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CAPITULO 1

INTRODUCCION GENERAIL,

El mundo provee una variedad de informacién que permite a los
seres vivos orientarse en sus respectivos entornos. Dentro de 1la
gama prdcticamente infinita de pardmetros disponibles que los
animales pueden utilizar para guiar eficientemente determinadas
conductas se hallan las senales visuales y las olfativas.

Dentro de las sefales visuales, la informacion espectral
resulta prioritaria para determinados organismos capaces de ver
colores. Las diferencias en la longitud de onda de la luz emitida
por fuentes luminicas o reflejadas por ciertos objetos definen el
mundo visible de un organismo con visién cromdtica.

Por otro 1lado, las sefiales olfativas pueden también
contribuir a hacer mds eficiente la orientacién de un animal hacia
un objetivo dado. De vital importancia resultan, por ejemplo,
determinados olores como los de potenciales fuentes de alimento o
como aquellos que intervienen, a modo de verdaderos mensajeros, en
la comunicacién quimica intraespecifica (feromonas).

En este capitulo se realiza una breve introduccién referida a
la abeja recolectora de néctar Apis mellifera L. para luego hacer
hincapié en la visién de colores y en la orientacién olfativa; la
abeja doméstica, por su parte, constituye uno de 1los pocos
animales en los cuales visién y olfato han sido considerablemente
estudiados. El andlisis en profundidad que se ha hecho de este
modelo animal permite entonces el planteo de nuevas preguntas como

las que dan origen a esta tesis.



1. LA ABEJA RECOLECTORA DE NECTAR

1.1. Sociabilidad y Castas:

La abeja doméstica italiana Apis mellifera ligustica Spin.
(Clase Insecta, Orden Hymenoptera, Superfamilia Apoidea, Familia
Apidae, Subfamilia Apinae, Tribu Apini [Michener 1969]) es un
insecto social. Hablar de sociabilidad (Wilson 1971) implica
decir que estas abejas poseen tres caracteristicas relevantes que
las definen como integrantes de una sociedad verdadera:

- la cooperacién de varios individuos en el cuidado de la
cria.

- la superposicion de por lo menos dos generaciones, de
modo que la descendencia puede asistir a sus
progenitores durante algun periodo de su vida.

- la divisién reproductiva del trabajo, esto es, 1la
coexistencia en wuna misma sociedad de individuos
fértiles y de otros mdas o menos estériles trabajando en

beneficio de los primeros.

Respecto de este ultimo punto, tres castas coexisten en una

colonia de Apis mellifera: la reina, los zdnganos y las obreras.

1.2. La division temporal de tareas:

Las abejas no sélo presentan 1las castas morfoldégicas
diferenciadas y estables, arriba citadas. Dentro de las obreras
existen ademds castas temporales, esto es el desempefio de tareas
diferenciadas de acuerdo a la edad. Como su propio nombre 1lo
sugiere, las obreras se encargan virtualmente de todas las tareas
de 1la colonia. El cuidado y alimentacién de 1la cria, 1la

vigilancia de la colmena, el ataque a potenciales predadores, la



ventilacién y mantenimiento de la temperatura de la cdmara de cria
Y la biusqueda de agua, néctar y polen son sdélo algunas de las
actividades que las obreras deben realizar a lo largo de su vida.
Estas tareas presentan un ordenamiento temporal que podria
definirse como "de adentro hacia afuera"; esto es, las primeras
tareas se realizan en el interior de la colmena mientras que las
dltimas se van realizando cada vez mds en el exterior de la misma.
Si bien las caracteristicas y requerimientos de la colonia
pueden influenciar el momento en que una dada tarea se realiza
(Kolmes 1985), 1la secuencia tipica de tareas temporales (ROsch
1925, 1927, Lindauer 1952, Ribbands 1952, Sakagami 1953, Smith
1974, Seeley 1982, Winston & Punnet 1982, Winston 1987) determina

que las tareas de recoleccién de alimento se inicien alrededor del

dia 20 de la vida adulta.

1.3. El correlato glandular de la divisién temporal de castas:

Esta divisién temporal de tareas tiene ciertamente un
correlato glandular y hormonal. Se ha demostrado (Winston 1987)
que las glandulas mandibulares, hipofaringeas y de 1la cera
alcanzan considerables dimensiones en los primeros dias de vida de
las obreras (dias 5 a 15), en coincidencia con el desempeno de las
actividades de cuidado y alimentacidén de la cria y de construccién
de panales. El tamano de estas glandulas se reduce con el
consecuente cese de estas tareas y con el cambio a la manipulacién
del alimento abortado por las recolectoras. Al mismo tiempo las
glandulas hipofaringeas empiezan a secretar la invertasa necesaria
para el procesamiento del néctar en miel (Simpson et al 1968).
Cuando las obreras empiezan a asumir tareas de guardianas, 1la
glandula del aguijén pasa a producir 1la maxima cantidad de

compuestos de alarma Y, al mismo tiempo, las glandulas



mandibulares dejan de producir alimento larval para empezar a
secretar la feromona de alarma, 2-heptanona, que seria liberada
ante pilladoras de otras colmenas y ante otros potenciales
enemigos (Shearer & Boch 1965, Boch & Shearer 1967).

Del mismo modo, cuando las guardianas pasan a ser
recolectoras de alimento, se observa un decremento del 40% en 1la
masa corpdrea, bdsicamente del abdomen (Harrison 1986). Asi, pese
a gque existen ailin pocos datos en este sentido, existe una
correlacién visible entre el desarrollo glandular, la produccién
de ciertas feromonas y compuestos hormonales y el desempefio de
determinadas tareas. Sin embargo, un elemento parece no coincidir
con el presente cuadro de situacién. Se ha informado (Simpson
1961) Qque 15 produccién de 2-heptanona por 1las gldndulas
mandibulares es médxima en las recolectoras de néctar antes que en
las abejas guardianas, donde se supondria gque esta feromona
tendria mayor incidencia de acuerdo a 1las interpretaciones
propuestas (Butler 1966, Simpson 1966). Sobre este punto

volveremos mas adelante (ver Capitulo 8).

1.4. La recoleccién de alimento:

La recoleccién de alimento es, como se dijo, la ultima tarea
que desempefan las obreras antes de morir. Dos recursos provistos
por las flores constituyen la base alimentaria de las abejas: el
néctar y el polen. El primero proporciona los hidratos de carbono
y el segundo, las proteinas, lipidos y vitaminas necesarios tanto
para el desarrollo 1larval cuanto para las funciones gque, ya
adulta, cumple la abeija. Las condiciones de 1la colonia y la
propia actividad exploratoria, sumadas al intercambio

informacional de las abejas recolectoras, determinan la prioridad

de un recurso sobre el otro.
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El periodo de vida de una recolectora es muy.corto (alrededor
de una semana). Asi, durante ese tiempo reducido, las
recolectoras deben realizar gran numero de viajes de recoleccién:
se ha estimado que el numero de viajes de recoleccién gira
alrededor de 32 (Bodenheimer 1958) aunque este valor debe
subestimar el nuimero real. Ribbands (1949), por ejemplo, observé
que una misma recolectora realizé 29 viajes de colecta de polen en
un solo dia.

La distancia de vuelo acumulada por una recolectora parece
ser determinante de la duracién de su vida. Aparentemente, el
limite superior alcanzable seria de 800 km, luego de lo cual, las
abejas moririan, independientemente de que esta distancia se haya
recorrido en cinco o en mas dias (Winston 1987). En una situacién
natural, y considerando que el rango superior de vuelo en
condiciones normales es de 2 km aproximadamente (Seeley 1985),
esta distancia acumulada se alcanza en pocos dias.

La conclusién inmediata es que las recolectoras deben
programar su actividad de modo de ser altamente eficientes en ese
corto lapso de tiempo disponible. Numerosas estrategias son
empleadas con este fin. El objetivo de esta tesis es justamente
analizar de qué manera pueden ser empleadas ciertas senales
sensoriales, como 1los estimulos de color y ciliertas sustancias
quimicas como las feromonas de orientacion, para lograr una alta
eficiencia recolectora.

Para esto, hace falta, en primer lugar, introducir algunos
conceptos bédsicos referidos a 1la visién de colores y a 1la

orientacién olfativa en la abeja doméstica.
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2. LA VISION DE LOS COLORES EN LA ABEJA DOMESTICA:

La visién de los colores se define como la capacidad de

distinguir colores espectrales en base a 1las diferencias de

longitud de onda existentes, independientemente de las diferencias
de brillo (intensidad) que pudiesen existir entre esos colores
(Menzel 1979). Asi, la propiedad fundamental de los sistemas de
visién de colores es la capacidad de asignar un color constante a
un objeto, independientemente del amplio rango de fluctuaciones de
energia y de longitud de onda de la luz iluminante (Ottoson & Zeki
1985).

La sensacién de color estd provista, segun 1la Teoria de
Young-Helmholtz (Young 1802; Helmholtz 1896), por tres entradas
independientes que proporcionan al cerebro la informacién para las
representaciones perceptuales de tono, saturacion y brillo. Estas
tres cualidades determinan, via introspeccién, nuestra experiencia
del color. El tono es el atributo de la percepcién de color
relacionado con la longitud de onda propiamente dicha; es denotado
habitualmente como "azul", "verde", "amarillo", "rojo", etc. La
saturacion es la cualidad referida al "contenido de un color puro"
o '"pureza de un color". Para entender esta ideé, digamos por
ejemplo que si se tiene una pintura clara, por ejemplo rosa, y se
le agrega rojo, la pintura obtenida serd mds saturada en rojo. El
brillo, por su parte, es el atributo de la percepcién de color que
permite clasificar a un objeto como miembro de una serie que va
del blanco (100 % de brillo) al negro (0 % de brillo).

En base a estas tres variables es posible entonces definir un

Espacio de Percepcion de Color. En este espacio tridimensional,

un color percibido es un punto caracterizado por coordenadas de

tono, saturacién y brillo (Figura 1).
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BRILLO

Figura 1. Diagrama esquematico de la organizacion del espacio de

percepcién de colores en términos de tono,

saturacion y brillo

(adaptado de Wyszecki & Stiles: Colour Science (1967), John Wiley

& Sons, Inc., New York).
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Es importante destacar que la existencia de distintos tipos
de fotorreceptores, con distintas propiedades espectrales, no
puede ser considerada como prueba definitiva de la percepcién de
colores por un animal dado. La presencia de estos fotorreceptores
es sé6lo una premisa de la visién de color; la prueba definitiva
acerca de la visién de colores en un contexto dado la dan 1los
experimentos de comportamiento en los cuales se entrena al animal
estudiado a una luz o pigmento monocromdtico para luego variar, en
el ensayo posterior, la intensidad y la 1longitud de onda. De
acuerdo a las perfomances de reconocimiento y discriminacién de
colores espectrales se puede entonces establecer la existencia o
no de la visién de colores. Fue justamente en base a estas
perfomances que Karl von Frisch (1914) pudo establecer la visién
de colores de la abeja doméstica. Von Frisch adiestré a un grupo
de recolectoras a un platillo con solucién azucarada y luego situd
el platillo sobre un cartén de color azul de modo que las abejas
lo pudiesen ver al acercarse Yy nmnientras tomaban solucién
azucarada. Seguidamente rodeé al cartén azul con otros cartones
de formato semejante pero de coloracién variable desde el blanco,
pasando por varias gradaciones de gris, hasta el negro. En el
centro de cada cartén, inclusive en el azul, situé un platillo
vacio y limpio (no frecuentado antes por abejas). A su llegada a
la mesa experimental, las abejas se dirigieron al cartén azul,
probdndose asi que distingufan al azul como color en si y no como
una categoria de brillo y/o saturacién. Este mismo experimento
fue repetido con otros estimulos de color, entre ellos el rojo,
determindndose entonces que las abejas pueden ver colores aunque
son ciegas para el rojo. Posteriormente, Daumer (1956) demostré
que las abejas son particularmente sensibles a luz UV de 350 nm y

que UV (360 nm) y verde-azulado (490 nm) son, para la abeja,
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colores complementarios, lo mismo que azul (440 nm) y una mezcla
de UV y amarillo (590 nm). Establecié que las abejas poseen
vision tricromatica de los colores, donde 1los tres colores
primarios son UV (360 nm), azul (440 nm) y verde (588 nm).
Concluyé ademds que la visién de los colores de las abejas era
semejante a la del ser humano sélo que el espectro de colores
visibles de los insectos se hallaba Y“corrido" hacia longitudes de
onda menores. Asi, las abejas ven colores en un rango de
longitudes de onda que va desde los 300 hasta los 620 nm mientras

que el ser humano lo hace en el rango de 400 a 700 nm.

2.1. Tricromaticidad del sistema visual de las abejas:

Cada uno de 1los aproximadamente 5500 omatidios del ojo
compuesto de una abeja contiene 9 células fotltorreceptoras
(Gribakin 1969, Menzel & Blakers 1976). Estas células se hallan
recubiertas por una lente y por un cono cristalino y se disponen
en forma concéntrica. La porcién central donde convergen, el
rabdoma, es una estructura que actuia como guia de ondas de luz y
estd formado por los rabdémeros o conjuntos de microvellosidades
de cada célula. En estas microvellosidades, y estrechamente
asociada a las estructuras de membranas, se halla la rodopsina, el
fotopigmento involucrado en la visién de color. Este pigmento
absorbe una relativamente amplia banda de frecuencias de ondas
electromagnéticas naturales y es, por ende, el responsable de la
sensibilidad luminica de los fotorreceptores. La rodopsina esta
constituida por una porcién proteica y por un grupo croméforo, el
retinal. En los insectos, 1la rodopsina se isomeriza en
metarrodopsina al absorber un cuanto de 1luz; ésta, a su vez,
vuelve a rodopsina al absorber otro cuanto de luz. Cambios en la

porcién proteica de la rodopsina determinan variaciones en 1los
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picos de absorcién mdxima dentro del rango de los 330 a los 700
nm. Asi se provee al ojo con la sensacién de color; si bien en
cada célula fotorreceptora hay fotopigmento que absorbe cuantos de
luz, la probabilidad de absorcién de cuantos de luz de un color u
otro variara de acuerdo a las distintas rodopsinas, es decir de
acuerdo a sus distintas propiedades de absorcién espectral
(Hamdorf 1979). De ahi resulta la distinta sensibilidad espectral
de los fotorreceptores.

En cada omatidio frontal, coexisten 1los tres tipos de
fotorreceptores en un arreglo caracteristico: de las nueve células
fotorreceptoras, dos son del tipo UV (A p4x= 335 nm), dos del tipo
azul () pgx= 435 nm) y cuatro del tipo verde (A psyx= 540 nm)
(Menzel et al. 1986). La novena célula es mds corta y
probablemente también del tipo UV (Menzel & Snyder 1974). En
concreto, como cada omatidio mira a un punto particular del
espacio, cada uno de estos puntos serd analizado simultdneamente
por los tres canales espectrales, UV, azul y verde. De este modo,

el mosaico visual de la abeja serd tricromdtico en cada punto de

visién.

2.2. Psicofisica del Color:

Dos aproximaciones experimentales diferentes son usadas en el
andlisis de los sistemas de visién de colores: los experimentos de
igualacion de colores y 1los experimentos de diferenciacion de
colores. Schrédinger (1920 a,b) usé esta distincién para definir
a la colorimetria simple Y a la colorimetria mayor

respectivamente.
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2.2.1. Colorimetria Simple: el diagrama de cromaticidad de 1la
abeja

En los experimentos de colorimetria simple (igualacién de
colores), el sujeto experimental debe juzgar visualmente si dos
colores pueden igualarse o no ya que la misma sensacién de color
puede ser producida por diferentes mixturas de 1luces cromaticas.
Cualquier color espectral Q puede definirse asi como una mezcla,
en proporciones adecuadas, de tres colores primarios.

En general, un color Q se representa en un diagrama de
cromaticidad bidimensional. En este plano, la dimensién "brillo"
ha sido suprimida de modo tal que el diagrama de cromaticidad
presenta, en todos sus puntos, brillo constante, permaneciendo
s6lamente las dimensiones "tono" y "saturacién". Este diagrama
recibe habitualmente el nombre de *Tridngulo de Colores” y es un
tridngulo simétrico cuyos vértices estdn definidos por las tres
luces primarias; en el caso del ser humano se trata de los
primarios definidos por la CIE (Commission Internationale de 1’
Eclairage): Azul (radiacién monocromdtica de 435.8 nm), Verde
(radiacién monocromdtica de 546.1 nm) Yy Rojo (radiacioén
monocromdtica de 700 nm). La linea recta que conecta los extremos
del espectro recibe el nombre de Linea de Purpuras.

Es de destacar que las tres luces primarias de los vértices
pueden ser reemplazadas por otras luces. Asi, se puede construir
un Espacio de Color Fisiolégico donde los primarios corresponden
ahora a los flujos de fotones absorbidos por cada uno de los tres
tipos de fotorreceptores.

En el caso de 1la abeja, Daumer (1956) demostré que un
Triangulo de colores podia aplicarse con éxito en la descripcién
cuantitativa de 1los resultados de experimentos de igualacién de

colores, considerando las tres luces primarias: UV (360 nm), azul
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(440 nm) y verde (588 nm). Del mismo modo, dado que las
sensibilidades espectrales de los tres tipos de fotorreceptores
son en este caso conocidas, se puede construir el Tridngulo de
Colores de la abeja Apis mellifera. Este diagrama de cromaticidad
fisiolégico representa un plano de brillo constante (Menzel 1979,
Menzel & Lieke 1983) (Figura 2) donde los vértices del tridngulo
representan los flujos de fotones absorbidos por los tres tipos de
fotorreceptores, UV, azul y verde. Los colores monocromdaticos se
ubican a 1lo largo de 1la 1linea oscura de puntos negros gque
representan colores espectrales separados por intervalos de 10 nm,

desde 300 a 630 nm, y la linea que conecta los 300 y 630 nm es la

linea de purpuras.

300/ 4"
L\ o0

Figura 2. Diagrama de cromaticidad de 1la abeja. Los vértices
representan los flujos de fotones absorbidos por los tres tipos de
fotorreceptores (U: ultravioleta; B: azul: G: verde). Los colores
monocromdticos yacen a lo largo de 1la linea con puntos que
representan colores espectrales separados por 10 nm desde 300 a
630 nm. La linea que conecta los 300 y los 630 nm es la linea de

purpuras (de Menzel 1985).
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2.2.2. Colorimetria mayor: distancias perceptuales en el espacio
de colores de la abeja:

En el <caso de 1los experimentos de Colorimetria Mayor
(Diferenciacién de Colores), el sujeto experimental debe elegir
cudl de dos colores se asemeja mas a un color dado. Ya gque los
juicios de diferenciacién son fundamentalmente distintos a los de
igualacién de <colores, resulta imposible hacer predicciones
relativas a diferencias entre colores a partir de los diagramas de
cromaticidad.

En el procesamiento de las sefiales de <color por los
fotorreceptores, existe una fluctuacién debida a 1los ruidos
surgidos en la absorcién foténica y en su transduccién a senales
eléctricas. Si dos objetos son tan parecidos en sus reflecciones
espectrales que sélo difieren dentro del rango de fluctuacién
mencionado, el sistema nervioso no serd capaz de discriminar los
dos objetos y el animal confundird 1los dos colores. Asi,
alrededor del locus de cada color en el Tridngulo de Colores se
genera una "zona gris" o "zona de incertidumbre" dentro de la cual
la diferenciacién espectral por el sistema nervioso no es posible.
De acuerdo a esto, dos colores serdn mejor diferenciados en la
medida en que un mayor numero de 2zonas de incertidumbre 1los
separe.

La diferenciacién de colores se relaciona con la resolucién
del sistema de visién de colores. En las abejas, la resolucién de
este sistema fue medida originalmente por von Helversen (1972) en
experimentos disefiados para medir los umbrales de discriminacién
de luces espectrales de distinta longitud de onda pero de igual
brillo. La discriminacién de colores fue sensiblemente mejor para
el violeta (440 nm) y para el verde-azulado (490 nm); esto es, las

abejas pueden discriminar perfectamente estos dos colores de otros
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corridos en tan solo 8 nm (hacia arriba o hacia abajo) en longitud
de onda. Backhaus y Menzel (1987) descubrieron 1luego que
variaciones regulares en 1la saturacién (del 10%) no implicaban
variaciones coincidentes y regulares en la resolucién perceptual.
Esto quiere decir que no existe una relacién simple entre 1la
resolucién perceptual (diferenciacién) y 1la distancia geométrica

entre los 1loci de 1los estimulos de color en el Diagrama de

Cromaticidad.

