-DE - By,
5\0"'0 ENO-S‘,
FACULTAD %
DE <

CIENCIAS EXACTAS
3 YNATURALES

UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

Departamento de Biodiversidad y Biologia Experimental

Respuestas comportamentales de la abeja Apis
mellifera frente a cambios en la calidad del polen:
evaluacion del recurso, efecto de las experiencias y
transferencia de informacion

Tesis presentada para optar al titulo de Doctor de la Universidad
de Buenos Aires, area Ciencias Biol6gicas

Lic. Rocio Lajad

Director/a de Tesis: Dr. Andrés Arenas

Consejero/a de Estudios: Dr. Walter Farina

Lugar de trabajo: Laboratorio de Insectos Sociales, Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires.

Fecha de presentacion: Buenos Aires, 2024



Respuestas comportamentales de la abeja Apis mellifera frente a cambios en la calidad
del polen: evaluacion del recurso, efecto de las experiencias y transferencia de

informacion

Resumen

La seleccion del polen en las colonias de Apis mellifera es determinante para su desarrollo
y productividad. El polen es el principal recurso proteico y lipidico para las abejas meliferas,
y varia considerablemente en su composicion segun el origen floral. Las abejas consumen
el polen almacenado en la colmena a edades tempranas (mayormente cuando se desempefian
como nodrizas) mientras que las abejas maduras, que recolectan recursos en el exterior,
pierden su capacidad de digerirlo. Debido a las diferencias en el uso del polen por parte de
ambos grupos de obreras, se planteé como hipotesis que la evaluacion de la calidad del
polen ocurre en el interior del nido mediada por las abejas jovenes que lo consumen y
procesan. A partir de esta evaluacion, las abejas recolectoras obtendrian informacion del
polen dentro del nido que les permite ajustar la seleccion del recurso en las fuentes. Para
indagar acerca de los mecanismos que influyen en las decisiones de forrajeo de las colonias,
en una primera aproximacion (capitulo 2) se compard, por un lado, el perfil de eleccion de
polen entre abejas jovenes y recolectoras frente a una misma oferta de poélenes y, por otro,
si esas elecciones pueden ajustarse con la experiencia. Con respecto a estos objetivos, se
evidencio que la eleccion de polenes de abejas jovenes y maduras es diferente y que, tras
experimentar la combinacion ofrecida por un periodo més largo de tiempo, las elecciones
pueden modificarse. En el capitulo 3, se investigo si las abejas jovenes aprenden las claves
de pdlenes de distinta calidad y ajustan sus preferencias hacia los pélenes méas adecuados.
Para esto, se midieron las preferencias de consumo de dos p6lenes. De forma previa a esta
medicion, las abejas habian experimentado uno de ellos adulterado con un compuesto
nocivo (amigdalina o quinina) o con un fagoestimulante (&cido linoleico). Estas preferencias
fueron estudiadas tanto en abejas en edad de nodrizas confinadas en cajas en el laboratorio
como en abejas de colmenas en el apiario. Los resultados mostraron que las preferencias de
consumo de las abejas jovenes, tanto en cajas como en colonias, se redujeron en el caso del

polen adulterado con sustancias nocivas y se incrementaron en el caso del polen



suplementado con acido linoleico. Esto sugiere que las abejas jovenes asocian las claves
especie-especificas del polen con las experiencias negativas o positivas, y forman memorias
que sesgan sus elecciones. En el capitulo 4, se propuso estudiar si las abejas maduras
(recolectoras) aprenden las claves de los polenes segun su calidad y si modifican sus
decisiones de recoleccidn de acuerdo con estas experiencias. En este caso, se esperaba que
aquellos constituyentes del polen que solo pueden evaluarse tras la ingestion no modifiquen
las preferencias de las recolectoras durante las primeras visitas a las fuentes sino de forma
retardada luego de experimentar el polen en el interior del nido. Por un lado, se realizaron
experimentos de doble eleccion en una estacion de forrajeo para comprobar si las
recolectoras evitaban el polen adulterado con amigdalina luego de haber sido ofrecido en
las fuentes o en el interior del nido. Por otro lado, se realizaron experimentos a campo donde
se registro la seleccion de polen de colonias después de suministrarles polen de una de las
especies dominantes (Diplotaxis tenuifolia), el cual fue adulterado con amigdalina. A partir
de los experimentos de doble eleccion, se evidencio que las recolectoras no pudieron evitar
el polen adulterado en el sitio de forrajeo, pero si lo evitaron posteriormente luego de que
el polen adulterado fuera incorporado dentro del nido. En cuanto al efecto observado en el
campo, las muestras de polen de las colonias tratadas fueron mas diversas que las de los
controles, lo que sugiere gque las abejas se inclinaron por recolectar de fuentes novedosas.
Por ultimo, se estudiaron los mecanismos de transferencia de informacion relativa a la
calidad del polen en el interior de la colmena entre las abejas jovenes y las abejas
recolectoras (capitulo 5). se mostr6 que las preferencias de las recolectoras cambiaron
Unicamente cuando interactuaron con abejas jovenes experimentadas mientras el polen
estuvo disponible para ambos grupos. En conclusion, los resultados obtenidos de la presente
tesis apoyan la hipotesis de que la seleccién del polen durante la recoleccion depende, al
menos en parte, de las experiencias de las abejas jovenes, que pueden transferir la
informacion sobre la calidad del recurso a las recolectoras, a través de las claves especie-

especificas de los polenes presentes en las reservas del nido.

Palabras clave: Apis mellifera, abejas jovenes, abejas recolectoras, aprendizaje post-

ingestion, evaluacion del polen, experiencias en la colmena, polen adulterado.



Behavioural response of the honey bee Apis mellifera to changes in pollen suitability:

resource assessment, effect of experiences and information transfer.

Abstract

Pollen selection in Apis mellifera colonies is essential for their development and
productivity. Pollen is the main protein and lipid resource for honey bees, and its
composition considerably varies according to floral origin. Bees consume the pollen stored
in the hive at an early age (mostly when they perform as nurses) while mature bees, which
collect resources from outside, lose their ability to digest it. Given the differences in pollen
use by the two groups of workers, we hypothesise that the assessment of pollen suitability
occurs within the nest mediated by young bees that consume and process pollen. In this
scenario, forager bees might acquire information from pollen within the nest which allows
them to adjust pollen selection in the field. To investigate the mechanisms that influence
foraging decisions in colonies, a first approach (chapter 2) compared the pollen choice
profile of young bees and foragers when faced with the same pollen supply. In addition, |
investigated whether these choices can be adjusted by the experience. Results showed that
pollen choices in young and mature bees is different and that they can be modified after
experiencing the pollen combination offered for a longer period. In chapter 3, | investigate
whether young bees learn the cues of pollens of different quality and adjust their preferences
towards the most suitable options. For this, the consumption preferences of two pollens
were measured. Prior to this measurement, the bees had experienced one of them adulterated
with a noxious compound (amygdalin or quinine) or with a phagostimulant (linoleic acid).
These preferences were studied both in nurse-aged bees confined in cages in the laboratory
and in bees from hives in the apiary. The results showed that the consumption preferences
of young bees, both in cages and in colonies, were reduced for pollen adulterated with
noxious substances and increased for pollen supplemented with linoleic acid. This suggests
that young bees associate species-specific pollen cues with negative or positive experiences
forming memories that biased their choices. In chapter 4, we studied whether mature
(foraging) bees learn pollen cues according to their quality and whether they modify their
foraging decisions according to these experiences. In this case, it was expected that those
pollen constituents that can only be assessed after ingestion do not modify foragers'
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preferences during the first visits to the sources but in a delayed manner after experiencing
the pollen inside the nest. On the one hand, double-choice experiments were conducted at a
foraging station to test whether foragers avoided amygdalin-adulterated pollen after it had
been offered at the sources or inside the nest. On the other hand, field experiments were
conducted to record pollen selection of colonies after the pollen of one of the dominant
species (Diplotaxis tenuifolia) was adulterated with amygdalin and fed to the colonies. From
the double-choice experiments, it was evidenced that the foragers could not avoid the
adulterated pollen at the foraging site but avoided it later after the adulterated pollen was
incorporated into the nest. Regarding the effect observed in the field, pollen samples from
treated colonies were more diverse than those from controls suggesting that bees were more
likely to collect from novel sources. Finally, the mechanisms of information transfer about
pollen quality information within the hive between young bees and foragers were studied
(chapter 5). It was shown that foragers' preferences changed only when they interacted with
experienced young bees while pollen was available to both groups. In conclusion, the results
obtained from this thesis support the hypothesis that pollen selection during foraging
depends, at least in part, on the experiences of the young bees, which can transfer
information about the quality of the resource to foragers through pollen species-specific

cues available in the nest reserves.

Keywords: Apis mellifera, young bees, foraging bees, post-ingestion learning, pollen

assessment, in-hive experiences, adulterated pollen.
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INTRODUCCION GENERAL

1.1. La abeja Apis mellifera como insecto social

1.1.1. Los insectos sociales y sus caracteristicas

El comportamiento social esta determinado por las interacciones que ocurren entre
los individuos de la misma especie. En algunas especies, las interacciones intraespecificas
se limitan a instancias de lucha o apareamiento mientras que, en otras, Son numerosas y muy
frecuentes. En los insectos sociales, tales como las termitas, las hormigas, varias especies
de abejas y algunas de avispas, que viven en sociedades cooperativas muy bien integradas,
las interacciones son fundamentales para el desarrollo de las colonias. Los insectos
eusociales se caracterizan por presentar division reproductiva del trabajo, solapamiento de
generaciones en el nido y cuidado colectivo de la cria (Wilson 1971). Ademas, los
individuos de la casta obrera presentan division del trabajo, que permite que grupos de
individuos especializados realicen diferentes actividades en simultaneo.

Las colonias de insectos sociales son descentralizadas (no hay jerarquias entre los
miembros del grupo) y se organizan de forma autonoma. Esta organizacion auténoma
produce atributos emergentes a nivel de grupo (fenotipos sociales) que son méas que la mera
suma de comportamientos individuales (Camazine et al. 2001, Fewell 2003). Los miembros
de estas colonias estan estrechamente emparentados y forman redes densamente conectadas
(Fewell 2003) en donde las respuestas de unos actian como estimulos para otros, dando
lugar a comportamientos colectivos complejos. Es asi que los cambios locales que resultan
de las decisiones individuales generan un patron colectivo que impulsa el comportamiento
coordinado del grupo (Bonabeau et al. 1997, Gordon 1999). De esta manera, las colonias
funcionan como unidades adaptativas, cuyos miembros poseen especializaciones

morfologicas, fisioldgicas y/o comportamentales que contribuyen al funcionamiento
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eficiente del grupo (Seleey 1997). Una cuestion central entre los insectos sociales es
entender como los individuos manejan la informacion sobre las necesidades de la colonia 'y
los recursos del ambiente, y la integran segn sus propias experiencias para generar una

respuesta adaptativa.

1.1.2. Estructura y organizacion de una colonia de A. mellifera

Entre los insectos sociales, la abeja Apis mellifera L. (Hymenoptera: Apidae) ocupa
un lugar central por tratarse del polinizador comercial més utilizado en entornos agricolas
(Delaplane y Mayer 2000, Klein et al. 2007, vanEngelsdorp y Meixner 2010), pero también
por ser un modelo de estudio para la fisiologia y el comportamiento animal. En las colonias
de A. mellifera se distinguen tres castas: la reina, los zanganos y las obreras. La reina 'y los
zanganos conforman las castas reproductivas, mientras que las obreras conforman la casta
no reproductiva (Wilson 1971, Johnson 2023). Una colonia tipica esta constituida por una
Unica reina (hembra fértil), desde ningun a cientos de zanganos (machos) dependiendo de
la época del afio, y entre 10 y 40 mil obreras (todas hembras). La reina, a traves de sus
feromonas, es la principal responsable de mantener la cohesion de la colonia, necesaria para
la coordinacion de la labor social (Seeley 2009, Johnson 2023).

Las obreras son hembras estériles que desempefian distintas tareas a medida que
avanzan en edad, a través de un fendmeno denominado polietismo etario (Lindauer 1952,
Seeley 1982, Winston 1987; Fig. 1.1). Cuando las abejas son jovenes realizan tareas en el
interior de la colmena, encargandose primero de limpiar los panales y luego de cuidar las
larvas. A los diez dias de edad aproximadamente, las obreras se alejan del area de cria, y
comienzan a trabajar en la periferia del nido procesando el alimento, recibiendo néctar y
depositandolo en las celdas de reserva. Mas tarde, algunas se desempefian en la entrada del
nido como guardianas. Llegando a las tres semanas de vida adulta, las obreras ya maduras
inician sus viajes de busqueda de recursos saliendo del nido para recolectar (Résch 1925,
Lindauer 1952, Seeley 1985, Winston 1987; Fig. 1.1). La edad con la que las obreras
realizan una tarea puede ser ajustada en funcion de las necesidades de la colonia, las que

varian mucho segun la época del afio (Robinson et al. 1992, Minch y Amdam 2010).
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Figura 1.1. Polietismo etario en las obreras de A. mellifera. Créditos fotograficos: Solvin Sankl,

Ingo Arndt, John B Free y Chris Gomersall en Nature Picture Library (sitio web: naturepl.com).

1.2. Recursos alimenticios de la abeja
1.2.1. Explotacién de los recursos

La abeja Apis mellifera es un recolector de lugar central (Orians y Pearson 1979,
Bell 2012), lo que implica que cada individuo recolector regresa al nido a descargar los
recursos forrajeados. Las abejas se especializan en la recoleccién de néctar como principal
fuente de energia, y de polen como fuente de proteinas y lipidos (Johnson 2023). Ambos
recursos alimenticios son complementarios y permiten la supervivencia y el desarrollo de
las colonias. El néctar presenta principalmente tres aztcares simples: el disacarido sacarosa
y los monosacéridos fructosa y glucosa. Otros azUicares pueden estar presentes en cantidades
minimas, como la maltosa, melibiosa, manosa, arabinosa y xilosa (Baker y Baker 1982a,
1983, Nicolson y Thornburg 2007). Ademas, en el néctar pueden encontrarse enzimas y

aminoacidos (Baker 1978, Gardener y Gillman 2001, Nicolson 2007), minerales, vitaminas,
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metabolitos secundarios como fenoles y alcaloides (Stevenson et al. 2017), e incluso acidos
grasos (Baker y Baker 1975, Nicolson y Thornburg 2007).

El polen tiene una composicion quimica mucho mas compleja que el néctar. Las
proteinas y los lipidos suelen ser los componentes mayoritarios (Buchmann 1986, Evans et
al. 1987, Dobson 1988, Roulston et al. 2000, Roulston y Cane 2000, Somervielle 2005,
Somerville y Nicol 2006). Dentro de los lipidos se encuentran los acidos grasos tales como
el palmitico, el linoleico (omega-6) y el alfa-linolénico (omega-3) (Manning 2001, Avni et
al. 2014, Arien et al. 2015). Los hidratos de carbono presentes en el grano estan
representados por el almiddn, polisacaridos solubles o insolubles y azucares simples
(Franchi et al. 1996, Pacini 1996). El polen presenta aminoacidos libres (de Groot 1952,
Standifer 1967) y es la principal fuente de micronutrientes de las abejas, aportando
minerales (Stanciu et al. 2011, Filipiak et al. 2017) y vitaminas esenciales (Haydak y Dietz
1965, Nation y Robinson 1968, Anderson y Dietz 1976, Herbert y Shimanuki 1978c).

Dada la naturaleza de ambos recursos, existen diferencias fundamentales en la forma
en que las abejas los recolectan y transportan al nido. De hecho, y a pesar de que en muchos
casos el néctar y el polen pueden obtenerse de las mismas flores, existe una division en la
recoleccion en la que podemos diferenciar recolectoras especializadas en buscar un recurso
u otro (Winston 1987, Johnson 2023). Por un lado, las recolectoras succionan el néctar
(también agua) con la probdscide, estructura formada por varias piezas bucales que crean
un tubo alrededor de la glosa. El néctar se almacena transitoriamente en el buche de la abeja,
porcion anterior del tubo digestivo modificada para el trasporte de liquido, en donde se
transporta a la colmena. Por otro lado, las recolectoras usan sus mandibulas para extraer el
polen de las flores y masticarlo (Fig. 1.2A). Ademas, usan el primer y segundo par de patas
para reunir el polen desde las mandibulas y la parte anterior del cuerpo, donde suele quedar
adherido incidentalmente tras entrar en contacto con las anteras de las flores. Luego, el polen
se transfiere a las patas traseras (con las que también juntan granos adheridos al abdomen)
y especificamente a las canastas o corbiculas, que son las estructuras especializadas para
contener y transportar el recurso. El proceso de empaquetar el polen en las corbiculas es

favorecido por el agregado de néctar y secreciones (Casteel 2022; Fig. 1.2B y C).
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Figura 1.2. Comportamiento recolector de polen de A. mellifera. A) Abeja recolectora extrayendo

el polen de las flores usando las mandibulas y patas. B) Agregado de néctar y secreciones a través
de la proboscide para facilitar la aglutinacion de los granos de polen en las corbiculas durante el
vuelo. C) Recolectora ingresando a la colmena con sus cargas de polen en el tercer par de patas.
Créditos fotogréaficos: A) Heidi y Hans-Juergen Koch en Nature Picture Library (link:
https://www.naturepl.com/stock-photo/honey-bee-(apis-mellifera)-covered-with-pollen-while-

feeding-on-dandelion/search/detail 0_00241052.html); B) Peng Yuan Qi en iNaturalistCL (link:
https://inaturalist. mma.gob.cl/photos/70685217); C) Ingo Arndt en Nature Picture Library (link:

https://www.naturepl.com/books/photographers-books/honey-bees-by-ingo-arndt.html).

Las diferencias en la manipulacién del polen y el néctar se extienden mas alla de la
recoleccion en el campo. Una vez que regresan al nido, las recolectoras transfieren el néctar
recolectado a un grupo de abejas receptoras quienes reciben el alimento por trofalaxia
(interacciones boca a boca) y lo acumulan en los panales donde sera transformado en miel
(Seeley 1989; Fig. 1.3A). Las recolectoras de polen gue regresan al nido, por el contrario,
no son asistidas en la descarga, sino que son ellas mismas las que incorporan el recurso
directamente en las celdas, generalmente cerca del area de cria. De esta manera, no hay una
separacion espacial ni de tareas entre la fase de recoleccion y la de descarga del polen (Fig.
1.3B). Luego de ser incorporado en las celdas, las obreras jovenes intervienen en el
procesamiento del polen formandose finalmente el “pan de abeja”, un alimento que Se

conserva en las reservas de la colmena por varios meses (seccién 1.2.2).
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1.2.2. Procesamiento de los recursos en el nido

Las abejas meliferas procesan los alimentos que recogen alterando su estado original
(Wright et al. 2018). EI néctar que ingresa suele tener una concentracion mucho menor a la
que alcanza cuando se convierte en miel (>80%), lo que se logra por la evaporacién de agua
(Lindauer 1955, Nicolson 2009, Wright et al. 2018). Por otra parte, el procesamiento del
polen incluye la compactacion de las cargas y el agregado de néctar, miel y secreciones
glandulares por parte de las obreras jovenes. El alimento derivado del procesamiento del
polen acopiado se denomina “pan de abeja”, y es el resultado de una transformacion quimica
(Gilliam 1997) que convierte al polen en un nuevo alimento. La composicion del “pan de
abeja” presenta una mayor proporcion de hidratos de carbono, valores mas bajos de pH y
humedad, ausencia de almidon, menor contenido fenolico, y el contenido proteico y lipidico
tiende a ser mas bajo que en el polen fresco (Herbert y Shimanuki 1978a, Human y Nicolson
2006, Nicolson 2011, Anderson et al. 2014, Mayda et al. 2020). Ademas, dado que en una
misma celda se colocan cargas de polen de distintas plantas (Fig. 1.4A), las claves

especificas de cada polen, como los compuestos volatiles o fagoestimulantes, se mezclan.
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Algunos autores sostienen que la transformacion del polen requiere de la accion de
microorganismos (bacterias y levaduras) que contribuyen a la fermentacion de este, lo que
favoreceria su preservacion y la digestibilidad para las abejas (Gilliam 1997, Human vy
Nicolson 2006, Vasquez y Olofsson 2009, Ellis y Hayes 2009, pero ver también: Corby-
Harris et al. 2014a, Anderson et al. 2014).

La evidencia sugiere que las abejas prefieren consumir el polen recientemente
almacenado (menos de tres dias en las reservas; Fig. 1.4B) ante el polen almacenado por
maés tiempo (Anderson et al. 2014, Carroll et al. 2017). Esto podria deberse a la presencia
de sustancias atrayentes como olores y fagoestimulantes que suelen estar presentes en el
polen fresco y que disminuyen con el tiempo de almacenado (Robinson y Nation 1968,
Schmidt 1985, Dobson 1988, Schmidt y Hanna 2006, Anderson et al. 2014). Mas alla de
estos cambios, el polen almacenado (al menos a un mediano plazo de hasta 10 dias) resulto
ser igualmente nutritivo que el polen fresco (Carroll et al. 2017) (ver Maes et al. 2016 para
consecuencias negativas del polen almacenado a largo plazo). En este escenario, los pdlenes
que son menos preferidos por las abejas jovenes se podrian acumular en las reservas del
nido, volviéndose una opcidn para el consumo solo cuando el polen fresco escasea (Carrol
etal. 2017).
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Figura 1.4. Reservas de polen. A) Pan de abeja formado por cargas de polen de distintas especies
de plantas en una misma celda (corte transversal). B) Celdas con cargas de polen recientemente
almacenadas (remarcado en rojo). Créditos fotograficos: A) EyesOnHives (link:
https://www.keltronixinc.com/fermentation-bee-pollen-bee-bread/); B) Hanna's bees (link:
https://hannasbees.ie/what-is-bee-bread-health-benefits-and-how-to-harvest/).

1.2.3. Digestion del polen y cambios fisiolgicos en las abejas

Las abejas jovenes comienzan a consumir polen y/o “pan de abeja” transcurridas dos
horas desde su emergencia como adulto (Dietz 1969). Este consumo temprano, sumado a la
jalea que proveen las abejas nodrizas de mayor edad (Free 1957, Johnson 2023), estimula
la activacién y el rapido desarrollo de la glandula hipofaringea. Esta glandula absorbe
nutrientes producidos por los cuerpos grasos de las obreras y los utiliza para producir
secreciones proteinicas con las que alimentan a la cria y al resto de las compafieras de la
colonia (Crailsheim 1991, Crailsheim 1992, 1998, Johnson 2023). El consumo de polen es
maximo cuando la abeja alcanza la edad de nodrizas, entre los 2-3 y los 10 dias, para luego
decrecer drasticamente al convertirse en recolectora, alrededor de los 20 dias de edad
(Crailsheim et al. 1992).

Las enzimas digestivas son claves para entender la diferencia en la capacidad
digestiva del polen entre las abejas jovenes y las recolectoras. Moritz y Crailsheim (1987)
mostraron que la actividad proteolitica y el contenido de proteina en el intestino medio eran
dependientes de la edad de la obrera. Ademas, la cantidad de polen presente en el intestino
de las recolectoras es insignificante en comparacion con el de las abejas jovenes (Crailsheim
1986, 1990, Moritz y Crailsheim 1987, Crailsheim et al. 1992, Szolderits y Crailsheim 1993,
Lass y Crailsheim 1996, Camazine et al. 1998). Estudios histoquimicos del tracto digestivo
mostraron que, dependiendo del origen botanico, los granos de polen pueden digerirse con
mayor o menor facilidad (por ejemplo, polen de Medicago sativa en Peng et al. 1986) o
incluso no llegar a digerirse completamente (por ejemplo, polen de Taraxacum officinale
en Peng et al. 1985) lo que puede determinar el valor nutricional del polen para la abeja
(Peng et al. 1985). En abejas jovenes, el proceso de digestion completo varia desde unas

pocas horas hasta mas de un dia (Crailsheim 1990, Peng et al. 1986).
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Durante la transicion a la recoleccion, las glandulas hipofaringeas y cuerpos grasos
se atrofian, las reservas corporales de proteinas y lipidos se reducen drasticamente y las
obreras maduras pasan a recibir proteinas a través de la jalea que les comparten las mas
jovenes (Crailsheim 1990, 1998). A pesar de que a edades recolectoras el desarrollo de la
obrera esta terminado, el consumo de esta jalea proteica es importante para sostener, por

ejemplo, la tasa de recambio de proteinas alta en los musculos del vuelo (Crailsheim 1986).

1.2.4. Evaluacion de los recursos en las fuentes

Teniendo en cuenta las diferencias en la manipulacion, procesamiento y utilizacién
del néctar y del polen, tanto fuera como dentro del nido, es factible que existan diferencias
sustanciales en la manera y/o capacidad que tiene las abejas de evaluar cada recurso. Los
procesos que le permiten a la abeja evaluar una fuente de néctar encajan bien con los
modelos basados en la calidad energética (Schmid-Hempel et al. 1985, Schmid-Hempel
1987), ya que las abejas que contactan el alimento tienen la posibilidad concreta de detectar
la presencia de los azucares a través de los receptores gustativos en tarsos y antenas.
También existen receptores gustativos distribuidos en las distintas partes bucales
(Robertson y Wanner 2006, de Brito Sanchez et al. 2014) e incluso, en el interior de la
cavidad bucal (de Brito Sanchez 2011), lo que permite la evaluacién del alimento durante
la ingesta. Consistente con el criterio de evaluar la calidad energética del néctar, las abejas
optimizan sus esfuerzos de recoleccion eligiendo las fuentes mas productivas (Heinrich
1984). Ademas, las abejas pueden ajustar la probabilidad de realizar comportamientos que
median la recoleccion conforme cambia la concentracion de azucares de una fuente. Por
ejemplo, a mayor productividad de las fuentes de néctar se vio que aumenta la probabilidad
de desplegar danzas de reclutamiento (von Frisch 1967), se incrementa la frecuencia de
visitas y el volumen recolectado de la fuente (Seeley 1986, Seeley y Towne 1992, Seeley et
al. 2000, Seeley 2009).

Por otro lado, los criterios de evaluacion de las recolectoras de polen no estan del
todo claros. Debido a que las recolectoras no se alimentan de polen ni lo ingieren durante la
recoleccion, la evaluacion podria no depender de su valor energético o nutricional. Durante
mucho tiempo se pensO que el contenido proteico era una variable que afectaba las
decisiones de forrajeo (Schmidt 1982, Schmidt y Johnson 1984, Schmidt et al. 1987,
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Brodschneider y Crailsheim 2010). Sin embargo, los experimentos en los que se les ofrecid
a las recolectoras una variedad controlada de especies de polen demostraron que las
elecciones no siempre correlacionan con el contenido de proteinas de las opciones elegidas
(Levin y Bohart 1955, Standifer 1967, Schmidt 1982, Roulston et al. 2000). Otros trabajos
hicieron hincapié en que la composicion de aminoacidos esenciales (de Groot 1952,
Crailsheim 1990, Day et al. 1990, Cook et al. 2003) o el contenido de acidos grasos
(Manning 2001, Manning et al. 2007, Zarchin et al. 2017) e incluso de esteroles
(Vanderplanck et al. 2020) seria relevante en las decisiones de las recolectoras.

