hacia los parches florales cercanos para obtener néctar y polen (Abou-Shaara,
2014). Las recompensas que otorguen dichos parches seran variables ya que dependen de
las condiciones climaticas, la explotacion del recurso por parte de otros polinizadores, la
morfologia floral y disponibilidad de las mismas, entre otras (Bertsch, 1983; Corbet, 1978;
Jones et al., 2021; Southwick et al., 1981). Las abejas deben enfrentarse diariamente a esta
variabilidad, intentando maximizar su consumo de néctar y optimizar su eficiencia energética
(Stabentheiner & Kovac, 2016). Extrapolando los resultados obtenidos en el laboratorio
hacia esta situacion natural, podemos inferir que no solo la variacion de estos factores
influira directamente sobre el éxito de la colmena, sino que también lo hara el estado
motivacional de las abejas. Teniendo en cuenta que en nuestros resultados se observa la
formacion de memorias significativamente mas débiles para una situacion donde la
recompensa obtenida empeora cada vez, podria plantearse la situacion hipotética donde
malas condiciones climaticas provocan el deterioro sucesivo del parche floral en breves

periodos de tiempo. En ese caso, se esperaria que las abejas que son expuestas a
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recompensas que empeoran sucesivamente tengan un estado motivacional disminuido y
trazas de memoria que se debiltan a medida que se deteriora el recurso.
Comportamentalmente se observarian menos intentos de forrajeo en dicho sitio en los dias
siguientes al deterioro, lo que probablemente modifique la zona de busquedas de recursos.
De este modo, contextualizar los estimulos seria una habilidad crucial para la supervivencia.
En un caso como el antes propuesto, este proceso le permitiria concluir al animal que el
parche esta en un proceso de deterioro (aunque probablemente siga otorgando
recompensas, pero sucesivamente peores) y que es necesario tomar una decision respecto
a su explotacion. Si un parche floral se deteriora rapidamente, deja de ser de utilidad para la
explotaciéon por parte de las abejas. De este modo, seria acertado suponer que el
mantenimiento de una memoria sobre un sitio que no es de utilidad en términos de recursos
no resultaria adaptativo para estos insectos nectivoros. Debido a que interpretamos que el
deterioro de la recompensa no se codificaria como un estimulo puramente negativo sino
como una disminucion del estimulo positivo, entonces es razonable pensar que la
debilitacion de una traza mnésica que ya no aporta informacidon relevante para la
supervivencia del animal sea algo adaptativo. La situacién analoga puede plantearse para
un recurso que se recupera luego de una mala condicion climatica: a medida que el recurso
se recupera, las abejas tendran mayor motivacion por visitar ese sitio y por ende se

fortaleceran las trazas mnésicas que se relacionan con ese parche floral.
De esta segunda seccién, se resume que:

- Las abejas contextualizan las recompensas obtenidas en relacion a lo que sucedié

minutos antes.

- Un estimulo de igual concentracion y volumen puede resultar en una disminucion de
la expectativa de la recompensa si previamente se ingirid6 una recompensa de mejor
calidad, al menos en base a la concentraciéon de la solucion. En este caso, la
expectativa de la recompensa estaria codificada en una memoria de corto término
(Figura 4.2).

- Los animales que recibieron protocolos ascendentes de recompensa mostraron
memorias mas fuertes a largo término en contraste con los animales que recibieron
la misma recompensa en cada ensayo. El caso opuesto sucedié con los animales
que recibieron protocolos descendentes. Estas diferencias fueron observadas en dos

protocolos experimentales distintos.

- Se propone que el debilitamiento de la traza mnésica para los grupos con protocolos

descendentes seria un proceso adaptativo que permitiria no utilizar recursos en sitios
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que ya no resultan ventajosos para las abejas. El caso opuesto sucederia para los

grupos con protocolos ascendentes.
azucar en ensayo

memoria

expectativa de corto término

azucar en ensayo siguiente

modulacion de

mismatch la memoria

Figura 4.2 - Esquema de los resultados obtenidos para el Experimento 2. La modulacién de la memoria se refiere

a la memoria odorante-recompensa.
4.3. Experimento 3: contraste entre dias

En esta ultima seccion nos propusimos evaluar la posibilidad de que la influencia de la
historia previa del animal sobre el aprendizaje se extendiera tan atras en el tiempo como 24
horas. Para eso, las abejas fueron alimentadas el dia anterior al dia de entrenamiento con
sacarosa de distintas concentraciones segun el grupo experimental al que pertenecieran. El
grupo CONTRASTE NEGATIVO fue alimentado siempre con sacarosa 1,5 M y luego
entrenado el dia siguiente con sacarosa 0,5 M. Por el contrario, el grupo CONTRASTE
POSITIVO tuvo su historia previa con sacarosa de 0,5 M para luego ser entrenado con
sacarosa 1,5 M. Los grupos constantes fueron alimentados y entrenados con sacarosa de
concentracion 1,5 M para el grupo CONSTANTE ALTO y 0,5 M para el grupo CONSTANTE
BAJO.

Los resultados muestran que, también en este caso, los animales generan una
expectativa de la sacarosa que van a recibir basados en su experiencia previa (Figura 3.12).
En el grupo CONTRASTE NEGATIVO esta expectativa no es alcanzada durante el dia del
entrenamiento, ya que su experiencia previa es con sacarosa de concentracion 1,5 M. Al
recibir sacarosa un orden de magnitud menos concentrada, la expectativa no se cumple y la
asociacion que se forma entre la solucion y el odorante resulta significativamente mas débil
que en el CONSTANTE BAJO. En el caso opuesto, el grupo CONTRASTE POSITIVO recibe
una mejora con respecto a lo esperado: en base a su experiencia en el laboratorio los
animales esperan recibir sacarosa 0,5 M, pero son sorprendidos con una recompensa de
concentracién 1,5 M. Esta disrupcion positiva entre lo esperado y lo obtenido para el animal

genera una memoria asociativa significativamente mas fuerte que el grupo CONSTANTE
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ALTO. Para los animales pertenecientes a los grupos constantes, el entrenamiento no tiene
una saliencia tan significativa como para los animales que son sorprendidos con sacarosa
de distintas concentraciones, ya que su experiencia previa (la alimentacion durante el dia de
captura) coincide con lo obtenido el dia del entrenamiento (sacarosa de igual concentracion

que el dia anterior).

De los experimentos presentados, este es el Unico en el cual se observaron diferencias
significativas en la etapa de entrenamiento (ver: Seccion 3.3). Las curvas de aprendizaje
siguen una tendencia segun lo esperado: durante todos los ensayos, el grupo con mayor
porcentaje de PER es el CONTRASTE POSITIVO seguido del CONSTANTE ALTO,
CONSTANTE BAJO, y finalmente CONTRASTE NEGATIVO (para estos dos ultimos grupos
el orden se invierte en el ensayo 2). En particular, el grupo CONTRASTE POSITIVO
demostré una proporcion de PER significativamente mayor que los grupos CONTRASTE
NEGATIVO y CONSTANTE BAJO. Consideramos que estas diferencias observadas en la
etapa de entrenamiento no son casuales. Debido a que los animales sometidos a este
protocolo experimental reciben los contrastes entre recompensas separados por 24 hs, los
grupos de contraste comienzan a ser sorprendidos a partir del primer ensayo de
entrenamiento. Por lo tanto, es de esperarse que se observen diferencias durante esta
etapa: el grupo CONTRASTE POSITIVO tendria un estado motivacional mayor al ser
entrenado con una concentracién de sacarosa mayor a la conocida el dia previo, de la cual
se asume ya tiene una memoria consolidada, mientras que el grupo CONTRASTE

NEGATIVO seria el caso opuesto.