2.3, Procesos_antagonistas de color:

De 1lo anterior se deduce que otra representacién de 1las
distancias perceptuales entre 1los estimulos espectrales es
necesaria. Backhaus et al. (1987a) sugirieron gque sélo dos
escalas eran necesarias para representar las diferencias entre
estimulos de color. Como ninguna de las escalas se relacionaba
directamente con las entradas de los tres tipos de
fotorreceptores, se sugirié que se correlacionaban con las
coordenadas de tono y saturacién o con los ejes antagonistas
Azul /Pirpura (UV-Verde) y UV/Azul-Verde.

La base fisioldégica de esta suposicién reside en 1la
existencia de dos grandes grupos de neuronas antagonistas de color
en el cerebro de la abeja (Hertel 1980, Kien & Menzel 1977). Se
han detectado, en efecto, _neuronas Uv/Azul-Verde (respuesta
excitatoria ante el UV e inhibitoria ante el azul y/o el verde o
viceversa) y neuronas Azul/UV-Verde (respuesta excitatoria ante el
azul e inhibitoria ante el UV y/o el verde y viceversa). No han

sido detectadas neuronas Verde/UV-Azul.

Asi, las dos escalas fueron interpretadas como los valores de
excitacién de estos dos tipos de neuronas espectrales

antagonistas. Backhaus y colaboradores (Brandt et al. 1989)
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sugirieron gque estas neuronas antagonistas recibian entradas
lineares, de distinto signo y peso, de 1los tres tipos de
fotorreceptores. Estos coeficientes fueron calculados en base a
la evidencia comportamental de eleccién de colores y se propuso
entonces que la escala A era igual a:

-9.86 E, + 7.70 E4 + 2.16 Ey,
y la escala B igual a:

-5.17 E, + 20.25 E4 -15.08 E,,
siendo E las diferencias en la excitacién de los fotorreceptores
UV (u), azul (a) y verde (v).

Asi, la escala A corresponde en realidad al proceso espectral
antagonista UV/Azul-Verde y la escala B corresponde al proceso
espectral antagonista Azul/UV-Verde. El espacio antagonista de
colores resultante que permite representar fehacientemente las
distancias perceptuales espectrales se representa en la Figura 3.

En este grdfico, cada color tiene nuevamente un locus pero

esta vez, el intervalo entre dos locus se relaciona directamente

con la capacidad de discriminacién de la abeja.
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Figura 3. Espacio antagonista de colores.

Los ejes

A y B

corresponden a los dos procesos espectrales antagonistas UV/Azul-

Verde y Azul/UV-Verde respectivamente.
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3. LA ORIENTACION POR OLORES EN LA ABEJA DOMESTICA

A principios de siglo, la hipétesis de que las abejas eran
capaces de reconocer 1las flores en base a sus diferentes
fragancias florales era atractiva mas no del todo comprobada. Al
poco tiempo, Karl von Frisch (1919) demostré fehacientemente 1la
capacidad de discriminacién olfativa de las abejas en base a
experimentos en los que se entrenaba a las abejas a un olor
originalmente recompensado con solucién azucarada y posteriormente
se las enfrentaba a 23 olores distintos entre 1los cuales se
hallaba el original. La conclusién inmediata de los trabajos de
von Frisch fue que, asi como ocurre con los colores, las abejas
pueden aprender y memorizar olores de modo de ser mds eficientes
en determinados contextos, como por ejemplo en la orientacién
hacia la colmena o hacia fuentes de alimento.

Posteriormente, fueron realizados experimentos de
condicionamiento de 1la proboscis de abejas frente a estimulos
olfativos vy, paralelamente, registros extracelulares en 1las
sensilla olfativas que apoyaron estas conclusiones (Vareschi
1971). Los experimentos en cuestién demostraron esta capacidad de
discriminar olores distintos asi como la de generalizar olores
que, por compartir en sus moléculas ciertas estructuras quimicas,
resultan semejantes para las abejas.

Se ha demostrado ademds que las abejas detectan mejor 1las
fragancias florales y sus feromonas atractivas (Schwarz 1955)
antes que olores carentes de significado en su vida diaria
(Fischer 1957). Esto ya habia sido observado por von Frisch en
sus primeros experimentos de aprendizaje olfativo (1919): las
abejas aprenden mids rdpidamente los olores florales, como ocurre

en el caso del Geraniol, sustancia que forma parte ademds de una
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feromona atractiva de las abejas. Sin embargo, la plasticidad de

la abeja es tal que, incluso olores originalmente aversivos como
el Lisol (usado por los apicultores para impedir la aproximacién
de abejas) o el propanol pueden ser usados para condicionar a las
abejas a una determinada fuente de alimento (Menzel 1985). Del
mismo modo, inclusive el diéxido de carbono (rehuido en altas
concentraciones) (Kuwabara & Takeda 1956), el vapor de agua (Hertz
1934) y la propia feromona de alarma de las abejas (Acetato de
isopentilo) pueden ser eficientemente aprendidos (Menzel 1985).
La conclusién general, establecida por Menzel (1985), es que
existiria una predisposicién que favoreceria el aprendizaje de
ciertos olores antes que de otros en el contexto de las fuentes de
alimento. Sin embargo, la capacidad de aprendizaje de la abeja es
tan grande que practicamente cualquier estimulo olfativo puede ser
asociado con una recompensa alimentaria y por ende aprendido.

Esto tiene importancia en varios contextos. Por un lado, en
la colmena y durante el proceso de reclutamiento a través de la
danza, las abejas reclutadas perciben y aprenden el olor floral de
la fuente de la cual proviene la reclutadora (impregnado en su
cuerpo), facilitdndose asi la posterior ubicacién de esas fuentes
por agquellas abejas que las visitan por primera vez (Frisch 1967).
Por otro lado, durante la recoleccién de alimento, los olores
actuian como senales atractantes Y orientadoras para las
recolectoras (Vogel 1983). Asi, los olores florales intervienen
también en el mantenimiento de 1la 1llamada "“constancia floral"
(Faegri & van der Pijl 1967) de las abejas: durante la recoleccién
diaria de alimento, y por varios dias inclusive, las abejas
trabajan sobre una dada especie floral, sin prestar atencién a
especies adyacentes que también proveen recompensa de néctar y

polen. Esta constancia no es el resultado de una fijacién rigida,
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sino, dado que las abejas son generalistas, la manifestacién de
las capacidades de aprendizaje y memorizacién ya mencionadas.
Entre los varios estimulos florales que ayudan a mantener esta
constancia en la medida en que la especie explotada sea rentable,
estdn los <colores y las fragancias florales: ayudan a la
discriminacién del morfo floral sobre el cual estan trabajando las
abeijas.

Asi, el significado biolégico de los olores florales debe
buscarse necesariamente en la interrelacién abeja-planta. Estas
sefnales, junto con otras mds (colores, formas, etc) hacen a la
planta conspicua y diferente de otras plantas competidoras vy
facilitan la optimizacién de la actividad recolectora de la abeja.

Otros olores, esta vez provenientes de 1la propia abeja
contribuyen a hacer mds eficiente la recoleccién de néctar: se
trata de las feromonas (Karlson & Liischer 1959) asociadas a esta
tarea, producidas por las abejas recolectoras. En general, las
feromonas tienen importancia fundamental en la comunicacién
intraespecifica y en la sociabilidad de la abeja melifera (Blum
1988). En el caso particular de las abejas obreras, las
sustancias hasta ahora conocidas, asociadas con la recoleccién de
alimento, pueden ser clasificadas como "Sustancias de Marcado
Positivo” debido a que, al ser liberadas en un medio dado, atraen
a individuos coespecificos a las superficies previamente marcadas.

Varias sustancias de este tipo han sido citadas para la abeja
recolectora Apis mellifera, aunque también para varias especies de
abejorros del género Bombus (Cameron 1981, Free 1987, Schmitt &
Bertsch 1990) y para varias especies de abejas sin aguijén de los

géneros Melipona y Trigona (Lindauer & Kerr 1958, Villa & Weiss

1990).
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En la abeja Apis mellifera, se han encontrado hasta ahora las
siguientes feromonas de marcado positivo, asociadas con 1la

recoleccién de alimento:

- Feromona de la Glandula de Nassonof
- "Footprints" o Marca de las Patas

- (2)-1l-eicosen-1-o0l1

3.1. La Feromona de la Glandula de Nassonof:

Tal vez la mds conocida de las sustancias arriba citadas sea
la feromona de la Glandula de Nassonof. Esta gladndula se halla
situada en 1la superficie dorsal del séptimo tergito abdominal
(McIndoo 1914, Snodgrass 1956) y queda habitualmente cubierta por
la superposicién de del sexto tergito. En determinados contextos,
las obreras exponen 1la glandula, flexionando hacia abajo 1la
porcién terminal de su abdomen previamente elevado. Al mismo
tiempo aletean, generando asi una corriente aérea sobre 1la
gldndula y facilitando la dispersién de la feromona (Sladen 1901,
Free 1968). La naturaleza atractante de 1la feromona de 1la
Glandula de Nassonof fue inicialmente enunciada por Sladen (1901,
1902, 1905) y luego comprobada por Free y Butler (1955) y por Boch
Y Shearer (1962).

Estudios sobre 1la naturaleza quimica de 1la feromona de
Nassonof han demostrado hasta ahora la existencia de al menos
siete compuestos que la integran: Geraniol (Boch & Shearer 1962),
Nerol y (E,E)-Farnesol (Pickett et al. 1980), (E)-Citral y (2Z)-
Citral (Weaver et al. 1964) y los acidos Gerdnico y Nerdélico (Boch
& Shearer 1964). El mds abundante de estos compuestos es el
Geraniol cuya cantidad en la glandula varia a lo largo de la vida

del individuo y estacionalmente (Boch & Shearer 1963, Pickett et
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al. 1981): alcanza un maximo (alrededor de 1.0 ug) en las abeias
que empiezan a trabajar como recolectoras (18-20 dias) y durante
la primavera. El proceso de identificacién de compuestos
integrantes de esta feromona es, a decir de Free (1987), un
proceso lento y seguramente no concluido.

La exposicién de la Glandula de Nassonof y la liberacién de
su feromona ocurren en varios contextos comportamentales de 1los
cuales la sefializacién de flores u otras potenciales fuentes de
alimento por las recolectoras de néctar es el que nos interesa

(Frisch & Rosch 1924, Renner 1960, Free & Racey 1966, Free 1968,

Free & Williams 1972). Durante la recoleccién de alimento, y en
fuentes particularmente atractivas, las abejas exponen sus
gldndulas de Nasonov. Esto ocurre sobre todo en fuentes

artificiales que presentan abundancia de solucién azucarada
(Frisch 1923).

La importancia de esta feromona en un aumento de 1la
eficiencia recolectora quedé demostrada por los ensayos en los que
la relacién de recolectoras atraidas a platillos con solucién
azucarada con y sin feromona de Nassonof (impregnada en papel de
filtro) era de 12 a 1 respectivamente (Renner 1960). Del mismo
modo, Free (1968) demostré que abejas que visitaban por primera
vez una fuente de alimento eran atraidas e inducidas a bajar a
platillos con solucién azucarada y gldandulas de Nassonof. Si bien
las recolectoras son reclutadas mediante danzas que informan la
direccién y distancia de las fuentes de alimento, no siguen las
direcciones de manera muy precisa (Frisch 1967) y, en realidad,
tampoco es tan deseable gque asi ocurra. Las fuentes naturales
suelen estar distribuidas en vastas 4reas; asi, si los puntos de
llegada de las recolectoras estidn también distribuidos en forma

amplia, la eficiencia recolectora de la colonia es mayor que si



27

estuviesen reducidos a una 2zona puntual. En este contexto, la
feromona de Nassonof puede resultar un sistema orientador capaz de
corregir, a cortas distancias de las fuentes de alimento, un

cierto rango de errores en la precisién de su ubicacién.

3.2. "Footprints™ o Marca de las Patas

Otra feromona de "marcado positivo" de las abejas
recolectoras es 1la denominada "Footprint" (Marca de las Patas)
(Butler et al. 1969). Esta es depositada tanto en la piquera de
acceso a la colmena, ayudando asi a la orientacién de las abejas
que retornan (Ribbands & Speirs 1953, Lecomte 1956, Butler et al.
1969, 1970), como en la superficie de fuentes de alimento (Butler
et al. 1969). En este ultimo contexto, se demostré que fuentes
artificiales de alimento previamente visitadas por otras abejas -
ausentes en el momento del ensayo - eran mucho mds atractivas que
fuentes equivalentes sin visitas previas de abejas (Ribbands 1954,
Butler et al. 1969, Ferguson & Free 1979). Esto mismo se demostré
en Apis florea (Free & Williams 1979), en algunas especies del
género Bombus (Cameron 1981, Schmitt & Bertsch 1990) y en algunas
especies de Meliponinos (Lindauer & Kerr 1958). Por otro lado, el
efecto atractante ejercido por la sustancia depositada en estas
superficies tiene larga duracién ya que fuentes artificiales
previamente marcadas mantuvieron su atractivo durante varias horas
inclusive (Butler et al. 1969, Ferguson & Free 1979). Este mismo
efecto fue observado por Schmitt y Bertsch (1990) en abejorros.

Si bien 1la sustancia depositada es muy efectiva en 1la
induccién del descenso de recolectoras a las fuentes marcadas, no
se conoce aun hasta gqué distancia es percibida y efectiva.

Tampoco se conoce aun su naturaleza quimica. Chauvin (1962)
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sugirié gque esta sustancia es producida por las glandulas de
Arnhart, situadas en los tarsos de 1las patas. Ferguson y Free
(1979) han sugerido en cambio que la fuente de olor se halla
distribuida por toda 1la superficie del cuerpo, siendp la
superficie dorsal de térax y abdomen particularmente efectiva en
inducir el descenso de otras recolectoras. Esto llevd a que ,
originalmente, estos autores hablaran de una nueva feromona,
distinta de 1los "footprints" previamente descubiertos. A partir
de sus bioensayos, hablaron de una Feromona de Marcado para la
Recoleccién ("Forage Marking Pheromone"). Posteriormente, el
propio Free (1987) corrigié esta afirmacién, diciendo que 1la
Feromona de Marcado para la Recoleccién y los "footprints" eran en

realidad una misma cosa.

3.3. E1 (Z2)-11-eicosen—-1-0l:

El (Z)-1l1-eicosen-1-0l es la sustancia de "marcado positivo"
mds recientemente descubierta (Free et al. 1982).

Este compuesto es uno de los 24 hasta ahora identificados
como componentes de la feromona de alarha de la cémara del aguijoén
(Blum 1982, Pickett et al. 1982). Sin embargo, ensayado aislado
de los componentes restantes (Free et al. 1982), mostré tener una
dnica funcién: atraer recolectoras a superficies de fuentes
artificiales de alimento previamente marcadas con él. Esta
sustancia ejerce una fuerte atraccién tanto sobre recolectoras
condicionadas previamente a la fuente de alimento en cuestién como
sobre recolectoras reclutadas por las abejas experimentadas. Por
otro lado, no fue efectiva en inducir el descenso a fuentes de

agua marcadas; s6lo fue efectiva en el contexto de la recoleccién

de alimento.
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En suma, tanto los olores florales como las propias feromonas
atractivas contribuyen a 1la orientacién de las abejas en el

contexto de la recoleccién de néctar.

De este modo, sefales de color y olfativas desempefian un
papel importante en la eficiencia recolectora de estos insectos.
Al respecto, nos preguntamos acerca de la posible existencia de
preferencias espectrales y de la existencia y empleo de una
sustancia de "marcado negativo" (i.e. una sustancia que, al ser
liberada en un medio dado, generaria el rechazo de otras abejas)

para la orientacién dentro de un grupo de flores.

4. PREGUNTAS

Planteamos concretamente las siguientes preguntas:

- ¢(Existen preferencias por determinados estimulos espectrales
durante la recoleccién de néctar?

- ¢(Existen evidencias acerca del empleo de una feromona de ca-
racteristicas "negativas" (repelentes) empleada durante la
recoleccién de néctar para sefalizar flores recientemente
visitadas?

- ¢(Existe algun tipo de relacién entre la informacién provista

por las claves espectrales y el empleo o no de la feromona

negativa?

Estas tres preguntas determinan precisamente las tres partes

de las que se compone esta tesis.
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Parte

Prrimera
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CAPITULO 2

ITMPORTANCIA DE IA INFORMACION
ESPECTRAL EN LA RECOLECCION DE
NECTAR DE LA ABEJA Apils
mellifera: SMUESTRAN LAS ABEJAS

PREFERENCIAS ESPECTRALES DURANTE

LA RECOLECCION DE NECTAR?

1. INTRODUCCION: LAS PREFERENCIAS DE COLORES

Varios estudios han sugerido la existencia de preferencias
innatas por ciertos colores en las abejas recolectoras. Esta idea
surge, en realidad, con el propio Darwin (1877) quien afirmé que
"las abejas y varios insectos polinizadores debian guiarse
instintivamente hacia las flores con el fin de obtener nectar y
polen ya que asi lo hacen, sin instruccién previa, tan pronto como
emergen del estadio pupal". De este modo, Darwin anticipé el
concepto de Imagen Innata de Busqueda, imagen que permitiria a las
abejas "saber", sin ninguna experiencia previa, cémo 1luce una
fuente potencial de alimento, es decir, una flor (Kevan & Baker
1983). Asi, el empleo de estas imdgenes innatas de bisqueda
facilitaria, no sélo la localizacién de las flores, sino también
la eleccién de las mismas a posteriori del aprendizaje de sus
caracteristicas salientes (Menzel 1985).

Sin embargo, la existencia de imdgenes innatas de bisqueda
supone, de algin modo, la prefijacién rigida sobre determinados
estimulos, asociados con sus fuentes alimentarias. Contrariamente

a esto, 1la abeja no presenta un comportamiento recolector
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instintivo especializado ya que visita numerosas especies florales
(exéticas y endémicas) a lo largo de su vida. Asi, una hipétesis
alternativa (Menzel 1985), si bien no niega la existencia de una
cierta '"predisposicién" por ciertos estimulos, sugiere que las
imdgenes 1innatas de biusqueda deberian ser lo suficientemente
débiles como para no inhibir 1la orientacién y explotacién de
fuentes alimentarias distintas y mds rentables en términos de
recompensa ofrecida.

Existen muy pocos estudios referidos a una predisposicioén
instintiva de las abejas por ciertos estimulos de color. El méas
acabado de ellos, mds que estudiar este punto en concreto, analizé
las perfomances de aprendizaje y memorizacién de las abejas para
distintos estimulos espectrales mediante Ensayos de Aprendizaje
(Menzel 1967, 1968 & 1969). Menzel logré demostrar que bastaban
tres experiencias recompensadas con néctar sobre un color dado
para que éste quedase memorizado durante el resto de la vida del
animal y que, ademds, ciertos colores se aprendian mds rdapidamente
que otros. Las abejas eran entrenadas a un color determinado, en
el cual recibian recompensa de solucién azucarada, para luego ser
sometidas a la eleccién de dos <colores alternativos no
recompensados, uno de los cuales era el de entrenamiento. En cada
caso se varié tanto el numero de recompensas previas al ensayo de
eleccién cuanto el color alternativo enfrentado al de
entrenamiento en el ensayo. El violeta (400-420 nm) se aprendia
mds rdpidamente y se elegia con mayor precisién que el azul (en
segundo lugar), que el amarillo (en tercer 1lugar), que el verde
(en cuarto lugar), que el ultravioleta (en quinto lugar) y que el
verde azulado que se aprendia mds lentamente y con menor precision
(Menzel 1967). Estos resultados fueron independientes del brillo

de los colores ofrecidos y de 1la longitud de onda del color
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alternativo. Ademds, el azul presentaba un intervalo de retencién
mayor que el del amarillo (Menzel 1968), lo cual coincide con los
resultados de los experimentos de aprendizaje descritos.

En base a esto, Menzel sugirié que la tasa diferencial de
aprendizaje de los distintos colores sugeriria, en realidad, una
predisposicién innata por determinados estimulos espectrales tal
que el violeta seria el mads "“preferido" y el verde-azulado el
menos "preferido".

