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Modulacién del comportamiento alimentario en hormigas:

fisiologia de la ingestion de néctar

Resumen

La alimentacién es un comportamiento complejo cuya regulacion involucra la
integracion de factores externos e internos. En insectos sociales este comportamiento
no solo varia de acuerdo a las caracteristicas del alimento y las condiciones
ambientales sino que también de acuerdo a los requerimientos de la colonia. En este
trabajo combinamos estudios de comportamiento, electrofisiolégicos, farmacoldgicos
e inmunocitoquimicos para estudiar como distintos factores afectan la ingestion de
soluciones azucaradas en la hormiga Camponotus mus. Nuestros estudios mostraron
que el ayuno de la colonia determina la motivacién recolectora de la hormiga
forrajera modificando la concentracion umbral de aceptacién y su comportamiento
de ingestion no solo de soluciones azucaradas sino también de cebos toxicos.
Durante la ingestion, el accionar de la bomba de succion estuvo determinado por el
ayuno de la colonia, la temperatura ambiental, la concentraciébn de sacarosa y la
presencia de toxico en la solucibn. Cambios en estas variables dieron lugar a
variaciones en la velocidad y el tiempo de ingestion a través de la modulaciéon de la
frecuencia de bombeo, el volumen de solucién incorporado por cada bombeo o el
namero de bombeos totales. Indagamos sobre los mecanismos neuroenddécrinos
involucrados y encontramos un efecto depresivo de la serotonina sobre la ingestion.
También observamos la presencia de neuronas serotoninérgicas en los centros
nerviosos involucrados en el control de la alimentacion e inervaciones
serotoninérgicas a lo largo del tubo digestivo. En conjunto, estos resultados nos
permiten una comprension integral de como distintos factores modelan el
comportamiento de ingestidbn en hormigas y como esto se integra con estratégias de

recoleccién eficientes en condiciones siempre cambiantes.

Palabras clave:hormigas, ingestion de néctar, bomba de succién, umbral de aceptacion de
azlcar, toxicos, temperatura, serotonina, canal alimentario, ganglio frontal, ogangli

subesofagico



Feeding behaviour modulation in ants:

physiology of nectar ingestion

Abstract

Feeding is a very complex behaviour and its regulation requires the
integration of both internal and external factors. Social insects present a special case:
not only do the quality of food and the environmental conditions determine their
feeding behaviour, but also the colony’s requirements. In the present work we
combined behavioural, electrophysiological, pharmacological and
immunocitochemical studies in order to investigate how different factors affect the
nectar ingestion in the ant Camponotus mus. Our results showed that colony
starvation determines forager motivation by modifying its acceptance threshold and
its feeding behaviour not only of sucrose solutions but also of toxic baits. During
ingestion, sucking pump activity was determined by colony starvation level, ambient
temperature, sucrose concentration and presence or not of toxic in the ingested
solution. Changes in these variables prompted variations in the intake rate and the
feeding time by modulating the pumping frequency, the volume uptake per pump
contraction or the total number of pump contractions. We explored the
neuroendocrine mechanisms involved in this regulation and we found a depressant
effect of serotonin on food intake. We also observed the presence of serotonin
immunoreactive cell bodies on the main nervous centres involved in feeding control
and serotonergic innervation along the digestive tube. Alltogether, these results allow
for an integral understanding of how different factors model feeding behaviour in
ants and how this articulates with efficient foraging strategies in ever-changing

conditions.

Key words: ants, nectar ingestion, sucking pump, sucrose acceptance threshold, toxics,
temperature, serotonin, alimentary canal, frontal ganglion, suboesophageal ganglion
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1

INTRODUCCION GENERAL

Los insectos representan el grupo de animales mas diverso y nuhetaso
Tierra, comprendiendo mas del 70% de las especies conocidas de animales en el
mundo (Chapman, 2009). Con aproximadamente 1 millébn de especies distintas,
presentan gran diversidad de estrategias de vida. La eusocialidad es una de las
estrategias mas exitosas, y estodebe en gran medida a que estos insectos han
desarrollado comportamientos altamente complejos y division del trabajo
(Holldobler y Wilson, 199D

1.1. INSECTOS SOCIALES

1.1.1. Organizacion de la colonia

Los insectos sociales comprenden las hormigas, termitas y muchas especies
de abejas y de avispas. Una de las principales caracteristicas de este grupo es la
organizacién de la colonia mediante la division del trabajo, en donde distintos
individuos se especializan en diferentes tareas. En primer lugar, los adultos de la
colonia pueden ser divididos en dos grupos principales: la casta reproductiva por un
lado, un grupo minoritario compuesto por reinas y machos y, por otro lado, una casta
parcial o totalmente estéril (no-reproductiva), las obreras. Esta ultima casta se ocupa
de realizar tareas dentro y fuera del nido; pero no todos los individuos se encargan de
todas las tareas sino que existe una divisiobn temporal del trabajo: las obreras mas
jovenes se ocupan de atender a las reinas, huevos y pupas, luego permanecen cerca
de las larvas y por ultimo, las de mayor edad, se encargan de las tareas enita perife
y exterior del nido como ser su construccion, defensa y la recoleccion de recursos
(Holldobler y Wilson, 1990). La realizacion de estas tareas responde a los

requerimientos de toda la colonia como una unidad funcional, y su organizacion y
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coordinacién se basan en las decisiones individuales junto con un eficiente sistema
de comunicacién entre los individuos (Seeley, 1989; Holldobler y Wilson,; 2008
O’Donnell y Bulova, 2007). Asi, en tareas colectivas como la recoleccion de
alimento, las obreras se organizan sin una dominancia jerarquizada, de forma
descentralizada o de auto-organizacion, en donde las respuestas colectivas emergen
de las decisiones que cada individuo toma a partir de las interacciones con otros

individuos o con el medioambiente.

1.1.2. Recoleccién de alimento en insectos sociales

La obtencion de alimento recae sobre un pequefio porcentaje de individuos de
la colonia, las obreras forrajeras. Cuando una hormiga encuentra un recurso, carga
parte del alimento encontrado y lo traslada a un lugar determinado -el nido. Este
comportamiento se denomirigecoleccion de lugar centrdl (Orians y Pearson,

1979. En el nido, la forrajera descarga el alimento, qu& séstribuido entre
diversos miembros de la colonia, y vuelve a la fuente del recurso poAsiasada

obrera forrajera realiza sucesivos ciclos recolectores.

En el nido, la obrera generalmente realiza contactos y diferentes interacciones
con sus compaiieras (Hoélldobler y Wilson, 1990). En aquellos insectos sociales que
realizan la recoleccién en forma grupal, las forrajeras exitosas reclutansa otra
recolectoras mediante distintas interacciones que le permiten a estas uUltimas acceder
a cierta informacion sobre la ubicacién y la calidad del recurso (Wilson, 1971). Por
ejemplo, las abejas Apis mellifera utilizan la danza de contoneo (von Frisch, 1923);
en hormigas, al igual que en termitas, la forma mas prevalente de reclutamiento es la
comunicacién por rastros quimicos, aunque, dependiendo de la especie, también
pueden utilizar sefiales vibratorias, estimulacion tactil, patrones de movimiento
estereotipados o la combinacion de ellos (Hélldobler y Wilson, 1990). En el caso de
la comunicacion quimica, las hormigas regresan al nido desde la fuente de alimento
presionando el abdomen (o incluso hasta todo su cuerpo) contra el suelo y dejando, a
intervalos frecuentes, sustancias quimicas sobre el sustrato. Estas sustancias,
llamadas feromonas de camino, guian a otras obreras desde el nido hasta la fuente.
Las obreras reclutadas, a su vez, refuerzan el rastro quimico al regresar al nido con la
carga, atrayendo a nuevas compafieras (Morgan).28€69 la utilizacion de rastros

guimicos permite un reclutamiento en masa y generalmente ocurre en colonias
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numerosas que requieren de mecanismos elaborados y eficientes de transmision de

informacion (Andreson y McShea, 2001; Mailleux et al., 2003).

Cuando el alimento recolectado es liquido, a excepcion de algunos casos, la
obrera recolectora lo transporta en el buche y lo entrega directamente a otro miembro
de la colonia. Para ello, regurgita el alimento exponiéndolo entre sus mandibulas
como una gota y realiza una transferencia del alimento boca a boca (trofalaxia) con

Sus compairieras.

1.1.3. Flujo de informacion y motivacion de las obreras forrajeras

El néctar no solo es el sustento nutricional de los individuos sino que también
es un elemento clave en la conexion entre la mayoria de los miembros de la colonia
(Cassill y Tschinkel, 1999a). Colectado por las forrajeras en volimenes que superan
ampliamentesu consumo individual, dentro del nido es entregado directamente a
otras obreras que, a su vez, lo entregan a otras, o almacenan caalgnlanteina y
a las larvas, formando una gran red de distribucion (Seeley, 1995). Esta distribucion
del néctar y la informacion que este conlleva, puede darse rapidamente, en pocas
horas, llegando a los individuos encargados de todas las tareas dentro de la colonia
(Howard y Tschinkel, 1980; DeGrandi-Hoffman y Hagler 2000; Grter et al., 2006).

Las interacciones que se establecen entre los individuos de una colonia, y
particularmente aquellas que involucran transferencia de alimento, pueden modificar
0 ajustar el comportamiento de las obreras forrajeras. Asi, tomar las decisiones
individuales en la fuente de alimento en base a la informacion recibida durante estas
interacciones permite una recoleccion 6ptima segun las necesidades de la colonia
(Detrain y Deneubourg, 2002; Hoélldobler y Wilson, 2008). Por ejemplo, en las
hormigas de fuego (Solenopsis invicta), la alimentacion social es regulada por dos
agentes principales: el hambre de las larvas y el de las obreras (Cassill y Tschinkel,
1999a). Las larvas solicitan activamente alimento a las obreras dependiendo de su
nivel de ayuno, pudiendo regular el volumen y calidad de alimento que reciben
(Cassill y Tschinkel, 1995; Cassill et al., 1998). Por otro lado, las obreras encargadas
de las larvas las alimentan en funcion a sus demandas, pero también en relacion
directa a la disponibilidad de alimento contenido en sus bu€lassil{ y Tschinkel,
1999a). Cuando las obreras entregaron o consumieron todas sus reservas y estan

hambrientas, solicitan activamente alimento a las que lo almacenan y estas, a su vez,

10
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lo solicitan a las forrajeras. De esta forma se establece una cadena de demandas entre
los miembros de la colonia que finaliza en un incremento en la motivacion de las
forrajeras por salir del nido, buscar y recolectar alimento (Cassill y Tschinkel,
1999b). En el mismo sentido, se ha reportado que las condiciones del nido, como ser
la presencia de cria o el tamafio de la colonia afectan las respuestas individuales ante
un estimulo alimentario, denotando cambios en el estado motivacionasde |
recolectoras (Howard y Tschinkel, 198Dussutour y Simpson, 2008). Incluso la
informacion recibida durante el reclutamiento también modula el estado
motivacional de las forrajeras, modificando la evaluacion de la calidad del recurso
(Roces, 1993).

Considerando lo expuesto previamente, en términos gendealesna de
decisiones de una obrera en la fuente de alimento dependera fundamentalmente del
valor que ese recurso represente, lo cual tm esta determinado por la riqueza en
términos absolutos, sino que esta directamente ligado a la necesidad que se tiene del
mismo y a la experiencia previa del animal, lo que en conjunto determinara su
motivacion recolectora. En hormigas nectivoras del género Camponotus el
comportamiento de recoleccion varia dependiendo de la concentracion de la solucion
(Josens, et al. 1998), del flujo (Schilman y Roces, 2003) y del ayuno de azucares de
la colonia (Josens y Roces, 2000). En respuesta a estos factores, son muchas las
variables comportamentales que se modulan: la probabilidad de aceptar o no el
alimento encontrado, el tiempo invertido en ingerirlo, la carga final alcanzada al
finalizar la visita a una fuente de néctar, la realizacion o no de interrupciones durante
la ingesta y la velocidad de ingestion (Josens, et al. 1998, Josens y Roces, 2000
Falibene y Josens, 2008

Dentro del marco de la ecologia del comportamiento se considera que los
animales son capaces de encontrar una solucién éptima para los problemas que se
presentan durante el forrajeo. Se asume que los animales, empleando una serie de
reglas de decisidn simples, tienden a maximizar los beneficios obtenidos durante la
recoleccién de alimento; por ejemplo, en términos de ganancia energética neta por
unidad de energia gastada o por unidad de tiempo invertido (Schoener, 1971
Charnov, 1976). En insectos sociales, ademas de las consideraciones a nivel
individual, son tenidos en cuenta aspectos que, en detrimento de la eficiencia

individual, promueven un aumento en la eficiencia a nivel global de la colonia
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(NUufez 1982; Roces y Nufiez, 1993). Tanto en abejas como en hormigas se ha
observado que las obreras regresan al nido con una carga parcial, por debajo del
maximo que pueden transportar, aun cuando las fuentes ofrecian un recurso ad
libitum (Nufiez 1982 Roces y Nufiez, 1993; Josens et al., 1998; Josens y Roces,
2000; Mailleux et al., 2000). Se ha propuesto que las recolectoras disminuyen el
tiempo en la fuente de alimento y, consecuentemente, disminuyen la carga
transportada, para asi aumentar la frecuencia de visitas al nido y, con ello, aumentar
el flujo de informacidén entre los miembros de la colonia (NUfez ;1B82es vy

Nufiez, 1993). En este sentido, una vez mas, el comportamiento de recoleccién en
insectos sociales no puede interpretarse en términos individuales sino mas bien para

maximizar la eficiencia a nivel colonial.

1.2. ALIMENTACION EN HORMIGAS

Dentro de los insectos sociales, las hormigas representan el grupo
numéricamente mas abundante y mas ampliamente distribuido. Hay descriptos mas
géneros y especies de hormigas que de todos los demds insectos sociales juntos
(Wilson, 1971).

Cuando consideramos la nutricibn en hormigas debemos tener en cuenta que
son insectos holometabolos (con metamorfosis completa) con distintos
requerimientos alimentarios entre los estadios larvales y adulto. Las obreras forrajean
buscando alimento para cubrir sus necesidades nutricionales, pero también las de las
larvas (Bluthgen y Feldhaar, 2010Existe una gran diversidad de habitos
alimentarios en hormigas: pueden ser nectivoras (colectando soluciones azucaradas
directamente de la planta o indirectamente a través de exudados de homépteros),
granivoras, fungivoras, predadoras, carrofieras de animales muertos y excrementos u
omnivoras (Hdélldobler y Wilson, 1990; Bluthgen y Feldhaar, 2010). Sin embargo, la
dieta y el balance nutricional también pueden variar dentro de una especie de acuerdo
al entorno ecolégico (Davidson, 1997; Dussutour y Simpson 2008; Kay 2002, 2004
Blithgen y Feldhaar, 20).0

Muchas especies estan altamente especializadas en la recoleccién de

soluciones azucaradas (las llamadas hormigas nectivoras, dentro de las cuales
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Camponotus es un tipico ejemploientras que otras raramente se alimentan ée est
recurso (Hélldobler y Wilson, 1990; Bluthgen y Feldhaar, 2010). Sin embargo, mas
allda de sus habitos particulares, este ultimo grupo también puede ingerir de fuentes

azucaradas de forma oportunista, si la encuentra casualmente durante el forrajeo.

1.2.1. Hormigas carpinteras (género Camponotus)

Las hormigas adultas del género Camponotus son llamadas vulgarmente
hormigas carpinteras. Se alimentan principalmente de carbohidratos que obtienen de
nectarios extraflorales y de exudados de homépteros. Ambas fuentes contienen
glucosa, fructosa y sacarosa en cantidades variables (aunque los exudados de
homopteros poseen un espectro mas amplio de azucares), y algunas sustancias
adicionales como aminoacidos (Baker et al., 1978; Lawton y Heads, 1984; Blithgen
et al., 2004). Para satisfacer las demandas proteicas de la colonia (especialmente de
las larvas), las forrajeras pueden ser predadoras, principalmente de otros insectos, o
carrofieras (Holldobler y Wilson, 1990). Ademas, pueden ser oportunistas, lo que en
areas urbanas las convierte en verdaderas molestias domiciliarias (Hansen y Klotz,
2005).

1.2.2. Mecanismos de ingestion de soluciones azucaradas

La ingestién de soluciones azucaradas en hormigas puede llevarse a cabo
mediante dos mecanismokenglieteo o succion La utilizacion de uno u otro
depende de la especie y sus héabitos alimentarios (Paul y Roces, 2003) y, en una
misma especie, depende de la cantidad de solucién o la forma en que esta se
encuentra disponible (Josens y Roces, 2000). Cuando un fluido se presenta en
volimenes muy pequefios o como una fina pelicula extendida sobre una superficie
sélida, la obrera lo ingiere mediante lenglet@ara ello contacta la superficie
extendiendo la glosa (Fig. 1.1A, Fig. 1.2), la cual, gracias a su superficie densamente
cubierta de vellosidades, adhiere el liquido al ser arrastrada sobre el mismo. Luego,
la glosa se retrae (Fig. 1.1B, Fig. 1.2) y las dos galeas (en el extremo distal de las
maxilas) se mueven ventralmente sin tocarla. Durante la siguiente extension de la
glosa, las galeas barren el liquido hacia arriba mientras que la glosa desciende y el
fluido es llevado hacia la boca (Paul y Roces, 2003). Durante este comportamiento es

posible observar movimientos muy conspicuos de la cabeza y piezas bucales. En
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cambio, algunas especies de hormigas (por ejemplo las del género Camponotus) son
capaces de utilizar la succion como mecanismo de ingestion al encontrar una fuente
que ofrece un gran volumen de liquido. En estos casos, la hormiga simplemente
introduce su glosa y algunas partes adyacentes del complejo labio-maxilar en la gota
y succiona el liquido utilizando lBomba de succién Durante el proceso, la cabeza

se mantiene inmévil al igual que la glosa, la que trabaja formando parte de un
conducto abierto por el que circula la solucion (Josens y Roces, 2000; Paul y Roces,
2003).

musculos dilatadores faringeos

labio

Figura 1.1. Esquema de la morfologia interna de la cabeza de una hormiga, visth Rieante el
lenglieteo, el labio es extendi@), exponiendo la glosa, y retraidB) repetidamente. En cambio,
durante la succién el labio permanece extendido junto a partes adyacentespiigbclatmo-maxilar
(no mostradas) y el liquido es ingerido gracias a la accion de los musculosaebla de succién,
mostrados en verde: (1) dilatadores faringeos, (2) retractor faringeanisculo longitudinal
faringeo, (4) aductor transversal faringeo, (5) retractor del tubd. iB8&: ganglio subesofagico.

Barra de escala = 1 mm. Basado en Paul et al. (2002).

14



Capitulo 1. Introduccion general

Figura 1.2. Complejo labio-maxilar en hormigas, vista lateral, y movimientos realizduiaste el
lengueteo. La glosa y las galeas realizan movimientos opuestos (indicadas por lagiélenfiaso
color): cuando la glosa es retraida (cargada de fluido) las galeas derecha e izquitsdadsanhacia
abajo sin contactarla (flechas negras). Cuando la glosa desciende, las galeagesehaia arriba
arrastrando el fluido adherido a las vellosidades de la glosa (flechas bl&#aas)de escala= 500
pm; @a) galea, ¢l) glosa, [p) palpos labiales &) labio, (r) labro, fnb) base de la mandibulanx)
maxila, (np) palpos maxilares. Extraidte Paul y Roces (2003).

1.3. LA BOMBA DE SUCCION

En los insectos, la parte anterior del canal alimentario ubicado en la cabeza
estd modificadaen una bomba de succion (Chapman, 1998). En aquellos
especializados en la ingestion de fluidos, esta bomba esta particularmente
desarrollada. En hormigas, su anatomia fue descripta para dos especies: Lasius niger
(Janet, 1905) y Pachycondila villosa (Paul et al., 2002). Esta compuesta de distintos
paquetes de musculos anclados, por un extremo, a la pared cuticular interna de la
cabeza vy, por el otro, a la pared del canal (Fig. 1.1A). Estos musculos actian
dilatando, retrayendo y aduciendo la faringe y el tubo bucal (Paul et al., 2002); las

contracciones ritmicas de los musculos dilatadores son las responsables de expandir
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la cavidad generando una disminucion de la presion dentro de la faringe que fuerza al
liquido a ingresar dentro del canal.

La actividad de la bomba de succiofue descripta para la hormiga nectivora
Camponotus mus (Josens, 2002; Josens et al., 2006; Falibene y Josens, 2008). En el
laboratorio hemos desarrollado una técnica no-invasiva que permite registrar las
sefales eléctricas generadas por las hormigas durante la ingestion de soluciones
azucaradas. Mediante estos registros hemos demostrando por primera vez en insectos
que C. mus es capaz de modular la tasa de ingestion variando la frecuencia de
contraccion de los musculos de la bomba de succion. De esta forma, cuando la
colonia est4 ayunada y tiene altos requerimientos de hidratos de carbono, las obreras
forrajeras que encuentran una fuente ad libitum de solucién azucarada la ingieren
bombeando a frecuencias mayores que hormigas provenientes de colonias no

ayunadas (Falibene y Josens, 2008).

1.4. EL CANAL ALIMENTARIO

Las hormigas de la subfamilia Formicinae (a la que pertenece el género
Camponotus se especializa particularmente en la recoleccion, transporte y
regurgitaciéon de soluciones azucaradas. Morfologicamente, esto se refleja en su
tracto digestivo, el cual ha desarrollado caracteristicas particulares que le permiten

llevar a cabo estas actividades (Eisner y Wilson, 1952).

1.4.1. Morfologia del tubo digestivo

El tubo digestivo de los insectos esta dividido en tres regiones principales: el
estomodeo, el mesenterdn y el proctodeo. El primer y Gltimo segmento son de origen
ectodérmico, con lo que contienen células que secretan una cuticula que es continua
con el exterior del cuerpo y puede estar esclerotizada en algunas porciones; el
mesenteron, por otro lado, es de origen endodérmico y, consecuentemente, no esta
recubierto de cuticula.

El alimento ingresa al estomodeo por la boca funcional luego de atravesar el
cibario, una cadmara pre-oral de estructura cuticular (Fig. 1.3). En el cibario s

colectan particulas solidas y basura que quedan retenidas luego de que el liquido es
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filtrado al circular por una superficie con crestas y proyecciones. Una vez que
atraviesa la boca ingresa ddainge, la porcion del canal que compone la bomba de
succion en hormigas, para luego desembocar e@sdhgo Esta Ultima estructura
tubular pasa por encima del ganglio subesofagico y, atravesando todo el térax del
animal, llega hasta el abdomen. Alli, el canal se ensancha formanruleche, un
saco de paredes delgadas, que finalizan en una estructura den@nivadériculo
(Fig. 1.4) Estas dos ultimas estructuras juegan un rol crucial en el almacenamiento
de alimento, trofalaxia e integracion social de la colonia en insectos sociales (Eisner
y Wilson 1952; Hélldobler y Wilson, 1990En hormigas nectivoras, el buche tiene
gran capacidad de distencion, pudiendo contener y almacenar grandes volimenes de
alimento liquido. El proventriculo, por su parte, también se encuentra altamente
especializado en hormigas, mostrando una de las formas mas avanzadas en el géner
Camponotus (Fig. 1.4B). Esta estructura combina regiones altamente esclerotizadas
con musculos bien desarrollados que regulan el flujo unidireccional desde el buche
hacia el mesenterén (ventriculo o estdbmago propiamente dicho), en donde el
alimento comienza a ser digerido y absorbido (Eisner y Wilson, 1952). De esta
forma, en las hormigas especializadas en la recoleccion de néctar, el buche cumple la
funcién de “estomago social” ya que es la estructura que permite el transporte y
almacenamiento de alimento para luego ser regurgitado y entregado boca a boca a las
compaferas de la colonia. Asi, el pasaje de solucién a través del proventriculo es el
puntolimitante en el uso de alimento como suministro energético social o individual,
ya que esta estructura regula la entrada hacia las porciones del canal encargadas de la
digestidon propiamente dicha.

Al final del tubo digestivo encontramos el proctodeo, compuesto por el
piloro, los tubulos de Malpighi, el intestino (o ileon), y el recto que abre
posteriormente al ano (Fig. 1.4A). Esta region es la encargada de los procesos de

reabsorcion y excrecion.
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epifaringe

labro

labio  palpo labial

Figura 1.3. Esquema del aparato alimentario de una obrera de Camponotus. L§ lap
epifaringe forman una camara pre-oral, el cibario. Las flechas naranjas meesteorrido que
realiza al alimento al ser ingerido. Pasa entre la epifaringe y el labio, donde es, fithagiesa
al cibario, que retiene las particulas sélidas. Luego pasa nuevamente por el cepitlsaku

atraviesa la boca e ingresa a la faringe. Tomado de Hansen y Klotz (2005).

1.4.2. Masculos del tubo digestivo

En insectos, todos los musculos son estriados y se dividen en dos clases:
musculos esqueléticos y viscerales (Chapman, 1998; Klowden, 2002). Los musculos
esqueléticos estan anclados a la cuticula por sus dos extremos y permiten el
movimiento de una parte del esqueleto en relacion a otra. Los musculos del tubo
digestivo son los viscerales, que tienen solo uno de sus extremos anclado a la
cuticula (usculos viscerales extrinsechpso ninguno Knusculos viscerales
intrinsecog. Los muasculos viscerales extrinsecos estan asociados con el estomodeo
y el mesenterén y generalmente funcionan como dilatadores del canal. Son, por
ejemplo, los musculos que componen la bomba de succidén, que se encuentran bien

desarrollados en los insectos succionadores. Por su parte, los masculos viscerales
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intrinsecos son circulares y rodean el tubo digestivo. Como los musculos solo pueden
contraerse, su estiramiento se produce por la contraccion de un musculo antagonista
o por elasticidad cuticular. Los musculos de bemhsociados a la faringe en
muchos insectos se estiran por la accion de mausculos circulares intrinsecos
(Chapman, 1998), por ejemplo, en los lepidopteros (Eastham y Eassa, 1955; Miles y
Booker, 1998; Davis y Hildebrand, 2006). En hormigas parece darse por el musculo

aductor transversal de la faringe (Fig. 1.1A) (Janet, 1905).

oclusivo

e

bulbo — ~ tF

ano

ganglios abdominales

Figura 1.4. (A) Sistema digestivo en el abdomen de hormigas. Estan indicadsifad® el buche,
el proventriculo (prov.), el ventriculo (vent.), los tibulos de MalpjgMal.), el intestino, el recto y
el ano. Basado en Hansen y Klotz (204B) Proventriculo de Camponotus. El céliz esta forms
por 4 sépalos quitinosos que llegan hasta la base del buche. Actia cembudv que colapsa pc
la acciébn combinada de musculos intrinsecos y musculos del anillo podtdrinuche. El tracto
oclusivo, rodeado de musculos, actla como una valvula que puedecoordetamente el flujo de
alimento desde el buche hacia el bulbo. El bulbo actia como una bomibecarodal con valvulas
en ambos extremos. La accion de musculos transversales colapsa las pafedes geristaltica
forzando al contenido de la cavidad a ir hacia el mesenterén. La relajacioiampscmite, por

elasticidad cuticular, la nueva expansion y llenado del bulbo. Basado en Eisnsory (dM52).

19



Capitulo 1. Introduccion general

1.5.ACTIVIDAD MUSCULAR EN INSECTOS

1.5.1. Inervacion y contraccion muscular

A diferencia de los vertebrados, en insectoxdatraccion de las fibras
musculares es gradual (Klowden, 2002). Esto es posible gracias a dos
caracteristicas: por un lado, una fibra muscular puede recibir inervaciones multiples
de distintas motoneuronas (que pueden ser rapidas y/o lentas; las primeras causan
una contraccion rapida del musculo mientras que las segundas causan pequefas
despolarizaciones y contracciones ligeras) (Chapman, 1998; Klowden, 2002). Por
otro lado, el axon de una motoneurona que corre a lo largo del musculo tiene
terminales multiples y hace sinapsis repetidamente en distintos puntos (Fig. 1.5A), lo
gue se ha observado tanto en musculos esqueléticos como en viscerales (Chapman,
1998). Las finas ramificaciones nerviosas de las ramas axonales terminales se
encuentran generalmente expandigiasina serie de botones sindpticos en donde se
encuentran las vesiculas sinapticas, comparables con aquellas que se enauentran e
las terminales del sistema nervioso central. Es decir, cuanto se contrae el musculo
depende de sus caracteristicas anatémicas y si la estimulacion ocurre via axones
rapidos o lentos (Chapman, 1998). La diferencia probablemente radica en la cantidad
de neurotransmisor liberado en la unién entre el nervio y el masculo a la llegada del
potencial de accién (ver mas adelanfsdemas, una Unica neurona a veces inerva
mas de un musculo, lo que es comdn en los casos en los que distintos musculos
acttan al unisono (por ejemplo, durante la caminata: Pearson y lles, 1971).

La contraccién muscularse inicia con la llegada del potencial de accion a la
unién entre la motoneurona y el masculo, lo que produce, primero, la excitacion del
musculo y luego su activacion. Con la llegada del potencial de accién, las vesiculas
sinapticas al final del nervio descargan su sustancia de transmision (neurotransmisor
por lo general L-glutamato en las sinapsis excitatorias) en la membrana postsinaptica
en la superficie del musculo, provocando su excitacion mediante un cambio en la
permeabilidad a iones que lleva a un cambio en el potencial de membrana de la fibra,
despolarizandola cuando se trata de una sinapsis excitatoria. La distribucion de los
iones a través de la membrana de la fibra muscular (sarcolema) es semejante a la que
ocurre en las células nerviosas. Esta despolarizacion produce la activacion del

muasculo mediante la liberacién de calcio intracelular, que pone en marcha los
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mecanismos contractiles de las fibras musculares. Cada contraccion y relajacion del
musculo se da por liberacion y reabsorcion de calcio intracelular.

El potencial de accion se transmite a través de la union neuromuscular a todas
las fibras musculares inervadas por una unidad motora. La suma de toda esta
actividad eléctrica se conoce como un potencial de accién motor de la unidad. La
actividad electrofisiolégica de las mudltiples unidades motoras es la sefial que

normalmente se registra durantealectromiograma

1.5.2. Neuromodulacién

Muchos musculos, ademas de recibir inervaciones excitatorias, y quizas
inhibitorias, reciben sefiales desde neuronas que liberan compuestos que modifican la
respuesta normal del musculo a la excitacién. Estos compuestos son definidos como
neuromoduladores siendo tres los comunmente identificados en insectos: la
serotonina, la octopamina, y la prolactina. Dichos neuromoduladores pueden tener
efectos pre- o post-sinapticos (Fig. 1.5B; Evans, 1985), modificando la fuerza de la

contraccién y/o la tasa de contraccion/relajacion del muasculo (Whim y Evans, 1989).