En base a la memoria que las abejas poseen sobre su experiencia el dia anterior al
entrenamiento, resulta interesante anadir una interpretacion de los resultados obtenidos para
el Experimento 3 desde la dptica de la reconsolidacion. La reconsolidacién es un proceso
que ocurre cuando un estimulo (recordatorio) labiliza una memoria ya consolidada,
volviéndola inestable y susceptible a facilitacion o disrupcion durante cierta ventana temporal
(Sara, 2000). El concepto de reconsolidacion se encuentra estrechamente relacionado con
el de error en la prediccion de la recompensa (RPE, ver Seccion 1.4). Recapitulando la
presentacion del concepto que se realizé en la Seccién 1.4, la teoria de RPE propone que
los errores en las predicciones que los animales realizan respecto a un determinado
escenario permiten la modulacion de las memorias tanto positiva como negativamente.
Combinando ambos conceptos teoricos, en (Forcato et al., 2014; Krawczyk et al., 2017) se
discute que el error en la prediccion seria aquello que permite la actualizacion de memorias
consolidadas a partir de un proceso de reconsolidacion: al presentarse un estimulo diferente

al esperado durante la etapa de labilizacién, ocurre un error en la prediccion que permite
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actualizar la memoria y reconsolidarla. En los experimentos de este trabajo no se exploré de
forma directa la ocurrencia de la reconsolidacion ya que no se realizé un protocolo de
reconsolidacion clasico (donde se realiza un entrenamiento de asociacion CS-US para luego
labilizar esa memoria de manera especifica). Sin embargo, se asume que la memoria que
las abejas poseen respecto a la sacarosa recibida el dia de entrenamiento es evocada
durante el entrenamiento (ya que el contexto de alimentacién y entrenamiento es
practicamente idéntico, dentro del laboratorio y en condiciones controladas) y la misma se
actualiza a partir de la sacarosa recibida en los ensayos. Ademas de esta interpretacion,
trabajos previos presentan evidencia respecto a la ocurrencia de procesos de
reconsolidacion en la abeja A. mellifera (Stollhoff, 2005; Stollhoff et al., 2008).

Por ende, para el Experimento 3 se propone que las abejas de los grupos de
contrastes estarian actualizando la informacidon que poseen sobre la recompensa ingerida en
el contexto de laboratorio el dia de captura con la nueva recompensa obtenida el dia de
entrenamiento (mejorada en los casos de CONTRASTE POSITIVO, empeorada para el
grupo CONTRASTE NEGATIVO). Este escenario de actualizacion de una memoria previa
puede trasladarse facilmente al contexto natural de las abejas. Un concepto estudiado en la
literatura sobre A. mellifera es el de constancia floral: estudios previos muestran que las
abejas visitan reiteradamente las mismas flores hasta agotar sus reservas antes de cambiar
al siguiente parche (Grant, 1950; Waser, 1986). Asi, es de esperarse que para una abeja en
particular sea habitual visitar una misma flor o parche floral durante dias consecutivos. Por
condiciones climaticas adversas, la calidad de las recompensas que otorga ese parche
podria disminuir drasticamente entre un dia y el siguiente, o bien podria ocurrir la situacion
inversa (al mejorar las condiciones climaticas, las recompensas de las flores podrian
recuperarse en un lapso de 24 hs o menor). Por lo tanto, resulta altamente adaptativo
actualizar la memoria que el animal tiene sobre ese recurso en relacion a la nueva
informacion que encuentra al volver a visitarlo. Este ultimo experimento seria la situacion
reproducida en el laboratorio: el dia previo al entrenamiento las abejas reciben sacarosa de
cierta concentracion en el contexto del laboratorio. Al dia siguiente durante el entrenamiento
y para los grupos de contrastes, esa recompensa es empeorada (CONTRASTE NEGATIVO)
o mejorada (CONTRASTE POSITIVO). Durante la evaluacion, se observa que estos grupos
actualizan dichas memorias: mientras que el grupo CONTRASTE POSITIVO tiene memorias
significativamente mas fuertes que el grupo CONSTANTE ALTO, para el grupo
CONTRASTE NEGATIVO Ila traza mnésica relacionada con la asociacion
odorante-recompensa se debilita respecto al CONSTANTE BAJO, ya que la nueva
informacién sobre esta recompensa azucarada seria que la misma empeoré y ya no

resultaria de interés para esos animales.
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Sobre esta tercera y Ultima etapa, se concluye que:

- Las abejas generan una expectativa de la sacarosa que van a recibir en base a lo
obtenido el dia previo al entrenamiento. En este ultimo experimento, se propone que
la expectativa de la recompensa estaria codificada en una memoria de largo término
(Figura 4.3).

- A pesar de que no se realizé un protocolo clasico de reconsolidacion, se propone que
los errores en la prediccion de la recompensa son los que permiten la actualizacion

de la memoria del azucar recibido el dia previo.

- Para los animales que recibieron un contraste positivo, el error en la prediccion
produce que las sesiones de entrenamiento resulten mas salientes para ese grupo
de animales que para el grupo CONSTANTE ALTO.

- Para los animales que recibieron recompensas peores a las esperadas, el error
negativo en la prediccién provocaria que la traza de memoria del azucar recibido el
dia previo al entrenamiento resultase mas débil en comparacién con los animales del
grupo CONSTANTE BAJO.

azucar dia 1

memoria

expectativa de largo término

azucar dia 2 (entrenamiento)

modulacion de

mismatch la memoria

Figura 4.3 - Esquema de los resultados obtenidos para el Experimento 3. La modulacién de la memoria se refiere
a la memoria odorante-recompensa.

4.4, Discusion final

A modo de cierre, resulta interesante discutir de manera global los tres protocolos en
base a sus diferencias y similitudes. También se proponen temas de investigacién futuros

para ampliar los resultados obtenidos.
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Modelo Rescorla-Wagner. Error en la prediccién de la recompensa

La condicién minima para que ocurra un proceso de aprendizaje asociativo es la
presencia de dos estimulos, el CS y el US, donde el estimulo neutro debe preceder al
estimulo incondicionado para poder generar una asociacion predictiva CS-US (Bitterman et
al.,, 1983). Sin embargo, condiciones adicionales pueden modular significativamente la
fuerza de la asociacién, tal como se observa en los resultados de este trabajo. De este
modo, resulta interesante analizar los resultados obtenidos bajo el modelo de
Rescorla-Wagner (“R-W”) (Rescorla & Wagner, 1972). La regla de Rescorla-Wagner propone
que el grado de condicionamiento de un dado estimulo depende del grado de asociabilidad
del CS, la saliencia del US, y el error de prediccion (la diferencia entre lo esperado y lo
sucedido) (Smith et al., 2006). En particular, la prediccién de la recompensa es un tema
central tratado en este trabajo. Una prediccion permite sefialar lo que puede ocurrir segun un
acontecimiento dado, que en este caso es la llegada de solucion azucarada de cierta
calidad. En este trabajo nos propusimos modificar los resultados de esas predicciones,
haciendo que el azucar recibida coincidiera (o no) con lo esperado en cada caso. Como se
discutié en la Seccion 1.4, en 1997 Wolfram Schultz explord el concepto de error en la
prediccion de la recompensa (RPE), concepto que se monta sobre la teoria previa de la
regla R-W. Wolfram Schultz estudié desde la electrofisiologia aquellas situaciones donde la
recompensa obtenida no coincide con la esperada (Schultz et al., 1997). Recapitulando lo
discutido en la Seccion 1.4, Schultz observé que ciertas neuronas dopaminérgicas del
cerebro de mamiferos eran activadas con los errores positivos (cuando lo recibido era mejor
que lo esperado) e inhibidas con los errores negativos (caso contrario). Ademas de este
fuerte hallazgo en mamiferos, también se mencionaron dos trabajos de Kanta Terao y
Makoto Mizunami, en los cuales concluyeron que el RPE es un concepto aplicable en
insectos. Estos trabajos nos permiten discutir con mayor libertad este concepto con el
modelo animal utilizado en este trabajo (Terao et al., 2015; Terao & Mizunami, 2017). De
este modo, el marco tedrico del RPE podria explicar parcialmente los resultados obtenidos
en este trabajo. Los errores positivos que se producen en los grupos que recibieron
recompensas mejores a las esperadas (contrastes positivos y ascendentes) permitirian un
aprendizaje reforzado en estos grupos. En los grupos de contrastes negativos y
descendentes los errores negativos generarian trazas mnésicas debilitadas que se
evidencian en memorias mas débiles evaluadas durante la etapa de evaluacion (Schultz,
2017). Por lo tanto, en los experimentos presentados, debido al error en la prediccidon
provocado por los contrastes entre recompensas ocurriria un fendomeno de facilitaciéon o
disrupcién de la memoria cuando los contrastes fueron positivos o negativos

respectivamente.

