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Los insectos son los principales referentes de la polinizacion bidtica de las
angiospermas en el mundo. El polen es una de las recompensas ofrecidas a los

Periodo de Publicacion: e . . . . .
polinizadores y su abordaje permite determinar qué especies florales proveen

Junio 2024 este recurso como alimento, y al mismo tiempo, son polinizadas. La palinologia

es la disciplina dedicada al estudio del polen y puede ser aplicada para analizar
Historial: el transporte polinico en insectos. En esta nota, presentamos una metodologia
Recibido: 11/12/2023 de preparacion de muestras procedentes de insectos polinizadores, previa a los
Aceptado: 05/02/2024 tratamientos de la remocion quimicay la acetdlisis.
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SUMMARY

Insects are the main references of biotic pollination of angiosperms in
the world. Pollen is one of the rewards offered to pollinators and its study
allows determining which species provide this resource as food and, at the
same time, are pollinated. Palynology is the discipline dedicated to the
study of pollen and can be applied to analyze pollen transport in insects.
In this note, we present a methodology for the preparation of samples from
pollinators insects, prior to chemical removal and acetolysis treatments.
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INTRODUCCION

La polinizacion es la transferencia de polen viable desde las anteras (6rgano masculino de la flor) al
estigma (6rgano femenino) y puede ocurrir en la misma flor o entre flores diferentes (Pefa, 2003). Ademas
del viento o del agua, esta transferencia es realizada por animales, principalmente insectos, quienes
polinizan el 67% de las plantas de dispersion zoo6fila (Bonilla Gomez, 2016).

El polen como alimento proporciona cerca del 20% de los carbohidratos que necesitan y el total de
proteinas (Ricou, Schneller, Amiaud, Plantureux & Bockstaller, 2014). Los polinizadores, particularmente las
abejas (Hymenoptera, Apoidea), se destacan por el habito de remover y transportar grandes cantidades
de polen (Nates-Parra, 2005). Como elemento de estudio, el polen representa la flora y puede ser Gtil en
muchas disciplinas; no se deteriora facilmente y es un marcador natural (Jones & Jones, 2001). En este
contexto de la polinizacion, el polen puede ser analizado para determinar qué especies florales son
forrajeadas y polinizadas, al mismo tiempo.

Para el analisis polinico, se ha contado desde su aparicion con la técnica de acetolisis de Erdtman
(1960) que consiste en el tratamiento del polen con la mezcla acetolitica de anhidrido acético: acido
sulfarico; la acetolisis elimina el contenido celular y queda expuesta la exina, la cubierta del polen que
esta provista de un conjunto de cualidades morfologicas visibles al microscopio que hacen posible su
identificacion taxonomica (Méndez, 2014). Recientemente, Caccavari & Cilla (2010) propusieron una técnica
de desprendimiento del polen con hidroxido de potasio (KOH), denominada remocion quimica; que
extrae el polen acopiado en las corbiculas’ o escopas? de las abejas. Segin las autoras, esta técnica puede
ser suficiente para el reconocimiento de los caracteres del polen, o complementarse con la acetolisis,
dependiendo de si es necesario 0 no un reconocimiento taxonomico mas preciso de los tipos polinicos.

A pesar de las ventajas de ambas técnicas, sus efectividades se comprobaron sélo en abejas 'y no en
otros grupos de insectos polinizadores. Dado que los insectos son diversos en formas y tamanos, no existe
una metodologia estandar de preparacion y obtencion de muestras de dichos insectos. En este sentido,
presentamos una metodologia de preparacion de muestras procedentes de insectos polinizadores,
propuesta y aplicada por primera vez por Rocha (2019), con la aplicacion de las técnicas de remocion
quimica (Caccavari & Cilla, 2010) y acet6lisis (Erdtman, 1960).

