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Factores que afectan la eleccion del camino durante la
recoleccion de alimento en hormigas

RESUMEN

Las hormigas invasoras representan una grave amenaza tanto econémica como ecoldgica. A
pesar de los avances en las técnicas de control mediante cebos, la formulacién de productos
consistentemente atractivos y su manejo eficaz siguen siendo retos importantes, lo que a
menudo conduce al fracaso en el control de estas plagas. Considerando que las colonias de
hormigas despliegan mecanismos de inmunidad conductual frente a patégenos, se plantea el
interrogante de si pueden desarrollar respuestas colectivas frente a cebos téxicos. Asi, el
objetivo de la tesis fue estudiar si un alimento nocivo puede generar una respuesta
comportamental que desmotive en la eleccion del camino de recoleccidon en la hormiga
argentina (Linepithema humile). Para ello, pusimos a prueba si las obreras abandonan un camino
de recoleccion hacia el cebo tdxico y analizamos la actividad a lo largo del tiempo. Trabajamos
con senderos naturales de hormiga argentina al que conectdbamos dos puentes (caminos de
recoleccion) donde ofreciamos solucién de sacarosa en uno y cebo tdxico en otro. Se registro la
actividad durante 4 dias tanto en los puentes como en el sendero troncal préximo. En otro
ensayo, se midid la actividad en los puentes a cada hora durante un dia. Los resultados fueron
contundentes ya que hubo abandono en los caminos de recoleccién al cebo téxico luego de 3
horas, alcanzando una reduccién en la presencia de hormigas del 80%, que se mantuvo asi
durante los 4 dias que duré el ensayo. Posteriormente, evaluamos potenciales mecanismos que
pudieran subyacer a dicho comportamiento. Planteamos dos hipétesis: 1- el abandono ocurre
debido a que las obreras depositan una marca negativa en el puente con el cebo téxico; y 2- las
obreras aprenden a evitar el sitio donde hay una amenaza (establecen una memoria aversiva).
Para ello, se colocaron puentes que ofrecian sacarosa, cebo téxico o nada junto a un sendero
troncal, y luego de establecerse los caminos donde se ofrecia sacarosa y ocurrir el abandono
donde se ofrecia el tdxico, se intercambiaron estratégicamente, logrando combinaciones
cruzadas que nos permitieron poner a prueba las hipétesis. Asi, confirmamos que se formaban
memorias aversivas en los sitios donde se ofrece el cebo téxico, mientras que no se encontrd
evidencia de una marca negativa. Luego, en una serie de ensayos fuimos descartando diferentes
posibles explicaciones alternativas al abandono. El abandono no fue por disminucion de la
poblacién ya que la actividad en el sendero troncal préoximo al toxico se mantuvo alta. Tampoco
fue por saciedad, ya que el puente de sacarosa mantuvo una actividad alta durante todo el
estudio. No fue por mortalidad del grupo recolector, ya que, en un experimento de laboratorio,
hormigas que ingirieron cebo tdxico permanecian vivas en 6 horas donde el abandono alcanza
un 80%. Finalmente, estudiamos si las hormigas pudieran presentar efectos subletales que les
impidan visitar el camino de recoleccién y a la vez, no se generaria nuevo reclutamiento por no
haber otras obreras disponibles (e.g., por estar ocupadas en otras fuentes u otras tareas). En
primer lugar, se midié la motilidad, utilizada como un indicador de malestar, resultando que
efectivamente fue menor en las hormigas que ingirieron el téxico después de 3 horas. En
ensayos a campo, se pudo demostrar que esta hormiga, aunque se elimine el grupo recolector
en un 80%, rapidamente desencadena un nuevo reclutamiento, recuperando los niveles de
actividad iniciales. El malestar que pudo limitar la motilidad, lo que a su vez podria actuar como



refuerzo negativo en el establecimiento de la memoria aversiva. Estos resultados desafian la
concepcidn vigente sobre el accionar de los cebos que solo considera que generan mortalidad.
En conclusidn, durante la tesis se demostré que hay una estrategia comportamental por parte
de L. humile para abandonar un cebo toéxico, y el drea donde éste se encuentra, lo cual tiene
enormes implicancias en las tareas de control por cebos en esta hormiga.

PALABRAS CLAVES: Linepithema humile, Cebo tdxico, Camino de recoleccién, Mecanismos de
abandono, Memoria aversiva, Malestar.