Sin embargo, aun si se realiza un analisis nutricional mas completo de distintas dietas
de polen para las abejas (Day et al. 1990, Di Pasquale et al. 2013, Corby-Harris et al 2018),
en el contexto natural de las colonias el valor que tiene un polen frente a otro es relativo y
no depende de su contenido intrinseco. Un polen rico en nutrientes puede no representar
una opcién de mayor calidad si, por ejemplo, un compuesto esta presente en exceso (por
ejemplo, acido linoleico en Manning et al. 2007) o si posee compuestos secundarios que
resulten nocivos para las abejas (ver seccion 1.2.4.1) o constituyentes de dificil digestion
(seccién 1.2.3). Por otro lado, una opcion de mayor calidad puede estar dada por la
necesidad de compensar las deficiencias nutricionales de una dieta anterior (Hendriksma y
Shafir 2016, Zarchin et al. 2017) o por sus propiedades antivirales o antiparasitarias
(Palmer-Young et al. 2017).

Si bien hacen falta mas estudios, a la hora de considerar los mecanismos que
utilizarian las recolectoras para evaluar el polen, hay que tener en cuenta que la mayoria de
los nutrientes estan alojados en el interior del grano, a los que solo se puede acceder luego
de la digestion parcial o total del polen (seccion 1.2.2 y 1.2.3). Entonces, mientras es factible
que las abejas jovenes puedan acceder y evaluar la composicion del polen luego de la
ingestién, la evaluacion en las recolectoras podria ser diferente e independiente de la
ingestién del recurso. En linea con esta hipotesis, la evidencia sugiere que la seleccion de
polen durante el forrajeo esta influenciada por las claves sensoriales (por ejemplo, claves
olfativas en Pernal y Currie 2002) disponibles en el “pollenkitt” (Dobson 1988). El
“pollenkitt” es la capa mas externa del grano de polen y esta compuesta principalmente por
lipidos saturados e insaturados (Dobson 1988), carotenoides (Hesse 1993, Lunau 2000),

flavonoides (Wiermann y Gubatz 1992), proteinas e hidratos de carbono (Parkinson y Pacini
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1995, Weber 1996, Santos et al. 2003). Se cree que el “pollenkitt” podria proporcionar
informacion sobre los constituyentes del polen ya que, en algunos casos, su composicion es
similar a la de la fraccién interna del grano (Dobson 1988). Ademas, las claves del
“pollenkitt” hacen que el polen resulte méas atractivo para los polinizadores (Dobson y
Bergstrom 2000), a la vez que facilitan la discriminacion entre polenes de distinto origen
botanico (Dobson y Bergstrom 2000, Cook et al. 2005, Piskorski et al. 2011, Ruedenauer et
al. 2018, Pietrantuono et al. 2019).

Posiblemente por la dificultad que conlleva trabajar con un estimulo complejo como
el polen, hay pocos estudios sobre los criterios que usan las abejas para evaluar las fuentes
de polen. Sin embargo, entender cémo las colonias responden ante polenes de distinta
calidad y como integran la informacion de las distintas opciones en funciéon de sus
experiencias y de las necesidades de las nodrizas y la cria, son factores fundamentales para

explicar el éxito de las abejas.

1.2.4.1. Compuestos secundarios en el polen y su efecto en las abejas

El polen presenta compuestos secundarios que son cada vez mas estudiados tanto en
su composicion (Palmer-Young et al. 2019a, b) como en su funcion (Rivest y Forrest 2020,
Stevenson 2020). Es posible encontrar reportes de efectos beneficiosos en la defensa contra
patdgenos en las abejas (en el polen: Palmer-Young et al. 2017, Stevenson 2020, Tauber et
al. 2020; en el néctar: Richardson et al. 2015, Palmer-Young et al. 2016, Bernklau et al.
2019) como de efectos negativos. En este Gltimo caso, metabolitos secundarios como los
compuestos fendlicos, alcaloides, terpenoides y glucosidos presentes tanto en el néctar
como en el polen, resultaron ser toxicos o disuasorios para las abejas (Detzel y Wink 1993,
London-Shafir et al. 2003, Kevan y Ebert 2005, Erbert et al. 2007, Ayestaran et al. 2010,
Avargues-Weber et al. 2010, de Mesquita et al. 2010, Hurst el al. 2014, Stevenson et al.
2017). Sin embargo, estos efectos suelen ser dosis dependientes (referencias en Palmer-
Young et al. 2017), por lo que los observados a concentraciones altas, podrian no ser
extrapolables a un contexto natural. De todas maneras, si tenemos en cuenta que las abejas
meliferas almacenan los recursos en el nido, las concentraciones de los compuestos nocivos
podrian aumentar en las reservas, sobre todo, si la disponibilidad y/o diversidad de fuentes
de alimento es baja (Liu et al. 2006, Alaux et al. 2010, Di Pasquale et al. 2013, Palmer-
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Young et al. 2017). En un contexto de monocultivo, por ejemplo, la posibilidad de que las
colonias puedan detoxificar las reservas al “diluir” los polenes toxicos con otros de mejor
calidad, es poco probable debido a la baja disponibilidad de polenes alternativos que puedan
ser incorporados y mezclados (Kevan y Ebert 2005).

Entre los metabolitos secundarios producidos en los tejidos vegetales se encuentran
los glucésidos cianogénicos como la amigdalina en las Rosaceas. Luego de ser ingerida por
las abejas, las enzimas del intestino logran la conversion de la amigdalina en cianuro de
hidrégeno (Hurst et al. 2014), una molécula toxica que provoca intoxicaciones agudas en
animales (Khandekar y Edelman 1979; Carter et al. 1980; Newton et al. 1981; Kovacikova
et al. 2019; Salama et al. 2019; Kolesarova et al. 2021). La exposicién a dosis elevadas de
amigdalina (10 mM) produce sintomas de malestar agudo post-ingestion en abejas
recolectoras que afectan la locomocion, incluido un aumento del tiempo que pasan
arrastrando el abdomen (Hurst et al. 2014). Ademas, dosis menores utilizadas en los ensayos
de laboratorio para alimentar abejas maduras capturadas de colmenas y encepadas
(Ayestaran et al. 2010) o enjauladas (Kevan y Ebert 2005), producen un aumento en la
mortalidad. Hasta el momento no hay evidencia de que la amigdalina tenga un efecto
disuasorio al momento de consumirla (Singaravelan et al. 2005, Ayestaran et al. 2010). Cabe
mencionar que la aversion a compuestos secundarios puede verse enmascarada por la
concentracion de azlcar en el néctar (Ayestaran et al. 2010) y por el hecho de que, en el
polen, suelen estar presentes en el interior del grano por lo que es esperable que no produzca

rechazo durante la recoleccion.
1.2.5. Regulacion de la recoleccion de polen

Las reservas de polen de una colmena de A. mellifera son pequefias comparadas a
las reservas de miel (Fewell y Winston 1992). La miel aporta la energia que se requiere para
el funcionamiento de la colonia durante los meses de invierno, mientras que las proteinas y
los nutrientes que aporta el polen son principalmente requeridos para el desarrollo de la cria
en los meses de calor (Seeley 2009, Johnson 2023). La regulacion a corto plazo de la
recoleccion del polen podria implicar no solamente mecanismos para ajustar la relacion
entre la cantidad de polen necesaria en el nido y la cantidad que es incorporada desde el

exterior, sino mecanismos para ajustar cuales son los pdlenes que ingresan y en qué
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proporcién. La mayor parte de los estudios sobre la regulacion de la recoleccion de polen
se centraron en la cantidad de polen que ingresa al nido y no en su calidad. Se vio que las
colonias regulan la actividad recolectora de polen en funcién de la disponibilidad de
reservas y la cantidad de cria que hay en el nido (Free 1967, Fewell y Winston 1992,
Camazine 1993, Eckert et al. 1994, Dogterom y Winston 1999, Dreller et al. 1999, Fewell
y Bertram 1999, Hendriksma et al. 2019). Esto permite mantener una reserva de polen
suficiente, pero no excesiva (Seeley 2009). El aumento en la actividad de recoleccion se
explica, por un lado, a través de un incremento de la proporcion de recolectoras de polen,
pero también por una modulaciéon del esfuerzo individual, en el cual las recolectoras
aumentan el nimero de viajes, la duracion de la visita, y el tamafio de las cargas de polen
(Fewell et al. 1991, Fewell y Winston 1992, Fewell y Page 1993, Diaz et al. 2013,
Hendriksma et al. 2019).

Hasta la fecha, se realizaron unos pocos estudios acerca de la regulacion de la
recoleccion del polen segin alguna medida de su calidad. Uno de ellos es el trabajo de
Pernal y Currie (2001) donde vieron que, manipulando el contenido proteico de las reservas
de polen, las colonias respondian aumentando la proporcién de recolectoras de polen, la
misma respuesta que se encontro en la regulacion segun la cantidad de polen. Sin embargo,
a nivel individual, no se encontraron respuestas de las abejas en variables como la calidad
del polen recolectado (% proteina) o la riqueza de las cargas, lo que podria explicarse por
la incapacidad de las recolectoras de evaluar la calidad nutricional del polen in situ (Pernal
y Currie 2001, 2002, Nicholls y Hempel de Ibarra 2017) y por lo tanto, requiriéndose que
la regulacion del ingreso de los distintos pdélenes sea coordinada mediante una transferencia
social de informacion (Fewell y Bertram 1999).

Liu et al. (2006) estudiaron la regulacion de la recoleccion de polen en un contexto
natural mediada por el contenido fendlico de los polenes, como variable de su calidad. Como
se menciond en la seccion anterior (1.2.4.1), los compuestos fendlicos son metabolitos
secundarios que producen olores que pueden atraer a las abejas (Gronquist 2001, Liu et. al
2004) pero que también pueden producir una respuesta de evitacion (Haglar y Buchman
1993) u otros efectos negativos si se acumulan en el interior del nido. Se vio que las colonias
ajustaban su eleccion en el campo segln la acumulacion de fenoles en el nido (Liu et al.

2006), por lo que un aumento excesivo de estos compuestos induciria el rechazo de las
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recolectoras en el campo. Manipulando las reservas de polen y ofreciendo dietas con
distintos contenidos proteicos en una estacion de forrajeo, Hendriksma et al. (2019)
encontraron que las recolectoras modificaban su seleccion de tal manera de incorporar
aquellos recursos que presentaban los nutrientes que eran deficitarios en las reservas del
nido. Cuando las colonias fueron suplementadas con polen, las recolectoras perdieron esta
selectividad, mostrando que las decisiones de las abejas estaban influenciadas por los
nutrientes de las reservas. Con base en estos resultados, y teniendo en cuenta la
disponibilidad fluctuante de fuentes florales a lo largo de la temporada, una respuesta
adaptativa de las colonias incluiria la identificacion de los pdlenes que ingresan y el ajuste
de su recoleccion de acuerdo con su calidad o aptitud para los requerimientos del momento.

El en contexto actual, atravesado por un fuerte cambio en el uso de la tierra, las
practicas de agricultura modernas, y la consecuente pérdida de diversidad floral que provoca
una reduccion en la disponibilidad de polen y néctar (Winfree 2009, vanEngelsdorp y
Meixner 2010, Scofield y Mattila 2015, Maggi et al. 2016, de Groot et al. 2021), es
prioritario ampliar el conocimiento sobre los mecanismos por los cuales las abejas
seleccionan las fuentes de polen. La evaluacion del polen podria ser un proceso complejo
en el que el recurso es evaluado no solo en el campo sino también en el interior del nido, y
en donde las respuestas de las nodrizas establecerian el vinculo entre la calidad del recurso

y las elecciones de las recolectoras.
1.3. Aprendizaje y Memoria en la abeja: importancia en el comportamiento
1.3.1. Aprendizaje de Recursos

La abeja melifera es un insecto altamente generalista y por consiguiente, depende en
gran medida de su capacidad de aprender estimulos para predecir los recursos del ambiente
(Ribbands 1955, Koltermann 1969, Menzel 1999, Arenas y Farina 2012). Es asi que el
aprendizaje, proceso que modifica adaptativamente el comportamiento individual como
consecuencia de la experiencia (Carew 2000), resulta fundamental para que las recolectoras
puedan anticipar la presencia de recursos en un ambiente que cambia constantemente. Al
encontrar una fuente de alimento suficientemente productiva, las abejas asocian las

caracteristicas de la fuente en funcion de la recompensa que ella ofrece (zu Oettingen-
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Spielberg 1949, Butler 1951, von Frisch 1967, Backhaus 1993, Menzel 1990, Menzel et al.
1997). De esta manera, las abejas establecen un vinculo entre los estimulos contingentes:
un estimulo a priori neutro, como el aroma, color o forma de la flor, y un estimulo
biol6gicamente relevante o refuerzo, como los azucares del néctar (Menzel y Erber 1978).
Establecido el aprendizaje, el estimulo neutro adquiere caracter predictivo del refuerzo, lo
cual les permite a los individuos anticipar su respuesta al refuerzo y reducir su nivel de
incertidumbre (Giurfa 2007).

Las sucesivas visitas de la abeja a una cierta especie floral da lugar a la formacion
de memorias que afectan sus decisiones de forrajeo, por ejemplo, sesgando su orientacion,
la probabilidad de aterrizaje (Free 1969, Arenas et al. 2007, 2008), o incluso
desencadenando respuestas estereotipadas y discretas como la extension de la proboscide
(Takeda 1961). De esta manera, las memorias le permiten a la abeja mejorar su eficiencia
de recoleccion al facilitar la localizacion de las fuentes conocidas entre muchas otras
desconocidas, o de menor productividad (Menzel y Miiller 1996). Como consecuencia de
estas memorias, las recolectoras exhiben una alta fidelidad por explotar el mismo tipo de
fuente, un fendbmeno que se denomina “constancia floral” (Free 1963, von Frisch 1967,
Chittka et al. 1999). Sin embargo, las fuentes de alimento suelen ser estables sélo durante
algunos dias o unas pocas semanas (Vogel 1983, Sponsler et al. 2023), por lo que las
memorias deben ser dindmicas de tal manera que el comportamiento sea lo suficientemente

plastico para ajustar la basqueda de alimento en un ambiente que cambia constantemente.
1.3.2. Aprendizaje de las claves del polen

A diferencia del azucar, el rol del polen como recompensa en el aprendizaje y la
memoria fue poco estudiada. Se llegd a especular que la eleccion de las fuentes estaba
mediada por respuestas innatas frente a las claves intrinsecas del polen (como su olor, color
0 textura) que desencadenaban la recoleccion y a la vez proporcionaban informacion sobre
la disponibilidad y abundancia del recurso a partir de su intensidad (Dobson et al. 1999).
Sin embargo, mas alla de un fuerte componente innato, se demostro que las preferencias por
distintos polenes pueden ser aprendidas (Cook et al. 2003, Arenas y Farina 2012). Al igual
que ocurre para fuentes de azlcar, las abejas que recolectan polen también aprenden las

claves olfativas de la fuente y establecen memorias que guian a las recolectoras hacia los

26



olores aprendidos (Arenas y Farina 2012). Se observo que, al cabo de unas pocas visitas, las
abejas elegian los alimentadores aromatizados con las claves previamente aprendidas por
sobre otro alimentador aromatizado con un olor novedoso (Arenas y Farina 2012). También
se observo que recolectoras entrenadas a un alimentador con polen aromatizado, podian ser
reactivadas a volver a la ubicacion anterior del alimentador tras inyectar el olor aprendido
dentro de la colmena (Arenas y Farina 2012), un fendmeno que ya se habia evidenciado
para fuentes de néctar (Ribbands 1954, Johnson y Wenner 1966, Reinhard et al. 2004).
Consistentemente con el hecho de que las recolectoras no ingieren el polen que recolectan,
estudios recientes sugieren que el polen refuerza el aprendizaje asociativo a través de vias
gustativas pre-ingestivas (Nery et al. 2020, Moreno y Arenas 2023). Esto podria ocurrir
cuando las antenas, las piezas bucales o los tarsos de las recolectoras entran en contacto con
el “pollenkitt”, la capa externa del grano de polen que presenta los compuestos que excitan

a las forrajeras durante la recoleccion (Pacini y Hesse 2005, seccion 1.2.4).
1.3.3. Aprendizaje social

En los insectos sociales, el aprendizaje sobre las caracteristicas de las fuentes no
s6lo ocurre en el campo, sino también dentro del nido. La informacién acerca de los recursos
que estan siendo explotados en el exterior, puede transferirse y propagarse al resto de los
miembros de la colonia (Griter et al. 2006, Farina et al. 2005, 2007, Gil y De Marco 2005),
por ejemplo, cuando los néctares aromatizados son descargados y compartidos por las
receptoras. El aprendizaje de los olores del néctar circulante conduce a memorias duraderas
que afectan las preferencias recolectoras en el campo durante varios dias (Farina et al. 2005,
Balbuena et al 2012a).

Por otro lado, los olores y claves gustativas del alimento también proporcionan
informacion a las abejas que no participan directamente de la recoleccion (Farina et al. 2005,
2007), pudiendo alcanzar incluso a abejas jovenes (Griter et al. 2006). En este sentido, se
vio que las abejas jovenes pueden aprender olores diluidos en solucion azucarada y formar
memorias a largo plazo que son evocadas a la edad de recolectoras (Arenas y Farina 2008,
Arenas et al. 2009). Las experiencias con polen a edades tempranas también pueden
modificar la respuesta de orientacién muchos dias después (Arenas y Farina 2014). En este

sentido se vio que abejas maduras que habian sido alimentadas con polenes monoflorales
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durante la primera semana de vida eran atraidas hacia los mismos olores de los polenes
experimentados cuando eran evaluadas a edades de forrajeras (Arenas y Farina 2014).
Teniendo en cuenta que las abejas en edad de nodriza pueden establecer memorias
de largo termino que modifican su comportamiento por varios dias, queda preguntarse en
qué medida, las abejas jovenes son también capaces de aprender y retener informacion sobre
la calidad del polen y, por tanto, cambiar adaptativamente sus preferencias de consumo.
Teniendo en cuenta que el malestar post-ingesta provoca la evitacion retardada del alimento
(Papaj y Prokopy 1989), las experiencias mediadas por pélenes de baja calidad o nocivos
podrian inducir su evitacion generando modificaciones en el entorno del nido, brindando

asi informacion especie-especifica que desaliente la recoleccion de este recurso.
1.4. Objetivos

El objetivo general de la presente tesis es estudiar las respuestas comportamentales
de abejas jovenes y recolectoras (A. mellifera) frente a cambios en la calidad del polen. Para
esto, se investiga la capacidad de evaluacién del polen de ambos grupos de obreras, el rol
que tienen las experiencias con polenes de distinta calidad en las elecciones de las abejas y
los mecanismos que permiten la transferencia de informacion relativa a la calidad del

recurso.
1.4.1. Objetivos especificos e hipobtesis

1. Dadas las diferencias en el uso, acceso y grado de manipulacién del polen entre
las abejas jovenes y las recolectoras, se plantea estudiar las diferencias en la eleccion de
polenes en ambos grupos a través de las decisiones de consumo y las de forrajeo,
respectivamente. También se investiga la importancia de las experiencias con los pélenes
para reducir las presuntas diferencias en la eleccion que existiria entre las abejas jovenes y
las recolectoras. Se plantea como hipotesis que ambos tipos de abejas difieren en la eleccion
de polenes que realizan y que, tras sucesivas experiencias, estas elecciones cambian en el

mismo sentido.
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2. Dado que solo las abejas jovenes tendrian acceso a evaluar la composicion del
polen, se investigd su capacidad para aprender y memorizar las claves especie-especificas
del polen en funcién de su calidad. Se plantea como hipdtesis que las abejas jovenes asocian
las claves especie-especificas del polen con compuestos nutritivos/fagoestimulates o
toxicos/desagradables. De este modo, las experiencias positivas y negativas dan lugar a

memorias que predicen la calidad del polen y afectan las preferencias de consumo.

3. Dado que las recolectoras no ingieren polen en las fuentes, se investiga la
capacidad de las recolectoras de aprender y memorizar las claves del polen en funcion de la
calidad de este y luego de experimentarlos en el nido. Se plantea como hipétesis que las
recolectoras adquieren informacion relativa a la calidad del polen en el interior del nido

mientras es procesado por las nodrizas.

4. Teniendo en cuenta que las abejas jovenes serian fundamentales en la evaluacion
del poleny en sesgar la recoleccion hacia los recursos mas adecuados, se investigan posibles
mecanismos que permitan la transferencia de informacion relativa a la calidad del polen en
el interior del nido entre abejas jovenes y recolectoras. Se plantea como hipdtesis que la
seleccion de polen en el campo depende de que las recolectoras adquieran informacién
relativa a la calidad del recurso en el interior del nido. Se plantea como hipoétesis general
que el mecanismo por el cual las recolectoras ajustan su eleccion de polen depende de la

participacion de las abejas jovenes.
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2

ELECCION DE POLENES EN ABE]JAS
JOVENES VERSUS RECOLECTORAS

2.1. Introduccién

Los animales necesitan una variedad de nutrientes para llevar a cabo funciones
vitales. Los carbohidratos proporcionan la energia esencial para realizar actividades y
mantener funciones metabdlicas y las proteinas y los lipidos son fundamentales para el
crecimiento y reparacion de tejidos. Por ser esenciales para el desarrollo, estos Gltimos son
muy necesarios en las etapas tempranas del animal (Millward et al. 1997, Behmer 2009,
Tigreros 2013, van de Rest et al. 2013). Dados los diferentes requerimientos de nutrientes
que impone la ontogenia, los individuos pueden diferir en las fuentes de alimento que eligen
a lo largo de su vida. Esta situacion puede ser conflictiva en los animales que viven en
grupos en donde los integrantes, generalmente maduros, se encargan de recolectar recursos
para el resto del grupo, incluidos los jovenes.

En el marco de la division del trabajo que coordina las actividades de las colonias
de insectos sociales, algunos individuos salen a recolectar recursos mientras que otros se
dedican al mantenimiento del nido (seccién 1.1.2). En la abeja Apis mellifera, las
recolectoras son obreras maduras que incorporan a la colonia recursos que se comparten
entre sus miembros (Rosch, 1925, Lindauer 1952, Seeley 1985, Winston 1987). El néctar,
como fuente de carbohidratos, es consumido por todas las obreras en estadio adulto mientras
que el polen, principal fuente de proteinas y lipidos, es mayormente consumido por las
abejas jovenes encargadas del cuidado de la cria. A medida que las obreras jovenes avanzan
en edad y se desempefian en otras tareas, dejan de consumir polen y pierden su capacidad
de digerirlo (seccion 1.2.3).
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Segun el origen botéanico, los pdlenes pueden diferir sustancialmente en la
composicion de macro y micronutrientes (seccion 1.2.1), fagoestimulantes (Schmidt 1985,
Singh et al. 1999, Schmidt y Hanna 2006), compuestos nocivos (seccion 1.2.4.1) ylo
compuestos que alteran la digestibilidad (Peng et al. 1985, Schmidt et al. 1989). De esta
manera, los diferentes pdlenes pueden afectar significativamente la longevidad de las abejas
y el desarrollo de las glandulas hipofaringeas y los ovarios (Knox 1971, Lan et al. 2021).
En experimentos pioneros, las abejas jovenes mostraron preferencias entre dietas de polenes
monoflorales que se atribuyeron a diferencias nutricionales del alimento (Schmidt y
Johnson 1984). Sin embargo, estas preferencias no siempre se correlacionaron con el
consumo de los pdlenes mas nutritivos (Campana y Moeller 1977, Schmidt 1984, 1995,
Corby-Harris et al. 2018). Los compuestos atrayentes y/o fagoestimulantes y los
compuestos toxicos y/o aversivos, parecen interactuar con el valor nutricional de la dieta
para interferir en las elecciones de las abejas (Schmidt 1984, Schmidt et al. 1987).

En el caso de las abejas recolectoras, también se observaron preferencias en sus
elecciones de polenes monoflorales que no estarian asociadas a las caracteristicas
nutricionales del recurso sino a la presencia de claves que atraen, en mayor o menor medida,
a las recolectoras (Levin y Bohart 1955, Doull 1966, Schmidt 1982). En un intento de
comparar las elecciones de consumo de polen de las abejas jovenes vs. las elecciones de
forrajeo de las recolectoras, Boch (1982) mostr6 que las preferencias de ambos grupos eran
distintas. Esta discrepancia podria explicarse por diferencias en el acceso y/o la capacidad
de cada grupo de evaluar las caracteristicas del polen dentro de su propio repertorio
conductual. Ademas, los experimentos mencionados no permiten discriminar entre
elecciones que se podrian considerar “innatas” frente a las “aprendidas”, un factor que es
clave para entender cdmo las colonias manejan la informacién sobre las diferentes opciones
de forrajeo, y la integran seguin su propia experiencia.

En un escenario en donde las elecciones de las abejas jovenes y las maduras son
diferentes, es relevante plantear como las colonias podrian satisfacer plenamente las
necesidades nutricionales de las nodrizas cuando la seleccion de polen realizada por las
recolectoras podria proporcionar una dieta presumiblemente sub-6ptima para ellas. Hasta
ahora se desconoce si las experiencias con los diferentes pdlenes permiten que la eleccién

en el campo y dentro de la colmena sean mas similares entre si. En el caso de las
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recolectoras, por ejemplo, se podrian esperar cambios en las elecciones tras sucesivas visitas
a la fuente, o tras haber obtenido informacion en el interior del nido.

El objetivo de este capitulo fue comparar las elecciones de polen entre abejas obreras
en edad de nodriza y las recolectoras dentro de sus repertorios comportamentales. Para el
grupo de abejas en edad de nodriza, se cuantifico el consumo de cuatro pdlenes
monoflorales ofrecidos simultdneamente en el interior de jaulas que contenian obreras de 2-
3 dias de edad. Para las recolectoras, se registrd la eleccion por los mismos cuatro pélenes
cuando se les ofrecieron simultdneamente en una estacion de recoleccion. Se predice que,
frente a la misma oferta de polenes, las abejas jovenes y las recolectoras mostraran perfiles
de eleccidn diferentes. Un segundo objetivo consistié en estudiar tanto las elecciones innatas
como las aprendidas. Para esto, se midieron las respuestas de las abejas jovenes y de las
recolectoras inmediatamente después de haber ofrecido el polen y varias horas mas tarde.