A ., B

terminales [

cuticula

axon lento Fibra muscular

axonrapido
Figura 1.5. (A) Inervacion muscular en insectos. Las inervaciones pueden ser mititesn(un
axén posee varias terminales), polineuronales (una fibra inervada@patamun axén motor), o bien
involucrar a un solo axofB) Neuromodulacién muscular. Los neuromoduladores pueden actuar en la

pre-sinapsis (1) o tener efectos post-sinapticos (2). Basado pm&h#1998).
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1.6. CONTROL NERVIOSO DEL TUBO DIGESTIVO

Los musculos del estomodeo y del mesenteron anterior estan inervados por el
sistema nervioso estomatogastricdJno de los ganglios principales de este sistema
es elganglio frontal, que yace en la pared dorsal de la faringe, anterior al cerebro
(Fig. 1.6). Este ganglio esta conectado al tritocerebro a través de los conectivos
frontales. Los cuerpos celulares de la mayoria de las motoneuronas que controlan los
muasculos de la primera porcion del tubo estdn en los ganglios del sistema
estomatogastrico, y solo algunos estan en el tritocerebro. Por su parte, los musculos
del proctodeo estan inervados desde los ganglios abdominales terminales.

Los patrones motores ritmicos (movimientos ciclicos, repetitivos), como los
observados durante la locomocion o alimentacion, son comportamientos generados
por circuitos neurales complejos llamados generador de patron central (GPC),
presentes tanto en vertebrados como en invertebrados (Delcomyn, 1980; Pearson,
1993; Marder, 2000). Los GPC son intrinsecamente capaces de generar actividad
muscular ritmica sin recibir informacion aferente (Delcomyn, 1980). Sin embargo, se
sabe que el sistema nervioso puede alterar las propiedades de los GPC mediante la
entrada de vias descendentes y sensoriales para generar distintos patrones motores,
regular su frecuencia de ciclos o activarlos (Pearson, 1993; Ayali y Harris-Warrick,
1999; Mardel y Bucher, 2001). Esto puede ser generado, entre otros mecanismos,
mediante neuromodulacion. Una serie de experimentos han demostrado la presencia
de un GPC en el ganglio frontal de la langosta Schistocerca gregaria, el que controla
la activacion de los musculos del estomodeo de acuerdo al estado nutricional del
animal (Ayali et al., 2002; Zilberstein y Ayali, 2002). De esta forma, componentes
presentes en la hemolinfa de insectos bien alimentados modulan la accion del GPC
del ganglio frontal, inhibiendo la contraccién muscular en el estomodeo. Mas aun, el
ganglio subesofagico, que es parte del sistema nervioso central y controla los
movimientos de las piezas bucales, también posee un GPC que se activa en presencia
de ciertas sustancias (Rast y Bréunig, 1997; Rast y Brdunig, 200l1a). Se ha
demostrado una intrincada interaccion mediada por neuronas neuromoduladoras
entre los GPC del ganglio frontal y del ganglio subesofagico, sugiriendo que ambos
ganglios interactian para generar los complejos patrones ritmicos que se dan durante

la alimentacion (Rand et al., 2008).
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A - B

esofago —

nerv.dil.inf far,

esofago

nerv. Im
nerv.md
nerv.mx
n

erv.lb

Figura 1.6. Sistema nervioso en la cabeza de una hornfiigaVista anterior(B) Vista lateral. El

cerebro (o ganglio supraesofagico) consta de tres partes: el protocepabragntiene los I6bulos

Opticos [O) y los cuerpos pedunculaddsR); el deuterocerebro, que contiene los I6bulos antenales

(LA) y sus nervios (nerv.ant.); y el tritocerebro, del que salen los melatoales (nerv.Im) que
ramifican en los conectivos frontales (conect.front.). Estos ultimosesean el ganglio frontalGF),
que yace sobre la faringe. Por debajo del eséfago se encuentra el garegimfégibo (GSE-el
primer ganglio de la cadena ventral, fusionado al cerebro en hormigtesganglio proyecta nervios
gue inervan las piezas bucales: nervios mandibulares (nerv.md), maxilaresngh y labiales
(nerv.lb); y el musculo dilator inferior faringeo (nerv.dil.inf.far.). Basad Janet (18) y Hansen y
Klotz (2005).

1.7. OBJETIVOS

1.7.1. Objetivos generales

Existen diversos factores que regulan el comportamiento alimentario de los

animales. Las sefiales recibidas por un individuo desde el medioambiente (factores

externos) y las basadas en su estado fisiologico o motivacion (factores internos),

producto de su experiencia y su umbral de percepcion, determinan de manera

conjunta su salida comportamental, modelando la toma de decisiones durante la

busqueda y recoleccion de alimento. En insectos, la capacidad de modular la

acividad de la bomba de succion ha sido descripta claramente por primera vez en la

hormiga C. mus; esto y su condicion de insecto social (con complejos repertorios

comportamentales) la propemcomo un buen modelo para estudiar los mecanismos

gue subyacen dicha modulacion.
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En esta tesis se propone combinar estudios de comportamiento,
electrofisiolégicos, farmacoldgicos e inmunocitoquimicos para indagar sobre los
mecanismos fisioldgicos involucrados en la ingestion de néctar en hormigas\C. mus
suregulacion. Analizaremos como distintos factores (externos e internos) afectan los
umbrales de respuesta que determinan el comportamiento alimentario y la dinamica

de la ingestion en estos insectos.

1.7.2. Objetivos particulares

l. Recientemente hemos documentado que la frecuencia predominante de
bombeo varia con el ayuno (Josens et al., 2006; Falibene y Josens, 2008). Como
inicio de esta tesis, en el capitulo 3 se propone describir en detalle las sefiales
eléctricas generadas, definiendo otros paradmetros que permitan caradterizar

actividad de la bomba de succion durante la ingestion de soluciones azucaradas de

distinta concentraciondiferentes nivedsde ayuno de la colonia.

Il. Muchas especies de hormigas nectivoras son consideradas plagas
estructurales o molestias domiciliarias, tal es el cadasdeormigas carpinteras. El

método de control quimico mas recomendado para hormigas nectivoras es la
administracion de toxicos a través de cebos liquidos azucarados. En el capitulo 4
planteamos estudiar la respuesta de C. mus ante la presencia de téxicos en la
solucién azucarada considerando distintos niveles motivacionales de la hormiga

forrajera.

Il. La recoleccion de alimento es un programa comportamental complejo en el
que se ejecutan un gran namero de comportamientos de manera secuencial. En él
existen algunas respuestas simples, reflejas, que suelen ser las salidas evaluadas para
estudios mas controlados. Ejemplo de esto es la respuesta refleja de extensiéon de la
proboscis en abejas que permite una aproximaciéon en forma muy controlada al
estudio de la sensibilidad perceptual a la sacarosa y los niveles de respuesta. En el
capitulo 5 estudiaremos de manera controlada cémo el ayuno de carbohidratos

afecta los umbrales de aceptacion de azicar en la hormiga CPanasello, es
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Capitulo 1. Introduccion general

necesario, en primer lugar, desarrollar y poner a punto un protocolo capaz de medir

dichos umbrales en el laboratorio.

V. Las fluctuaciones diarias y estacionales de las condiciones ambientales tienen
una gran influencia sobre la actividad de forrajeo en hormigas. La temperatura es un
factor abidtico de fundamental importancia en insectos ya que determina su
temperatura corporal y, en consecuencia, su actividad muscular. Considerando que el
mecanismo que subyace a la succion de néctar en hormigas radica en el accionar de
los musculos de la bomba de succion, es probable que dicha actividad se vea afectada
por la temperatura. En el capitulo 6 analizaremos el comportamiento alimentario y la
dindmica de ingestion de C. mus en condiciones natusakss el laboratorip
enfocandonos particularmente en los efectos de la temperatura sobre la actividad de

la bomba de succion.

V. Los neuromoduladores y las hormonas son sustancias que promueven y
modifican comportamientos bien definidos en animales, confiriendo flexibilidad a
los circuitos neuronales. Particularmente, la serotonina regula procesos
comportamentales y fisiologicos relacionados con la ingestion de alimentos. En el
capitulo 7 planteamos evaluar los efectos de la serotonina sobre el comportamiento
alimentario, los umbrales de respuesta y la actividad de la bomba de succién en la

hormiga C. mus.

VI.  Considerando los resultados obtenidos en el objetivo anterior y a fin de

comprender las vias neuronales que vinculan a la serotonina con las estructuras
relacionadas con la ingestion y su modulacion, en el capitulo 8 proponemos analizar
por métodos inmunohistoquimicos la presencia de serotonina en los principales
centros neuronales involucrados en la regulacion de este comportamiento, el canal

alimentario y los musculos de la bomba de succién.
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2

MATERIALES Y METODOS GENERALES

El presente trabajo se llevo a cabo en el laboratorio del Grupo de Estudio de
Insectos Sociales, ubicado en el Campo Experimental de la Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. Por su parte, los estudios
inmunohistologicos presentados en el capitulo 8 se realizaron en la Universidad de

Wirzburg, Alemania.

2.1. ANIMALES

En los distintos experimentos se utilizaron distintas colonias de hormigas de
la especieC. mus recolectadas en Capital Federal (34° 32" S, 58° 26" O) y General
Rodriguez (34° 41' S, 58° 57' O) Beprovincia de Buenos Aires,gn la provincia
de Santiago del Estero (27° 49" S, 64° 03" O). Cada colonia, compuestas par 1000
2000 obreras y varias reinas, fue trasladada al laboratorio y mantenida en un nido
artificial o contenedor que consistié de una caja de plastico (30 x 50 x 30 cm) con la
base cubierta de yeso y las paredes pintadas con fluon para evitar el escape de los
animales. Dentro de los contenedores se colocé una pila de placas de acrilico
separadas entre si mediante espaciadores de madera que las hormigas tomaban
rapidamente como nido. Las colonias fueron mantenidas durante 1 afio en
condiciones aproximadamente constantes de temperatura (23 £ 3 °C) y bajo un ciclo
natural de luz/oscuridad. Las hormigas podian desplazarse libremente dentro del
contenedor, teniendo libre acceso a agua. Entre experimentos, las hormigas fueron
alimentadas con solucion de miel diluida como fuente de hidratos de carbono e
insectos frescos cortad@gun o pollo como fuente proteica.

Durante los experimentos, en donde las hormigas debian tener cierto nivel de

ayuno de carbohidratos, las colonias solo fueron provistas de agua y proteinas. El
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Capitulo 2 Materiales y métodos generales

periodo de privacion de azucares para alcanzar situaciones de ayuno varié segun el
experimento y para cada colonia. Esto es debido a que existen otros factores, mas
alla del tiempo desde la ultima ingesta, que afectan el comportamiento alimentario en
hormigas, por ejemplo, la presencia de cria o el tamafio de la colonia (Howard y
Tschinkel, 1980; Dussutour y Simpson, 2008).

2.2. REGISTRO DE LA ACTIVIDAD ELECTRICA DE LA BOMBA DE
SUCCION

2.2.1. Procedimiento experimental

Los individuos utilizados en todos los experimentos fueron obreras
recolectoras. En los experimentos realizados en el laboratorio, antes de comenzar
cada ensayo, unas 10 hormigas fueron tomadas del nido y colocadas sobre una serie
de puentes que conducian hacia la arena de registro y al alimento que alli se ofrecia
(Fig. 2.1A). Se permitié que estas hormigas se desplazaran libremente por la arena
hasta encontrar la solucién de sacarosa. Una vez ingerido el alimento, las hormigas
regresaban al nido a través de los puentes, de donde se las retiraba y transportaba
mediante un palillo hasta una varilla vertical (1 x 1 x 20 cm) ubicada dentro del nido.
En el trayecto de regreso, las hormigas que habian encontrado e ingerido el alimento
dejaban un rastro de feromona de camino (sobre la plataforma de la arena de registro,
puentes y varilla vertical) que guiaria a sus compafieras hacia la fuente de alimento.
Las obreras reclutadas se dirigian hacia la varilla vertical y un buen namero de
individuos se acumulaba en el extremo, donde el rastro quedaba interrumpido. De
alli se tomaron a los individuos experimentales para asi asegurarnos que fueran
obreras reclutadas. Esto, a su vez, implica que sean individuos de edades avanzadas,
ya que la tarea de recoleccién recae en los adultos de mayor edad. También tuvimos
encuenta que el tamafio de la recolectora afecta muchas variables relacionadas con el
comportamiento de ingestidén (Josens, 2002); por ello, dentro de cada experimento se
tomaron hormigas de tamafo similar.

Para los experimentos de los capitulos §,4 cada hormiga experimental
fue colocada individualmente sobre un puente de madera (9 cm de largo, 0.2 cm de

ancho) situado sobre una balanza (Metler Toledo, resolucién de 0.01 mg) para
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Capitulo 2 Materiales y métodos generales

obtener el peso (inicial) de la hormiga (Fig 2.1A). Una vez registrado el peso del
individuo, este primer puente se conectaba a otro (puente de transferencia) que
llevaba directamente a la plataforma de la arena de registro. Una vez alli, las
hormigas encontraban e ingerian la solucién por ellas mismas. El volumen de
solucién ofrecido en cada caso superé ampliamente el volumen que una hormiga
puede tomar en una ingesta, por lo tanto, la solucién ofrecida represent6 una fuente
ad libitum. Una vez finalizada la ingesta, el individuo dejaba la arena experimental
dirigiendose haci&l puente en la balanza, donde se obtenia el peso de la hormiga
luego de la ingestion (peso final, masa de la hormiga mas carga de buche). Con el fin
de evitar la pseudorréplica, los individuos utilizados fueron mantenidos apartados del

resto de la colonia, en un nido auxiliar, hasta finalizar el experimento.

2.2.2. Dispositivo de registro

Se empled un dispositivo no invasivo que permite estudiar la actividad de la
bomba de succion mediante el registro de las sefiales eléctricas generadas por una
hormiga al ingerir una solucion de sacarosa (Fig. 2.1B; Josens et al, 2006; Falibene y
Josens, 2008).a arena de registro constaba de una plataforma de madera (2 x 9 cm)
cuyo extremo (una superficie de 2 x 2cm) estaba cubierto primero por papel de filtro
y luego por una fina malla metalica. En el centro de esta area se ubic6 un tubo tipo
Eppendorf (0.5 ml) a través de un orificio de manera tal que la boca del tubo quedara
al mismo nivel que la malla metélica. El tubo se llen6 completamente con solucion
de sacarosa hasta que una pequefia gota quedara expuesta, cuidando que esta nunca
tocara la malla. Un electrodo que atravesaba la pared lateral del tubo estaba inmerso
en la solucién de sacarosa (electrodo de registro) mientras que un segundo electrodo
estaba en contacto con la malla metdlica (electrodo de referencia). De este modo,
cuando la hormiga se posaba sobre la malla y contactaba la solucion con sus piezas
bucales, el circuito se cerraba y podian registrarse las sefiales eléctricas generadas
por la hormiga durante la ingesta. Estas sefiales reflejan la actividad de los musculos
de la bomba de succién de manera analoga a la observada en un electromiograma
(Smith, 1979; Guarneri et al., 2000, 2003; Sant’ Anna et al., 2001; Falibene y Josens,

2008). En todos los casos, a excepcion de los experimentos del capitulo 6, la
temperatura durante los registros se mantuvo aproximadamente constante (23 = 3

°C). Para facilitar la conduccion de la corriente, el papel de filtro se huibedec
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Capitulo 2 Materiales y métodos generales

agua y la malla metalica se cidbcon una fina capa de gel conductor. Las sefiales
fueron amplificadas 210 veces, filtradas (filtro pasa-banda 0.4Hz a 17Hz, -3dB) y los
datos almacenados en una PC a través de un conversor analdgico-digital (ADC-212,
Pico Technology Limited, UK). Todos los datos fueron obtenidos utilizando una tasa

de muestreo de 200 Hz.

golucion de

sacarosa
4

arena de registro |

puente de
balanza transferencia

B . malla metalica
platafonn a 1 qelectrodos CPU

i

CONnversor

Figura 2.1. Registro de las sefales eléctricas generadas por las hormigas durante lanidgestié
soluciones de sacarogA) Se toman hormigas que se encuentran en el extremo de la vatidal wer
son colocadas individualmente sobre el puente dentro de la balanza. Urdevédooel peso de la
hormiga, se conecta el puente de transferencia a través del cual tienen accesna da registro.
Luego de la ingesta, regresan por el mismo camino hasta la balanza y se rgugswadel la hormiga
con la carga de buch@) Esquema del dispositivo de registro empleado. Las hormigas arribbn po
plataforma y tienen libre acceso a la gota de solucién de sacarosaafdepeobre la malla metalica,
el circuito entre los dos electrodos se cierra y es posible registrar las sefialea®l§etreradas

durante la ingesta.
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Capitulo 2 Materiales y métodos generales

2.2.3. Andlisis de las sefales eléctricas

Los registros de las sefales eléctricas fueron analizados utilizando el
programa MatLab 6.5. A través del mismo se realizaron graficos que muestran la
sefal obtenida (Fig. 2.2A) y su correspondiente espectrograma (Fig. 2.2B). Un
espectrograma es una representacion visual tridimensional de las variaciones de la
frecuencia (eje de ordenadas) y de la intensidad de las mismas (mediante un codigo
de colores) a lo largo del tiempo (eje de abscisas). Para su construccion el programa
aplica una transformacion de Fourier a pequefios rangos temporales sucesivos a lo
largo de la sefial (en este trabajo utilizamos rangos de 0.64 segundos). De esta forma,
se obtuvieron los valores de la frecuencia de la sefal en intervalos de 0.64 segundos
a lo largo de toda la ingesta. Ademas, se obtuvo informacion sobre la frecuencia
predominante en la ingesta total a través de un periodograma (Fig. 2.2C), que
muestra la estimacién espectral de potencia o energia (en unidades arbitrarias) con la

gue se encuentra representada cada frecuencia en dicha sefial.
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Figura 2.2.Ejemplo de analisis de una sefial eléctrica registrada durante la ingestion de edldeion
sacarosa(A) Sefial registrada. La amplitud de la sefial estd expresada en unidades arbitrarias (0-255)
Los graficos insertos muestran un detalle de la sefial (1 seg) al iniciinpladle la ingesta(B)
Espectrograma (frecuencias a lo largo del tiempo). La energia de cadendiaces representada
mediante un codigo de colores (barra a la derecha): azul indica baja gmaggfén alta energiéC)
Periodograma (estimacién espectral de potencia o energia de cada frecuenciackss @nhdtrarigs

El pico de mayor energia indica la frecuencia predominante de bombeo.
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3

BOMBA DE SUCCION Y REGULACION DEL
COMPORTAMIENTO ALIMENTARIO

3.1. INTRODUCCION

La alimentacion es un comportamiento complejo cuya regulacion involucra la
integracion de diversos factores tanto externos como internos (Chapman, 1998). Es
asi como un estimulo determinado puede afectar el comportamiento alimentario de
un animal de diferentes maneras. Las hormigas nectivoras modulan muchas variables
comportamentales (aceptacién de néctar, tiempo de ingestién, nimero y duracién de
las interrupciones y carga de buche, entre otros) dependiendo de las propiedades de
la fuente de alimento (flujo, concentracion de azlcar y viscosidad) (Josens et al.,
1998; Paul y Roces, 2003; Schilman y Roces, 2003; Medan y Josens, 2005) y el
ayuno de la colonia (Howard y Tschinkel, 1980; Cosens y Toussaint, 1986; Josens y
Roces, 2000; Falibene y Josens, 2008

Estudios previos han descripto variaciones en la tasa de ingestion como
consecuencia de la morfometria del insecto o de las propiedades fisicas del fluido
ingerido (moscas: Thomson y Holling, 1974; vinchucas: Smith, 1979; Guarneri et al.,
200Q Sant’ Anna et al., 2001; Guarneri et al., 2003; mariposd&gay, 1985; Harder,

1986; polillas: Josens y Farina, 2001; hormigas: Josens et al., 1998; Josens, 2002;
Paul y Roces, 2003; Davidson et al., 2004; Medan y Josens, 2005; abejas: Borrell,
2006, 2007. Sin embargo, cuando todos estos parametros se mantienen constantes,
la hormiga nectivor&. mus es capaz de modular la tasa de ingestion de acuerdo a
los requerimientos energéticos de la colonia (Josens y Roces, 2000; Falibene y
Josens, 2008) variando la frecuencia de contraccién de los musculos de la bomba de
succion (Falibene y Josens, 2008). Esta fue la primera descripcion de una
modulacién en la frecuencia de bombeo de acuerdo al estado interno en insectos

abriendo muchas preguntas referentes al comportamiento de ingestion y su control.
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Capitulo 3. Bomba de succion y regulacion del comportamiento alimentario

En este capitulo comenzaremos estudiando la relacién existente entre la
actividad de la bomba de succion y el comportamiento durante la ingestion de
soluciones azucaradas. Con ello, pretendemos aportar nuevos datos que permitan
profundizar la comprension de la regulacion del comportamiento alimentario en

hormigas nectivoras.

3.1.1. Objetivos

X/

« Definir parametros que permitan caracterizar las sefiales eléctricas generadas
por las hormigas durante la ingestion de soluciones azucaradas de distintas
concentraciones y bajo distintos niveles de privacion de azucares de la colonia.

% Relacionar dichos parametros con el comportamiento de ingestion para
evaluar qué componentes podrian estar involucrados en la regulacion de la

alimentacion en hormigas.

3.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1. Series experimentales

3.2.1.1. Efecto del ayuno de la colonia

El primer objetivo fue obtener y comparar las sefiales eléctricas generadas
durante la ingestién de soluciones azucaradas por hormigas bajo distintos niveles de
ayuno. Los registros se realizaron durante la ingesta de soluciones de sacarosa de dos
concentraciones distintas (10 y 40% p/p) en experimentos independientes. Para cada
concentracién, una colonia de laboratorio fue sometida a diferentes periodos de
privacion de carbohidratos. Primero, fueron privadas de azUcares por 2 semanas (+ 1)
alcanzando el estado que denominamos de ayuno, cuando se realizaron los primeros
registros de las sefaledéctricas (ver seccion 2.2). Finalizados los primeros
registros, las colonias fueron alimentadas ad libitamsolucion de sacarosa por 3 6
4 dias consecutivos, alcanzando el estado de saciedad o no-ayuno. Bajo este estado
se registraron nuevamente las sefales eléctricas generadas por las hormigas durante

la ingestion.
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Capitulo 3. Bomba de succion y regulacion del comportamiento alimentario

3.2.1.2. Efecto de la concentracion de sacarosa

En este experimento, se estudio el efecto de la concentracion de sacarosa
sobre la actividad de la bomba de succién y el comportamiento de ingestion. Una
colonia fue privada de carbohidratos durante 1 semana y luego, durante 3 dias
consecutivos, se registraron las sefales eléctricas generadas durante la ingestion de
soluciones de distintas concentraciones. Para ello, las hormigas -de a una por vez- se
colocaron en la arena de registro en donde se les ofrecio soluciones de sacarosa 10,
40 6 60% p/p en forma aleatoria. Todas las concentraciones fueron ofrecidas cada dia
en igual proporcion. Cada individuo fue utilizado una Unica vez y con solo una
solucion, dejandolos separados del resto de la colonia hasta el final del experimento.

Las hormigas se pesaron antes y después de realizar el registro.

3.2.2. Variables y parametros

Para cada individuo se calculd la carga de buche (mg) como la diferencia
entre el peso final e inicial. El volumen ingerigd) (se obtuvo dividiendo la carga de
buche por la densidad de la solucion de sacarosa (obtenida de tablas; Wolf et al.,
1984). Por otro lado, de las sefales eléctricas se obtuvieron los siguientes
parametros:

El tiempo de ingestion (segundos; s) representa la duracion de la sefial
eléctrica y coincide con el tiempo que el animal estd en contacto con la gota. La
frecuencia predominante (bombeos por segundo; b/s) fue definida como el
componente principal que presenta el pico mas alto en el periodograma (energia x
frecuencia) que resulta del analisis de toda la sefial. A partir del espectrograma
(frecuencia en funcion del tiempo) se obtuvo la frecuencia principal para cada
intervalo de 0.64 s durante todo el tiempo de ingestidon. Llamamos frecuencia inicial
(fi) y final (ff) a los valores obtenidos al inicio y al final de la ingesta,
respectivamente (ambos expresados en b/s). La diferencia entre estas frecuencias (fi -
ff) fue definida como el intervalo de frecuenci#s)(

Esta bien establecido que la frecuencia de la sefial cae a medida que avanza la
ingesta (Josens et al., 2006; Falibene y Josens, 2008). Esto implica que el valor de la
fi es siempre el mayor mientras que el valor d& ksel mas bajo de la sefal
siempre y cuando la sefial solo presente un patron regular (ver Josens et al., 2006;

Falibene y Josens, 2008). Consecuentemente, la tasa de cambio de fre¢c)encia (
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Capitulo 3. Bomba de succion y regulacion del comportamiento alimentario

fue definida como la pendiente resultante de la variacién de la frecuencia en funcion
del tiempo, valor que fue calculado para cada sefial. Para comparar esta tasa de
cambio a lo largo de la ingesta, el valorfue calculado cada 10 s. De este modo
definimostc;p como la tasa de cambio en los primeros 10 s de la defyad la
correspondiente al periodo comprendido entre los 10 y los 20 s desde iniciada la
ingestatcsoa la correspondientes al periodo entre los 20 y 30 s, y asi sucesivamente.
El nmero total de bombeos realizados durante la totalidad de la ingesta se
calculé como la suma del nimero de bombeos realizados en cada intervalo de 0.64 s.
Este valor, a su vez, fue obtenido multiplicando la frecuencia principal de cada
intervalo por su duracion (0.64 s). Finalmente, el volumen incorporado por bombeo

se estimo dividiendo el volumen ingerido por el numero total de bombeos.

3.2.3. Analisis estadistico

Las variables y pardmetros de la sefial fueron analizados por ANOVA de un
factor o por Kruskal-Wallis en los casos que no se cumpliera con los supuestos de
normalidad. Como las soluciones de sacarosa de 10 y 40% fueron evaluadas en
ensayos independientes, las analizamos separadamente. En el primer experimento
(efecto del ayuno de la colonia), para comparaicla lo largo de la sefal y entre
ayunos se utiliz6 un ANOVA de dos factores con medidas repetidas (factor 1: nivel
de ayuno, 2 niveles; factor 2 -medida repetida-: periodos de 10 s; 3 niveles para 10%
p/p y 5 niveles para 40% p/p). Para este andlisis, solo utilizamos las sefiales con una
duracion igual o mayor a la comprendida en los periodos analizados, es decir, las
sefales que duraron, al menos, 30 s al ingerir la solucion de concentracion 10% p/p y
50 s al ingerir la solucion 40% p/p.

En el segundo experimento (efecto de la concentracion de la solucion),
cuando el andlisis por Kruskal-Wallis mostro diferencias significativas, se realizaron
contrastes a posteriori mediante comparaciones de Dunn. Las correlaciones entre
variables se analizaron utilizando Spearman. El nivel de significancia fue 5% en

todos los casos.
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3.3. RESULTADOS

3.3.1. Efecto del ayuno de la colonia

La figura 3.1 muestra la frecuencia de bombeo en funcion del tiempo de
ingestién para hormigas ayunadas y no-ayunadas al ingerir una solucion de sacarosa
10% (Fig. 3.1A) y una 40% p/p (Fig. 3.1B). Puede observarse cémo los individuos
pertenecientes a una misma colonia y bajo un mismo ayuno se comportaron de
manera similar, mostrando perfiles de sefiales con escasa variacion interindividual.
Esto puede verse reflejado en el pequefio error estandar de los datos, sobre todo al
inicio de la ingesta.

Se definieron distintos parametros (indicados en la Fig. 3.1) que permitan
caracterizar a las sefiales y se compararon entre ayunos para una misma
concentracion de sacarosa. fLy ff resultaron significativamente mayores para las
hormigas ayunadas que para las no ayunadas, independientemente de la solucion

ingerida. Lo mismo ocurrio con el IF de la sefial (Tabla 3.1).

Tabla 3.1. Comparacion entre niveles de ayuno de los parAmdtrda sefial eléctrica generada
durante la ingesta de solucién de sacarosa 10% y 4Q%q¥/yalores mostrados corresponden a los
estadisticos de prueba y los valores de p del analisis por Kra&kias.

Concentracion Parérpetro de Ayuno No ayuno estadistico D
(% p/p) la sefial (b/s)

fi 5.86+0.12 | 4.64+0.13| H;pn-30=17.86 | <0.0001

10 ff 430+0.15| 3.52+0.13 Hi n=30= 10.28 0.0013
IF 1.56+0.16 | 1.13+0.17 Hi n=30=4.20 0.0405
fi 71+0.14 | 465+0.13| Hyn-4=30.56 | <0.0001

40 ff 426+0.17 | 3.08+0.04 | Hyn-4=21.76 | <0.0001
IF 2.84+023 | 1.56+0.13 Hi n=41=16.18 0.0001
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Figura 3.1. Frecuencia de bombeo (en bombeos por segundo; media + E.S.) en figidi@mpo
transcurrido durante la ingesta de soluciéon de sacarosa en hormigasa @hisma colonia bajo dos
niveles de privaciéon de carbohidratos (ayuno y no-ayuno). édales fueron obtenidas durante la
ingestion de solucion de sacar@da 10% 6(B) 40% p/p. Se definieron distintos parametisy fin,

son las frecuencias iniciales para las hormigas de nidos ayunados (ajayunadlos (na),
respectivameset De igual modoff, y ff,,son las frecuencias finales para ambos estados de ayuno. Ya
gue la frecuencia de bombeo disminuye a lo largo de una ingesta, elerangdaff y la fi fue
definido como intervalo de frecuenciab-{y IF,;). La linea punteada vertical indica los 10 s
transcurridos luego de iniciada la ingesta y separa las distintas tasas de cdmeiicetieia {c) de la

sefial (ver texto para mas detalld€)%: N, = 12, N,y = 18; 40%: N = 22; N, = 19.
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Todas las sefiales registradas mostraron un perfil similar: la velocidad con que
cae la frecuencia vario a lo largo de la ingesta. Para analizar estadisticamente estos
cambios comparamos la tasa de cambio de frecudngia Ip largo de la sefal. Los
resultados mostraron que durante los primeros 10 s de ingesta la frecuencia cayé mas
rapido que en el resto de la sefial. Esto ocurri6é independientemente del ayuno tanto
para soluciones 10% p/p (ayuno*periodod= 2.54, p = 0.09; periodo:ks =
19.20, p < 0.0001; ANOVA de medidas repetidas. Efecto principal del pertogo -

VS. tCoo: p = 0.0001fCyp VS.tC30: p = 0.0002%Cy0 Vs.tC30: p = 0.61; Tukey) como para

40% p/p (ayuno*periodo: J456= 2.88, p = 0.024. Efecto simple del periodo: ayuno,
Fs156 = 38.23, p < 0.001; no-ayuno, fs6= 9.48, p < 0.001; ANOVA de medidas
repetidas. Comparaciones a posteritiip Vs. tCqo, 30, 40 o), P < 0.05 para ambos
estados de ayuno; para todas las comparaciones restantes: p > 0.05). En base a estos
resultados distinguimos dos partes de la sefal: los primeros 10 s desde el inicio de la
ingesta, en donde la tasa de camhig)(es mayor (es decir, la frecuencia decae con
mayor velocidad), y el resto de la sefial, en donde la tasa de cacbpzi(manece
constante y la frecuencia decae mas suavemente.