51



La expectativa en la formacion de la memoria

La generacion de una expectativa y la formacion de una memoria a largo término
confieren ventajas para las abejas. Por un lado, una representacion interna de las
recompensas obtenidas es un parametro decisivo en el proceso de decision de la colonia
respecto a permanecer forrajeando en el mismo parche floral o cambiar a otro. Por ejemplo,
si las recompensas otorgadas en un sitio de alimento empeoran sucesivamente, entonces lo
mas conveniente resulta cambiar de parche para obtener mas beneficios (Seeley et al.,
1991). Por otro lado, la formacién de una memoria a largo término permite realizar una
asociacion entre el estimulo (apetitivo o aversivo) y el estimulo neutro que lo acompafa (un
odorante, el contexto, etcétera) (Bitterman et al., 1983). En nuestro trabajo todos los
estimulos fueron positivos ya que los animales siempre recibieron recompensas azucaradas.
Sin embargo, algunas abejas ingirieron concentraciones mayores a las esperadas y otras
ingirieron concentraciones menores a las esperadas. La literatura previa muestra que el
valor del estimulo incondicionado que otorgamos a los animales durante el condicionamiento
no seria tal, sino que el mismo depende del contexto. Por ejemplo, en un protocolo de
condicionamiento tipo backward, la recompensa azucarada -que en términos generales
activa circuitos neuronales excitatorios- es presentada antes del estimulo condicionado. Al
realizar un entrenamiento de esta naturaleza se observa que este estimulo, en principio
considerado positivo, genera una traza mnésica inhibitoria (Felsenberg et al., 2014). En (Yin
et al., 2009) se observd un caso opuesto utilizando el modelo de D. melanogaster, donde un
estimulo aversivo (choque eléctrico) puede ser codificado como un estimulo apetitivo si

posteriormente se presenta un choque de mayor intensidad.

En el caso de los grupos que recibieron recompensas mejores a las esperadas, la
disrupcién positiva entre lo esperado y lo obtenido produce que las sesiones de
entrenamiento resulten mas salientes para ese grupo de animales que para los grupos de
recompensa constante. Como resultado, se observé que los grupos de contrastes positivos
o ascendentes mostraron una proporcién de PER significativamente mayor que los de
recompensa constante durante la etapa de evaluacién, por lo que se interpreta que la
memoria asociativa fue facilitada gracias al error positivo en la prediccion de esa
recompensa. Sin embargo, la situacion es diametralmente opuesta para los grupos de
contrastes negativos o descendentes. En la literatura de aprendizaje por condicionamiento
se observa que estimulos apetitivos (como la ingestion de sacarosa) o aversivos (como un
choque eléctrico) pueden ser codificados por los animales con la valencia opuesta
dependiendo del contexto. Por ejemplo en moscas Drosophila, cuando un choque eléctrico

suave precede uno de mayor intensidad, el primero es codificado de manera positiva (Yin et
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al.,, 2009). Un fenédmeno similar es el de pain relief, donde un odorante es asociado a la
presencia de un choque eléctrico y otro odorante se presenta solo. Luego del entrenamiento
las moscas muestran una preferencia por el segundo odorante, ya que se asocia con el cese
de la experiencia aversiva (Yarali et al., 2008). Relacionado a estos experimentos, en un
novedoso trabajo de Martin Giurfa se observé que la degradacién sucesiva de la calidad de
una recompensa azucarada puede codificarse como un estimulo negativo (Lai et al., 2020).
Tomando como punto de partida estos conceptos, esperariamos que para los animales
entrenados con secuencias de contrastes negativos o descendentes el empeoramiento de la
recompensa sea codificado como una experiencia tanto novedosa (por la sorpresa) como
aversiva (por su valencia negativa). Asi, se propone una hipétesis en relacion al tema central
de este trabajo: el estado motivacional de los animales. Hemos discutido que durante el
proceso de consolidacion de memorias de largo término no solo es importante la valencia de
los estimulos y el contexto en que son presentados, sino que también es de gran
importancia el estado interno del animal. De esta manera, se propone que en los animales
que reciben contrastes negativos o descendentes estaria ocurriendo un proceso de
degradacién del estado motivacional que produce respuestas significativamente menores
que los observados en animales con recompensas constantes. Al recibir una recompensa
peor que la esperada, se propone que los animales de estos grupos ven empeorado su
estado motivacional durante el entrenamiento. Trabajos previos demuestran que el estado
motivacional de los animales es crucial para los procesos de aprendizaje (Daw & Shohamy,
2008; Mosberger et al., 2016). En particular, en (Lai et al., 2020) se explora la degradacién
de una memoria apetitiva a partir de la asociacion de la misma con quinina (sustancia
amarga no toxica) en A. mellifera. Los resultados de este reciente manuscrito se encuentran
alineados con los resultados obtenidos en este trabajo para los grupos de contrastes
negativos o descendentes. En ambos casos, se propone que el estimulo incondicionado es
devaluado debido al estado interno del animal donde se produjo el contraste (en el trabajo
citado el contraste es con la sustancia amarga, en este caso es con sacarosa de una
concentracién menor a la esperada). Por este motivo, se observa que los animales de
contrastes negativos o descendentes responden significativamente menos que los grupos de
recompensa constante, apoyando la hipotesis de que el estado motivacional es fundamental
en la determinacion de la fuerza de una memoria, y que los contrastes negativos generarian

trazas mnésicas debilitadas sobre la asociacién odorante-recompensa.