Factors affecting path choice during food collection in
ants

Summary

Many species of ants pose a significant problem due to the damage they cause. Despite advances
in environmentally friendly control techniques, the consistent formulation of acceptable baits
and their effective management remain challenges in ant control. Ant colonies employ
behavioral immunity mechanisms against various pathogens, raising the question of whether
they might react similarly to toxic baits. The objective of this thesis was to investigate whether
ants develop a collective behavioral strategy that allows them to defend themselves against
harmful food—such as the baits used for their control—and to explore the mechanisms
underlying this behavior. Experiments were conducted on natural trails of the Argentine ant
(Linepithema humile), where two bridges (foraging paths) were connected: one with a sucrose
solution and the other with toxic bait. Ant activity was recorded over 4 days, both on the bridges
and the adjacent main trail. In another assay, activity on bridges was measured every hour for a
day. The results showed a significant decrease, approximately 80%, in the presence of ants on
the toxic bait foraging path after the first 3 hours of exposure. This low activity remained
constant throughout the experiment. Various alternative explanations for the reduction in
activity were ruled out, such as the lack of bait palatability, population mortality, satiety (lack of
motivation to forage), and in the case of sublethal effects on the bait-foraging group, the
absence of available workers to replace them. Potential mechanisms that could have caused this
behavior were evaluated. Two hypotheses were proposed: 1) the workers deposit a negative
mark on the toxic bait bridge, and 2) the workers learn (establish an aversive memory) that the
site represents a threat and avoid returning to it. To test these hypotheses, bridges with sucrose,
toxic bait, or no resource were placed, and it was observed that the abandonment occurred on
the toxic bait bridge, while activity was high on the sucrose bridge, and there were barely any
visits to the bridge without resources. After strategically switching the bridges and comparing
different combinations, the formation of aversive memories associated with the toxic bait sites
was confirmed, with no evidence of a negative mark. It is suggested that post-ingestion
discomfort could act as negative reinforcement in the creation of these associative memories.
In a laboratory trial, ants that ingested toxic bait showed reduced motility after one hour of
consuming the bait, compared to the control group. In conclusion, ants develop a behavioral
strategy of abandoning toxic bait and the nearby area, thus preventing harmful food from



entering the nest. Aversive memory plays a crucial role in implementing this collective behavior.
These findings have important implications for ant control using baits.

KEYWORDS: Linepithema humile, Toxic bait, Foraging path, Abandonment mechanisms, Aversive
memory, Discomfort.
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Capitulo 1. Introduccidon general

Hormigas: Organizacion de la colonia, dieta y estrategias
de recoleccion.

Las hormigas son insectos sociales que representan, en términos de ecologia y biomasa,
uno de los grupos mas exitosos e importantes del planeta. Se han descripto mdas de 14000
especies (16 subfamilias y 343 géneros) y se encuentran distribuidos en una gran diversidad de
ambientes (AntWiki, 2024; Holldobler & Wilson, 1990; Lach et al., 2010; Wilson, 1971). Cumplen
importantes servicios ecosistémicos, ya que la construccién de sus nidos mejora el drenaje y
aireacion de los suelos, ademads de desempefiar un papel clave en sus interacciones con plantas,
microorganismos y otras especies (De Bruyn & Conacher, 1990; Folgarait, 1998; Jones et al.,

1994).

Dentro de las colonias, la casta reproductiva esta formada por hembras y machos
fértiles, mientras que la casta obrera, compuesta exclusivamente por hembras y mayoritaria en
la colonia, se encarga de diversas tareas. Las tareas consisten en la construccion,
mantenimiento, defensa del nido, cuidado y alimentacién de las crias y reinas, ademas de la
recoleccion de recursos para la colonia, entre otras tareas (Holldobler & Wilson, 1990; Lach et

al., 2010).

La dieta varia ampliamente entre especies. Las hormigas cortadoras de hojas se
alimentan principalmente de su hongo simbionte que cultivan en el interior del nido (Holldobler
& Wilson, 2009; Howard, 1988). Otras especies son omnivoras, pudiendo ser oportunistas con
distintas presas como fuente de proteinas, y también hay especies con alimentacion
principalmente nectivora. Su dieta es de carbohidratos obtenida de secreciones de plantas o
exudados de hemipteros (Cook & Davidson, 2006; Davidson et al., 2004; Holldobler & Wilson,
1990). Entre hormigas y hemipteros se establece una relacion mutualista, en la cual el hemiptero
le brinda alimento mediante el exudado que libera y, por su parte, las hormigas los protegen de
ser depredados por enemigos naturales (Lach et al., 2010; Stadler & Dixon, 1998). De forma
similar, también hay un beneficio mutuo entre la hormigay la planta con nectarios extraflorales,
donde las hormigas se alimentan de un néctar rico en carbohidratos e incluso nitrégeno o
aminodcidos, mientras que la presencia de hormigas en la planta disuade a insectos herbivoros

de acercarse (Chamberlain & Holland, 2009).