Pese al rigor con que fueron realizados estos trabajos, no
dejan de ser una prueba indirecta de la existencia de estas
Imdgenes Innatas de Bisqueda, en este caso referidas a 1los
colores. Otros autores intentaron usar los llamados Ensayos de
Eleccion Espontanea para analizar el problema de las preferencias
de colores (Oettingen-Spielberg 1949, Butler 1951, Ludwig - citada
en Frisch 1967 p. 247). En estos ensayos se trata de ver qué
sefiales de color son elegidas espontaneamente por wuna abeja
inexperimentada cuando se dirige a una fuente de alimento.

Los resultados disponibles de tales trabajos son
contradictorios por un lado y susceptibles de critica por el otro.
Efectivamente, Oettingen-Spielberg (1949) afirma que las abejas
exploradoras prefieren el amarillo sobre el azul mientras que
Ludwig (citada en Frisch 1967) sostiene lo contrario. Por su
parte, Butler (1951) afirma que, para las recolectoras, azul y
amarillo son igualmente atractivos.

El principal problema de estos ensayos es que no pueden
asegurar que una abeja ensayada no haya tenido alguna experiencia
previa capaz de influenciar su eleccién posterior. Este punto
cuestiona ya de por si solo el planteo original de 1los
experimentos. Ademds, el tamafio muestral es muy bajo (Oettingen-

Spielberg 1949, Butler 1951) y la motivacién recolectora de 1los
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animales ensayados no resulta claramente definida. Si 1la
motivacién recolectora no es considerada en una perfomance de
recoleccioén de alimento, los resultados son altamente
cuestionables. Por ultimo, los experimentos no excluyen la
interferencia de senales atractivas de naturaleza olfativa
(feromonas) que podrian sesgar la eleccién posterior de otras
abejas recolectoras y por ende amplificar el posible atractivo de
un color dado (Butler 1951).

Estos trabajos no excluyen tampoco 1la posible accién de
sefales espectrales supuestamente neutras en los comportamientos
de eleccién observados; esto es, se dice habitualmente que ciertos
estimulos visuales como el gris o el blanco no constituyen
informacién "vilida" en términos de visién de color y que no
podrian influenciar 1la eleccién espontdnea de colores. Luego
veremos hasta qué punto este ultimo factor puede ser realmente
importante en la eleccién espontdnea de colores de las abejas.

Ante la imposibilidad de controlar fehacientemente si una
abeja recolectora que viene del campo ha tenido o no experiencia
previa sobre otros colores que pudiesen sesgar su eleccién,
decidimos encarar el problema de las preferencias espontaneas con
un diseno experimental diferente a los anteriores.

Bdsicamente, empleamos Ensayos de Asimetria en los cuales las
abejas son entrenadas intensivamente a un color dado recompensado
y luego se las enfrenta al color de entrenamiento y a un color
nuevo, ambos recompensados, estudidndose entonces posibles sesgos
hacia alguno de 1los dos colores. Se buscé asi analizar si 1la
posible presencia de preferencias espontdneas por determinados
colores era capaz de "torcer" los efectos del aprendizaje previo,
en una situacién en 1la que, como se explicé, la experiencia

anterior del animal estd definida y controlada.
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2. MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron abejas Apis mellifera ligustica del apiario de
la Sociedad Argentina de Apicultores (S.A.D.A.), Gonzdlez Catén,
provincia de Buenos Aires (lat. 34.6° Sur). La colmena empleada

se hallaba a 60 m del laboratorio.

2.1. Dispositivo experimental:

Se empleé un Simulador de Flujo de Néctar (Nudnez 1971)
(Figura 4), situado en el laboratorio, sobre una mesa junto a una
ventana abierta.

El dispositivo consiste en un disco acrilico de 50 cm de
didmetro en el cual van insertas 12 flores artificiales idénticas,
numeradas y separadas entre si por una distancia de 10 cn. Una
unidad inyectora de 12 microburetas tipo Scholander (Kirk 1950)
abastece de solucién azucarada con flujo constante a las flores a
través de delgadas cdnulas de polietileno. Un sistema de embrague
permite acoplarlas en grupos de 3 a un motor sincrénico. Asi, el
flujo resultante por bureta puede regularse a voluntad. Cada flor
consiste en una plataforma sobre la cual ajusta un disco acrilico
de 5 cm de diametro con una perforacién central de 3 mm de
didmetro. Sobre este disco se sitia otro similar con una
perforacién central de 1 cm en la que se adapta un tubo de acceso
de PVC de 8 mm de didmetro interno. La abeja visitante se ve
obligada a penetrar en el tubo de PVC para recolectar la solucién
azucarada que fluye en la base de la flor. Entre ambos discos se
sitdia un cartén de color igualmente perforado que serd el estimulo
ensayado. De este modo, las senales de color no entran en
contacto directo con las abejas y no pueden ser marcadas con

feromonas que podrian sesgar la eleccién (Figura 4c).
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Cada flor recibié idéntico flujo de solucidén azucarada 50%
(p/p) a través de sendas cdnulas acopladas a un dispositivo
inyector (microbureta de tipo Scholander [Kirk 1950]), accionado
por un motor sincrénico.

El flujo total ofrecido en el dispositivo fue de 1.02 ul/min
(cada flor recibié 1/12 de este flujo total, i.e. 0.09 pul/min).
Calibraciones previas fueron realizadas con el objeto de
asegurarse de que todas las flores proveyesen realmente el mismo
flujo de solucién azucarada. Con este flujo en el dispositivo,
las abejas realizaron 196 + 2.62 inspecciones florales por visita
(Media * E.S.; n=308 visitas). |

Los colores usados en las flores fueron amarillo y azul
(facilmente discriminados uno del otro por las abejas [Daumer
1956, Rose & Menzel 1981)]) sobre un fondo gris neutro en el disco
acrilico de base (Figura 5). Las curvas de refleccién de los
estimulos empleados fueron determinadas por el Prof. Dr. Randolf
Menzel (Berlin, Alemania).

El motor sincrénico se encendia cada vez que que la abeja
experimental llegaba al simulador y se apagaba en el momento en
que dejaba el dispositivo para dirigirse a la colmena

Las flores numeradas fueron asignadas a dos grupos definidos
en base a series aleatorias de numeros. Asi las flores 1, 2, 3,
5, 8 y 12 fueron asignadas al Grupo I mientras que las flores 4,
6, 7, 9, 10 y 11 integraron el Grupo II. De este modo se aseguré
una distribucién azarosa de las posiciones cuando los dos colores
eran presentados al mismo tiempo en el simulador.

Un calefactor infrarrojo, ubicado a 1lm de altura sobre el

dispositivo, mantuvo 1la temperatura del 4d&rea de forrajeo a

aproximadamente 24°C.
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Figura 5. (a) Funciones de refleccién espectral de 1los dos
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Diagrama de cromaticidad de 1la abeja con 1los loci de las dos
senales de color usadas; B: azul; Y: amarillo; G: fondo gris. La

linea espectral estd marcada a los 300, 400, 500 y 600 nm.
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2.2. Procedimiento experimental:

Las abejas fueron condicionadas a trabajar en el dispositivo
experimental. Para esto, un platillo con solucién azucarada (la
misma que se provee luego en el simulador) es situado en 1la
piquera de la colmena. Cuando las abejas empiezan a libar en é1,
el plato sobre el que se hallan es transportado al lugar donde se
halla el simulador de doce flores. Las abejas pronto aprenden el
recorrido y van y vienen de la colmena al laboratorio, al cual
entran mediante una ventana previamente abierta. Cuando se retira
el platillo, las abejas empiezan a buscar la solucién, la que
finalmente encuentran fluyendo en el fondo de 1las flores,
condiciondndose entonces a trabajar regularmente en el
dispositivo.

Una vez logrado esto, se elegia una abeja para las mediciones
experimentales y se la identificaba mediante un punto de color en

el térax (Frisch 1967). Las abejas restantes eran capturadas,

alimentadas y enjauladas para uso posterior.

Cuatro situaciones experimentales consecutivas fueron

ofrecidas a la abeja en el simulador durante series de visitas

sucesivas:

(1) todas las flores del simulador presentaban el color A
(azul o amarillo), como primer color de entrenamiento.

(2) en las flores del Grupo I (o II), el color presentado
fue ahora el color B (amarillo o azul), i.e., un
segundo color alternativo era presentado en el
simulador.

(3) todas las flores del simulador presentaron el color B

(amarillo o azul), como segundo color de entrenamiento.
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(4) en las flores del Grupo II (o I) el color presentado fue
ahora el color A (azul o amarillo), i.e., nuevamente

dos colores eran presentados simultdneamente en el

simulador.

Dos series de entrenamiento fueron llevadas a cabo. En la
primera serie de entrenamiento, cada situacién descripta
anteriormente duré dos visitas consecutivas. Asi, durante las
visitas 1 y 2, la abeja encontré a todas las flores con el color
A; durante las visitas 3 y 4 encontré6 1los colores A y B
simultidneamente; durante las visitas 5 y 6 encontré el color B y

finalmente, durante las visitas 7 y 8 encontré los colores A y B

simultdneamente.

En la segunda serie de entrenamiento, cada situacién fue
presentada durante nueve visitas consecutivas, 1i.e. durante las
visitas 1-9 encontré6 a las flores con el color A y asi
sucesivamente.

Se realizaron siete réplicas de cada serie experimental, con

una abeja cada una.

Los pardmetros comportamentales medidos fueron:

El Tiempo de Visita: el tiempo que una abeja pasa en el
simulador durante una visita.
El Tiempo de Ausencia: el tiempo que una abeja pasa fuera

del simulador entre visitas.
La Eleccidén Floral: la aproximacién en vuelo de la abeja a

una flor, seguida por un aterrizaje y/o por una

inspeccién plena de la misma.
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Los experimentos fueron realizados durante dos periodos
distintos en 1lo que respecta al flujo de néctar en las fuentes
naturales: verano (Diciembre-Marzo) con altos flujos de néctar y

otonio (Marzo-Mayo) con bajos flujos de néctar.

2.3. Estadistica:

Las posibles desviaciones de una distribucién azarosa de las
inspecciones respecto de los dos colores fue analizada mediante el
Test de G (Sokal & Rohlf 1981).

Las posibles desviaciones de un arreglo azaroso de las
secuencias de inspecciones sobre un mismo color fueron analizadas

mediante el Test de Rachas (Draper & Smith 1966).

3. RESULTADOS

Un posible sesgo hacia los grupos I o II por efectos
posicionales fue analizado durante las situaciones experimentales
l y 3, es decir, cuando todas las flores del simulador presentaban
un udnico color, amarillo o azul. Los resultados del Test de G se
presentan en la Tabla 1. En estas situaciones, no se observaron
desvios de una distribucién azarosa de las inspecciones entre los
dos grupos I y II. Asi, cuando un udnico color era presentado en
el dispositivo, 1las abejas no se guiaban por una posible
informacién de posiciones.

El desvio de una distribucién azarosa de las inspecciones
entre los dos grupos hacia el color de entrenamiento (amarillo o
azul) como resultado de las situaciones experimentales 1 y 3 fue

analizado en las series experimentales 2 y 4, 1.e. cuando las
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flores de uno de los grupos (I o II) presentaban el color
alternativo. En este caso, las abejas encontraron seis flores
amarillas y seis flores azules, todas recompensadas. Los
resultados del Test de G muestran que durante la primera visita de
la nueva situacién con dos colores (visitas 3 y 10 de las series
de entrenamiento 1 y 2 respectivamente), las abejas eligieron
significativamente el color de entrenamiento (color A). Sin
embargo, esta asimetria en la eleccién de 1los dos colores
persistié, por lo general, sélo durante el primer tercio de esta
visita (visita n° 3 de la primera serie de entrenamiento y visita
n° 10 de la sequnda serie de entrenamiento). Pronto las abejas
empezaron a elegir por igual ambos colores. No existieron
diferencias en la tasa de extincién de la preferencia inicial
entre la primera serie de entrenamiento (2 visitas de
entrenamiento) y la segunda serie de entrenamiento (9 visitas de
entrenamiento).

Por udltimo, en la cuarta situacién experimental no se observé
desviacién alguna de una distribucién azarosa de las inspecciones
pese a que nuevamente los dos colores se hallaban presentes en el
dispositivo.

Ante estos resultados, nos preguntamos si realmente 1la

informacién "Y“colores distintos" era usada por las abejas cuando

los colores A y B eran presentados simultdneamente en el

dispositivo ya que, las inspecciones se distribufan azarosamente

entre estos dos colores. Para esto analizamos nuestros datos

mediante el Test de Rachas. Este test evaluia si el numero de
rachas sobre dos categorias cualquiera A y B (secuencias de tipo

AAA-BB-AA-BBB-A-B: seis rachas totales sobre seis A y seis B, por

ejemplo) sigue o no un arreglo azaroso. En otras palabras, si las

abejas realizan secuencias de inspecciones relacionadas con el



43

color de acuerdo a un patrén inusual (si siguen o alternan
colores), esto se traducird en un numero menor © en un numero
mayor de rachas que el esperable por azar respectivamente.

N6tese, respecto del ejemplo anterior de las rachas, que dos
maneras distintas de distribuir los seis A y los seis B son:
AAAAAA-BBBBBB o bien A-B-A-B-A-B-A-B-A-B-A-B. En ambos casos la
distribucién resultante de las elecciones sobre A y B parece
azarosa (6A vs 6B) pero las secuencias de eleccién se apartan del
azar: en el primer caso hay sélo dos rachas (se sigue el color) y

en el segundo caso hay doce rachas (se alterna el color).
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Tabla 1
12 serie 28 serie

Situacién Visita G P Visita G P
18 1 0.35 NS 1 0.03 NS
2 0.00 NS 2 0.25 NS
24 3 10.36 <0.005 10 11.56 <0.001
4 0.67 NS 11 0.27 NS

3a 5 0.71 NS 19 0.74 NS
6 0.38 NS 20 0.72 NS

42 7 0.08 NS 28 0.05 NS
8 0.67 NS 29 0.005 NS

Para la segunda serie de entrenamiento (9 visitas por situacién)
se presentan sélo las dos primeras visitas de cada situacién. Los

valores de G para las visitas faltantes fueron todos NS.
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Los resultados obtenidos al comparar los datos agrupados de
la 1% y 338 gituacién experimental versus los de la 28 y 42
situacién experimental (un color vs dos colores en el simulador)
se presentan en 1la Tabla 2(a) para la primera serie de
entrenamiento y en la 2(b) para la segunda serie de entrenamiento.
Los datos presentados son el nimero de visitas de cada situacién
experimental en las que las secuencias de inspecciones se
apartaron de un arreglo azaroso o no. Obviamente, cuando un solo
color estd presente en el simulador (12 y 32 situacién), las dos
categorias sobre 1las que se consideran las secuencias de
inspecciones son los grupos I y II de flores a los que se les
asignaba posteriormente colores distintos (22 y 42 situacién).

En las dos series de entrenamiento se observa que el numero
de visitas en las que las secuencias de inspecciones no siguieron
un arreglo azaroso fue significativamente mayor toda vez que 1los
dos colores eran presentados simultdneamente en el simulador. Del
mismo modo, cuando un solo color era presentado en el dispositivo
(control: situacién 18 y 33), las visitas mostraron secuencias de
inspecciones azarosas en relacién con los grupos de flores I y II.

Que las secuencias de inspecciones no siguieran un arreglo
azaroso en el tiempo toda vez que dos colores se presentaban
simultdneamente en el dispositivo, nos indica que la informacién
de color era tenida en cuenta (pese a que las inspecciones se
distribuian por igual sobre los dos colores) pero no nos indica de
qué manera esto ocurria.

Para esto calculamos la longitud media de racha (numero total
de inspecciones/nimero de rachas) en aquellas situaciones en las
que las secuencias de inspecciones se apartaron del azar

a.

(situaciones experimentales 22 y 43: dos <colores en el

dispositivo).
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Los resultados se presentan en la Tabla 3.

Se observa que, en ambas series de entrenamiento, la longitud
media de racha fue significativamente mayor que lo esperado por
azar en la primera visita de la segunda situacién experimental,
i.e. cuando las abejas encontraron por primera vez los dos
colores, el de entrenamiento y el nuevo, en el simulador. Esto
es, las abejas "siguieron" el color A.

En las visitas restantes, en ambas series de entrenamiento,
la longitud media de racha fue en cambio significativamente menor
que lo esperado por azar (longitud media de racha en la 32
situacién experimental (un color solo) = 1.88 * 0.06 vs longitud

media de racha en la 42 situacién experimental (dos colores) =

1.73 £ 0.03; t = 6.3245; P<0.001). Esto es, las abejas pasaron a

-_— ’

"alternar" colores en rachas cortas.
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Tabla 2
12 y 32 situacién 22 y 43 situacién G P
Test de Rachas (control) (test)
(a) Primera Serie
<0.005 1 27 31.57 <0.001
NS 27 1 31.57 <0.001
Total 28 28
(b) Segunda Serie
<0.005 9 107 97.51 <0.001
NS 117 19 78.53 <0.001
Total 126 126

Numero de visitas en las que las secuencias de inspecciones se
apartaron de un arreglo temporal azaroso (<0.005) o no (NS) para

la primera serie de entrenamiento [2(a)] y para la segunda serie

de entrenamiento [2(b)].

Tabla 3
Primera Serie Segunda Serie
Situacioén Visita LMR % D.S. Visita LMR * D.S.
22 3 2,37 * 0.32 10 2.75 + 1,01
4 1.77 £ 0.17 11 1.57 * 0.14
43 7 1.72 £ 0.04 28 1.70 £ 0.04
8 1.74 £ 0.06 29 1.74 * 0.09

LMR: longitud media de racha=numero total de inspecciones/numero

de rachas.
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4. DISCUSION

En el presente diseno experimental, las abejas no mostraron
asimetrias en la eleccién de color (Tabla 1). Esta falta de
asimetrfia fue independiente de la hora del dia, de la estacién y
de la secuencia de colores propuesta en el simulador.

Luego de un condicionamiento intensivo a un color en ausencia
de otros, las abejas mostraron un sesgo en sus elecciones hacia el
color de entrenamiento durante la primera visita de la segunda
situacién experimental (dos colores - Tabla 1). Este sesgo
desaparecié luego de unas pocas inspecciones recompensadas en el
color nuevo. Este comportamiento muestra que 1las abejas
revirtieron rdédpidamente su aprendizaje original al ser también
recompensadas en el color novedoso. En efecto, la abeja es muy
eficiente en 1la recoleccién de néctar y ante una situacién
desventajosa (de mantenerse en sdélo seis flores del color original
obtendria, obviamente, 1la mitad del néctar recogido en 1la
experiencia anterior, cuando las doce flores presentaban el color
A), decide inspeccionar el color "desconocido" y muy pronto
aprende que también el nuevo color ofrece recompensa: asi,
trabajando en ambos, obtiene el monto de solucién azucarada
original.

Que las abejas puedan revertir el aprendizaje de ciertos
estimulos no es un hecho novedoso (Menzel 1969, 1985, Bogdany
1978). En un entorno natural que varia en la oferta de especies
florales, resulta fundamental la posibilidad de aprender nuevos

estimulos asociados con flores mas rentables.

El andlisis estadistico del nimero de rachas en 1los dos
colores mostré que el color es continuamente usado como clave de

orientacién durante las visitas de recoleccién de las abejas en el
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simulador. Esto se muestra en las Tablas 2(a) y 2(b), donde se
observa dque toda vez que dos <colores fueron presentados
simultdneamente en el dispositivo, el numero de rachas sobre ambos
colores se desvié significativamente de lo esperado por azar. Por
otro lado, una posible informacién referida a la posicién de las
flores en el dispositivo no fue usada por las abejas que
recolectaban néctar en el simulador. Esto se observa también en
las Tablas 2(a) y 2(b) donde, en las situaciones-control (un solo
color presente), la mayor parte de las visitas no mostré desvios
significativos de lo esperable por azar en lo que respecta a las
secuencias de inspecciones sobre los grupos I y II.

Si se toma ademds en cuenta la longitud de racha, el color
aprendido originalmente (color A) fue seguido a través de rachas
mds largas que las esperables por azar durante la primera visita
de la segunda situacién experimental. Luego, las abejas pasaron a
realizar rachas mds cortas que las esperables por azar (Tabla 3).
Sin embargo, dado que el cambio de '"seguir el color de
entrenamiento" a "alternar" ocurriod luego de unas pocas
inspecciones y con distintos lapsos de tiempo en cada abeja, la
longitud media de racha en 1la primera visita de 1la segunda

situacién experimental mostré una alta variabilidad (Tabla 3).