Expectativa en insectos

Bitterman realiz6 un trabajo pionero en abejas en 1976 sobre el incentivo por

contrastes que presenta una relacion directa con este manuscrito, donde se combinan tanto
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contrastes positivos como negativos (Bitterman, 1976). En el mismo, las abejas eran
entrenadas a alimentarse de una fuente con sacarosa que podia estar concentrada al 20% o
al 40%. Luego eran evaluadas con sacarosa de la concentracion complementaria (40% 6
20% respectivamente) y se media su comportamiento. Bitterman observé que mientras las
abejas que habian recibido un contraste positivo (20-40) se alimentaban
ininterrumpidamente al llegar a la fuente de alimento, los animales que habian recibido un
contraste negativo (40-20) interrumpian constantemente el contacto con el alimento. Como
se discutio en la Seccion 1.4, la alimentacién ininterrumpida es un proxy de aceptacién de la
recompensa. A pesar de haber obtenido este interesante descubrimiento, Bitterman fue
cauteloso al aclarar que esta aceptacion diferencial no necesariamente estaba asociada a
un aprendizaje sobre la recompensa. Por otro lado, el trabajo de (Wendt et al., 2019) citado
en la Seccion 1.4 toma la misma premisa que el trabajo de Bitterman en 1976 y la utilizada
en este trabajo: evaluar el comportamiento a partir de diferencias en la calidad de la
recompensa, basadas unicamente en diferencias en su concentracion. Recordando los
resultados de esta publicacion, los investigadores observaron que hormigas nectivoras de la
especie Lasius niger mostraban mayor aceptacion por recompensas azucaradas cuando
recibian contrastes positivos (la concentracion de la recompensa aumentaba en el ultimo
ensayo), y menor aceptacion cuando los contrastes eran negativos (la concentracion
disminuia en el ultimo ensayo), respecto al control. Ademas de este resultado, resulta
interesante para esta seccion debatir otro experimento del mismo trabajo. En el mismo, los
investigadores entrenaron a las hormigas bajo un protocolo de condicionamiento diferencial:
durante ocho ensayos consecutivos, las hormigas recibian sacarosa 0,25 M asociada a un
perfume A y sacarosa 1,5 M asociada a un perfume B. En el ensayo nimero nueve, recibian
el perfume A 6 B y una recompensa de 0,5 M. Por lo tanto, el primer grupo era sometido a
un contraste positivo (porque debido a la presentacién del olor A, esperaban una
recompensa de 0,25 M) y el segundo a un contraste negativo (porque debido al olor B
esperaban una recompensa de 1,5 M). Los investigadores observaron que los animales que
habian recibido el contraste negativo (olor B con recompensa de 0,5 M) presentaban una
aceptacion de esta recompensa significativamente menor que las hormigas sometidas a un
contraste positivo (olor A con recompensa de 0,5 M). Por ende, una diferencia sustancial con
el trabajo de Bitterman es que tanto en el manuscrito citado como en el presente trabajo, en
ambos casos si se evalla la formacion de memorias relacionadas con las expectativas que
los animales poseen de las recompensas. Este Ultimo manuscrito aporta evidencia a favor
de los resultados de nuestro trabajo pero en otro modelo de insecto: las diferencias entre la
recompensa esperada y la obtenida son capaces de modular diferencialmente el
comportamiento de los insectos nectivoros, dependiendo de si se trata de diferencias

positivas o negativas.
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Si trasladamos los resultados obtenidos a un entorno natural, podemos situarnos en
una situacion similar al trabajo de (Greggers & Menzel, 1993): si al forrajear dentro de un
mismo parche se visitan flores con grandes recompensas, la memoria apetitiva de ese sitio
les permite volver a visitarlo en un futuro cercano. Respecto a los grupos de contrastes
negativos en base a los resultados obtenidos y la literatura citada, proponemos que en estos
animales se produce una traza mnésica debilitada respecto a ese sitio que empeord en un
lapso de tiempo (ya sea de minutos o entre dias). La traza excitatoria producida por la
ingestion del azucar seria modulada por los contrastes negativos entre lo esperado y lo
obtenido, obteniéndose asi una traza mas debilitada para la memoria consolidada, que se
evidencia en las evaluaciones a 24 y 48 horas. Sin embargo, al medir la extensién de la
probdscide como unica respuesta comportamental, observamos solamente una disminucion
0 aumento de esta respuesta que se relaciona con la presencia o memoria de un estimulo
positivo. No observamos ausencia total de extensién de probdscide, asi como tampoco
medimos otros comportamientos que denoten aversidén per se, como por ejemplo, aguijoneo
(Vergoz et al., 2007). Por lo tanto, para los grupos de contrastes negativos o descendentes
seria interesante investigar en mayor profundidad la codificacion de esa situacion
empeorada: si se trata de un estimulo que pasa de ser positivo a negativo debido a los

contrastes, o si podria ser solamente un estimulo positivo que no es de la calidad esperada.

~ s

nal -in iva v formacién la memori

La diferencia central entre los tres experimentos es el intervalo temporal entre la
historia previa con la recompensa y el entrenamiento. En el Experimento 1, este intervalo es
de apenas unos segundos (y ademas, el contraste es entre el azucar recibido en las antenas
y en la probdscide). En el Experimento 2, este tiempo asciende a aproximadamente 10
minutos. En el Experimento 3, la brecha se extiende a 24 horas. En todos los casos, la
sacarosa es sensada a través del contacto con las antenas provocando la extension de la
probdscide que le permite ser ingerida. Por lo tanto, en primer lugar hay una sefial periférica
(contacto de la sacarosa con las antenas y la probdscide) y horas después una senal
post-ingestiva (Musso et al., 2015; Wright et al., 2007). Si la sefal periférica no es
acompafada de la senal post-ingestiva, la estimulacion antenal produce una memoria de
corto término, la cual en el caso del Experimento 1 permite la comparacién de sacarosa
entre antena y probodscide. El refuerzo con una sefial post-ingestiva le permite al animal
consolidar una memoria de largo término del PER. En particular, Pierre Musso y
colaboradores publicaron un trabajo sobre D. melanogaster con evidencia contundente en
favor de la necesidad de la sefal post-ingestiva para generar memorias de largo término

(Musso et al., 2017). A partir de un condicionamiento similar al utilizado en este trabajo, los
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investigadores asociaron la presencia de un odorante con una recompensa de L-glucosa
(enantiomero dulce pero no alimenticio de la D-glucosa). Los investigadores observaron que
las moscas aprendian significativamente menos la asociacion que animales control
entrenados con azucares nutritivos. El sabor azucarado de la L-glucosa funcionaba como
predictor de la llegada de una solucién calérica, pero la ausencia de calorias posteriores a la
ingestion generaba una devaluacidn del edulcorante, produciendo una memoria que los
autores llamaron “memoria de frustracion calérica” (CFM, por sus siglas en inglés). Ademas
del robusto resultado comportamental, estudiaron los circuitos neuronales implicados en
estos resultados. A partir de experimentos con imaging de calcio, observaron que las
neuronas dopaminérgicas (que codifican la llegada de la solucidon azucarada a los
mushroom bodies) mostraban una actividad disminuida frente a la L-glucosa, incluso si antes
habian ingerido D-glucosa (dulce y nutritiva). En base a estos resultados, los investigadores
concluyeron que los edulcorantes (dulces y no cal6ricos) generan una experiencia negativa

en el cerebro.
4.5. Experimentos futuros

En los experimentos 1 y 2 los contrastes entre recompensas suceden en intervalos
temporales breves (segundos y minutos respectivamente). Dentro de estos intervalos no es
posible que se haya formado la senal post-ingestiva antes discutida, debido al tiempo que la
misma requiere para ser procesada. Sin embargo, se observan diferencias significativas
entre los grupos cuando las memorias se ponen a prueba durante la etapa de evaluacion.
¢, Como es posible que los animales procesen las diferencias en las concentraciones de la
sacarosa ingerida y formen una memoria a largo término, si el intervalo entre estas
recompensas no es suficiente para que las sefales se diferencien en la post-ingestion? La
teoria del etiquetado comportamental permite explicar la formacién de memorias de largo
término a partir de eventos menores que normalmente no lo harian (Moncada et al., 2015).
Esta teoria propone que un evento menor genera una marca en el circuito neuronal, y que
dicha marca permite aprovechar recursos celulares provistos por otra actividad
temporalmente cercana y relevante. La integracion entre marcas iniciadas por una
experiencia y los recursos provistos por otra permitirian estabilizar la memoria. Bajo esta
teoria, se puede pensar que la aplicacion de la recompensa sobre las antenas generaria un
mecanismo de etiquetado. Esta etiqueta sensorial le brindaria la resolucién temporal al
aprendizaje, para luego ser validada por un refuerzo post-ingestivo. Nos proponemos como
objetivo para futuras investigaciones descubrir si existe un mecanismo de etiquetado
pre-ingestivo (antenal) por medio del cual los estimulos condicionados son “marcados”

durante el entrenamiento. Este marcado permitiria asociarlos especificamente a la sefial
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nutricional en las horas posteriores. Para poner a prueba esta propuesta, se realizara una
bateria de experimentos de condicionamiento antenal segun (Wright et al., 2007): los
animales seran estimulados en sus antenas con sacarosa, pero no sera ingerida en ese
momento. En cambio, seran alimentados una cierta cantidad de horas posteriores a la
estimulacion, para poder determinar si existe un tiempo a partir del cual no logren formar una
memoria de largo término debido a que las sefales pre- y post-ingestivas estan muy
separadas temporalmente. Estos resultados indicaran cual es la duracion del etiquetado por

recompensa en la antena.