2.2. Materiales y Métodos
2.2.1. Sitio de estudio y abejas

Los experimentos se llevaron a cabo durante las temporadas de verano de 2018/2019
y 2019/2020 en el Campo Experimental de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de
la Universidad de Buenos Aires (34°32'S, 58°26'W). Para conocer las elecciones de polen
entre las abejas jovenes, se utilizaron abejas que emergieron de cuadros de cria extraidos de
colmenas del apiario experimental (Fig. 2.1A). Los cuadros habian sido colocados dos dias
antes en una incubadora a 34°C, 55% de humedad relativa y oscuridad (Arenas y Farina
2008; Fig. 2.1B). Se recogieron manualmente obreras emergidas de un dia de edad y se
colocaron en jaulas de madera (10x10%10 cm) conformando grupos de 80 individuos (Fig.
2.1C). Los experimentos se iniciaron inmediatamente después del confinamiento. Las
abejas fueron alimentadas con solucién azucarada al 50% p/p ad libitum durante nueve dias.
Ademas, las jaulas recibieron 4 polenes monoflorales en simultaneo (Fig. 2.1E). Se utilizo
un total de 8 jaulas que procedian de 3 cuadros extraidos de colmenas diferentes.

Para establecer las elecciones de recoleccién de polen, se utilizaron grupos de
recolectoras que habian sido entrenadas previamente a visitar una estacion de recoleccion.

Cada grupo de abejas entrenadas procedia de una colmena distinta del apiario. Las
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elecciones se establecieron ofreciendo cuatro fuentes de polen diferentes a la fuente

utilizada para el entrenamiento.
2.2.2. Polenes monoflorales

Los pdlenes que se utilizaron fueron recogidos de forma natural por las abejas. Los
polenes provenian de la planta de flor amarilla (Diplotaxis tenuifolia), de colza (Brassica
napus), de sauce (Salix sp.) y de zarzamora (Rubus sp.), todos provistos y caracterizados
por apicultores (Cooperativa Pampero, Amuyen y CoopSol). En el caso de las muestras
multiflorales, de donde se obtuvieron los pdlenes de sauce y zarzamora, se separaron las
cargas de polen segln su origen botanico basandonos en su color, brillo, textura y grado de
aglutinacion (Fig. A2.1 en anexo). La mayoria de las muestras de polen se obtuvieron
durante la misma estacion de la toma de datos. Para alimentar experimentalmente a las
abejas jovenes, se trituraron, pesaron e hidrataron los pélenes para conseguir una pasta
parecida al pan de abeja que les ofrecimos ad libitum y simultdneamente. Cada polen se
ofrecio en una jeringa graduada de 5 ml con la punta cortada (Fig. 2.1D).

En el caso de las abejas recolectoras, los cuatro pdlenes se ofrecieron en
alimentadores separados, situados a 5 cm de distancia entre si, en una plataforma de madera
(30 x 30 cm). Los alimentadores de polen consistian en envases de plastico opaco de 360
ml con 8 orificios (7 mm ) en la parte superior (tapa) por los que las abejas podian entrar
y salir cargadas de polen (Fig. 2.1F). En el interior de los envases habia 2-3 g de polen de
una sola especie finamente triturado y adherido a las cerdas de un limpiapipas (20 cm)
enrollado en forma de espiral (Arenas et al. 2021; Fig. 2.1G). El disefio de estos
alimentadores favoreceria el uso de sefiales olfativas de polen, mientras que limitaria el

alcance de las claves visuales debido a la presencia de la tapa y a la opacidad del envase.
2.2.3. Procedimiento experimental

Con el objetivo de comparar el perfil de eleccion de polenes en abejas jovenes y
recolectoras, se llevaron a cabo dos series. En la serie 1 se midié la eleccidn de los pdlenes
a través del consumo, mientras que en la serie 2 se midié a través del tiempo que dedicé un

grupo de recolectoras a forrajear de cada fuente de polen.
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2.2.3.1. Serie 1: Eleccion de pdlenes en abejas jovenes

Para conocer el perfil de eleccion de pdlenes de abejas jovenes, se midid el volumen
consumido de cada uno de los 4 p6lenes monoflorales ofrecidos. Dicha medicidn se realizo
cada dia durante los primeros 9 dias de vida adulta de las abejas. A partir de estos valores
se calculd la proporciéon relativa de consumo de cada polen (mililitros del alimentador
Xi/mililitros totales de la caja) para cada dia. En anexo puede verse el consumo total de las
cajas por dia (Fig. A2.2). Para investigar el efecto de las experiencias sobre la eleccién de
polen, se compararon las respuestas observadas durante las primeras 24 horas (abejas naive)
con las respuestas medidas a las 48 horas (abejas experimentadas), asumiendo que,
transcurrido este tiempo, las obreras fueron capaces de evaluar de manera post-ingestiva la
calidad del polen (Peng et al. 1986, Crailsheim 1990). Se seleccionaron las respuestas a las
48 horas ya que fueron representativas de las respuestas obtenidas los dias siguientes

ademas de que el consumo total fue el maximo (ver Fig. A2.3 en anexo).
2.2.3.2. Serie 2: Eleccion de pdlenes en abejas recolectoras

Para establecer las elecciones de recoleccion de las abejas en el campo, se entrend a
diferentes grupos (independientes) de recolectoras a visitar una estacion de recoleccion que
ofrecia polen multifloral. Los pdlenes que conformaban la muestra multifloral eran
diferentes a los cuatro polenes utilizados posteriormente. Una vez establecido un grupo
estable de aproximadamente 20 recolectoras, se procedi6 a marcarlas con diferentes colores
para poder identificarlas y cuantificar sus elecciones durante la fase de evaluacién. Durante
la evaluacién, el alimentador de entrenamiento fue reemplazado por los cuatro
alimentadores que ofrecian cada uno de los cuatro pdlenes monoflorales utilizados en la
serie anterior. Los alimentadores se localizaron equidistantes sobre la plataforma de madera
(Fig. 2.1H).

Las elecciones se establecieron a partir de la proporcion de tiempo que las forrajeras
del grupo estuvieron recolectando de cada alimentador. Para esto, primero se registro el
tiempo que cada recolectora marcada pasaba en cada una de las fuentes. De este modo, se
pudo obtener también el tiempo total que cada abeja transcurrio en la estacion. A

continuacion, y con el fin de calcular la proporcién relativa de tiempo que cada uno de los
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grupos entrenados paso recolectando en cada uno de los cuatro alimentadores, se sumo la
duracion de las visitas realizadas por todas las abejas del grupo a cada alimentador particular
y se lo dividié por el tiempo total transcurrido por las abejas en la estacion. Mientras que la
caja de abejas jovenes representaba la unidad experimental en la serie 1, cada grupo de
recolectoras entrenado a una misma estacion conformaba la unidad experimental en la serie
2.

Para estudiar si las experiencias adquiridas durante los sucesivos eventos de forrajeo
modula las elecciones de las recolectoras, se compararon las respuestas de grupos de abejas
que eran naive para los pdlenes ofrecidos (visitaban la estacion por primera vez) frente a
grupos de recolectoras experimentadas, es decir que fueron evaluadas no en su primera
visita a la estacion de recoleccion, sino tras haber estado visitando los alimentadores durante
mas de 4 horas. Cabe resaltar que, durante este periodo, las recolectoras pudieron incorporar

los pdlenes cosechados al nido e interactuar con las obreras en el interior.
2.2.4. Analisis estadistico

Todos los datos se analizaron mediante un modelo lineal general mixto con
distribucion normal en R (http://www.R-project.org/). Para evaluar las diferencias en la
proporcién de polenes seleccionada por ambos grupos de abejas, se explord el impacto del
tipo de abeja (JOovenes y Recolectoras), la experiencia de las abejas (Naive y
Experimentadas), y de la identidad del polen (Colza, Flor amarilla, Sauce y Zarzamora)
como efectos fijos, y su interaccion. Se comprobaron los supuestos de homocedasticidad y
normalidad (pruebas de Levene y Shapiro-Wilk, respectivamente). Para los contrastes se
utilizaron las pruebas de Tukey mediante el paquete multcomp en R (Hothorn et al. 2008).

Ademas, se realiz6 estadistica multivariada mediante un analisis de componentes
principales (ACP) en R utilizando el paquete “vegan” (Oksanen et al. 2018). Se
consideraron cuatro grupos: Jévenes Naive, Jovenes Experimentadas, Recolectoras Naive
y Recolectoras Experimentadas. Las variables utilizadas fueron las proporciones
seleccionadas de cada tipo de polen: Proporcion de Flor amarilla, Proporcion de Colza,
Proporcion de Sauce y Proporcion de Zarzamora. Se seleccionaron los componentes que

acumularon més del 70% de la variabilidad total (Jolliffe y Cadima 2016).
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Figura 2.1. Materiales y métodos
utilizados en el experimento. A)
Fotografia de colmenas del apiario
experimental de la FCEN, UBA. B)
Cuadro de cria ubicado en la
incubadora a 34°C, 55% de humedad
relativa y oscuridad. C) Caja de
madera de 10x10x10 cm con
solucion de azlcar al 50%. D)

Alimentadores de polen (jeringas de

5 ml sin punta) ofrecidos en las cajas

B experimentales. E) Esquema del
disefio experimental de las cajas con
los alimentadores de polen. F) Parte
superior (tapa) de los alimentadores
con 8 orificios (7 mm Q) por los que

D ¥ las abejas pueden entrar y salir

' ::\ V:\i% = f cargadas de polen. G) Vista interior
- f, 2 de los alimentadores con 2-3 g de
\/\W;g*@* & polen triturado y adherido a las

cerdas de un limpiapipas (20 cm)
enrollado en forma de espiral. En F
y G se ven las marcas de pintura en
el térax de las abejas recolectoras.
H) Esquema de la estacion de
forrajeo con los alimentadores de
polen (envases de plastico opaco de
360 ml). Se muestran las

recolectoras marcadas con distintos

colores que fueron adiestradas

previamente a visitar la estacion con

polen multifloral.
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2.3. Resultados

Las abejas jovenes (serie 1) consumieron relativamente una mayor proporcion de
polen de zarzamora, eleccion que se mantuvo a lo largo de los nueve dias (ver Fig. A2.3 en
anexo). En segundo lugar y principalmente los primeros cuatro dias, las abejas eligieron
polen de sauce para su consumo, mientras que la flor amarilla fue, en general, el polen
menos consumido. El polen de colza fue el que presenté méas fluctuaciones en su consumo
dependiendo del dia, ubicandose en el segundo, tercer o ultimo lugar (Fig. A2.3). Por su
lado, las abejas recolectoras (serie 2) que visitaron la estacion por primera vez, pasaron mas
tiempo recolectando principalmente polen de flor amarilla y, en segundo lugar, polen de
colza (Fig. A2.4 en anexo). Dedicaron menos tiempo a recolectar polen de sauce y el de
zarzamora. Sin embargo, cuatro horas después se vio un aumento importante en las
proporciones de tiempo recolectando polen de zarzamora, alcanzando valores cercanos a
los registrados para los polenes de colza y flor amarilla (Fig. A2.4).

La eleccion de polen varié segun el tipo de abeja (Chisq = 127,9026, Df = 3, P <
2,2e-16) y segln la experiencia (Chisq = 19,9143, Df = 3, P = 0,0002). Para todos los
polenes la proporcion seleccionada fue significativamente distinta entre las obreras jovenes
y las recolectoras (Colza: t-ratio = -3,722, P = 0,0003; Flor amarilla: t-ratio = -6,885, P <
0,0001; Sauce: t-ratio = 6,012, P < 0,0001; Zarzamora: t-ratio = 5,625, P < 0,0001; Fig. 2.2).
Cuando las abejas pudieron experimentar los pélenes por mas tiempo (48 horas en jovenes
y 4 horas en recolectoras), la proporcion de polen de colza y zarzamora seleccionada fue
significativamente diferente entre abejas naive y experimentadas (Colza: t-ratio = 3,035, P
= 0,0031; Flor amarilla: t-ratio = 1,543, P = 0,1261; Sauce: t-ratio = -0,518, P = 0,6060;
Zarzamora: t-ratio = -3,052, P = 0,0029; Fig. 2.3). No se encontré una interaccién
significativa entre el tipo de abejas, la experiencia y la identidad del polen (Chisq = 3,7220,
Df = 3, P = 0,2931), por lo que la proporcién seleccionada de cada polen vari6 segun la
experiencia de las abejas independientemente de si eran jovenes o recolectoras y varid segun

el tipo de abeja independientemente de si era naive o experimentada.
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Figura 2.2. Proporcion de cada polen seleccionado segun el tipo de abeja (Jovenes vs.

Recolectoras). En el caso de las abejas jévenes la proporcion se calculé como el consumo relativo:

mililitros del alimentador Xi/mililitros totales de la jaula, mientras que para las recolectoras se

considerd la duracion de visita: segundos en el alimentador Xi/ segundos totales en la estacién. Los

cuadrados indican los valores medios (predichos por el modelo) y las barras muestran los intervalos

de confianza del 95%. Los asteriscos (*) indican diferencias significativas (P < 0,05).
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Figura 2.3. Proporcion de cada polen seleccionado segun la experiencia de las abejas (Naive vs.
Experimentadas). Naive son abejas que experimentaron los pdlenes por primera vez o en un lapso
corto de tiempo, mientras que Experimentadas son abejas que tuvieron sucesivas experiencias con
los pélenes por un periodo méas largo de tiempo. Los cuadrados indican los valores medios
(predichos por el modelo) y las barras muestran los intervalos de confianza del 95%. Los asteriscos

(*) indican diferencias significativas (P < 0,05).

El anélisis de componentes principales (ACP) permitio visualizar claramente la
separacion de los dos grupos de obreras segun sus diferencias en el perfil de eleccion de
polen y cdmo la experiencia modifico ese perfil. Se seleccionaron los dos primeros
componentes ya que juntos explicaban mas del 80% de la variacion (Tabla A2.1 en anexo).
Las correlaciones entre las cuatro variables y los dos primeros componentes principales
dados por los loadings se presentan en la Tabla A2.2 (en anexo). Se obtuvo una contribucién
similar de los cuatro pélenes con el componente 1 (Comp. 1), en una relacién positiva en el
caso de la flor amarilla y la colza, y negativa en el caso del sauce y la zarzamora. Por otro
lado, la flor amarilla y la colza presentaron una mayor asociacion con el componente 2
(Comp. 2) que el resto de las variables, positiva en el primer caso y negativa en el segundo
(Tabla A2.2).

En el grafico del ACP, donde podemos visualizar cada unidad experimental segin
al tipo de abeja al que pertenece, se observa que el Comp. 1 separa a las obreras jovenes de
las maduras. EI Comp. 1 también evidencia una gran similitud en la eleccion de polen entre
las abejas jovenes naive y experimentadas y también, aunque en menor medida, entre las
abejas jovenes y las recolectoras experimentadas. Se observa que el grupo conformado por
recolectoras naive se encuentra completamente separado de los grupos de abejas jovenes.
Esto es debido a la menor eleccién de polen de sauce y zarzamora y la mayor eleccién de
flor amarilla y colza por parte de las recolectoras naive, y un perfil de eleccion opuesto por
parte de las abejas jovenes, lo que es consistente con los resultados mostrados en la Fig. 2.2.
Resulta interesante ver que la elecciéon de polen de las recolectoras experimentadas se
visualiza muy dispersa, desplazandose sobre el Comp. 1 hacia el cuadrante donde aumenta
la zarzamora, solapandose en parte con las abejas jovenes naive. Ademas, las jovenes naive,

si bien conforman un grupo con mucha cohesion, se desplazan levemente en el Comp. 2
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hacia el cuadrante donde aumenta la eleccién de colza, a diferencia de las jovenes
experimentadas que se ordenan casi exclusivamente sobre el Comp. 1. Estos
desplazamientos en el Comp. 2, donde las variables flor amarilla y colza son las méas
importantes, nos permite visualizar una tendencia opuesta del efecto de la experiencia segun

el grupo de abeja.

0.6

FJor.amarilla
o&

Abejas
® Jovenes experimentadas
¢ Jovenes naive
® Recolectoras experimentadas

Recolectoras naive

Comp 2 (22%)

-0.6 1

0.6 0.4 0.2 0.0 0.2 0.4 0.6
Comp 1 (61%)

Figura 2.4. Andlisis de Componentes Principales (ACP). Gréafico bidimensional mostrando el

componente 1 vs. el componente 2 que expresan un 83% de la variacion total.

2.4. Discusién

En el presente capitulo se obtuvo evidencia de que las abejas jovenes y las
recolectoras exhiben perfiles distintos de eleccion para una determinada combinacion de
polenes. Ademas, los resultados sugieren que las respuestas de las recolectoras tienden a
converger con las respuestas de las abejas en edad de nodriza tras las sucesivas experiencias

con el polen.

40



Consistentemente con las diferencias en el uso del recurso que hacen las nodrizas y
recolectoras dentro de sus repertorios conductuales, las distintas elecciones podrian
explicarse a partir del acceso diferencial que tiene cada grupo a los compuestos del polen.
Mientras que las recolectoras entrarian en contacto con el polen principalmente en las
fuentes y serian excitadas por la estimulacion quimiotactil de sus antenas, piezas bucales
y/o tarsos (Nery et al. 2020, Moreno y Arenas 2023), las abejas jovenes podrian, ademas,
evaluar la composicién interna del polen durante y después de la ingestion (Moritz y
Crailsheim 1987, Crailsheim et al. 1992). Ademas de los receptores gustativos de la cavidad
bucal y/o el es6fago, la deteccion de nutrientes liberados durante la digestion, permitiria a
las abejas jovenes hacer una mejor evaluacion de la composicion del polen y, a su vez,
modificar las preferencias establecidas antes de la ingestion. Esta alternativa es menos
probable que ocurra entre las abejas maduras ya que las recolectoras no consumen polen en
la fuente y su capacidad para digerir los granos es muy baja (seccion 1.2.3).

Por otro lado, asociado a los cambios en los requisitos nutricionales a lo largo de la
vida de la obrera, se podria pensar que la sensibilidad a distintos compuestos del polen varia
con la edad. En este sentido, se esperaria que las elecciones de las recolectoras estén
fuertemente influenciadas por claves olfativas, mientras que las de las nodrizas recaigan
principalmente en la evaluacion de claves gustativas. Por ejemplo, los compuestos
fagoestimulantes presentes en distintos polenes, como lipidos y azlcares, actlan
aumentando el consumo entre las abejas jovenes (Robinson y Nation 1968, Schmidt 1985,
Schmidt y Hanna 2006), sin embargo, se desconoce si tienen algun efecto excitatorio (Singh
et al. 1999) sobre las abejas maduras. Se necesitan mas estudios para: i) determinar si las
recolectoras y las nodrizas estdn equipadas con el mismo conjunto de receptores
gustativos/olfativos y ii) conocer hasta qué punto sus decisiones recaen en la evaluacién de
claves del polen en la misma o distintas modalidades sensoriales (Claudianos et al. 2014,
lovinella et al. 2018).

A partir del analisis de componentes principales, se observa que las respuestas de las
recolectoras fueron las més afectadas por las experiencias con los polenes, lo que resulto en
una gama mas amplia de elecciones que la mostrada por las recolectoras naive (Fig. 2.4).
Resulta interesante observar, ademas, que estas experiencias modificaron las elecciones de

las recolectoras de tal manera que se aproximaron a las de las abejas jovenes. Este
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solapamiento podria resultar ventajoso para la nutricion y el desarrollo de las obreras a
edades tempranas, quienes disponen de recursos en una proporcion mas parecida a la que
ellas consumen.

Por un lado, el cambio en la eleccion de pdlenes podria estar determinado por las
experiencias adquiridas tras las sucesivas visitas a la estacion de forrajeo. Las experiencias
individuales en la fuente de polen les permitirian a las recolectoras aprender las claves
intrinsecas del recurso (como su olor, textura o sabor) y utilizar esta informacion para
discriminar entre las cuatro fuentes. Mé&s alld de la diferencia en los constituyentes que
disminuyen o aumentan la atraccién por cada fuente de polen (seccién 1.2.4), la dificultad
gue experimentan las recolectoras al extraer y/o compactar los granos (determinado por el
tamarfio, forma, y grado de cohesién del grano) es otro factor que podrian influenciar las
elecciones al determinar la eficacia del forrajeo. Por otra parte, la eleccion de las
recolectoras podria cambiar a partir de las interacciones con otros miembros de la colonia,
o incluso a modificaciones del entorno del nido que se producen tras la incorporacion de los
distintos polenes.

El escenario en el que se puso a prueba la hipétesis se limit6 a un conjunto de cuatro
tipos de polen de abeja que varian en su composicién de nutrientes. El polen de colza (B.
napus) se caracteriza por un alto contenido de lipidos (Evans et al. 1991, Somervielle 2001,
2005), proteina cruda de calidad intermedia (Evans et al. 1991, Roulston et al. 2000, Pernal
y Currie 2001, Somervielle y Nicol 2006), y un alto contenido de aminoacidos esenciales
que permite cubrir todos los requerimientos de las abejas (Somervielle 2001, Cook et al.
2003, Somervielle y Nicol 2006). Algo similar se vio para el polen de flor amarilla (D.
tenuifolia), siendo un poco mayor el contenido lipidico (Tourn 2013). Ambos poélenes
pertenecen a la familia de las BrasicAceas por lo que podrian compartir algunas
caracteristicas de su composicion (ver mas abajo). El polen de zarzamora (Rubus sp.), varia
en su contenido segun la especie, siendo generalmente rico en proteinas y aminoacidos
esenciales y pobre en lipidos (Schmidt et al. 1987, Day et al. 1990, Di Pasquale et al. 2013,
Domenici et al. 2015, Liolios et al. 2016, Sagona et al. 2017, y referencias en Kostryco y
Chwil et al. 2021). Ademas, puede tener una concentracion alta de fenoles, flavonoides y
carotenoides (Barbieri et al. 2020), responsables de darle un sabor amargo y de su

coloracion. Al igual que la zarzamora, el polen de sauce (Salix spp.) provino del Delta,
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donde la mayoria de los sauces son naturalizados. En otros sitios se vio que el polen
corbicular de estas especies presenta un bajo contenido de proteina (Todd y Bretherick 1942,
Santos et al. 2009, Forcone et al. 2011, Radev 2018) y de aminoacidos (Day et al. 1990) v,
particularmente, es deficiente en isoleucina, esencial para las abejas (de Groot 1952,
Somervielle 2001, Somervielle y Nicol 2006). También se vio que poseen bajo contenido
lipidico total (Somervielle 2001, 2005) aunque pueden presentar un alto contenido de &cidos
grasos omega-3, carotenoides y esteroles, entre ellos el 24-metilencolesterol que es muy
importante para las abejas (Conte et al. 2017, Primorac et al. 2023). Sin embargo, en el Bajo
Delta se registrd un valor alto en el contenido proteico del polen corbicular de sauce (Lopez
y Gurini 2022), lo que puede explicarse ya que la composicién quimica del polen puede
variar no solo entre especies sino también entre individuos, condiciones climaticas y
geogréficas (Somervielle 2001, Invernizzi et al. 2011). En general, la marcada diferencia en
el contenido lipidico total de los pélenes de las Brasicaceas frente a los pdlenes del Delta,
podria explicar la atraccion de las recolectoras, principalmente de las naive, por los primeros
(Singh et al. 1999, Somervielle 2005). La composicion del polen de zarzamora lo convertiria
en una opcién menos atractiva pero muy nutritiva, lo que podria ser responsable, al menos
en parte, del cambio en la respuesta de las recolectoras después de experimentarlo. Por otro
lado, las Brasicaceas presentan glucosinolatos, tipicos metabolitos secundarios de defensa
en los tejidos (Hopkins et al. 2009) y en el néctar (Truchado et al. 2010, Bruinsma et al.
2014). Si bien se desconoce si estos compuestos estan presentes en el polen de la colzay la
flor amarilla, muchos de los metabolitos secundarios de defensa contra la herbivoria se
encuentran en concentraciones maximas en el polen (Palmer-Young et al. 20193, b). La
toxicidad de los glucosinolatos se produce post-ingestion (Bruce et al. 2014), por lo que
también podria explicar el menor consumo de estos polenes por parte de las abejas jovenes.
Un estudio detallado de la composicion quimica de los cuatro pélenes usados en este
experimento nos permitiria conocer mejor los requisitos nutricionales de las obreras jovenes
e investigar si dicha composicion correlaciona (0 no) con los cambios observados en la
dieta.

La composicidn en nutrientes esenciales de los diferentes polenes afecta el desarrollo
de las abejas (por ejemplo, al tamafio de la glandula hipofaringea) y su supervivencia
(Schmidt et al. 1987, Di Pasquale et al. 2013, 2016, Arien et al. 2015, Corby-Harris et al.

43


https://link.springer.com/article/10.1007/s11101-019-09642-y#ref-CR54
https://link.springer.com/article/10.1007/s11101-019-09642-y#ref-CR55

2018, Lan et al. 2021), por lo que es importante que pueda haber una compensacion de
dietas nutricionalmente deficientes mediante la eleccién de las distintas opciones
disponibles (Hendriksma y Shafir 2016, Zarchin et al. 2017). En trabajos donde se ofrecia
a las abejas dietas de polen multiflorales frente a monoflorales, se vio que con frecuencia
eligen las opciones multiflorales (Schmidt 1984, Schmidt et al. 1995, Alaux et al. 2010, Di
Pasquale et al. 2013), que permitirian amortiguar las carencias de nutrientes o los excesos
de toxinas. Ademas, una dieta mixta esta directamente relacionada con mayores niveles de
inmunidad individual y social respecto de una dieta monofloral (Alaux et al. 2010). Sin
embargo, en otros estudios se observo que esto no es una regla, sino que existen pdlenes
monoflorales que pueden ser mas consumidos por las abejas que las mezclas de varios
polenes (Singh y Singh 1996, Di Pasquale et al. 2013), posiblemente porque proporcionan
una nutricién completa.