Ademas, observamos que tattg como ellF correlacionan con I (tcio: fs
=-0.52, p < 0.0001F: rs=0.77, p < 0.0001; N = 71, correlacion de Spearman para
los datos de 10% 40% p/p): latc,o correlaciond negativamente, a mayigrmas
negativo fue el valor dee, es decir, la frecuencia decrecié con mayor velocidad. Por
su parte, elF lo hizo de forma positiva; cuanto mayor fue la frecuencia con la que
comenzaron a bombear, mayor fue el intervalo de frecuencias recorrido.

El efecto del ayuno sobré&c también fue analizado para las distintas
concentraciones. Mientras que las hormigas que ingirieron una solucién 10% p/p no
mostraron diferencias significativas entre ayunos para esta variable (efecto principal
del ayuno: 3= 0.017, p = 0.9), los individuos ayunados que ingirieron la solucién
de sacarosa 40% p/p presentaron maytregie los no-ayunados (efectos simples
del ayuno para cada periodo de 10s. Peritdg;: F; 195= 18.49, p < 0.0001tcyo,

F1195= 2.05, p = 0.15tC30, F1,195= 0.04, p = 0.85tC40, F1195= 1.94, p = 0.17tCs0,
F1195= 13.83, p = 0.0003).

Todos estos cambios observados en la actividad de la bomba de succion
fueron reflejados en el comportamiento alimentario de las hormigas. Por un lado,

cuando la solucion ofrecida fue de concentracion 10% p/p, no se encontraron
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diferencias significativas en el tiempo de ingestion entre hormigas ayunadas y no
ayunadas (Fs= 0.02, p = 0.87; ANOVA. Fig. 3.2A); pero si en el volumen de
solucion ingerido, que fue mayor para el estado de ayung<F7.10, p = 0.013;
ANOVA. Fig.3.2B). Por el contrario, el volumen de solucion ingerido no varié entre
ayunos para la concentracion 40% p/psgF= 0.66, p = 0.42; ANOVA. Fig. 3.2B),
mientras que el tiempo de ingestion fue significativamente mas corto para el estado
de ayunqF; 39= 22.49, p < 0.0001; ANOVA. Fig. 3.2A).
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Figura 3.2. Efecto del ayuno de carbohidratos en el comportamiento durante la ingesisolucion

de sacarosa. Columna izquierdaormigas que en la arena de registro encontraron solucion de
sacarosa 10% p/p. Columna derecha: La solucién ofrecida en la arenafi®h.deas variaciones
con el ayuno erfA) el tiempo de ingestion (media + E.$.JB) el volumen de solucion ingerido
(media + E.S.) dependieron de la solucién encontrada. 1Q%:18, N,y = 18; 40%: N = 22; N, =

19.
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En todas las situaciones analizadas hemos encontrado que las variables
comportamentales y los parametros de la sefial variaron con el estado de la colonia;
la fi, la ff, el IF (para 10 y 40%), ldc, el tiempo de ingestion (para 40%) y el
volumen ingerido (para 10%) dependieron del periodo de privacion de azucares. Sin
embargo, el nimero total de bombeos realizados durante la ingesta se mantuvo
constante entre ayunos, tanto para soluciones de 19% %F4.09, p = 0.053
ANOVA) como para 40% p/p (ko = 0.09, p = 0.76; ANOVA) (Fig. 3.3A).
Finalmente, el volumen ingerido por bombeo tampoco varidé entre ayunos ni para
10% (F 23= 0.41, p = 0.53; ANOVA) ni para 40%;(k = 0.005, p = 0.94; ANOVA)

(Fig. 3.3B). Ademas, como era de esperar, el volumen ingerido por bombeo
correlaciond positivamente con el peso de la hormiga @51, p = 0.0006, N = 41;
correlacion de Spearman). Por ejemplo, para una solucién de sacarosa 40% p/p, el
volumen por contraccion de la bomba vari6 desde aproximadamente 4.5 nl en
hormigas pequeias (aprox. 3.6 mg, no incluidas en los datos) hasta 16 nl para las de

mayor tamafio (aprox. 14.2 mg).

3.3.2. Efecto de la concentracion

El comportamiento de ingestion y la actividad de la bomba de succion
variaron dependiendo de la concentracion de la solucién. Hormigas del mismo
tamafo(F, 41 = 1.31, p = 0.28; ANOVA) invirtieron mas tiempo en la ingestion de
soluciones mas concentradas (44 = 19.63, p = 0.0001; KruskaNallis. 10% vs.

40%: Q = 2.55, p < 0.05; 10% vs. 60%: Q = 4.85, p < 0.001; 40% vs.60%: Q = 2.76,
p < 0.02; contrastes de Dunn). También se observaron cambios en la tasa de
ingestion (Hy, n = 44 = 22.46, p < 0.0001; Kruskamallis); las hormigas que
ingirieron las soluciones de 10% y 40% p/p alcanzaron valores similares (Q =0.21, p
> 0.5; comparaciones de Dunn) mientras que las hormigas que ingirieron la solucion
60% p/p redujeron la tasa de ingestidn significativamente (10% vs. 60%: Q = 4.10, p
< 0.001; 40% vs. 60%: Q = 3.95, p < 0.001; comparaciones de Dunn).

El decremento en la velocidad de ingestion con el aumento de la
concentracion de sacarosa a priori podria deberse a una disminucion en el volumen
ingerido por bombeo como consecuencia de un aumento en la viscosidad o bien por

una disminucién en la frecuencia de bombeo. Para evaluar estas posibilidades, ambas
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variables fueron analizadas. La frecuencia de bombeo predominante no se vio
afectada por la concentracion de la soluciGu{E 0.72, p = 0.49; ANOVA. Fig.
3.4A); tampoco ldi (Hz, n=44 = 0.11, p = 0.94; KruskaWallis), elIF (Hz n=44=

1.00, p = 0.61Kruskal-Wallis) o latc (tcio: Hz n=44=4.10, p = 0.13tC: Ho n=44=

2.00, p = 0.37; KruskaWallis). Sin embargo, el volumen ingerido por cada bombeo
se redujo significativamente con la concentracion mas altayHy4 = 24.72, p =
0.0001; KruskatWallis. 10% vs 40%: Q = 0.4, p > 0.5; 10% vs. 60%: Q = 4.26, p <
0.001; 40% vs. 60%: Q = 3.97, p < 0.001; comparaciones de Dunn. Fig. 3.4B), lo
cual es esperable por efecto del incremento de la viscosidad al aumentar la

concentracion de la solucion.
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Figura 3.3. Variables obtenidas de las sefiales eléctricas generadas durante la ingestion por hormigas
provenientes de colonias ayunadas y no ayunadas en carbohidratos. Catyrerala: hormigas
ingiriendo solucidn de sacarosa 10% p/p. Columna derecha: La solu@éidafen la arena fue de

40%. (A) EI nimero total de contracciones de la bomba de succidn realizados dunanitgesta

(media + E.S.) no vari6 entre ayunos ni al ingerir soluciones 10% ni @#rg4.(B) El volumen de
solucién incorporado por cada contraccion (media + E.S.) no se viaddegor el ayuno de los
individuos. 10%: N= 12, N, = 18; 40%: N = 22; N\a= 19.
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Por dltimo, un aumento en la concentracion también provoco un incremento
en el nimero total de bombeos realizados durante la ingesta=(Hd = 23.04, p <
0.0001; KruskaiWallis. Fig. 3.4£). Esta tendencia se volvio significativa a partir de
40% p/p (10% vs. 40%: Q = 2.30, p > 0.05; 10% vs. 60%: Q = 5.26, p < 0.001; 40%
vs. 60%: Q = 3.54, p < 0.002; comparaciones de Dunn). Debido a que la frecuencia
de bombeo se mantuvo constante entre las concentraciones, una relacion directa
resulté entre el numero de bombeos totales y el tiempo de ingesti0.a5, N =

44, p < 0.0001; correlacién de Spearman del pool de datos).
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3.4. DISCUSION

3.4.1. Modulacion de la actividad de la bomba de succion

En este capitulo hemos caracterizado las sefiales eléctricas generadas por la
hormiga nectivora C. mus bajo distintos estados de ayuno, durante la ingestién de
soluciones de sacarosa de distintas concentraciones. A través del andlisis de la
actividad de la bomba de succidon pudimos evaluar algunos aspectos del control de la
alimentacion en estos insectos, observando de qué manera factores internos (el ayuno
de la colonia) y externos (concentracion de sacarosa en la solucién) afectan la
ingestion.

En concordancia con estudios anteriores (Falibene y Josens, 2008), la
modulacién de la tasa con al ayuno se debié a variaciones en la frecuencia
predominante, sin variar esta con la concentracion. Aunque este tipo de modulacion
en insectos fue descripto por primera vez en C. mus, esta hormiga no debe ser una
excepcion dentro de esta clase. En otros grupos, como los nematodos, la frecuencia
de bombeo también depende del ayuno (Avery y Horvitz, 1990). En insectos, pese a
que muche trabajos se han focalizado en la dinamica de ingestion de fluidos y su
modelizacion (Kingsolver y Daniel, 1979; Heyneman, 1983; May, 1985; Daniel et
al., 1989; Borrell, 2006), hasta el momento las variaciones en la frecuencia de
bombeo dependientes del estado motivacional nunca han sido consideradas. Mas
aun, no solo la frecuencia de bombeo vario con el ayuno, sino que también lo hizo la
tasa con la que cae la frecuencia a lo largo de la ingesta. Esto guarda una relacion
directa con elF: cuanto menos negativo es el valortdlees decir, cuanto mas lento
cae la frecuencia, mas pequefio el-elEn otras palabras, si ta tiende a cero, la
variacion de la frecuencia a lo largo de la sefial va a ser minima y la frecuencia
predominante representa a las frecuencias de la sefial con mayor precision (el pico en
el periodograma sera mayor). Cuanddcléiende a valores mas negativos (es decir,
la frecuencia cae con mayor pendiente) o el tiempo de ingestion es muy largo (ver
Fig. 3.1B) resultaria importante que otros parametros de la sefial, comd seela
IF, sean considerados para caracterizarla o tenidos en cuenta cuando la dinamica de
ingestion quiere ser modelada.

La frecuencia de bombeo en C. mus no varié con la concentraciéon bajo un

mismo ayuno, coincidiendo con lo observado en trabajos previos (Josens et al.,
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2006). En contraposicion, la frecuencia de bombeo en vinchucas disminuye al
aumentar la viscosidad del fluido (Smith, 1979). Aqui mostramos que la caida de la
frecuencia a lo largo de la ingestai{tg tc, tampoco varié con la concentracion.
Ademas, en concordancia con trabajos anteriores en hormigas (Josens et al., 1998;
Paul y Roces, 2003; Medan y Josens, 2005) y otros insectos (Smith, 1979; Josens y
Farina, 2001; Borrell, 2006), una mayor concentracion (por lo tanto, mayor
viscosidad) promovioé un aumento en el tiempo de ingestion y una disminucién en la
tasa de ingestion. De hecho, la ley de Pouiseulle sobre dinamica de fluidos describe
una relacion inversa entre la velocidad de circulacion de un fluido y su viscosidad.
Asi, mientras la frecuencia es constante, nuestros resultados pueden ser explicados en
términos de dicha ley: bajas tasas de ingestion con soluciones de altas
concentraciones se deben a un decremento en el volumen de solucion incorporado en
cada bombeo como consecuencia de la viscosidad del fluido. Ademas, una relacion
positiva entre el volumen por bombeo y el tamafio era esperada ya que la tasa de
ingestion aumenta con el tamafio de la hormiga (Josens, 2002) y no hay variacion de
la frecuencia entre hormigas de distintos tamafios (Josens, 2002; Falibene y Josens,
2008).

En el mismo sentido, el volumen por bombeo para una soluciéon determinada
permanece constante entre ayunos. Esto sugiere que la presion negativa generada por
la bomba de succion durante la ingestibn es independiente del ayuno. Estos
resultados refuerzan la idea que las variaciones en la frecuencia de bombeo es el
mecanismo principal de modulacién de la tasa de ingestibn en hormigas C. mus
(Falibene y Josens, 2008), dejando al volumen de solucién incorporado por cada
bombeo como consecuencia de la interaccion entre la morfometria del insecto y las
propiedades de la solucion ingerida. Otra posibilidad considerando la ley de Hill,
seria que una mayor velocidad de contraccion de los musculos cause una
disminucion de la tension muscular, la que deberia ser compensada por el animal
generando una mayor presion para que ingrese el mismo volumen por cada. bombeo
Sin embargo, nuestra metodologia de registro no permite discriminar entre estas dos

opciones.
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3.4.2. Modelos de control de la bomba de succiéon

Algunas décadas atras se propusieron diferentes modelos de control de la
bomba de succion en insectos. El modelo de retroalimentacion periférica se basa en
receptores de estiramiento localizados en la faringe (Rice, 1970). Este modelo no
involucra un centro de procesamiento superior y la frecuencia de bombeo depende
solo de la viscosidad del fluido: mayor viscosidad, menor velocidad de llenado de la
camara, menor velocidad de estiramiento; resultando en una menor frecuencia de
bombeo. Un modelo alternativo involucra un oscilador central y plantea que la
frecuencia de bombeo es independiente del fluido ingerido. Smith (1979) integré
ambos modelos proponiendo que la actividad de las motoneuronas que accionan los
musculos de la bomba es el resultado de la suma de, por un lado, la excitacion
(constante) proveniente desde el sistema nervioso ceptiabr otro, la inhibicidn
con cierto retardo por parte de los receptores de estiramiento en la faringe (activados
al alcanzar un volumen maximo por cada bombeo). Este modelo explica el
comportamiento observado en vinchucas las que varian la frecuencia de bombeo
mientras mantienen un volumen por bombeo constante al variar la viscosidad del
fluido. El hecho que, en contraposicion, las hormigas varian el volumen por bombeo
mientras la frecuencia se mantiene constante al variar la concentracion de la solucion
muestra que este modelo de Smith no explica el accionar de la bomba de succién en
este insecto. Creemos que un tipo de procesamiento superior esta involucrado en este
control. Mas recientemente, los patrones motores de la bomba de succién en otros

insectos sugieren un control por parte del ganglio frontal (Miles and Booker, 1998).

3.4.3. Estrategias de recoleccion y modulacién del comportamiento alimentario

En términos generales, la variacién en la tasa de ingestion permitiria a las
hormigas responder de distintas formas a las variaciones ambientales y a los
requerimientos de carbohidratos de la colonia, los cuales varian estacionalmente. A
partir de nuestros resultados podemos distinguir dos estrategias diferentes de
recoleccién, las cuales dependen de la riqueza de la fuente de alimento y del ayuno
de la colonia. Ambas pueden ser explicadas bajo la hipétesis informacional
propuesta por Nufiez (Nufiez, 1982; Roces y Nufiez, 1993). Por un lado, cuando la
fuente de alimento encontrada es relativamente pobre (10% p/p), las hormigas

invierten un tiempo corto en la ingestion, que no difiere entre ayunos. Pero, al
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bombear a mayores frecuencias, las hormigas ayunadas incorporan un volumen
mayor de alimento. Por otro lado, cuando encuentran una fuente mas rica (40% p/p),
las hormigas ayunadas cargan la misma cantidad de alimento que las hormigas no
ayunadas, pero en un tiempo menor. A nivel de la colonia, esto implica que cuando
la fuente es relativamente pobre y no representa una informacion valiosa para el resto
de la colonia, las recolectoras con altos requerimientos de carbohidratos aumentan la
cantidad de alimento sin sacrificar el intercambio de informacién; por otro lado,
cuando la fuente es mas rica, la informacion sobre la misma se vuelve relativamente
mas valiosa y las hormigas regresan al nido con mayor rapidez, incrementando el
intercambio de informacion en la colonia y sin pagar este aumento con una

disminucién en la carga de alimento transportado.

3.4.4. Reglas de decision durante la recoleccion

Distintos estudios han considerado las reglas que sigue una hormiga
recolectora para decidir cuando abandonar una fuente de alimento y regresar a la
colonia. Se ha propuesto que la decisién podria llevarse a cabo de acuerdo a un
criterio de carga del buche o de tiempo en la fuente de alimento. Segun el primer
criterio, las hormigas ingieren hasta alcanzar una carga determinada. Tal parece ser
el caso de las hormigas exploradoras de Lasius niger que, al presentarles flujos de
entrega de soluciébn mas lentos, permanecen en la fuente hasta alcanzar un volumen
critico de néctar antes de tomar la decision de regresar al nido (Mailleux et al.,
2000). Por otro lado, las hormigas podrian decidir cudndo abandonar la fuente
utilizando como criterio el tiempo de ingestion. Se ha demostrado que las hormigas
de la especie Camponotus rufipes son capaces de medir intervalos de tiempo durante
la recoleccion de alimentos y usarlo como regla de decisién de abandono de la fuente
(Schilman y Roces, 2003). Sin embargo, en el mismo trabajo se demostré que la
decision de finalizar la ingesta no estd basada ni en un periodo fijo de tiempo ni en
una carga fija de buche. Cuando a estas hormigas se les ofrece solucion azucarada a
distintos flujos se puede observar que cuanto menor es este, mayor es el tiempo de
permanencia en la fuente y menor la carga de buche (Schilman y Roces, 2003).

Sin embargo, los resultados aqui presentados muestran que un criterio
diferente podria ser utilizado por C. mus y por los insectos para finalizar la ingesta en

fuentes ad libitum visitadas por primeras vez. Cuando comparamos el
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comportamiento bajo distintos ayunos en las fuentes de 10% p/p, las hormigas
parecieran seguir el criterio del tiempo, mientras que en las fuentes de 40% parecen
basarse en el criterio de carga de buche. Pero al considerar el analisis idaldas se
eléctricas, resulta que la cantidad de bombeos totales generados permanece constante
entre ayunos Yy varia con la concentracién. Con esto, una hipétesis posible es que el
criterio utilizado para abandonar la fuente podria basarse en la asignacion de una
cantidad de bombeos totales a realizarse durante una ingesta, los cuales estaran
determinados por la riqueza (contenido de azucares; concentracion) de la fuente de
alimento. Der acuerdo con esto, se ha visto en esta hormiga que el tiempo de
ingestién varia con la concentracion de la solucién pero no con soluciones de igual
concentracién y distinta viscosidad (Medan y Josens, 2005). Una asignacion de
cantidad de bombeos en funcion de la concentracion de la fuente de glimento
también puede reflej un gasto energético asignado acorde a la tasa de energia
entregada por la fuente, la cual depende esencialmente de la concentracion de néctar
cuando el flujo es ilimitado. En C. rufipes el gasto energético durante la recoleccion
esta relacionado con el flujo de la fuente pero no con la concentracion cuando los
flujos son regulados (Schilman y Roces, 2006). Esto ultimo podria deberse
precisamente a que los flujos son considerablemente menores a las tasas de ingestion
gue los individuos alcanzan en una fuente ad libitum de igual concentracion (Paul y
Roces, 2003). Hasta el momento no se han publicado trabajos que analicen el gasto
energético durante la ingestibon de soluciones de distintas concentraciones
presentadas ad libitum. Mas alla de los insectos sociales, en vinchucas, al ingerir de
fuentes artificiales aumentan el tiempo de ingestiéon y disminuyen el volumen
ingerido conforme aumenta la viscosidad del fluido pero, coincidentemente,
mantiene constante el nimero total de contracciones de la bomba de succién (Smith,
1979).
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4

INGESTION DE CEBOS TOXICOS

4.1. INTRODUCCION

Las hormigas del género Camponotus se conocen vulgarmente bajo el
nombre de‘“hormigas carpinteras” debido a que generalmente se establecen y
construyen sus nidos en madera. Aunque prefieren la madera himeda y en proceso
de descomposicion, estas hormigas también anidan en madera seca, cafias y debajo
de la corteza de los arboles, en grietas y bajo piedras (Kusnezov, 1951; Hansen y
Klotz, 2005). En zonas urbanas es comun que aniden bajo los techos de tejas o
chapa, en maderas estructurales, en grietas en los cimientos de las constrecciones
incluso en equipos electronicos, causando grandes dafios. Por estos motivos en
innumerables zonas se considera a las hormigas carpinteras como plaga (Kusnezov,
1951; Hansen y Klotz, 2005).

El control quimico de hormigas plaga incluye tratamientos ‘“barrera” con
insecticidas residuales de contacto y cebos alimentarios. Los insecticidas de contacto
(aplicados mediante un spray) son frecuentemente utilizados, sin embargo, su uso no
es recomendado y es dificil alcanzar un tratamiento efectivo por varias raones:
muchos formulados resultan nocivos para el medioambiente, matando insectos
benéficos y dando lugar a plagas secundarias (Smith et al., 1996), ii) sus efectos no
son duraderos ya que se degradan facilmente con el calor y la lluvia (Rust et al.
1996); ademas, es comun que queden zonas sin tratar permitiendo el paso de los
insectos a través de la barrera quimicd yovmas sobresaliente es que la mayoria de
estos insecticidas solo repelen o matan a las hormigas forrajeras que salen del nido y
tienen escaso o nulo impacto sobre las reinas (Knight y Rust; R2@D et al.,

1996). Como las forrajeras solo constituyen una pequeiia fraccion de la colonia, son
rapidamente reemplazadas por otras obré&ma contraposicion, la incorporacion de

téxicos a liquidos o geles azucarados como cebo alimentario parece ser el método
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ideal contra colonias de insectos sociales ya que las forrajeras colectan dicho cebo y
lo transportan hasta el nido en donde lo distribuyen entre los miembros de la colonia.

A diferencia de lo que ocurre con los insecticidas de contacto, los cebos alimentarios

requieren de bajas concentraciones de toxico, no se necesita localizar y acceder al
nido y elimina a toda la colonia.

Los compuestos que contienen boro como el borato de sodio (bérax o
tetraborato de sodio decahidratado) y el acido bdrico han sido utilizados como
insecticida en cebos alimentarios para hormigas desde el 1900 (Rust, 1986), siendo
efectivos también para otros insectos como moscas, mosquitos y cucacarachas
(Cochran, 1995Xue y Barnard, 2003; Duyck et al., 2004; Habes et al., 2006). Estas
sustancias poseen ciertas ventajas sobre otros toxicos: tienen baja toxicidad para
mamiferos (Fail et al., 1998), solubilidad en agua y toxicidad retardada (Rust et al.,
2004). Esto ultimo es una condicion fundamental para insectos sociales ya que las
hormigas forrajeras deben sobrevivir lo suficiente (y no notar los efectos nocivos del
tdxico) para realizar sucesivos ciclos recolectores y reclutar a otras forrajeras. De
esta forma, el cebo es colectado en grandes cantidades y el toxico llega, a través de
transferencias trofalécticas, a todos los miembros de la colonia.

El 4cido bérico es una de las sustancias administradas en forma oral méas
estudiadas para el control de hormigas nectivoras en laboratorio y a campo (por
ejemplo, Klotz et al., 1997; 1998; 2000; Hooper-Bui y Rust, 2000; Ulloa-Chacoén y
Jaramillo, 2003; O'Brien y Hooper-Bui, 2005; Daane et al., 2006, 2008).
Particularmente, este toxico ha probado generar gran mortandad en las hormigas
nectivoras de la espediz mus, lo que lo convierte en un buen candidato para ser
utilizado en cebos alimentarios (Fernandez y Josens, 2001). Sin embargo, la
presencia de un toxico disuelto en una solucion azucarada puede actuar como
disuasor de la ingestion, esto es, un aumento en la concentracion del toxico
ocasionaria una disminucion en la cantidad de cebo consumido (Klotz et al., 1997).
Efectivamente, ensayos preliminares con C. mus han mostrado que altas
concentraciones de acido bodrico en el cebo reducen la aceptacion del mismo
provocando rechazos y una reducciéaecantidad ingerida, el tiemppla tasa de
ingestion (Fernandez y Josens, 2001). El comportamiento observado podria deberse a
qgue el agregado de &cido a la solucién de sacarosa produce una disminucion del pH,
siendo la acidez lo que podria afectar la respuesta del insecto ante el alimento

(Duyck et al., 2004). Por otro lado, se ha registrado una variacion estacional en el
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consumo de soluciones azucaradas (Sudd y Sudd, H88&rd y Tschinkel, 1980,
Dussutour y Simpson, 2008; Kay, 2002de cebos téxicos (Tripp et al., 2000),
debido a las condiciones de la colonif ya la disponibilidad de recursos
alternativos. Por lo tanto, es posible que la respuesta ante un cebo toxico varie por
diversas razones.

En general, la mayoria de los estudios con cebos toxicos se realizan a nivel
colonial o en grupos de hormigas, pero muy pocos a nivel individual (O"Brien y
Hooper-Bui, 200h En es¢ capitulo proponemos estudiar el comportamiento y la
dinamica de ingestion a nivel individual de cebos azucarados con compuestos
borados. Utilizaremos acido borico y borato de sodio, que contiene el mismo
principio activo que el acido pero sin provocarautisminucién del pH al ser

incorporado al cebo.

4.1.1. Objetivos particulares

X Evaluar la respuesta de C. mus ante distintas concentraciones de borato de
sodio y su efectividad como téxico cuando es incorporado en soluciones azucaradas.
<> Realizar un estudio comparativo entre el borato de sodio y el &cido borico

analizando la respuesta de las hormigas y efectividad del téxico en distintas

situaciones motivacionales.

4.2. MATERIALES Y METODOS

4.2.1. Borato de Sodio

Hormigas recolectoras pertenecientes a una misma colonia fueron pesadas y
colocadas en el puente que conducia a la arena de registro en donde se les ofrecio
solucién de sacarosa 30% p/p conteniendo distintas concentraciones de borato de
sodio (NaB40O;.10H:0): 0% (control), 1, 3 6 5% p/v. Se registrdé el comportamiento
de ingestion y las sefiales eléctricas generadas por la bomba de succién durante la
ingesta de dichas soluciones. Luego, las hormigas fueron pesadas nuewamente
colocadas en frascos (7 cm de diametro) en grupos de 5 individuos, segun el
tratamiento recibido. Durante 14 dias, se registr6 la cantidad de hormigas muertas en

cada grupo, manteniendo siempre agua y solucion de miel ad libitum para evitar
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diferencias nutricionales entre grupos que puedan afectar a la supervivencia de los

individuos.

4.2.2. Comparacion entre toxicos

Para distintas situaciones motivacionales, se comparé el comportamiento de
ingestion de hormigas al ingerir soluciones azucaradas conteniendo distintos toxicos.
Se utilizaron 2 colonias durante 8 dias de registnecada dia de registro se utilizaba
solo una colonia y se evaluaban todos los tratamientos a comparar: solucion control
solucién con borato de sodio y solucién con &cido bérico. Las distintas situaciones
motivacionales fueron definidas de acuerdo a la proporcion de hormigas que
aceptaron la solucion control, ya que esta variable refleja en buena medida la
motivacion por recolectar que tiene la colonia (Josens y Roces, 2000). Se considera
rechazada una solucién cuando la hormiga la encuentra, la contacta con las antenas o
la toca con las piezas bucales y se retira sin haberla ingerido. El grupo de aceptacién
total incluyd aquellos dias de registro en los que todas las hormigas evaluadas para la
solucion control (sacarosa 30% p/p) la aceptaron e ingirieron, mientras que el grupo
de aceptacién parcial qued6 compuesto por aquellos dias de registro en donde la
aceptacion de la solucién control no fue total, es decir, al menos una hormiga la
rechazé. Cada forrajera era pesada y colocada en el puente que conducia a la arena
de registro en donde encontraba solucion de sacarosa 30% p/p (control) o una
solucion de sacarosa de igual concentracion conteniendo &cido bérico (5% p/v) o
borato de sodio (5% p/v). Luego de medir las distintas variables comportamentales
durante la ingestion (del mismo modo que en 4.2.1), la hormiga era pesada
nuevamente. Finalmente, se cuantificé la cantidad de hormigas meredada uno

de los 14 dias siguientes para cada tratamiento.

Para el céalculo del volumen de solucién ingerido se procedi6 tal como fue
descripto en la seccion 3.2.2 pero la densidad de cada una de las soluciones utilizadas
se estim6 pesando un volumen conocido de esa solucién. El valor utilizado fue el

promedio resultante de 5 mediciones.
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4.2.3. Andlisis estadistico

Las variables y pardmetros de la sefial fueron analizados por ANOVA de un
factor o por Kruskal-Wallis en los casos que no se cumpliera con los supuestos de
normalidady/u homogeneidad de varianza. En el segundo experimento (comparacion
entre toxicos), cuando el analisis de ANOVA mostro diferencias significativas, se
realizaron contrastes a posteriori mediante comparaciones de Tukey. El nivel de

significancia fue 5% en todos los casos.

4.3. RESULTADOS

4.3.1. Borato de Sodio

Las hormigas no mostraron diferencias en la aceptacion de los cebos
ofrecidos en la arena de registro: tanto la solucién control como las que contenian
distintas concentraciones de borato de sodio fueron aceptadas al 100%. El
comportamiento de ingestion y la actividad de la bomba de succién tampoco variaron
entre hormigas que ingirieron la solucion control o el borato de sodio en distintas
concentraciones. Hormigas del mismo tamafi® NHsy = 2.19, p = 0.53; Kruskal-
Wallis) invirtieron el mismo tiempdHs, N = 50 =1.06, p = 0.79, Kruskal-Wallis3
ingirieron la misma cantidad de solucidonzéF = 0.69, p = 0.56; ANOVA)
independientemente de la presencia y la concentracion de borato de sodio en dicha
solucion. La tasa de ingestidifrsss = 0.63, p = 0.60; ANOVA. Fig. 4.1A), la
frecuencia de bombeo 4k = 1.03, p = 0.39ANOVA. Fig. 4.1B), el volumen de
solucién incorporado por cada bombegs= 0.60, p = 0.62; ANOVA. Fig. 4.1G)
la cantidad de bombeos totales; (kl= 50 = 1.33, p = 0.72; ANOVA) tampoco se
vieron afectados por la presencia de borato de sodio en la solucién.

Las curvas de mortalidad mostraron un efecto letal dosis-dependiente de
borato de sodio (Fig. 4.2). Las hormigas control y las que ingirieron solucion con 1%
p/v de borato de sodio mostraron una mortalidad del 5 y 20%, respectivamente, a los
14 dias luego de ingerir la solucion mientras que las hormigas que ingirieron el
toxico en una concentracion de 3 y 5% alcanzaron el 50% de mortalidad 8 y 4 dias,

respectivamente, después de haber ingerido el téxico.
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Frecuencia de bombeo (b/s) Tasa de ingestiéon (ul/min)

Volumen por bombeo (nl)

Mortalidad (%)

0 1 3 5
Concentracion de borato de sodio (% p/v)

o 0%
o 1% )
° 3% ps

2 4 6 8 10 12 14
Dias desde la ingestion

Figura 4.1. Comportamiento de hormiga
forrajeras C. mus durante la ingestion
solucibn de sacarosa con distint
concentraciones de borato de sodit)
Tasa de ingestion(B) Frecuencia de
bombeo. (C) Volumen de solucién
incorporado por cada bombeo (media
error estandar). i+ 14; Ny = 15; No= 15;
Ns= 15.