Asi, estos resultados sugieren que la informacién de color es
usada para saltar de un grupo de flores con un color a otro grupo
de flores con otro color, en una estrategia que parece relacionada
con la probabilidad de encontrar recompensa en un nismo color.
Esto es, dado que la informacién de posicidén no es usada por las
abejas, cada inspeccién reiterada sobre un mismo color disminuiria

la probabilidad de encontrar recompensa en ese color. Una
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solucién posible es pues "saltar" permanentemente de un color a

otro.

Estos resultados apoyan la idea de que el color es una clave
para la toma de decisiones durante la recoleccién de néctar, tal
como se infiere de la conocida "“constancia floral" de las abejas
(Frisch 1914, 1967, Faegri & van der Pijl 1966) que despliegan su
actividad recolectora sobre un unico tipo de flores por visita,
independientemente de gque en 1las inmediaciones existan otros
morfos o especies florales capaces de proveer una atractiva
recompensa en néctar o polen.

En condiciones naturales, flores diferentes pueden requerir
patrones motores diferentes para la explotacién del néctar y del
polen. De ocurrir asi, tales flores tienen alta probabilidad de
estar senalizadas por colores distintos (Heinrich 1975). Asi, la
constancia de colores representaria en realidad una estrategia
tendiente a optimizar 1la manipulacién floral al evitar 1la
complicacién que tendrian las abejas de tener gque asociar un
patron motor de inspeccién dado con distintos colores al mismo
tiempo. La recoleccién de alimento es entonces mas eficiente si
las abejas trabajan "en serie" (es decir, siguiendo un solo tipo
floral), como realmente lo hacen en tanto y en cuanto la oferta en
néctar de ese tipo floral sea rentable.

Los abejorros (Bombus sp.) también recolectan néctar y polen
de una gran variedad de flores y, en cada momento, cada individuo
trabaja sobre un numero limitado de especies florales. Esto es,
como la abeja A. mellifera, las especies de Bombus son
generalistas florales pero los individuos son especialistas
(Heinrich 1976). Sin embargo, el hecho de que en selvas

tropicales tanto diferentes especies de abejas sin aguijén cuanto
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la propia abeja africanizada A. m. scutellata (Nunez, comunicacién
personal) desplieguen un comportamiento recolector altamente
poliléctico (i.e. visitan habitualmente distintas especies
florales en un mismo viaje de recoleccién) muestra que otras
estrategias son posibles.

Por udltimo, si bien no pudimos demostrar la existencia de
preferencias espontdneas capaces de "torcer" el aprendizaje de un
color dado en el presente disefio experimental, demostramos una
falta de asimetria entre el azul y amarillo empleados. De esto

podria concluirse gque esta falta de asimetria indicaria una

prominencia similar del azul y del amarillo lo cual coincidiria

con la ausencia de preferencia por alguno de estos dos colores.
Sin embargo, podria ocurrir en realidad que el aprendizaje de
colores en las fuentes de alimento tenga un efecto tan fuerte que
enmascararia cualquier preferencia espontdnea débil.

La eleccién espontdnea de colores en las fuentes de alimento
resulta asi prdcticamente imposible de estudiar experimentalmente
ya que el animal debe estar motivado para la biusqueda de alimento
en un lugar dado y que la obtencién misma del alimento involucra
el rapido aprendizaje de 1las <claves, visuales y 9otras,
relacionadas con la fuente de alimento. Asi, si las abejas fuesen

capaces de generalizar de una clave visual a otra, como realmente

parecen hacerlo (Menzel & Nunez, trabajo inédito), cualquier

preentrenamiento tendria en realidad un fuerte impacto en 1la

eleccién posterior de colores aun si se usaran senales de color

"neutras" (grises, blancas o negras).

Este udltimo punto es el que da origen precisamente al

siguiente capitulo.
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5. CONCLUSION

No se observaron preferencias por alguno de los dos colores
empleados (azul y amarillo) en el disefno experimental empleado.

Sin embargo, el andlisis de las secuencias de inspecciones
mostré que las abejas emplearon una estrategia relacionada
directamente con las sefales de color: el color fue usado como
clave para saltar de un grupo de flores con un color a otro grupo
de flores con otro color en una estrategia que parece relacionada
con la probabilidad de encontrar recompensa en un mismo color.

Se observa asi cémo el color puede constituir una herramiénta
para la optimizacién de la recoleccién de néctar.

Se plantea finalmente 1la pregunta acerca de si 1las
preferencias espontdneas observables por determinados colores no
podrian estar en realidad influidas por 1la generalizacién vy

aprendizaje de senales de color tedéricamente neutras.



53
CAPITULO 3

PREFERENCIAS ESPECTRALES Y
GENERAIL.ITIZACION DE COLORES EN A

ABEJA Apis mellifera

1. INTRODUCCION

Como se dijo en el capitulo anterior, las preferencias

espontdneas de las abejas por determinados colores han sido

inferidas a partir de estudios de aprendizaje (Menzel 1967, 1968).
El tema de las preferencias innatas por ciertos colores no ha sido
aun analizado adecuadamente toda vez que se intenté estudiar el
asi llamado comportamiento de eleccién espontdnea de abejas en
libre vuelo. Una dificultad importante de estos ensayos es 1la
fuerte influencia que ejercerian los procedimientos de
preentrenamiento que podrian oscurecer informacién preexistente.

Se ha sugerido ademds que las abejas usarian la informacién
aprendida en un lugar nuevo antes gque transferir experiencias
previas de lugares distintos. De ser asi, este hecho subrayaria
ain mds la importancia de los procedimientos de preentrenamiento
en relacién con el comportamiento de eleccién de 1las abejas
recolectoras. Planteamos entonces la pregunta acerca de si las
preferencias espontdneas de las recolectoras podrian estar
afectadas por la generalizacién de claves espectrales tedéricamente
neutras, ofrecidas durante el proceso de entrenamiento. Los
de

resultados obtenidos permitieron establecer una jerarquia

colores, surgida de ensayos de eleccién posteriores a situaciones
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de preentrenamiento controladas en el simulador de flujo de

néctar.

2. MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron abejas Apis mellifera ligustica de una colmena
situada a 40 m del laboratorio, instalada en el apiario de 1la
Sociedad Argentina de Apicultores (S.A.D.A.), Gonzdlez Catdn,
provincia de Buenos Aires (lat. 34.6° Sur).

Se usé el simulador de flujo de néctar ya descrito.

2.1. Procedimiento experimental:

Las abejas fueron primero entrenadas a recolectar néctar en
las doce flores numeradas sin marcas de color sobre un fondo gris.
El flujo total de solucién azucarada 50% (p/p) provisto fue 2.04
pl/min (cada flor recibié 1/12 de este flujo total, es decir, 0.17
pl/min). Con este flujo total, las abejas realizaron 117.5 * 3.65
inspecciones por visita (media * S.E.; n=80 visitas).

Luego, una abeja fue seleccionada para las medidas
experimentales, sefialada mediante un punto de color en el térax y
entrenada, durante dos visitas consecutivas, a recolectar solucién
azucarada en las flores que presentaban, cada una, un disco de
aluminio que reflejaba un espectro continuo (Figura 6). El resto
de las abejas fue enjaulado para uso posterior.

Luego del entrenamiento, la abeja experimental fue enfrentada
a dos (Experimento 1) o tres colores (Experimento 2) no
recompensados en el simulador. Para esto, dos o tres grupos de

flores fueron previamente definidos (Grupos I, II y III). En cada
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O (a) J Y

Energia relativa

Funciones de refleccién espectral de 1los cuatro
estimulos usados. Al: aluminio; V: violeta; B: azul; Y: amarillo:
G: fondo gris. (b) Diagrama de cromaticidad de la abeja con los
loci de 1las cuatro senales de color usadas; Al: aluminio; V:
violeta; B: azul; Y: amarillo; G: fondo gris. La linea espectral

estd marcada a los 300, 400, 500 y 600 nm.

Figura 6. (a)
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flor, el disco de aluminio fue situado, como los discos de color,
entre los discos acrilicos y no podia, por ende, ser marcado por
las abejas.

La eleccién floral (aproximacién en vuelo de la abeja a una
flor, seguida por un aterrizaje y/o por una inspeccién plena de la
misma) fue medida durante las dos visitas de entrenamiento vy
durante los primeros 5 minutos de la tercera visita, i.e. durante
las dos visitas con el aluminio recompensado y durante los
primeros 5 minutos de la visita en la cual estaban presentes 1los
colores no recompensados.

Los colores usados fueron: violeta, amarillo y azul (Figura
6).

Los colores se cambiaban de un grupo a otro (I, II o III), de
una abeja a otra. Cada abeja actda asi como control de las otras.

Los resultados fueron obtenidos a partir de 147 visitas de 49

abejas distintas.

Para descartar un posible cambio de 1las propiedades
cromdticas de los discos de aluminio, inducido por los discos
acrilicos que los recubrian, los primeros fueron puestos sobre los
segundos en visitas-control de entrenamiento. Los discos de
colores fueron mantenidos bajo los discos acrilicos en las
visitas-test. Los resultados no mostraron en este caso ninguin

efecto de los discos acrilicos en el comportamiento de eleccién de

las abejas.

Los parametros espectrales de los cartones -de color y sus
respectivos espectros de refleccién fueron obtenidos por gentileza
del laboratorio del Prof. Dr. Randolf Menzel (Berlin, Alemania);

el espectro de refleccién de los discos de aluminio fue obtenido
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por el Grupo Argentino del Color (G.A.C.) del Instituto Nacional

de Tecnologia Industrial (I.N.T.I.), Buenos Aires.

Los experimentos fueron realizados durante dos periodos
distintos en 1lo que respecta al flujo de néctar en las fuentes
naturales: verano (Diciembre-Marzo), con altos flujos de néctar, y

otofio (Marzo-Mayo), con bajos flujos de néctar, de 1989.

2.2. Estadistica:

El desvio de una distribucién azarosa de las inspecciones
entre los dos colores (Experimento 1) fue analizado mediante el
Test de G (Sokal & Rohlf 1981).

El Test de X2 fue usado con el mismo fin cuando tres colores

eran presentados simultdneamente en el dispositivo.

3. RESULTADOS

En el Experimento 1, una asimetria en las elecciones hacia el
violeta surgidé cuando este color fue enfrentado al amarillo (Tabla
4). ' Los Qalores medios de las 13 abejas estudiadas en esta
situacién muestran que las abejas realizaron una eleccién
simétrica de los grupos I y II y que luego esta eleccidén se desvié
significativamente hacia el violeta en la visita-test (G=21.26;
P<0.001). Por otro lado, si se toman los valores de la visita-
test de cada una de las 13 abejas, un valor de G de heterogeneidad
puede ser obtenido. En este caso (violeta vs. amarillo),

Ghet=16.28 que es NS con 12 grados de libertad; i.e., todas las
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abejas prefirieron de la misma significante manera al violeta
cuando éste fue enfrentado al amarillo.

Al ofrecer violeta y azul simultdneamente, se observé una
simetria aparente entre los dos colores; tomando en cuenta los
valores medios de las 12 abejas estudiadas en esta situacién, azul
y violeta parecen ser elegidos por igual (Tabla 5: G=2.69; NS).
Sin embargo, el valor de G para los datos agrupados (Gpooled) de
las 12 réplicas (violeta: 398 inspecciones - azul: 251
inspecciones) fue G=33.59 (gl:1; P<0.001) y muestra que hubo un
desvio pronunciado hacia el violeta. De las 12 abejas estudiadas,
5 mostraron un valor de G significativo (sesgo hacia el violeta) y
7 mostraron un valor de G no significativo. Con todo, Gpet=18.66,
que es NS con 11 grados de libertad. Esto es, aun cuando 7 abejas
no mostraron valores de G significativos, en todos los individuos
ensayados existié una tendencia hacia el violeta al ser enfrentado
al azul. No se observd sesgo alguno hacia el azul.

Finalmente, cuando el azul y el amarillo  fueron ofrecidos
simultdneamente en el dispositivo, un desvio significativo hacia
el azul fue observado (Tabla 6: G=6.26; P<0.025). Sin embargo,
aun cuando el valor de G para los datos agrupados de las 8 abejas

estudiadas fue altamente significativo (azul: 211 inspecciones
amarillo: 86 inspecciones; G=54.28; gl:1; P<0.001), el valor de
Ghet fue 79.94 (gl:7; P<0.001). Esto es, no todas las abejas
mostraron una desviacién clara hacia el azul cuando éste fue

enfrentado al amarillo, aun si los valores medios o los agrupados

evidenciaron un desvio significativo hacia el azul.

El Experimento 2 confirmé el orden jerdrquico establecido
para los tres estimulos espectrales: violeta en primer lugar, azul

en segundo lugar y amarillo en tercer lugar. Las abejas, que



59

realizaron durante 1las visitas de entrenamiento una eleccién
simétrica de 1los tres grupos de flores previamente definidos,
mostraron en la visita-test un desvio significativo hacia el grupo
de flores violetas, siendo el azul, a su vez, mds preferido que el

amarillo (Tabla 7: X2=11.77; gl:2; P<0.005).

Finalmente, para analizar hasta qué punto el estimulo del
aluminio es "neutro" respecto de la eleccién de colores (i.e. si
influye o no en la eleccién de colores), fue ofrecido enfrentado
al violeta (seis flores con aluminio y seis flores violeta), luego
de las dos consabidas visitas de entrenamiento a las flores con
discos de aluminio. Los resultados se presentan en la Tabla 8.
Los valores medios de las nueve abejas estudiadas en esta
situacién muestran que los insectos aprendieron a asociar
efectivamente el estimulo del disco de aluminio con la recompensa
de solucién azucarada y que por ende lo prefirieron frente al
violeta (G=7.27; P<0.01). Por otro 1lado, el valor de Gpet
calculado fue de 10.11 que es NS con 8 grados de libertad. Esto
es, todas las abejas prefirieron significativamente con igual

sesgo el aluminio antes que el violeta.
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Tabla 4
Visita Grupo I Grupo II Total G
Entrenamiento 1 53 56 109 0.08 (NS)
2 61 61 122 0 (NS)
Test Violeta: 38
Amarillo: 8
Total: 46

G = 21.26 (P<0.001)

Violeta vs amarillo (n=13 abejas). Valores medios de eleccién

floral de 13 abejas en un test en el que flores violetas eran
enfrentadas a flores amarillas luego de dos visitas de

entrenamiento a flores con discos de aluminio.

En la visita-test, los colores fueron asignados en forma variable
a los Grupos I y II (seis flores cada uno) de modo de asegurar
una distribucién asleatoria en el simulador de flujo de néctar

Tabla 5
Visita Grupo I Grupo II Total G
Entrenamiento 1 49 48 97 0 (NS)
2 60 58 118 0.02 (NS)
Test Violeta: 33
Azul: 21
Total: 54

G = 2.69 (NS)

Violeta vs azul (n=12 abejas). Valores medios de eleccién floral
de 12 abejas en un test en el que las flores violetas eran

enfrentadas a flores azules luego de dos visitas de entrenamiento
a flores con discos de aluminio.

En la visita-test, los colores fueron asignados en forma variable
a los Grupos I y II (seis flores cada uno) de modo de asegurar una
distribucién aleatoria en el simulador de flujo de néctar.
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Tabla 6
Visita Grupo I Grupo II Total G
Entrenamiento 1 43 49 92 0.39 (NS)
2 61 61 122 0 (NS)

Test Azul: 26

Amarillo: 11

Total: 37

G = 6.26 (P<0.025)

Azul vs amarillo (n=8 abejas). Valores medios de eleccién floral
de 8 abejas en un test en el que las flores azules eran

enfrentadas a flores amarillas 1luego de dos visitas de

entrenamiento a flores con discos de aluminio.
En la visita-test, los colores fueron asignados en forma variable
a los Grupos I y II (seis flores cada uno) de modo de asegurar una

distribucién aleatoria en el simulador de flujo de néctar.

Tabla 7
Visita Grupo I Grupo II Grupo III Total X2
Entrenamiento 1 39/39 39/39 39/39 117 0(NS)
2 37/36.33 36/36.33 36/36.33 109 0.02(NS)

Test Violeta: 21/13.33

Azul: 13/13.33

Amarillo: 6/13.33

Total: 40

X2 = 11.77 (P<0.005)

Violeta vs azul vs amarillo (n=7 abejas). Valores medios de

eleccién floral de 7 abejas en un test en el que las flores
violetas eran enfrentadas a flores azules y a flores amarillas
luego de dos visitas de entrenamiento a flores con discos de
aluminio. Bajo barras, las frecuencias esperadas para cada grupo
segun una distribucién aleatoria de las inspecciones en los Grupos
I, IT y III.

En la visita-test, los colores fueron asignados en forma variable

a los Grupos I, II y III (cuatro flores cada uno) de modo de
asegurar una distribucién aleatoria en el simulador de flujo de

néctar.
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Tabla 8
Visita Grupo I Grupo II Total G
Entrenamiento 1 54 50 104 0.15 (NS)
2 48 53 101 0.25 (NS)
Test Aluminio: 29
Violeta: 12
Total: 41

G = 7.27 (P<0.01)

Aluminio vs violeta (n=9 abejas). Valores medios de eleccién

floral de 9 abejas en un test en el que las flores con aluminio
eran enfrentadas a flores violetas 1luego de dos visitas de
entrenamiento a flores con discos de aluminio.

En la visita-test, el aluminio y el violeta fueron asignados en
forma variable a los Grupos I y II (seis flores cada uno) de modo
de asegurar una distribucién aleatoria en el simulador de flujo de

néctar.
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4. DISCUSION

Nuestros resultados sugieren que, luego de un entrenamiento a
una sefnal de refleccién relativamente continua y equivalente en el
espectro visible (el aluminio), un orden jeradrquico respecto de la
eleccién de colores como sefales en las fuentes de alimento puede
ser establecido en las abejas de libre vuelo. El Experimento 1
permitié la comparacién entre pares de colores y el Experimento 2
confirmé el order jerdrquico establecido en el Experimento 1.

Las abejas entrenadas al aluminio, con una refleccién
espectral relativamente pareja en el espectro visible y una
refleccién en el UV mayor que la del fondo, mostraron una
preferencia por el violeta, luego por el azul y finalmente por el
amarillo. Parece dificil decidir si este comportamiento de
eleccién sesgada resulta de preferencias innatas espontdneas por
ciertos colores 1luego de entrenamiento a una senal tedéricamente
"neutra" (Menzel 1967, 1985) o de procesos de generalizacién de la
sefial de aluminio entrenada.

La segunda posibilidad supone que la sefal de aluminio no
seria en realidad "neutra" ya que podria influir 1la eleccidn
posterior de estimulos espectrales. Que la senal no es neutra y
que es, en cambio, asociable con 1la recompensa de solucién
azucarada se puede ver en la Tabla 8: entre el aluminio y el
violeta, 1las abejas prefirieron significativamente el aluminio.
Por otro 1lado, si se habla de generalizacién de estimulos
espectrales, una estimacién de 1las distancias perceptuales entre

los estimulos usados es necesaria.

Como se dijo en el capitulo 1, la determinacién de tales
distancias es posible mediante el uso del modelo de Backhaus et

al. (1987a) y de Menzel y Backhaus (1989), quienes encontraron que
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las dos dimensiones perceptuales que definen el espacio de color
de 1la abeja corresponden a dos procesos oponentes de color:
UV/Azul-Verde y Azul//UV-Verde. En este modelo, la diferencia
perceptual total entre estimulos espectrales se calcula como 1la
suma de las distancias absolutas en las escalas A y B de la Figura
7 (escala A: UV/Azul-Verde; escala B: Azul/UV-Verde). De 1la
Figura 7 (calculada para una adaptacién al fondo gris usado), se
puede obtener 1las distancias perceptuales D entre 1los 1loci de
nuestros cuatro estimulos usados segun:
D= | (A; - Az1y) | + | (Bi = Bajy) |,

donde A; y B; son las coordenadas del color i en las escalas Ay B
respectivamente.