Resumiendo, los distintos perfiles de eleccion de polenes encontrados en las abejas
jévenes y las maduras, la modificacion de estos perfiles con la experiencia, y la posible
convergencia de ambos, sugiere que a medida que el recurso es explotado e incorporado al
nido, las elecciones individuales de las recolectoras se actualizan en funcion de las
experiencias adquiridas en el campo y en la colmena. Por otra parte, las experiencias de las
abejas jovenes tras consumir los polenes también cambiaron sus elecciones, lo que
posiblemente responde al intercambio de pélenes muy palatables pero poco nutritivos por

otros menos palatables pero méas nutritivos.
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3

PREFERENCIAS APRENDIDAS EN
ABEJAS JOVENES TRAS EXPERIMENTAR
POLEN ADULTERADO

3.1. Introduccioén

El éxito de los animales depende de la probabilidad de acceder a la fuente de
alimento. Para mejorar esta probabilidad los animales dependen en gran medida del
aprendizaje y la memoria. En la abeja Apis mellifera, las recolectoras evaltan el valor del
alimento y asocian las caracteristicas de la fuente (olores, colores, texturas, etc.) con la
recompensa que la fuente proporciona (Ribbands 1955, Koltermann 1969, Menzel 1999,
Scheiner et al. 1999, 2001, Arenas y Farina 2012). Como se desarrollé en la seccién 1.3.3,
el aprendizaje sobre las claves de las fuentes no sélo ocurre en el campo, sino también dentro
del nido, por ejemplo, cuando las obreras procesan y almacenan los recursos recolectados
por las forrajeras (Deneubourg 1989, Camazine et al. 2001, Gordon 2010). Este aprendizaje
social es relevante para generar una respuesta adaptativa colectiva, ya que los individuos
que participan en diferentes tareas aprenden y responden a la informacion sobre los recursos
disponibles. La pregunta de como los distintos grupos de obreras aprenden la informacion
relativa al alimento, es especialmente interesante en la abeja melifera, ya que las nodrizas
consumen el polen, pero no asi las forrajeras.

Debido a las diferencias en el estado fisiologico entre las nodrizas y recolectoras y
sus distintas necesidades nutricionales (seccion 1.2.3), las nodrizas tienen un mayor acceso
a los recursos y sus constituyentes, lo que las convierte en buenas candidatas para evaluar,

aprender y memorizar informacion sobre la calidad de los pdlenes disponibles en el nido.
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Segun su origen botanico, los polenes pueden diferir mucho en su composicién
ademas de presentar compuestos toxicos, disuasorios, y/o compuestos que alteran la
digestibilidad (secciones 1.2.4 y 1.2.4.1). En algunos trabajos se vio que las abejas jovenes
muestran preferencias por los pélenes de alta calidad (Schmidt y Johnson 1984, Schmidt et
al. 1995) y evitan los tdxicos (Schmidt et al. 1989). Sin embargo, aun no se ha estudiado si
las obreras jovenes son capaces de aprender las claves especie-especificas del polen en
funcidn de su propia evaluacion de la calidad del recurso.

Teniendo en cuenta que las abejas nodrizas podrian ser las que toman las decisiones
sobre qué polen utilizar para nutrir a la colonia, se investigd si su comportamiento es lo
suficientemente plastico como para mediar en la seleccion del polen. La hipotesis que se
plantea en el presente capitulo es que las abejas jovenes pueden asociar claves especie-
especificas del polen con compuestos nutritivos/fagoestimulates 0 compuestos aversivos en
el polen y, en consecuencia, modificar sus elecciones de consumo. Se espera que la adicién
de sustancias fagoestimulantes y/o nutritivas (por ejemplo, el &cido linoleico, un &cido graso
esencial) refuerce positivamente el aprendizaje de las claves del polen. Por otro lado, se
espera que el agregado de sustancias desagradables y/o nocivas (por ejemplo, la amigdalina
o la quinina), refuercen negativamente el aprendizaje. De este modo, las experiencias
apetitivas y aversivas darian lugar a memorias que permiten predecir la calidad del polen a
partir de las claves aprendidas.

El objetivo del presente capitulo consistié en investigar la capacidad de las abejas
jévenes de discriminar entre las claves especie-especificas de dos pdlenes monoflorales:
uno que habian experimentado con el agregado de un compuesto fagoestimulate o aversivo
(adulterado) y otro sin adulterar. Este objetivo se puso a prueba utilizando, por un lado,
abejas jovenes criadas en el laboratorio (experimento 1) y, por otro, abejas en el contexto
social natural de la colmena (experimento I1). Se predice que las abejas discriminaran entre
los p6lenes y reduciran el consumo de aquellos que previamente se asociaron con sustancias
nocivas (amigdalina y quinina). Asi también se predice que aumentaran el consumo de los

polenes que se asociaron con acido linoleico.
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3.2. Materiales y Métodos

3.2.1. Sitio de estudio y abejas

Se realizaron los experimentos durante las temporadas de verano de 2018/2019 y
2019/2020 en el Campo Experimental de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la
Universidad de Buenos Aires (34°32'S, 58°26'W). Las abejas del experimento | emergieron
de cuadros de cria que habian sido colocados dos dias antes en una incubadora a 34°C, 55%
de humedad relativa y oscuridad. Cada dia se colectaron manualmente las obreras emergidas
de O a1l diade edady se colocaron en cajas de madera (10x10%10 cm) conformando grupos
de 80 a 90 individuos por caja. Se inicid el experimento inmediatamente después del
confinamiento, siguiendo el esquema mostrado en la Fig. 3.1A. Las abejas fueron
alimentadas con solucién azucarada al 50% p/p ad libitum durante todo el periodo
experimental. Se utilizaron un total de 40 cajas. Las réplicas de cada tratamiento procedian
de cuadros de colmenas diferentes. En el experimento |1, se utilizaron 24 colonias de unas
15.000 abejas obreras cada una, una reina fecundada, 4-5 marcos de cria y 1-2 marcos con

reservas de alimento.

3.2.2. Modificacion de la calidad del polen

En la presente tesis, la calidad del polen estd definida en términos relativos
determinada por la manipulacion de los polenes durante las fases de tratamiento. Asi,
definimos a un polen como de mejor calidad si permanece sin adulterar durante todo el
ensayo o fue suplementado con un compuesto nutritivo/fagoestimulante. Por otro lado, el
polen que result6 adulterado con un compuesto nocivo para el tratamiento representa un
polen de baja calidad. Teniendo en cuenta que el valor del polen para las abejas puede no
estar relacionado con el contenido nutricional (seccién 1.2.4), no se analiz6 la composicién
quimica de los pélenes utilizados, por lo que siempre se hicieron controles que incluyeron
dependiendo del experimento: los polenes sin adulterar durante todo el ensayo, las
preferencias iniciales de las abejas y/o la serie complementaria donde se adulterd la opcion

no adulterada en la primera serie.
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Para reducir su calidad, se incorporé al polen amigdalina (0,1 M) o quinina (0,1 M),
dos sustancias nocivas que provocan una mortalidad significativa luego de ser ingerida por
las abejas (Ayestaran et al. 2010). Para aumentar la calidad del polen, se adicion6 4% p/p
de é&cido linoleico conjugado (CLA), un é&cido graso esencial con propiedades
fagoestimulantes (Robinson y Nation 1968, Dobson et al. 1988, Manning et al. 2007, Ma et
al. 2015). En todos los experimentos se usaron pélenes monoflorales obtenidos de muestras
multiflorales o monoflorales recolectadas de forma natural por abejas (proporcionadas y
caracterizadas por las cooperativas Pampero, Amuyen y CoopSol). En el caso de las
muestras multiflorales, se separaron manualmente las cargas de polen segun su origen
botanico con base en su color, brillo, textura y grado de aglutinacion. La mayoria de las
muestras de polen se obtuvieron durante la misma estacion de la toma de datos. Para
alimentar experimentalmente a las abejas, se trituraron, pesaron e hidrataron los polenes
obteniendo una pasta parecida al pan de abeja que se ofrecieron ad libitum por separado,

utilizando jeringas graduadas de 5 ml a las que se les habian cortado las puntas.

3.2.3. Experimento I: Evaluacidn de las preferencias aprendidas de abejas jovenes

confinadas que experimentaron cambios en la calidad del polen.

Con el objetivo de conocer si las abejas jovenes ajustan sus preferencias hacia los
polenes de mejor calidad, medimos las preferencias de consumo por los pélenes de colza y
flor amarilla tras experimentar uno de los dos adulterado. El experimento durd 6 dias y
consto de tres fases: preferencia inicial, tratamiento y evaluacion (Fig. 3.1A).

Durante todo el experimento, las abejas confinadas en cajas recibieron
simultaneamente polen de colza y de flor amarilla en alimentadores individuales. Durante
la fase de preferencia inicial (dias 1 y 2), se alimento a las abejas con los dos pdlenes no
adulterados y se registrd el volumen consumido de cada uno de ellos. Para el tratamiento
(dias 3y 4), se adulteré el polen de colza con acido linoleico, amigdalina o quinina (serie
colza). Para controlar el efecto del origen botanico sobre el aprendizaje, se repitio el
experimento utilizando flor amarilla como polen adulterado y colza como polen no
adulterado durante el tratamiento (serie flor amarilla). Los controles recibieron ambos
polenes sin adulterar durante esta fase. Aqui también medimos el consumo de ambos

polenes. En la evaluacion (dias 5y 6), las abejas recibieron los dos pdlenes no adulterados
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y se registro nuevamente el consumo de cada uno de ellos. Con base en el volumen (ml) de
polen consumido de cada jeringa durante las Ultimas 24 horas de cada fase, se calculd el
consumo estandarizado (CE) de polen de colza o de flor amarilla. Para la serie colza, el CE
se definié como el volumen de polen de colza consumido en relacién con el volumen total
de consumo del polen de colza y flor amarilla. Para la serie flor amarilla, el CE se definio
como el volumen de polen de flor amarilla consumido en relacion con el consumo total de
ambos polenes. Los CEs calculados para la preferencia inicial de las abejas por los dos
polenes se utilizaron en el andlisis estadistico para contemplar las variaciones de consumo
que podrian existir entre las cajas (véase la seccion 3.2.5). Los CEs obtenidos en el
tratamiento nos permitieron confirmar que las sustancias que se utilizaron fueron eficaces
para modificar la calidad del polen, ya que las abejas confinadas que experimentaron
sustancias nocivas evitaron el polen adulterado en relacién a los grupos control y las que
experimentaron el acido linoleico (Tabla A3.2 en anexo). Por Gltimo, se compararon los
CEs obtenidos en la evaluacion entre los cuatro tratamientos (&cido linoleico, amigdalina,
quinina y control) para responder si las experiencias positivas 0 negativas con polenes

adulterados conducen a la formacion de memorias que sesgan las preferencias de consumo.

3.2.4. Experimento I1: Evaluacion de las preferencias aprendidas en colonias que

experimentaron cambios en la calidad del polen.

Al igual que en el experimento | pero utilizando colonias del apiario, se investigo si
las abejas que consumen polen ajustan sus preferencias hacia las opciones de mejor calidad,
esta vez en el contexto social de la colmena. Se utilizaron siete polenes monoflorales: girasol
(Helianthus annus), sauce (Salix spp.), zarzamora (Rubus sp.), eucalipto (Eucalyptus sp.),
cardo (Carduus sp.), flor amarilla 'y colza; que se asignaron aleatoriamente de a pares a cada
colmena. Se colocaron jeringas con cada polen monofloral entre los cuadros centrales de la
colmena siguiendo el mismo esquema temporal utilizado para el experimento I. Para la
preferencia inicial, se ofrecid y midié el consumo de los dos polenes. Durante el tratamiento,
se suministro a cada colonia uno de los dos pdlenes adulterado con quinina, amigdalina o
acido linoleico (Fig. 3.1B). El grupo control recibié ambos polenes no adulterados. En las
colonias tratadas con &cido linoleico, amigdalina o quinina, el polen adulterado dentro de

cada par se determino al azar, de modo que el efecto del tratamiento fuera independiente de
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cualquier combinacion particular de polen. Para la evaluacion, se ofrecieron ambos pélenes
no adulterados y medimos su consumo. De forma similar a los experimentos anteriores, se
evaluaron las preferencias de consumo mediante los CEs del polen que habia sido
previamente adulterado. Esta vez, dada la intencion de determinar si el efecto de los
tratamientos era independiente del polen utilizado y no analizar diferencias en la identidad
del polen que conformaba cada par, el calculo del CE se realizé como el volumen consumido
del polen que se ofreci6 adulterado (sin importar cudl) en relacién al consumo total del par
de polenes. Los CEs de la preferencia inicial se utilizaron para incluir las variaciones entre
colonias en el analisis (véase seccion 3.2.5). Los CEs de la evaluacion se utilizaron para
comparar las preferencias aprendidas entre los cuatro tratamientos (acido linoleico,

amigdalina, quinina y control).

Serie colza Serie flor amarilla

A

W ATlgea s ] | i

/M l Quinina
‘ m Acido Linoleico

[I l Control (sin adulterar) m I E l

7z »
Preferencia inicial Tratamiento Evaluacion
(Dia 1-2) (Dia 3-4) (Dia 5-6)

i ——/
UH gg Amigdalina WH

0 o Quinina
—t— A pI W S—

' K Acido Linoleico '

Control (sin adulterar)
— — —
»
»
Preferencia inicial Tratamiento Evaluacién
(Dia 1-2) (Dia 3-4) (Dia 5-6)
Colza Flor amarilla Adulterado  Par de pdlenes

Figura 3.1. Procedimiento seguido en los experimentos | (A) y 1l (B). Los esquemas muestran las
fases experimentales (y los dias en que tuvieron lugar), los pélenes utilizados y si estaban (0 no)

adulterados. En A se ofrecid solucion azucarada ad libitum a través de tubos de plastico de 10 ml.
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3.2.5. Andlisis estadistico

Todos los datos se analizaron mediante modelos lineales generales en R
(http://lwww.R-project.org/). Las diferencias en los valores del consumo estandarizado
(CEs) del experimento | y 1l, se analizaron mediante una regresién lineal multiple para la
variable CE con distribucién normal. En el experimento I, se exploré el impacto del
tratamiento (Control, Acido linoleico, Amigdalina y Quinina) y de la serie (Colza y Flor
amarilla) como efectos fijos, asi como su interaccion. Se afiadieron las preferencias iniciales
como covariable y el consumo total de polen como offset. En el experimento I, se analiz6
el efecto del tratamiento (Control, Acido linoleico, Amigdalina y Quinina) como efecto fijo
y se afiadieron el consumo total de polen y las preferencias iniciales como covariables. En
todos los casos se comprobaron los supuestos de homocedasticidad y normalidad (pruebas
de Levene y Shapiro-Wilk, respectivamente). Para los contrastes se utilizaron las pruebas

de Tukey mediante el paquete multcomp en R (Hothorn et al. 2008).

3.3. Resultados

3.3.1. Experimento |: Efectos del polen adulterado sobre las preferencias de

consumo aprendidas de las abejas jovenes confinadas en cajas.

Las preferencias de consumo de las abejas en edad de nodrizas se vieron afectadas
por la identidad y la calidad (adulterada o no) del polen (Fs; 31 = 9,8239, P = 0,0001; Fig.
3.2). Los CEs de la serie colza fueron inferiores tras la administracion de polen adulterado
con quinina (0,244 + 0,03, N jaulas = 5) y con amigdalina (0,201 £ 0,08, N cajas = 4), y
fueron significativamente diferentes de los CEs de los tratamientos Control (0,816 + 0,06,
N cajas = 6) y Acido linoleico (0,581 + 0,05, N cajas = 5) (Control-Amigdalina: t-ratio =
5,536, P < 0,0001; Control-Quinina: t-ratio = 4,171, P = 0,0012; Acido linoleico-
Amigdalina: t-ratio = 4,678, P = 0,0003; Acido linoleico-Quinina: t-ratio = 3,677, P =
0,0047; Fig. 3.2A). El polen de colza adulterado con &cido linoleico no afectd el CE de las
abejas (Control-Acido linoleico: t-ratio = 0,339, P = 0,9863; Fig. 3.2A). No se detectaron
diferencias entre el grupo tratado con amigdalina y el tratado con quinina (t-ratio = -1,459,
P =0,4738).
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El polen de flor amarilla adulterado con quinina (0,04 £ 0,04, N cajas = 5) disminuy0
los CEs en comparacion con el tratamiento control (0,219 + 0,03, N cajas = 5), aunque esta
tendencia no fue significativa (t-ratio = - 0,416, P = 0,9754; Fig. 3.2B). Curiosamente, el
polen de flor amarilla adulterado con &cido linoleico (0,393 + 0,10, N jaulas = 6) aumentd
significativamente el CE de las abejas jovenes (Acido linoleico-Control: t-ratio = -3,175, P
= 0,0169), mientras que el polen adulterado con amigdalina (0,305 £ 0,12) no lo afecto
(Amigdalina-Control: t-ratio = - 2,090, P = 0,1787; Fig. 3.2B). Las abejas jovenes
prefirieron el polen de colza al de flor amarilla, pero la preferencia fue similar cuando ambos
polenes fueron adulterados con &cido linoleico (Fig. 3.2). El impacto de sustancias aversivas
como la quinina fue alto en la serie colza, pero relativamente bajo en la serie flor amarilla.
Por el contrario, las preferencias de consumo se vieron fuertemente afectadas por la
suplementacidn de la flor amarilla con acido linoleico, pero sélo ligeramente en el caso de
la colza. En conjunto, los resultados muestran que las abejas jovenes fueron capaces de

modificar sus preferencias de consumo en funcion de la identidad y la calidad del polen.

Serie colza Serie flor amarilla

1.00— a
A B
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0.75-| ;' ‘
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Consumo estandarizado
- o
{ G
(2]

0.00—

T T I T T | T T
Control  Acido linoleico Amigdalina Quinina Control  Acido linoleico Amigdalina Quinina

Tratamientos

Figura 3.2. Efectos del polen adulterado sobre las preferencias de consumo aprendidas de las abejas
jovenes confinadas. (A) El consumo estandarizado de colza se obtuvo después de que las abejas
confinadas experimentaran polen de colza sin adulterar (Control) o adulterado con un
fagoestimulante (Acido linoleico) o una sustancia nociva (Amigdalina o Quinina). (B) Del mismo

modo, se obtuvo un consumo estandarizado de flor amarilla después de que las abejas
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experimentaran el polen de flor amarilla adulterado con &cido linoleico, amigdalina, quinina o sin
adulterar (Control). Los diagramas de caja muestran la linea central, la caja, los bigotes y los puntos
que simbolizan la mediana, el rango intercuartil, el rango de datos y los valores atipicos,
respectivamente. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (P < 0,05).

3.3.2. Experimento Il: Efectos del polen adulterado sobre las preferencias de
consumo aprendidas de las abejas jovenes dentro de la colmena.

Se encontraron diferencias en las preferencias de consumo de colonias expuestas a
los distintos tratamientos (Tratamientos: Fs; 17 = 7,2482, P = 0,0024; Fig. 3.3). Se observo
una reduccion significativa en los CEs de las colonias que experimentaron poélenes
adulterados con quinina (0,273 £ 0,0511, N colonias = 7) respecto al grupo control (t-ratio
= 3,614, P =0,0104; Fig. 3.3). No asi (t-ratio = 2,369, P = 0,1215) en los CEs de las colonias
gue experimentaron polenes adulterados con amigdalina (0,389 + 0,0435, N colonias = 6).
Por otro lado, las colonias alimentadas con polen suplementado con acido linoleico
mostraron un aumento de su preferencia (0,589 + 0,0495, N colonias = 5), aunque no fue
significativamente distinta al grupo control (t-ratio = - 0,851, P = 0,8293). Curiosamente,
los CEs de las colonias tratadas con acido linoleico se diferenciaron de los CEs de las
colonias tratadas con amigdalina y quinina (t-ratio = 3,049, P = 0,0332; t-ratio = 4,138, P =
0,0035, respectivamente; Fig. 3.3). Las preferencias de consumo aprendidas establecidas en
colonias alimentadas con polen adulterado, fueron coherentes con los resultados observados
en jaulas de abejas que experimentaron simultadneamente polen adulterado y no adulterado

(experimento ).
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Figura 3.3. Efectos del polen adulterado sobre las preferencias de consumo aprendidas de las abejas
jévenes dentro de la colmena. Se muestra el consumo estandarizado del polen que fue adulterado
que se calculd en la fase de evaluacion, después de que las colonias experimentaran uno de los dos
polenes sin adulterar (Control) o adulterado con sustancias fagoestimulantes (Acido linoleico) o
nocivas (Amigdalina o Quinina) durante la fase de entrenamiento. Los diagramas de caja muestran
la linea central, la caja, los bigotes y los puntos que simbolizan la mediana, el rango intercuartil, el
rango de datos y los valores atipicos, respectivamente. Letras distintas indican diferencias

significativas entre tratamientos (P < 0,05).

3.4. Discusion

Hasta ahora se sabia muy poco sobre la capacidad de las abejas en edad de nodrizas
de aprender y retener informacion sobre el polen. En este capitulo, se observo que las
preferencias de consumo de polen pueden cambiar en funcién de la informacion sobre la
calidad del polen aprendida durante los dias previos. Las abejas jovenes que consumen
grandes cantidades de este recurso pueden utilizar la informacion aprendida para modificar
sus respuestas iniciales haciendo, a su vez, su propia eleccion de pdlenes entre los que han

sido incorporados al nido por las recolectoras.
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3.4.1. Generalizacion y discriminacion de estimulos basados en el polen.

El interés por estudiar la capacidad de las abejas jovenes para aprender y retener las
sefiales del polen es bastante reciente. Un estudio previo (Arenas y Farina 2014) demostro
que las abejas jovenes alimentadas con dietas Unicas de polen monofloral (especies de
Solanaceae, Taxodium sp., 0 Hypochaeris sp.), no sesgaban la respuesta de orientacion hacia
el olor especifico del polen (es decir, las abejas elegian por igual los olores de los polenes
monoflorales experimentados y los olores de los novedosos). En un experimento adicional
del presente capitulo (ver Fig. A3.1 en anexo), tampoco se detectaron diferencias en las
preferencias de consumo entre colza y flor amarilla después de que las abejas jovenes
experimentaran el polen de colza adulterado con un compuesto nocivo durante el
tratamiento (sin la oferta simultanea de un polen monofloral alternativo no adulterado como
se hizo en el experimento I). En linea con otros estudios que observaron que las abejas
meliferas pueden generalizar los olores del polen (Cook et al. 2005, Pietrantuono et al.
2019), incluso entre plantas no relacionadas taxonomicamente, se especula que la falta de
diferencias podria deberse a la generalizacion entre las claves del polen aprendido y del
novedoso. La generalizacion permitiria entonces, que el valor predictivo de la informacion
aprendida sobre un tipo de recurso se extiende a otro nuevo que es equivalente pero distinto
(Gumbert 2000, Ghirlanda y Enquist 2003, Guerrieri et al. 2005).

Por el contrario, se ha demostrado que las abejas pueden discriminar entre dos olores
que suelen generalizarse si se las entrena de forma diferencial, por ejemplo, cuando uno de
los olores se presenta con recompensa y el otro sin recompensa (Cook et al. 2005).
Consecuentemente, los resultados del experimento | indican que, si las abejas experimentan
simultaneamente el polen adulterado y el no adulterado, son capaces de aprender las claves
de cada polen de forma diferencial, y asi lograr discriminarlos. Del mismo modo, en las
colonias (experimento I1) las abejas jovenes pueden haber aprendido el Gnico polen
adulterado ofrecido durante el tratamiento discriminandolo de los otros pdlenes
(indeterminados) que ingresaron al nido de forma natural. Asi pues, los resultados sugieren
que, aunque las abejas tienden a generalizar las claves de distintos pdlenes, pueden

discriminarlas si se aprenden de forma diferencial.
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3.4.2. Evaluacion pre-ingestiva o estado post-ingestion inducido por compuestos

aversivos y fagoestimulantes.

Entre las sustancias que se utilizaron para modificar la calidad de los pdlenes, los
compuestos nocivos, quinina 'y amigdalina, fueron los més eficaces en inducir la formacién
de memorias, principalmente, cuando se afiadieron al polen de colza altamente preferido
(experimento ). La quinina también fue eficaz cuando se afiadi6 a la flor amarilla. La fuerza
de estas memorias se correlaciona positivamente con el volumen de polen adulterado
consumido durante el tratamiento de los experimentos realizados (Tablas A3.1-A3.3), para
lo cual se observé que el consumo de polen adulterado con amigdalina y quinina disminuy6
drasticamente en comparacién con los grupos Control. Ademas, los CEs obtenidos en el
tratamiento del experimento | (Tabla A3.2), confirmaron que las abejas fueron capaces de
evaluar la sustancia nociva, ya que mostraron una clara evitacion por los pdlenes adulterados
con estas sustancias en relacion con los no adulterados. Sin embargo, los experimentos
desarrollados no permiten identificar el mecanismo que utilizan las abejas para hacer su
evaluacion. Trabajos anteriores en los que se probaron soluciones de quinina y amigdalina
en abejas recolectoras enjauladas, no detectaron un efecto pre-ingestivo (por ejemplo, de
evitacion) durante la recoleccion. Por el contrario, mostraron que el efecto ocurria post-
ingestion (de Brito Sanchez et al. 2005, Ayestaran et al. 2010), ya que las abejas asociaban
las claves gustativas con los compuestos nocivos de manera retardada (pero véase también
Avargués-Weber et al. 2010). Aprendiendo de forma retardada a través del estado inducido
por la ingestion de sustancias nocivas, las abejas nodrizas podrian evitar recursos
inapropiados que las recolectoras incorporan a la colonia, implementando de esta manera,
una instancia de control de la calidad del polen adicional a la realizada por las recolectoras

en el campo.

3.4.3. Respuestas comportamentales de las abejas jovenes frente a los compuestos

naturales y los agroquimicos en el polen.

Las sustancias nocivas en el polen ejercen respuestas repulsivas o inducen
experiencias desagradables y/o de malestar (seccion 1.2.4.1). Entre ellos, los compuestos

secundarios como la nicotina en Nicotiana tabacum (tabaco) o la amigdalina en Prunus
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dulcis (almendro), se encuentran de forma natural en el polen (Detzel y Wink 1993, London-
Shafir et al. 2003). Ademas, otras sustancias artificiales aplicadas a los campos podrian
contaminar el polen. En particular, productos agroquimicos como herbicidas, insecticidas y
fungicidas pueden estar presentes en los recursos que las recolectoras incorporan al nido, y
afectar la salud y el funcionamiento de la colonia (Bohan et al. 2005, Elbert et al. 2008,
Kakumanu et al. 2016, Rondeau y Raine 2022, Perkins et al. 2023). El imidacloprid, por
ejemplo, uno de los insecticidas mas utilizados en todo el mundo, influye en el
comportamiento de las abejas meliferas jovenes al afectar la adquisicion de informacion
durante el aprendizaje asociativo y provocar una disminucion de la sensibilidad a la sacarosa
(Mengoni Gofialons y Farina 2015, 2018). Por otro lado, el glifosato, un herbicida de amplio
espectro utilizado para el control de malezas, no interfiere en el aprendizaje simple, pero si
reduce la discriminacion olfativa en las obreras jovenes. Curiosamente en Mengoni
Gofalons y Farina (2018), las abejas alimentadas con solucion azucarada con glifosato
consumieron menos que el grupo control, lo que sugiere que el glifosato se detecta de algun
modo antes o después de la ingestion. Dada la capacidad observada en las abejas jovenes
para evitar el polen previamente experimentado como nocivo, es relevante estudiar este
proceso a futuro utilizando polen contaminado con pesticidas. Este mecanismo les
permitiria mitigar los efectos deletéreos de estos compuestos en las colonias que polinizan

en agroecosistemas.