Figura 4.2. Curva de mortalidad de grupc
de hormigas que ingirieron solucion c
sacarosa control o con distinte
concentraciones de borato de sod
Porcentaje de hormigas muertas en func
de los dias transcurridos desde la ingest
del cebo. La linea punteada cruza ce
curva indicando en tiempo transcurric
hasta alcanzar una mortalidad del 50%, N

= 15; Nigs = 15; Naoy = 15; Noop = 15.
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Estos resultados difieren sustancialmente a los obtenidos con acido bdrico en
ensayos preliminares realizados previamente en el laboratorio (Fernandez y Josens,
2001). Dichos experimentos daban cuenta de una disminucion en la aceptacion, el
volumen ingerido y el tiempo de ingestion con concentraciones de acido baorico
mayores a 3% p/v de acido bérico. En referencia al efecto toxico, también se
encontraron diferencias con lo ensayado previamente: concentraciones de 3, 4 y 5%
p/v tuvieron una mortalidad alta y similar, alcanzandose el 50% de hormigas muertas
dos dias después de ingerido el cebo. Por esta razon se propuso la realizacién del
experimento siguiente, comparando altas concentraciones (5% p/v) de los dos
compuestos borados.

4.3.2. Comparacion entre toxicos

Los dias de registro fueron separados de acuerdo al criterio de aceptacion de
la solucion control: aceptacion total para aquellos dias en donde todas las hormigas
del grupo control ingirieron la solucién de sacarosa 30% p/p (Fig. .8é¢ptacion
parcial para aquellos dias de registro en donde la aceptacion de la solucién control
no fue total (Fig. 4.3E). Este ultimo grupo presenté una aceptacion de la solucion
control promedio del 80%. Esta separacién nos permitié observar diferencias entre
distintos niveles de motivacién recolectora de las forrajeras. Asi, al comprar la
respuesta ante los distintos tipos de toxicos se encontrd que la respuesta dependié del
estado de la colonia.

En los dias en donde las hormigas mostraban una aceptacion total de la
solucion control no se observaron diferencias en el comportamiento de ingestion. En
primer lugar, la aceptacion de los cebos conteniendo téxico no difirié de la solucion
control (p = 0.33; test de G. Fig. 4.3A). Tampoco se encontraron diferencias en
ninguno de los parametros evaluadadumen de solucién ingeridajgs = 0.57, p =
0.57; ANOVA. Tabla 4.1), tiempo de ingestién, = 0.60, p = 0.55; ANOVA.
Tabla 4.1), tasa de ingesti@f, gs = 0.35, p = 0.71; ANOVA. Fig. 4.3B), frecuencia
de bombeo (K -89 = 0.72, p = 0.70; Kruskal-Wallis. Fig. 4.3C), volumen por
bombeo (Egs= 0.17, p = 0.85; ANOVA. Fig. 4.3D) y numero de bombeos totales
(F2.87=0.39, p = 0.68; ANOVA

Por otro lado, cuando las hormigas presentaron una menor motivacion

recolectora, aquellas que encontraron solucién de sacarosa conteniendo 5% p/v de

54



Capitulo 4. Ingestion de cebos téxicos

acido bodrico en la arena de registro la aceptaron en una proporcion
significativamente menor respecto a la solucién control (p = DAOYs. ac.: p =

0.001; test de G. Fig. 4.3E). Por el contrario, no se encontraron diferenciasl entre
control y la solucion de borato de sodio al 5% p/v (ctr vs. per 0.68; test de G.

Fig. 4.3B. Las otras variables también disminuyeron significativamente para el acido
bérico respecto al borato de sodio o la solucion control: el volumen ingesigoe=(F
13.62, p < 0.0001; ANOVA. ctr vs. bor: p = 0.71r, ¢s. ac: p = 0.0001; bor vs ac: p

= 0.0002; contrastes de Tukey. Tabla 4.1)jeanpo de ingestion ¢, = 4.59, p =

0.013; ANOVA. ctr vs. bor: p = 0.98tr vs. &c: p = 0.03%o0r vs ac: p = 0.02; Tukey.
Tabla 4.1) y la tasa de ingesti{f, 7, = 7.31, p = 0.001; ANOVA. ctr vs. bor: p =

0.23 ctr vs. &c: p = 0.00Q%or vs ac: p = 0.08; Tukey. Fig. 4.3F). Las variaciones

en la tasa no se debieron a una disminucion en la frecuencia de borpheos{i=

3.67, p = 0.16; Kruskal-Wallis. Fig. 4.3G) sino a un decremento en el volumen de
solucién incorporado por cada bombeg = 9.47, p = 0.0003; ANOVA. ctr vs.

bor: p = 0.11ctr vs. ac: p< 0.000% bor vs ac: p = 0.004; Tukey. Fig.4.3H). La
cantidad de bombeos totales no se vio afectada por la presencia de téxico (F
0.70, p = 0.50; ANOVA). Bajo esta condicion, los registros obtenidos durante la
ingesta de solucion con acido boérico mostraron sefiales menos regulares (Fig. 4.4).
En concordancia con el volumen por bombeo, se aprecia que la calidad de cada pico

en la sefial es menor, observandose picos mas achatados.

Tabla 4.1. Volumen de solucion ingerida y tiempo de ingestién (media + estinéar) en
condiciones de alta (aceptacion total) y baja (aceptacion parcial) motivaciéon recolectoréceSel ind

N de cada grupo entre paréntesis.

Parametro Solucién ingerida Aceptacion total Aceptacion parcial
Control 2.25+0.12382) 1.41 £ 0.13 (28)
Volumen ingerido (ul) | Borato de sodio 2.1+0.11 (30) 1.30£ 0.17 (25)
Acido borico 2.07 £ 0.14 (29) 0.43+0.10 (22)
Control 73+ 6 (32) 39+ 4 (28)
Tiempo de ingestion (s)| Borato de sodio 66+ 5 (30) 41+5 (25)
Acido bérico 65+ 6 (29) 22+5(22)
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Figura 4.3. Comportamiento durante la ingestion de solucién azucarada control, eto tesodio o
acido horico 5 % p/v para hormigas con ghaD) y baja(E-H) motivacion recolectoragA y E)
Aceptacion de la solucion. Porcentaje de hormigas que ingirieron la sobité@ida en la arena de
registro respecto al total de hormigas ensayd@ag.F) Tasa de ingestion (media + error estandar)
(C y G) Frecuencia de bombeo. Las cajas muestran los cuartiles, las lineas horiziemtatese las
cajas indican la mediana y los bigotes muestran los valores extr@np$i) Volumen de solucién
incorporado por cada bombeo (media + error estandar). La diferencia enie tes cada grupo
(indicados entre paréntesis) se debe a que algunas sefales registradasofiem@gyares y no

pudieron analizarse por completo para obtener todos los datos * p, ¢*(p0< 0.01, *** p < 0.001.
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Figura 4.4. Ejemplos de sefiales eléctricas obtenidas durante la ingestjéj si@lucion de sacarosa
30% p/p control(B) con borato de sodio 5% p/v(€) con &cido bérico 5% p/v. Se muestran los 10

segundos iniciales de cada ingesta.

Una Unica ingestion de toxico resultod suficiente para aumentaortalidad
respecto al control. En la situacién de aceptacion total, las hormigas que ingirieron
toxico alcanzaron el 50% de mortalidad 3 dias después de la ingestion,
independientemente del téxico ingerido (Fig. 4.5A). En situacion de aceptacion
parcial, el grupo de hormigas que ingiri6 borato de sodio alcanzé el 50% de
mortalidad 2 dias después de la ingesta mientras que el que ingiri6 acido borico lo
hizo a los 5 dias (Fig. 4.5B). Estos resultados responden, seguramente, a la mayor
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cantidad de toxico incorporado (Aceptacion totap;, k- 76 = 61, p < 0.0001;
Kruskal-Wallis. ctr vs bor: Q = 5.63, sigmrtr vs ac: Q = 7.20, sign.; bor vs ac: Q =
2.15, n.s.; VC = 2.39; contrastes de Dunn. Aceptacion parcigl:-Hs= 61.02, p<

0.0001; Kruskal-Wallis. ctr vs bor: Q = 7.00, sigetr vs ac: Q = 4.51, sign.; bor vs

ac: Q = 3.46, sign.; VC = 2.39; contrastes de Dunn. Tabla 4.2). En ambos grupos, las
hormigas control alcanzaron el 50% de mortalidad entre los 11 y 14 dias luego del
registro (Fig. 4.5).

Tabla 4.2. Cantidad de téxico ingeridqug, media + error estdndar) en condiciones de alta y baja

motivacion recolectora. Los valores se calcularon para cada hormiga en leasergentracion

conocidadd téxico en la solucién y el volumen de solucién ingeridg (e toxico ingerido =

volumen de solucién ingeridalf * concentracién del téxico en la solucién (piy/* 10

Solucién ingerida

Aceptacion total

Aceptacion parcial

Control

00 (32)

020 (28)

Borato de sodio

105.6+ 5.4 (30)

651+ 8.5 (25)

Acido borico 103.7+ 6.9 (29) 22.0+ 49 (22)
A B
100 - 100 +
S 8o} S 8ot
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Figura 4.5. Curva de mortalidad de hormigas que ingirieron solucién de sacartsal,ccon borato

de sodio o acido borico 5% p/v. Porcentaje de hormigas muertasoédnfaie los dias transcurridos
desde la ingestién del cebo para hormigas del gi@p@ceptacion total yB) aceptacion parcial de
una solucion control. La linea punteada cruza cada curva indicando el tieanpoutrido hasta

alcanzar una mortalidad del 50%.
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4.4. DISCUSION

En este capitulo hemos visto que la aceptacion e ingestion de soluciones
azucaradas con el agregado de compuestos borados en hormigas C. mus depende del
estado motivacional de las obreras forrajeras y de la naturaleza de la sustancia
utilizada. El borato de sodio, de igual efectividad toxica que el &cido bérico, es
aceptado ampliamente aun cuando esta4 presente en altas concentraciones en la
solucion. Sin embargo, el &cido bdrico solo es aceptado y consumido en igual medida
que una solucion sin toxico cuando la colonia tiene una alta motivacion recolectora,
0 sea, requerimientos de azUcares relativamente altos.

Estudios realizados en la hormiga Solenopsis invicta mostraron una reduccion
del consumo cuando la concentracidon de acido borico alcanzé el 5% p/v (Klotz et al.,
1997). En la hormiga argentina (Linepithema humile) no se observaron diferencias en
la preferencia entre el acido y el borato hasta concentraciones del 1%, ni aun
equiparando el pH o cantidad de Na presente en ambas soluciones, mostrando que
ambos compuestos son igualmente toxicos y palatables (Klotz et al., 2000). En ese
mismo estudio se ha demostrado que el acido borico resulta fago-repelente en
concentraciones de 2 y 4 % p/v para esa especie (Klotz et al., 2000). Sin embargo,
trabajos realizados en nuestro laboratorio han mostrado que la hormiga argentina en
situaciones de baja motivacion recolectora (utilizando bajas concentraciones de
sacarosa en la solucion cebo), al contrario de C. mus, rechaza la solucion
conteniendo borato de sodio 5% p/v y acepta en igual medida que la control a la
solucion con acido borico 5% p/v (Sola et al., en preparacién). Para Solepopsis
Linephitema se propuso que el formulado del cebo debe contener hasta 1% del
compuesto borado para no generar fago-repelencia (Klotz et al., 2000), la que se
incrementa alin mas con la saciedad de las colonias (O'Brien y Hooper-Bui, 2005).
En C. mus soluciones con concentraciones del 5% de borato de sodio no son
rechazadas, aun en condiciones de baja motivacién recolectora. Esto evidencia que al
momento de desarrollar un protocolo de administracion de cebos debe considerarse
la biologia Unica de cada especie (Field et al 2007).

Durante nuestros experimentos, el agregado de acido bdérico a la solucion
azucarada modificd drasticamente su pH. Al adicionar 5% p/v de acido bdrico a la
solucion de sacarosa, el pH disminuy6 de 7 (solucién control) a 4, mientras que el

agregado de 5% p/v de borato de sodio llevé ese valor a 9. Esto podria ser un factor
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gue modifique el comportamiento alimentario del insecto frente al cebo (Duyck et

al., 2004). Hemos observado que cuando las hormigas tienen baja motivacion
recolectora, la presencia de acido boérico en la solucién pareciera generar cierta
disfuncion en el accionar de la bomba de succion. Esto se evidencio tanto en las
sefales eléctricas como en una disminucidon en la carga de solucion por cada
contraccion de la bomba.

El mecanismo de accion de los compuestos borados en hormigas no se ha
descripto hasta el momento. Sin embargo, estudios realizados en cucarachas
mostraron que la ingestion de acido boérico produce la destruccion del epitelio del
estomodeo y el mesenterdn. Por esta via, la causa Ultima més probable de muerte de

los insectos seria por ayuno (Cochran, 1995; Habes et al., 2006)

Para maximizar la eficiencia de los mecanismos de control de hormigas
carpinteras por administracion de cebos alimentarios, resulta fundamental el estudio
del comportamiento de recoleccion de soluciones azucaradas ya que son
consideradas como un cebo apropiado para estos insectos sociales. En resumen, aqui
encontramos que el uso de la sal en vez del acido permitiria agregar toxico al cebo
alimentario en cantidades suficientes para obtener una toxicidad méaxima, sin

minimizar la aceptacion y recoleccion del mismo en cualquier situacion.
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5

UMBRALES DE ACEPTACION DE SACAROSA

5.1. INTRODUCCION

El sentido del gusto se ha desarrollado como un regulador dominante y
conductor del comportamiento alimentario en animales (Yarmolinsky et al., 2009).
Cuando un insecto encuentra un potencial alimento, primero lo evallda en busca de
compuestos nutricionalmente relevantes y/o nocivos. Luego, y de acuerdo a las
sustancias detectadas, se disparan comportamientos innatos llevando a la aceptacion
0 rechazo del alimento hallado (Chapman, 198&molinsky et al., 2009). Sin
embargo, lgpercepcionde diferentes sustancias quimicas puede variar en funcion de
distintos factores, un fendbmeno bien conocido tanto en invertebrados como en
vertebrados. Esto lleva a que la aceptacion o rechazo de un alimento, al igual que lo
que ocurre con el comportamiento durante la ingestiébn, no solo dependa de las
caracteristicas intrinsecas del alimento sino que también sea modulado por el estado
fisiol6gico del animal (Capitulo 4).

Dependiendo del modelo animal, se han establecido distintas formas de medir
la respuesta a estimulos gustativos de manera controlada en el laboratorio. Los
azucares son fago-estimulantes en la mayoria de los insectos fitéfagos. Existen
protocolos estandarizados para medir el umbral de respuesta al azicar (URA) en
moscas (Sudlow et al., 1987; Edgecomb et al., 1987; Scheiner et al., 2004) y abejas
(Page et al., 1998). En hormigas, aunque muchos trabajos han analizado la
modulacién de comportamientos complejos en respuesta a la estimulacion con
soluciones de distintas concentraciones de azucar, solo unos pocos abordan el estudio
del umbral de percepcion a nivel individual (Wada et al., 2001).

El paradigma experimental ampliamente aceptado para medir el URA en
abejas se basa en la respuesta refleja de extension de la proboscide frente a la

estimulacién con solucion azucarada en las antenas (Page et al.,, 1998). Este
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procedimiento se realiza con las abejas encepadas; esto es, las abejas amarradas
donde solo pueden mover libremente las antenas y las piezas bucales. En moscas, a
su vez, los umbrales se miden mediante la extension de la probdscide tras la
estimulacion en patas o piezas bucales (Sudlow et al., 1987; Edgecomb et al., 1987;
Scheiner et al., 2004). Ya que las hormigas no poseen las piezas bucales
diferenciadas en una probdscide, la respuesta al aztcar en condiciones de movimiento
restringido (encepadas) puede evidenciarse mediante la extension del complejo
labio-maxilar. Sin embargo, y aunque han sido escasos los trabajos publicados en
este topico, lejos de consensuar un protocolo Unico para el estudio de esta respuesta
en distintas hormigas, distintos paradigmas han sido utilizados aun para un mismo
género. Por un lado, un trabajo desarrollado en hormigas Camponotus japonicus
encepadas estudid los umbrales de respuesta ante distintas sustancias cuantificando
movimientos del complejo labio-maxilar ante la estimulacion en palpos (Wada et al.,
2001). Por otro lado, se ha demostrado como hormigas de la especie Camponotus
aethiops pueden ser sometidas exitosamente a un protocolo de condicionamiento
olfativo aplicando, al igual que en abejas, la estimulacion con solucion azucarada en
antenas y registrando la respuesta de extension del complejo labio-maxilar (MaLER,
Guerrieri y d"Ettorre, 2010). Sin embargo, esta respuesta en hormigas no siempre es
provocada por simple estimulacion en antenas y muchas veces ocurre después de
tocar las piezas bucales con solucion azucarada (Falibene, obs. pers.; Guerrieri, com.
pers.). Ademas, hemos observado en pruebas preliminares que algunas veces las
hormigas encepadas de la especie C. mus presentan el complejo labio-maxilar
extendido, con la glosa expuesta de manera inmévil aun antes de ser estimuladas y
otras veces solo extienden el complejo parcialmente luego de la estimulacion. Esto
lleva a que la cuantificacion de esta respuesta sea ambigua y plantea la necesidad de
considerar un tipo de respuesta que no genere dudas al ser cuantificada durante el
desarrollo de un protocolo de medicién de umbrales para esta y otras especies.

Como ya hemos visto, las hormigas ingieren liquidos por succién o lamiendo
(Paul y Roces, 2003). Algunas especies siempre lamen mientras que otras, como C.
mus, lamen o succionan dependiendo de la cantidad de solucién disponible (Josens y
Roces 2000; Paul y Roces, 2003) “lengiicteo” es causado por la estimulacion con
azucar e implica un movimiento en el cual la glosa (la parte distal del labio), es
extendida y retraida repetidamente para llevar el liquido hacia la boca (Josens y

Roces, 2000; Paul y Roces, 2003); se han cuantificado de cuatro a cinco de estos
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ciclos por segundo (Paul y Roces, 2003). Este comportamiento es muy conspicuo
observado bajo lupa y, por lo tanto, podria ser cuantificado sin ambigiiedad como
una respuesta en individuos encepados.

En hormigas, pese a que los efectos del estado fisioloégico o nivel
motivacional sobre la ingestion de néctar han sido bien estudiados, solo unos pocos
trabajos han examinadmmo el estado motivacional de la forrajera influye sobre la
aceptacion de alimento (Josens y Roces, 2000; Silverman y Roulston, 2001; Kay,
2002). Dichos estudios resultan incompletos desde el punto de vista del analisis del
umbral de deteccidén de sustancias ya que fueron realizados ofreciendo una solucion
de una Unica concentracion o fueron realizados bajo condiciones de libre caminata.
En el mismo sentido, de los dos capitulos previos se desprende la necesidad de
desarrollar un protocolo estandarizado capaz de evaluar la percepcidn de sustancias
azucaradas bajo condiciones controladas. Aqui nos proponemos estudiar como el
ayuno afecta el umbral de aceptacién de azucares a nivel individual en .C. mus
Considerando la falta de consenso en el paradigma a utilizar, en primer lugar nos
preguntamos cudl es el tipo de estimulacion adecuada para este insecto, y cual la
respuesta Optima a cuantificar. En segundo lugar, se puso a punto un protocolo capaz
de medir los umbrales de respuesta al azlcar en hormigas y, por ultimo, se
compararon las respuestas de hormigas C. mus bajo distintos niveles de privacién de
azucares. Los procedimientos utilizados en C. mus fueron probados en otras especies
de hormigas con distintos habitos alimentarios, resultados que aparecen detallados en
el Anexo A.

5.1.1. Objetivos

« Estudiar el comportamiento de las hormigas encepadas ante la estimulacion
con solucién azucarada, identificando el tipo apropiado de estimulacién y una
respuesta capaz de ser evaluada sin ambigiedad.

«»+ Desarrollar y poner a punto un protocolo que permita medir los umbrales de
respuesta al azucar en hormigas bajo distintas condiciones experimentales o
tratamientos.

s Comparar el umbral de respuesta al azucar en hormigas con distintos niveles

de reserva de carbohidratos.
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5.2. MATERIALES Y METODOS

5.2.1. Respuesta a la estimulaci@n palposy antenas

Se evalud la respuesta a la estimulacion con sacarosa en antenas y palpos
(maxilares y labiales) en hormigas forrajeras de C. mus. Para llevar a cabo este
procedimiento las hormigas fueron primero anestesiadas. Cada individuo se colocé
en un tubo tipo Eppendorf (1.5 ml) que fue sumergido en hielo de 2 a 4 minutos,
hasta los primeros signos de inmovilidad. Luego, las hormigas se enceparon
utilizando tips de micropipeta (2000 pl) cuyo extremo habia sido cortado. Solo la
cabeza de los individuos fue expuesta a través de este agujero, asegurandolos con
cinta adhesiva de manera que solo pudieran mover libremente sus antenas y piezas
bucales (Fig. 5.1). Grupos de 20 a 30 hormigas fueron encepados cada vez. El
procedimiento de montado duré alrededor de 40 minutos y la evaluacion comenzé 1
hora después de que la ultima hormiga fue montada en el cepo, periodo durante el
cual las hormigas fueron dejadas en oscuridad para su aclimatacion. Previo a la
medicion, se ofrecié agua a cada individuo tocando sus piezas bucales con un palillo

embebido en agua y se le permitié tomar hasta saciedad.

Figura 5.1. Hormigas C. mus encepadas. Los individuos son anestesiados gnniidatados de
manera tal que la cabeza quede expuesta y las antenas y piezas bucales libeebakaadican los

palpos labialespl) y maxilares jgm).
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Los individuos, luego de encepados, se separaron al azar en dos grupos. La
estimulacién se llevé a cabo tocando las antenas o los palpos con un palillo de
madera embebido con solucién de sacarosa 50% p/p. En un grupo, las hormigas
fueron estimuladas primero en las antenas y en segundo lugar en los palpos (grupo
antena/palpo) mientras que el otro recibidé primero la estimulacion en los palpos y
luego en antenas (grupo palpo/antena). El intervalo inter-estimulo varié entre 4 y 5
minutos. En cada individuo se evaludé la respuesta considerandose positiva si la
hormiga lamié al ser estimulada y negativa si este comportamiento estuvo ausente
(Fig. 5.2).

Se calcul6 la proporcion de respuestas positivas como la proporcién de
hormigas que lamieron en respuesta a alguna de las dos estimulaciones (antena o
palpo) con respecto al numero total de hormigas encepadas. Luego, y considerando
solamente las hormigas que mostraron una respuesta durante la evaluacién, se
calcul6 la proporcion de respuestas a la estimulacion en antena como el nUmero de
respuestas positivas a la estimulacion en antena dividido por el niumero total de
hormigas que respondieron positivamente a uno o los dos estimulos. Del mismo
modo, se calculd la proporcion de respuestas a la estimulacion en palpos. Ambas
proporciones fueron obtenidas independientemente para cada grupo (antena/palpo y
palpo/antena). Cabe resaltar que si las hormigas lamieron en respuesta a los dos
estimulos, la suma de las proporciones de respuesta a antenas y palpos para cada

grupo resultaria mayor que 1.

Este procedimiento es novedoso y fue puesto a punto durante la realizacion
de esta tesis, utilizando -ademéas de C. mus- hormigas silvestres de 7 especies
distintas: Acromyrmex lundi, Cephalotes jheringi, Crematogaster sp., Solenopsis
richteri (Myrmicinae), Camponotus punctulatus (Formicinae), Linepithema humile
(Dolichoderinae) y Pseudomyrmex sp. (Pseudomyrmecinae). Los resultados se

muestran en el Anexo A de la presente tesis.
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Figura 5.2. Respuesta de C. mus a la estimulacién en palpos con solucion de sééarBsapuesta
negativa. Hormiga con las piezas bucales retraidas al ser estimulada con una delgeiéarosa de
una concentracion sub-umbréi®) Respuesta positiva. Hormiga lamiendo al ser estimulada con una

solucion de sacarosa de concentraciéon umbral.

5.2.2. Umbral de aceptacion de sacarosa (UAS): efecto de la reserva de azUcares

5.2.2.1. Grupos experimentales.

Hormigas C. mus de un mismo nido de laboratorio previamente ayunado
fueron separadas en dos grupos de igual tamafio (N = 40). Ambos grupos fueron
alimentados al mismo tiempo con una solucién de sacarosa 20% p/p; uno de los
grupos con una cantidad de solucién equivalente al@dar individuo y el otro con
una cantidad 10 veces mayor, es deciryd ffor individuo. De esta forma, el tiempo
transcurrido desde la ultima ingesta y la calidad de este alimento fue equivalente para
los dos grupos y solo el nivel de reserva de hidratos de carbono varié entre ellos. Las

hormigas fueron mantenidas con libre acceso a agua hasta el dia siguiente.

5.2.2.2. Protocolo para medir el UAS.

El dia de la evaluacion, las hormigas fueron anestesiadas y encepadas como
fue descrito previamente. Antes de la medicion, se ofrecié agua a cada individuo y se
le permiti6 tomar hasta saciedad. Considerando los resultados obtenidos para el
punto anterior, la estimulacion con solucion de sacarosa en C. mus se llevd a cabo
tocando los palpos con un palillo de madera embebido en solucion de sacarosa de
0.3, 1, 3, 10, 30 6 50% (p/p). Estas concentraciones fueron presentadas a cada
hormiga en orden ascendente. Antes del primer ensayo con solucién azucarada y

entre cada ensayo consecutivo, se evalud la respuesta de las hormigas al agua de la
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misma forma pero embebiendo el palillo en agua. El intervalo inter-estimulo varié
entre 4 y 5 minutos.

Cuando la estimulacion provoco la extension del complejo, se contacto el
mismo con solucion azucarada. La respuesta fue considerada positiva cuando las
hormigas lamieron después de contactar la soluciébn y negativa cuando no
presentaron este comportamiento (Fig. 5.2). Todas las hormigas fueron estimuladas
con concentraciones crecientes de azUcar hasta que presentaron la primera respuesta
positiva. Luego, fueron apartadas del grupo. La minima concentracion de azucar que
provoco una respuesta positiva en cada hormiga fue considerada como el valor de su
UAS, un indicador del nivel de respuesta al azlcar.

Por otro lado, con el fin de corroborar que este protocolo de medicion de
umbrales es adecuado para hormigas de distintas especies, se midié6 y comparo el
UAS en hormigas silvestres de 4 especies distintas, incluyendo C. mus. Los
resultados se detallan en el Anexo A.

5.2.3. Analisis estadistico

En el experimento de respuesta a la estimulacion de palpos y astenas
comparo la proporcion de respuestas positivas al primer estimulo entre los dos
grupos (antena en el grupo antena/palpo y palpo en grupo palpo/antena) mediante un
analisis de diferencia de proporciones.

Con el objetivo de comparar estadisticamente las respuestas de UAS entre los
grupos con distinto nivel de reserva de carbohidratos, se asigné un puntaje a cada
hormiga segun su respuesta. Aquellas que respondieron positivamente a la primer
solucion presentada (0.3% p/p) recibieron un puntaje de 1; si la respuesta se mostro
por primera vez al presentarles la segunda concentracion, el puntaje asignado fue de
2; y asi sucesivamente. De esta forma y considerando que fueron evaluadas 6
concentraciones distintas, el puntaje de UAS de cada individuo podia oscilar entre 1
y 6. Los valores de puntaje de los distintos grupos fueron comparados por Kruskal-
Wallis ya que este tipo de datos no cumplen con los supuestos de homogeneidad de
varianza (Sokal y Rohlf, 2000). Las hormigas que mostraron una respuesta positiva a
la presentacion de agua inmediatamente antes de la primera respuesta positiva al
azucar y las que no respondieron a ninguna de las concentraciones presentadas

fueron eliminadas del andlisis.
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5.3. RESULTADOS

5.3.1. Respuesta a la estimulaci@n palpos y antenas

Las hormigas C. mus respondieron diferencialmente a la estimulacion en
antenas y palpos. Los dos grupos de hormigas respondieron a alguna de las dos
estimulaciones en porcentajes similares: 93% de las hormigas encepadas de los
grupos antena/palpo y 86% del grupo palpo/antena mostraron una respuesta positiva
a la estimulacion en antenas y/o palpos. Al comparar la proporcion de respuesta
encontramos que C. mus responde preferentemente a la estimulacion en palpos,
siendo la respuesta en antenas casi nula (Fig. 5.3). Esta diferencia pudo analizarse
estadisticamente al comparar la proporcion de respuestas positivas al primer estimulo
entre los dos grupos (antena en el grupo antena/palpo y palpo en palpo/antena) (p <
0.001; analisis de diferencia de proporciones). Las hormigas mostraron ademas un
incremento en la respuesta en antenas al ser previamente estimuladas en sus palpos
(Fig. 5.3). Una respuesta inicial de 0.04 (grupo antena/palpo) se incrementé a 0.35 en

el grupo palpo/antena.
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Figura 5.3. Proporcion de respuestas positivas de C. mus al ser estimulada enypalgenas con
solucién de sacarosa. Cada hormiga recibi6 los dos tipos de estimulacianes gestinto orden: un
grupo fue estimulado primero en antenas y en segundo lugalpas (antena/palpo) y el otro grupo

recibio las estimulaciones en el orden inverso (palpo/antena).
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5.3.2. UAS. Efecto del nivel de reserva de azAlc

Se compar6 el UAS de hormigas C. mus con diferentes niveles de reserva de
azucar. Los individuos que habian ingerido un volumen mayor de so{adigif) el
dia anterior a la evaluacion mostraron un puntaje de UAS significativamente mayor
que el grupo de hormigas que ingirié un volumen ménapl) (Hy n=9= 22.38, p
< 0.0001; Kruskal-Wallis. Fig. 5.4). Mientras que el UAS de las hormigas
provenientes del grupo alimentado con menor volumen de solucién fue de 3% p/p
(moda), las hormigas alimentadas con un volumen de soluciébn mayor respondieron

en su mayoria a la concentracion de 10% p/p.
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Figura 5.4. Distribucién de UAS para hormigas C. mus con distinto nivel de reserhad¢os de
carbono. Ambos grupos provenian de una colonia previamente ayufisetary alimentados con la
misma solucién un dia antes de la evaluacion: uno de ellos recibié una canqtidzdente a 0.l
por hormiga (N = 50) mientras que el otro recibi6é una equivakettel por individuo(N = 46). Las
barras indican la proporcion de respuestas positivas a las distintas concesgrgeionescala
logaritmicg; las lineas indican la proporcion de respuesta acumulada. Figura inserta: ihtA®
para cada grupo. Las lineas horizontales gruesas representan la medianaslasueairan los

percentiles 25 y 50, los bigotes muestran los valores extremos y los ciosubasliers.
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5.4. DISCUSION

En este capitulo logramos desarrollar un método capaz de medir y comparar
la percepcion de azucar en hormigas bajo condiciones controladas. EI UAS pudo
medirse con suficiente sensibilidad como para detectar diferencias entre distintos
estados de ayuno mediante la cuantificacion de la ocurrencia de lengueteo luego de la
estimulacién con azucar. Nuestros resultados mostraron que el nivel de reserva de
carbohidratos (que estaria dado por el volumen de solucion ingerido en la dltima
ingesta) modifica el umbral de aceptacion de azlcar en esta hormiga, siendo menor
en individuos que poseen menores reservas, es decir, hormigas mas ayunadas
responden a concentraciones menores de azUcar. Considerando que el tiempo
transcurrido desde la ultima ingesta y la calidad del alimento no se modificé entre
grupos, los cambios observados en el UAS podrian ser consecuencia de un cambio
en la sensibilidad al azlucar asociado al nivel de reserva de azlcares. En otros
insectos también se ha observado que esta respuesta cambia de acuerdo al tiempo
transcurrido desde la ultima ingesta y a la calidad del alimento ingerido en ese evento
(moscas: Edgecomb et al., 1987; Sudlow et al., 1987; abejas: Page et gl., 1998
Martinez y Farina, 2008 Esto demuestra que la respuesta al azUcar podria ser un
indicador del estado interno o de la motivacion en los insectos que se alimentan de
néctar.