Las distancias D son: entre aluminio y violeta, 2.39; entre
aluminio y azul, 2.72 y entre aluminio y amarillo, 5.90. Asi, el
orden jerdrquico de colores obtenido en 1los experimentos de
"eleccién espontdnea" puede relacionarse con un proceso de
generalizacién en el cual las abejas, entrenadas a la senal de
aluminio, prefirieron luego la senal espectral mads cercana a la
senal preentrenada. Considerando las distancias establecidas
entre el aluminio y el azul y el amarillo, los resultados de
eleccién espectral de estas senales se pueden también interpretar
como consecuencia del proceso de generalizacién, en el cual el
azul fue preferido al estar mds cerca que el amarillo de la senal
de aluminio. Del mismo modo, las diferencias en la eleccién del
violeta respecto del azul pueden relacionarse con la mayor
cercania del violeta al 1locus del aluminio pese a que 1la
diferencia en distancias parece pequena. El amarillo, el color
mds alejado, fue asi el menos preferido.

En la situacién experimental que dio origen al modelo de

Backhaus et al. (1987a) (vease también Menzel & Backhaus 1989), el
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Figura 7. Espacio antagonista de colores incluyendo los cuatro
loci de los cuatro estimulos espectrales usados. Al: aluminio; V:
violeta; B: azul; Y: amarillo; G: fondo gris. Los ejes A y B
corresponden a los dos procesos espectrales antagonistas UV/Azul-

Verde y Azul/UV-Verde respectivamente.
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brillo es ignorado por las abejas en experimentos de entrenamiento
a colores en los cuales las abejas no son entrenadas
particularmente a diferencias en el brillo de sefiales de escasa
diferencia en tono y saturacién (vease también Backhaus et al.
1987b). Esto coincide con los resultados de Daumer (1956) y von
Helversen (1972) (en este contexto, el brillo se define como 1la
suma de las absorciones de 1los tres tipos de fotorreceptores
espectrales luego de adaptacién al fondo empleado en el
experimento). Sin embargo, las abejas pueden percibir diferencias
en el brillo de las sefales de color tal como se vio en los
primeros experimentos de von Frisch (1914) y en experimentos de
fototdxis mds recientes (Menzel & Greggers 1985). Asi, nuestros
resultados podrian estar influenciados en realidad por
preferencias espontdneas o aprendidas relacionadas con esta
dimensién; i.e. las abejas bajaron al violeta no por el violeta en
si ni por su proximidad perceptual al aluminio, sino por alguna
caracteristica especial del brillo. Sin embargo, la medicién de
los pardmetros espectrales empleados nos permitié establecer el
siguiente orden jerdrquico referido al brillo: (1) azul: 1.3411;
(2) amarillo: 1.2266; (3) violeta: 1.0114. Como se ve, este orden
no es correlacionable en modo alguno con el obtenido para 1la
eleccién espectral. De este modo, descartamos que el brillo haya
sido una variable relevante en la eleccién "espontanea" de colores
de las abejas.

No podriamos excluir 1la incidencia de preferencias innatas
por colores en nuestros resultados, sobre todo si se considera que
el orden de <colores propuesto coincide <con el orden de
preferencias establecido por Menzel (1967) a partir de sus ensayos
de aprendizaje : el violeta es aprendido mds rdpidamente y elegido

con mayor precisién, seguido luego por el azul, el amarillo, el
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verde, el UV y finalmente el verde-azulado que es aprendido mds
lentamente y con menor precisién. Sin embargo, es importante

subrayar que procesos de Ggeneralizacién diferencial pueden

explicar por si solos nuestros resultados.

Las condiciones ecoldgicas externas podrian haber
influenciado la eleccién espectral de las abejas estudiadas, i.e.
el balance global de las flores nectariferas - y de sus colores -
en el entorno podria reflejarse en realidad en el comportamiento
de eleccién observado. Sin embargo, 1las 40 abejas usadas
arrojaron resultados concordantes en experimentos que cubrieron
diferentes periodos de disponibilidad de néctar en 1las fuentes
naturales y diferentes floraciones predominantes (verano y otono).

Por ende, este factor también es descartable como relevante en

nuestros resultados.

La principal conclusién de nuestros resultados es que el
preentrenamiento desempefia un papel decisivo .  en el 1llamado
comportamiento de eleccién espontdnea. Las abejas eligen 1las
seflales espectrales en una fuente artificial en funcién de 1la
experiencia previa aprendida en esa misma fuente antes que
transferir la informacién aprendida en 1lugares distintos. Aun
cuando las sefales espectrales posteriormente elegidas no
estuvieron disponibles durante el preentrenamiento, procesos de
generalizacién diferencial son posibles y pueden entonces
influenciar fuertemente cualquier eleccién "espontdnea". Asi, el

término "espontdneo" adquiere un valor relativo ya que, al no

existir senales "neutras", cualquier estimulo podria afectar 1la
eleccién de colores. Tal como fue afirmado por Menzel
(comunicacién personal), cualquier ensayo de aprendizaje parece
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borrar la vieja memoria e inducir un comportamiento de bisqueda

gufado por la nueva informacién aprendida en el nuevo lugar.

5. CONCLUSION

A lo largo de nuestros experimentos no pudimos demostrar 1la
existencia de preferencias espontdneas, de naturaleza innata, por
determinados estimulos espectrales. Esto no significa
necesariamente que tales preferencias no existan; puede ocurrir
(Menzel 1985) que 1las abejas muestren en realidad ciertas
predisposiciones innatas por ciertos colores pero que éstas sean
"débiles" de tal forma que el efecto del aprendizaje las enmascare
fdcilmente. Este punto constituye Jjustamente wuna de las
principales conclusiones de la primera parte de nuestra tesis: las
capacidades de aprendizaje y memorizacién de estimulos espectrales
en la abeja doméstica son tan desarrolladas gque cualquier
obtencién de alimento en una fuente involucra el aprendizaje
rdpido de las sehales asociadas a él1 de modo tal que, de faltar
estas sefales posteriormente, pueden ser facilmente generalizables
e influenciar asi cualquier eleccién de estimulos espectrales.

Asi, hasta los estimulos pretendidamente neutros pueden ser
generalizados, lo cual permite replantear la validez del término
"eleccion espontdnea" desde el momento en que esta espontaneidad
es también la manifestacién de un comportamiento aprendido.

Un experimento critico posible para probar la existencia o no
de preferencias innatas por <ciertos <colores - actualmente
imposible de realizar con los medios que poseemos - consistirfa en

ofrecer, luego del entrenamiento al aluminio, estimulos
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espectrales equidistantes del locus del aluminio (en términos de
distancias perceptuales). Asi, si la eleccidén resulta auin sesgada
hacia algun color, esto podria deberse a las preferencias innatas
aludidas, suponiendo que otros factores extrafos hayan sido
controlados. Sin embargo, este experimento implica el control
exacto y calculado de las distancias perceptuales, esto es del
tono y de la saturacién de los colores a usar, un hecho imposible
de lograr con simples cartones de colores pero si realizable con
filtros de color y otros dispositivos adecuados. Del mismo modo,
diferentes estimulos espectrales podrian usarse en el
entrenamiento con el fin de detectar posibles dependencias del

proceso de generalizacién en relacién con la longitud de onda.
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Segunda Parte
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CAPITULO 4q
Importancia de la informacion
olFfativa en 1la recoleccion de
nectar de la abeja Apis mellifera
Y. = uso de umuna sustancia de

"Tmarcado negativo"

1. INTRODUCCION:EL MARCADO NEGATIVO DE FUENTES DE ALIMENTO

El valor funcional de las feromonas de "marcado positivo" se
ve al considerar que estas sefales permiten la orientacién vy
localizacioén de las fuentes de alimento a cortas distancias. Por
ello resultan importantes en 1la eficiencia recolectora de 1las
abejas. Una intervencién similar de sustancias de '"marcado
negativo" (sustancias que, al ser liberadas, producen el rechazo
de las superficies marcadas) en la eficiencia recolectora fue, al
principio descartado (Butler 1966, Simpson 1966).

Se ha postulado que los animales nectarivoros sélo pueden
realizar una estimacién de 1los con@enidos de néctar después de
haber probado efectivamente las flores (Pyke 1978). Sin embargo,
en el caso de las abejas, se ha sugerido que las recolectoras
pueden distinguir flores con néctar de flores vacias visualmente
(Thorp et al. 1975), por el olor del néctar en si (Heinrich 1979,
Marden 1984) o por gradientes intraflorales de humedad (Corbet et
al. 1979).

Nuinez (1967) demostré ademds experimentalmente gque una
sustancia de marcado negativo debia ser usada por las recolectoras
para distinguir flores con flujo de néctar (recompensadas) de
flores sin flujo de néctar (agotadas). Trabajando con doce flores

artificiales idénticas (6 recompensadas y 6 agotadas) conectadas a
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un extractor de aire, pudo demostrar que las flores agotadas eran
rechazadas por 1las recolectoras, gque centraban entonces sus
inspecciones en las flores recompensadas, y que estos rechazos
desaparecian cuando el extractor de aire era encendido. Por ello,
propuso 1la existencia de una sustancia de marcado negativo,
empleada para permitir el reconocimiento de flores agotadas vy
hacer asi mds eficiente la recoleccién de néctar.

Pese a estos resultados, el tema de un probable marcado
negativo de flores sélo reapareceria diez anos mds tarde. En
base a observaciones de campo y sin demostracién experimental,
otros autores sugirieron la existencia de una feromona de marcado
negativo en la recoleccién de néctar: Frankie y Vinson (1977) en
Xylocopa virginica texana , Corbet et al. (1984) en Apis mellifera
Y en Bombus pratorum, Wetherwax (1986) en Apis mellifera y Kato
(1989) en Bombus diversus observaron rechazos de ciertas flores y
postularon la existencia de sendas sustancias de marcado negativo
de accién similar. Ninguno de estos autores, salvo Corbet et
al., quienes parecen haber interpretado mal el diseno
experimental, cita el trabajo original de Nunez.

Los trabajos de Frankie y Vinson (1977) estdn referidos a la
recoleccién de néctar de X. v. texana en flores de Passiflora

incarnata; estos autores observan que cada flor es visitada, en

promedio, cada diez minutos. Si una flor es visitada antes de

este periodo, los insectos la rechazan. Por su parte, Corbet et
al. (1984) observan, tanto para A. mellifera recolectando néctar
en flores de Epilobium angustifolium y de E. fleischeri como para
B. pratorum en flores de Borago officinalis, que flores
recientemente visitadas tienen menor probabilidad de ser
mellifera, estos

inmediatamente revisitadas. En el caso de A.

rechazos se verificaron si las abejas volvieron a las flores en un
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intervalo comprendido entre 1 y 2 minutos; en el caso de B.
pratorum, el intervalo en cuestién estuvo comprendido entre 2 y 3
minutos. Wetherwax (1986) observa que A. mellifera, recolectando
néctar en Lotus corniculatus, rechazan flores cuyo contenido en
néctar es menor en 41% que una muestra al azar de estas flores
mientras que las flores aceptadas presentan un contenido de néctar
superior en 24% a dicha muestra al azar. Finalmente, Kato (1988)
observa que, durante la recoleccién de néctar en tres especies
japonesas del género Impatiens (I. textori, I. hypophylla, e I.
noli-tangere), B diversus rechazan aquellas flores que han sido
recientemente visitadas (hasta 2 minutos antes). Como se ve, estos
datos constituyen observaciones congruentes con la hipétesis de un

marcado negativo de flores recientemente visitadas mds no

demostraciones acabadas de la misma.

En nuestro caso, estudiamos 1la posible utilizacién de una
sustancia de marcado negativo en una situacién en que todas las
flores de un dispositivo artificial presentaban recompensa de
solucién azucarada. Se analizaron los comportamientos
relacionados con la probable estrategia de marcado negativo y su
incidencia en la eficiencia recolectora de la abeja A. mellifera.

Esto implicé también un éstudio de los patrones de movimiento
de las abejas ensayadas en el dispositivo experimental y un

andlisis de la incidencia de estos movimientos en la eficiencia

recolectora
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2. MATERIALES Y METODOS

Se emplearon abejas Apis mellifera ligustica de una colmena
situada a 50 metros del laboratorio, en el apiario de la Sociedad
Argentina de Apicultores (S.A.D.A.), Gonzdlez Catan, Provincia de
Buenos Aires.

Estas abejas fueron previamente entrenadas a recolectar
solucién azucarada 50% (p/p) en el Simulador de Flujo de Néctar
(Ndifiez 1971) antes descrito. Fueron entonces marcadas con un
punto de color en el térax (Frisch 1967) para facilitar su
posterior identificacién.

En este caso, todas las flores del dispositivo experimental
presentaron flujo continuo de solucién azucarada. El1 flujo total
de solucién azucarada provisto fue de 2.04 ul/min (cada flor
recibié 1/12 de este flujo total, esto es, 0.17 pl/min).
Calibraciones previas fueron realizadas de modo de asegurar que el
flujo de recompensa era realmente equivalente para las doce flores
del dispositivo experimental.

Como se muestra en 1la Figura 4c, cada flor artificial
presentaba en su base dos perforaciones adyacentes a la cdnula que
proveia la solucién azucarada de modo que las marcas olfatorias
podian ser arrastradas y/o afectadas accionando el extractor.

Luego del pre-entrenamiento, se seleccionaba a una abeja para
las medidas experimentales mientras que el resto era enjaulado
para uso posterior. Cada individuo fue seguido durante dos
visitas consecutivas al Simulador de Flujo de Néctar.
Aprovechando 1la numeracién asignada previamente a 1las flores
artificiales, durante la primera yvisita se midié el nuimero de
Inspecciones (descensos en 1los cuales la abeja se introdujo

totalmente en el tubo de acceso de las flores artificiales) y de
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Rechazos (descensos en los cuales la abeja introdujo sdélo las
antenas en el tubo de acceso para luego abandonar inmediatamente
la flor) en sus secuencias temporales. También se midieron el
Tiempo de Visita (tiempo transcurrido desde la llegada de la abeja
al Simulador de Flujo de Néctar hasta su partida hacia la colmena)
Yy el Tiempo de Ausencia (tiempo transcurrido entre visitas).

En la segunda visjita, luego de haber accionado el extractor de
aire, se midieron los mismos pardmetros anteriores.

S6lo se usaron aquellas abejas cuyos Tiempos de Ausencia
fueron inferiores a 5 minutos de modo de asegurar una buena
motivacién recolectora (Media + e.s.: 3.12 * 0.13 min; n=50).
Cuarenta (40) abejas fueron estudiadas, totalizando asi ochenta
(80) visitas. Con el fin de verificar que el orden de 1los
tratamientos no incidié sobre los resultados observados, diez (10)
abejas mds fueron usadas como grupo control y sometidas a una
secuencia invertida de tratamientos (esto es, primera visita con
el extractor de aire encendido, segunda visita con el extractor de
aire apagado).

Dado que, en cada caso, el mnismo individuo fue medido dos
veces (antes y después), el Test de t para muestras apareadas fue
usado para el andlisis estadistico (Zar 1984, pp 150-153).

Para evitar la memorizacién de la posicién espacial de las
flores respecto del entorno, el disco acrilico sobre el cual éstas

estaban montadas era girado a intervalos irregulares.
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3. RESULTADOS

Los resultados presentados en la Tabla 9 muestran gque tanto
el nimero medio de inspecciones por visita como el nimero medio de
rechazos por visita variaron significativamente dependiendo del
encendido o apagado del extractor de aire. Con el extractor
encendido, las abejas realizaron un mayor numero de inspecciones
florales (t=12.34; gl:39; p<0.001) pero apenas 0.13 * 0.05
rechazos por visita (x * e.s.; n=40). Previamente, con el
extractor apagado, habian realizado un numero medio de 11.43 #
0.79 rechazos por visita (x * e.s; n=40) (t=14.24; p<0.001).

La Tasa de Recoleccién, definida como el numero de flores
visitadas por minuto fue 1la misma en las dos situaciones
experimentales (con el extractor encendido o apagado) (t=0.11;
NS). Sin embargo, la duracién de la visita (Tiempo de Visita) fue
significativamente mayor en la segunda visita, con el extractor de
aire encendido (t=8.96; p<0.001); esto es, las visitas se

prolongaron al hacer las abejas, en esta situacién, un mayor

nimero de inspecciones florales.

Los resultados de la Tabla 10 muestran que la unica fuente de
variacién en el diseno experimental fue el tipo de tratamiento en
si (extractor encendido o apagado) y no el orden en que estos
tratamientos fueron aplicados. Cada valor de 1la Tabla 9 fue

comparado con el valor equivalente de la Tabla 10, obtenido bajo

un mismo tratamiento. Para esto se usé un Test de t para dos
nuestras independientes. Las ocho comparaciones fueron no
significativas.
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La manifestacién del comportamiento de rechazo fue 1luego
analizada en las cuarenta abejas originales, en relacién a las
secuencias temporales de inspecciones florales. Para esto,
definimos seis categorias de secuencias temporales observables en
nuestro experimento: Evento 0, definido como el "retorno inmediato
a la flor que se acaba de abandonar"™ , Evento 1, definido como el
"retorno a una flor particular luego de haber visitado otra flor",
Evento 2, definido como el "retorno a una flor dada luego de haber
visitado dos flores distintas"™ y asi sucesivamente hasta el Evento
5 ("retorno a una flor dada luego de visitar cinco flores
distintas™) (Figura 8). Asi, las visitas integras de las abejas

pudieron ser descompuestas Yy analizadas en términos de estas

secuencias dindmicas.

Establecimos entonces 1la probabilidad de manifestacién de
cada uno de estos eventos en las dos situaciones experimentales
(Pp: probabilidad de manifestacién bajo la situacién A, i.e., con
el extractor apagado; Ppg: probabilidad de manifestacién bajo la
situacién B, i.e., con el extractor encendido). En la Tabla 11,
comparando la hilera de P, con la de Pp, se puede observar que el
uso del extractor de aire no afecté 1la probabilidad de
manifestacién de cada evento. Las comparaciones apareadas para
cada Evento fueron todas no significativas luego de emplear un
Test para la Comparacién de Proporciones (Zar 1984, p. 395). Sin
embargo, la comparacién entre Eventos dentro de una misma hilera
muestra que, en ambas situaciones experimentales, la probabilidad
de manifestacién fue la misma para 1los Eventos 1,2,3,4 y 5
(x2=8.95; gl:4; NS; con el extractor apagado/ X2=8.24; gl:4; NS;

con el extractor encendido) pero fue significativamente menor para



Figura 8. Algunos ejemplos de posibles eventos 0, 1, 2 y 3.



79

el Evento O (x2=265.25; gl:5; p<0.001 con el extractor apagado/
X2=247.31; gl:5; p<0.001 con el extractor encendido).

El porcentaje de rechazos en cada tipo de evento fue
establecido en ambas situaciones experimentales. Los resultados se
presentan en la Tabla 11. El porcentaje de rechazos fue maximo
(89.99 *+ 2.70; media * e.s.; n=40) cada vez dgue las abejas
retornaron inmediatamente a la flor recién abandonada (Evento 0) y
disminuyé hasta alcanzar valores no significativamente distintos
de cero cuando las abejas visitaron cuatro o mads flores antes de
regresar a la misma flor. Una vez encendido el extractor de aire,
el porcentaje de rechazos fue cero para todos los tipos de eventos
(0.63 * 0.44; 0.59 + 0.33 y 0.23 * 0.23 no distintos
significativamente de cero: t=1.43; t=1.78; t=1 respectivamente).
Esto es, el retorno inmediato a la flor que se acaba de abandonar

ocurre con muy baja probabilidad pero, cuando acontece, el

porcentaje de rechazos es mdximo
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TABLA 9: Valores obtenidos en las dos situaciones experimentales:
con el extractor de aire apagado Yy encendido

respectivamente.
Extractor Apagado Extractor Encendido

(x * E.S.; n=40) (x *+ E.S.; n=40) t p
Inspecciones 124.55 +* 5.07 169.83 + 4.60 12.34 <0.001
por Visita
Rechazos 11.43 * 0.79 0.13 * 0.05 14.24 <0.001
por Visita
Tasa de Reco- 8.20 + 0.18 8.19 £ 0.18° 0.11 NS
leccién
(n° de flores/min)
Tiempo de Visita 16.59 * 0.57 21.00 * 0.63 8.96 <0.001

(min)

TABLA 10: Valores obtenidos en las dos situaciones experimentales
invertidas: con el extractor de aire encendido y apagado

respectivamente.
Extractor Encendido Extractor Apagado
(x £+ E.S.; n=10) (x £ E.S.; n=10) t P
Inspecciones 162,90 + 8.44 120.80 + 6.12 8.51 <0.001
por Visita
Rechazos 0.10 * 0.10 9.30 *0.52 17.97 <0.001
por Visita
Tasa de Reco- 8.14 £+ 0.19 8.17 + 0.23 0.54 NS
leccién
(n® de flores/min)
Tiempo de Visita 20.27 *+ 1.35 16.11 * 1.02 6.73 <0.001

(min)
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TABLA 11: Secuencias Temporales de Recoleccién de Néctar:
probabilidad de manifestacién de <cada evento y
porcentaje de rechazos asociado a las dos situaciones
experimentales A y B (extractor de aire apagado y
extractor de aire encendido respectivamente); n=40

abejas.