3.4.4. ;Pueden las abejas jovenes influir en las decisiones de busqueda de las

recolectoras?

A partir de los resultados obtenidos en el capitulo 2, se evidenci6 que la eleccion de
polen es diferente en las abejas forrajeras y en las abejas en edad de nodrizas, al menos para
la combinacion de polenes utilizada. Ademas, el perfil de elecciones cambié con la
experiencia de ambos tipos de abejas, por lo que se espera que tanto las recolectoras como
las nodrizas puedan estar implicadas en el proceso de seleccion del polen. Teniendo en
cuenta que la busqueda de alimento se ve influida por las interacciones que se producen
dentro del nido (Deneubourg 1989, Roces 2002), una pregunta importante es si la eleccion

entre polenes que hacen las abejas jovenes influye o no en las decisiones de las recolectoras.
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1

DECISIONES DE FORRAJEO DE LAS
COLONIAS DE A. mellifera TRAS
EXPERIMENTAR POLENES ADULTERADOS

4.1. Introduccion

Los animales dependen de su capacidad perceptual para seleccionar los recursos
alimentarios mas adecuados para obtener nutrientes. Para ello, los individuos que buscan
alimento evaltan los recursos in situ para decidir si es conveniente recolectarlos o no. La
recoleccion, sin embargo, no sélo satisface las necesidades inmediatas de los recolectores,
sino que también puede cubrir las necesidades de otros miembros del grupo (Pierce
y Ollason 1987). En este contexto, la seleccion de recursos puede ser conflictiva si las
necesidades de los que recolectan y los que los utilizan no son las mismas. Como se
desarroll6 en la introduccién (seccion 1.1), la busqueda de alimento en los insectos sociales
esta restringida a un subconjunto de obreras cuyas necesidades pueden diferir de las de otras
comparieras de colonia (Dussutour y Simpson 2009). Por ejemplo, en la abeja A. mellifera,
el polen no es utilizado directamente por las recolectoras, sino por las abejas nodrizas que
consumen la mayor parte del polen y lo procesan para alimentar a las larvas y al resto de las
comparieras de la colonia (Moritz y Crailsheim 1987, Crailsheim et al. 1992). Hasta el
momento, quedan dudas si la seleccion del polen se basa en la evaluacion de las recolectoras
en el sitio de forrajeo, o si esta influenciada por las experiencias relacionadas con el polen
dentro del nido.

Teniendo en cuenta su forma de explotar el polen (seccion 1.2.1), es poco probable
que las recolectoras evalten la composicion del recurso en las fuentes, ya que la liberacion

de muchos de sus constituyentes (y, por ende, su deteccion) requiere de la ingestion del
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recurso (seccion 1.2.3). La evaluacion del polen entonces podria ser pre-ingestiva, a partir
de las claves disponibles en el “pollenkitt” (capa externa del grano) que también permiten
discriminar entre recursos de diferente origen floral y que, a la vez, podria proporcionar
informacion sobre los constituyentes internos del polen (seccion 1.2.4). De forma
consistente, las investigaciones sobre aprendizaje y memoria muestran que las abejas
meliferas no necesitan ingerir polen para reforzar el aprendizaje asociativo, ya que el
refuerzo del polen se produce a través de la estimulacion quimiotactil de los tarsos o las
antenas (Nery et al. 2020, Moreno y Arenas 2023).

Dentro del nido, las abejas jovenes mayormente nodrizas que consumen tanto polen
fresco como pan de abeja, comparten jalea con las recolectoras (Crailsheim 1991, 1998),
proporcionandoles proteinas y, probablemente, informacién sobre la calidad nutricional de
la dieta de la colonia. Sin embargo, se desconoce si la informacion especifica de las especies
de polenes puede compartirse a través de este mecanismo.

Durante el proceso de seleccion de alimentos, evitar la intoxicacion es tan
importante como nutrirse. Como se vio en el capitulo 3, las abejas jovenes evitan consumir
el polen que anteriormente experimentaron como de mala calidad (por ejemplo, adulterado
con amigdalina o quinina), lo que sugiere que participan en el proceso de seleccién del polen
dentro del nido. Sin embargo, queda por comprobar si las recolectoras también son capaces
de evitar los recursos de baja calidad cuando se presentan dentro de su repertorio
comportamental, es decir al momento de recolectarlos, lo que implicaria tener la capacidad
de evaluar la composicion del polen en las fuentes o0 como consecuencia de la informacion
adquirida dentro del nido (Hendriksma y Shafir 2016, Zarchin et al. 2017). La hipdtesis que
se plantea en el presente capitulo es que las recolectoras ajustan sus preferencias tras
experiencias mediadas por el polen que se procesa dentro del nido. Al igual que las nodrizas,
las recolectoras podrian aprender a rechazar las claves de un polen de mala calidad
directamente después de ingerir pequefias muestras almacenadas en las celdas (Dreller et al.
1999, Dreller y Tarpy 2000, Calderone y Johnson 2002). Alternativamente, podrian asociar
las claves intrinsecas del polen con los efectos que el recurso causa en la colonia segun su
calidad (Seeley 2009), por ejemplo, debido a la acumulacion de un polen en las reservas de
la colmena si no es consumido por las nodrizas o a la distribucién de alimento con toxinas

que indujera malestar en las recolectoras provocando el ajuste de la recoleccion de polen.
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En el presente capitulo, se propuso como objetivo investigar la capacidad de las
recolectoras de aprender y memorizar las claves del polen en funcion de la calidad de este
y de sus experiencias en la colmena. En experimentos de doble eleccion con colonias
confinadas en jaulas de vuelo, se evalud, en primer lugar, la respuesta de evitacion de las
recolectoras frente a un polen adulterado con amigdalina en la fuente de alimento
(experimento I). En otro experimento (experimento Il), se cuantificaron las preferencias por
dos pélenes no adulterados, después de que uno de ellos se encuentre adulterado dentro del
nido. Finalmente, se registro la seleccion de polen en el campo mediante la diversidad de
muestras de polen recolectado por colmenas a las que se suministré (o no) polen adulterado
con amigdalina (experimento I11). En este ultimo caso, el polen manipulado pertenecia a la

flor amarilla (D. tenuifolia), una de las plantas dominantes en los alrededores.

4.2. Materiales y Métodos

4.2.1. Sitio de estudio y abejas

Se realizaron experimentos durante las temporadas de verano de 2019/2020 y
2020/2021. Los experimentos | y 1l se realizaron en el Campo Experimental de la Facultad
de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires (34°32'S, 58°26'W). Se
utilizaron 8 colonias para el experimento I, 8 para el experimento IIA y 8 para el
experimento I1B. Todas las colonias contenian una reina fecundada, 3-4 marcos de criay 1-
2 marcos con reservas de alimento. Para estos experimentos, se confinaron las colonias en
dos jaulas de vuelo (9m x 3m x 3m), una colmena a la vez. El confinamiento dentro de la
jaula de vuelo impedia la interferencia de las recolectoras con abejas de otras colonias. Al
mismo tiempo, limitaba las fuentes de polen y néctar a aquellas ofrecidas durante los
ensayos. Una vez en la jaula de vuelo, se entrend a las recolectoras a visitar una estacién de
forrajeo que ofrecia polen de abeja multifloral triturado, en un alimentador ad libitum. La
estacion estaba a 8 metros de la entrada de la colmena. Las colonias estuvieron confinadas
en las jaulas durante aproximadamente una semana antes del inicio de los experimentos,
que era el tiempo minimo necesario para conseguir un namero constante y relativamente

elevado de recolectoras de polen que visitaran la estacion.
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El Experimento 11 se realizé en un cultivo de girasol, ubicado en Coronel Pringles,
Buenos Aires, Argentina (68°6'11.94 "S - 61°25'46.00 "O). Se utilizaron 22 colonias
elegidas al azar de un total de 68 colonias ubicadas en 3 lotes diferentes dentro del campo.
Todas las colonias contenian una reina fecundada, 7-8 cuadros de cria y 2 cuadros con

reservas de alimento.

4.2.2. Polen monofloral y modificacidon de la calidad

En los experimentos se utilizaron polenes monoflorales (seccién 3.2.2) para que, por
un lado, las abejas distingan el polen en funcion de sus claves (olor, sabor, textura, etc.), y,
por otro, para que las preferencias entre las opciones de polen sean comparables dentro de
las fases experimentales. Para reducir la calidad del polen, se triturd, pes6 y mezclo el polen
monofloral con amigdalina (Sigma-Aldrich, BioXtra, > 97,0%). Se utilizd una

concentracion de 0,1 M previamente probada en el capitulo 3.

4.2.3. Experimento |: Evaluacion de las preferencias de las recolectoras por el polen

no adulterado frente al adulterado con amigdalina en la fuente de alimento.

En el primer experimento, se estudid si las recolectoras son capaces de evaluar la
composicién del recurso en el sitio de forrajeo y, por tanto, de evitar el polen adulterado con
amigdalina durante sus visitas a las fuentes. Para ello, se midieron las preferencias iniciales
de las recolectoras por dos pélenes monoflorales diferentes: uno ofrecido adulterado y otro
sin adulterar (Ri). Dichas respuestas se compararon con las preferencias medidas en un
grupo diferente de colonias, cuyas recolectoras elegian entre los mismos dos poélenes
monoflorales cuando ambos se ofrecieron sin adulterar (Fig. 4.1A). En este caso, se utilizd
polen de quebracho (Schinopsis lorentzii) versus polen de sauce (Salix spp). En la estacion
de forrajeo, el polen de quebracho se ofreci6 siempre sin adulterar. Por otro lado, el polen
de sauce podia presentarse adulterado o sin adulterar segun el tratamiento asignado a la
colonia (Fig. 4.1A). Los dos polenes se ofrecieron en alimentadores separados situados uno
al lado del otro (a 2 cm de distancia). Los alimentadores de polen consistian en envases de
plastico opaco de 360 ml con 8 orificios (7 mm) en la parte superior (tapa) por los que las

abejas podian entrar y salir con sus cargas de polen. En el interior de los envases, habia 2-3
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g de polen adheridos a las cerdas de un limpiapipas (20 cm) enrollado en forma de espiral
(Fig. 2.1F y G). El disefio de estos alimentadores favorece el uso de las claves olfativas del
polen por parte de las recolectoras, mientras que limita el alcance de las claves visuales.

Las abejas cargadas con polen que abandonaron los alimentadores fueron contadas
y capturadas para garantizar que no llevaran el recurso de vuelta al nido. Aqui, y en los
experimentos siguientes, las abejas contabilizadas fueron retenidas en tubos de plastico
hasta el final de la evaluacion, por lo que en ningln caso una abeja pudo haber sido medida
dos veces. Las recolectoras de polen no tenian experiencia previa con el polen ofrecido
durante las pruebas, por lo que las preferencias que medimos no estuvieron influenciadas
por la experiencia.

El disefio experimental consisti6 en 2 eventos de evaluacion en dias sucesivos
(intervalo de 24 horas): evaluacion de las respuestas de recoleccion iniciales (Ri) con ambos
polenes sin adulterar y la evaluacion (Ev) con sauce ofrecido adulterado o no (Fig. 4.1A).
Aunque todas las colmenas experimentales procedian de la misma poblacion y del mismo
apiario, no se descarta que pueda haber variabilidad entre las colonias, probablemente
relacionada con los diferentes tipos de polenes que experimentaron antes del confinamiento
en la jaula de vuelo o con las necesidades nutricionales particulares de las colonias. Los
ensayos se realizaron a las 10.00 horas y se prolongaron hasta que medimos las preferencias
de al menos 30 abejas o hasta que transcurrio 1 hora. De cada evaluaciéon (Ri y Ev),
obtuvimos la proporcion de recolectoras que preferian sauce como el nimero de abejas que
recolectaban en el alimentador de sauce sobre el nimero total de recolectoras que recogian
polen en ambos alimentadores. Se utilizaron las preferencias obtenidas en Ri como
covariable en el analisis (véase seccion 4.2.6). A continuacion, se compararon las
preferencias de las colonias por el polen de sauce sin adulterar o adulterado presentado en

la estacion de forrajeo.

4.2.4. Experimento Il: Evaluacion de las preferencias de las recolectoras tras la

incorporacion de polen adulterado con amigdalina en el interior de la colmena.

El objetivo de este experimento fue evaluar si las preferencias de las colonias que
habian experimentado polen adulterado diferian de las preferencias de las colonias que

habian experimentado el mismo polen sin adulterar. El disefio experimental se basé en que
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las abejas puedan aprender los efectos de un polen adulterado contrastandolos o
diferenciandolos de los efectos de un polen diferente, no adulterado. Esto es ya que
previamente se vio que la experiencia asociativa entre un unico polen monofloral y una
sustancia aversiva, no logro establecer una memoria que sesgara las preferencias de
consumo de las abejas jovenes (Fig. A3.1 en anexo del capitulo 3). En cambio, cuando se
ofrecio a las abejas la oportunidad de aprender discriminando las claves de dos polenes, uno
adulterado y otro sin adulterar, aprendieron con éxito a evitar el polen adulterado
(experimento | del capitulo 3).

Los experimentos consistieron en 2 fases de tratamiento y 3 eventos de evaluacién
(Fig. 4.1B y 4.1C). En una primera evaluacion (Ri) medimos las preferencias iniciales por
dos polenes monoflorales. Una vez mas, las respuestas iniciales se utilizaron como
covariable en el andlisis de datos para incorporar las posibles variaciones entre las
preferencias de las colonias experimentales (véase seccion 4.2.6). Inmediatamente después
de Ri, se llevd a cabo la primera fase de tratamiento (Trl) que se extendio durante dos dias,
en la que ofrecimos el polen adulterado o no adulterado. En el experimento I1A, se ofrecio
polen de sauce adulterado o sin adulterar en la estacion de forrajeo y se permitié que las
abejas lo recolectaran y lo introdujeran al nido. Aqui se evalu6 el polen de sauce frente al
de quebracho, que siempre se presento sin adulterar (Fig. 4.1B). En el experimento 11B, el
polen de colza adulterado (o sin adulterar) se hidratd hasta obtener una pasta parecida al pan
de abeja, la que vertimos directamente en el interior de la colmena (10 ml cada dia durante
dos dias). El polen se volco en la parte superior de los cuadros centrales. En la estacion de
recoleccion se evalud polen de colza versus flor amarilla, ambos sin adulterar (Fig. 4.1C).
Notese que, a pesar de ser similar, el experimento IIA incluye la posibilidad de que las
abejas que recolectan el polen adulterado en Trl establezcan asociaciones aversivas con el
recurso durante las sucesivas visitas.

Dos dias después del inicio del experimento, medimos el efecto de la experiencia en
la colmena sobre las preferencias por los pélenes (ambos sin adulterar) en un segundo
ensayo de evaluacion (Evl; Fig. 4.1B). A continuacion, se realizd la segunda fase de
tratamiento (Ev2), que se desarroll6 entre el dia 2 y el dia 4. En la segunda fase del
experimento 1A, se permitio que las recolectoras llevaran de forma natural el polen de sauce

no adulterado de la estacion de vuelta al nido para evaluar si las memorias establecidas con
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polenes inadecuados pueden revertirse en base a la nueva informacion disponible. En la
segunda fase del experimento 1B, también se dejo que las recolectoras se llevaran el polen
de colza sin adulterar al nido, pero al mismo tiempo se lo ofrecimos adulterado dentro de la
colmena por segunda vez (Tr2). De este modo, se comprobd hasta qué punto las
experiencias mediadas por el polen dentro de la colmena resisten la informacion
contradictoria. El dia 4, se evaluaron las preferencias recolectoras por tercera vez (Ev2; Fig.
4.1C). Se comparo la proporcion de abejas en las pruebas entre las colonias tratadas con

polen adulterado y no adulterado.

4.2.5. Experimento I11: Evaluacion de la seleccidn de polen tras el ofrecimiento de

polen adulterado con amigdalina dentro de la colmena.

En el tercer y dltimo experimento, se investigd si las experiencias dentro de la
colmena mediadas por polen inadecuado afectaban a la seleccion de polen de las colmenas
comerciales que forrajeaban en un entorno agricola, asi como a su esfuerzo recolector. Para
ello, se suministr6 a un primer grupo de colonias, polen de flor amarilla (una planta de
floracion dominante muy disponible en los alrededores antes y durante el primer dia del
experimento), adulterado con amigdalina. A un segundo grupo de colonias se le suministro
polen no adulterado de flor amarilla. Por Gltimo, un tercer grupo de colonias no recibid
polen adicional. El polen de flor amarilla se tritur6 e hidrat6 para ser ofrecido como en el
experimento 11B.

Se utilizo la diversidad floral del polen recogido por cada colmena como indicador
de la seleccion de polen y el peso total de las muestras como indicador del esfuerzo
recolector. Las muestras se recogieron utilizando trampas de polen convencionales (trampa
de entrada frontal), que consisten en una estructura de madera con una malla metalica en su
interior. La malla permite el paso de las abejas hacia el interior de la colmena mientras que
retiene las cargas de polen, las cuales caen y se acumulan en un cajén colector en la parte
inferior. Se tomaron muestras de las colonias durante 4 horas, un dia antes (Ri) y dos dias
después de haber ofrecido el polen en la colmena (Ev; Fig. 4.1D). Se separaron las cargas
de polen de las muestras en funcion de su color. Se ponderaron para calcular la proporcion
relativa de cada especie de polen y, a su vez, se utilizaron esas proporciones para calcular

el indice de diversidad de Shannon (H). El indice H mide la probabilidad de seleccionar
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todas las especies en la proporcion con que existen en la comunidad (Hill 1973). El valor
de H aumenta tanto cuando la riqueza de especies es mayor como cuando estas se
distribuyen méas homogéneamente. Se incluyd la diversidad de las muestras tomadas en Ri

como covariable para controlar las diferencias entre colonias antes de la manipulacion.
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Figura 4.1. Esquema de los procedimientos experimentales. En el experimento | (A), las
preferencias por los pélenes ofrecidos en alimentadores (envases de plastico), se evaluaron en la
estacion de recoleccion antes (Ri) y después (Ev) de la adicion de amigdalina. En el experimento
I1A (B), las preferencias por los p6lenes se evaluaron en la estacion (Ri, Evl y Ev2), permitiendo a
las abejas su recoleccién e incorporacion a la colmena durante la primera (Trl) y la segunda fase de
tratamiento (Tr2). En el experimento 1IB (C), las preferencias se analizaron en la estacion de
recoleccion, mientras que se suministro polen dentro del nido durante la primera (Trl) y la segunda
fase (Tr2) de tratamiento. En Tr2, las recolectoras también recolectaron los pdlenes en la estacion y

los incorporaron a la colmena. En el experimento 111 (D), la diversidad de los p6lenes recogidos en
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las trampas se midio antes (Ri) y después (Ev) de que el polen de flor amarilla se ofreciera
adulterado, sin adulterar o no se ofreciera en el interior de la colmena. (E) Jaula de vuelo donde se
realizaron los experimentos | y Il. (F) Entorno agricola donde se realizé el experimento I11.

4.2.6. Andlisis estadistico

Todos los analisis estadisticos se realizaron en R (https://www.r-project.
org/). Las diferencias en las elecciones de las recolectoras (proporciones) del experimento
| se abordaron mediante un modelo lineal generalizado (MLG) y en el experimento Il, las
diferencias se abordaron mediante un modelo lineal generalizado mixto (MLGM), ambos
experimentos con distribuciones binomiales (Crawley 2012). Los supuestos de los modelos
se comprobaron con la libreria DHARMA  (https://CRAN.R-project.org/
package = DHARMa) y la variacion en el numero de individuos analizados en cada evento
se tuvo en cuenta mediante las ponderaciones. En el experimento |, se exploré el impacto
del tratamiento (no adulterado y adulterado) como efecto fijo y afiadimos las preferencias
iniciales como covariable. En este caso, se utilizo la funcion glm del paquete Stats. En los
experimentos 1A y 11B, se analizo el efecto del tratamiento (no adulterado y adulterado) y
la evaluacion (Evl y Ev2) como efectos fijos y su interaccion. Se incluyd la colonia y el
mes en que se estudio la colonia como factores aleatorios y las preferencias iniciales como
covariable. En este caso, se utilizdé la funcién glmer del paquete Ime4 (https://cran.r-
project.org/package=Ime4), que utiliza las pruebas Z de Wald para aproximar los valores p
de los MLGM (Bolker et al. 2009). Se realizaron contrastes post hoc en los modelos para
evaluar los efectos y la significacion entre factores fijos utilizando la funcion "emmeans”
del paquete 'emmeans' version 1.5 (https://CRAN.R-project.org/package=emmeans) con un
nivel de significacién de 0,05.

Las diferencias en el indice de diversidad de Shannon (H) del experimento IlI, se
evaluaron mediante modelos lineales generales (GLM) con distribucion normal. Se exploro
el efecto del tratamiento con polen (ausencia, no adulterado, adulterado) y se utilizaron las
respuestas iniciales como covariable. Se comprobaron los supuestos de homocedasticidad
y normalidad (pruebas de Levene y Shapiro-Wilk, respectivamente). Se utilizaron las
pruebas de Tukey para los contrastes utilizando el paquete multcomp en R (Hothorn et al.
2008).
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4.3. Resultados

4.3.1. Experimento |: Evaluacion de las preferencias de las recolectoras por el polen

no adulterado frente al adulterado con amigdalina en la fuente de alimento.

Las colonias no cambiaron sus preferencias de recoleccion cuando se afiadio
amigdalina al polen en el alimentador. Asi, los resultados mostraron que las preferencias de
las recolectoras expuestas al polen adulterado (0,567 = 0,025) o no adulterado (0,586 +
0,026) fueron similares (Tratamientos: Chiq = 0,291, df = 1, P = 0,590; Fig. 4.2).
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Figura 4.2. Preferencias de recoleccion por polen adulterado o no adulterado. Las preferencias por
el polen de sauce y quebracho se establecieron presentando polen de sauce adulterado o sin adulterar
en la estacion de recoleccion. Los diagramas de caja muestran la linea central, la caja, los bigotes y
los puntos que simbolizan la mediana, el rango intercuartil, el rango de datos y los valores atipicos,
respectivamente. La misma letra indica que no hay diferencias significativas entre las colonias

expuestas al polen de sauce adulterado (N = 4) o no adulterado (N = 4).

4.3.2. Experimento Il: Evaluacion de las preferencias de las recolectoras tras la
incorporacion de polen adulterado con amigdalina dentro de la colmena.

Las colonias redujeron significativamente sus preferencias de forrajeo por el polen

que se habia ofrecido adulterado en el interior del nido, tanto si era incorporado por las
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recolectoras (exp. IlA; Tratamiento*Tiempo Chisq = 12,606, df =1, P < 0,001; Fig. 4.3A)
como si era presentado directamente en el interior del nido (exp. 11B, Tratamiento: Chisq =
17,999, df =1, P < 0,001; Tratamiento*Prueba: Chisq = 0,076, df =1, P =0,782; Fig. 4.3B).
Ambos experimentos (IIA y [11B) mostraron resultados similares para Evl. En el
experimento I1A, las colonias tratadas con amigdalina mostraron una menor preferencia por
el polen de sauce (adulterado: 0,479 + 0,049, N = 4) que las colonias que habian recibido el
mismo polen no adulterado (0,682 + 0,043, N = 4) (no adulterado - adulterado: z-ratio =
3,023, P= 0,003). Del mismo modo, en el experimento 1B, las abejas de las colonias
tratadas con amigdalina eligieron menos polen de colza (adulterado: 0,255 + 0,049, N = 4)
que los controles (no adulterado: 0,459 + 0,055, N = 4) (no adulterado - adulterado: z-ratio
= 3,387, P <0,001).

Los resultados de los experimentos 1A y 1IB si difirieron en el evento de evaluacion
Ev2. En el experimento 1A, en el que las forrajeras pasaron de recolectar polen de sauce
adulterado a recolectar sauce no adulterado, las diferencias entre el grupo tratado y el control
se perdieron (adulterado: 0,565 = 0,049; sin adulterar: 0,523 + 0,050; no adulterado -
adulterado: z-ratio =-0,608, P = 0,543). Por el contrario, cuando se dej6 que las recolectoras
incorporaran polen de colza no adulterado mientras que aun se les ofrecia el mismo polen
adulterado dentro de la colmena (experimento 11B), la preferencia por el polen de colza
sigui6 siendo menor en el grupo tratado que en el control (sin adulterar: 0,495 + 0,062;
adulterado: 0,265 + 0,049; no adulterado - adulterado: relacion z = 3,405, P <0,001).
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Figura 4.3. Preferencias de recoleccion de las colonias tratadas con polen adulterado o no
adulterado. A) Las preferencias por los polenes de sauce y quebracho se establecieron dos dias
después de que las recolectoras incorporaran el polen de sauce adulterado o no adulterado dentro
del nido (Ev1) o el dia 4 (Ev2), dos dias después de que las recolectoras incorporaran el polen de
sauce no adulterado. Los diagramas de caja muestran la linea central, la caja, los bigotes y los puntos
que simbolizan la mediana, el rango intercuartil, el rango de datos y los valores atipicos,
respectivamente. Letras distintas indican diferencias significativas (P < 0,05) entre las colonias que
experimentaron polen no adulterado (N = 4) o adulterado (N = 4). B) Las preferencias por los

polenes de colzay flor amarilla se establecieron dos dias después de que el polen de colza adulterado
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0 no adulterado se ofreciera en el interior del nido (Ev1) o en el dia 4 (Ev2), dos dias después de que
las recolectoras incorporaran el polen de colza no adulterado de forma natural mientras que el polen
de colza adulterado o no adulterado se continuaba ofreciendo artificialmente en el interior de la
colmena. Los diagramas de caja muestran la linea central, la caja, los bigotes y los puntos que
simbolizan la mediana, el rango intercuartil, el rango de datos y los valores atipicos,
respectivamente. Letras distintas indican diferencias significativas (P < 0,05) entre las colonias que

experimentaron polen no adulterado (N = 4) o adulterado (N = 4).

4.3.3. Experimento Il1: Evaluacion de la seleccion del polen tras la oferta de polen

adulterado con amigdalina en el interior de la colmena.