Por ultimo, es importante resaltar un problema en el disefio de los experimentos 1y 2.
En los mismos, los contrastes entre concentraciones de azucar que son tomados en cuenta
para explicar los resultados son los existentes entre antena y probdscide (Experimento 1)y
entre ensayos (Experimento 2). Es decir, en ambos casos los contrastes ocurren durante el
dia de entrenamiento Unicamente. Sin embargo, estos animales también fueron alimentados
el dia anterior (dia de captura) para garantizar su supervivencia hasta el momento del
entrenamiento. La alimentacion fue realizada con sacarosa de una concentracion intermedia
en relacion a las concentraciones recibidas el dia de entrenamiento (0,5 M 6 1 M segun
correspondiese). A pesar de esto, esta alimentacién no es tomada en cuenta como un
posible factor que podria modular el aprendizaje de los animales para estos dos
experimentos, a pesar de que en el Experimento 3 se observd que la experiencia con
sacarosa 24 horas antes del entrenamiento es capaz de modular la memoria asociativa. En
particular, en el Experimento 1 podria estar ocurriendo un efecto aditivo de los contrastes.
Los animales del grupo CONTRASTE POSITIVO reciben un contraste de recompensas
entre el azucar que toca sus antenas (0,5 M) y el ingerido (1,5 M). Ademas, al haber sido
alimentados con azucar 1 M el dia previo y 1,5 M el dia del entrenamiento, ese es otro
contraste positivo que se suma al anterior. Del mismo modo, los animales del CONTRASTE
NEGATIVO reciben un contraste negativo entre antenas y probdscide el dia del
entrenamiento (1,5 M - 0,5 M) sumado al contraste negativo entre el azlcar ingerida el dia
anterior (1 M) y la ingerida durante el entrenamiento (0,5 M). De esta manera, estos
contrastes sumados podrian estar reforzando y exacerbando los efectos del contraste que
realmente interesa estudiar (el del dia del entrenamiento Unicamente). Por lo tanto, se
decidi6é tomar esta posible fuente de error como puntapié para realizar nuevos experimentos.
Nos proponemos realizar un experimento idéntico al Experimento 1 pero controlando esta
fuente de variacién. Los animales se dividiran en este caso en tres grupos experimentales:
CONSTANTE, CONTRASTE POSITIVO y CONTRASTE NEGATIVO. Los animales de los
contrastes seguiran recibiendo en sus antenas las concentraciones de contraste (0,5 M para

el contraste negativo y 1,5 M para el positivo), pero consumiran sacarosa 1 M (en lugar de
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1,5 My 0,5 M respectivamente). Por su parte, el grupo constante recibira tanto en las
antenas como en la probdscide sacarosa 1 M. Todos los grupos seran alimentados con
sacarosa 1 M el dia previo al entrenamiento. De este modo, el contraste antena-probdscide
prevalecera pero, al ingerir sacarosa 1 M tanto el dia previo como durante el entrenamiento,
se controlara la variacion proveniente de estas diferencias en la ingesta. Los resultados de
este experimento permitiran una re-interpretacion de los resultados obtenidos en este trabajo

para los experimentos 1y 2.
4.6. Conclusiones

A modo de cierre, se detallan las conclusiones obtenidas de este trabajo. En primer
lugar, se logré concretar los objetivos propuestos: los resultados muestran que fue posible
modular la fuerza de las memorias asociativas a partir de diferencias de calidad entre
recompensas esperadas y recibidas. Estos resultados, que son interpretados como la
formacién de una expectativa acerca de la calidad de la recompensa, pudieron realizarse
ademas a distintas escalas temporales: los errores positivos y negativos en la prediccion
sobre la recompensa sucedieron tanto en intervalos temporales de segundos (el tiempo que
transcurria entre el sensado de la sacarosa en las antenas y en la probdscide) como entre
dias. Con los resultados obtenidos, se sientan las bases para continuar el estudio de la
modulacion de la memoria en insectos a partir de cambios controlados en el estado interno
de los mismos. Cabe destacar que estos cambios son controlados porque, justamente, todos
los experimentos aqui presentados se realizaron en un ambiente de laboratorio. Esto le
agrega un valor adicional a los resultados obtenidos, ya que es posible discutir y obtener
conclusiones similares a los trabajos presentados en la Seccién 1.3 (estudios con abejas en
su ambiente natural o en vuelo libre), pero con el agregado de que a partir del protocolo de
condicionamiento de extension de la probdscide en el laboratorio podrian agregarse
registros electrofisiolégicos o de imagenes neuronales para acompafar las conclusiones

comportamentales que se desprenden de este tipo de experimentos.

Martin Klappenbach, Director Fernando Locatelli, Director Asistente Milagros Azcueta, Tesista
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Anexo estadistico

Experimento 1: contraste intraensayo

Estadistica descriptiva. Promedio de abejas que extendieron la probdscide frente al

odorante para cada tratamiento, en cada ensayo o tiempo de evaluacién:

Ensayo de entrenamiento Tiempo de evaluacion

Tratamiento N E1 E2 E3 E4 3 hs 24 hs | 48 hs
Constante alto 31 0 0.48 0.65 0.48 0.45 0.45 0.52
Constante bajo 31 0 0.61 0.61 0.55 0.61 0.48 0.39
Contraste negativo | 33 0 0.48 0.52 0.67 0.70 0.42 0.18
Contraste positivo | 37 0 0.62 0.68 0.57 0.51 0.70 0.70

ANOVA del modelo de entrenamiento (Ecuacion 2.1, modelo lineal generalizado

marginal):

Analysis of 'wald statistic' Table
Model: binomial, 1ink: Tlogit

Response: rta

Terms added sequentially (first to Tast)

Df X2 P(>|chil)
TRATAMIENTO 3 1.756 0.6245
tiempo_entr 2 1.082 0.5821
SEMANA 6 43.274 1.03e-07 #*%

TRATAMIENTO: tiempo_entr 6 5.304 0.5054

La prueba de ANOVA muestra que la interaccion tratamiento*ensayo durante el
entrenamiento resultd no significativa (p=0,50), por ende se pueden evaluar los p valores
correspondientes a cada variable explicatoria por separado. Los efectos del tratamiento y el
ensayo de entrenamiento también resultaron no significativos (p=0,62 y p=0,58
respectivamente). Por otro lado, la semana de trabajo resulto significativa para el modelo de
entrenamiento (p<0,0001), efecto que puede explicarse a partir de la variacién entre los
resultados obtenidos entre las distintas semanas que se llevd adelante el experimento. Por
este motivo, se considera que resultd una buena decision afadir la semana de trabajo como

covariable para absorber variabilidad no explicada.

ANOVA del modelo de evaluacion (Ecuacion 2.2, modelo lineal generalizado mixto):
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Analysis of Deviance Table (Type II wald chisquare tests)

Response: rta
Chisq Df Pr(>Chisq)

TRATAMIENTO 3.3627 3 0.3390115
tiempo_testeo 2.0484 2 0.3590747
SEMANA 24.8214 6 0.0003684 #=*
TRATAMIENTO: tiempo_testeo 26.5204 6 0.0001780 #%*

En la prueba de ANOVA para la etapa de evaluacion del Experimento 1 se observa
que la interaccién tratamiento*tiempo de evaluacion resulté significativa (p<0,001). Por lo
tanto, se realizaron contrastes ortogonales: para cada tiempo de evaluacién (3, 24 y 48 hs)
se compararon de a pares los grupos CONSTANTE ALTO vs CONTRASTE POSITIVO y
CONSTANTE BAJO vs CONTRASTE NEGATIVO.