Evento 0 1 2 3 4 5

Pp 0.06 0.20 0.18 0.18 0.18 0.21

PB 0.06 0.20 0.17 0.19 0.19 0.20
P, vs Pp NS NS NS NS NS NS
% A (% de 89.99 43.42 8.25 1.95 0.16 1.39
Rechazos + + + + + +
en A) 2.70 2.51 1.84 0.60 0.16 1.39
%$ B (% de 0.63 0.59 0.23 0 0 0
Rechazos + + +
en B) 0.44 0.33 0.23

t 31.63 16.40 4.28 3.22 1 1

(% A vs ¥ B)
P <0.001 <0.001 <0.001 <0.005 NS NS
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4. DISCUSION

Los resultados obtenidos reafirman la existencia de una
sustancia que, a modo de marca repelente, es dejada por las abejas
en las flores recientemente inspeccionadas, en el momento de
abandonarlas. Asi, esta sustancia es wusada no sdélo para
distinguir entre flores no productivas y flores con recompensa de
néctar (Nunez 1967), sino que también es empleada en un contexto
mds amplio, es decir, durante la recoleccién de néctar en un grupo
de flores donde todas las flores involucradas presentan una oferta
continua de néctar. En este ultimo caso, como se demostré, la
marca en cuestién permite a la recolectora evitar 1las flores

recientemente vaciadas, que aun no han tenido el suficiente tiempo

para volver a llenarse.

La naturaleza "negativa" o repelente de esta sustancia
empleada durante la recoleccién de néctar fue evidenciada mediante
el uso del extractor de aire, dispositivo experimental que
permitié arrastrar la marca olfativa (o parte de ella) de las
flores artificiales. En ese sentido, lo que realmente resulta
relevante en un dispositivo de este tipo es que sea capaz de
alterar "la esfera expansiva de feromona que se difunde a partir
del punto de 1liberacién" ya que "variaciones aparentemente
pequefias en la concentracién son de por si decisivas para una
respuesta de comportamiento”" (Wilson & Bossert 1963). Al encender
el extractor de aire, aumenté significativamente el numero de

inspecciones (Tablas 9 & 10), es decir el grado de "aceptacién" de

las flores artificiales. En el caso en que la marca olfativa

hubiese sido "positiva", es decir de naturaleza atractiva, las

abejas deberian haber rechazado las flores al faltar la clave
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olfativa (extractor encendido). Este hecho no sélo no fue
encontrado en los experimentos realizados sino que en realidad se
observé el efecto contrario, resaltando asi la naturaleza negativa
de la marca quimica liberada por las abejas.

Los resultados obtenidos también permiten descartar 1la
hipétesis de que los rechazos resultan de la aplicacién de una
marca positiva graduada, esto es, las abejas rechazarian aquellas
flores donde hubiera menos marca positiva. El andlisis temporal
del comportamiento de las abejas muestra que mientras ma&s tardan
en volver a una flor dada, mds tienden a aceptarla. Si la marca
fuese positiva y se volatilizase en el tiempo, deberia haberse
observado el resultado inverso.

Las abejas aumentan entonces su eficiencia recolectora al
evitar volver, por un periodo corto, a las flores recién visitadas
hasta que el flujo secretor haya restituido una recompensa
suficiente de néctar y la volatilizacién haya atenuado el efecto
de la marca repelente. Nuestros resultados indican que en el
Evento 4 (seis flores visitadas), y con el extractor de aire
apagado, la marca ya ha desaparecido. Considerando una Tasa de
Recoleccién de 8 flores/minuto (Tablas 9 & 10), 1la duracién
efectiva de la marca olfativa puede estimarse como inferior a 45
S. Si se toma en cuenta el bajo flujo de solucién azucarada
ofrecido en nuestras flores artificiales, la rdpida volatilizacién
de la sustancia de marcado negativo permite la discriminacién de
aquellas flores que, temporariamente, no proveen recompensa. Es
muy probable que la marca negativa sea en realidad una sustancia
relativamente vol4til pero la naturaleza y la gldndula de origen

de tal sustancia son, por ahora, desconocidas. Sobre este punto

en particular, volveremos en el Capitulo 8 (Conclusioén).



84

En base a observaciones de campo, otros autores (Corbet et
al. 1984) han estimado diferentes duraciones efectivas para una
marca olfativa de efecto similar al aqui propuesto. En el trabaijo
de Corbet et al (1984) se propone concretamente una duracién de 1
a 2 minutos para marcas negativas depositadas por abejas A.
mellifera en Epilobium angustifolium y en Epilobium fleischeri.
Una explicacién posible podria atribuir estas discrepancias a
cambios en los niveles de motivacién de 1las recolectoras en
relacién con el flujo de solucién azucarada obtenido en las
fuentes de alimento (Nunez 1974, Balderrama et al. 1991) y/o con
el nimero de flores disponibles.

Aun cuando demostramos que las abejas que vaciaron de
solucién azucarada una flor artificial proceden luego a marcarla
de modo de evitar posteriores visitas inmediatas, otras sefales
feromonales, como 1los "footprints" citados en 1la Introduccién
(Butler et al. 1969), son seguramente usadas para sehalizar
positivamente a las flores artificiales. Estas feromonas son de
larga duracién (Butler et al. 1969, Ferguson & Free 1979, Schmitt
& Bertsch 1990) mientras que, como se demostré, la marca negativa
es de muy corta duracién. Asi, el mensaje final, resultante de la
interaccién de los dos tipos de sustancias depositadas en las
flores, dependeria del balance entre las marcas atractiva vy
negativa. Inicialmente y seguidamente a 1la inspeccién y
vaciamiento de una flor, la sustancia negativa promoverd su réapido
rechazo. Posteriormente, a medida que esta sustancia se
volatiliza, la senal atractiva de mayor persistencia pasard a
tener una influencia cada vez mayor y la flor pasard asi a ser
nuevamente atractiva para las abejas. Entretanto, el flujo de

néctar habra restituido la recompensa de néctar en la flor.
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Esta modulacién de una sefial en base a dos sustancias de
signo opuesto no es novedosa. Hoy se sabe que las feromonas de
los insectos estan constituidas en general por varias sustancias
que no son necesariamente del mismo signo en términos del
desencadenamiento de una respuesta comportamental. El caso de la
feromona sexual de la mariposa del gusano de la seda Bombyx mori
es un buen ejemplo de esta situacién (Kaissling 1979): dos
sustancias, Bombykol y Bombykal, interactian tal que el Bombykol
desencadena la respuesta de acercamiento del macho hacia la hembra
mientras que el Bombykal no sélo es inefectivo sino que bloguea la
respuesta desencadenada por el Bombykol. Sin embargo, 1la
proporcién de Bombykol:Bombykal liberada por la hembra es de 10:1
Y su valor adaptativo consiste en el efecto desaturante ejercido
por el inhibidor Bombykal a cortas distancias, permitiendo asi un
ajuste fino del comportamiento de orientacién cerca de la fuente
de emisioén. En nuestro caso, mds alld de 1las similitudes
relacionadas con la interaccién de dos sustancias, una positiva y
una negativa, es aventurado auin de hablar de una feromona de tipo
dual, maxime cuando no se conoce ni la naturaleza quimica ni el
origen glandular de las sustancias involucradas.

El reconocimiento de 1las flores recientemente visitadas
permite a las abejas reducir el numero de flores inspeccionadas
necesario para alcanzar la carga de buche referida a la situacién
experimental de flujo y distancia ensayados (Nunez 1982). De este
modo, la estrategia desplegada por una abeja recolectora 1le

permite ahorrar la energia y el tiempo requeridos por la

introduccién completa de su cuerpo en el tubo de acceso de la flor

y por el abandono de la misma en retroceso. Si se considera que
el costo mayor de 1los movimientos recolectores estaria en los

despegues al abandonar cada flor visitada (Balderrama et. al
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1991), y si a esto se agrega el costo en tiempo de un abandono
"marcha atréas", el valor adaptativo de la estrategia de marcado
negativo aparece claro en términos de una optimizacién energética
individual.

Nuestros resultados sugieren ademds que otro componente, 1los
patrones de movimientos, dentro de los cuales el retorno inmediato
a la flor recientemente visitada ocurre con muy baja frecuencia
(Evento 0, Tabla 11), también contribuye a 1la eficiencia
recolectora. Es sabido que las abejas ajustan estos movimientos
de modo de disminuir 1la distancia de vuelo interfloral y 1la
direccionalidad, introduciendo giros continuos, cuando se mueven
en 4reas ricas en néctar (Pyke 1978, Heinrich 1979, Waddington
1980, Schmid-Hempel 1986). Estas conductas les permiten realizar
una busqueda concentrada dentro de un &rea dada. Vemos ademds que
sus patrones de movimiento estdn programados de modo tal que
raramente retornan a una flor recientemente vaciada. Este hecho
implica también un notable ahorro energético. En el caso en que
el retorno se produzca pese a todo, la accién de la marca negativa
se hace sentir. Es de notar que una memoria de las posiciones
florales (Manning 1956) no puede explicar 1los movimientos de
recoleccién observados en nuestro dispositivo debido a la rotacién

irregular del disco con flores, tal como se explicé en los

Materiales y Métodos.

Asi, si bien demostramos la existencia y empleo de una
sustancia de marcado negativo en el contexto de la recoleccién de
néctar en flores recompensadas, también vemos que los patrones de
movimiento se programan en funcién de aumentar 1la eficiencia

recolectora. Ambos factores confluyen asi para hacer de la abeja

una maquinaria altamente eficiente de recoleccién de néctar.
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CAPITULO S

El papel de la Marca negativa en
la comunicacion gquimica

intraespecifica

1. INTRODUCCION

En el capitulo anterior se demostré que la marca negativa es
empleada dentro de una estrategia individual asociada con 1la
recoleccién de néctar. Dado que una abeja reconoce y rechaza
flores artificiales sin recompensa o recientemente visitadas por
ella misma en base al efecto repelente de esta sustancia, la marca
negativa es, en principio, una sefial de uso individual. Por ende,
hemos sido particularmente cuidadosos, a lo largo de las pdaginas
anteriores, en no caracterizar a la sustancia involucrada como
"feromona". Efectivamente, de acuerdo con su definicién (Karlsson
& Lischer 1959), este término implica comunicacién
intraespecifica, es decir la participacién de dos individuos de 1la
misma especie en un proceso en el que el acto o senal emitido por
uno de ellos aumenta la probabilidad de desencadenar una respuesta
dada en el otro que sea benéfica para uno o para los dos
participantes (Markl 1985).

De este modo, el empleo o no del término "feromona" es algo
mds que una cuestién semdntica ya que plantea la pregunta acerca
del reconocimiento interindividual de la marca negativa. Por ende
nos propusimos estudiar el posible reconocimiento de 1la marca

negativa de una abeja por otra abeja de la misma colonia. Los
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resultados referidos en este capitulo intentan responder a 1la

pregunta arriba planteada.

2. MATERIALES Y METODOS

Se usaron abejas Apis mellifera ligustica de una colmena
situada a 50 m del laboratorio. Como en los capitulos anteriores,

se usé el simulador de flujo de néctar ya descrito.

2.1. Procedimiento experimental:

De acuerdo al método de entrenamiento también descrito, pares
de abejas fueron entrenados a trabajar regularmente en el
dispositivo. Cada miembro del par fue identificado mediante un
punto de distinto color en el térax.

Durante el preentrenamiento, se ofrecié6 en el dispositivo 1
ul/min de solucién azucarada 50% (p/p) como flujo total. Luego de
dos visitas de preentrenamiento, se suprimié el flujo de solucién
azucarada en seis de las doce flores. Al mismo tiempo, se varié
la velocidad de inyeccién de la solucién azucarada de modo que el
flujo total pasé a ser 2 ul/min. Asi, el flujo total resultante
en el dispositivo fue nuevamente 1 ul/min al haber sélo seis
flores recompensadas. La disposicién de las flores recompensadas
Yy no recompensadas fue establecida segun una serie de numeros
aleatorios de modo de asegurar una distribucién azarosa de 1las
posiciones de ambos tipos de flores en el simulador.

Pares sucesivos de abejas fueron estudiados en el
dispositivo.

Las mediciones empezaban cuando el segundo miembro del par llegaba
al simulador y terminaba cuando uno de 1los miembros del par

abandonaba el dispositivo. De este modo, las mediciones fueron
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realizadas sélo durante periodos en los que dos abejas
recolectaban solucién azucarada al mismo tiempo en el aparato. E1l
tiempo efectivo de medicién varié considerablemente de par en par
y dentro de un mismo par de abejas ya gque las abejas podian
llegar y/o partir desfasadas. Es de notar. sin embargo, que en
muchos casos llegaron "en fase" (al mismo tiempo) al alimentador.

Para la medicién, definimos dos categorias de secuencias
temporales de recoleccién de néctar: Evento 0, definido como el
retorno inmediato de una abeja a una flor que ella misma acaba de
abandonar, y Evento 0 Cruzado, definido como 1la visita de una
abeja a una flor que acaba de ser abandonada por la otra abeja del
par.

Medimos entonces el numero de estas dos categorias en las
cuales se manifestaran Inspecciones (descensos en los cuales 1la
abeja se introducia plenamente en el tubo de acceso de la flor) y
Rechazos (descensos en los cuales la abeja introducia apenas las
antenas en el tubo de acceso para luego abandonar presurosamente
la flor).

En la siguiente visita, y con el mismo par de abejas, se
midieron los mismos pardmetros pero luego de haber invertido 1la
distribucién de las flores recompensadas y no recompensadas y de
haber encendido el extractor de aire.

Veinte pares de abejas fueron medidos de esta manera. Como
resultado, 210 Eventos 0 y 402 Eventos 0 Cruzados fueron
analizados.

Para evitar un adiestramiento de las abejas a las posiciones

florales, el disco con las flores fue ademas rotado

irregularmente.
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3. RESULTADOS

La Tabla 12, referida a los Eventos 0, muestra que, cuando el
extractor de aire estuvo apagado, las abejas rechazaron las flores
que ellas mismas acababan de abandonar en 77% de los casos. Por
otro lado, cuando se encendié el extractor de aire, 1las abejas
aceptaron las flores que ellas mismas acababan de abandonar en 99%
de los casos. Los rechazos disminuyeron significativamente
mientras que las inspecciones aumentaron significativamente toda
vez que el extractor de aire fue encendido. La interaccién entre
filas y columnas fue altamente significativa seguin un "Test de G
de Independencia de 2 x 2" (Sokal & Rohlf 1981), es decir, el
comportamiento observable en la situacién de Evento 0 dependid de
si el extractor de aire estaba encendido o apagado (G,44=146.70;
gl:1l; p<0.001).

La Tabla 13 muestra que las abejas reconocieron la marca de
la companera ya que en 65% de los Eventos 0 Cruzados mostraron
rechazos hacia las flores que acababa de abandonar la otra abeja
del par. Al encender el extractor de aire, 1los rechazos
desaparecieron y las abejas aceptaron 1las flores que acaba de
abandonar el otro miembro del par en 98% de los casos. Aqui
nuevamente, la interaccién entre filas y columnas fue altamente
significativa (Gadj=212.79; gl:1; p<0.001).

Finalmente, analizamos si la proporcién de rechazos fue mayor
en los Eventos 0 que en los Eventos 0 Cruzados, es decir, si 1las
abejas rechazaron con mayor fuerza sus propias marcas antes gque
las marcas de otros miembros de su misma colonia. Para esto, se
empleé un Test de Comparacién de Proporciones (Zar 1984). Los
resultados se presentan en la Tabla 13. En este caso, debimos

rechazar la hipétesis nula de que la proporcién de rechazos, en el
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caso en que las abejas visitaban una flor que acababa de ser
abandonada por otra abeja, fuese mayor que la observable en el
caso en que las abejas visitaban la flor que ellas mismas acababan
de abandonar (2=2.23; p<0.025, una cola). Como control, el mismo
tipo de andlisis fue empleado para comparar el comportamiento de
las abejas hacia sus propias marcas y hacia las marcas de las
otras abejas con el extractor de aire encendido. En este ultimo
caso (Tabla 14) no hubo diferencias significativas (2=2=0.25; NS,

dos colas)



Tabla 12 Numero de Eventos 0 en las dos categorias (con Rechazo y

con Inspeccién) en las dos situaciones experimentales (extractor

de aire apagado o prendido); Gadj

=146.7; df:1; P<0.001

Con Con
Rechazo Inspeccién z
Extractor apagado 95 28 123
Extractor encendido 1 86 87
z 96 114

Tabla 13 Numero de Eventos 0 Cruzados en las dos categorias (con

Rechazo y con Inspeccién) en las dos situaciones experimentales

(extractor de aire apagado o prendido); Gadj=212.8; df:1; P<0.001

con
Rechazo

Extractor apagado 141
Extractor encendido 3
= 144

Con

Inspeccién z
76 217
182 185
258
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Tabla 13 Andlisis de las situaciones de Evento 0 (Ev.

0) y

Evento 0 Cruzado (Cr. Ev. 0) considerando proporciones, con el

extractor de aire apagado.

Con Con

Rechazo Inspeccién Total Prop.Rech. Prop.Insp.
Ev. O 95 28 123 p1=0.772 q1=0.228
Cr.Ev. O 141 76 217 pP>=0.650 g,=0.350
Total 236 104 340 p=0.694 g=0.306
2=2.23

P<0.025 (una cola)

Tabla 14 Andlisis de las situaciones de Evento 0 (Ev. 0) y

Evento 0 Cruzado (Cr. Ev. 0) considerando proporciones, con el

extractor de aire encendido.

Con Con

Rechazo Inspeccién Total Prop.Rech. Prop.Insp.
Ev. O 1 86 87 p;=0.012 ql=0.988
Cr.Ev. 0 3 182 185 P>=0.016 q5=0.984
Total 4 268 272 p=0.015 g=0.985

2=0.25
NS (dos colas)
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4. DISCUSION

A partir de estos resultados mostramos nuevamente que las
abejas emplean la marca negativa en el contexto de la recoleccién
de néctar de modo de evitar la inspeccién plena de flores que
ellas mismas acaban de abandonar. En ese sentido, la marca
negativa es una sefnal de "uso propio".

Otros ejemplos de marcas olfativas individuales han sido
recientemente informados. Seflales de estas caracteristicas,
asociadas también con la orientacién durante la recoleccién de
alimento, han sido encontradas en las hormigas obreras de
Pachycondyla  tesserinoda (Jessen & Maschwitz 1986) y de
Leptothorax affinis (Maschwitz et al. 1986). En estos casos, las
hormigas se benefician del reconocimiento de sus propias marcas de
sendero ya que sino deberian desentranar la confusién de rastros
gque ocurre cerca del nido y sus alrededores. De este modo evitan
ademds adentrarse en rastros desconocidos que las podrian llevar a
dreas donde podrian perderse mds facilmente.

En el caso de la marca negativa de las abejas, considerando
que una abeja realiza normalmente, durante una visita, mds de cien
inspecciones florales sobre un numero reducido de flores
disponibles (ver capitulos anteriores), el empleo de esta
sustancia resulta particularmente uGtil para el ahorro de tiempo y
de energia en la actividad recolectora tal como ya se discutié
anteriormente.