Las colonias mostraron diferencias en la seleccién de los polenes recolectados luego
del tratamiento (Tratamientos: F2;17 = 4,671, df = 2, P = 0,024; Fig. 4.4). Las colonias que
no recibieron polen mostraron indices H bajos (ausencia: 1,1 £ 0,29, N = 6), mientras que
las colonias que recibieron polen adulterado mostraron indices con los valores mas altos
(1,88 £ 0,5, N = 8). Se observaron valores intermedios de diversidad en las colonias que
recibieron polen no adulterado (1,43 + 0,59, N = 7). El andlisis estadistico detectd
diferencias significativas en el indice H entre las colonias tratadas con polen adulterado y
las colonias sin polen afiadido (adulterado - ausencia: t-ratio = -2,584, P = 0,048), pero no
entre las colonias sin polen afiadido y las colonias suministradas con polen no adulterado
(ausencia - no adulterado: t-ratio =-0,976, P = 0,601) o entre las colonias suministradas con
polen no adulterado y adulterado con amigdalina (no adulterado - adulterado: t-ratio = -
1,725, P = 0,225). Por otro lado, no se detectaron cambios en el peso total de las muestras
de polen cosechadas en las colonias tratadas sin polen, con polen adulterado, o con polen
no adulterado (Tratamientos: Fo;17 = 1,274, df = 2, P = 0,303; Fig. 4.5), lo que sugiere que
la actividad de recoleccion de polen no cambi¢ tras el ofrecimiento de un polen de baja
calidad (ausencia - no adulterado: t.ratio = -0,233, df = 18, P = 0,970; ausencia - adulterado:
t.ratio = 1,329, df = 18, P = 0,398; no adulterado - adulterado: t.ratio = 1,600, df = 18, P =
0,271).
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Figura 4.5. Peso total de las muestras del polen recolectado en colonias tratadas sin polen, con polen
de flor amarilla sin adulterar o adulterado. Las muestras de polen se recogieron en las trampas
instaladas en las colonias durante 4 horas dos dias después del tratamiento. Las colonias recibieron
dentro de la colmena: i) ningun polen (ausencia; N = 7); ii) polen de flor amarilla no adulterado (no
adulterado; N = 7); o iii) polen de flor amarilla adulterado con amigdalina (adulterado; N = 8). Los
diagramas de caja muestran la linea central, la caja, los bigotes y los puntos que simbolizan la
mediana, el rango intercuartil, el rango de datos y los valores atipicos, respectivamente. Letras

diferentes indican diferencias significativas (P < 0,05).

4.4, Discusion

En el presente capitulo se estudié como las colonias de abejas meliferas responden
frente a la presencia de compuestos nocivos en el polen. Por un lado, se observo que las
recolectoras no rechazan el agregado de un compuesto nocivo como la amigdalina en la
fuente de polen. Por otro lado, la oferta de polen adulterado con amigdalina dentro de la
colmena fue suficiente para cambiar las preferencias de recoleccion de la colonia. Asi pues,
las recolectoras pueden tomar decisiones que no se basan Unicamente en la percepcion del
recurso en la fuente, sino en la informacion relacionada con el recurso adquirida en el
interior de la colmena. La evitacion retardada de pélenes de baja calidad podria ser un
proceso adaptativo para la colonia que evita que las forrajeras recolecten y acumulen
recursos que, aungque no pueden percibir como nocivos, lo son para las abejas jovenes y las
larvas.

El impacto de las experiencias en el nido sobre las respuestas de recoleccion ha sido
bien documentado entre los insectos sociales, incluidas las abejas meliferas (por ejemplo,
Farina et al. 2020), abejas sin aguijon (Mc Cabe y Farina 2009), abejorros (Dornhaus y
Chittka 1999), chaqueta amarilla (Jandt y Jeanne 2005); y colonias de hormigas (Arenas y
Roces 2017), tanto en contextos apetitivos (Arenas et al. 2007, 2008) como aversivos
(Arenas y Roces 2016a, 2017). En el presente capitulo, se amplié el conocimiento de los
comportamientos que estan influenciados por las experiencias en el nido, mostrando que la

incorporacion de polen de mala calidad afecta la recoleccion de polen.
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4.4.1. Efecto de la amigdalina: ¢Rechazo espontaneo o rechazo retardado?

La composicion del polen es variable segun su origen botanico y algunos contienen
niveles bajos de proteinas y/o carecen de nutrientes esenciales (Herbert et al. 1970, Wille et
al. 1985, Roulston et al. 2000, Rasmont et al. 2005, Somerville y Nicol 2006, Weiner et al.
2010). Por lo tanto, se esperaba que la recoleccion esté sesgada hacia el polen con mayor
valor nutritivo para la colonia. Sin embargo, se han observado preferencias por el polen rico
en proteinas en otras especies de abejas (Vaudo et al. 2016), pero en menor medida en la
abeja melifera (Solberg y Remedios 1980, Schmidt 1984, van der Moezel et al. 1987, Pernal
y Currie 2001, Pernal y Currie 2002, Leonhardt y Blithgen 2012, Ruedenauer et al. 2015,
Beekman et al. 2016). Como se esperaba aqui, las recolectoras de A. mellifera fueron
incapaces de rechazar espontaneamente la amigdalina en la estacion de recoleccion, tanto
cuando las abejas recolectaban polen finamente triturado (es decir, en polvo; experimento
I) como en presencia de polen hidratado y en distintas combinaciones de a pares (Fig. A4.1).

Si bien no hay dudas de la participacion del gusto en el proceso de evaluacién del
polen por parte de las recolectoras, aln no se sabe con exactitud si las abejas estan equipadas
con receptores gustativos capaces de detectar pre-ingestivamente ciertos compuestos del
recurso. En la abeja se han descripto hasta el momento alrededor de 12 receptores gustativos
con los que podrian detectar aminoacidos libres, proteinas cortas y lipidos (Honeybee
Genome Sequencing Consortium 2006, Robertson y Wanner 2006, Lim et al. 2019). Este
namero contrasta fuertemente con, por ejemplo, los 25 receptores gustativos con los que
estd provisto el abejorro (Honeybee Genome Sequencing Consortium 2006, Robertson y
Wanner 2006, Sadd et al. 2015, Lim et al. 2019), que, a diferencia de la abeja melifera, ha
demostrado tener la capacidad de responder frente a cambios en el contenido nutricional de
las fuentes de polen (Levin y Bohart 1955, Standifer 1967, Schmidt 1982, Roulston et al.
2000, Ruedenauer et al. 2015). En este escenario, la regulacion de la recoleccién de polen
mediante la retroalimentacion de la colonia encaja bien en A. mellifera y es menos probable
en colonias de abejorros, donde las interacciones entre las obreras en el nido y las
recolectoras son menos frecuentes (Goulson 2003).

La falta de preferencias en el experimento I, también es coherente con trabajos
previos que muestran que las abejas no pueden distinguir entre una solucion azucarada

adulterada con amigdalina y una solucion azucarada no adulterada de forma inmediata
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(Wright et al. 2010), aunque si de forma retardada, posiblemente, a través de los efectos del
consumo del alimento adulterado. La idea de que la amigdalina provoca malestar tras la
ingestion se propuso al observar que una solucion de azucar adulterada que actGa como
recompensa, empeora el desempefio de las abejas hacia el final de un condicionamiento
olfativo (Wright et al. 2010). Mas evidencia procede de que las abejas disminuyen su nivel
de respuesta al olor aprendido tras asociar la recompensa de azcar con una solucién acuosa
de amigdalina (Ayestaran et al. 2010). Por lo tanto, los cambios en las preferencias de
recoleccion tras la incorporacion de polen adulterado al nido podrian implicar el aprendizaje

de claves del polen con las consecuencias negativas y retardadas de consumir amigdalina.

4.4.2. Diversificacion de los polenes recolectados como respuesta de la colonia

frente a recursos inadecuados.

La hipdtesis de que la toma de decisiones sobre el polen esta influenciada por el
acceso a la informacion sobre los diferentes recursos que se procesan en el nido, esta
respaldada por un experimento adicional con colonias privadas de la incorporacién de polen
durante 3 dias consecutivos (Fig. A4.2 en anexo). Utilizando colmenas con trampas de polen
permanentes que fueron alimentadas con suplementos proteicos artificiales, se observo una
disminucion de la diversidad de pdlenes recolectados en comparacion con las colonias que
incorporaron polen libremente (Fig. A4.2). Se especula que la falta de informacion sobre
los diferentes p6lenes dentro del nido llevo a las recolectoras a elegir los recursos basandose
en sus preferencias innatas por las claves del polen, mas que por como impactd el polen
sobre el estado nutricional de la colonia.

Las recolectoras de colonias a las que se suministro polen adulterado con amigdalina
(experimento I11) mostraron un cambio hacia la diversificacion de las fuentes de polen. Este
hallazgo es coherente con la evidencia de que las colonias expuestas a pdlenes pobres en
contenido proteico, carentes de nutrientes esenciales y/o que contienen toxinas, aumentan
la diversidad de tipos de polen que recolectan (Di Pasquale et al. 2013, 2016),
probablemente como estrategia para diluir el efecto del polen inadecuado. Asi tambien, las
respuestas de las colonias a los déficits nutricionales incluyen la eleccion de polenes con
nutrientes complementarios (Hendriksma y Shafir 2016, Zarchin et al. 2017). La

diversificacion podria lograrse mediante la reasignacion de las recolectoras a nuevos
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recursos, probablemente inducida por la respuesta de evitacion a polenes que habian sido
considerados inadecuados dentro de la colmena. La evidencia de que la actividad de
recoleccion de polen no cambio tras el ofrecimiento de un polen de baja calidad (Fig. 4.5),
descarta que la diversificacion se deba a un aumento generalizado de la actividad que
permita la incorporacion de polen de especies florales menos representadas en la dieta de la
colonia debido a una mejor exploracion/explotacion del entorno.

En un intento de medir los cambios en la proporcién de polen de flor amarilla
recolectado por las colmenas tras ser ofrecido adulterado dentro de las mismas, se
observaron importantes fluctuaciones en la disponibilidad de este polen que impidieron
detectar cualquier efecto entre los tratamientos. La flor amarilla fue abundante durante el
primer dia del experimento (28 de enero de 2021), sin embargo, su disponibilidad disminuyd
durante los dias siguientes (31 de enero en adelante), resultando en una baja
representatividad del polen de flor amarilla en las muestras de todos los tratamientos (Fig.
A4.3 en anexo). Curiosamente, un estudio preliminar realizado en 2020 (del 11 al 15 de
enero), donde la flor amarilla fue abundante durante todo el periodo experimental, reveld
que las colonias tratadas con este polen adulterado con amigdalina mostraron una reduccién
en las proporciones de polen de flor amarilla recolectado en comparacion con las colonias
control (Fig. A4.3 en anexo). En la temporada 2020, las colonias tratadas que recolectaron
menos polen de flor amarilla también mostraron una disminucion en la diversidad de las
muestras de polen recolectadas (Fig. A4.4 en anexo). Esto sugiere que, a pesar de las
diferencias en las condiciones experimentales entre el experimento Il (sélo dos pdlenes
disponibles dentro de una jaula de vuelo) y el experimento Il (las colmenas recolectando
libremente en el campo), la respuesta de las colonias frente al polen de baja calidad fue la
misma.

La idea de que las colmenas responden a la incorporacion de un recurso inadecuado
aumentando la diversidad de los p6lenes recolectados, se complementé utilizando un tercer
grupo de colonias tratadas con polen adulterado con quinina (Fig. A4.4 en anexo), un
alcaloide natural de sabor amargo que las abejas detectan (y rechazan) antes de la ingestion
(Wright et al. 2010). Asi, se confirmé que los cambios en los patrones de seleccion del polen

no sélo se producen con el polen adulterado con amigdalina, sino que se extienden a los
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polenes adulterados con otros compuestos aversivos que pueden actuar antes o después de

la ingestion.

4.4.3. ;Como aprenden las recolectoras la calidad del polen dentro del nido?

Los resultados de este capitulo destacan la importancia de las experiencias mediadas
por los recursos dentro del entorno social de la colmena y van més alla, sugiriendo que el
aprendizaje social participa en la seleccidn de recursos cuyos constituyentes no pueden ser
percibidos en la fuente de alimento. A partir de esto, se plantea la pregunta de como podrian
aprender las recolectoras sobre la calidad del polen. Por un lado, las recolectoras podrian
evaluar los constituyentes de los recursos a partir de polenes parcialmente digeridos que
estan disponibles en las celdas que inspeccionan antes y después de sus viajes de recoleccion
(Dreller et al. 1999, Dreller y Tarpy 2000). Otra posibilidad es que las recolectoras aprendan
sobre la calidad del polen, no a partir del recurso en si (ni en la fuente de alimento, ni dentro
de la colmena), sino a través de las interacciones con las nodrizas o de los cambios que éstas

generan en el nido. Estos y otros mecanismos seran estudiados en el proximo capitulo.
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S

MECANISMOS DE TRANSFERENCIA DE
INFORMACION RELATIVA A LA CALIDAD
DEL POLEN EN LAS COLMENAS

5.1. Introduccioén

Las respuestas comportamentales a nivel de colonia suelen ser el resultado de la
respuesta de muchos individuos ante un estimulo que aporta informacion local (Bonabeau
et al. 1997, Gordon 1999, Seeley 2009). La informacién entre los compafieros de nido se
transfiere a través de diferentes modalidades sensoriales. Entre las modalidades mas
estudiadas se encuentran las quimiosensoriales y tactiles que se pueden transferir de forma
inadvertida (claves) o a través de rasgos especificamente moldeados por la seleccion natural
(sefales). Por ejemplo, la propagacion de claves gustativas y olfativas durante la
distribucion de alimento liquido dentro de la colmena brinda informacion sobre los recursos
explotados en el exterior (Farina et al. 2005, Griiter et al. 2006, 2008, Ramirez et al. 2010).
Esto permite a las obreras que no participan directamente en la recoleccion obtener
informacion de las fuentes y recursos (Gruter et al. 2006, 2009). Por ejemplo, luego de
incorporar al nido soluciones aromatizadas de azlcar de distinta calidad, se vio que tanto
las recolectoras como abejas mas jovenes receptoras y nodrizas, aprenden mejor el olor
asociado al alimento de mayor calidad (Griter et al. 2006). Ademas del aprendizaje que
tiene lugar durante la circulacion del alimento, las claves olfativas se pueden aprender desde
las reservas del nido (von Frisch 1923, Wenner et al. 1969, Free 1969, Gruter et al. 2009),
o incluso desde el alimento ofrecido experimentalmente en el interior de la colmena (Arenas
et al. 2007, 2008, revision de Farina et al. 2023).

Las obreras también pueden aprender de manera asociativa aquellos alimentos que

tienen un efecto negativo para el desarrollo de la colonia. En hormigas cortadoras de hojas
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se observa un comportamiento denominado evitacion retardada por el cual las obreras evitan
los recursos nocivos que afectan el crecimiento de su hongo simbionte (Arenas y Roces
2016a, 2016b, 2017). Tanto las obreras recolectoras como las jardineras y las basureras
mostraron comportamientos de evitacion hacia los recursos inadecuados (Arenas y Roces
2016a). Las jardineras responden a las plantas inadecuadas interrumpiendo el
procesamiento de las hojas y desechando este material en los basureros del nido (Arenas y
Roces 2016a). A partir de las claves especificas presentes en el basurero, las recolectoras
pueden aprender a evitar las plantas que son nocivas para el hongo (Arenas y Roces 2016b,
2017).

En la abeja melifera, ain se desconoce el mecanismo por el cual las claves de polenes
adulterados desalientan su recoleccion. Por un lado, las claves podrian actuar directamente
sobre las recolectoras adquiriendo informacion por si mismas de los recursos que estan
siendo procesados en el nido, asi como del estado interno de la colonia. Las recolectoras de
polen podrian relevar el balance cria-reserva al inspeccionar las celdas con reservas de polen
y de las larvas (Pankiw et al. 1998, Vaughan y Calderone 1998, Dreller et al. 1999, Dreller
y Tarpy 2000). Bajo esta hipotesis seria necesario que las recolectoras puedan evaluar y
discriminar entre las claves especificas de cada polen y asociarlas, por ejemplo, a un mal
estado nutricional o de salud de la cria. Por otro lado, las recolectoras podrian adquirir la
informacion de forma indirecta a través de claves que estan presentes en la jalea proteica
que distribuyen las nodrizas (Camazine 1993, Camazine et al. 1998, Nicholls et al. 2017).
Asi, cuando una colonia dispone de abundantes reservas de polen, las abejas jovenes
suministran mas alimento proteinico a las maduras lo que inhibe la recoleccion de polen.
Bajo esta hipotesis seria necesario que, en la trofalaxia, ademas del contenido proteico, se
compartan claves especie-especificas del recurso que brinden informacion sobre la calidad
de los pdlenes gque se estan consumiendo en el nido.

Ademas de la transferencia de informacién a partir de la evaluacion de claves
incidentales del alimento existen otras interacciones que podrian transmitir informacion
sobre las condiciones del nido que no dependen de la utilizacion de claves como
intermediarios. En este sentido, no se descarta la posibilidad de que las nodrizas que
experimentaron y aprendieron sobre la calidad de ciertos pélenes puedan transmitir dicha

informacion a través de interacciones con las recolectoras. Como ejemplo de estas
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interacciones se puede mencionar a la antenacion, cuya frecuencia y niumero de contactos
puede ser modulada por las necesidades nutricionales de la coloniay la calidad de las fuentes
de alimento (McCabe et al. 2006, Mailleux et al. 2011).

Ademas de las experiencias asociativas que ocurren en el interior de la colonia
(Menzel 1999), las claves olfativas pueden también aprenderse de manera no asociativa. Se
observo, por ejemplo, que la exposicién a volatiles no asociados a una recompensa
especifica inducia respuestas de evitacion entre las recolectoras (Arenas et al. 2008). Este
resultado fue explicado en términos de la inhibicion latente (una forma de aprendizaje no
asociativo en el que la repetida exposicion a un unico estimulo retrasa la posibilidad de que
este adquiera un valor predictivo sobre la recompensa; Abramson y Bitterman 1986,
Chandra et al. 2000). En este escenario, la inhibicion latente frente a olores emanados desde
las reservas de polen podria indicar fuentes de alimento que fueron explotadas en el pasado
pero que ya no estan disponibles en el exterior ni circulan en el interior del nido. En el
mismo sentido, se planted que la presencia de volatiles de ciertos polenes que han sido
rechazados por las nodrizas y se acumularon en las reservas del nido, podrian afectar las
preferencias de las recolectoras en el campo tras haber sido aprendidos de forma latente en
el entorno del nido. Las hipotesis planteadas no son mutuamente excluyentes y proveen un
marco para el estudio de los mecanismos de evaluacion y regulacion de la calidad del polen
en las colonias de la abeja melifera.

Conociendo hasta acéa que la eleccion de pélenes que realizan las abejas jovenes y
recolectoras es diferente, que las jovenes aprenden los pélenes de distinta calidad luego de
consumirlos, y que las recolectoras los aprenden luego de que sean incorporados al nido (no
asi en las fuentes), en el presente capitulo se propone investigar los mecanismos que
permiten la transferencia de informacion relativa a la calidad del polen en el interior del
nido entre abejas jovenes y recolectoras. Se plantea como hipédtesis general que el
mecanismo por el cual las recolectoras ajustan su eleccion de polen depende de la
participacion de las abejas jovenes.

En los primeros tres experimentos se estudio la importancia de las experiencias con
polen “procesado” para sesgar las preferencias de las recolectoras. Se plantean como
hipbtesis que las recolectoras adquieren informacion directamente del polen procesado

(experimento I); las abejas jovenes con acceso al polen procesado transfieren la informacion
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de la calidad del polen a las recolectoras (experimento Il); las abejas nodrizas que
experimentaron el polen adulterado transfieren la informacion de su calidad a las
recolectoras en ausencia de las claves del polen adulterado (experimento Ill). En los
experimentos en que las recolectoras eviten recolectar el polen en la estacion de forrajeo (el
polen que fue previamente adulterado cuando se ofrecid procesado), las hipdtesis
particulares no seran rechazadas. Finalmente, en el experimento IV, se realizd una
aproximacion hacia el rol de los voléatiles del polen dentro de la colmena sobre las
preferencias de las recolectoras. Se plantea que el aumento en la intensidad de los volatiles
de aquel polen que es evitado por las nodrizas brinda informacién incidental sobre la calidad
del polen. Se predice entonces, que las recolectoras mostrardn una disminucion en la
eleccién del polen evitado por las nodrizas cuyos volatiles se concentran y aromatizan el

interior del nido.

5.2. Materiales y Métodos

5.2.1. Experimento I: Adquisicion de informacion del polen en recolectoras aisladas

a través del recurso “procesado”.

Con el fin de investigar si las recolectoras pueden, por si mismas y de manera
directa, adquirir la informacion relativa a la calidad del polen, se realiz6 un primer
experimento (Fig. 5.1A) en el que medimos las preferencias iniciales (Ri) de colonias
confinadas en jaulas de vuelo por dos polenes ofrecidos en la estacion de forrajeo (colza 'y
flor amarilla). Las abejas que aterrizaban y comenzaban a manipular el polen de uno u otro
alimentador, eran marcadas con color obteniendo una muestra de la poblacion de
recolectoras. La captura y marcado de las recolectoras se extendié por 2-3 horas. Las
recolectoras capturadas ya marcadas, se confinaron en cajas de madera de 10x10x10 cm las
qgue se mantuvieron en el interior de la colmena original (Fig. 5.1B), cada una con un
alimentador que proveia solucién azucarada 50% (tubo de 20 ml con un orificio en la punta)
y 2 alimentadores de polen (jeringas de 5 ml cortadas). En la primera serie experimental
(serie colza), las abejas confinadas recibieron 4 ml de polen de flor amarilla sin adulterar y
4 ml de colza adulterado con amigdalina (0,1 M). En la segunda serie (serie flor amarilla),

un segundo grupo de cajas recibieron polen de colza sin adulterar y el de flor amarilla
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adulterado con amigdalina. Luego de permanecer en el interior de las colmenas por 24 horas
(tratamiento: Tr), las abejas en confinamiento fueron liberadas en la entrada del nido con la
intencion de que muchas de ellas vuelven a retomar la tarea de recoleccién y puedan ser
evaluadas al dia siguiente en la estacion de forrajeo. El tiempo aproximadamente desde el
inicio de la medicidn inicial y el inicio de la evaluacion (Ev) fue de 48 horas. En la estacion
de forrajeo medimos las preferencias por los polenes ofrecidos tanto en las recolectoras
marcadas (las que estuvieron expuestas a los pélenes en las cajas) como de sus compafieras
no marcadas, las que permanecieron naive para el polen adulterado. De esta manera
pudimos comparar: i) recolectoras marcadas en Ri versus recolectoras marcadas en Ev; ii)
recolectoras marcadas en Ev versus recolectoras sin marcas en Ev. En esta Gltima
comparacion incluimos a las abejas marcadas en Ri como covariable del modelo (ver

seccion 5.2.5).

A Serie flor ] =\ & B
amarilla ul |
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eww Floramarilla ese Colza & Adulterado

Figura 5.1. Procedimiento seguido en el experimento I. A) Esquema de las fases del experimento |
(preferencia de recoleccion inicial: Ri; tratamiento: Tr; evaluacién: Ev) y los pélenes ofrecidos en
la estacion o en las cajas (adulterado o no segun la serie). B) Caja de 10x10x10 cm “incubada” en

el interior de la colmena dentro de la jaula de vuelo, durante el tratamiento (Tr).
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5.2.2. Experimento II: Adquisicién de informacion del polen en recolectoras a través

de abejas jovenes con acceso al recurso.

Con el objetivo de evaluar si el cambio en las preferencias de recoleccion esta
mediado por las interacciones que puedan ocurrir entre las abejas recolectoras, las jovenes
y el polen ofrecido adulterado, se realizé un segundo experimento en el que se confinaron
abejas jovenes en edad de nodrizas junto con abejas recolectoras que habian sido marcadas
y capturadas como en el experimento anterior (5.2.1). En este caso, la estacion de forrajeo
que visitaron las recolectoras presentaba pdlenes de quebracho (Schinopsis lorentzii) y flor
amarilla (Fig. 5.2A).

Las abejas jovenes se obtuvieron desde un cuadro de cria sellada, de la misma forma
que en experimentos anteriores en esta tesis (seccion 2.2.1). Durante dos dias, las cajas con
abejas recolectoras y jovenes juntas se mantuvieron en una incubadora en el laboratorio y
fueron expuestas a los dos polenes utilizados. En una primera serie (serie flor amarilla), las
cajas de abejas recibieron polen de flor amarilla adulterado mientras que, en la segunda serie
(serie quebracho), el polen adulterado fue el de quebracho. En este experimento los pélenes
se ofrecieron dentro de celdas de una seccion de panal de 10x8x2 cm que se colocd en la
caja antes de la incorporacion de las abejas (Fig. 5.2B). Luego del tratamiento (Tr: 48 horas),
las abejas confinadas (jovenes y recolectoras) fueron liberadas en la entrada de la colmena.
Entre 19 y 21 horas después de la liberacion, se evaluaron las preferencias de las
recolectoras marcadas por ambos pélenes no adulterados en la estacién (Ev). Al igual que
en 5.2.1, también medimos las preferencias de recolectoras que no tenian marcas, es decir

de recolectoras naive para los polenes evaluados.
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Figura 5.2. Procedimiento seguido en el experimento Il. A) Esquema de las fases del experimento
Il (preferencia de recoleccidn inicial: Ri; tratamiento: Tr; evaluacion: Ev) y los pélenes ofrecidos en
la estacion o en las cajas (adulterado o no segun la serie). B) Seccion de panal de abeja de 10x8x2
cm dentro de la caja (durante Tr), cuyas celdas contienen los pélenes monoflorales.

5.2.3. Experimento Ill: Adquisicion de informacion relativa al polen a través de

nodrizas con experiencia.

Para evaluar si el cambio en las preferencias de recoleccién esta mediado por las
interacciones que puedan ocurrir entre las recolectoras y las nodrizas (y/o larvas) que
experimentaron el polen adulterado, en primer lugar, medimos las preferencias iniciales de
colonias confinadas en jaulas de vuelo por dos pélenes ofrecidos en la estacién de forrajeo,
colzay flor amarilla (Ri; Fig. 5.3A). Las abejas recolectoras fueron marcadas y capturadas
como en el experimento 1 (5.2.1). A continuacién, para la fase de tratamiento (Trl), se
retiraron los cuadros de cria junto con las abejas presentes en la zona de cria de la colmena
original y se colocaron en una caja cerrada (nuclero), donde se les ofrecié polen de colza en
forma de pasta adulterado con amigdalina (0,1M) por 48 horas (Fig. 5.3B). En la estacion
de forrajeo, se ofrecié polen multifloral para mantener a la poblacion recolectora de la
colmena motivada. Luego de la fase del tratamiento (Trl: 48 horas), se reincorporaron los
cuadros junto con las abejas a la colmena original y, luego de 22-24 horas, se midieron las
preferencias de la poblacion de recolectoras marcadas por los pdlenes de colza y flor

amarilla sin adulterar en la estacion (Ev1). Durante las 24 horas siguientes (Tr2), se permitio
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que recolecten e incorporen estos polenes a las reservas de la colmena para luego medir

nuevamente las preferencias de la poblacién de abejas marcadas (Ev2).

ew Flor amarilla e= Colza «= Multifloral & Adulterado

?"@ =} o ) )

Trl ‘ Tr2

Confinamiento  Reintroduccién
Ev2

Ri ( Nuclero '\ Evl

- ) ~

Figura 5.3. Procedimiento seguido para el experimento I11. A) Esquema de las fases del experimento
111 (preferencia de recoleccidn inicial: Ri; tratamiento 1: Trl; evaluacion 1: Ev1; tratamiento 2: Tr2;
evaluacion 2: Ev2) y los pdlenes ofrecidos en la estacion. En Trl se retiraron los cuadros de cria
junto con las abejas presentes en la zona de cria de la colmena original y se colocaron en un nuclero
cerrado (confinamiento). Luego de 48 horas se reincorporaron los cuadros junto con las abejas a la
colmena original (reintroduccién). B) Durante el confinamiento en Trl, se les ofrecié a las abejas
aisladas polen de colza en forma de pasta adulterado con amigdalina (0,1M). De esta manera las

abejas que permanecieron en la colmena original no experimentaron el polen adulterado.
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5.2.4. Experimento IV: Rol de los voléatiles del polen en el nido sobre las

preferencias de las recolectoras.