Los insectos pueden tener receptores gustativos en todo el cuerpo,
encontrdndose en mayor densidad en las piezas bucales y, en menor niamero, en
antenas (Chapman, 1998). Mas alla de la marcada variacién dependiente del ayuno,
el umbral de respuesta de receptores especificos cambia también dentro del mismo
individuo segun su localizacion; por ejemplo, en moscas el umbral de respuesta al
azucar es mayor en los tarsos que en las piezas bucales (Sudlow et al., 1987). En
hormigas la respuesta al azlUcar varia enormemente entre especies, remarcando la
importancia de identificar el sitio apropiado de estimulacién para cada una en
particular. Aun dentro del mismo género, distintas especies responden distinto al ser
estimuladas en antenas y palpos, como es el caso del género Campurestres
resultados muestran que C. mus responde principalmente a la estimulacion en palpos
mientras que C. punctulatus lame indistintamente en respuesta a la estimulacion en
palpos y antenas (ver Anexo A). Ademas, C. aethiops responde extendiendo el

complejo labio-maxilar (MaLER) consistentemente durante un condicionamiento de
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aprendizaje asociativo luego de la estimulacién en antenas (GugrdéeEttorre,

2010) y C. japonicus extiende y mueve la glosa después de ser estimulada en palpos
(Wada et al., 2001). Esta respuesta también varia en especies pertenecientes a otros
géneros y que poseen distintos habitos alimentarios (Anexo A). Estas diferencias
podrian estar dadas por una densidad diferencial de quimiosensilias en antenas vy
palpos o bien por diferencias en el umbral de deteccién de dichas sensilias.

En hormigas, algunos trabajos han estudiado las preferencias entre distintos
azucares o0 sustancias asi como también la respuesta ante distintas concentraciones de
dichos azucares (Lanza et al. 1993; VOolkl et al., 1999; Tinti y Nofre, 2001; Wada et
al. 2001; Kay, 2002; Boevé y Wackers, 2008)n embargo, la mayoria de estos
trabajos lo han hecho de manera poco controlada, con animales en libre movimiento
e incluso recolectando en forma grupal. Lo mismo ocurre en referencia al estudio de
la modulacion de esta respuesta segun el estado fisiol6gico de los individuos. Por
ejemplo, se han reportado diferencias en la aceptacién de soluciones de sacarosa
recolectadas en forma grupal en hormigas de la especie L. humile y Dorymyrmex
smithi sometidas a distintos ayunos, contabilizando la aceptacion como la cantidad
de hormigas presentes en un unico alimentador (Silverman y Roulston, 2001) o la
aceptacion/rechazo individual en alimentadores con distintas concentraciones durante
la recoleccion grupal (Kay, 2002). Este método puede dar idea sobre el
comportamiento de la colonia pero no da informacién precisa sobre los umbrales de
aceptacion individuales ya que también entran en juego procesos comportamentales
complejos y fendmenos de interaccion entre individuos. Por ejemplo, se ha reportado
qgue la informacidbn que una obrera recolectora recibe durante el proceso de
reclutamiento modula la evaluacién que realiza del recurso (Roces, 1993). Por otro
lado, Josens y Roces (2000) estudiaron la aceptacion individual de una solucién de
sacarosa de concentracion determinada (10% p/p) pero, al igual que el otro trabajo,
no se tuvo informacién sobre la concentracion de aceptacion umbral. Wada y
colaboradores (2001), por el contrario, realizaron sus experimentos con hormigas
encepadas y bajo condiciones controladas y lograron detectar umbrales de aceptacion

de azucares y el efecto de sustancias fago-estimulantes.

El estudio de la percepcion del gusto en insectos sociales permite relacionar
este tOpico no solo con aspectos de la biologia individual sino también con aquellos

aspectos relacionados con la biologia social y la organizacion de la colonia. Es asi
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como en abejas, gracias a la existencia de un protocolo bien estandarizado para medir
umbrales, se ha podido estudiar la relacion entre los umbrales de respuesta con el
genotipo, el rol del individuo en la colonia, el estado nutricional, la calidad de
alimento circulante en la colonia, etc. (Page et al., 1998; Pankiw y Page, 1999;
Pankiw y Page, 2000; Pankiw et al., 2001; Pankiw et al., 2004; Martinez y Farina,
2008). Las hormigas son insectos sociales que ademas presentan una gran diversidad
de historias de vida y comunmente muestran polimorfismo en la casta obrera. Incluir

a las hormigas como un nuevo modelo en estudios de sensibilidad gustativa ayudara
a un mejor entendimiento de muchos aspectos relacionados con las funciones
individuales, la estructura social, la organizacién del grupo, patrones de interaccion y

relaciones entre individuos en insectos sociales.
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6

EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE EL
COMPORTAMIENTO ALIMENTARIO

6.1. INTRODUCCION

En un habitat natural las condiciones ambientales fluctian regularmente con
la hora del dia, los dias y los ciclos estacionales. Todos los seres vivos ajustan sus
sistemas fisiolégicos y su comportamiento de acuerdo a estas variaciones. En
particular, para los animales ectotermos como los insectos (cuya temperatura
corporal es variable y dependiente de la temperatura ambiental), la temperatura es un
factor abiotico crucial que tiene gran influencia en su desarrollo, comportamiento y
fisiologia. De ella dependen la velocidad de todos los procesos bioquimicos que
subyacen su actividad, dando como resultado que los sistemas fisioldgicos funcionen
Optimamente dentro de un rango limitado de temperatura, que dependera del
ambiente natural del insecto (Chapman, 1998).

Para las hormigas existe una dependencia casi completa de la actividad con la
temperatura (Holldobler y Wilson, 1990; Heinrich, 1993). En el interior del nido las
condiciones se mantienen relativamente constantes y controladas, pero una vez fuera
de él, las hormigas rapidamente adquieren una temperatura corporal que es impuesta
por el ambiente (Heinrich, 1993). Por este motivo, la temperatura externa es
especialmente decisiva para todas las actividades relacionadas con el forrajeo.
Dependiendo del ambiente en donde habita y en donde ha evolucionado, cada
especie es tolerante a un rango de temperatura especifico, dentro del cual los
individuos activan determinados comportamientos (Holldobler y Wilson, 1990).
Como ejemplo, Hoélldobler y Wilson (1990) han resumido trabajos de diversos
autores en una lista de 43 especies distintas de hormigas cuya actividad recolectora
esta acotada a un rango de temperatura especie-especifico; y decenas mas de trabajos

han sido publicados en este topico (por ejemplo, Cerda et al., 1998; Pol y Lopez de
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Casenave, 2004; Bucy y Breed, 2006). En el mismo sentido, la velocidad de
locomocion y el reclutamiento también son profundamente modulados por este factor
(Holldobler y Wilson, 1990; Heinrich, 1993; Cassill y Tschinkel, 2000; van
Oudenhove et al., 2011; Azcarate et al., 2007; Hurlbert et al., 2008; Bollazzi y Roces,
2011). Pese a la abundante bibliografia sobre este tépico en hormigas, muy pocos
han estudiado el efecto de la temperatura sobre variables relacionadas con la
dinamica de ingestion de néctar (Bonser et al., 1998). Considerando el efecto de la
temperatura corporal y la tasa metabdlica sobre la actividad muscular en insectos
(Heinrich, 1993) y que el mecanismo que subyace a la succién de néctar en hormigas
radica en la actividad muscular (de la bomba de succion), es probable que dicha
actividad se vea afectada por la temperatura. En este capitulo proponemos abordar
este tema, analizando de qué manera las fluctuaciones de la temperaturaehfectan

comportamiento alimentario en la hormiga C. mus.

6.1.1. Objetivos

X Estudiar el comportamiento alimentario y la dinAmica de ingestion en
condiciones naturales de hormigas C. mus, a lo largo del dia en diferentes épocas
del afio.

X Evaluar el efecto de la temperatura sobre el comportamiento alimentario y

la actividad de la bomba de succién en condiciones controladas de laboratorio.

6.2. MATERIALES Y METODOS

6.2.1. Comportamiento alimentario de hormigas en condiciones naturales

Se registr6 el comportamiento alimentario en condiciones naturales de
hormigas C. mus de nidos encontrados en areas urbanas. Se identific6 una colonia
(localizada en 34° 33" S, 58° 33" O), con la que se realizé un seguimiento de las
hormigas recolectoras en distintos momentos del afio, registrando el comportamiento
alimentario a lo largo del dia. Para ello, se utilizé el mismo dispositivo de registro de
la actividad de la bomba de succion usado en el laboratorio pero conectado a una

computadora portatil. Cada dia de registro (distintas fechas a lo largo del afio) se
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coloco la arena de registro, bajo sombra, en una zona cercana a los sitio de
recoleccion y el camino de forrajeo (Fig. 6.1). Comenzando aproximadamente a las 8
a.m., se observé la presencia/ausencia de hormigas en el camino de forrajeo ya
establecido. En el momento que se comenz0 a observar actividad, se tomaron
hormigas desde el camino colocando un palillo de madera y esperando que los
individuos caminaran sobre €l. Una vez que una hormiga se posicionaba sobre el
palillo, era rapidamente trasladada y colocada en la arena de registro, donde accedia
a la solucion alli ofrecida (sacarosa 30% p/p) y la sefial eléctrica generada durante la
ingestion era registrada. En ese instante se registraba ademas la hora, la temperatura
y la humedad relativa en la zona de la arena. Al finalizar la ingestion, se le parmitia

la hormiga retirarse sin perturbaciones y regresar al nido. Este procedimiento se
repitié hasta que las hormigas comenzaron a llegar por su cuenta a la arena. A partir
de ese momento se continud la toma de datos registedndandividuos reclutados

(sin tomar hormigas desde el camino de forrajeo).

Figura 6.1. Arena de registro durante lo

experimentos realizados a campo.

6.2.1.1. Andlisis estadistico

Los datos se analizaron mediante una regresion con variables auxiliares o
dummies (Balzarini et al., 2008) utilizando el programa estadistico InfoStat (Di
Renzo et al.,, 2008). La frecuencia de bombeo fue determinada como la variable
dependiente y la temperatura como la variable regresora, incorporando el efecto del
dia de registro (fecha) como variable de clasificacion (7 niveles) a través del uso de
variables auxiliares. La fecha febrero de 2010 (Febfuétomada arbitrariamente
como valor de referencia. Para llevar a cabo la prueba de homogeneidad de
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pendientes y realizar las comparaciones que no son provistas por el analisis de la
varianza del modelo completo (el que solo otorga las comparaciones con el valor de
referencia), se realizaron contrastes tal como indica el manual del usuario del

InfoStat (Balzarini et al., 2008).

Por dltimo, con el fin de comparar la frecuencia de bombeo de distintas
fechas para una misma temperatura, se calcularon los intervalos de confianza para la
frecuencia estimada en tres temperaturas distintas: 17, 24 y 30 °C. Para cada
temperatura solo se consideraron las fechas en las cuales dichos valores se
encontraran dentro del rango registrado, es decir, no se realizaron extrapolaciones de

los datos.

6.2.2. Efecto de la temperatura bajo condiciones controladas de laboratorio

En base a los resultados encontrados en los registros a campo, decidimos
evaluar el efecto de la temperatura sobre el comportamiento alimentario y la
actividad de la bomba de succion bajo condiciones controladas en el laboratorio. Para
ello, se realiz6 una adaptacion del dispositivo utilizado previamente (detallado en la
seccién 2.2.2). El nuevo dispositivo (Fig. 6.2) consté de una arena de registro
ubicada dentro de una camara cuya temperatura era controlada. Las paredes y base
de dicha camara (20 x 12 x 12 cm) eran de poliestireno expandido y su tapa superior
de acrilico transparente, con una abertura (5 x 5 cm) para acceder al interior
produciendo el menor cambio de temperatura posible. La arena de registro estaba
constituida por un contenedor circular (6 cm de diametro, 3 cm de alto) con sus
paredes pintadas con fluon para evitar el escape de los animales. Una superficie de
2.5 cm de diametro en el centro de la arena estaba cubierta con papel de filtro y una
fina malla metélica. Del mismo modo que en el dispositivo descrito anteriormente,
un tubo tipo Eppendorf (0.5 ml) se ubicé a través de un orificio y se llend
completamente con solucién de sacarosa. Un electrodo estaba inmerso en la solucién
(electrodo de registro) mientras otro se encontraba en contacto con la malla metalica
(electrodo de referencia). Ambos electrodos salian de la camara a través de un
pequefio orificio y conducian la sefial hacia el amplificador, el conversor analégico-
digital y la PC, de la misma manera que fue descripto previamente. La arena de
registro se comunicaba con el exterior mediante un tubo a través del cual ingresaban

las hormigas. La temperatura de la cAmara se controld utilizando una bomba de flujo
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regulado que hacia circular aire por una serpentina de cobre ubicada dentro de un
bafio térmico. La humedad relativa, no controlada experimentalmente, era la
ambiental y fue medida durante todo el tiempo de registro dentro de la camara.

Se trabajo con colonias de C. mus mantenidas en nidos artificiales en el
laboratorio (23 + 3 °C), las cuales fueron privadas de carbohidratos por 10 + 3 dias.
Cada dia de registro, las hormigas recolectoras de la colonia utilizada ese dia fueron
tomadas individualmente desde la varilla vertical dentro del nido y colocadas en
pequefios frascos para ser pesadas (peso inicial). Luego, el frasco era conectado con
el tubo de acceso a la arena de registro dentro de la canwré.2y. Alli, se las
dejaba aclimatarse durante, por lo menos, 1.5 minutos y luego se registré la actividad
de la bomba de succion durante la ingestion de solucion de sacarosa 30% p/p. Al
finalizar la ingestion, los individuos fueron pesados nuevamente (peso final). Las
mediciones se realizaron a tres temperaturas distintas: 17, 24 y 30 °C
aproximadamente, asignando los individuos al azar e intercalando la temperatura de
registro a lo largo del dia. Cada hormiga registrada se mantuvo separada del resto de
la colonia para evitar pseudorréplica. Este procedimiento se llevé a cabo en distintos

dias con tres colonias diferentes.

Camara de temperatura regulada

Bomba de aire
entrada

_. arena deregistro

N ke > electrodos de registro 7
aamplificador’ ” > Bafio térmico

conversor { PC

Figura 6.2. Dispositivo utilizado para el registro de la actividad eléctrica de la bomba de succién
durante la ingestion de soluciones azucaradas bajo distintas temperaturasx{ para una

descripcion detallada).
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6.2.2.1. Analisis estadistico

Debido a que no se encontraron diferencias entre nidos, los datos se
analizaron mediante un ANOVA de un factor, realizando contrastes de Fisher cuando
era pertinente. En los casos en donde no se cumplieron los supuestos de normalidad
y/o de homogeneidad de varianza, se realizo el andlisis mediante Kruskal-Wallis,
contrastando los datos obtenidos bajo distintas temperaturas por el método de Dunn.

6.3. RESULTADOS

6.3.1. Comportamiento alimentario de hormigas en condiciones naturales

Estos registros se llevaron a cabo a lo largo de un dia en 7 fechas diferentes:
29 de septiembre (Sep 09), 22 de octubre (Oct 09) y 26 de noviembre de 2009 (Nov
09), 9 de enero (Ene 10), 18 de febrero (Feb 10), 30 de marzo (Mar 1@¢y 5
noviembre de 2010 (Nov 10). En cada dia, e independientemente del rango de
temperatura experimentado, se observo una fuerte relacién entre la variacion de la
temperatura y el comportamiento de las hormigas (Fig. 6.3). En primer lugar,
observamos que la actividad de forrajeo (la presencia/ausencia de individuos en el
camino principal) varié con las condiciones ambientales. Por ejemplo, no se observé
ningun tipo de actividad durante la mafiana y la caida de la tarde de Sep 09, cuando
la temperatura registrada fue inferior a 12 °C (area gris en Fig. 6.3A); Io mismo
ocurrié en Oct 09, cuando las temperaturas se encontraban por debajo de los 16 °C
por la mafana y los 20 °C por la tarde (area gris en Fig. 6.3B). Ambas situaciones,
ademas de bajas temperaturas, presentaron un alto porcentaje de humedad relativa en
el ambiente. Por otro lado, al superar los 38 °C en la tarde de Ene 10 también se
observé una fuerte depresion en la actividad de forrajeo (area gris en Fig. 6.3D). En
todas las fechas de registro, la temperatura ambiental correlacioné negativamente con

la humedad relativép < 0.01 para todas las fechas; correlacion de Pearson).
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Figura 6.3. Frecuencia de bombeo duran
la ingestion de solucion de sacarosa

condiciones naturales a lo largo del dia pi
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(B) y Noviembre del 2009C), Enero(D),
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del 2010. Cada punto es un registro, la lir
roja representa la temperatura y la linea a
la humedad relativa registrada en ca
momento. Dentro de cada gréfico, la bal
gris muestra el momento del dia en que
se registr6 actividad de forrajeo (ho
observaron hormigas en el camir
principal). La flecha verde indica €
momento en que las hormigas comenzal
a llegar por su cuenta a la arena de regis
En Sep 09, la ausencia de flecha indica ¢
todas las hormigas fueron llevadas a

arena desde el camino principal..
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En todos los casos, al comienzo del dia la temperatura fue relativamente baja
y en general alcanz6 su pico maximo entre las 15 y 16 h, para luego descender. La
frecuencia de bombeo mostré una fuerte relacion positiva con la temperatura
siguiendo una dinamica similar: frecuencias relativamente bajas al inicio del dia, que
incrementaron con el transcurso de las horas hasta promediar la tarde y luego
descendieron acompafado los cambios en la temperatura (Fig. 6.3). Esta relacion fue
analizada estadisticamente encontrandose una fuerte regresion lineal entre ambas
variables (r323= 88.7, p < 0.0001, regresion con variables auxiliares; ver Anexo B.
Fig. 6.4); a mayor temperatura, mayor fue la frecuencia de bombeo. Sin embargo,
observamos que dicha relacion no se mantuvo constante entre los distintos dias de
registro. Un aumento en una unidad de temperatura no produjo siempre el mismo
aumento en la frecuencia de bombeo (tabla 6.1). Esto se analiz6 mediante una prueba
de homogeneidad de pendientes (frecuencia en funcion de la temperatura)
encontrandose diferencias significativas para las fechas con temperaturas extremas
(tabla 6.2). En este sentido, Sep 09 (para las temperaturas mas bajas) y Ene 10 (para
las temperaturas mas altas) mostraron pendientes que no difieren entre si pero
resultaron significativamente menores que las halladas para los otros dias de registro
(Fig. 6.4). Mar 10y Nov 10 no se diferenciaron de Sep 09, pero tampoco de los otros

dias con temperaturas intermedias.

Tabla 6.1. Relacion lineal entre la frecuencia de bombeo y la temperatura para cadeefgistrada.

Se muestra ademas las temperaturas minimas y maximas en las que se tomaraen registro

Fecha Ecuacion de ajuste Rango de temperatura (°C)
Sep 09 F=1.01 + 0.04*T 13.7 - 18.6

Oct 09 F=-1.29 + 0.26*T 16-21.4

Nov 09 F=0.14 + 0.21*T 19.9-27.6

Ene 10 F=6.7 + 0.03*T 27.9 - 38.5

Feb 10 F=-1.82+0.29*T © 21.8-29.1

Mar 10 F=0.23 + 0.19*T 23.3-30.4

Nov 10 F=0.13 + 0.16*T 175-27.1

(*) Esta ecuacién no se obtuvo del modelo completo ya que esta fechanagatoomo valor de
referencia. En su lugar, se obtuvo realizando la regresion separadamenés jssible ya que las

ecuaciones que se obtienen por ambos métodos son las mismas (Balzarkzoe8hpl.,
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Sep 09
Oct 09
Nov 09 °
Ene 10
Feb 10
Mar 10
Nov 10
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Figura 6.4. Frecuencia de bombeo en funcién de la temperatura para cada fecha registraeddo(

para analisis estadistico).

Tabla 6.2 Comparacion entre las pendientes (frecuencia de bombeo en funciétedgpéaatura)
para los distintos dias de registro. Se muestran los valores de p obtenidos nuedigmiecba de

homogeneidad de varianza.

Sep 09 Oct 09 Nov 09 Ene 10 Feb10 Marl10 Nov 10
Sep 09 0.005 0.019 0.814 0.034 0.060 0.082
Oct 09 0.005 0.416 0.000 0.641 0.311 0.050
Nov 09 0.019 0.416 0.108 0.734 0.249
Ene 10 0.814 0.000 0.000 0.000 0.004 0.001
Feb 10 0.034 0.641 0.108 0.000 0.193 0.067
Mar 10 0.060 0.311 0.734 0.004 0.193 0.580
Nov 10 0.082 0.050 0.249 0.001 0.067 0.580

En adicion a lo expuesto anteriormente, en varios casos se observé que los
registros tomados a una misma temperatura mostraron distintas frecuencias de
bombeo en distintos momentos del afio. Para analizar esto se calcularon los

intervalos de confianza para los valores de frecuencia de cada dia para tres
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temperaturas distintas (17, 24 y 30 °C), considerandose solo las fechas en que dicha
temperatura se encontraba dentro del rango registrado (tabla 6.1; Fig. 6.5). De esta
forma se observé que a una temperatura ambiental de 17 °C, la frecuencia de bombeo
registrada en Sep 09 fue menor a la registrada en octubre del mismo afio (Oct 09); a
una temperatura de 24 °C, los registros tomados en Nov 10 presentaron una
frecuencia significativamente menor que los obtenidos durante Nov 09, lyésatO

10; por ultimo, en los registros realizados a 30 °C, las frecuencias registradas en Ene

10, Feb 10/ Mar 10 también resultaron significativamente diferentes entre si.
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Figura 6.5. Intervalo de confianza para la frecuencia de bombeo (frecuencia estimiduate: de
confianza deB5%) registrada a 17, 24 y 30 °C. Para cada temperatura, solo se amsidas fechas

en que dicha temperatura se encontraba dentro del rango registrado para ese dia.

6.3.2. Efecto de la temperatura bajo condiciones controladas de laboratorio

A fin de evaluar el efecto de la temperatura sobre la actividad de la bomba de
succion en forma controlada, hormigas recolectoras procedentes de colonias

mantenidas en laboratorio fueron sometidas a distintas temperaturas durante la
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recoleccién de solucién de sacarosa 30% p/p. Se realizaron los registros a 17 °C
(16.89 £ 0.06 °C, N = 37), 24 °C (23.61 £ 0.07 °C, N =37) y 30 °C (29.58 + 0.07 °C,
N = 39). La humedad relativa dentro de la camara presento fluctuaciones a lo largo
del dia que fueron compensadas entre los registros a distintas temperaturas ya que los
datos fueron tomados alternadamente. Es asi como el andlisis de los valores de
humedad relativa registrada dentro de la camara no varié con la temperatura de
registro (17 °C: 51.7 + 1.8, 24 °C: 50.9 + 1.7, 30 °C: 51.0 £ L 6i0E 0.069, p =
0.93; ANOVA).

Los registros de la actividad de la bomba de succion en estas condiciones
confirmaron los datos hallados en condiciones naturales, obseseamiduerte
efecto de la temperatura sobre el comportamiento alimentario. La aceptacion de la
solucion en la arena de registro fue de 84% (N = 44), 100% (N = 37) y 97% (N = 38)
cuando la caAmara se encontraba a 17, 24 y 30 °C, respectivamente. El volumen de
solucion ingerido aumento significativamente con la temperatyrgaofF 9.62, p =
0.0001;ANOVA. 17 vs 24 °C: p = 0.06; 17 vs 30 °C: p < 0.0001; 24 vs 30 °C: p =
0.02; contrastes de Fisher. Fig. 6.6A). El tiempo de ingestion también se vio afectado
(H2 N = 113= 47.42, p < 0.0001; Kruskal-Wallis. Fig 6.6B). A bajas temperaturas los
individuos invirtieron un tiempo significativamente mayor en la ingesta que a 24 y
30°C (17vs24°C: Q=6.18,p<0.0ar vs 30 °C: Q =7.74, p < 0.0024 vs 30
°C: Q = 2.02, p > 0.05; VC = 2.394; contrastes de Dunn). Por el contrario, la
cantidad de bombeos totales realizados durante la ingestion incrementé a altas
temperaturas ¢h10= 3,35, p = 0.039ANOVA. 17 vs 24 °C: p = 0.81; 17 vs 30 °C:
p =0.02; 24 vs 30 °C: p = 0.04; contrastes de Fisher. Fig).6.6

Considerando que el volumen de solucién ingerido aumenté con la
temperatura mientras que el tiempo de ingestion disminuyd, la tasa de ingestion
presenté un significativo incremento con la temperatura H 113= 84.19, p <
0.0001; Kruskal-Wallis. Fig 6.6D). A mayores temperaturas, mayor fue la velocidad
de ingestion (17 vs 24 °C: Q = 4.66, p < 0,002 vs 30 °C: Q = 8.56, p < 0.0024
vs 30 °C: Q =5.41, p > 0.001; VC = 2.394; contrastes de Dunn). Este cambio en la
tasa de ingestion se vio provocado exclusivamente por una variacion en la frecuencia
de bombeo. Al igual que en los experimentos en condiciones naturales, la
temperatura a la que los individuos fueron sometidos durante la ingestion modific
enormemente a la frecuencia de bombep (H 113= 99.55, p < 0.0001; Kruskal-

Wallis), la que aumenté a medida que la temperatura incrementaba (17 vs 24 °C: Q
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4.25, p < 0.00117 vs 30 °C: Q =9.10, p < 0.0044 vs 30 °CQ= 6.87, p > 0.001

VC = 2.394; contrastes de Dunn. Fig. 6.6E) mientras que el volumen de solucién
incorporado por cada contraccién de la bomba no se vio afectagde<P.75, p =
0.47;ANOVA. Fig. 6.6F).
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6.4. DISCUSION

En este capitulo hemos demostrado que la dinamica de ingestion y la
actividad de la bomba de succion en hormigas C. mus dependen fuertemente de la
temperatura. Tanto en los experimentos a campo como en los realizados en el
laboratorio se observo un claro incremento de la frecuencia de bombeo con esta
variable.

No son muchos los trabajos realizados en hormigas que analizan los efectos
de la temperatura sobre variables relacionadas con la dindmica de ingestion. De
manera similar a los resultados que hallamos en el laboratorio, Bgnser
colaboradores (1998) observaron en el campo que hormigas del género Lasius
reducen drasticamente el tiempo de ingestion al aumentar la temperatura ambiental.
Estos investigadores plantearon varias alternativas para explicar este fenomeno; entre
ellas propusieron que una mayor temperatura podirgenerar una reduccién de la
viscosidad de la solucion, facilitando el bombeo de la solucién y/o ii) incrementar la
tasa metabdlica del animal, generando un aumento en la velocidad del mecanismo de
bombeo. De nuestros datos podemos concluir que la disminucién en la viscosidad de
la soluciébn por una mayor temperatura no afecté al volumen incorporado por
bombeo (Fig. 6.6 y ver mas adelante). En cambio, la segunda hipétesis explica el
comportamiento observado. La actividad de la bomba de succion se vio fuertemente
afectada por la temperatura, la que modificé principalmente la frecuencia de bombeo.
Este aumento en la frecuencia llevd, consecuentemente, a un aumento en la tasa de
ingestion.

Como la temperatura corporal de los insectos normalmente sigue de @erca a |
temperatura améital, la tasa metabdlica, dentro de ciertos limites, también lo hace.

Es asi como, a través de su efecto en la tasa metabdlica, la temperatura afecta la
actividad general de los insectos (Heinrich, 1993). Un gran numero de trabajos
muestran la estrecha relacion entre temperatura, tasa metabdlica y actividad muscular
(Heinrich, 1993). Los musculos estriados de vertebrados ecto- y endotermos
(Bennett, 1985), asi como también los de los invertebrados (Neville y Weis-Fogh,
1963; Stevenson y Josephson, 1990), aumentan la tasa de contraccién y su potencia
maxima al aumentar la temperatura. Aunque la gran mayoria de los trabajos

realizados en actividad muscular en insectos (por ejemplo, langostas y polillas) se
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concentran en los musculos de vuelo, es posible que los musculos que componen la
bomba de succion se vean afectados de forma similar.

Como mencionamos anteriormente, en las hormigas C. mus una mayor
temperatura produjo un aumento en la frecuencia de contraccion de los masculos sin
modificar el volumen por bombeo. Este resultado es inesperado, y podria explicarse
considerando diversos aspectos. Por un lado, una mayor temperatura genera una
disminucién en la viscosidad de la solucién, lo que deberia traducirse -segun la ley
de dindmica de fluidos (Poiseulle)- en un mayor volumen por bombeo si la diferencia
de presion generada en cada contraccion fuese la misma. Pero, por otro lado, es
probable que la diferencia de presion generada por la bomba de succion no se
mantenga constante a distintas temperaturas. Es decir, el aumento en la frecuencia de
bombeo al aumentar la temperatura podria implicar una mayor velocidad de
acortamiento muscular que, segun la Ley de Hill, generaria una menor fuerza durante
la contraccion, generando asi una menor diferencia de presién, aunque se acortaran
los musculos en igual medida. Asi mismo, el acortamiento podria ser también menor
al presentar mayor frecuencia de contraccion, lo que también se traduciria en un
menor volumen por bombeo. Con nuestro dispositivo no podemos distinguir entre
estas (u otras) alternativas.

También a nivel muscular existe un rango de temperatura 6ptimo de trabajo
(Heinrich, 1993). Los resultados de los experimentos de campo aqui presentados
muestran que en los dias con temperaturas extremas (Sep 09 para las temperaturas
bajas y Ene 10 para las altas) las ecuaciones de ajuste de las rectas de freacuencia e
funcién de la temperatura tienen menores pendientes que las de los dias con
temperaturas intermedias (Fig. 6.6), es decir, a bajas temperaturas en Sep 09, la
capacidad de modulacion de la frecuencia de bombeo fue menor, mientras que para
Ene 10 fue nula (p = 0.457R 0.014, Regresion lineal). Por un lado, existen limites
fisiolégicos en la actividad de estos musculos: valores maximos de frecuencias de
contraccidén. Aqui encontramos que la bomba de succion puede actuar dentro de un
rango limitado de frecuencias. Los trabajos de manipulacion de ayuno de
carbohidratos habian mostrado un rango de accion de la bomba con frecuencias
predominantes que iban desde 4 hasta 7 bombeos por segundo (Falibene y Josens,
2008, Capitulo 3). Aqui encontramos que, al variar la temperatura, la frecuencia de
bombeo predominante abarcé el rango comprendido entre 1.5 y 9 bombeos por

segundo. Por otro lado, se sabe que la respuesta a la temperatura no es estatica, al
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contrario, depende de la temperatura experimentada previamente por el insecto
(Chapman, 1998). Esta aclimatacion del insecto a las condiciones ambientales ocurre
también dentro de los rangos normales de temperatura, afectando su fisiologia y
comportamiento. Esto sugiere que los individuos podrian modular diferencialmente
la frecuencia de bombeo segun las condiciones ambientales promedio del ciclo
estacional que estan atravesando. En las figuras 6.4 y 6.5 puede verse que los dias
con menores frecuencias de bombeo presentan pendientes de frecuencia en funcion
de la temperatura relativamente menores (ver MarNév 10.