Dado que ésa no fue nuestra pregunta original, no
distinguimos entre posibles variaciones en 1la estrategia de
marcado negativo dependiendo de si se trataba de una flor sin
recompensa de solucién azucarada o de una flor recompensada. El

dispositivo presentaba ambos tipos florales sélo para facilitar
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una mejor observacién de esta estrategia suponiendo que 1los
rechazos serian mds féacilmente detectables en una situacién en que
hay flores agotadas intercaladas entre flores recompensadas y en
que, por ende, las abejas deberian desplegar sus estrategias
disponibles para no inspeccionar las flores equivocadas.
Demostramos también que 1las abejas reconocen realmente y
responden consecuentemente a la marca negativa de otra abeja de 1la
misma colonia. De acuerdo a esto, seria entonces correcto el
empleo del término "feromona negativa" en la relacién a la marca
estudiada. Sin embargo, en la Tabla 13 podemos ver que el nivel
de respuesta varidé significativamente de acuerdo la manifestacidn
de un Evento 0 o de un Evento 0 Cruzado. Es decir, las abejas
respondieron mds fuertemente a sus propias marcas que a las de sus
companeras. En el primer caso (Evento 0), 1la proporcién
Inspecciones/Rechazos fue de 1:3.39 mientras en el segundo caso
(Evento 0 Cruzado), esta proporcién fue de 1:1.85. Asi, aun
cuando se observé una tendencia significativa hacia el rechazo de
las flores marcadas por la otra abeja del par, este efecto no fue
tan fuerte ya que la primera proporcién fue significativamente
mayor que la segunda. En este caso, si bien el intervalo de
tiempo para los dos tipos de evento no fue medido, se consideraron
s6lo los Evento 0 Cruzados que ocurrieron en forma suficientemente
rapida como para ser comparables con los Eventos 0 y como para
descartar la volatilizacién rdpida de la marca de la compahera.
Podria ocurrir entonces que la funcionalidad original de la marca
negativa sea la orientacién propia en un grupo de flores, no
estando la sustancia, 1liberada por un determinado individuo,
particularmente dirigida a un coespecifico de la misma colonia.

El uso de esta clave olfativa por parte de otra abeja seria
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entonces un comportamiento oportunista mds que un verdadero
proceso de comunicacién.

En la situacién experimental propuesta, surge 1la pregunta
acerca de cémo la marca negativa de un individuo afecta 1la
eficiencia recolectora de otro individuo. Dado que la marca tiene
una duracién muy corta (ver Capitulo 3), esta eficiencia
aumentaria efectivamente si 1las abejés llegasen Jjuntas (o en
grupos) al grupo de flores. Si bien este ultimo punto no ha sido
ain cuantificado, este hecho fue observado por Kevan y por Nufez
(comunicaciones personales).

La recoleccién "en grupos" abre perspectivas de estudio més
que interesantes. Si las abejas llegasen realmente juntas a un
grupo de flores tendrian la ventaja energética de encontrar néctar
acumulado cuya obtencién no insumiria gasto energético. De otro
modo, para obtener wuna cantidad equivalente de néctar, los
insectos pasarian mds tiempo trabajando de flor en flor con el
consecuente gasto metabdlico que esto implica. Al permanecer
juntas en la colmena, las abejas no sélo reducirian su consumo
energético (que pasa a ser 1/50 de los costos metabélicos de los
vuelos de recoleccién [Nunez et al 1970, Rothe & Nachtigall 1989])
sino que dispondrian ademds de la entrada de informacién nueva
respecto de fuentes alimentarias rentables. Paralelamente, el
néctar se va acumulando en las flores, hecho que representaria una
ventaja energética notable como ya se explicé.

Este punto merece, como se ve, un estudio aparte del tema de

"esta tesis.
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CAPITULO 6
Un contexto natural Prara 1la
estrategia de marcado negativo:
el cardo silvestre Carduus

acanthoides

1. INTRODUCCION

Una vez probada la estrategia de marcado negativo evidenciada
en nuestro dispositivo experimental, intentamos buscar un contexto
natural en el que fuese empleada por las abejas recolectoras. El
modelo elegido para tal fin fue el cardo silvestre Carduus
acanthoides. Concretamente, nos preguntamos si durante la
recoleccién de néctar de A. m. ligustica en inflorescencias de C.

acanthoides, podiamos realizar observaciones consistentes con 1la

hipétesis del marcado negativo.

C. acanthoides (Compositae) es una maleza que crece en 1los
campos durante los meses de verano (Nunez 1977, Giurfa & Nuinez
1991). Presenta inflorescencias que, al estar maduras, se
presentan como capitulos con 100 a 150 flores individuales (110.43
* 4.75 flores; x * e.s.; n=14). Estas estdn dispuestas en el
capitulo en forma abigarrada de modo que la inflorescencia de C.
acanthoides constituye un posible contexto natural para el empleo
de la sustancia de marcado negativo, méxime si se considera que

las abejas que recolectan néctar en estas inflorescencias caminan

asiduamente sobre ellas inspeccionando las flores.
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Como ya se ha dicho, 1la informacién olfativa guiaria el
comportamiento recolector a distancias cortas de 1la fuente de
alimento (Frisch 1967); asi 1las abejas podrian discriminar las
flores ya inspeccionadas de C. acanthoides en base a una marca
negativa depositada en cada flor revisada, como sucedia en el
dispositivo experimental (ver Capitulo II). De ocurrir realmente
asi, esta estrategia resultaria en un aumento de la eficiencia

recolectora en este contexto natural.

2. MATERIALES Y METODOS

Las observaciones fueron realizadas en un parche natural de 3
m? de C. acanthoides, distante 70 m del apiario de la Sociedad
Argentina de Apicultores (S.A.D.A.), Gonzdlez Catan, provincia de
Buenos Aires.

Inflorescencias inmaduras de C. acanthoides fueron protegidas
de posibles visitas de insectos con sendos velos de tul. Los velos
en cuestién fueron retirados al dia siguiente, en el momento de
maxima acumulacién de néctar (alrededor de las 15.00 hs; véase
Giurfa & Nufiez 1991), permitiéndose asi las visitas de abejas a
los capitulos recién descubiertos. Esta parte del experimento
resulta sumamente engorrosa ya que se puede esperar durante lapsos
considerables de tiempo hasta la llegada de la primera abeja al
capitulo descubierto.

Una vez que la abeja experimental descendié al capitulo, se
registraron 1las trayectorias de inspecciones, el numero de
inspecciones florales y los tiempos de llegada y de partida de la
abeja. Inmediatamente, el capitulo fue separado, 1llevado al

laboratorio y analizado en funcién de determinar la presencia o
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ausencia de néctar en cada una de sus flores. Este andlisis se
realizé aislando la porcién de la flor donde se halla acumulado el
néctar (Figura 9); esta porcién fue puesta sobre un papel de
filtro y ligeramente aplastada al rodar sobre ella una varilla de
vidrio de 2 mm de didmetro. El1 néctar expelido se pudo apreciar
claramente en el papel de filtro, constamente renovado.

Controles previos fueron realizados con el objetivo de
asegurarse de que la ausencia de néctar en las flores de los
capitulos recubiertos se debié exclusivamente al comportamiento

posterior de recoleccién de néctar de las abejas.

A)

B)

estilo

androceo

nectaroteca

5 mm

ovario nectario

Figura 9. (a) Abeja en inflorescencia de Carduus acanthoides. (b)
Flor de Carduus acanthoides.



3. RESULTADOS

Los resultados presentados en la Tabla 15 muestran que, en
los controles cubiertos, todas las flores presentaron nectar en el
momento de la exposicién a las visitas de los insectos.

La Figura 10 es una representacién de las trayectorias de
siete abejas distintas en siete capitulos diferentes. Se indican
también el Tiempo de Visita (TV: tiempo transcurrido desde 1la
llegada de la abeja a la inflorescencia hasta su partida) y la
frecuencia de inspecciones (nimero de flores revisadas por
minuto). El nudmero de inspecciones (I) fue medido en cada caso.
Los puntos de las trayectorias indican las inspecciones floraies
sucesivas en el capitulo, sin discriminar si la misma flor es
revisada una, dos o mas veces. Esta ultima discriminacién fue
posible en el laboratorio, determinando la presencia o0 ausencia de
néctar en cada flor de acuerdo al método ya explicado (V. numero
de flores vacias; NV: numero de flores no vacias; T: numero total
de flores: V + NV).

No se observaron patrones individuales ni comunes en las
trayectorias de las abejas. Estas realizaron en sus recorridos
giros continuos en contra y a favor del giro de las agujas de un
reloj, sin una estrategia temporal de inspecciones definida. Es
importante destacar que, dado el diametro relativamente pequefio de
las inflorescencias (2.4 * 0.07 cm; media * e.s.; n=12), con un
ligero pivotaje sobre su propio cuerpo, una abeja puede alejarse
considerablemente de 1la ultima flor inspeccionada. Asi, 1las
trayectorias de las abejas no estuvieron tampoco organizadas de
modo de seguir secuencias de flores adyacentes.

En la Tabla 16 se muestra la relacién existente entre el
nimero medido de inspecciones realizadas por las abejas y el

numero medido de flores vaclas. Esta relacién es claramente 1:1,
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1:76 1:71
UT:4:23 nin VUT:4:86 nin
1:46
VT!5:54 nin
1i98 1:60
UT:2:33 nin Ur:4:24 nin
@
®
1:44
VT:5:54 nin
0.6 cm

Figura 10. Trayectorias de inspecciones de 7 abejas en 7
inflorescencias de Carduus acanthoides: I: numero de inspecciones;
VT: tiempo de visita; B: inicio de la trayectoria; E: final de 1la

trayectoria.
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evidenciando una alta eficiencia recolectora. Esta proporcién no
seria consistente con una estrategia de inspecciones florales
aleatorias en la cual una misma flor podria ser revisada m4s de
una vez, maxime si las trayectorias de los insectos cubren 1la
mayor parte del capitulo como realmente ocurrié.

Asi, se puede contrastar la hipétesis de que la relacién 1:1
es producto de una estrategia aleatoria de inspecciones donde
todas las flores tendrian igual chance de ser inspeccionadas y
donde 1las inspecciones serifan independientes entre si, con la
hip6étesis de que la estrategia de inspecciones no es aleatoria al
no existir una independencia real entre dos inspecciones seguidas
a una misma flor y al no tener por ende todas las flores la misma
probabilidad en el tiempo de ser inspeccionadas.

Para esto, determinamos la bondad de ajuste de 1la
distribucién de Poisson a los datos de nuestras siete abejas. Los
resultados se presentan en la Tabla 17 donde ;os datos son el
nimero de veces en que una flor es visitada durante la trayectoria
de una abeja (X). Se presentan los datos observados, inferidos de
la Tabla 16 y los datos esperados de acuerdo a la distribucién de
Poisson. N6tese que para la abeja n° 4, dos casos posibles son
considerados. En las siete abejas medidas se debié rechazar la
hipétesis nula de 1la estrategia aleatoria de inspecciones: el
nimero de veces en que una flor es visitada durante una
trayectoria de inspecciones no es un suceso distribuido
azarosamente en el tiempo. Del mismo modo, la relacién 1:1

observada no fue pues producto de una distribucién azarosa de las

inspecciones en el tiempo.



TABLA 15: Inflorescencias controles previamente cubiertas.

Inflorescencia n©
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NO de flores

N © de flores con néctar

1 119 119
2 135 135
3 96 96
4 109 109
5 89 89
6 126 126
7 143 143
TABLA 16: Comparacién entre el numero de inspecciones observadas

(I) y el nimero de flores vaciadas (V) determinado en el

flores

laboratorio. T: numero total de
inflorescencia.

Abeja N© T I D

1 119 76 75

2 127 71 70

3 o8 66 65

4 105 59 57

5 89 38 38

6 99 60 59

7 92 57 56

de

la
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Tabla 17: Contraste de la hipétesis de una distribucién azarosa en
el tiempo del "Numero de veces en que una flor es visitada" (X).
T: numero total de flores en la inflorescencia. Las frecuencias
observadas, inferidas de 1la Tabla 16, son comparadas con las
frecuencias esperadas siguiendo wuna distribucién de Poisson
(valores entre paréntesis), por medio de un Test de X2. Para 1la

abeja n® 4 se consideran dos casos posibles.

Abeja n®  Xx=0 X=1 X=2 X=3 T X2 P

1 44 74 1 0 119 52.51 <0.001
(62.83) (40.13) (12.82) (7.38)

2 57 69 1 0 127 41.57 <0.001
(72.61) (40.60) (11.34) (8.92)

3 33 64 1 0 98 48.36 <0.001
(49.97) (33.65) (11.33) (5.80)

4 48 55 2 0 105 30.25 <0.001
(61.01) (33.12) (8.99) (7.59)

48 56 0 1 105 32.14 <0.001
(59.86) (33.64) (9.45) (7.34)

5 51 38 0 0 89 18.48  <0.001
(58.07) (24.79) (5.29) (5.29)

6 40 58 1 0 99 37.60 <0.001
(54.00) (32.73) (9.92) (6.44)

7 36 55 1 0 92 36.45 <0.001

(49.51) (30.67) (9.50) (5.86)
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4. DISCUSION

Los resultados referidos a la explotacién de capitulos de C.
acanthoides por A. m. ligustica sugieren que, durante 1la
recoleccién de néctar, es usada una clave para el reconocimiento
de las flores ya inspeccionadas. En el contexto natural de una
compuesta, cuyas inflorescencias presentan un elevado ntmero de
flores dispuestas abigarradamente, una clave de esta naturaleza
facilitaria 1la discriminacién y permitiria un aumento de 1la
eficiencia recolectora.

Mostramos que el nuimero de inspecciones florales coincidié
con el numero de flores vaciadas en estrategias de inspeccién sin
patrones definidos que abarcaron la mayor parte del capitulo. En
este tipo de estrategias, y con wuna relacién (nuimero de
inspecciones/flores disponibles) elevada, una abeja podria revisar
dos o mas veces la misma flor. Esto queda expresado en las
frecuencias esperadas, de acuerdo a una distribucién de Poisson,
del nimero de veces en que una flor es visitada durante una
trayectoria dada (vedse Tabla 17, valores entre paréntesis). Asf{,
una menor eficiencia recolectora deberia haber sido obtenida vy
dificilmente podria explicarse 1la relacién 1:1 (100% de
eficiencia) encontrada que, como se demostrd, no fue producto del
azar.

En sus trayectorias, 1las abejas no podian, en principio,
distinguir las flores previamente inspeccionadas pero de hecho 1lo
hicieron. En los capitulos de C. acanthoides, y con trayectorias
que implican idas y venidas continuas sin un recorrido prefijado,
las abejas no podrian distinguir visualmente entre flores con y

sin néctar, considerando, sobre todo, la morfologia de 1la flor
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(corolas tubulares alargadas con el néctar en profundidad) y de la
inflorescencia en si (Véase la Figura 9).

En esta situacién, 1la informacién olfativa permitiria un
andlisis mds rdpido y eficiente. Por ello se ha manifestado que
la informacién olfativa es la responsable de guiar, a cortas
distancias, la recoleccién de néctar en las abejas (Frisch 1967).
Asi, los resultados obtenidos podrian interpretarse en funcién de
la evidencia experimental obtenida acerca de la existencia de una
sustancia de marcado negativo depositada por las abejas en flores
agotadas (Nuflez 1967) y en flores recientemente visitadas aun no
vueltas a 1llenar con néctar. De este modo, la falta de
independencia entre dos visitas a la misma flor y el hecho de que
no todas las flores tengan, en todo momento,la misma probabilidad

de ser visitadas podria explicarse a partir de la presencia de la

sustancia de marcado negativo en las flores revisadas. Desde este

marco, puede entenderse 1la alta eficiencia de inspecciones

florales en una situacién en que 1la relacién (numero de
inspecciones/flores disponibles) fue elevada.

Otro elemento del comportamiento recolector de 1las abejas,
esta vez referido a los patrones motores, debe ademds ser tenido
en cuenta. Se demostré previamente (Capitulo 4) que el retorno

inmediato a la udltima flor visitada tenfia wuna muy baja

probabilidad de manifestacién. Asi, este elemento podria ademds

contribuir a los resultados observados. Sin embargo, considerando
las trayectorias intrincadas de las abejas en las inflorescencias
(Figura 10), este elemento motor no podria explicar por si solo

los resultados hallados ya que cominmente los insectos volvieron

sobre zonas revisadas anteriormente donde 1la probabilidad de

inspeccionar una flor ya vaciada era grande.
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Considerando 1la gran densidad de flores presente en los
capitulos de C. acanthoides y la naturaleza de los recorridos de
las abejas, la confluencia de ambos factores (la estrategia de
marcado negativo y 1los patrones de movimiento recolectores)
resulta en un aumento considerable de la eficiencia recolectora.
Una abeja gque emplea tales estrategias trabaja ciertamente en
forma mds eficiente que un hipotético recolector que se mueve
azarosamente (Kato 1988).

En el caso de las flores de C. acanthoides, la duracién del
efecto de la marca negativa no puede ser estimado ya que resulta
imposible individualizar una sola de las tantas flores disponibles
Y seguir al mismo tiempo el recorrido de wuna abeja sin
perturbarla, con el objetivo de analizar posibles reinspecciones y
sus consecuencias en el comportamiento recolector de 1la abeja.
Considerando que el efecto de la marca en cuestidén desaparece con
el tiempo, es de esperar que la eficiencia recolectora disminuya
con el tiempo de inspeccién y/o con el nimero de flores
disponibles. Sin embargo, aun cuando las inflorescencias de cardo
presentaron un gran numero de flores (110.43 * 4.75 flores; media
* e.s.; n=14), la eficiencia recolectora fue practicamente del 100
% para todas las abejas estudiadas. Podria ser entonces posible
que el nivel motivacional de los individuos para responder a 1la
marca negativa fuese mayor en esta situacién natural. Asi, esto
resultarfa en una mayor duracién efectiva para 1la sustancia
negativa cuyo efecto podria alcanzar inclusive el tiempo promedio
de visita a una inflorescencia (4.38 * 0.51 min; media = e.s;
n=7). La discusidn planteada en este punto establece en todo caso
ser respondidas con experimentos

nuevas preguntas gque podrdn

futuros: a saber, el estudio de la relacién existente entre 1la
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estrategia de marcado negativo y el nimero de flores disponibles

en un dispositivo experimental.

Durante nuestro trabajo de campo, pudimos también registrar a
una abeja que visité un capitulo que presentaba 141 flores
previamente recubiertas con un velo de tul, realizando entonces 43
inspecciones durante 4:53 min. Luego abandoné el capitulo y se
dirigié a inflorescencias adyacentes. Luego de 4:02 min, regresé
al capitulo bajo estudio, realizando entonces 14 inspecciones
durante 1:54 min. Posteriormente, abandoné nuevamente el
capitulo, se dirigié a una inflorescencia vecina y, luego de 4:13
min, regresé nuevamente al capitulo observado. Esta vez realizé
14 inspecciones durante 1:49 min para luego alejarse
definitivamente. El numero total de inspecciones fue 71 mientras
que el niumero de flores vaciadas (determinado en el laboratorio)
fue 57. En este caso, la eficiencia recolectora fue 80.28 %, es
decir, considerablemente mds baja que la obtenida para las siete
abejas medidas en su primera y unica visita a los capitulos
descubiertos (Tabla 16). Lamentablemente, pese a una espera
paciente, no pudimos repetir una observacién en la que una misma
abeja retornara, en cortos lapsos de tiempo, a wuna misma
inflorescencia (véase Materiales y Métodos - este capitulo).

En este caso, la menor eficiencia recolectora obtenida puede
también explicarse por los resultados referidos a la duracién del
efecto de la marca negativa. Luego de la primera visita (43
inspecciones), se puede asumir una eficiencia de practicamente 100
%, digamos un resultado de 42 flores vaciadas (como en el caso de
las abejas 1, 2, 3, 6 y 7; Tabla 16). Después de una ausencia de
la marca negativa ya no estaria actuando al inciarse la

4 minutos,

segunda visita. Esta vez, la abeja encontrara 99 flores con néctar
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(70.21 %) y 42 flores vacias (29.79 %). Asi, en sus 14
inspecciones subsiguientes, encontrard 10 flores con néctar (que
serdn vaciadas) y 4 flores vacias. Como resultante, el capitulo
presentard, al iniciarse la tercera visita, 89 flores con néctar
(63.12 %) y 52 flores vacias (36.88 %). Luego de wuna nueva
ausencia de 4 minutos, la marca negativa dejarfia de actuar. Asi,
en las 14 nuevas inspecciones, la abeja encontrara 9 flores con
néctar (que serdn vaciadas) y 5 flores vacias. Como resultado
final, 1la abeja habrd realizado 71 inspecciones efectivas vy
vaciado 61 flores. La eficiencia es, en este caso, 85.92 %, un
valor semejgnte al obtenido realmente. Con un cdlculo semejante,
si se asumen eficiencias de partida del 100 % (43 flores revisadas
- 43 flores vaciadas; ver abeja 5, Tabla 16) y del 95.34 % (43
flores revisadas - 41 flores vaciadas; ver abeja 4; Tabla 16), se
obtendrdn, como resultados finales, 61.5 flores vaciadas (86.58 %
de eficiencia recolectora) y 59.9 flores vaciadas (84.32 % de
eficiencia recolectora) respectivamente. Estos valores coinciden
también con los valores realmente medidos.