Contrastes ortogonales (test de Tukey) tratamiento*tiempo de evaluacion:

S$contrasts

contrast odds.ratio SE df Tower.CL upper.CL null t.ratio p.value
3hs_alto_pos 0.676 0.545 377 0.1387 3.297 1 -0.485 0.6277
3hs_bajo_neg 0.889 0.767 377 0.1631 4.845 1 -0.137 0.8914
24hs_alto_pos 0.158 0.134 377 0.0296 0.842 1 -2.168 0.0308
24hs_bajo_neg 2.367 1.980 377 0.4566 12.266 1 1.029 0.3039
48hs_alto_pos 0.252 0.213 377 0.0481 1.324 1 -1.634 0.1031
48hs_bajo_neg 7.832 7.238 377 1.2726 48.202 1 2.227 0.0265

Results are averaged over the levels of: SEMANA

Confidence level used: 0.95

Intervals are back-transformed from the log odds ratio scale
Tests are performed on the log odds ratio scale

La comparacion CONSTANTE ALTO vs CONTRASTE POSITIVO a 24 hs resultd
significativa (p<0,05). Se estima que la chance de extension de probdscide en la evaluacion
a 24 hs para el grupo CONTRASTE POSITIVO aumenta entre 0,19 y 32,78 veces mas
respecto al grupo CONSTANTE ALTO, con un 95% de confianza y controlando por el resto
de las variables. La comparacion CONSTANTE BAJO vs CONTRASTE NEGATIVO a 48 hs
resultd significativa (p<0,05). Se estima que la chance de extension de probdscide para el
grupo CONTRASTE NEGATIVO en la evaluacién a 48 hs disminuye entre 0,21 y 0,98 veces
menos respecto al grupo CONSTANTE BAJO, con un 95% de confianza y controlando por el
resto de las variables. El resto de los contrastes ortogonales resultaron no significativos
(p>0,05).
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Experimento 2: contraste interensayo (0,5-1-1,5 M)

Estadistica descriptiva. Promedio de abejas que extendieron la probdscide frente al

odorante para cada tratamiento, en cada ensayo o tiempo de evaluacion:

Ensayo de entrenamiento Tiempo de evaluacion
Tratamiento N E1 E2 E3 3 hs 24 hs 48 hs
Constante 26 0 0.50 0.62 0.88 0.58 0.62
Descendente 26 0 0.38 0.58 0.69 0.23 0.19
Ascendente 27 0 0.37 0.67 0.74 0.63 0.74

ANOVA del modelo de entrenamiento (Ecuacion 2.1, modelo lineal generalizado

marginal):

Analysis of 'wWald statistic' Table
Model: binomial, Tink: logit

Response: rta

Terms added sequentially (first to last)

Df X2 P(>|Chi|)
TRATAMIENTO 2 0.6151 0.73524
tiempo_entr 1 6.4193 0.01129 *
SEMANA 4 5.5804 0.23275

TRATAMIENTO:tiempo_entr 2 0.9281 0.62874

La salida de ANOVA para el modelo de entrenamiento el Experimento 2 (protocolo
0,5-1-1,5 M) muestra que el unico efecto significativo es el del niumero de ensayo
(tiempo_entr, p<0,05). Por lo tanto, se realizé un analisis de efectos principales promediando
el efecto de todos los tratamientos para comparar Unicamente la chance de PER entre

ensayos.

Andlisis de efectos principales (test de Tukey) entre ensayos:

$contrasts
contrast odds.ratio SE df asymp.LCL asymp.UCL null z.ratio p.value
E2 / E3 0.425 0.142 Inf 0.22 0.819 1 -2.556 0.0106

Results are averaged over the levels of: TRATAMIENTO, SEMANA
Confidence level used: 0.95

Intervals are back-transformed from the Tog odds ratio scale
Tests are performed on the log odds ratio scale

La comparacion entre el ensayo 2 y el ensayo 3 resultd significativa (p<0,05). Se

estima que la chance de extension de probdscide durante el ensayo 3 aumenta entre 0,22 y
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3,54 veces mas que durante el ensayo 2, con un 95% de confianza y controlando por el
resto de las variables. Recordar que el ensayo 1 no se incluyd en el modelo de
entrenamiento (Ecuacion 2.1) ya que al ser un vector con ceros Unicamente afiadia una
complejidad adicional al modelado de los datos, que se consideré no era necesaria ya que
en todos los casos se parti6 de animales que no respondieran espontdneamente al
odorante.

ANOVA del modelo de evaluacion (Ecuacion 2.3, modelo lineal generalizado marginal):

Analysis of 'wald statistic' Table
Model: binomial, Tink: logit

Response: rta

Terms added sequentially (first to last)

Df X2 P(>|chi])
TRATAMIENTO 2 21.9388 1.722e-05 #%%
tiempo_testeo 2 15.3347 0.0004679 ===
SEMANA 4 3.9716 0.4098697
TRATAMIENTO: tiempo_testeo 4 7.1036 0.1305161

En la prueba de ANOVA para la etapa de evaluacion del Experimento 2 (0,5-1-1,5 M)
se observa que la interaccion tratamiento*tiempo de evaluacion resultd no significativa
(p=0,13). Por lo tanto, se realiz6 un analisis de efectos principales para los efectos que si

resultaron significativos: tratamiento (p<0,0001) y tiempo de evaluacién (p<0,001).

Analisis de efectos principales (test de Tukey) entre tratamientos:

$contrasts

contrast odds.ratio SE df asymp.LCL asymp.UCL null z.ratio p.value
ascendente / constante 0.964 0.368 Inf 0.394 2.36 1 -0.095 0.9950
ascendente / descendente 4,755 1.801 Inf 1.957 11.55 1 4,117 0.0001
constante / descendente 4.931 1.929 Inf 1.972 12.33 1 4.080 0.0001

Results are averaged over the Tevels of: tiempo_testeo, SEMANA

Confidence Tevel used: 0.95

Conf-Tevel adjustment: tukey method for comparing a family of 3 estimates
Intervals are back-transformed from the log odds ratio scale

P value adjustment: tukey method for comparing a family of 3 estimates
Tests are performed on the Tog odds ratio scale

La comparacion entre los grupos CONSTANTE y ASCENDENTE resulté no
significativa (p=1). La comparacion entre los grupos ASCENDENTE y DESCENDENTE
resulté significativa (p<0,001). Se estima que la chance de extension de probdscide para el
grupo ASCENDENTE aumenta entre 0,957 y 10,55 veces mas que el grupo
DESCENDENTE, con un 95% de confianza y controlando por el resto de las variables. La
comparacion entre los grupos CONSTANTE y DESCENDENTE resultd significativa

(p<0,001). Se estima que la chance de extension de probdscide para el grupo
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DESCENDENTE disminuye entre 0,49 y 0,92 veces menos que el grupo CONSTANTE, con

un 95% de confianza y controlando por el resto de las variables.