No solo la temperatura modificé la frecuencia de bombeo: en consonancia
con los experimentos de laboratorio presentados en el capitulo 3 de esta tesis, en
condiciones naturales también se registraron distintas frecuencias de bombeo para
una misma temperatura en distintos dias de registro (Fig. 6.5). Estos cambios podrian
deberse a distintos niveles de reserva de carbohidratos de la colonia segun la
disponibilidad de dichos recursos (Kay, 2002, 2004). Una de las posibles causas de
esto puede ser por variaciones estacionales en la disponibilidad de fuentes de
alimento, asi como en los requerimientos de azucares de la colonia debidas al tamafio
del nido, nivel de actividad, cantidad de cria, etc. Efectivamente, a lo largo de los
registros realizados a campo observamos variaciones en el tamafo de la colonia, y en

la disponibilidad de fuentes de alimento (obs. pers. A. Falibene).
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7

AMINAS BIOGENICAS Y LA MODULACION DEL
COMPORTAMIENTO ALIMENTARIO: EFECTO
FARMACOLOGICO DE LA SEROTONINA

7.1. INTRODUCCION

Fisiolégicamente, las aminas biogénicas juegan un rol importante en el
control y la modulacién de muchas acciones y procesos tanto en vertebrados como en
invertebrados. Particularmente, la monoamina serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-
HT), que se encuentra en todos los filos que poseen sistemas nervioso (Weiger,
1997), orquesta diversos procesos comportamentales y fisiolégicos relacionados con
el balance energético en grupos tan distantes como nematodos y humanos (revisién
en Tecott, 2007). Mientras que en vertebrados tiene un efecto inhibitorio en las
actividades relacionadas con la ingestion, en algunos invertebrados, como los
anélidos, moluscos y nematodos, promueve una activacion de estos comportamientos
(revision en: Gillette, 2006; Tecott, 2007).

En insectos, las monoaminas (sustancias neuroactivas) pueden actuar de tres
formas distintas: (1) comweurotransmisores al ser liberadas desde neuronas pre-
singpticas y actuar sobre receptores de la membrana post-sinaptica, (2) como
neurohormonas liberadas al sistema circulatorio o extracelularmente en regiones
localizadas del SNC (actuando a distancia) o (3) comaromoduladores (Fig
1.5B), que son casos especiales de neurohormonas que cambian las sefales
transferidas en las sinapsis o bien alteran la actividad espontanea de neuronas
receptivas o células musculares (revision en Nassel, 1988). Es decir, estas sustancias
pueden ejemr sus efectos a nivel central o periférico (Bicker y Menzel, 1989;
Roeder, 1999; Blenau y Baumann, 2001, Scheiner et al., 2006; Orchad, 2006).
Estudios farmacolégicos demostraron que la alteracion de los niveles de 5-HT

presentes en hemolinfa o a nivel neuronal modifican el comportamiento alimentario
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en muchos insectos (Cohen, 2001 Dacks et al., 2003; Kaufmann et al., 2004;

Neckameyer et al., 2007; Haselton et al., 2009). En las moscas Phormia regina y
Neobellieria bullata y en las cucarachas de la especie Rhyparobia madera, la
administracion de 5-HT promueve un decremento en el consumo de azucares (Long
y Murdock, 1983; Cohen, 2001; Dacks et al., 2003). Se ha sugerido que esto puede
deberse a una disminucion en la sensibilidad al azlcar, lo que incrementaria los

umbrales de respuesta y, consecuentemente, disminuiria la tasa de ingestion (Dacks
et al., 2003). Sin embargo, el efecto de la 5-HT sobre la dindmica de ingestidén y los

mecanismos que subyacen dichas variaciones aun no han sido identificados en
insectos.

Diversos estudios han revelado un importante sistema serotoninérgico en los
principales centros que controlan la alimentacién (ganglio subesofagico yGSE-
ganglio frontal -GF), asi como también en las glandulas salivales, las piezas bucales
y el canal alimentario en diversos insectos (Nassel y Elekes, 1984; Davis, 1985;
1987; Klemm et al., 1986; Nassel, 1988; Orchard et al., 1988; Lange et al., 1988; van
Haeften y Schooneveld, 1992; Schachtner y Braunig, 1993; Ali y Orchard, 1996; Ali,
1997; Miggiani et al., 1999; Dacks et al., 2003; Molaei y Lange, 2003; Orchard,
2006; Tsuji et al., 2007; Siju et al., 2008). Esto sugiere fuertemente que la serotonina
cumple un rol importante en la integracidon de los procesos involucrados en la
modulacién del comportamiento alimentario.

Si bien diversos aspectos del comportamiento de ingestion y la regulacion de
la alimentacién han sido estudiados en hormigas, no hay informacion disponible
sobre los efectos de la 5-HT en la alimentacion en este insecto. Considerando el rol
del estado fisiolégico en la modulacion de la dindmica de ingestidn, nos preguntamos
como la 5-HT afecta el comportamiento alimentario y la dinamica de ingestién en

hormigas.

7.1.1. Objetivo

X/

« Evaluar los efectos de la 5-HT sobre el comportamiento alimentario y la

actividad de la bomba de succion en hormigas C. mus.
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7.2. MATERIALES Y METODOS

7.2.1. Administracion de la droga

Considerando que el comportamiento alimentario en hormigas depende
fuertemente del estado motivacional, administramos la droga oralmente para
minimizar la manipulacion del animal y realizar el tratamiento de la forma menos
invasiva.

Se disolvio serotonina hidroclorhidrica (CAS No. 153-98-0, Sigma-Aldrich,
Steinheim, Alemania) en solucion de sacarosa 30 6 20% p/p, dependiendo del
experimento, conteniendo acido ascérbicor(ild), el cual se usa comiunmente para
reducir la oxidacion de las aminas biogénicas. Las soluciones fueron preparadas,
guardadas a -10 °C (por no mas de 10 dias) y descongeladas 5 min antes de ser
usadas. Las hormigas fueron alimentadas individualmente o en grupos con solucion
control (sacarosa y acido ascoérbico) o con esta solucién con el agregado de diferentes
cantidades de 5-HT.

7.2.2. Series experimentales

7.2.2.1. Determinacion de la ventana temporal y el efecto de lai3-

En primer lugar determinamos el tiempo necesario para observar un efecto de
la administracién de 5-HT en el comportamiento alimentario de las hormigas C. mus.
Para evaluar esto, obreras de la misma colonia fueron colocadas en frascos
individuales (3 cm de didmetro) y alimentadas con @l2de solucion control 30%

p/p (grupo control) 6 0.26! de la misma solucién con 5-HT 7.5 xAM (grupo 5-

HT). Solo las hormigas que ingirieron la totalidad de la solucion ofrecida fueron
usadas en los experimentos (hora de administracion: entre 9 y 10 am, invierno)
Luego, a distintos tiempos después de la administracion de la droga (desde 40 min
hasta 6:30 h), cada hormiga fue colocada en la plataforma de madera de la arena de
registro (ver seccion 2.2). Se registro la actividad eléctrica de la bomba de succion
durante la ingestion de solucién de sacarosa 30% p/p. Con el fin de incrementar el
namero de registros y asegurar una buena resolucion en el tiempo, las hormigas no
fueron pesadas antes ni después de la ingestiébn en este ensayo. Con esto, solo el

tiempo de ingestion y la frecuencia de bombeo pudieron obtenerse de estos registros.
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Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el primer experimento,
realizamos un segundo experimento con otra colonia. Considerando que en otros
insectos sociales la administracion oral de aminas biogénicas es usualmente llevada a
cabo en forma grupal (Schulz y Robinson, 2001; Barron et al., 2002; Barron y
Robinson, 2005; Vander Meer et al., 2008), decidimos aplicar este procedimiento.
Para ello, obreras de una misma colonia fueron separadas en dos grupos iguales (N =
40); uno de ellos fue alimentado con dl0(una cantidad equivalente a 0.gbpor
individuo) de solucion control mientras que el otro fue alimentado copl H@
solucién de 5-HT (7.5xI®M) (administracién: 11 am, verano). En todos los casos,
después de haber ofrecido la solucion correspondiente a cada grupo, se confirmé la
ocurrencia de trofalaxia entre las hormigas del grupo. El comportamiento y la
actividad eléctrica de la bomba fueron registrados desde las 3:30 h hasta las 5:30 h
luego del tratamiento. Con el objetivo de obtener el volumen ingerido durante el
registro y todas sus variables derivadas, los individuos fueron pesados antes y
después del registro haciéndolos pasar previa y posteriormente por un puente de

madera situado en una balanza (Metler-Toledo, 0.01 mg. F)g. 2.1

7.2.2.2. Evaluacion de la dosis-dependencia

Obreras de una misma colonia fueron colocadas en frascos individuales vy
alimentadas con 0.2hl de solucidén control (sacarosa 30% p/p) o con la misma
solucién con distintas concentraciones dé15-7.5x10% 7.5x10° y 7.5x10° M. Los
registros fueron realizados aproximadamente 4 h después del tratamiento
(administraciéon: 10 am 12 am; verano). Las hormigas fueron pesadas antes (masa

de la hormiga) y después (masa de la hormiga mas carga ingerida) de cada registro.

7.2.2.3. Control 1: Actividad locomotora

Se evalud la locomocién después del tratamiento para analizar si el efecto de
la 5-HT en el comportamiento alimentario se debié a cambios en la actividad general
de los individuos. Las hormigas fueron tratadas con .28 solucion control o 5-
HT (7.5x10° M) y evaluadas 1 6 4 h después de la administracién. La evaluacion de
la locomocién se llevd a cabo colocando a las hormigas individualmente en una
arena circular (un frasco de 7 cm de diametro con las paredes pintadas con fluon para

evitar el escape) con una grilla de cuadrados (1.5 cm de lado) en la base (Fig. 7.1) y
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filmadas durante el primer minuto. La actividad locomotora fue evaluada

cuantificando el nimero de lineas atravesadas en 1 minuto (indice de locomocion).

Figura 7.1. Arena circular para evalua

la actividad locomotoran hormigas

7.2.2.4. Control 2: Umbral de aceptacion de sacarosa (UAS)

El umbral de respuesta al azlcar fue evaluado luego de la administracion del
tratamiento para analizar si el efecto de la 5-HT sobre el comportamiento observado
al momento de realizar los registros se debié a cambios en dicha respuesta. Hormigas
de una misma colonia fueron colocadas en frascos individuales y tratadas oralmente
con 0.25ul de solucién control (20% p/p sacarosa) o solucién con 5-HT (7%5x10
M). Aproximadamente 2 h después del tratamiento, las hormigas fueron anestesiadas
en hielo y encepadas (duracion del procedimiento: 40-50 min). El umbral fue medido
1 h después de que la ultima hormiga fue montada en el cepo (tal como fue descrito
en el capitulo 5). De esta forma, el ensayo de UAS fue realizado aproximadamente 4

h después del tratamiento.

7.3. RESULTADOS
7.3.1. Determinacion de la ventana temporal y el efecto de laB-

Se registro la actividad eléctrica generada por la bomba de succién durante la

ingestion a distintos tiempos después del tratamiento cHil. 5esde los 40
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minutos hasta las 3:30 h post-tratamiento la frecuencia de bombeo increment6 con el
tiempo en ambos grupos (Fig. 7.2A). Desde ese momento, las hormiga del grupo
control mantuvieron la frecuencia constante hasta el final del experimento }6:30 h
mientras que las del grupo 5-HT mostraron una tendencia a bombear a frecuencias
menores. Considerando estos resultados y con el objetivo de analizarlos
estadisticamente, los datos fueron separados en dos periodos: entre 40 minyy 3:30 h
el comprendido entre las 3:30 y las 6:30 h después del tratamiento (Fig. 7.2B). La
frecuencia de bombeo vari6 significativamente entre los periodos
(tratamiento*periodo: fo= 3.72, p = 0.058; periodo:;fp= 18.39, p < 0.0001,
ANOVA de dos factores), pero el tratamiento con 5-HT solo provocé una tendencia
a frecuencias de bombeo menores comparado con el control (tratamignto:F
2.53, p = 0.12; ANOVA de dos factores. Fig. 7.2A, B).
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Figura 7.2. Efecto del tiempo transcurrido desde el tratamiento oral con 5-HT. Actigiléadbomba

de succién registrada durante la ingestion de solucién de sacarosa a distimios post-tratamiento
con solucién control 0 5-HT (OM). (A) Frecuencia de bombeo predominante en funcién del tiempo
desde el tratamiento (administracion = 0 h). Cada punto representa una h{Bnigecuencia de
bombeo (media + error std.) considerando dos periodos de tiespaés de la administracion: 0:40-
3:30 h (Nontroi= 21, Ns 1= 20) y 3:30-6:30 h (Nntror= 18, Nyt = 15). *** p < 0.001.
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Basados en estos resultados, se evalu6 el efecto de la 5-HT en el
comportamiento alimentario en un nuevo experimento en el cual las hormigas fueron
tratadas en forma grupal y los datos registrados luego de las 3:30 h post-tratamiento.
Considerando que el tamafio afecta a determinadas variables relacionadas con la
ingestién, utilizamos hormigas de tamafios similares (peso inicial de las hormigas:
F116= 0.27, p = 0.61, ANOVA). Los registros mostraron que, a pesar de no encontrar
variaciones en el tiempo de ingestion entre los dos grupos (control: 56.89 + 7.43 s; 5-
HT: 54.76 £ 4.49 s; f16= 0.06, p = 0.81; ANOVA), el volumen de solucién ingerido
por las hormigas tratadas con 5-HT fue significativamente menor que el ingerido por
las hormigas control (control: 4.77 £ 0.4k 5-HT: 3.69 £ 0.36ul; H; N=18=5.07, p
= 0.024; Kruskal-Wallis). Esto implica que la 5-HT generd una disminucion en la
tasa de ingestiorfF, 16 = 6.13, p = 0.025ANOVA. Fig. 7.3A). En teoria, un
decremento en la tasa de ingestién de una solucion determinada puede deberse a una
disminucién en la frecuencia de bombeo y/o en el volumen de solucion incorporado
por bombeo. No se encontraron diferencias significativas en la frecuencia de bombeo
(Frecuencia predominante; fs= 0.06, p = 0.80; ANOVA. Frecuencia inicialy i
-18= 0.65, p = 0.42; Kruskal-Wallis) (Fig. 7.3B), mostrando que la disminucion en la
tasa de ingestion se debid principalmente a un decremento en el volumen por bombeo
(F1.16=9.70, p = 0.007ANOVA. Fig. 7.3C). La tasa de cambio de frecuenitpn
difirié entre tratamientos (Periodo*tratamientq;:&= 0.30; p = 0.59; Tratamiento
F115= 0.64; p=0.44; Periodo (s tc): Fr15= 22.20, p = 0.0003; ANOVA de dos
factores); tampoco el nimero de bombeos éstadalizados durante la ingesta
(control: 345.1 + 30.6; BiT: 328.5 + 24.6; F15= 0.18, p = 0.68; ANOVA).

Se realiz6 otro experimento como ensayo preliminar, con la misma
metodologia pero aplicando un tratamiento crénico (administracion diaria durante 6
dias consecutivos) con solucién control o con 5-HT (UIZ5HT 7.5 x 10° M por
dia por hormiga, tratamiento grupal) y tomando los registros 3:30 h luego de la
ultima administracion. En este caso, el grugdT5¢N = 10) mostré una disminucion
enla frecuencia de bombeo comparado con el grupo control (N 9= 6.05, p =
0.027; ANOVA), asi como también en la tasa de ingestigns€10.33, p = 0.0058
y el volumen por bombe@; 15= 8.39, p = 0.011; ANOVA; Nniroi= 7, Ns.u7= 10).

94



Capitulo 7.Aminas biogénicas y la modulacién del comportamiento alimentario

* A

 0.10}
3 |
:50.08-
& 0.06}
R=
8 0.04f
Z
S 002t
v
O
o 7t B
2

L T
g 6
8 s}t
()
° 4t
[{]
s Ll
[
g 2t
(&]
o 1t
LL
E 18- *% C
§ 16 } .
g 14}
S 12t
s 10t
o 8t
T 6
E 4
S 2¢

Control  5-HT

Figura 7.3. Comportamiento alimentario de hormigas que recibieron tratamiento lc(tro9) o
con 5-HT (N = 9) 3:30 h previas a los registros y en forma grpal.Tasa de ingestiéonB)
Frecuencia de bombeo(€) Volumen de solucién ingerida por cada contraccion de la bomba. Todas

las variables se muestran como el valor medio + error std. * p < 0.05, **qi< 0
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7.3.2. Evaluacién de la dosis-dependencia

Hormigas tratadas con diferentes dosis de 5-HT (Tabla 7.1) modificaron su
comportamiento alimentario de manera dosis-dependiente. A pesar de que los pesos
promedio de los distintos grupos no vario significativamenggsé1.11, p = 0.35;
ANOVA), mostraron cierta tendencia a diferir por lo cual las variables dependientes
del tamafio corporal fueron relativizadas al peso de los mismos. La tasa de ingestion
relativa (nl(s*mg)) varié con la concentracion de 5-HT previamente administrada
(Fs63= 3.32, p = 0.025ANOVA. Fig. 7.4A). En el mismo sentido que en los
experimentos previos, ni la frecuencia de bomfpgg,= 1.38, p = 0.26; ANOVA.

Fig. 7.4B) ni el nimero total de bombeos variaron (control: 187.8 + 9.4; 5-AT 10

M: 191.9 + 9.7; 5-HT 18 M: 208.3 + 16.4; 5-HT 10 M: 184.6 + 17.6; Ee3= 0.60, p

= 0.68; ANOVA), pero el volumen por bombeo disminuyé de manera dosis-
dependiente (Fs3= 3.83, p = 0.014ANOVA. Fig. 7.4C). Las hormigas tratadas con
solucién con 5-HT 18 y 10% M incorporaron un volumen menor de solucién por
cada contraccion de la bomba comparadas con las hormigas control (p = 0.03y p =

0.007 respectivamente; contrastes de Fisher).

Tabla 7.1.Concentracion de 5-HT en 0.gbde solucion ingerida por las hormigas en el experimento
de dosis-dependencia (entre paréntesis, cantidad de yHf cantidad de 5-HT ingerida relativo al

peso de la hormiga (media * error std.).

Dosis de 5HT ug de 5-HT/mg de hormiga
oM 0 +0

7.5x10* M (0.04pg) 0.011 +0.001
7.5x10° M (0.4 ng) 0.099 + 0.002
7.5x10° M (4 ng) 1.008 + 0.028
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Figura 7.4. Efectos dosis-dependientes del tratamiento oral individual con 5-HTp&tamiento
alimentario registrado 3:30 h luego de la administracion en hormigas tratad@<25ul de solucién
de sacarosa con distintas concentraciones de 5-HT: 0 M (N = 17), 72 %\&017), 7.5 x1G M (N =
17) 0 7.5 x1G M (N = 16).(A) Tasa de ingestion (relativizada al peso de la hormiBa)Frecuencia
de bombeo YC) Volumen de solucion ingerido por cada contraccion de la bomba parentbfer

concentraciones del3T. * p< 0.05, *p < 0.01.
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7.3.3. Control 1: Actividad locomotora

La administracién oral de 5-HT 7.5 x 40M no afect6 la actividad
locomotora general de las hormigas registrada 1 6 4 h después del tratamiento
(tratamiento*tiempo: F6= 0.15, p = 0.70; tratamientoy s = 0.001, p = 0.98;
tiempo: i 76= 1.09, p = 0.30; ANOVA de dos factores. Fig. 7.5).

80 | = Control
- [ 5-HT .
S 70 t Figura 7.5. Control del efecto de le
3 60 I 5-HT sobre la actividad general €
=
§ 50 L hormigas. La locomocién  fue
o 40 ¢ evaluada 1 6 4 h luego Ide
] .
© 30 - tratamiento control o con 5-HT 7.5
Q
B 5L 102 M. El indice de locomocién st
k=

10 | defini6 como el numero de lines

atravesadas en 1 minuto.
1 4

Tiempo post-tratamiento (h)

7.3.4. Control 2: UAS

La administracién oral de 5-HT 7.5 x4 no modificé el UAS 4 h después
del tratamiento (Hn=74= 0.49, p = 0.48; Kruskal-Wallis. Fig. 7.6). Ambos grupos
de hormigas respondieron en igual proporcién durante la evaluacion; 65% de las
hormigas control y 67% de las hormigas tratadas con 5-HT mostraron una respuesta
positiva a alguna de las concentraciones evaluadas. Ambos grupos presentaron un
UAS de 30% p/p (valor de la mediana). Como el peso de los individuos fue de
alrededor de 5 mg, la cantidad de droga ingerida resulté aproximadameniey 0.85

por mg de hormiga, cantidad similar a la utilizada en los experimentos anteriores.
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7.4. DISCUSION

Los resultados presentados en este capitulo indican que la 5-HT posee un
efecto depresivo en la ingestién de soluciones azucaradas en la hormiga nectivora C.
mus. La administracion oral de 5-HT a hormigas ayunadas redujo el volumen de
solucion ingerido. Esto ocurrié al administrar la droga en tratamiento individual asi
como también en tratamiento grupal (compartido por trofalaxia), lo que es
importante desde un punto de vista metodoldgico.

Los efectos depresivos de esta amina biogénica sobre la alimentacién han
sido demostrados en otros insectos. Los afidos, que se alimentan de la savia de las
plantas, interrumpen el comportamiento de penetracion del estilete cuando son
tratados con 5-HT exdgena (Kauffman et al., 2004). Insectos que basan su dieta en
azicares y proteinas (como las hormigas C. mus) muestran respuestas similares.
Inyecciones de 5-HT en la cucaracha R. madera cambian su preferemaidaha
ingestion de proteinas y disminuyen la ingesta de azUcares; mas aun, las ninfas
tratadas con a-metiltriptofano, un antagonista de la 5-HT, incrementan la ingestion
de azucar (Cohen, 2001). En moscas, inyecciones de 5-HT promueven un
decremento en la ingesta de carbohidratos (Long y Murdock, 1983; Dacks et al.,
2003), como asi también de proteinas (Haselton et al., 2009). En adicién a estos
antecedentes, nosotros mostramos en hormigas que la incorporacion de 5-HT
exégena también afecta la dinamica de ingestién y la actividad de la bomba de

succion de manera dosis-dependiehluestros registros nos permiten discernir por
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primera vez en insectos el mecanismo subyacente a este efecto: la 5-HT disminuye la
tasa de ingestién principalmente por una reduccion del volumen de solucién
incorporado por cada contraccion de la bomba.

La 5-HT actda sobre la contraccion de los musculos viscerales en insectos.
Algunos estudios muestran efectos excitatorios sobre la frecuencia y/o la amplitud de
la contraccién muscular con concentraciones de 5-HT enftey 10* M (Cook et
al., 1969; Huddart y Oldfield, 1982; CoopgrHe, 1994; Kaufmann et al., 2004;
Orchard, 2006). Contrariamente, otros trabajos muestran efectos de relajacion
muscular utilizando las mismas concentraciones (Banner et al., 1987a, b; Osborne et
al., 1990; Molaely Lange, 2003). En nuestros resultados, una disminucién del tono
muscular de la bomba de succidén generada por la administracioH TeXplicaria
la reduccion observada en el volumen de solucién incorporada por cada contraccion
Si ese fuera el caso, los cambios observados en la actividad de la bomba de succion
serian especificos (al menos a las dosis utilizadas aqui), ya que no se detectd un
efecto depresivo de la 5-HT sobre todo el sistema muscular: no observamos
diferencias en la actividad locomotora de hormigas tratadas y no tratadas con dicha
amina.

Durante los experimentos pudo observarse un incremento en la frecuencia de
bombeo durante las 3 primeras horas post-tratamientos, tanto para el grupo control
como para el tratado con 5-HT. Esto podria debarseatiles variaciones de la
temperatura que puedan ocurrir dentro del laboratorio a lo largo debdia hemos
visto en el capitulo 6) y/al tiempo transcurrido desde la Gltima ingestion.

A diferencia de otros insectos, en las hormigas C. mus la administracion oral
de 5-HT ejerce sus efectos solo 3:30 h post-tratamiento en las hormigas C. mus. En
abejas, los ensayos se llevan a cabo generalmente dentro de la primera hora luego de
la administracién oral de una amina biogénica (Scheiner et al., 2002; Pankiw y Page,
2003; Spivak et al., 2003). La diferencia en el tiempo requerido para observar un
efecto podria deberse a diferencias en el metabolismo de estos insectos. La tasa
metabolica de una abeja Apis mellifera es 125 veces mayor que la de una obrera del
género Camponotus (Blatt y Roces, 2001; Schilman y Roces, 2008).

No hemos detectado cambios en el UAS promovidos por la administracion
oral de 5-HT. A pesar que nuestros experimentos muestran que la 5-HT no afecta al
umbral de aceptaciéon 4 h post-tratamiento, no podemos descartar la posibilidad de

gue esta amina tenga un efecto sobre la percepcion de azlcares. Estudios previos
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realizados en otros insectos han establecido que los umbrales de respuesta al azucar y
la sensibilidad de las neuronas gustativas estan relacionados con los niveles de 5-HT
presentes (Brookhart et al., 1987; Blenau y Erber, 1998; Dacks et al., 2008). Es
posible que los efectos de esta amina sobre el UAS sigan un curso temporal diferente
al observado para promover cambios sobre la actividad de la bomba de succion. Méas
alla de esto, este experimento sélo tuvo como objetivo evaluar si al momento de
registrar la actividad de la bomba de succion (4 h post-tratamiento), habia un efecto
de la 5-HT sobre elJAS en hormigas que habian sido sometidas al mismo
tratamiento. Alternativamente, cabe pensar también que la 5-HT podria afectar la
respuesta al azucar, pero el efecto potencial de la sacarosa ingerida durante el
tratamiento (como vehiculo de la serotonina) podria estar enmascarando los posibles
cambios promovidos por la amina. Si este fuese el caso, la administraciéon de 5-HT
por inyeccion nos permitiria detectar los cambios en los umbrales.

Poco se sabe sobre la concentracion de 5-HT circulante en hemolinfa de
insectos. Se han reportado concentraciones de alrededor de 7 nM en larvas no
alimentadas de vinchucas de la especie Rhodnius Prolixus, elevandose hasta 115 nM
5 min después de iniciada la ingestiéon (Lange et al., 1989). En mariposas Pieris
brassicae, los niveles de 5-HT en hemolinfa varian ampliamente durante los distintos
estadios de desarrollo y con el fotoperiodo, encontrdndose entre niveles indetectables
hasta de 1.eM en larvas y 121M un dia después de la pupacidriHelias et al.,

1995; Isabel et al., 2001). Por ultimo, no se ha detectado esta amina en la hemolinfa
de larvas de la polilla calavera Acherontia styx (con limite de deteccién de 150
pag/ml; Awad et al., 1997). Por otro lado, estudios llevados a cabo en abejas han
demostrado que 1 h después de la administracién oral de octopamina (OA) sélo se
encuentra alrededor del 1% de la cantidad total de droga ingerida en la hemolinfa
abdominal (Barron et al., 2007). No se ha estudiado si la 5-HT actia de un modo
similar a la OA, sin embargo, los efectos de la droga se hicieron visibles con dosis de
0.25ul de solucién con HT 7.5 mM (e.g. 1.875 nmoles de 5-HT por hornpiga

101



8

SEROTONINA EN TEJIDOS Y SISTEMA NERVIOSO
ASOCIADOS A LA ALIMENTACION

8.1. INTRODUCCION

En insectos, el sistema neuromotor de las estructuras asociadas a la
alimentacion y su control a nivel central involucra principalmente dos ganglios, el
subesoféagico y el frontal. El ganglio subesofagico (GSE) es parte del sistema
nervioso central y esté involucrado, entre otras cosas, en controlar los movimientos
de las piezas bucales en distintos insectos (Miles y Booker, 1998; Rast y Braunig,
2001k Davis y Hildebrand, 2006) y se ha reportado que ademas proyecta nervios al
musculo dilatador inferior faringeo en la hormiga L. niger (Janet, 1905). Ademas,
junto con el tritocerebro, recibe proyecciones directas desde sensilias gustativas y
mecanosensibles en abejas, moscas y polillas (Rehder, 1989; Edgecomb y Murdock,
1992; Mitchell et al., 1999; Wang et al., 2004; Jgrguensen et al., 2006).

Por otro lado, el ganglio frontal (GF) es uno de los componentes principales
del sistema estomatogastrico en la mayoria de las taxas de insectos (revisién en
Ayali, 2004). En muchos insectos, este ganglio yace sobre el dorso de la faringe y
esta conectado al tritocerebro por el par de conectivos frontales (Fig. 1.6). EI GF es
la mayor fuente de inervacion de los musculos del estomodeo, incluidos los musculos
dilatadores de la bomba de succién (Janet, 1905; Miles y Booker, 1998; Ayali, 2004;
Davis y Hildebrand, 2006).

Estudios inmunohistoquimicos han revelado una compleja red serotoninérgica
en muchos de estos ganglios y tejidos; tanto el GSE como el GF contienen células
serotoinérgicasen varios insectos (Davis, 1985, 1987; Klemm et al., 1986; Nassel,
1988; Radwan et al., 1989; van Haeften y Sehooneveld, 1992; Dacks et al., 2003;
Orchard, 2006; Tsuji et al.,, 2007; Siju et al.,, 2008). También se han detectado

procesos serotoninérgicos en las glandulas salivales, las piezas bucales y el canal
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alimentario (Nassel y Elekes, 1984; Davis, 1985, 1987; Klemm et al., 1986; Nassel,
1988; Orchard et al., 1988; Schachtner y Braunig, 1993; Ali y Orchard, 1996; Ali,
1997; Miggiani et al., 1999; Molaei y Lange, 2003; Orchard, 2006; Siju et al., 2008).
Ademas, la 5-HT modifica la contraccion de los musculos viscerales (Cook et al.,
1969; Huddarty Oldfield, 1982; Coopery He, 1994; Kaufmann et al., 2004;
Orchard, 2006Banner et al., 1987a, b; Osborne et al., 1990; Mglaginge, 2003).

En conjunto, esto sugiere que la 5-HT enddgena podria estar involucrada en la
regulacion de esta actividad y que cumple un rol importante en la integracion de los
procesos involucrados en la modulacién de la alimentacién. Sin embargo, la
distribucion y el modo de accién de esta amina parecen variar enormemente entre
taxas.

Considerando que las aminas biogénicas en insectos pueden actuar de
distintas formas, el proceso de control de la 5-HT sobre los musculos viscerales
podria llevarse a cabo a través de distintos mecanismos: 1) la 5-HT podria actuar
como neurotransmisor, siendo la sustancia neuroactiva de las motoneuronas que
llegan al musculo o bien de neuronas que actlen en sitios pre-sinapticos de
motoneuronas no serotoninérgica®)da 5-HT podria actuar como neuromodulador
o neurohormona, siendo liberada al sistema circulatorio o en regiones localizadas y
actuar sobre las sinapsis o alterar la actividad de neuronas receptivas o células
musculares (ver seccion Y..1

En el capitulo anterior hemos visto que la administracién de 5-HT ex6gena en
hormigas intactas modifica la actividad de la bomba de succién. Por lo cual, nos
preguntamos si el canal alimentario y los musculos de la bomba de succién poseen
inervaciones del tipo serotoninérgicas y si esta amina esta presente en los centros

involucrados en el control de dichos tejidos.