Si bien este caso estudiado no puede ser tomado como un
resultado concluyente dada la falta de repeticiones de este tipo
de observacién, permite en cambio descartar, en estas
inflorescencias, el uso de otras claves olfativas como
herramientas para la discriminacién de flores vaciadas. Si en los
capitulos de C. acanthoides la abeja reconociese las flores con
néctar por el olor del néctar en si (Heinrich 1979, Marden 1984) o
por gradientes intraflorales de humedad (Corbet 1979), deberia
haber rechazado las flores vacias encontradas en su segunda Yy
tefcera visita y haber alcanzado asi un 100 % de eficiencia

recolectora, un resultado que no coincide con 1los realmente

obtenidos.
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En conclusién, los resultados referidos a la explotacién de
capitulos de C. acanthoides por A. mellifera son consistentes con
la existencia de una sustancia de marcado negativo, depositada por
las abejas en flores recientemente visitadas. Este ejemplo se
viene a agregar a otros (Corbet et al. 1984, Wetherwax 1986)
también basados en observaciones de campo similares, realizadas
con abejas A. mellifera, pero que sélo adquieren significado con
la demostracién experimental de la existencia de la sustancia de
marcado negativo (Véase Capitulo 4). El1 contexto natural de una
compuesta seria pues, por su elevado numero de flores semejantes,
un marco propicio para el empleo de una estrategia de orientacién

recolectora guiada por la sustancia de marcado negativo.
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Tercera Parte
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CAPITTUILO 7
ILa interaccion entre 1la marca
negativa v la saturacidn

espectral

1. INTRODUCCION

Hasta aqui hemos estudiado estrategias relacionadas con el
uso de claves espectrales durante la recoleccién de néctar por un
lado, y estrategias relacionadas con una orientacién de tipo
olfativa mediante una sustancia sehalizadora de accién repelente,
por el otro. Respecto de este udltimo punto cabe preguntarse si
esta sustancia es empleada en todo momento, aun en presencia de
otras claves sensoriales que puedan contribuir a su vez a la
orientacién de una abeja recolectora dentro de un grupo de flores.
N6étese que en las situaciones experimentales en las que se estudié
el marcado negativo, se ofrecié a 1los insectos un entorno
homogéneo, esto es, todas las flores eran idénticas en forma y
color y la informacién posicional no podia ser usada, como ya se
explico. iQué ocurre con el comportamiento recolector cuando se
debe discriminar entre flores recompensadas y no recompensadas que
difieren ahora en otras claves sensoriales como ser, por ejemplo,
la saturacién espectral? Concretamente, <¢existe algun tipo de
relacién entre la informacién provista por las claves espectrales
y el empleo o no de la marca negativa?

Para estudiar este aspecto, propusimos a las abejas una

situacién en la que dos grupos de flores artificiales amarillas,



113

uno recompensado con flujo de solucién azucarada y otro sin
recompensa alguna, se iban diferenciando progresivamente en su
saturacioén, es decir, en su contenido de <color blanco.
Analizamos, en este contexto, posibles variaciones de 1la

estrategia de marcado negativo.

2. MATERIALES Y METODOS

Se usaron abejas Apis mellifera ligustica de una colmena

situada a 50 m del laboratorio. Como en los capitulos anteriores,

se usé el simulador de flujo de néctar ya descrito.

2.1. Procedimiento experimental:

De acuerdo al método de entrenamiento también descrito, las
abejas fueron entrenadas a trabajar regularmente en el dispositivo
e identificadas mediante un punto de distinto color en el térax.

Durante el preentrenamiento, se ofrecié en el dispositivo 1
pl/min de solucién azucarada 50% (p/p) como flujo total en las
doce flores. Luego de tres visitas de preentrenamiento, se
suprimié el flujo de solucién azucarada en seis de las doce
flores. Al mismo tiempo, se varié la velocidad de inyeccioén de la
solucién azucarada de modo que el flujo total pasé a ser 2 pl/min.
Asi, el flujo total resultante en el dispositivo fue nuevamente 1
pl/min al haber sélo seis flores recompensadas. La disposicién de
las flores recompensadas y no recompensadas fue establecida segun
una serie de numeros aleatorios de modo de asegurar una

distribucién azarosa de las posiciones de ambos tipos de flores en

el simulador.



114

Las mediciones empezaban 1luego de 1la ultima visita de
preentrenamiento y se realizaban, con el mismo individuo, durante
cinco visitas consecutivas de acuerdo al siguiente protocolo

experimental.

Visita n° 1: Seis (6) flores recompensadas (Grupo I) y seis
flores no recompensadas (Grupo I1I), todas con el
color A (maxima saturacién).

Visita n° 2: Seis (6) flores recompensadas (Grupo II)
presentando el color A y seis flores no
recompensadas (Grupo I) presentando el color B
(menor saturacién). La diferencia perceptual entre
A y B es reducida.

Visita n° 3: Seis (6) flores recompensadas (Grupo I) presentando
el color A y seis flores no recompensadas (Grupo
II) presentando el color C (menor saturacién). La
diferencia perceptual entre A y C es mayor.

Visita n 4: Seis (6) flores recompensadas (Grupo II)
presentando el color A Yy seis flores no
recompensadas (Grupo I) presentando el color D
(menor saturacién). La diferencia perceptual entre
A y D es aun mayor.

visita n° 5: Seis (6) flores recompensadas (Grupo I) presentando
el color A y seis flores no recompensadas (Grupo

II) presentando el <color B nuevamente (menor

saturacién).

Asi, el color A es ofrecido, en visitas consecutivas, siempre
recompensado frente a distintas saturaciones del mismo color

asignadas al grupo de flores que no recibia recompensa. En la
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Visita n° 1 tanto el grupo recompensado como el no recompensado
presentan, a modo de control, la misma saturacién (Color A). En
la Visita n° 5 se vuelve, también a modo de control, a la
situacién de la Visita n° 2. De visita en visita se invertia el
grupo de flores que recibia recompensa respecto del gque no 1la
recibia. Ademds, dentro de una misma visita, el disco acrilico en
el que se insertan 1las flores era girado irregularmente - a
intervalos de tiempo también irregulares, de modo de eliminar un

posible uso de informacién posicional.

En cada visita se median el numero de Elecciones totales,
discriminando el numero de Inspecciones (descensos en 1los cuales
la abeja se introdujo totalmente en el tubo de acceso de las
flores artificiales) y el numero de Rechazos (descensos en los
cuales la abeja introdujo sélo las antenas en el tubo de acceso
para luego abandonar inmediatamente la flor). Con estos datos, se
establecieron el % de Elecciones sobre el Grupo recompensado (N°
de Elecciones sobre el Grupo recompensado/Total de Elecciones
realizadas) y el % de Rechazos (N° de Rechazos/Total de Elecciones

realizadas) por visita.

Los colores usados fueron distintas saturaciones de Amarillo
y se presentan en la Figura 11. La Figura 11 a) muestra 1la
ubicacién de los colores usados en el Tridngulo de Colores de la
abeja doméstica y la 11 b) muestra su ubicacién en el eje de
coordinadas A y B, relacionadas con las distancias perceptuales
reales (Véase pdginas 17 y 18). El color A (mds externo en el
Tridngulo de Colores) es el de mayor saturacién; el color D es el

que mds se diferencia perceptualmente del color A.
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Figura 11. (a) Diagrama de cromaticidad de la abeja con los loci
de los cuatro estimulos usados A, B, C y D (G: fondo gris). (b)
Espacio antagonista de colores incluyendo los loci de los cuatro
estimulos espectrales usados A, B, C y D (G: fondo gris). Los
ejes A y B corresponden a los dos procesos espectrales
antagonistas UV/Azul-Verde y Azul/UV-Verde respectivamente.
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Los parametros espectrales de 1los estimulos usados fueron

gentilmente medidos por el Prof. Dr. Randolf Menzel (Berlin,

Alemania).

Se midieron 20 abejas de acuerdo al protocolo experimental

descrito.

2.2 Estadistica

Dado que en cada caso un mismo individuo es medido bajo
distintos tratamientos en el tiempo, se usé un Andlisis de
Varianza para Medidas Repetidas (Winer 1971). Para la comparacioén
entre medias dentro de una misma curva se usé el Test de Newman-

Keuls (Zar 1984), modificado para Medidas Repetidas.

2. RESULTADOS

La Figura 12 muestra que hubo una variacién significativa en
la perfomance de eleccidén del grupo recompensado a lo largo de las
distintas visitas (F=83.05; gl:4, 76; n=20; P<0.000l1). Cuando la
informacién de color era la misma para los dos grupos de flores
(Visita 1: color A), no hubo asimetrias en la eleccién pese a que
s6lo un grupo de flores tuviese recompensa. Puede observarse
ademds que, a medida que aumenta la distancia perceptual entre el
color recompensado (color A) y el color alternativo no
recompensado, la eleccién del grupo recompensado se hace més
precisa hasta 1llegar al pico visible en 1la Visita 4 (mdxima
distancia perceptual entre A y D). Esta mejoria en la perfomance

de eleccién del grupo recompensado no fue un mero efecto de apren-
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Figura 12. Variacioén de la eleccién de flores recompensadas y del
rechazo de flores en funcién de la variacién en distancia
perceptual de los cuatro estimulos usados A, B, C y D. Se
presentan medias * E.S. Las lineas horizontales en el mismo plano
conectan medias que no difieren significativamente entre si (Test
de Newman-Keuls, P<0.05)
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dizaje, como se demuestra en el descenso evidenciado en la Visita
5, donde la distancia perceptual entre los colores empleados A y B
se redujo nuevamente. Los niveles del porcentaje de elecciones
del grupo recompensado de la Visita 5 no difirieron
significativamente de 1los niveles alcanzados en la Visita 2
(Diferencia entre Medias = 0.513; V.C.=5.606; NS). Asi, mientras
mds difieren los estimulos espectrales usados en su saturacién,
mds eficiente es la perfomance de eleccién del grupo recompensado,
sefalizado con el color A (mdxima saturécién).

También hubo una variacién significativa del porcentaje de
flores rechazadas a lo largo de las distintas visitas (F=28.526;
gl:4, 76; n=20; P<0.0001). En forma inversa a la curva anterior,
el porcentaje de flores rechazadas fue disminuyendo con el
incremento en la distancia perceptual de los estimulos espectrales
usados hasta llegar a un minimo en la Visita 4. Al disminuir
nuevamente la distancia perceptual entre 1los colores usados
(Visita 5), el porcentaje de flores rechazadas aumenté hasta
niveles que no difirieron significativamente de los de la Visita 2
(Diferencia entre Medias = 0.592; V.C.=2.941; NS). Por otro lado,
tampoco hubo diferencias significativas entre 1los niveles de
rechazos de la Visita 1 y los de la Visita 2 (Diferencia entre
Medias = 0.968; V.C.=2.23; NS) pese a que si se observaron
diferencias en la eleccidén del grupo recompensado entre una visita

y otra (Diferencia entre Medias = 11.818; V.C.=4.251; P<0.05).

La Figura 13 muestra que, si bien los rechazos disminuyen con
el aumento de la distancia perceptual, se van haciendo cada vez
mis sobre el grupo no recompensado, i.e. sobre el grupo con el
color alternativo a A (F=16.923; gl:4, 76; n=20; P<0.0001). En

otras palabras, si bien con 1la maxima diferencia perceptual (Visi-
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Figura 13. Variacién del porcentaje de rechazos sobre el grupo no

recompensado de flores en funcién de la variacién en distancia
perceptual de los cuatro estimulos usados A, B, C y D. Se
presentan medias * E.S. Las lineas horizontales en el mismo plano
conectan medias que no difieren significativamente entre si (Test

de Newman-Keuls, P<0.05.
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ta 4: A vs D), la cantidad de rechazos es minima, éstos se

distribuyen esencialmente sobre el grupo no recompensado.

3. DISCUSION

Los resultados obtenidos demuestran, en primer lugar, que las
abejas discriminan efectivamente saturaciones de un mismo color,
i.e, que la dimensidén perceptual "Saturacién" es realmente tenida
en cuenta por los insectos en el contexto de la recoleccién de
néctar. Este punto es importante ya que 1la discriminacién de
distintas saturaciones de un mismo color en abejas (y en insectos
con visidén del color en general) ha sido escasamente estudiada
(Lieke, comunicacién personal) e inclusive denegada (Bobeth 1979).
Kipp y Mason (1982), por su parte, reconocieron la existencia de
discriminacién en esta dimensién perceptual aunque sugirieron que
serfa inferior a la discriminacién de tonos, es decir de
longitudes de onda. Tal afirmacién parece aventurada en tanto y
en cuanto involucra una comparacién lineal entre dos dimensiones
perceptuales distintas.

En la situacién experimental propuesta, las diferencias en la
discriminacién visual se debieron a variaciones en la saturacién y
no en el brillo ya que la escala de saturacién (creciente o
decreciente) no mostrdé correlacién con la escala de brillos medida
para los estimulos usados. Asi, la mayor diferencia en este plano
se dio entre los colores A y C. Si el animal se hubiese guiado
por la variable brillo, los picos de respuesta deberian haberse

dado en la visita 3 (A vs C) y no en la visita 4 (A vs D) como

realmente ocurrio.
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Las consecuencias bioldégicas de la discriminacién de

saturaciones podrian verse, por ejemplo, a nivel del

comportamiento polinizador de las abejas. Diferencias leves en la
saturacién podrian afectar seriamente la eleccién de dos genotipos
de una misma especie de planta, especialmente si sus recompensas
son diferentes. Tal parece ser el caso de distintos genotipos de
alfalfa (Medicago sativa L.), reconocidos perfectamente por las
abejas que muestran marcadas preferencias por algunos de ellos
(Kauffeld & Sorensen 1980). De esta manera, Clement (1965)
explica el que no se pueda garantizar la polinizacién azarosa
entre genotipos de plantas estrechamente relacionados, en 1los
cuales las diferencias de olor no serian un factor importante, aun

cuando este udltimo factor no haya sido debidamente cuantificado.

Por otro lado, se demuestra que la estrategia de marcado
negativo estd modulada por la disponibilidad de sehales
espectrales que puedan proveer la informacién necesaria para
discriminar un grupo de flores recompensado de otro grupo sin
recompensa. Asi, a medida que se incrementa 1la distancia
perceptual entre 1los estimulos usados, los rechazos disminuyen
significativamente, es decir, la incidencia del marcado negativo
pasaria a ser menor. Dicho de otro modo, las sehales visuales
pasan a tener prioridad sobre las olfativas. Esta prioridad se
puede apreciar, ademds, en la Figura 12, en las dos primeras
visitas: alli se observa que los rechazos no variaron
significativamente de una visita a otra mientras que ocurrié 1lo
contrario con la eleccién del grupo recompensado. Esto es, no
parece haber variaciones en la estrategia de marcado en este salto

perceptual pero si mejora la eleccién del dgrupo recompensado
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(color A) que se diferencia ahora visualmente del no recompensado

(color B).

Que las abejas rechazen cada vez menos flores a medida gque
mids van al dgrupo con recompensa (Figura 12) no significa
necesariamente que se abandone la estrategia del marcado negativo.
De hecho, se observa que los rechazos se distribuyen bédsicamente
sobre el grupo no recompensado (Figura 13) y que éstos aumentan
porcentualmente a medida que mejor se diferencian los dos grupos
de flores. Esto es, en la visita 4 (mdxima distancia perceptual:
A vs D), pocas flores fueron rechazadas pero estos rechazos
ocurrieron las pocas veces que las abejas descendieron en flores
del grupo no recompensado. Este resultado plantea la pregunta
acerca de un marcado negativo diferencial en una situacién de
contraste como la propuesta (flores con recompensa vs flores sin
recompensa) tal que las flores sin recompensa se marcarian mis gque
las otras.

En todo caso, se puede apreciar cémo varia la actividad de
marcado, medida a través del numero de rechazos dentro de una
visita, de acuerdo a la posibilidad de diferenciar o no los grupos
de flores con y sin recompensa en base a sehales visuales,
relacionadas con la dimensién espectral de la saturacién, en este
caso. Se demuestra asi que la abeja recolectora es sumamente
"oportunista" en el uso de claves sensoriales que le permitan

hacer eficiente su comportamiento recolector.
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CAPITULO 8

Conclusiocon

Si bien no pudimos encontrar existencia de preferencias
espontdneas innatas por determinados estimulos espectrales, se
demostré que las abejas pueden emplear una estrategia en la cual
el color puede ser usado como clave para saltar de un grupo de
flores con un color a otro grupo de flores con otro color,
estrategia que parece relacionada con la probabilidad de encontrar
recompensa en un mismo color (Capitulo 2)

Por otro lado, demostramos que las capacidades de aprendizaje
Yy memorizacién de estimulos espectrales en la abeja doméstica son
tan desarrolladas que la obtencién de alimento en una fuente
involucra el aprendizaje rdpido de las sefales de color asociadas
a él; asi, de faltar estas senales, pueden ser fdacilmente
generalizables a otras senales disponibles e influenciar asi
cualquier eleccién de estimulos espectrales (Capitulo 3). Se
observa asi cémo el color puede constituir una herramienta util
para la optimizacién de la recoleccién de néctar.

También contribuyen en ese mismo sentido una sustancia de
marcado negativo liberada por 1las abejas en el momento de
abandonar 1las flores recientemente visitadas y 1los propios
patrones de movimiento del animal, en 1los cuales el retorno
inmediato a la udltima flor visitada se halla inhibido (Capitulo
4). La sustancia de marcado negativo seria una sustancia de uso
individual, para facilitar la orientacién de una dada recolectora

dentro de un grupo de flores, aun cuando no se puede descartar
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totalmente su uso por otras abejas (Capitulo 5). Una sustancia
como la descrita es particularmente util en el contexto de una
Compuesta como el cardo silvestre Carduus acanthoides, en el cual
la evidencia comportamental obtenida, referida a la recoleccién de
néctar, es consistente con la hipétesis de wuna senalizacién
olfativa de tipo repelente de las flores recientemente visitadas
(Capitulo 6).

Finalmente, se demuestra que existe una interaccién entre las
seflales espectrales y la estrategia de marcado negativo tal que
las sefales visuales parecen tener prioridad sobre este tipo de
senal olfativa. La incidencia del marcado negativo seria menor
cuando la discriminacién de un grupo de flores con recompensa de

otro sin recompensa puede hacerse en base a sefales espectrales de

distinta saturacién (Capitulo 7)

Los resultados obtenidos plantean, a su vez, nuevas
preguntas. Varias de ellas han sido sugeridas a lo largo de esta
tesis como ser, por ejemplo, la variacién del marcado negativo
frente al numero de flores disponibles en un grupo de flores, la
propia modulacién de esta estrategia frente a distintas
situaciones de recompensa de néctar o la posibilidad de que las
recolectoras trabajen en "equipos". Un punto tal vez mas evidente
ain es el de una posible identificacién de la sustancia quimica
involucrada. Si bien para este fin hace falta otro tipo de
ensayos, cuya complejidad est4a, por ahora, fuera de nuestro
alcance, resulta interesante partir de una hipétesis nula en 1la
que se sugiera que la sustancia en cuestién es la feromona de
alarma, 2-heptanona, liberada ante pilladoras de otras colmenas y
ante otros potenciales enemigos (Shearer & Boch 1965, Boch &

Shearer 1967) (ver pagina 9). Si asi fuese, se explicaria 1la
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aparente incongruencia citada en la pdgina 9 respecto de 1los
niveles de 2-Heptanona de guardianas y recolectoras. Coincidiria
ademds con la observacién comin respecto de feromonas cuyo

significado cambia de acuerdo al contexto en el que son liberadas

(H6lldobler & Carlin 1987).
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