MATERIALES Y METODOS

Para desarrollar esta metodologia se contaron con visitantes florales colectados de un cultivo de
Fragaria x ananassa Duch. “frutilla”, en la Finca Fernandez, localidad de Las Pampitas, El Carmen, Jujuy.
Los visitantes pertenecian a los 6rdenes Hymenoptera, Diptera, Coleoptera, Lepidoptera y Hemiptera y
se obtuvieron mediante técnicas de captura activa (observaciones directas, transectas) y pasiva (trampas
de caida o bee bowls). Para su conservacion, se colocaron en frascos con alcohol al 70% y se depositaron
en la coleccion entomologica “Dra. Lilia Estela Neder” del Instituto de Biologia de la Altura (INBIAL) de
la Universidad Nacional de Jujuy, para su posterior identificacion taxonomica. Los visitantes florales
mas frecuentes fueron Apis mellifera L. “abeja melifera”, cuyos ejemplares presentaban restos de cargas
corbiculares (Figura 1A y B) y Allograpta exotica Wiedemann “mosca de la flor” (Figura 1C). También se
destaca la presencia de visitantes florales nativos como Plebeia catamarcensis Holmberg, una abeja
nativa sin aguijon (Meliponini) (Figura 1D).

Pequefia area concava y lisa en las extremidades posteriores de las abejas corbiculadas (por ejemplo, Apini, Meliponini) rodeada por un
borde de pelos y destinada a la colecta de polen o resina. Solo las hembras presentan corbiculas.

2Zona densamente pilosa en las extremidades posteriores de abejas no corbiculadas (por ejemplo, Eucerini, Xylocopini) o en otras partes
del cuerpo, como el abdomen en las abejas de la familia Megachilidae.
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Figura 1. Visitantes florales frecuentes de Fragaria x ananassa colectados en la Finca Fernandez, Las Pampitas, El Carmen,
Jujuy. A: Apis mellifera (Hymenoptera, Apidae); B: Corbicula de Apis mellifera con carga polinica; C: Allograpta exotica
(Diptera, Syrphidae); D: Plebeia catamarcensis (Hymenoptera, Apidae).

RESULTADOS Y DISCUSION
Preparacion y categorizacion de las muestras de insectos polinizadores

Todos los insectos deben identificarse hasta el nivel taxondomico mas preciso posible. Para su analisis,
la muestra puede estar constituida por uno o mas ejemplares de la misma especie o taxon, la eleccion
dependera del objetivo de estudio. En ambos casos, no deben incluirse ejemplares de otras especies o
taxa, ya que se busca preservar el polen en la muestra y no contaminarlo.

Los insectos difieren en dimensiones y formas. Si se desea analizar el tracto digestivo, se debe
diseccionar el o los ejemplares de una longitud igual o superior a 1 cm, con ayuda de pinza, aguja
histologica y microscopio estereoscopico. La extraccion también puede efectuarse desprendiendo
la cabeza con mucho cuidado. Por otra parte, si se desea analizar las partes externas, estas pueden
diferenciarse en cabeza, torax, abdomen y extremidades (patas anteriores, medias y posteriores). De esta
manera, las muestras se categorizan segln el esquema que se presenta en Figura 2:

Polen digestivo (PD): referente al polen que se halla en el tracto digestivo del o los ejemplares.

Polen superficial (PS): referente al polen presente en las partes externas del o los ejemplares (cabeza,
torax, abdomen, y extremidades).

Para los ejemplares con una longitud inferior a 1 cm, la diseccion puede tornarse dificultosa, asi que
es mas simple analizar todo el polen presente. En ese caso, las muestras pueden categorizarse como:

Polen total (PT): referente a la totalidad de polen, tanto digestivo como superficial.

Una vez categorizadas las muestras, éstas se colocan en tubos de centrifuga de 10 cm3.
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Figura 2. Esquema metodologico de la preparacion y obtencion de muestras de insectos para el procesamiento de polen.

Remocion del polen y acetolisis
A continuacion, se aplica la técnica de remocion quimica (Caccavari & Cilla, 2010):

1. Agregar KOH a los tubos de centrifuga que contienen las muestras de PD y PS o PT. Posteriormente,
llevarlas a calentar a bano Maria a 50°C aproximadamente, durante 10 min. Para que se desprendan
los granos de polen, presionar suavemente las estructuras del o los ejemplares con varillas de vidrio.
Finalizado el tiempo, retirar las muestras y dejarlas enfriar.