8.1.1. Objetivos

% Analizar la presencia de células serotoninérgicas en los mayores centros
neuronales involucrados en la regulacion de la alimentacién: el GSE y el GF.
% Estudiar por técnicas inmunohistoquimicas la asociacion de la 5-HT con el

canal alimentario y los musculos de la bomba de succion.
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8.2. MATERIALES Y METODOS

8.2.1. Animales

Los individuos utilizados para este experimento fueron obreras de C. mus
correspondientes a las de mayor tamafio, con un ancho de cabeza de alrededor de 2
mm. Se utilizaron dos colonias distintas, ambas mantenidas con acceso libre a agua,

miel diluida e insectos cortados como fuente proteica.

8.2.2. Doble tincidn en sistema nervioso: nucleos celulares y serotonina

Las hormigas fueron anestesiadas con €@ecapitadas. Las cabezas fueron
fijadas en cera y cubiertas con solucién fria Ringer de hormiga (solucion de
composicién ionica similar a la hemolinfa de hormigas; 127 mM NacCl, 7 mM KClI,
1.5 mM CaC}, 0.8 mM NaHPQ,;, 0.4 mM KHPQO,, 4.8 mM TES, 3.2 mM
Trehalosa , pH 7.0). Se realizaron incisiones en la cabeza a fin de abrir una ventana
en la cuticula entre los ojos, vertex y clipeo (Fig. 8.1). Cuidadosamente se
removieron glandulas y tejido graso y se extrajo el cerebro (con el GSE en su parte
ventral) y el GF. Durante la diseccidn se tuvo extremo cuidado de mantener unido el
GF con el cerebro, los cuales estan conectados a través de los conectivos frontales.
Los tejidos fueron inmediatamente traspasados a una solucién de fijacion fria (4%
formaldehido en buffer fosfato salino, PBS, pH = 7.2) y fijados durante toda la noche
a 4 °C en agitaciéon. Mediante este paso, por un lado, se detienen los procesos
biolégicos, manteniendo la estructura histologica del tejido y, por otro lado, se fijan
los antigenos al tejido para evitar su solubilizacion y poder identificarlos
posteriormente. Al dia siguiente los tejidos ya fijados fueron lavados, primero con
PBS (3 x 10 min) y luego con PBS conteniendo 0.2% Tritdn-X 100 (PBST, 2 x 10
min), un surfactante que permeabiliza la membrana celular. Se realiz6 una pre-
incubacion en PBST con 2% suero normal de cabra (SNC, ICN Biomedicals, No.
191356, Orsay, Francia) por 1 h a temperatura ambiente. Se utiliza suero normal ya
gue contiene una gran mezcla de anticuerpos (no especificos) que bloquean sitios
inespecificos, reduciendo la union del anticuerpo de interés a los mismos y
mejorando la claridad en los preparados (reduce el background). Los preparados
fueron incubados luego en anticuerpo anti-serotonina de conejo (1:4000, DiaSorin,
agua destilada, MN, Cat. No. 20080, Lot No. 051007) en PBST con 2% SNC
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primero 2 h a temperatura ambiente, luego 4 dias a 4 °C en agitador. Luego de la
incubacion los tejidos fueron lavados en PBS (5 x 10 min) e incubados en anticuerpo
secundario anti-conejo de cabra conjugado con AlexaFluor 568 (1:250, Molecular

Probes, A-11008) en PBS con 1% SNC toda la noche a 4 °C y lavados nuevamente
(5 x 10 min). De esta forma, la 5-HT sera revelada al excitar los preparados con una
longitud de alrededor de 568 nm, fluoresciendo en respuesta a dicha estimulacion en
color rojo. Para llevar a cabo la tincion de nucleos celulares, los tejidos fueron

incubados en una solucién de Sytox Green (2.5 mM, Molecular Probes, S-7020) en
PBST por 3:30 h a temperatura ambiente. Esta sustancia tifie diferencialmente acidos
nucleicos y fluoresce en verde al ser excitada con laser de argobn de 488 nm. A

continuacion, los preparados se lavaron con PBS (4 x 10 min).

Figura 8.1. Diseccion de la cabeza d
una hormiga Camponotus mus. P&
extraer el cerebro o la porcion del car
dentro de la cabeza se abre una vent
en cuticula en la parte frontal d
cabeza. Se indican distintas estructu
en el cerebro: CP:. cuerpos
pedunculadod;O: I6bulos 6pticosLA:

I6bulos antenales.

8.2.3. Inmunomarcacion de serotonina en el canal alimentario

Las hormigas fueron anestesiadas con €@ecapitadas. Las cabezas y los
cuerpos fueron fijados en cera y cubiertos con solucion de fijacion fria.
Inmediatamente, se realizé la diseccion del canal alimentario, incluyendo el
estomodeo, el mesenterdn y el proctodeo. Abriendo una ventana en la cuticula de la
zona frontal de la cabeza hasta el clipeo (Fig. 8.1) y desprendiendo cuidadosamente
los masculos insertos en dicha cuticula, se procedi6 a la extraccion de la estructura
del aparato alimentario y la porcién anterior del eséfago que se encuentra dentro de
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la cabeza. Por otro lado, se realiz6 una incision dorsal en la cuticula a lo largo del
torax y el abdomen y se extrajo cuidadosamente el resto del canal alimentario, desde
el esofago hasta el ano. Los tejidos fueron inmediatamente traspasados a un frasco
con solucion de fijacion y fijados toda la noche a 4 °C en agitador. A continuacion,
se lavaron con PBS 0.1 M (3 x 10 min) y luego con PBS conteniendo 0.2% Xriton-
100 (PBST, 2 x 10 min). Luego, fueron pre-incubados en PBST con 2% de suero
normal de cabra (SBl) por 1 h en agitador a temperatura ambiente. Las
preparaciones se incubaron con anticuerpo anti-serotonina de conejo (1:2000,
DiaSorin, agua destilada, MN, Cat. No. 20080, Lot No. 051007) en PBST con 2%
SNC, primero 2 h a temperatura ambiente y luego 2 dias a 4 °C en agitador. A
continuacion, los tejidos fueron lavados en PBS (5 x 10 min) e incubados con
anticuerpo secundario anti-conejo de cabra conjugado con AlexaFluor 488 (1:250,
Molecular Probes, A-11008) en solucion de PBS con 1% SNC toda la noche en
agitador a 4 °C y lavados nuevamente con PBS (5 x 10 min). De esta forma, la 5-HT
en estos tejidos sera visualizada en color verde al excitarlos con un laser de argén de
488 nm.

8.2.4. Montaje de los preparados

Finalmente, los preparados in toto (entero, sin seccionar) de los canales
alimentarios y los cerebros fueron deshidratados pasandolos por una serie ascendente
de concentraciones de etanol (30, 50, 70, 90, 95, 3 x 100%, 10 min cada paso),
clareados y montados en metilsalicilato (M-2047, Sigma Aldrich, Steinheim,
Alemania) en portaobjetos metalicos especiales con un agujero central cubierto por

cubreobjetos de vidrio por ambos lados.

8.2.5. Visualizacion de los preparados y procesamiento de las imagenes

Los preparados fueron visualizados utilizando un microscopio de barrido
confocal (Leica TCS SP2; Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania) equipado con
laser argén/kriptdn y distintos objetivddd X 0.4 NA inm., 20 X 0.7 NA inm. y 40
X 1.25 aceite. El barrido de los canales alimentarios fue llevado a cabo excitando el
preparado con longitudes de onda de 488 nm (visualizado en verde) y con secciones

Opticas de 2um. La estructura de la bomba de succién fue visualizada utilizando la
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autofluorescencia cuticular al excitar con 488 nm. El escaneo del GSE vy el GF fue
llevado a cabo excitando con una longitud de onda de 568 nm para la visualizacion
del AlexaFluor 568 (rojo) y con 488 nm para revelar el Sytox Green (verde). En este
caso, las secciones opticas se realizaron a una distancia de alrededor.de 1

Las imagenes obtenidas se procesaron utilizando dos programas: la
reconstruccion de la imagen a partir de las secciones épticas individuales se llevo a
cabo con el programa Fiji ImageJ (ImageJ 1.44c; Wayne Rasband, National Institute
of Health, USA), mientras que la medicion del volumen celular se realiz6 con el
programa AMIRA (Mercury Computer Systems, Berlin, Alemania). Para esto ultimo,
se dibuj6 el contorno de cada célula inmunorreactiva a la 5-HT identificada en cada
una de las secciones Opticas obtenidas; luego, el programa integra esa informacién y

calcula el volumen para cada una de dichas células.

8.3. RESULTADOS

8.3.1. Ganglio subesofagico

El andlisis de las imagenes obtenidas revel6 que, ademas de un denso sistema
serotoninérgico,el GSE (N = 8) contiene 7 pares de cuerpos celulares
inmunorreactivos a serotoninlR¢5-HT) (Fig. 8.2A, B). La tincion del nucleo con
Sytox Green (visualizado en color verde) permitié la identificacion individual de
estos somas sin ambigledad (Fig. 8.2C). Estos somas se encontraron simétricamente
posicionados a cada lado del ganglio, con una distribucion similar a la reportada en
hormigasC. japonicus (Tsuji et al., 2007). Por su localizacion, se describen como
tres grupos distintos de células en la region anterior (2 pares), media (3 pares) y
posterior (2 pares) del GSE (Fig. 8.2A). Utilizando el programa AMIRA, se midi6 el
volumen de cada célula, evidenciando diferencias de tamafio entre somas de distintos
grupos. Se registraron volimenes de 576 +u®d, 1590 + 111um®y 1155 + 130

um?® para los pares anteriores, medios y posteriores, respectivamente.
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foramen

esdfaqo

Figura 8.2. Sistema serotoninérgico en el GSE de C. mus. Imagenes obtenidas en el pictaseo

de barrido confocal que muestran la inmunorreactividad a 5-HT enntaa@®-C) y los nlcleos
celulares en verde (C)(A) Vista ventral anterior del cerebro mostrando la compleja red
serotoninérgica en todo el cerebro y el GSE. Este Ultimo presenta 7 pares de cakipres IR-5-
HT, simétricamente posicionados a cada lado del ganglio. Las flechas irtigampo anterior (a),
medio (m) y posterior (p). Barra = 50m (B) Vista ventral del lado derecho del GSE donde se
distinguen claramente los tres grupos celulares. Barra = 5q@)mmagen confocal de la doble

tincion en el GSE mostrando los cuerpos celulares del grupo medio izquierco=E20 pm.

8.3.2. Ganglio frontal

El GF esta conectado al cerebro a través de los conectivos frontales (Fig. 1.6;
8.3A) y se encuentra ubicado por encima de la cara dorsal de la faringe, rodeado por
los musculos dilatadores superiores faringeos (Fig.)813% imagenes obtenidas
muestran que el GF presenta cuerpos celulR+&sHT (Fig. 8.3C, E), cuyos axones
parecen proyectar hacia el tritocerebro a través de los conectivos frontales, los cuales
poseen fibras IR-5-HT (Fig. 8.3A, C) perfectamente identificables gracias a la doble
tincion de 5-HT y nudcleos. El andlisis del GF (N = 5) revelo entre 19 y 28 (22 + 1.58)

108



Capitulo 8. Serotonina en tejidos y sistema nervioso asociados a la alimentacion

cuerpos celulares IR-5-HT. Dentro de cada ganglio, estos somas mostraron
diferencias en tamafo e intensidad de tefiido (Fig. 8.3D,L& medicién del
volumen de cada célula mostré valores entre tfden las mas pequefias y ~1900

um® en las mas grandes, con un valor medio de 720u86or célula.

musc. dil. sup.

D N

WL

musc. dil. inf.

conectivos /

frontales

Figura 8.3.5-HT en el GF de C. mus. Imagenes obtenidas en el microscopio laser de dmrfital
que muestran la inmunorreactividadb-HT en magenta y los nlcleos celulares en veple Vista
general del cerebro con el GF unido por los conectivos frontalela figura estan indicados los
cuerpos pedunculados (CP), I6bulos épticos (LP) y l6bulos anteh&lgsBarra = 100 um(B) El

GF (inmunofluorescencia en color verde) se encuentra ub&@ddacara dorsal de la faringe, rodeado
por los musculos dilatadores superiores faringeos. La estructura de la blemiuzccion fue
visualizada por autofluorescencia. Barra = 108 (C y D) Se encontraron entre 19 y 28 somas
celulares IR-5-HT en el GEC) Proyeccion tridimensional del GF y los conectivos frontdBesra =

20 um.(D) Reconstruccién tridimencional de los cuerpos celulares IR-5-HT a parta dual se
calcularon los volimenes de cada célE). Imagen confocal de cuerpos celulares con distintas
intensidades de inmunotincidBarra = 20 um.
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8.3.3. Canal alimentario

La diseccion del aparato alimentario mostré la estructura de la bomba de
succion en la hormiga C. mus (Fig. 8.4). Los musculos dilatadores superiores
faringeos estan anclados a la cara dorsal de la faringe (no esclerotizada) por un
extremo y al clipeo por el otro. Por su parte, los musculos dilatadores inferiores se
encuentran anclados a una estructura altamente esclerotizada en la parte ventral de la
faringe.

El andlisis inmunohistoquimico de las preparaciones in toto del canal
alimentario en hormigas C. mydl = 9) reveldé una distribucion diferencial de
procesos IR-5-HT a lo largo del canal (Fig. 8.5). La Fig. 8.5B muestra una imagen de
la estructura de la bomba de succidn obtenida por autofluorescencia. No se
encontraron procesos IR-5-HT en la porcion del canal alimentario que yace dentro de
la cabeza, es decir, el cibario, la faringe y la parte anterior del es6fago. Tampoco se
encontraron dichos procesos en los musculos que componen la bomba de succion
(musculos dilatadores superiores e inferiores) ni en los insertos en la dltima porcion
de la faringe (probablemente los muasculos retractores faringeos descritos por Janet
(1905) y Paul et al. (2002); Fig. 8.5B, C). Sin embargo, las imagenes obtenidas de la
porcion del eséfago que yace en el térax (Fig. 8.5C, D), el buche y el proventriculo
(incluido su bulbo, Fig. 8.5E) mostraron claramente que estas estructuras poseen
procesosIR-5-HT. ElI mesenterdon y el proctodeo (tubulos de Malpighi, intestino,

recto y ano) no poseen este tipo de inervaciones.

musc. dil. sup. far. clipeo

Figura 8.4. Diseccion del aparatc
labro alimentario de C. mus. La bomba ¢
succién estd compuesta por paque
musculares anclados a la cara dorsal

esclerotizada de la faringe (musculi

base esclerotiziis dilatores superiores faringeos, mus
de la faringe

, Qe e _ dil. sup. far.) y a la cara ventral de
musc. dil. inf. far. pared cibario

faringe (musculos dilatadore

esofago inferioires faringeos, masc. dil. in

far.), la cual se encuentra esclerotizac
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/ mausec. dil. inf. /

cibario musc.

circular ssbteg0 %

masc, —— %

provent.

/

bulbo del provent.

4

Figura 8.5. Procesos IR-5-HT en el canal alimentario de hormigas C. (Ai€squema del canal
alimentario de una hormiga del género Camponotus (basado en Hdfleén 2005). Las flechas (B

- E) indican cada seccion del canal mostrada en la figBjdmagen confocal de la estructura de la
bomba de succion obtenida mediante autofluorescencia cuticular. En la fitgmaireicados el
cibario, los musculos dilatadores superiores (musc. dil. sup.), los neistildtadores inferiores
(musc. dil. inf.), los muUsculos circulares en la faringe posterior ynlissculos en la faringe posterior
(musc., probablemente retractores faringg@) Se encontraron procesos IR-5-HT (indicados por las
flechas) en la porcion del eséfago que corresponde al cu@lipgn la porcién del eséfago que yace
en el térax.(E) Procesos IR-5-HT en el buche, el proventriculo (provent.) y ebuktlo del

proventriculo. Para todas las figuras, barra = 200pm.
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8.4. DISCUSION

8.4.1. Asociacion de la serotonina con el canal alimentario

El canal alimentario de los insectos se encuentra modificado en distinta
medida segun sus habitos alimentarios (Chapman, 1998). Con ello, puede esperarse
que el control de las actividades y procesos relacionados con la alimentacién también
muestre variaciones entre ellos. En referencia al control motor de los tejidos
viscerales y el tipo de inervaciones presente, la presencia de procesos nelRenales
5-HT en el eséfago es una caracteristica comun entre insectos de diversas taxas (e.g.
langostas: Schistocerca gregaria, Locusta migratoria, grillos: Gryllus bicamulatus,
Acheta domesticus; vinchucas: Rhodnius prolixys Oncopeltus fasciatus
cucarachas: Periplaneta americana). Por el contrario, la distribucién de estos
procesos en el resto del canal alimentario varia ampliamente (Davis, 1985; Klemm et
al., 1986; Orchard et al., 1988; Miggiani et al., 1999; Molaei y Lange, 2003). En
langostas y grillos, por ejemplo, aunque en distinto grado, el canal alimentario esta
inervado por procesos serotoninérgicos desde la faringe posterior en el estomodeo
hasta el proctodeo, encontrandose ausente en el cibario y la faringe anterior (Klemm
et al., 1986; Molaei y Lange, 2003). En contraposicion, P. americana carece de estos
procesos en el proctodeo (Davis, 1985). En R. prolixus, las inervaciones
serotoninérgicas se encuentran presentes en el eséfago y mesenterén pero el buche
esta totalmente desprovisto de ellas (Orchard et al., 1988). En este trabajo mostramos
gue en la hormiga C. mus el cibario y la region faringea, incluyendo los masculos de
la bomba de succién, no poseen procesos IR-5-HT, los que si estan claramente
asociados al eso6fago, el buche y el proventriculo, volviendo a desaparecer en el
mesenteron y el proctodeo. Estas diferencias entre insectos pueden reflejar
diferencias en el rol de la 5-HT en el control de determinados componentes o
procesos de la alimentacion los requerimientos nutricionales de las distintas
especies.

En hormigas eusociales especializadas en recoleccion de néctar, como
Camponotus, al igual que en abejas, el control del proventriculo es un elemento clave
en el balance entre la distribucion de alimento individual y social. El proventriculo
esta altamente desarrollado en este género y es la estructura que regula el pasaje de

liguidos entreel buche (el “estomago social”, ya que su contenido puede ser
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compartido por regurgitacion entre compafieras), y el mesenterdn o intestino medio
(en donde los alimentos son digeridos para suministro energético individual)
(Holldobler y Wilson, 1990). Referente a su regulacion se sabe que, por un lado, el
ayuno de carbohidratos en hormigas afecta fuertemente los niveles de azlcares en
hemolinfa (Schilman y Roces, 2008) y, por otro lado, son dichos niveles de
carbohidratos en hemolinfa los que controlan el transporte de azucares a través del
proventriculo en abejas (Roces y Blatt, 1999; Blatt y Roces, 2002a; b). Esto establece
una fuerte relacion, como es de esperarse, entre las necesidades nutricionales del
individuo y la distribucion de alimento entre los miembros de la colonia. La clara
presencia de procesos inmunorreactivos a 5-HT en el buche, proventriculo y bulbo
del proventriculeen C. mus sugiere que esta amina podria estar involucrada en este

control.

8.4.2. Serotonina en el sistema nervioso

El GSE y el GF de varios insectos contienen células serotoninérgicas en
distinto niumero y con proyecciones hacia distintos tejidos (Davis, 1985; 1987
Klemm et al., 1986; Nassel, 1988; Radwan et al., 1989; van Haeften y Schooneveld,
1992; Dacks et al., 2003; Orchard, 2006; Tsuji et al., 2007; Siju et al., 2008). Por
ejemplo, el GSE de la cucaracha P. americana contiene 5 grupos distintos de cuerpos
celulares IR-3HT (Davis, 1985, 1987), en langostas se han encontrado de 10 a 12 de
estos cuerpos celulares mientras que en moscas hay de 18 a 22 (revisidbn en Nassel,
1988). Algunos de ellos son interneuronas y otros proyectan sus axones al abductor
mandibular, glandulas salivales, alcanzan los nervios de las piezas bucales en forma
de un extenso sistema neurohemal, o conectan el GSE con el resto del cerebro o el
ganglio frontal (Nassel, 1988). Aunque en la abeja se han encontrado 3 pares de
células a cada lado del GSE, estas solo conectan los neurémeros entre si y al GSE
con el resto del cerebro y el ganglio toracico pero no se han encontrado procesos IR-
5-HT en la periferia de las piezas bucales (Nassel, 1988). Nuestros resultados
muestran que C. mus posee 7 pares de cuerpos celulares IR-5-HT en el GSE con una
distribucion similar al descrito para C. japonicus. Sin embargo, en esta hormiga se
han reportado 6 células IR-5-HT impares extra localizadas en la region media del
ganglio. Las neuronas del GSE en C. japonicus envian sus neuritas hacia el I6bulo

dorsal o0 se extienden bilateralmente atravesando la linea media del ganglio (Tsuiji et
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al., 2007). Mas alla de esto, no se han reportado proyecciones hacia tejidos por fuera
del cerebro para esta hormiga.

Tanto la presencia como el numero de células serotoninérgicas en el GF
varian ampliamente entre insectos (Klemm et al., 1986; Radwan et al., 1989; Dauvis,
1985; Nassel, 1988). Por primera vez dentro de la familia Formicidae, nuestros
resultados muestran que el GF de C. mus contiene gran cantidad de células
serotoninérgicas cuyo tamafo e intensidad de inmunomarcacién varian aun dentro
del mismo ganglio.

A pesar de que i) observamos que la 5-HT tiene un marcado efecto sobre la
actividad de la bomba de succion (capituloiif)que existe una relacién anatomica
cercana entre la bomba de succion y el GF gue este ganglio presenta un buen
namero de células con gran volumen de material IR-5-HT, no detectamos procesos
IR-5-HT en los musculos de la bomba de succion. Considerando estos resultados,
descartamos la posibilidad de inervaciones serotoninérgicas directas desde el GF

hacia los musculos de la bomba.

8.4.3. Posibles mecanismos de regulacion

Es sabido que la 5-HT, junto con OA y DA, es sintetizada y metabolizada en
el GF en grandes cantidades y, ademas, el material neurosecretado desde el GF puede
alcanzar todos los musculos a lo largo del canal alimentario (revision en Ayali,
2004). Las aminas biogénicas pueden causar sus efectos neuromoduladores tanto en
los sitios pre- como post-sinapticos de las motoneuronas, alterando las propiedades
de respuesta de los musculos a través de cambios en la eficacia sinaptica. Aun
cuando los musculos no recibieran suministro neural directo de estas sustancias,
pueden ser afectados por la presencia de las mismas en la hemolinfa (Chapman,
1998). Las grandes cantidades de 5-HT en el GF de C. mus sugieren que la 5-HT
podria estar actuando como un neuromodulador sobre la actividad de la bomba de
succion.

En langostas, se ha propuesto que la actividad del estomodeo podria estar
regulada a traveés del GF por factores humorales liberados como consecuencia de la
alimentacion (Ayali et al., 2002). En adicion, los movimientos del canal alimentario
en grillos estan influenciados por la presencia de alimento en dicho canal, mediado

tanto por factores humorales como nerviosos (Cooper y He, 1994). Considerando las
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evidencias que muestran que en algunos insectos se produce liberacién de 5-HT a
hemolinfa luego de la ingestién (Lange et al., 1988; 1989; Orchard et al., 1988; Siju
et al., 2008 Dacks et al., 2008), esta amina podria ser un componente clave de este
factor humoral, el que podria actuar periféricamente sobre el canal alimentario.
Alternativamente, algun tipo de retroalimentacion desde la parte posterior del
estomodeo, la cual esta inervada por procesos serotoninérgicos, podria influenciar las
contracciones de la bomba. Este tipo de mecanismos de control sobre los musculos
del canal alimentario han sido previamente propuestos para grillos, en los que la
experimentacion utilizando estomodeo aislado demostré un incremento en la
actividad espontanea de este tejido cuando permanece conectado al megenteron
proctodeo (Cooper y He, 1994). Estos resultados apoyan la existencia de este tipo de
mecanismo de retroalimentacion.

Existe evidencia que sugiere que la 5-HT juega un rol importante en las
sefales de saciedad tanto en vertebrados como en invertebrados. En veretebrados, la
distencion gastrica induce la liberacion de 5-HT (Yu et al., 2001, Mazda et al., 2004).
Esta amina esté involucrada en los procesos que llevan a la saciedad junto con otros
factores humorales, entre ellos, la colecitoquinina gastrica (CCK). Ambas sustancias
reducen la ingestion de alimento de manera independiente pero se ha demostrado que
interactian de manera sinérgica para inhibir el comportamiento de ingestion (Hayes
and Covasa; 2005; Hayes et al., 2006). En insectos, se han reportado cambios
asociados con eventos alimentarios en los niveles de BfHiiemolinfa o en
diferentes aéreas neurales (Lange et al., 1988, 1989; Orchard et al., 1988; Siju et al.,
2008; Dacks et al., 2008). Ademas, las sefiales de saciedad incluyen a la
sulfaquinina, un neuropéptido considerado homologo @K de los vertebrados
En base a estas evidencias se ha sugerido que los mecanismos que involucran a estos
péptidos regulatorios de la alimentacién deben estar evolutivamente conservados
entre insectos y vertebrados (Wei et al., 2000; Maestro et al., 2001; Downer et al.,
2007).
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CONCLUSIONES Y DISCUSION GENERAL

9.1. CONCLUSIONES

o Un aumento en el ayuno de la colonia generé un aumento en la tasa de
ingestion exclusivamente a través de variaciones en la frecuencia de bombeo. Por
otro lado, a mayor concentraciéon de sacarosa en la solucién, menor fue el volumen
de solucioén incorporado por cada bombeo y mayor la cantidad de bombeos totales
realizados (Capitulo 3).

o La aceptacion e ingestién de soluciones azucaradas con compuestos borados
dependi6 del estado motivacional de las forrajeras y de la naturaleza del téxico: el
acido bérico fue menos aceptado y consumido que la solucion control en situaciones
de baja motivacién recolectora mientras que el borato de sodio (de igual efectividad
toxica que el &cido) fue aceptado y consumido aun en altas concentraciones y en
condiciones de baja motivacién recolectora (Capitulo 4).

o Hormigas forrajeras de colonias con menores reservas de carbohidratos
mostraron umbrales de aceptacion de sacarosa menores que las forrajeras de colonias
con mayores niveles de reserva (Capitulo 5).

o La dinamica de ingestion y la actividad de la bomba de succién dependieron
de la temperatura ambiental: a mayor temperatura, mayor frecuencia de bombeo. Sin
embargo, en condiciones naturales, se registraron distintas frecuencias de bombeo en
distintas épocas del afio para una misma temperatura (Capitulo 6).

o La 5-HT tuvo un efecto inhibitorio sobre la ingestion de soluciones
azucaradas. Su administracién oral promovié una disminucion dosis-dependiente de
la cantidad de alimento ingerido y de la tasa de ingestidén principalmente mediante
una disminucion en el volumen por bombeo (Capitulo 7).

o Los principales centros nerviosos que regulan el comportamiento alimentario

mostraron poseer células serotoninérgicas en C. mus. Ademas, el esofago, el buche y
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el proventriculo presentan procesos serotoninérgicos mientras que el resto del tubo

digestivo carece de ellos (Capitulo 8).

9.2. DISCUSION GENERAL

Las condiciones ambientales fluctian regularmente e impactan
profundamente sobre distintos aspectos relacionados con la obtencion de alimentos
en una sociedad de insectos. En lo referente al entorno, la disponibilidad de recursos
varia junto a distintos factores abi6ticos como la temperatura, humedad, condiciones
luminicas, etc. Estos cambios a su vez afectan las reservas de alimento, la estructura
y organizacion social de la colonia (Sudd y Sudd, 1985; Porter, 1988; Porter y
Tschinkel, 1993; Dussutour y Simpson, 2008; Mailleux et al., 2011). Su éxito
ecolégico depende entonces de la habilidad de ajustar las estrategias de forrajeo a
estos cambios. Las forrajeras deben integrar la informacién relacionada con las
condiciones ambientales y las necesidades de la colonia para optimizar las decisiones
que toman durante la busqueda y recoleccion de alimento (DgtEzémeubourg
2002; Holldobler y Wilson, 2008).

A lo largo de esta tesis estudiamos coémo distintos factores modulan el
comportamiento alimentario en las hormigas nectivoras de la especias. Nos
focalizamos en los umbrales de respuesta de las obreras forrajeras y en los
mecanismos fisiolégicos que subyacen a este comportamiento. Si bien nuestras
aproximaciones tomaron en cuenta aspectos relacionados con las respuestas a nivel
individual, estas son las bases de las cuales emerge la compleja organizacion de las

tareas colectivas en insectos sociales (Seeley, 1989; Holldobler y Wilson, 2008).

9.2.1. Modulacién del comportamiento alimentario

En este trabajo mostramos que tanto el ayuno de la colonia, los niveles de
aminas biogénicas (ambos factores internos), como las caracteristicas de la fuente de
alimento (concentracion de sacarosa, presencia de compuestos toxicos) y la
temperatura ambiental (factores externos) son moduladores de las respuestas
individuales de las hormigas C. mus durante la ingestion de soluciones azucaradas.

La recoleccion de néctar es un proceso complejo e integral que se divide en
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diferentes fases secuenciales. A lo largo de esta tesis hemos presentado resultados
que guardan relacion con tres fases en particular: 1) inicio de la recoleZrion,
evaluacion del néctar y 3) ingestion. La figura 9.1A representa como los distintos

factores estudiados se integran influyendo en dichas fases de la recoleccion.

9.2.1.1. Inicio de la recoleccion

Si bien nuestros estudios no se focalizaron sobre esta fase en particular,
reviste de interés considerarla al discutir alguno de los factores que hemos analizado.
Por un lado, el ayuno de la colonia es uno de los principales disparadores de las
actividades relacionadas con la recoleccion de alimento (Howard y Tschinkel, 1980;
Cassill y Tschinkel, 1999a, b; Malilleux et al., 2006). Por otro lado, las condiciones
ambientales también influyen profundamente en esta decision. Las hormigas acotan
su actividad, al menos en parte, a rangos definidos (especie-especificos) de
temperatura y humedad (Holldobler y Wilson, 1990, Cerda et al., 1998; Pol y Lopez
de Casenave, 2004; Bucy y Breed, 2006; Azcérate et al., 2007; Cole et gL.[#010
nuestros resultados surge que C. mus mostré una ausencia total de actividad de
forrajeo con temperaturas inferiores a los 12 °C y superiores a los 38 °C (Capitulo 6).
Desde un punto de vista fisiolégico, las temperaturas extremas afectan el control
muscular y la supervivencia de los individuos (Cerdéa et al. 1998; Lighton y Turner
2004). Experimentos preliminares realizados en el laboratorio mostraron que las
hormigas C. mus quedaban practicamente inmdviles al exponerse a temperaturas de
12 °C (obs. pers.). Desde un punto de vista ecoldgico, la temperatura afecta la
disponibilidad de alimento: las fuentes de néctar modifican su tasa de secrecion (;
Nufiez, 1977; Robacker et al., 1983; Jakobsen y Kristjansson, 1994) y su
concentracion (por evaporacion) de acuerdo a la temperatura, pudiendo inclus
aumentar su viscosidad hasta alcanzar valores sub-Optimos para la ingestion
(Kingsolver y Daniel, 1979; Heyneman, 1983; Harder, 1986; Josens et al., 1998).