Analisis de efectos principales (test de Tukey) entre tiempos de evaluacion:

$contrasts

contrast odds.ratio SE df asymp.LCL asymp.UCL null z.ratio p.value
3hs / 24hs 4.253 1.638 Inf 1.724 10.49 1 3.758 0.0005
3hs / 48hs 3.655 1.434 Inf 1.458 9.16 1 3.305 0.0027
24hs / 48hs 0.859 0.308 Inf 0.371 1.99 1 -0.423 0.9061

Results are averaged over the levels of: TRATAMIENTO, SEMANA

Confidence Tevel used: 0.95

Conf-level adjustment: tukey method for comparing a family of 3 estimates
Intervals are back-transformed from the log odds ratio scale

P value adjustment: tukey method for comparing a family of 3 estimates
Tests are performed on the log odds ratio scale

La comparaciéon entre los tiempos de evaluacion 3 hs y 24 hs resulté significativa
(p<0,001), al igual que la comparacion entre 3 hs y 48 hs (p<0,01). Para el primer caso, se
estima que la chance de extensién de probdscide en la evaluacién a las 24 hs disminuye
entre 0,41 y 0,90 veces respecto a la evaluacion a 3 hs, con un 95% de confianza y
controlando por el resto de las variables. Para la segunda comparacion, se estima que la
chance de extensién de probdscide en la evaluacion a las 48 hs disminuye entre 0,31y 0,89
veces respecto a la evaluacion a 3 hs, con un 95% de confianza y controlando por el resto

de las variables. La comparacion entre 24 hs y 48 hs resulto no significativa (p=0,91).
Experimento 2: contraste interensayo (0,17-0,5-1,5 M)

Estadistica descriptiva. Promedio de abejas que extendieron la probdscide frente al

odorante para cada tratamiento, en cada ensayo o tiempo de evaluacion:

Ensayo de entrenamiento Tiempo de evaluacion
Tratamiento N E1 E2 E3 3 hs 24 hs 48 hs
Constante 31 0 0.39 0.45 0.42 0.26 0.29
Descendente 34 0 0.32 0.44 0.41 0.35 0.21
Ascendente 31 0 0.19 0.58 0.58 0.65 0.55
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ANOVA del modelo de entrenamiento (Ecuacion 2.1, modelo lineal generalizado

marginal):

Analysis of 'wald statistic' Table
Model: binomial, Tink: Togit

Response: rta

Terms added sequentially (first to Tast)

Df X2 P(>|Chi])
TRATAMIENTO 2 0.2148 0.898187
tiempo_entr 1 6.9671 0.008302 =#=
SEMANA 4 11.9540 0.017696 *

TRATAMIENTO: tiempo_entr 2 4.1457 0.125829

La salida de ANOVA para el modelo de entrenamiento el Experimento 2 (protocolo
0,17-0,5-1,5 M) muestra que resultaron significativos los efectos del numero de ensayo
(tiempo_entr, p<0,01) y de la semana de trabajo (p<0,05). Nuevamente, el efecto
significativo de la semana de trabajo se explica a partir de la variabilidad en las chances de
PER obtenidas en cada semana que se realizd el experimento. A partir de estos resultados,
se realiz6é un analisis de efectos principales promediando el efecto de todos los tratamientos

para comparar Unicamente la chance de PER entre ensayos.

Analisis de efectos principales (test de Tukey) entre ensayos:

$contrasts
contrast odds.ratio SE df asymp.LCL asymp.UCL null z.ratio p.value
E2 / E3 0.408 0.131 Inf 0.218 0.764 1 -2.800 0.0051

Results are averaged over the levels of: TRATAMIENTO, SEMANA
Confidence level used: 0.95

Intervals are back-transformed from the log odds ratio scale
Tests are performed on the log odds ratio scale

La comparaciéon entre el ensayo 2 y el ensayo 3 resultd significativa (p<0,01). Se
estima que la chance de extension de probdscide durante el ensayo 3 aumenta entre 0,31y
3,59 veces mas que durante el ensayo 2, con un 95% de confianza y controlando por el

resto de las variables.
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ANOVA del modelo de evaluacion (Ecuacion 2.3, modelo lineal generalizado marginal):

Analysis of 'wald statistic' Table
Model: binomial, 1ink: Tlogit

Response: rta

Terms added sequentially (first to Tast)

Df X2 P(>|Chil)
TRATAMIENTO 2 18.1144 0.0001165 **=
tiempo_testeo 2 3.2888 0.1931326
SEMANA 4 3.5792 0.4659356

TRATAMIENTO: tiempo_testeo 4 2.9090 0.5731669

En la prueba de ANOVA para la etapa de evaluacién del Experimento 2 (0,17-1-1,5) se
observa que la interaccién tratamiento*tiempo de evaluacién resulté no significativa (p=0,57).
Por lo tanto, se realizé un analisis de efectos principales comparando entre tratamientos,

dado que es el unico efecto que resulté significativo (p<0,001).

Analisis de efectos principales (test de Tukey) entre tratamientos:

$contrasts

contrast odds.ratio SE df asymp.LCL asymp.UCL null z.ratio p.value
ascendente / constante 3.16 0.983 Inf 1.526 6.55 1 3.703 0.0006
ascendente / descendente 3.19 0.979 Inf 1.556 6.55 1 3.786 0.0004
constante / descendente 1.01 0.319 Inf 0.481 2.12 1 0.030 0.9995

Results are averaged over the Tevels of: tiempo_testeo, SEMANA

Confidence level used: 0.95

Conf-level adjustment: tukey method for comparing a family of 3 estimates
Intervals are back-transformed from the Tog odds ratio scale

P value adjustment: tukey method for comparing a family of 3 estimates
Tests are performed on the log odds ratio scale

La comparacion entre los grupos CONSTANTE y DESCENDENTE resulté no
significativa (p=1). La comparaciéon entre los grupos ASCENDENTE y DESCENDENTE
resulté significativa (p<0,001). Se estima que la chance de extension de probdscide para el
grupo ASCENDENTE aumenta entre 0,56 y 5,55 veces mas que el grupo DESCENDENTE,
con un 95% de confianza y controlando por el resto de las variables. La comparacion entre
los grupos CONSTANTE y ASCENDENTE resulté significativa (p<0,001). Se estima que la
chance de extension de probdscide para el grupo ASCENDENTE aumenta entre 0,53 y 6,55
veces mas que el grupo CONSTANTE, con un 95% de confianza y controlando por el resto

de las variables.
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Experimento 3: contraste entre dias

Estadistica descriptiva. Promedio de abejas que extendieron la probdscide frente al

odorante para cada tratamiento, en cada ensayo o tiempo de evaluacion:

Ensayo de entrenamiento Tiempo de evaluacion

Tratamiento N E1 E2 E3 E4 3 hs 24 hs | 48 hs
Constante alto 47 0 0.21 0.49 0.55 0.70 0.32 0.34
Constante bajo 36 0 0.03 0.36 0.53 0.75 0.47 0.39
Contraste negativo | 40 0 0.12 0.30 0.48 0.62 0.20 0.10
Contraste positivo | 40 0 0.30 0.55 0.65 0.85 0.58 0.58

ANOVA del modelo de entrenamiento (Ecuacion 2.1, modelo lineal generalizado

marginal):

Analysis of 'wald statistic' Table

Model: binomial, 1ink:
Response:

Togit

rta

Terms added sequentially (first to last)

TRATAMIENTO
tiempo_entr

SEMANA

TRATAMIENTO: tiempo_entr

Df X2 P
3 13.701

2 49.845 1
6 17.028

6 4.294

(>1¢Chi[)
0.003342 **
.501e-11 ***
0.009182 **
0.636940

La salida de ANOVA para el modelo de entrenamiento el Experimento 3 muestra que la

interaccion tratamiento*ensayo resultdé no significativa (p=0,64). Por lo tanto, se realizé un

analisis de efectos principales para cada variable por separado ya que tanto el tratamiento

como el numero de ensayo resultaron significativas (p<0,01 y p<0,0001 respectivamente).