2. Retirar con una pinza los restos de las muestras PS o PT. Si es necesario, emplear un tamiz para
filtrar dichos restos y verter todo el contenido en un vaso precipitado y de este a cada tubo de centrifuga,
utilizando minimamente agua destilada para cortar el efecto del KOH. Repetir el procedimiento para cada
muestra. A continuacion, llevar los tubos a la centrifugadora a 3.100 rpm por 5 min. De ese modo, los granos
de polen se concentraran en el fondo de cada tubo. Tras la centrifugacion, eliminar los sobrenadantes de
las muestras (la fase liquida que se halla por encima de los granos de polen).

3. Aplicar la técnica de acetolisis, siempre bajo campana de extraccion de gases:
3a) Lavar las muestras con acido acético glacial, para deshidratar el residuo. Homogeneizar cada

mezcla con la misma varilla de vidrio empleada para la remocion quimicay llevar a centrifugacion (3100
rpm, 5 min). Eliminar el sobrenadante.
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3b) Incorporar en cada tubo la mezcla acetolitica: anhidrido acéticoy acido sulfiirico (proporciones 2,25
cm3: 0,25 cm3, respectivamente). Primero se incorpora el anhidrido acético y luego, con mucho cuidado,
el acido sulfirico. Homogeneizar cada mezcla para evitar la destruccion de los granos de poleny llevarlas
luego a bano Maria por 10 min a 50°C. Finalizado el tiempo, retirarlas y dejarlas enfriar. Posteriormente,
centrifugarlas (3.100 rpm, 5 min) y eliminar los sobrenadantes.

4. Lavar las muestras con acido acético una vez, para cortar la acetolisis. Homogeneizar, centrifugary
eliminar los sobrenadantes.

5. Lavar una o dos veces las muestras con agua destilada, para eliminar los restos de todos los reactivos
utilizados. Homogeneizar, centrifugar y eliminar los sobrenadantes.

6. Traspasar con micropipetas los granos de polen obtenidos a tubos Eppendorf. Agregar a cada tubo
Eppendorf dos o tres gotas de glicerina que conserva el polen a través del tiempo, permitiendo su montaje
y observacion al microscopio.

Esta metodologia de preparacion y analisis palinologico se aplico por primera vez en ejemplares
de los 6rdenes Hymenoptera, Diptera, Lepidoptera, Hemiptera y Coleoptera (Figura 2). La informacion
obtenida de las observaciones microscopicas se cuantifico como abundancia y frecuencia polinicas, las
cuales permitieron estimar a los potenciales polinizadores de la frutilla y, ademas, dilucidar las diversas
interacciones de los polinizadores con otras especies florales del lugar.

En cuanto a las técnicas aplicadas, la remocion quimica demostro que también es efectiva para otros
insectos, facilitando el desprendimiento de los granos de polen (Caccavari & Cilla 2010). Por su parte,
la acetolisis resulto eficiente para la observacion, identificacion y descripcion de los granos de polen
(Mercado & Pérez 2013). Si bien, otras metodologias de analisis palinologico no emplean la acetolisis por
su alto poder corrosivo (Dafni, Kevan & Husband, 2005; Carabali-Banguero, Montoya-Lerma & Carabali
Mufioz, 2020), el uso de la acetdlisis no implica un gran esfuerzo o experiencia del investigador para
distinguir con precision los caracteres taxonomicos (Mercado & Pérez 2013).

CONCLUSIONES

La metodologia propuesta de preparacion y analisis de polen constituye una herramienta fundamental
paraelestudio del polen asociado a los polinizadores como abejasy otros insectos que no son reconocidos
como tal. Junto con las técnicas aplicadas, permiten un analisis y procesamiento mas ordenados de las
muestras que se quiere estudiar. Con esta metodologia, la palinologia se complementa a los estudios de
polinizacion por dos motivos: al estimar a los polinizadores de un determinado cultivo y al determinar
qué otras especies florales son beneficiadas con este servicio ecosistémico.
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