La temperatura puede también afectar la estabilidad e intensidad de sefiales y
claves informacionales que guian a las hormigas en la busqueda de fuentes de
alimento. Las forrajeras de Camponotus siguen los rastros de feromonas de caminos,
del mismo modo que son capaces de usar claves olfativas asociadas a las fuentes para
encontrar el alimento (Dupuy et al., 2006; Provecho y Josens, 2009; Josens et al.,
2009). Tanto la persistencia de los rastros feromonales (van Oudenhove et al., 2011)

como la emanacion de olores florales (Robacker et al., 1983) se ven afectados por la

118



Capitulo 9. Conclusiones y discusion general

temperatura. Esto podria impactar directamente en la informacion que una
recolectora dispone para guiar su camino hacia la fuente.

A
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Figura 9.1. Diagrama propuesto para explicar el comportamiento de ingestion en hormigas
recolectoras de C. mus. Influencia de factores externos e internos (89bet comportamiento

recolector desde el inicio del forrajeo hasta la ingestién de la soluciénadagdB) la actividad de
la bomba de succién.

9.2.1.2. Evaluacion del recurso

Al encontrar una fuente de alimenta, dvaluacién que la forrajera realiza
sobre el recurso es crucial para aceptarlo o rechazarlo y esta decisién determinara la
calidad del alimento que ingresa al nido. La evaluacion del recurso no solo depende
de sus propiedades intrinsecas (como su concentracion) sino también de factores
ajenos a la fuente de alimento. Los experimentos que realizamos bajo condiciones

ambientales controladas mostraron una tendencia a disminuir la aceptacion de
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solucion de sacarosa a bajas temperaturas (Capitulo 6). Estas observaciones sugieren,
tal como se ha observado en moscas (Dethier y Arab, 1958; Napolitano et al., 1986),
que la percepcion de sustancias azucaradas en hormigas también podria verse
afectada por la temperatura. Evaluar el efecto de esta variable sobre la percepcion
gustativa en hormigas (utilizando el protocolo de UAS) permitiria entender mejor la
importancia que reviste este factor durante las tomas de decisiones en la recoleccion
de alimentos.

Al margen de los efectos moduladores que puedan tener las condiciones
ambientales, los niveles motivacionales de la recolectora juegan un rol fundamental
en la evaluacion del recurso. El nivel de reservas de azucares en la colonia modifico
los umbrales de aceptacion de sacarosa en C. mus (Capitulo 5). Hormigas con mayor
ayuno mostraron umbrales mas bajos. Se han reportado cambios en esa misma
direccion en la sensibilidad gustativa de otros insectos sociales y no sociales con el
nivel de ayuno individual (Sudlow et al., 1987age et al., 1998). Esto muestra que
cuando las necesidades nutricionales de una colonia de hormigas son altas, las
obreras aceptan y transportan al nido alimento de calidad relativamente baja, que no
seria aceptado bajo otras condiciones (con altos niveles de reservas). Mas aun, las
demandas de la colonia pueden incluso promover la incorporacion de alimentos de
baja palatabilidad o incluso hasta nocivos. En este sentido hemos observado que la
oferta de una solucidbn azucdeaque contiene un téxico es rechazada bajo
condiciones de saciedad pero ampliamente aceptada cuando la colonia esta bajo
condiciones de ayuno mas rigurosas (Capitulo 4).

9.2.1.3. Ingestion de soluciones azucaradas.

El comportamiento de ingestion en C. mus podria explicarse como el
resultado de la interaccibn entre estimulos internos y externos que afectan
diferencialmente distintas caracteristicas del accionar de la bomba de succion (Fig.
9.1B). Por un lado, el estado interno o fisiolégico del animal, el cual se ve afectado
por los requerimientos de azlcares de la colonia, determinaria la frecuencia de
bombeo. Por otro lado, la concentracion de azucares no afecta a la frecuencia de
bombeo pero determinaria el volumen incorporado por bombeo (producto de la
viscosidad) y la cantidad de bombeos totales realizados durante la ingestion. A su
vez, la frecuencia de bombeo junto con el nimero de bombeos totales realizados

determinan un rango de tiempo acotado para la ingesta (Capitulo 3). EI nimero de
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contracciones incrementaria exponencialmente con la concentracion de la solucién
ingerida, tal como ocurre con el tiempo de ingestion (Josens et al., 1998). Entonces,
bajo condiciones constantes de ayuno, la relacion entre el tiempo de ingestion y el
numero de bombeos totales es directa. Por su parte, el volumen total ingerido de una
solucién determinada sera claramente la resultante de la integracion de la tasa y el
tiempo de ingestidn, es decir, de cuén rapido y durante cuanto tiempo se ingiera esa
solucion. La modulacion de estas variables en funcion del ayuno de la colonia y la
riqgueza de la fuente permitirian entonces cargar mas alimento en igual tiempo o
regresar al nido con mayor rapidez sin disminuir la carga. En el marco de la hipotesis
informacional propuesta por Nufiez y colaboradores (Nufiez, 1982; Roces y Nufiez,
1993) esto admitiria mantener o incrementar el intercambio de informacion en la
colonia sin pagar este aumento con una disminucion en la carga de alimento
transportado.

La temperatura ambiental, por su parte, produjo marcados cambios en la
actividad de los musculos de la bomba de succion, una caracteristica coman en otros
musculos de insectos (Bennett, 1985; Neville y Weis-Fogh, 1963; Stevenson y
Josephson, 1990; Heinrich, 1993). Tanto en experimentos a campo como en el
laboratorio hemos visto que la frecuencia de bombeo aument6 con la temperatura
ambiental, acelerando asi la velocidad de ingestion (Capitulo 6). Esto acortd el
tiempo de permanencia en la fuente de alimento, tal como habia sido observado en
Lasius fuliginosus (Bonser et al., 2008). Sin embargo, hemos observado gae, aun
una misma temperatura, hormigas C. mus en su ambiente natural ingirieron una
solucion azucarada con distintas frecuencias de bombeo en distintas épocas del afio.
Esto evidencié posibles variaciones en las condiciones de la colonia (tamafio,
presencia de cria, reservas y disponibilidad de recursos, etc.). Es esperable que estos
cambios en la composicién de la colonia puedan modular el comportamiento durante
la recoleccion (Howard y Tschinkel, 1980; Dussutour y Simpson, 2008). Por otro
lado, ya hemos visto que la disponibilidad de azlcares en una colonia es uno de los
principales factores moduladores de la frecuencia de bombeo en hormigas C. mus
(Falibene y Josens, 2008; Capitulo 3) y del umbral de aceptacion de sacarosa
(Capitulo 5). Por lo cual, la deteccion de diferentes frecuencias de bombeo a igual
temperatura en condiciones naturales reflejarian distintas condiciones internas o
estados motivacionales de las recolectoras en distintos momentos del afio. Creemos

gue tanto este parametro como el umbral de aceptacion de azucar podrian ser buenos
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indicadores de la disponibilidad de los recursos en un ambiente natural (Kay 2002,
2004). Ambos parametros pueden dar cuenta del complejo balance que determina el

nivel de la motivacion por recolectar alimentos.

En un ambiente que cambia constantemente, los animales deben poder tomar
decisiones rapidas en base a pardmetros simples. Detrain y Deneubourg (2002) han
desarrollado el concepto de “criterio de decision inteligente” para explicar como los
insectos sociales responden adaptativamente a ambientes complejos. Estos autores
proponen que durante el forrajeo las obreras utilizan claves que evolutivamente han
estado asociadas a determinadas condiciones; claves que en el transcurso del tiempo
han permanecido como relevantes, confiables y con contenido informativo funcional.
Entonces, en lugar de evaluar todos los parametros ambientales, las forrajeras
dependen de aquellos que autométicamente integran muchas variables (dentro o
fuera del nido). En este contexto, incluso factores abidticos pueden contribuir

directamente en la toma de decisiones de una colonia de hormigas.

9.2.2. Regulacion del comportamiento alimentario

Si consideramos los factores internos como moduladores de diferentes
conductasen insectos, el balance de aminas biogénicas promueve distintos estados
internos. En este sentido, indagando sobre los mecanismos que gobiernan el
comportamiento alimentario, estudiamos los efectos de la serotonina (5-HT) sobre la
actividad de la bomba de succion. Esta amina, actuando sobre el volemen d
solucion incorporado por cada bombeo, promovié una disminucién de la tasa de
ingestion y la cantidad total de alimento ingerido. Incluso, cuando fue administrada
de manera cronica, también influy6 sobre la frecuencia de bombeo (Capitulo 7).

El rol de la 5-HT en la alimentacion en insectos todavia no ha sido
completamente comprendido. Muchos estudios han vinculado a esta amina con
umbrales de percepcidn de azlcar, procesos de ingestion y actividad de los musculos
viscerales (ver ejemplos mencionados en capitulos 7 y 8). En la hormiga C. mus
hemos demostrado que la 5-HTjuega un papel importante en la modulacion de la
actividad de la bomba de succidi),esta claramente presente en distintas areas del

tubo digestivo y muy especialmente en el proventriculo, que es una estructura clave
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en la regulacién del balance entre el consumo de alimento social e individyal

esta presente en células de los centros nerviosos que estan involucrados en el control
de la alimentacion (ganglios subesofagico y frontal). La ausencia de procesos
inmunorreactivos a 5-HT en los musculos de la bomba de succidén sugiere que no
existen inervaciones serotoninérgicas directas desde el ganglio frontal hacia esta
estructura (Capitulo 7 y 8). Esto lleva a pensar que, tal como se ha propuesto para
otros insectos, la 5-HT podria actuar como un neuromodulador liberado a la
hemolinfa circulante o en aéreas neurohemales mas restringidas (Lange et al., 1988,
1989; Orchard et al., 1988; Ayali, 2004).

Estudios realizados en otros insectos han aportado evidencia en favor de
considerar a la 5-HT como un factor relacionado con la saciedad (ver discusion
Capitulo 7). Algunos de los resultados presentados en esta tesis sugieren que una
relacion similar podria tener lugar en hormigas: la administracion de 5-HT a
hormigas ayunadas disminuyd su tasa de ingestién, proceso que también ocurre
cuando hormigas previamente ayunadas son saciadas de carbohidratos (Josens y
Roces, 2000; Capitulo 3). Sin embargo, en contraposicion a los efectos causados por
una unica dosis de 5-HT, la modulacion del ayuno se manifiesta en variaciones en la
frecuencia de bombeo y no en el volumen de solucion incorporado por cada
contraccion de la bomba (Falibene y Josens, 2008; Capitulo 3). Fue necesario
someter a los individuos a una ingesta cronica de 5-HT para observar una
disminucion significativa de la frecuencia de bombeo (Capitulo 7).

A diferencia de los insectos solitarios, que pueden alcanzar la saciedad con
una sola ingesta, una colonia de insectos sociales alcanza la saciedad recién cuando
todos los individuos de la colonia (larvas, reinas y obreras) han cubierto sus
necesidades nutricionales. Luego de un periodo de ayuno, una colonia de hormigas
requiere de un tiempo considerable para revertir dicha situacion. Por ejemplo, las
larvas de Solenopsis invicta necesitan 8 horas de alimentacion ad libitum para
alcanzar la saciedad (Cassill y Tschinkel, 1995). Las obreras forrajeras de C. mus
demoran entre 2 y 3 dias en mostrar signos de saciedad, mediante una reduccion en
la aceptacion de solucion de sacarosa (Josens y Roces, 2000) o un decremento en la
frecuencia de bombeo durante la ingestion (obs. pers). Esto sugiere que se necesita
de varios dias de una entrada de alimento a la colonia para que se disparen los

procesos fisiolégicos que sefializan un estado interno de saciedad. Esto puede
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guardar alguna relacion con las diferencias que encontramos entre una
administracion Unica y cronica de 5-HT.

En insectos sociales, gran parte de la informacion sobre las necesidades de la
colonia se transfiere mediante interacciones entre los miembros de la colonia. Pero,
¢.cudles son los mecanismos fisiolégicos que median entre las interacciones sociales
y los cambios comportamentales en las recolectoras? En los ultimos afos varios
trabajos han mostrado la relacién funcional existente entre feromonas, aminas
biogénicas y la modulacion del comportamiento. Por ejemplo, la presencia de la
reina o de la feromona real modifica los niveles de aminas biogénicas (octopamina y
dopamina) en el cerebro de abejas y hormigas (Beggs et al., 2007; Vander Meer et
al., 2008); a su vez, las mismas aminas estan implicadas en la ocurrencia de
trofalaxia e intercambio de hidrocarburos entre obreras, division del trabajo,
actividad forrajera y umbrales de respuesta al aztcar (Pankiw et al., 1998; Boulay et
al., 2000; Schulz y Robinson 2001; Barron et al., 2002; Scheiner et al., 2002; Beggs
et al., 2007). A partir de evidenciar estos cambios en los niveles de octopamina y
dopamina en el cerebro es posible pensar que las interacciones producidas entre los
miembros de la colonia podrian modificar también los niveles de 5-HT y asi afectar
el comportamientos de ingestion de las hormigas forrajeras.

9.3. IMPLICANCIAS

Existen diferentes modelos sobre la ingestion de néctar en insectos que se
focalizan en la dinamica de ingestiéon. Dichos modelos consideran variables
relacionadas con las propiedades de la fuente de alimento y las caracteristicas
morfologicas del insecto. De esta tesis surge la necesidad de considerar también
pardmetros que reflejen la motivacion del individuo, que en el caso de insectos
sociales esta intimamente ligado al estado de la colonia en general.

Por otro lado, tal como ha sido el caso de las abejas meliferas, muchos
aspectos relacionados con la organizacion de la colonia en hormigas podran ser
estudiados a partir del desarrollo del protocolo de medicion de umbral de aceptacion
de sacarosa. A diferencia de las abejas, las hormigas no son un modelo universal y
generalmente no se disponen de protocolos unificados. Hemos desarrollado un

protocolo para ser utilizado en diferentes especies, lo cual abre un universo de
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estudio en hormigas hasta hoy poco explorado desde esta perspectiva. Determinar
dicho umbral de percepcién de sacarosa en forma controlada a nivel individual y su
relacion con las caracteristicas y experiencias previas del individuo asi como también
el rol del mismo en la estructura social, la organizacion del grupo, patrones de
interaccion y relaciones con otros miembros de la colonia permitird comprender
como se articula el comportamiento individual con la organizacion de tareas grupales
en una sociedad de insectos.

Profundizar en los mecanismos involucrados en la toma de decisiones nos
permitird una mayor comprension de las estrategias de recoleccion de los insectos
sociales. Esto resulta indispensable para mejorar el manejo de estos insectos, tanto
cuando resultan benéficos como perjudiciales para las actividades humanas. Los
resultados obtenidos a lo largo de esta tesis pueden ser utilizados para maximizar la
eficacia en la administracion de toxicos en hormigas nectivoras utilizando a las
soluciones azucaradas como vehiculo. La motivacién recolectora de las obreras
forrajeras, y por lo tanto la aceptacion y recoleccién de cebos, es dependiente de
diversos factores que fluctian constantemente. Cuando la oferta de fuentes naturales
es alta, la aceptacion de cebos téxicos puede verse disminuida, reduciendo asi la
eficiencia del tratamiento de control. Entonces, bajo condiciones fluctuantes es
necesario distinguir cuando la motivacion recolectora se encuentra en altos niveles
para asi garantizar una mayor aceptacion e ingestion del toxico. En el control
quimico a nivel domiciliario, es posible medir la motivacion recolectora
indirectamente mediante una evaluacién rapida de las respuestas comportamentales
de las forrajeras (por ejemplo, evaluando umbrales de aceptacion o aceptacion de una
solucion muy diluida). Por otro lado, si se trata de combatir a la hormiga C. mus
seria recomendable utilizar la sal borato de sodio y no el acido boérico, mientras que
para otras especies domiciliarias podria ser lo contrario.

De nuestros resultados surgen ademas nuevas hipétesis que llevaran a
estudios complementarios que apunten a la manipulacibn de la motivacion
recolectora. Considerando la serotonina como un depresor de la ingestion, es factible
pensar que la administracion oral de antagonistas de esta amina pueda provocar un
incremento en la motivacion recolectora, aumentando asi la ingestion de cebos
azucarados. En el mismo sentido, en el Grupo de Estudio de Insectos Sociales
actualmente se estan desarrollando con éxito estudios valiéendose de memorias

olfativas para aumentar la aceptacion de cebos toxicos. En conjunto, nuestros
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estudios podran contribuirragorar la administracién de téxicos con un protocolo
sencillo que garantice mayor aceptacion, mayor reclutamiento y una amplia
distribucion del mismo dentro de los miembros de la colonia; en otras palabras,

lograr con éxito el control de nidos domiciliarios.
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ANEXO A

UMBRAL DE ACEPTACION DE AZUCAR EN HORMIGAS DE DISTINTAS
ESPECIES

Con el objetivo de validar el protocolo utilizado en C. mus presentado en el
capitulo 5 y extenderlo hacia otras especies de hormigas de distintos habitos
alimentarios, llevamos a cabo los siguientes ensayos: en primer éugealso la
respuesta ante la estimulacidbn con sacarosa en antenas y palpos en 7 especies
distintas de hormigas silvestres. En segundo lugar, se realizaron ensayos de medicion

y comparacion del UAS en 4 especies de hormigas silvestres, incluyendo C. mus.

A.1. MATERIALES Y METODOS

A.1.1. Respuesta a la estimulacion en palpos y antenas en distintas especies
Hormigas de 7 especies distintas fueron capturadas en el predio de Ciudad
Universitaria y sus alrededores (34° 32" S, 58° 26" O), Buenos Aires, Argentina:
Acromyrmex lundi, Cephalotes jheringi, Crematogaster sp., Solenopsis richteri
(Myrmicinae), Camponotus punctulatus (Formicinae)humile (Dolichoderinae) y
Pseudomyrmex sp. (Pseudomyrmecinae). Cada especie se mantuvo en subnidos
separados con libre acceso a agua en el laboratorio durante 1 6 2 dias para que se
aclimaten. El dia de la evaluacion, las hormigas fueron anestesiadas y encepadas
como se describié en materiales y métodos del capitulo 5. Para el encepado de los
individuos se utilizaron tips de micropipeta de dos tamafos diferentes: tips-de 10
100 pul para las especies mas grandes-y10.1l para las mas pequefias. El resto del
procedimiento y andlisis de los datos fue realizado tal como se describié en

materiales y métodos del capitulo correspondiente (seccion 5.2).

A.1.2. UAS para distintas especies
Se evalué eUAS en hormigas silvestres de 4 especies distintas: C. mus, L.
humile, C. jheringi y A lundi. El sitio de estimulacion para llevar a cabo este analisis

dependi6é de las respuestas observadas en cada especie. En aquellas especies que
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mostraron una mayor proporcién de respuesta ante la estimulacion en antenas, el
UAS fue medido estimulando en antenas. Por el contrario, para las especies que
respondieron en mayor proporcion a palpos se utilizé esta ultima estimulacion. De
esta forma, antenas o palpos de las hormigas encepadas se tocaron con un palillo de
madera embebido en solucién de sacarosa en concentraciones crecientes, tal como se
explico en el capitulo 5.

En todos los casos la respuesta fue considerada positiva cuando las hormigas
lamieron después de contactar la solucion y negativa cuando no presentaron este
comportamiento. Este dltimo caso incluyé (i) hormigas que no expusieron el
complejo labiomaxilaly (ii) aquellas que tenian el complejo expuesto previo a la
estimulacién pero lo retractaron luego de tocar el palillo embebido. En el caso de las
hormigas estimuladas en palpos, cuando la estimulacion provoco la extension del
complejo, se contactd el mismo con solucion azucarada; nuevamente, la respuesta
fue considerada positiva cuando las hormigas lamieron después de contactar la
solucion y negativa cuando retractaron el complejo luego de tocar el palillo
embebido.

Todas las hormigas fueron estimuladas con concentraciones crecientes de
azucar hasta que presentaron la primera respuesta positiva. Luego, fueron apartadas
del grupo. La minima concentracion de azUcar que provoc6 una respuesta positiva en
cada hormiga fue considerada como su UAS que es un indicador del nivel de

respuesta al azucar.

A.2. RESULTADOS

A.2.1. Respuesta a la estimulacion de palpos o antenas en distintas especies

La respuesta a la estimulacion con azucar en antenas y palpos varid
ampliamente entre especies (Tabla A.1). Mientras que A lundi y Crematogaster sp.
respondieron en mayor proporcion a la estimulacibn en antenas, L. humile y
Pseudomyrmex sp. mostraron mayor proporcion de respuesta al ser estimuladas en
palpos. Por otro lado, C. punctulatysC. jheringi no mostraron diferencias
significativas entre ambos sitios de estimulaciones.

Algunas especies mostraron un incremento en la respuesta ante la

estimulacion en antenas al ser previamente estimuladas en sus palposA(Igabla
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Pseudomyrmex sp., del mismo modo que se observo en C. mus, tuvo una respuesta
inicial a la estimulacién en antenas de 0.2 (grupo antena/palpo), que se increment6 a

0.56 en las hormigas del grupo palpo/antena.

TablaA.1. Evaluacion de la respuesta de lenglieteo después de una estimulacién en antenas y palpos

Antena/palpo Palpo/antena antena*
Prop. de
Especie respuesta s
) antena* | palpo palpo* | antena palpo
(P
Myrmicinae
Acromyrmex lundi 0.37 (105)| 0.95 0.05 0.11 0.89 <0.001
Cephalotes jheringi 0.31(117)| 0.75 0.69 0.70 0.65 0.26
Crematogaster sp. 0.49 (81) | 0.76 0.43 0.35 0.95 0.004
Solenopsis richtefi 0.39(36) |1 - - - -
Formicinae
Camponotus mu$ 0.88 (58) | 0.04 1 0.96 0.35 <0.001
Camponotus punctulatus| 0.95 (20) | 1 0.9 1 0.78 1
Doleichoderinae
Linepithema humile 0.36 (109)| 0.32 0.86 0.76 0.35 0.003
Pseudomyrmecinae
Pseudomyrmex sp. 0.74 (38) | 0.2 1 0.72 0.56 0.004

Para cada especie, las hormigas fueron encepadas y separadas en dos gvajmrgesjgue fueron
estimulados con solucion de sacarosa 50%: uno de ellos primero fudazibimn antenas y luego en
palpos y el otro grupo reciblé estimulacion en el orden contrario. La proporcién de respuesta indica
la proporciébn de hormigas que lamieron (respuesta positiva) en respuedtuuna o ambas
estimulaciones con respecto al total de hormigas encepadas (N). Consideoémdop aquellas
hormigas que mostraron una respuesta positiva, la proporcidon de respukestastiaulacion en
antenas y palpos se muestra para cada grupo. P indica la comparaeida imera estimulacion de
cada grupo: antena (grupo antena/palpo) y palpo (grupo palpo/antena) anmakzhante distribucion
de frecuencias.

 Debido a su tamafio, comportamiento y la morfometria de sus piezaledyesta especie fue
evaluada solo por estimulacion en antenas.

® Datos obtenidos en los experimentos detallados en el capitulo 5.
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Se observo que algunos individuos mostraron una respuesta tipo MaLER en
lugar de lamer al ser estimulados con solucién azucarada. Es decir, mostraron una
extension del complejo, dejandolo inmovil, al ser estimulados en antenas. Esto solo
ocurrié en especies que respondieron mas a la estimulacion en palpos mientras que
en las otras especies evaluadas este comportamiento no se observo en lo absoluto o
se presentd en una proporcion menor a 0.1. La estimulacion en antenas provoco
MaLER en el grupo antena/palpo en las siguientes proporciones: 0.04 en A0 lundi,
en C. punctulatus, 0.07 en C. jheringi, 0.07 en Crematogaster sp., 0.39 para L.
humile, 0.37 para Pseudomyrmex sp. y 0.08 en S. richteri, respecto al nUmero total de
hormigas encepadas.

A.2.2. UAS para distintas especies

UAS fue evaluado en hormigas silvestres de 4 especies distintas y con
distintos habitos alimentarios, incluyendo C. mus. Basandose en los resultados de los
experimentos previos, usamos estimulacién en palpos para las hormigas de la especie
C. mus y L. humile y estimulacion en antenas para A. lundi (Fij.&dnsiderando
queC. jheringi no mostré diferencias entre los dos sitios de estimulacion, decidimos
realizar la evaluacion del UAS mediante estimulacion en antenas para esta especie.
Durante la evaluacion el porcentaje de respuestas (respecto al total de individuos
encepados) también varié notablemente entre los grupos: A lundi 69% (NG. 29)
jheringi 39% (N = 47), C. mus 75% (N = 24) y L. humile 69% (N = 32). Todas las
especies mostraron una distribucion unimodal de respuestas (Fig. A.1) en donde las
medianas coincidieron con las modas en todos los casos (C. mus: 10%; L. humile
30%; C. jheringi: 3%; A lundi: 30% w/w). Al comparar entre especies encontramos
que el puntaje UAS varid significativamer{td; n =75 = 14.2, p = 0.003, Kruskal
Wallis). El sitio de estimulacion (antena o palpo) parece no guardar relacién con el
puntaje obtenido ya que L. humile recibi6é estimulacién en los palpos y A lundi en las
antenas y ambas especies tuvieron el mismo pufpaje0.5, Comparaciones de
Dunn); por otro lado, C. jheringi y A lundi recibieron ambos estimulacién en antenas
mostrando distintos UA§ < 0.02, comparaciones de Dunn). L. hurgilé. jheringi
también mostraron diferencias (p <0.05, comparaciones de Dunn), mientras que el

resto de las comparaciones no mostraron diferencias significativas.
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Figura A.1. Evaluacion del UAS en hormigas de distintas espe@@<C. musy (B) L. humile fueron
estimuladas en los palpos mientras §G¢ Cephalotes jheringi ¥yD) Acromyrmex lundi fueron
estimuladas en antenaBSotos de la izquierda: individuos con las piezas bucales retraidas al ser
estimuladas con una solucién de sacarosa de una concentracion poddehajbral de aceptacion.
Fotos de la derecha: individuos lamiendo al ser estimulados con la sollei&@acarosa que
corresponde a su umbral de aceptacion (respuesta positiva). Los grafistamlzedistribucion del

UAS en estas hormigas capturadas en el campo. UAS se midi6 como la meseortregion de
sacarosa en solucién que provocé la respuesta de lamer en las honoégeslas. Las barras indican

la proporcion de respuestas positivas en cada una de las distintas concentresiateefofaritmiga

las lineas indican la proporcién de respuesta acumulada.
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ANEXO B

ANALISIS ESTADISTICO DE LA FRECUENCIA DE BOMBEO EN
FUNCION DE LA TEMPERATURA
Tablas de resultados del andlisis de regresion con variables auxiliares |paginBat al.,
2008)
El andlisis fue realizado definiendo las siguientes variables:
Variable dependiente: frecuencia de bombeo
Variable regresora: temperatura
Variable de clasificacion (variables auxiliares): dia de registro: 7 niveles

Nivel de referencia: febrero de 2010

Ecuacion de la frecuencia de bombeo
Frecuencia de bombeop® +B1T +p2D1 +B8D1*T + p3D2 +BID2*T + f4D3 +B10D3*T +p5D4
+B11D4*T +B6D5 +B12D5*T +B7D6 +PB13D6*T + ¢

Andlisis de regresion lineal
Variable N R? R2 Aj ECMP AIC BIC
Frec 337 0.91 0.9 0.3 534.83 592.13

Coeficientes de regresion y estadisticos asociados

Coef Est@) | E.E. |LI(95%)|LS(95%) T p-valor | CpMallows
B0 const -1.82 0.83 -3.45 -0.18 -2.19 | 0.0295
1 Temp 0.29 0.03 0.23 0.36 9.42 | <0.0001| 101.43
B2 Sep09 2.83 1.33 0.21 5.46 2.13 0.0343 17.51
B3 Oct09 0.53 1.13 -1.7 2.76 0.47 0.6411 13.22
p4 Nov09 1.96 1.21 -0.43 4.34 1.61 0.1078 15.6
B5 Enel0 8.52 1.25 6.06 10.98 6.82 | <0.0001 59.38
6 Mar10 2.05 1.58 -1.05 5.15 1.3 0.1932 14.7
B7 Nov10 1.95 1.06 -0.13 4.04 1.84 0.0665 16.38

B8 Sep09*Temp| -0.25 0.07 -0.39 -0.11 -3.49 | 0.0005 25.16
B9 Oct09*Temp| -0.03 0.05 -0.13 0.07 -0.65 | 0.5163 13.42
B10 | Nov09*Temp| -0.08 0.05 -0.17 0.02 -1.62 | 0.1072 15.6

p11 | Enel0*Temp| -0.26 0.04 -0.35 -0.18 -6.11 | <0.0001| 50.23
12 | Marl0*Temp| -0.1 0.06 -0.21 0.02 -1.67 | 0.0952 15.79
B13 | NovlO*Temp| -0.13 0.04 -0.21 -0.05 -3.09 | 0.0021 22.55
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Anexo B

Frecuencia de bombeo = -1.82 + 0.29T + 2.83D1 - 0.25D1*T + 0.53@R3D2*T + 1.96D3 -
0.08D3*T + 8.52D4 - 0.26D4*T + 2.05D5 - 0.1D5*T + 1.95D6.13D6*T
La ecuacion de ajuste resultante para cada fecha se encuentra en la tabla 4.1.

Ecuacion de ajuste a la recta
a =p0 + B(fecha)

b =p1 + B(fecha*temp)

Frecuencia = a + b*Temperatura

Fecha a b

Sep 09 1.01 0.04
Oct 09 -1.29 0.26
Nov 09 0.14 0.21
Ene 10 6.7 0.03
Mar 10 0.23 0.19
Nov 10 0.13 0.16

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 859.7 13 |66.13 |242.03 < 0.0001
Temp 24.24 1 24.24 | 88.7 < 0.0001
Sep 09 1.23 1 1.23 4.52 0.0343
Oct09 0.06 1 0.06 0.22 0.6411
Nov 09 0.71 1 0.71 2.6 0.1078
Ene 10 12.71 1 12.71 46.52 < 0.0001
Mar 10 0.46 1 0.46 1.7 0.1932
Nov 10 0.93 1 0.93 3.39 0.0665
Sep 09*Temp | 3.33 1 3.33 12.19 0.0005
Oct09*Temp |0.12 1 0.12 0.42 0.5163
Nov 09*Temp |0.71 1 0.71 2.61 0.1072
Ene 10*Temp |10.2 1 10.2 37.34 < 0.0001
Mar 10*Temp |0.77 1 0.77 2.8 0.0952
Nov 10*Temp | 2.62 1 2.62 9.58 0.0021
Error 88.25 323 |0.27

Total 947.96 336
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