Por altimo, para estudiar si los cambios en las decisiones de recoleccion estan
mediados por la adquisicion de informacion relativa a los polenes a través de modificaciones
que ocurran en el interior del nido, se utilizaron colmenas confinadas en jaulas de vuelo. El
procedimiento llevado a cabo pretendid recrear una situacion en la que los pélenes menos
adecuados, y por ende sus olores, se acumulan en el interior del nido. Al igual que en los
experimentos anteriores, se registraron las elecciones iniciales de las abejas por recolectar
los pblenes de quebracho y girasol (Ri; Fig. 5.4A). En la etapa de tratamiento (Trl), se
utilizaron bombas de aire de flujo continuo para introducir volatiles de polen de quebracho
en la colonia. El flujo de aire ingresaba a la colmena por medio de una manguera introducida
por la piquera (entrada de la colmena) hacia el interior (Fig. 5.4B). La manguera estaba
conectada a una jeringa de 20 ml que contenia una muestra de polen de quebracho (Fig.
5.4B). Luego de 48 horas durante las cuales la bomba permanecio encendida, se interrumpio
el flujo y se midieron las preferencias en la estacion de forrajeo ofreciendo los dos polenes
experimentales (Ev1). Finalmente, se apag6 la bomba y se esperaron 48 horas mas durante
las cuales estuvo disponible polen multifloral en la estacion (Tr2) y se midieron nuevamente

las preferencias (Ev2).
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Figura 5.4. Procedimiento seguido para el experimento IV. A) Esquema de las fases del
experimento 1V (preferencia de recoleccion inicial: Ri; tratamiento 1: Trl; evaluacion 1: Evi,;
tratamiento 2: Tr2; evaluacion 2: Ev2) y los pélenes ofrecidos en la estacion. B) Detalle del
dispositivo utilizado durante el tratamiento Trl que muestra la bomba de aire, el filtro de carbon, la

jeringa de 20 ml con polen corbicular de quebracho y la manguera introducida a la colmena.

5.2.5. Andlisis estadistico

Todos los andlisis estadisticos se realizaron en R (https://www.r-project.
org/). Las diferencias en las elecciones de las abejas (proporciones) de los experimentos I,
I, 'y 1V se abordaron mediante un modelo lineal generalizado mixto (MLGM), todos con
distribucion binomial (Crawley 2012). Los supuestos de los modelos se comprobaron con
la biblioteca DHARMA (https://CRAN.R-project.org/package=DHARMa) y la variacion
en el ndmero de individuos analizados en cada evento se incluy6 mediante las
ponderaciones. En el experimento I, en un primer analisis se evalu6 el impacto de la serie

experimental (colzay flor amarilla) y la exposicion de las abejas (Naive y Expuestas) como

86



efectos fijos y su interaccion, las preferencias iniciales (Ri) como covariable y la identidad
de la colmena utilizada como efecto aleatorio. En un segundo analisis, se exploré el impacto
de la serie y el evento de evaluacién (Riy Ev) como factores de efecto fijo, incorporando la
colmena como factor de efecto aleatorio. En ambos casos, se agregd al modelo el “weight”
como el niumero total de abejas que visitaron ambos alimentadores. En el experimento I, se
evalud el impacto de la exposicién al polen adulterado (Naive y Expuestas) como efecto
fijo, y la identidad de la colmena como efecto aleatorio. Incluimos las preferencias iniciales
como covariable y el nimero total de abejas como el “weight”. En el experimento IlI, se
explord el impacto del evento de evaluacion (Ri, Ev1 y Ev2) como efecto fijo, la identidad
de la colmena utilizada como variable de efectos aleatorios y el “weight”. En el experimento
IV, se estudio6 el impacto del evento de evaluacion (Ri, Evl y Ev2) como efecto fijo y la
colmena como aleatorio. Una vez mas, el “weight” fue el nimero total de abejas medidas.
Se utilizd la funcion “glmer” del paquete “Imed4” (https://cran.r-
project.org/package=Ime4) que utiliza las pruebas Z de Wald para aproximar los valores p
de los MLGM (Bolker et al. 2009). Se realizaron contrastes post hoc en los modelos para
evaluar los efectos y la significacion entre factores fijos utilizando la funcion "emmeans”
del paquete 'emmeans' version 1.5 (https://CRAN.R-project.org/package=emmeans) con un

nivel de significacion de 0,05.

5.3. Resultados

5.3.1. Experimento I: Adquisicion de informacion del polen en recolectoras aisladas

a través del recurso “procesado”.

Se realizaron dos series experimentales, una donde se adulter6 el polen de colza
(serie colza; N = 3) y otra adulterando el polen de flor amarilla (serie flor amarilla; N = 3).
Para ambas series, los resultados sugieren que las recolectoras por si solas no pueden
adquirir informacion directamente del polen. La probabilidad de recoleccion de polen de
flor amarilla no se modificé significativamente, tanto cuando se compard entre abejas
previamente expuestas al polen adulterado y abejas naive, como cuando se focalizo en las
abejas expuestas al polen adulterado y se compararon sus preferencias iniciales (Ri) con las

elecciones despues del tratamiento (Ev). No se encontro un efecto significativo de la
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interaccion entre la exposicion de las abejas y la serie experimental (Abejas*Serie: Chisq =
2,9142, Df = 1, P = 0,0878). La experiencia de las abejas por si sola, no influyé en las
elecciones de los pdlenes en la fuente (Abejas: Chisq=0,6379, Df =1, P = 0,4245), mientras
que tanto el factor Serie como la covariable de las preferencias iniciales, fueron
significativas (Serie: Chisq = 5,8098, Df = 1, P = 0,0159; Ri: Chisq = 13,0717, Df =1, P =
0,0003). Esto ultimo indica una diferencia inicial en las elecciones de las recolectoras de
distintas colmenas pertenecientes a las dos series que, luego del tratamiento que no modifico
las elecciones, fueron igualmente distintas.

En la segunda comparacion entre los eventos de evaluacion (Ri y Ev) de cada serie,
ninguno de los factores ni su interaccion tuvieron un impacto en las elecciones de las
recolectoras (Eventos de evaluacion: Chisg = 0,2609, Df = 1, P = 0,6095; Serie: Chisq =
0,0209, Df =1, P = 0,8850; Eventos*Serie: Chisq = 0,0065, Df =1, P = 0,9357).

5.3.2. Experimento II: Adquisicién de informacion del polen en recolectoras a través

de abejas jovenes con acceso al recurso.

Cuando las abejas jovenes y recolectoras fueron aisladas en las cajas junto con el
polen “procesado” de flor amarilla adulterado y de quebracho sin adulterar (serie flor
amarilla), las abejas recolectoras cambiaron significativamente sus preferencias de
recoleccion por los pélenes ofrecidos (sin adulterar) en la estacion de forrajeo en relacion
con las preferencias registradas en las recolectoras naive (Chisq = 3.9372, Df = 1, P =
0,04723; Fig. 5.5).
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Figura 5.5. Probabilidad de recoleccién de polen de flor amarilla en abejas previamente expuestas
a polen adulterado “procesado” comparadas con abejas naive. Durante el tratamiento, se aislaron
abejas jovenes y recolectoras con polen de flor amarilla adulterado y polen de quebracho sin
adulterar (serie flor amarilla; N cajas = 9). Para la evaluacién, se registraron las preferencias de las
recolectoras por el polen de flor amarilla (nimero de abejas que recolectaron polen de flor
amarilla/total de abejas que recolectaron de los dos polenes sin adulterar en la estacion de
forrajeo). Los cuadrados indican los valores medios (predichos por el modelo) y las barras los
intervalos de confianza del 95%. Letras diferentes indican diferencias significativas (P < 0,05). Se
realiz6 una segunda serie experimental donde se adulterd el polen de quebracho (serie quebracho;

N = 4), la cual no fue incluida en el analisis.

5.3.3. Experimento I1l: Adquisicion de informacion relativa al polen a traves de
nodrizas con experiencia.

Las abejas recolectoras no cambiaron sus preferencias por los pélenes ofrecidos ain
luego de interactuar con abejas jévenes experimentadas, es decir que habian sido expuestas
al polen de colza adulterado (Chisq = 1,0067, Df = 2, P = 0,6045; Fig. 5.6). Asumiendo que
las abejas jovenes aprendieron las caracteristicas del polen adulterado (ver capitulo 3), no

fueron capaces de transferir esta informacion a las abejas recolectoras. Esto ocurri6 tanto en
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el primer evento de evaluacion, pocas horas después de haber reincorporado a las abejas
jévenes a la colmena original (Ri-Ev1: z-ratio = 0,095, P = 0,9951), como en el segundo
evento de evaluacion, cuando las colmenas ya habian incorporado polen de colza y de flor
amarilla a las reservas (Ri-Ev2: z-ratio = 0,968, P = 0,5969). Tampoco se detectaron
diferencias cuando se compararon las preferencias recolectoras entre las evaluaciones Ev1
y Ev2 (z-ratio = 0,776, P = 0,7179; Fig. 5.6).
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Figura 5.6. Probabilidad de recoleccion de polen de colza antes (Ri) y después (Ev1) de que las
abejas jovenes aisladas sean expuestas a polen adulterado “procesado”, y luego de que las
recolectoras incorporen los pélenes sin adulterar de la estacion a las reservas (Ev2; N colmenas =
4). En cada evento, se evaluaron las preferencias por recolectar polen de colza (nimero de abejas
que recolectaron polen de colza/total de abejas que recolectaron de los dos pélenes sin adulterar
en la estacion de forrajeo). Los cuadrados indican los valores medios (predichos por el modelo) y
las barras los intervalos de confianza del 95%. “n.s.” indica que no hay diferencias significativas (P
> 0,05).

5.3.4. Experimento IV: Rol de los volatiles del polen en el nido sobre las

preferencias de las recolectoras.
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Las recolectoras cambiaron sus preferencias luego de que las colonias estuvieron
expuestas a los volatiles de polen de quebracho (Chisq = 6,565, Df = 2, P = 0,037; Fig. 5.7).
Contrariamente a lo esperado segun la hipétesis planteada, tras recibir los volatiles del polen
por 48 horas (Trl), las abejas aumentaron significativamente sus preferencias por el polen
de quebracho respecto a las preferencias iniciales (Ri-Ev1: z-ratio = -2,562, P = 0,028).
Cuando los volatiles dejaron de ser bombeados al nido y las recolectoras volvieron a
incorporar el polen multifloral ofrecido en la estacion por 48 horas, las diferencias se
perdieron tanto con respecto a las preferencias iniciales como a las aprendidas (Ri-Ev2: z-
ratio = -1,181, P = 0,4647; Ev1-Ev2: z-ratio = 1,458, P = 0,3113; Fig. 5.7).
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Figura 5.7. Probabilidad de recoleccion de polen de quebracho (S. lorentzii) antes (Ri) y después
(Ev1) de que las colmenas (N = 4) sean expuestas a los volatiles del polen, y luego de que las
recolectoras incorporen los pélenes de quebracho y girasol (H. annuus) ofrecidos en la estacion a
las reservas (Ev2). En cada evento, se evaluaron las preferencias de recoleccion por el polen de
quebracho (nimero de abejas que recolectaron polen de quebracho/total de abejas que recolectaron
de los dos pdélenes en la estacion de forrajeo). Los cuadrados indican los valores medios (predichos
por el modelo) y las barras los intervalos de confianza del 95%. Letras diferentes indican diferencias
significativas (P < 0,05).
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5.4. Discusion

En el presente capitulo se indag6 por los posibles mecanismos que podrian actuar en
la transferencia de informacion relativa al polen en la colonia. Tomando en conjunto los
resultados obtenidos, las preferencias de las recolectoras cambiaron Unicamente cuando
interactuaron con abejas jovenes experimentadas mientras el polen “procesado” estuvo
disponible para ambos grupos. Esto apoya la hipétesis de que la seleccion del polen depende
de las experiencias de las abejas jovenes, quienes pueden transferir la informacion sobre la
calidad del recurso a las recolectoras a través de las claves especie-especificas de los polenes
presentes en las reservas del nido.

Tras evaluar la posibilidad de que la informacidn se trasfiera directamente desde el
polen “procesado” (experimento I), se observé que las recolectoras por si mismas, no fueron
capaces de aprender sobre la calidad de los pdlenes adulterados. Esto es consistente con la
incapacidad de las recolectoras de aprender sobre la calidad del polen (ver Fig. 4.2 en
capitulo 4), incluso cuando se lo ofrece “procesado” (hidratado) en la fuente (Fig. A4.1 en
anexo del capitulo 4). A partir de los resultados, se descarta la posibilidad de que el
compuesto que se us6 para adulterar experimentalmente el polen (amigdalina) pueda ser
evaluado de forma pre-ingestiva por las abejas maduras (seccion 1.2.4.1). Como se pudo
observar en los resultados del experimento Il, la incorporacion de obreras en edad de
nodrizas permitio que las recolectoras sesgaran sus preferencias de recoleccion, evitando
las fuentes de menor calidad. Entonces, las abejas jévenes con acceso al polen “procesado”
pudieron (de alguna manera) transferir la informacion de la calidad del polen a las
recolectoras. Una posibilidad es que las obreras jovenes hayan compartido claves
especificas del polen adulterado junto con trazas de amigdalina (o alguno de los productos
intermediarios de su catabolismo) las que, al cabo de un tiempo, podrian provocarles
malestar a las propias recolectoras.

En el experimento 11, en donde las recolectoras estuvieron en contacto con nodrizas
experimentadas y el polen en cuestion no estuvo presente en el entorno, no se observé una
evitacion en la estacion de forrajeo. Esto sugiere que el “sustrato”, es decir el polen y sus
claves, es fundamental para que las abejas jovenes puedan transferir la informacion, y

descarta la posibilidad de que haya una interaccion directa entre nodriza y recolectora que
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codifique informacion de la calidad del recurso (por ejemplo, antenacion en Mc Cabe et al.
2006; o “stop signal” durante el reclutamiento en Kietzman y Visscher 2021).

En el experimento 1V donde se estudio el rol de los volatiles de polen acumulados
en el nido sobre las preferencias de las recolectoras, los resultados fueron contrarios a los
esperados. Si bien se esperaba que las recolectoras disminuyan sus preferencias por el polen
cuyos volatiles se expusieron de forma pasiva el interior del nido, se observo un incremento
de estas. A la vez que estos resultados mostraron que los volétiles del recurso pueden
transferir informacion, resulta necesario revisar las condiciones experimentales que llevaron
a un aumento de las preferencias. Por un lado, la ventana temporal en la cual se realizo el
bombeo fue de 48 horas, la que podria no ser lo suficientemente duradera como para que
las recolectoras consideren que los voléatiles provenian de pdlenes rechazados por las abejas
jovenes. Si se toman como referencia trabajos que muestran que el polen recientemente
almacenado es mayormente consumido durante los primeros dias, pero significativamente
menos a partir del dia 4 (Anderson et al. 2014, Carroll et al. 2017), es posible que una
exposicion méas prolongada permitiria recrear mejor un entorno de colmena enriquecido en
olores del polen de baja calidad. Por otro lado, es posible que los poélenes que no se
consumen en el nido cambien su perfil de volatiles a partir de que “envejecen”. En el
experimento se utilizé polen corbicular cosechado el mismo afio y conservado en freezer,
por lo que es esperable que no presente indicios de envejecimiento. Por el contrario, y con
base en estos mismos argumentos, una exposicion relativamente breve con volétiles de lo
que se consideraria un polen “fresco”, podria haber favorecido la propagacion de
informacién que advierte sobre una nueva fuente de alimento productiva que esta siendo
explotada en el exterior. El efecto positivo a partir de la exposicion de los olores del polen
podria explicarse por el reclutamiento de recolectoras que salen en busqueda del polen cuyas
claves aprendieron en el nido, el cual podria recrear un escenario en donde circulan
recolectoras con aromas de polen impregnados en su cuerpo, o que son emitidos por las
mismas cargas de polen (Diaz et al. 2007).

Un mecanismo alternativo de transferencia de informacion a evaluar es la
sefializacion de las celdas de polenes adulterados con “marcas”, presumiblemente
depositadas por las abejas jovenes que experimentaron su calidad. Estas modificaciones

podrian brindar informacion a las recolectoras que les permita evitar el recurso en el campo.
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La participacion de marcas o sefiales quimicas en la comunicacion de insectos esta bien
documentada (Richard y Hunt 2013). En las abejas podemos destacar aquellas marcas que
tienen un efecto atractante o incluso repelente sobre conespecificos en el contexto recolector
(Free 1987, Winston 1987, Williams 1998, Giurfa y Nufiez 1992, Saleh et al. 2007). En un
experimento adicional se estudio la presencia de marcas y su efecto sobre el consumo de
abejas jovenes en una colmena naive. Este experimento consistié en transferir un cuadro
(panal) con 3 polenes monoflorales no adulterados que provenia de otra colmena cuyas
abejas habian experimentado uno de los pdlenes adulterado (Fig. A5.1 en anexo). Tras
varias horas, las abejas de la colmena naive no mostraron una reduccién en el consumo del
polen que se esperaba marcado (Fig. A5.2 en anexo). Asi, la posibilidad de que exista alguna
marca o sefializacion que modifique las elecciones del polen, tanto de consumo como de
recoleccion, resulta poco probable.

Resumiendo, luego de indagar por distintos mecanismos que puedan mediar en la
seleccién de polenes de las colonias, se propone que las abejas jovenes transfieren a las
recolectoras claves especificas del polen ademas de informacion de su calidad que les
permite ajustar sus decisiones de recoleccion. Si bien los resultados muestran que en el
mecanismo gue permite la evitacion de recursos de baja calidad participan las abejas jovenes
y el sustrato, no se descarta que en el contexto de la colonia también participen otros actores,
tales como las larvas. Queda por investigar, entre otras cosas (seccion 6.3), si el aprendizaje
de evitacion podria lograrse a través de la evaluacion del estado nutricional de las abejas
jévenes vy las larvas, de modo que las recolectoras tenderian a revisitar las mismas fuentes
que permitieron la correcta alimentacion de la colonia. En este escenario, por ejemplo, la
feromona del hambre que emiten las larvas ante un ayuno prolongado (He et al. 2016) podria

reforzar el aprendizaje aversivo de las claves del polen que “envejece” en las reservas.
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DISCUSION GENERAL

6.1. Conclusiones generales

A lo largo de la tesis se obtuvieron resultados relevantes para entender como las
colonias evaltan los polenes disponibles en el ambiente y modifican sus decisiones de
recoleccion en funcion de la calidad de estos. Se observo que el proceso de seleccion de
polenes es complejo y participan las experiencias de las abejas recolectoras y de las abejas
jévenes, que tienen la posibilidad de evaluar la calidad de los distintos recursos tras
ingerirlos. La seleccion de polen involucra también la transferencia de informacion relativa
a la calidad del recurso en el contexto social del nido.

El hallazgo de que la calidad del recurso se evalUa en el interior del nido y no en las
fuentes (al menos para un compuesto nocivo gque actlia post-ingestidn), es consistente con
que la eleccion que realizan las abejas jovenes y las maduras es diferente. Por un lado, las
abejas jovenes elegirian los pélenes con base tanto en una evaluacion de las claves externas
como en la composicién interna del grano. Por otro lado, las recolectoras se guiarian
principalmente por las claves asociadas a su composicion externa. EI cambio de las
elecciones de las abejas luego de experimentar los polenes disponibles ya sea a través del
consumo o de la recoleccién, es consistente con un proceso plastico, en el que las
experiencias permiten ajustar las respuestas iniciales (es decir, de abejas naive) a partir de
que cada grupo de abejas perciba los pdlenes como adecuados para el desarrollo de la
colonia. Aunque no se ha hecho hincapié en estudiar la dinamica temporal de estos cambios,
es importante resaltar que los ajustes en las respuestas no ocurren de forma inmediata, sino
retardada, proceso que ya fue documentado en otros insectos sociales (Arenas y Roces
20164, 2016b, 2017).
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La respuesta retardada que exhiben tanto las abejas jovenes como las maduras,
involucra el aprendizaje de las claves especie-especificas del polen asociadas a su
composicion o calidad del recurso que actla como recompensa y que da lugar a memorias
de largo término. Este tipo de aprendizaje asociativo es fundamental para la toma de
decisiones de las abejas en el campo, donde los recursos disponibles en el ambiente cambian
constantemente (Giurfa 2007). Ademas, un recurso que se incorpora al nido puede
representar un riesgo (por ejemplo, al contener un metabolito toxico o al estar contaminado)
para la colonia por lo que el aprendizaje asociativo por aversion (Papaj y Prokopy 1989), es
central en los insectos sociales donde un grupo de obreras distinto a las recolectoras es el
principal destinatario de los recursos forrajeados. Si bien no se descartd que sucesivas
experiencias de las recolectoras en las fuentes tengan un efecto en sesgar las preferencias
(para lo cual se deberia haber aislado el ciclo recolector de un individuo del resto de la
colonia o evitado que ingresen sus cargas de polen al nido), si se evidencid que es suficiente
con que el polen esté presente en el interior del nido para que las recolectoras cambien sus
decisiones hacia las opciones de mejor calidad (Fig. 6.1). Sumado a esto, se vio que las
recolectoras no adquieren la informacion de la calidad de forma directa desde el polen
procesado. Todo esto indica que las abejas consumidoras de polen, que principalmente son
nodrizas, participan tanto en la evaluacion como en la transferencia de informacion relativas
a la calidad del polen (Fig. 6.1). En este sentido, se vio que las abejas jévenes median la
adquisicion de esta informacion y que este proceso requiere que los polenes estén presentes
en las reservas (las nodrizas no pueden transferir la informacién sin la presencia del

sustrato).
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Figura 6.1. Eleccidn del polen en la abeja Apis mellifera. EI esquema muestra los actores, claves,
comportamientos e interacciones involucrados en la eleccion de pdlenes de distinta calidad. Las
recolectoras (R) se basan en respuestas innatas (Resp. Innata) para elegir entre fuentes de polen
novedosas. De regreso al nido inspeccionan (Insp.) los panales buscando celdas en donde descargar
(Desc.) sus corbiculas. Las abejas jovenes (mayormente nodrizas, N) consumen (Consum.) los
polenes disponibles y aprenden a evitar sus claves en funcion de la calidad de estos. Las nodrizas
experimentadas interactan con las recolectoras en presencia de las claves de los p6lenes lo que les
permite ajustar sus respuestas en el campo (respuestas aprendidas, Resp. aprendida). Tras sucesivas
visitas a las fuentes, este proceso permite evitar la acumulacion de compuestos nocivos en las

reservas del nido que afecta el desarrollo de las colonias.
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6.2. Limitaciones en el desarrollo de la tesis

El adiestramiento de recolectoras de vuelo libre de colmenas abiertas para visitar
una estacion de recoleccion (experimento en seccion 2.2.3.2) present6 algunas dificultades.
Por un lado, fue necesario mantener las fuentes de azucar y polen todos los dias durante la
temporada alta ya que la motivacion de las recolectoras por visitar la estacion disminuia con
el aumento en la disponibilidad de diversas fuentes florales. Esto dificultaba mantener una
poblacion grande y estable de recolectoras al momento de iniciar el ensayo. Por otro lado,
en temporada baja, las abejas de otras colmenas (distintas a la adiestrada) encontraban
facilmente la estacion, lo que representaba un problema para mantener una poblacion
recolectora proveniente de una unica colonia.

En los experimentos donde se trabajé con colmenas confinadas en jaulas de vuelo
(en capitulos 4 y 5), se encontraron varias restricciones. Por un lado, aunque se utilizaron
colonias de caracteristicas similares, el periodo necesario para adiestrar a las recolectoras
de cada colonia fue muy variable. Esto hizo muy dificil planificar el cronograma necesario
para realizar cada replica. Por otro lado, y en relacion con lo anterior, las fluctuaciones en
las condiciones internas del nido y en las condiciones climaticas dentro de una misma
temporada, impidieron alcanzar tamafios muestrales mayores (por ejemplo, la serie
quebracho en el experimento 5.2.2) y, en algunos casos puntuales, realizar series
complementarias o controles necesarios (experimentos 5.2.3y 5.2.4).

Los experimentos a campo del capitulo 4, se realizaron en el mismo campo de
cultivo y en fechas similares durante las temporadas 2020 y 2021. Aun asi, hubo variaciones
considerables en la disponibilidad de los recursos florales entre temporadas. Ademas, dentro
de una misma temporada (2021), la flor amarilla, especie dominante al inicio del ensayo,
disminuyd su disponibilidad durante los dias siguientes. Debido a que la flor amarilla habia
sido el polen manipulado (experimento 4.2.5), la disponibilidad de la flor amarilla del
ambiente (muy representada al inicio, pero muy poco al final del ensayo) no permitio
realizar el andlisis planteado inicialmente.

Por otro lado, la utilizacion de polenes monoflorales restringio la posibilidad de
poner a prueba distintas combinaciones de pdlenes en el estudio de los perfiles de eleccion
de las abejas jévenes y recolectoras (experimentos del capitulo 2). Es comun la

comercializacion de muestras de polenes multiflorales como suplemento nutricional para la
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dieta humana, pero es mas dificil conseguir muestras monoflorales o multiflorales
enriquecidas en un tipo de polen que pueda separase manualmente en gran cantidad.

Para modificar artificialmente la calidad de los polenes monoflorales, se utilizaron
distintas sustancias segun el experimento. De esta manera, la calidad del polen se defini6 en
relacion con los pélenes no manipulados (polen no adulterado versus adulterado). Dada esta
manipulacion, el desconocimiento de la composicion quimica de los pdlenes usados pudo
interferir en el efecto esperado, por ejemplo, si un polen que se esperaba que resulte de
mejor calidad tras ser suplementado con un nutriente, resultaba no ser afectado ya que el

mismo se encontraba altamente disponible en el polen original (Manning et al. 2007).