Una vez mas, la variabilidad entre semanas de trabajo produjo un efecto significativo de esta

variable durante el entrenamiento (p<0,01).
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Andlisis de efectos principales (test de Tukey) entre tratamientos:

$contrasts

contrast odds.ratio SE df asymp.LCL asymp.UCL null z.ratio p.value
constante_alto / constante_bajo 2.844 1.191 Inf 0.9704 8.337 1 2.497 0.0603
constante_alto / contraste_neg 1.839 0.536 Inf 0.8700 3.886 1 2.091 0.1559
constante_alto / contraste_pos 0.736 0.201 Inf 0.3651 1.485 1 -1.122 0.6762
constante_bajo / contraste_neg 0.646 0.279 Inf 0.2130 1.963 1 -1.009 0.7441
constante_bajo / contraste_pos 0.259 0.109 Inf 0.0877 0.764 1 -3.208 0.0073
contraste_neg / contraste_pos 0.400 0.118 Inf 0.1875 0.855 1 -3.100 0.0105

Results are averaged over the levels of: tiempo_entr, SEMANA

Confidence Tevel used: 0.95

Conf-level adjustment: tukey method for comparing a family of 4 estimates
Intervals are back-transformed from the log odds ratio scale

P value adjustment: tukey method for comparing a family of 4 estimates
Tests are performed on the Tog odds ratio scale

Las comparaciones entre los grupos CONSTANTE BAJO vs CONTRASTE POSITIVO
y CONTRASTE NEGATIVO vs CONTRASTE POSITIVO resultaron significativas (p<0,01 y
p<0,05 respectivamente). Para el primer caso, se estima que la chance de extension de
probéscide para el grupo CONTRASTE POSITIVO aumenta entre 0,31 y 10,40 veces mas
respecto al grupo CONSTANTE BAJO, con un 95% de confianza y controlando por el resto
de las variables. Para la segunda comparacion, se estima que la chance de extension de
probéscide para el grupo CONTRASTE POSITIVO aumenta entre 0,17 y 4,33 veces mas
respecto al grupo CONTRASTE NEGATIVO, con un 95% de confianza y controlando por el

resto de las variables.

Analisis de efectos principales (test de Tukey) entre ensayos:

$contrasts

contrast odds.ratio SE df asymp.LCL asymp.UCL null z.ratio p.value
E2 / E3 0.194 0.0680 Inf 0.0857 0.441 1 -4.683 <.0001
E2 / E4 0.112 0.0392 Inf 0.0495 0.254 1 -6.265 <.0001
E3 / E4 0.577 0.1336 Inf 0.3358 0.993 1 -2.374 0.0462

Results are averaged over the levels of: TRATAMIENTO, SEMANA

Confidence level used: 0.95

Conf-level adjustment: tukey method for comparing a family of 3 estimates
Intervals are back-transformed from the log odds ratio scale

P value adjustment: tukey method for comparing a family of 3 estimates
Tests are performed on the Tog odds ratio scale

Todas las comparaciones entre ensayos promediando por los niveles del tratamiento
resultaron significativas. Para la comparacion E2/E3, se estima que la chance de extension
de probdscide durante el ensayo 3 aumenta entre 1,27 y 10,67 veces mas que durante el
ensayo 2, con un 95% de confianza y controlando por el resto de las variables. Para la
comparacion E2/E4, se estima que la chance de extension de probdscide durante el ensayo

4 aumenta entre 1,27 y 10,67 veces mas que durante el ensayo 2, con un 95% de confianza
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y controlando por el resto de las variables. Finalmente, para la comparacion E3/E4, se
estima que la chance de extension de probdscide durante el ensayo 4 aumenta entre 0,007
y 1,98 veces mas que durante el ensayo 3, con un 95% de confianza y controlando por el

resto de las variables.
ANOVA del modelo de evaluacion (Ecuacion 2.2, modelo lineal generalizado mixto):

Analysis of Deviance Table (Type II wald chisquare tests)

Response: rta
Chisq Df Pr(>Chisq)

TRATAMIENTO 15.2200 3 0.001638 =*
tiempo_testeo 45.8944 2 1.082e-10 *%*
SEMANA 18.2941 6 0.005538 ==
TRATAMIENTO: tiempo_testeo 5.5588 6 0.474384

En la prueba de ANOVA para la etapa de evaluacién del Experimento 3 se observa
que la interaccion tratamiento*tiempo de evaluacién resulté no significativa (p=0,47). Por lo
tanto, se realiz6 un analisis de efectos principales para las variables tratamiento (p<0,01) y

tiempo de evaluacién (p<0,0001) que resultaron significativas.

Analisis de efectos principales (test de Tukey) entre tratamientos:

$contrasts

contrast odds.ratio SE df lower.CL upper.CL null t.ratio p.value
constante_alto / constante_bajo 0.5975 0.3644 470 0.1240 2.879 1 -0.844 0.8332
constante_alto / contraste_neg 4.1387 2.6099 470 0.8142 21.036 1 2.252 0.1109
constante_alto / contraste_pos 0.1916 0.1188 470 0.0387 0.948 1 -2.665 0.0396
constante_bajo / contraste_neg 6.9270 4.8076 470 1.1572  41.464 1 2.789 0.0281
constante_bajo / contraste_pos 0.3207 0.2092 470 0.0596 1.724 1 -1.743 0.3025
contraste_neg / contraste_pos 0.0463 0.0334 470 0.0072 0.297 1 -4.259 0.0001

Results are averaged over the Tevels of: tiempo_testeo, SEMANA

confidence level used: 0.95

conf-level adjustment: tukey method for comparing a family of 4 estimates
Intervals are back-transformed from the log odds ratio scale

P value adjustment: tukey method for comparing a family of 4 estimates
Tests are performed on the loa odds ratio scale

Promediando por los tiempos de evaluacion, se observa que las comparaciones
CONSTANTE ALTO vs CONTRASTE POSITIVO (p<0,05), CONSTANTE BAJO vs
CONTRASTE NEGATIVO (p<0,05) y CONTRASTE NEGATIVO vs CONTRASTE POSITIVO
(p<0,001) resultaron significativas. Para el primer caso, se estima que la chance de
extensién de probéscide para el grupo CONTRASTE POSITIVO aumenta entre 0,05 y 24,84
veces mas respecto al grupo CONSTANTE ALTO, con un 95% de confianza y controlando
por el resto de las variables. Para el segundo caso, se estima que la chance de extension de
proboscide para el grupo CONTRASTE NEGATIVO disminuye entre 0,14 y 0,98 veces
menos respecto al grupo CONSTANTE BAJO, con un 95% de confianza y controlando por el
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resto de las variables. Finalmente, para la ultima comparacion se estima que la chance de
extensiéon de probdscide para el grupo CONTRASTE POSITIVO aumenta entre 2,37 y 137
veces mas respecto al grupo CONTRASTE NEGATIVO, con un 95% de confianza y

controlando por el resto de las variables

Analisis de efectos principales (test de Tukey) entre tiempos de evaluacion:

$contrasts

contrast odds.ratio SE df Tower.CL upper.CL null t.ratio p.value
3hs / 24hs 16.49 7.26 470 5.856 46.43 1 6.365 <.0001
3hs / 48hs 26.18 12.72 470 8.350 82.09 1 6.717 <.0001
24hs / 48hs 1.59 0.55 470 0.703 3.59 1 1.334 0.3772

Results are averaged over the levels of: TRATAMIENTO, SEMANA

Confidence Tevel used: 0.95

Conf-level adjustment: tukey method for comparing a family of 3 estimates
Intervals are back-transformed from the Tog odds ratio scale

P value adjustment: tukey method for comparing a family of 3 estimates
Tests are performed on the log odds ratio scale

La comparacion entre los tiempos de evaluacion 3 hs y 24 hs resultd significativa
(p<0,0001), al igual que la comparacion entre 3 hs y 48 hs (p<0,0001). Para el primer caso,
se estima que la chance de extension de probdscide en la evaluacion a las 24 hs disminuye
entre 0,83 y 0,98 veces respecto a la evaluacion a 3 hs, con un 95% de confianza y
controlando por el resto de las variables. Para la segunda comparacion, se estima que la
chance de extensién de probdscide en la evaluacion a las 48 hs disminuye entre 0,88 y 0,99
veces respecto a la evaluacién a 3 hs, con un 95% de confianza y controlando por el resto

de las variables. La comparacion entre 24 hs y 48 hs resulté no significativa (p=0,38).
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