6.3. Perspectivas

Un estudio detallado de la composicién quimica de los polenes utilizados, o la
obtencion y utilizacion de pdlenes cuyos constituyentes ya fueron descriptos, enriqueceria
el entendimiento de las respuestas observadas y contribuiria a mejorar los disefios de
experimentos futuros. El estudio de la composicién nos permitiria entender incluso las
respuestas iniciales de las abejas. Ademés, nos permitiria plantear experimentos para
conocer mejor los requisitos nutricionales de las obreras jovenes e investigar si dicha
composicién correlaciona (o no) con los cambios observados en la dieta tras sucesivas
experiencias en el tiempo. A su vez, esto se podria complementar con variables fisiologicas
medidas en las abejas ya que la composicion en nutrientes esenciales de los diferentes
polenes afecta el desarrollo (por ejemplo, tamafio de la glandula hipofaringea, los cuerpos
grasos y ovarios) y la supervivencia (Schmidt et al. 1987, Di Pasquale et al. 2013, 2016,
Arien et al. 2015, Corby-Harris et al. 2018, Lan et al. 2021).

Si bien se estudiaron distintos mecanismos, hasta el momento no se logré identificar
claramente como ocurre la transferencia de informacion relativa a la calidad del polen en el
contexto social de la colonia. Ademas, aun cuando la participacion de las abejas jovenes y
del polen es necesaria para el proceso de evitacion del polen de baja calidad, seria
importante estudiar si también participan otros actores en el contexto de la colonia, tales
como las larvas, y qué efecto producen (por ejemplo, acelerar o amplificar la informacion).
Las larvas emiten sefiales (por ejemplo, la feromona del hambre) frente a alteraciones en su

dieta tales como un ayuno prolongado (He et al. 2016). Esa informacion disponible en el
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ambiente del nido podria reforzar el aprendizaje aversivo de, por ejemplo, las recolectoras
de polen que frecuentemente entran en contacto con las celdas de polen proximas a la cria
(Pankiw et al. 1998; Vaughan y Calderone 1998; Dreller et al. 1999; Dreller y Tarpy 2000).
Una posibilidad experimental seria combinar la informacion proveniente de las claves de
un polen que “envejece” en las reservas y la referente a un mal estado nutricional de las
larvas.

Las conclusiones de los capitulos 4 y 5 se basan en la utilizacion del compuesto
amigdalina que actua post-ingestion. Seria enriquecedor poder repetir algunos experimentos
utilizando un compuesto amargo que provogue una respuesta de evitacion pre-ingestion,
como la quinina utilizada en el capitulo 3 y en anexo del capitulo 5 (Fig. A5.2; y ver también
Avargues-Weber et al. 2010). De esta manera quizas podriamos observar recolectoras que,
al aterrizar en el polen adulterado, detecten el compuesto y lo eviten en la estacion de
forrajeo. Esto enriqueceria el estudio de las respuestas comportamentales de las abejas
frente a la calidad del polen.

Ante la diferencia en la eleccion de pélenes de abejas jovenes versus maduras y que
el cambio en las elecciones de las maduras es retardado luego de adquirir informacion en el
nido, seria interesante estudiar como resuelven las obreras la presencia de polen tdxico o
contaminado en el nido. En este sentido se describié un fendmeno de “entombed pollen” o
polen enterrado (vanEngelsdorp et al. 2009), altamente representado en colmenas muertas
en el marco del CCD (colony collapse disorder) y asociado a concentraciones altas de
pesticidas. A través de esta modificacion del polen almacenado en el nido, las recolectoras
podrian adquirir informacion adicional que refuerce el aprendizaje de un polen de mala

calidad para evitarlo.
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6. 4. Implicancias

Los insectos sociales, y la abeja melifera en particular, son un modelo ampliamente
estudiado en las &reas de neurociencias, fisiologia, comportamiento y sociobiologia.
Numerosos estudios en distintas disciplinas han estudiado a estos insectos con el fin de
entender como los miembros de las colonias manejan la informacion sobre las necesidades
del nido y los recursos del ambiente, y como la integran segln sus propias experiencias para
generar una respuesta adaptativa a nivel del grupo. En la presente tesis se obtuvieron
resultados que son relevantes para entender como la abeja A. mellifera recolecta polen de
manera eficiente en funcion de cambios en la calidad de los recursos. Ademas, la realizacion
de esta tesis permitié desarrollaron técnicas y procedimientos originales que contribuiran
en el disefio de estudios futuros sobre la seleccion de polen mediada por interacciones
sociales.

En un contexto actual atravesado por un fuerte cambio en el uso de la tierra, las
practicas de agricultura modernas, y la consecuente pérdida de diversidad floral que provoca
una reduccion en la disponibilidad de polen y néctar que afecta negativamente al estado
nutricional de las colonias (Winfree 2009, vanEngelsdorp y Meixner 2010, Goulson et al.
2015, Scofield y Mattila 2015, Maggi et al. 2016, Steinhauer et al. 2018, de Groot et al.
2021), es prioritario ampliar el conocimiento sobre los mecanismos por los cuales las abejas
seleccionan sus fuentes de polen ante las fluctuaciones en la oferta y en la calidad de las
mismas.

Los compuestos tdxicos que se presentan en concentraciones minimas en la
naturaleza pueden aumentar en las reservas almacenadas en la colonia, sobre todo si la
disponibilidad y/o diversidad de fuentes de alimento es baja (Liu et al. 2006, Alaux et al.
2010, Di Pasquale et al. 2013, Palmer-Young et al. 2017). En un contexto de monocultivo,
por ejemplo, la posibilidad de que las colonias puedan detoxificar las reservas al “diluir” los
polenes toxicos con otros de mejor calidad, es poco probable debido a la baja disponibilidad
de polenes alternativos que puedan ser incorporados y mezclados (Kevan y Erbert 2005).
Por esto, considero que los resultados de esta tesis podrian aportar conocimientos sobre las
capacidades y limitaciones de las abejas a la hora de seleccionar sus fuentes de alimento

que permitan mejorar las practicas de manejo de colmenas instaladas en entornos agricolas
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que sean sustentables para la salud y nutricion de las colonias mientras que favorecen la
productividad de los cultivos.

Ademaés de los compuestos nocivos que se encuentran de forma natural en el polen,
otras sustancias artificiales aplicadas a los campos podrian contaminarlo. En particular,
productos agroquimicos como herbicidas, insecticidas y fungicidas pueden estar presentes
en los recursos que las recolectoras incorporan al nido, afectando a la salud y el
funcionamiento de la colonia (Bohan et al. 2005, Elbert et al. 2008, Kakumanu et al. 2016,
Rondeau y Raine 2022, Perkins et al. 2023), por lo que es relevante estudiar si las abejas
también podrian evitar el polen contaminado con pesticidas, un mecanismo que les
permitiria mitigar los efectos deletéreos de estos compuestos en las colonias que polinizan
en agroecosistemas (Fig. 6.2).

En resumen, dado el contexto actual dominado por las practicas de produccién
extensiva, los hallazgos presentados en esta tesis son oportunos y abren la puerta a nuevas
investigaciones sobre los mecanismos y estrategias que despliega la abeja melifera para

seleccionar sus fuentes de polen.
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Figura 6.2. Colmenas instaladas en un campo de cultivo de girasol en donde proveen el

servicio de polinizacion (Coronel Pringles, Buenos Aires).
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ANEXO

8.1. Capitulo 2

Muestra

multifloral < monofloral

Figura A2.1. Proceso de obtencién de muestras de polen monofloral a partir de muestras
multiflorales. Los pdlenes de zarzamora (en la foto) y sauce se separaron de muestras de polen
multifloral de abeja proveniente de la Isla del Delta (Buenos Aires), segun su color, brillo, textura'y

grado de aglutinacion.
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Figura A2.2. Volumen total (ml) de consumo de los cuatro p6lenes ofrecidos en las cajas de abejas
jévenes durante los 9 dias de experimentacion (N cajas = 8). Los diagramas de caja muestran la linea
central, la caja y los bigotes que simbolizan la mediana, el rango intercuartil y el rango de datos,

respectivamente.
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Figura A2.3. Proporcién de cada polen seleccionado por las abejas jovenes durante los 9 dias de
alimentacion. Las proporciones de consumo del dia 1 y 2 fueron consideradas respuestas de abejas
naive y experimentadas, respectivamente. La proporcion se calculé6 como el consumo relativo de
cada polen: mililitros del alimentador Xi/mililitros totales de todos los alimentadores en la caja (N
cajas = 8). Los diagramas de caja muestran la linea central, la caja, los bigotes y los puntos que
simbolizan la mediana, el rango intercuartil, el rango de datos y los valores atipicos,

respectivamente.
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Figura A2.4. Proporcion de cada polen seleccionado por las recolectoras que visitaron la estacion
por primera vez y las que visitaron la estacion después de cuatro horas. Para el calculo de la
proporcion se considero la duracion de visita: segundos en el alimentador Xi/ segundos totales en
la estacion (N estaciones = 13). Los diagramas de caja muestran la linea central, la caja, los bigotes
y los puntos que simbolizan la mediana, el rango intercuartil, el rango de datos y los valores atipicos,

respectivamente.

129



Tabla A2.1. Tabla resumen del ACP para la matriz bésica de datos de eleccion de polen. Se muestran
los cuatro componentes principales (CP), sus eigenvalores, el porcentaje de variacion explicada por
cada componente (% VE) y el porcentaje acumulado.

CP Autovalor % VE % acumulado
Comp. 1 2,423 60,569 60,569
Comp. 2 0,872 21,789 82,358
Comp. 3 0,705 17,629 99,999
Comp. 4 0,000 0,000 100

Tabla A2.2. Loadings (o cargas) de los dos primeros componentes principales para cada una de las
variables de la base de datos, es decir los polenes.

Variable Comp. 1 Comp. 2
Flor amarilla 0,490 0,652
Colza 0,484 -0,669
Sauce -0,502 -0,262
Zarzamora -0,523 0,243
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8.2. Capitulo 3
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Figura A3.1. Efectos de un Unico polen adulterado sobre las preferencias de consumo de las abejas
jévenes confinadas en cajas A) Esquema del procedimiento seguido en el experimento que muestra
las fases experimentales (y los dias en que tuvieron lugar) y los pélenes utilizados. Durante los
primeros cuatro dias de vida adulta, las abejas confinadas en cajas recibieron polen
multifloral ad libitum (fase inicial). Siempre se ofrecié solucién azucarada ad libitum a través
de tubos de plastico de 10 ml. Al quinto dia y durante 24 horas, se sustituy6 el polen multifloral
por 4 ml de polen de colza adulterado con amigdalina o cloruro de litio (tratamiento). Las
cajas control recibieron polen de colza sin adulterar. Durante las 48 horas siguientes, las

abejas recibieron polen de colza y de flor amarilla (polen novedoso), ambos sin adulterar
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(evaluacidn). Se registré el volumen (ml) consumido de cada polen durante las ultimas 24
horas de la fase de evaluacion y se calcul6 el consumo estandarizado (CE) de polen de colza
(consumo de colza relativo al consumo total de polen de colza més flor amarilla). B)
Consumo estandarizado de polen de colza después de que las jaulas experimentaran el polen sin
adulterar (Control, N = 8) o adulterado con una sustancia nociva (CILi, N = 7; o amigdalina, N = 7).
Se utilizé un modelo de regresion lineal en R para la variable CE con distribucion normal, en el que
se explord el impacto del tratamiento (Control, Amigdalina y CILi) como efecto fijo, y se incluyo el
consumo total de polen como offset. Los diagramas de caja muestran la linea central, la caja, los
bigotes y los puntos que simbolizan la mediana, el rango intercuartil, el rango de datos y los valores
atipicos, respectivamente. La misma letra indica que no hay diferencias significativas entre los
tratamientos (Tratamientos: F2.20 = 0,5267, P = 0,5985).

Tabla A3.1. Consumo de polen en abejas confinadas en cajas que experimentaron un unico polen
adulterado. Volumen (ml) de polen consumido durante el tratamiento, cuando las abejas recibieron
polen de colza (B. napus) adulterado con una sustancia nociva (CILi o amigdalina) o sin adulterar
(control), y durante la evaluacion, cuando las abejas recibieron polen de colza y de flor amarilla (D.

tenuifolia), ambos sin adulterar.

Consumo (ml)

Tratamiento | n | Tratamiento Evaluacién
Colza Flor amarilla Colza
Control 8 | 0,39£0,07 0,11+0,04 | 0,21+0,05
ClLi 7 | 0,30+0,09 0,14+0,04 | 0,17+0,05
Amigdalina | 7 | 0,13+0,03 0,06+0,02 | 0,25+0,06

La tabla muestra el consumo medio de polen obtenido en cajas de abejas compuestas por 80

individuos de edad conocida.
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Tabla A3.2. Consumo y preferencias de polen en abejas enjauladas que experimentaron cambios en
la calidad de los polenes ofrecidos. Volumen (ml) consumido de polen de colza (B. napus) y de flor
amarilla (D. tenuifolia) antes (preferencia inicial), durante (tratamiento) y después (evaluacion) de
ofrecerles polen de colza (A) o de flor amarilla (B) adulterado (con &cido linoleico, amigdalina o

quinina) o sin adulterar (control).

A.
Preferencia inicial Tratamiento Evaluacion
Serie Consumo (ml) Consumo (ml) Consumo (ml)
Colza Flor CE Flor CE Flor CE
) Colza . Colza . Colza
amarilla amarilla amarilla
0,30+ | 0,66+ 0,50+ | 0,88+ 0,40+ | 0,82+
Control 0,13%£0,03 0,08+0,03 0,08+0,02
0,06 0,11 0,04 0,05 0,05 0,06
Acido 0,18+ | 0,30% 0,24+ | 0,44+ 0,16+ | 0,58+
. . 0,3340,05 0,27+0,05 0,12+0,03
linoleico 0,10 0,14 0,09 0,11 0,03 0,05
] ) 0,41+ | 0,71+ 0,01+ | 0,02+ 0,11+ | 0,20+
Amigdalina 0,19+0,09 0,46%0,05 0,33+0,06
0,06 0,12 0,01 0,02 0,07 0,08
o 0,31+ | 0,46% 0,04+ | 0,10+ 0,08+ | 0,24+
Quinina 0,37+0,08 0,35%0,06 0,25+0,04
0,07 0,08 0,02 0,04 0,01 0,03
B.
Preferencia inicial Tratamiento Evaluacion
Serie
fl Consumo (ml) Consumo (ml) Consumo (ml)
or
CE CE CE
amarilla D. B. D. B. D. B.
tenuifolia | napus tenuifolia | napus tenuifolia | napus
0,37+ | 0,30+ 0,62+ | 0,16+ 0,38+ | 0,22+
Control 0,17+0.06 0,12+0.03 0,11+0,02
0.04 0.09 0.07 0,03 0,04 0,03
Acido 0,13+ | 0,74+ 0,41+ | 0,31+ 0,18+ | 0,39+
) ] 0,22+0.05 0,18+0.03 0,13+0,04
linoleico 0.07 0,13 0.06 0,05 0,04 0,10
) ) 0,25+ | 0,54+ 0,40+ | 0,16+ 0,23+ | 0,30+
Amigdalina 0,28+0,09 0,06+0,02 0,13+0,06
0,10 0,21 0,09 0,07 0,01 0,12
o 0,31+ | 0,33+ 0,58+ | 0,07+ 0,29+ | 0,04+
Quinina 0,21+0,10 0,04+0,02 0,01+0,01
0,08 0,13 0,09 0,03 0,05 0,04

Las tablas muestran el consumo medio de

individuos de edad conocida.

polen obtenido en

cajas de abejas compuestas por 80
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Tabla A3.3. Consumo y preferencias por los polenes en las colonias. Volumen (ml) consumido de

dos polenes monoflorales diferentes (Polen Ay B), antes (preferencia inicial) y después (evaluacion)

de que se ofreciera el Polen A adulterado (&cido linoleico, amigdalina o quinina) o sin adulterar

(control) durante el tratamiento. También se cuantificé el consumo de Polen A en el tratamiento.

Preferencia inicial Tratamiento Evaluacion
Tratamiento Consumo (ml) Consumo(ml) Consumo (ml)
CE CE
Polen A Polen B Polen A Polen A Polen B
3,53+ 3,50+ 0,50+ 3,03+ 2,97+ 0,50+
Control 6,53+0,70
0,47 0,45 0,04 0,42 0,28 0,03
Acido 1,98+ 2,00+ 0,50+ 2,74+ 2,44+ 0,52+
6,42+0,62
linoleico 0,58 0,56 0,03 0,71 0,48 0,05
. . 3,27+ 2,83+ 0,52+ 2,62+ 3,70+ 0,38+
Amigdalina 5,27+0,98
0,75 0,54 0,03 0,76 0,41 0,09
o 4,40+ 2,89+ 0,6+ 2,40+ 3,51+ 0,38+
Quinina 7,08+0,68
0,39 0,23 0,02 0,55 0,43 0,05

La tabla muestra el consumo medio de polen obtenido en varias colmenas Langstroth de diez cuadros

gue permanecieron abiertas durante el experimento.

8.3. Capitulo 4

Proporcion de abejas recolectando polen adulterado
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Figura A4.1. Preferencias de recoleccién entre 2 polenes que se presentaron en el sitio de
recoleccion en forma de pasta (hidratados), antes (TO) y después (T1) de adulterar uno de ellos con
amigdalina. Las preferencias se establecieron utilizando 2 combinaciones de 2 pélenes cada una. Se
utiliz6 la combinacion flor amarilla frente a colza en una combinacion (tamafio de la muestra: 4
colonias) y quebracho frente a girasol en la otra (tamafio de la muestra: 2 colonias). Los pdlenes se
ofrecieron hidratados y adheridos a los limpiapipas. En TO los pdlenes se ofrecieron sin adulterar.
En T1, la flor amarilla y el quebracho se ofrecieron adulterados. Las preferencias de recoleccion se
establecieron como el nimero de las recolectoras que eligieron el polen adulterado, sobre el nimero
total de elecciones (ver materiales y métodos del experimento | en 4.2.3) para cada combinacion.
Las diferencias en las preferencias de recoleccién antes (T0) y después (T1) se abordaron mediante
GLMM, con distribuciones binomiales. Se explord el impacto del tiempo (TO vs. T1) y la
combinacion de polen (Flor amarilla - Colza vs. Quebracho - Girasol) como efectos fijos. Las
preferencias de recoleccion difirieron entre combinaciones (combinacion de polen Chisq = 5,937,
df =1, P = 0,014), pero no difirieron antes y después del tratamiento (Tiempo Chisq = 0,007, df =1,
P =0,932). La interaccion no fue significativa (Tiempo*polen Chisq = 0,011, df =1, P =0,916; N =
6). Como en el experimento | (4.3.1), los resultados indican que las abejas no evitaron el polen
adulterado. Los diagramas de caja muestran la linea central, la caja, los bigotes y los puntos que
simbolizan la mediana, el rango intercuartil, el rango de datos y los valores atipicos,

respectivamente. La misma letra indica que no hay diferencias significativas.
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Figura A4.2. Diversidad de polenes recolectados de colonias a las que se les impidié (o no) el
ingreso de polen durante 3 dias consecutivos. El indice de diversidad de Shannon (H) se calcul6 a
partir de muestras de polen recogidas de colonias que: i) introdujeron libremente el polen en sus
nidos (Sin trampa: 3) o ii) de colonias en las que se restringio el ingreso de polen mediante el uso
permanente de trampas (Trampa permanente: 3). Se evaluaron las diferencias en el indice H
mediante GLM con distribucion normal y se exploro el efecto de la privacion de polen (Tratamiento:
Sin trampas vs. Trampas permanentes) como factor fijo. Los valores iniciales de H se utilizaron
como covariable (ver material y métodos del experimento 111 en 4.2.5). Los resultados indican una
diferencia moderadamente significativa debida a la privacion del consumo de polen (Tratamientos
F=7452,df = 1, P =0,071). Los resultados muestran que el uso de trampas redujo la diversidad
del polen recolectado. El diagrama de caja muestra el rango intercuartil y la mediana. # indica una
diferencia moderadamente significativa entre tratamientos (P < 0,1) que podria ser biolégicamente

relevante.
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Figura A4.3. Proporcion de polen de D. tenuifolia recolectado en colonias tratadas sin polen, con
polen de D. tenuifolia adulterado o sin adulterar. La proporcién de polen de D. tenuifolia se calculd
como la cantidad de polen de D. tenuifolia en relacion con el peso total de la muestra de polen
obtenida 1 dia antes (T0) y 2 dias después (T1) de los tratamientos para la temporada 2020 (A) y
2021 (B). Debido al bajo numero de colonias analizadas en la temporada 2020 (3 colonias para el
tratamiento sin polen, 3 para el tratamiento sin adulterar y 2 para el tratamiento adulterado), no se
realiz6 un analisis estadistico. Los diagramas de caja muestran la linea central, la caja, los bigotes y
los puntos que simbolizan la mediana, el rango intercuartil, el rango de datos y los valores atipicos,

respectivamente.
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Figura A4.4. Diversidad de polenes recogidos en colonias que reciben polen adulterado de D.
tenuifolia dentro del nido durante la temporada 2020. El indice de diversidad de Shannon (H) se
calcul6 a partir de muestras de polen recogidas en colonias a las que se suministro: i) polen de D.
tenuifolia no adulterado (No adulterado: 3), ii) polen de D. tenuifolia adulterado con amigdalina
(Adulterado con amigdalina: 3) o iii) polen de D. tenuifolia adulterado con quinina (Adulterado con
guinina: 3). Se evaluaron las diferencias en el indice H mediante GLM con distribuciéon normal y se
exploré el efecto del polen ofrecido dentro del nido (Tratamiento: No adulterado, adulterado con
amigdalina y adulterado con quinina) como factor fijo. Los valores iniciales de H se utilizaron como
covariable (ver material y métodos del experimento 11l en 4.2.5). Los resultados muestran que la
adulteracidon del polen aument6 la diversidad del polen recolectado (Tratamientos: F = 10,163, df =
2, P = 0,02704). El anélisis estadistico detect6 diferencias significativas en el indice H entre las
colonias tratadas con polen adulterado con quinina y las colonias con polen no adulterado (No
adulterado - adulterado con quinina: t-ratio = -3,896, df = 4, P = 0. 037), pero no entre las colonias
con polen no adulterado y las colonias abastecidas con polen adulterado con amigdalina (No
adulterado - Adulterado con amigdalina: t-ratio = -2. 411, df = 4, P = 0,1489) o entre colonias
suministradas con polen adulterado con amigdalina y polen adulterado con quinina (adulterado con
amigdalina - adulterado con quinina: t-ratio = -0,869 df = 4, P = 0,6857). Los diagramas de caja
muestran la linea central, la caja, los bigotes y los puntos que simbolizan la mediana, el rango
intercuartil, el rango de datos y los valores atipicos, respectivamente. Letras diferentes indican
diferencias significativas (P < 0,05).
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8.4. Capitulo 5
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Figura A5.1. Imagenes de A) proceso de incorporacion del polen previamente triturado e hidratado
en las celdas de un panal; B) panal con polen de flor amarilla, girasol y quebracho; C) extraccion
del panal previamente colocado en una colmena para su reemplazo a otra colmena durante la fase
de transferencia. D) Esquema del procedimiento seguido en el experimento: en una colmena de cada
serie se colocd un panal con los polenes (se utilizaron 6 pares de colmenas). Luego de 18-20 horas
se retiraron y se registraron las respuestas de consumo iniciales (nimero de celdas consumidas de
cada polen sobre el total de celdas ofrecidas; Ri). Para la fase Trl, se generaron nuevos cuadros en
donde uno de los pélenes (flor amarilla o girasol) se adulter6 con quinina (0,1 M). Luego de 18
horas, se retiraron los cuadros y se midi6 la respuesta de consumo al tratamiento (Rt). En la fase
Tr2, se ofrecieron nuevos cuadros con los tres p6lenes sin adulterar, los cuales permanecieron por
18-20 horas en la colmena experimentada antes de retirarlos y medir el consumo (Ev1). En Tr3 (fase
de transferencia) los cuadros que fueron retirados luego de Ev1 provenientes de colonias de la serie
flor amarilla, fueron reintroducidos en colonias de la serie girasol y viceversa (indicado con

flechas). Luego de 18 horas, se midi6 el consumo de los p6lenes en los cuadros transferidos (Ev2).
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Figura A5.2. Numero de celdas de polen consumidas en cada evento de evaluacion y para cada tipo
de polen ofrecido. Las diferencias en las elecciones de consumo se abordaron mediante un MLGM
con distribucion poisson en R. Se investigo el impacto del evento de evaluacion (Rt, Evl y Ev2), la
serie experimental (flor amarillay girasol) y la identidad de polen (quebracho, flor amarilla y girasol)
como efectos fijos y su interaccion. La colmena fue incluida como factor aleatorio, las preferencias
iniciales (Ri) como covariable y las celdas totales consumidas como offset. Los diagramas de caja
muestran la mediana, el rango intercuartil, el rango de datos y los valores atipicos. Los asteriscos
(*) indican diferencias significativas (P < 0,05). EI nimero de celdas de polen consumidas vario
significativamente segun la serie, la identidad del polen contenido en las celdas y el evento de
evaluacion (Serie*Evento*Polen: Chisq = 10,073, Df = 4, P = 0,039). La respuesta de consumo
luego del tratamiento (Rt), coincide con una fuerte disminucion del consumo del polen adulterado
en cada serie en relacion con los dos polenes que se ofrecieron sin adulterar. En la evaluacion del
aprendizaje (Ev1l), el consumo del polen de girasol y el de flor amarilla no se diferenci6 para ninguna
de las series y a la vez, ambos polenes se diferenciaron significativamente del polen de quebracho,
el cual fue consumido en mayor proporcién. Por altimo, luego de la transferencia (Ev2) las
diferencias se perdieron, con excepcion del consumo de polen de girasol en relacion con el de
quebracho en la serie girasol, posiblemente como manifestacion de una memoria a largo plazo. Por
lo tanto, no se encontrd evidencia de alguna marca que modifique el consumo de un polen en

particular por las abejas jovenes.

140



	Portada
	Resumen
	Abstract
	Índice
	1. Introducción 
	2. Elección de pólenes en abejas jóvenes versus recolectoras
	3. Preferencias aprendidas en abejas jóvenes tras experimentar polen adulterado
	4. Decisiones de Forrageo de las colonias de A. mellifera tras experimentar pólenes adulterados
	5. Mecanismos de transferencia de información relativa a la calidad del polen en las colmenas
	6. Discusión general
	7. Referencias
	8. Anexo