En las especies de hormigas llamadas nectivoras es comun el intercambio boca a boca

del alimento liquido que consumen, conocido como trofalaxia. Para ello, la hormiga recolectora

carga su buche con el alimento liquido y lo lleva hacia el nido donde lo transfiere a una o varias
compafieras de nido. Incluso el alimento almacenado en el buche puede mantenerse como

reservorio en caso de escasez de alimento (Holldobler & Wilson, 1990).

Las hormigas son recolectoras de lugar central, lo que implica que una vez encontrado
el alimento no lo consumen en ese sitio, sino que lo trasportan a su lugar central, el nido (Orians
& Pearson, 1979). Algunas especies realizan esta recoleccién de forma individual, mientras que
otras lo realizan de forma cooperativa o colectiva. Las decisiones que toman las obreras a la hora
de recolectar alimento pueden depender de estimulos del ambiente como también de las
necesidades del nido (Devigne & Detrain, 2006). Dichas decisiones pueden comunicarse dentro
y fuera del nido mediante sefiales de diferente modalidad sensorial: ya sean de caracter olfativo,
tactiles, visuales, entre otros (Cammaerts & Cammaerts, 1980; Holldobler & Wilson, 1990; Le
Breton & Fourcassié, 2004; Mc Cabe et al.,, 2006; Traniello, 1983). Asi, existen diferentes
estrategias de recoleccidn de alimento, dependiendo del grado de cooperacién en la realizacién
de la tarea, los canales de comunicacidn involucrados, etc. La recoleccion totalmente individual,
donde no existe reclutamiento es la forma mds simple de recoger alimentos y trasladarlos al
nido. La denominada corrida en tdndem es considerada el reclutamiento mds primitivo y
consiste en reclutar a una sola hormiga a la vez hacia la fuente de alimento. La hormiga reclutada
sigue de cerca a la reclutadora guiada por sefiales olfativas que ésta libera, asi como por
estimulos de contacto mecanico y/o visuales (Chadab & Rettenmeyer, 1975; Franklin et al.,,
2011; Holldobler et al., 1974; Holldobler & Wilson, 2009). También existe el denominado
reclutamiento grupal donde hasta 30 obreras pueden seguir a una lider hacia la fuente de
alimento (Planqué et al., 2010). Las hormigas reclutadas siguen a la lider principalmente a partir
de rastros quimicos, aunque también puede estar complementado a sefiales visuales y/o
contacto mecanico (Chadab & Rettenmeyer, 1975; Franklin et al., 2011; Traniello, 1977). Sin
embargo, si se elimina la hormiga lider o pierden su rastro, el grupo de seguidoras se disuelve
(Chadab & Rettenmeyer, 1975). Por lo tanto, en estas estrategias de recoleccién a la hora de
buscar una fuente de alimento y reclutar no suele involucrar a muchas obreras al mismo tiempo.
En cambio, en algunas especies existe el reclutamiento masivo, con alta cooperacidn, donde la
comunicacion a partir de feromonas es clave para orientar una gran cantidad de obreras hacia

la fuente de alimento (Robinson et al., 2008).

En el reclutamiento masivo, se transfiere la informacién de una fuente de alimento de

un grupo de hormigas a otro mediante las feromonas de camino. Estas feromonas, al igual que



cualquier otra, constituyen una sefial liberada por un emisor para brindar un mensaje a uno o
mas receptores (Holldobler & Wilson, 1990). Esto se conoce como informacidn social o publica

(Danchin et al., 2004).

Respecto a las feromonas de camino, las glandulas que la producen se encuentran en el
intestino posterior y las feromonas depositadas poseen diferentes compuestos que varian entre
especies (Blum & Wilson, 1964; Hélldobler & Wilson, 1990; Traniello, 1977). Sus componentes
pueden incluir moléculas como alcoholes, aldehidos, acido férmico, terpenos, entre otras
(Holldobler & Wilson, 2009). Dichas feromonas pueden cumplir funcién de atraccion,
orientacién o ambas (Holldobler & Wilson, 1990, 2009; Morgan, 2009). Para que se establezca
el camino de recoleccién, primero, una exploradora debe encontrar una fuente de alimento de
valor, la cual llevara a que deposite feromona de camino al regresar al nido. Tanto la decisién de
depositar feromona de camino como las respuestas que esta puedan generar, dependen de

factores externos e internos de los individuos involucrados (Mailleux et al., 2005, 2006).

Feromonas de camino, informacion social en el
reclutamiento

Las feromonas de caminos permiten a las hormigas, entre otras cosas, poder formar
senderos que las guiaran a la fuente de alimento desde el nido o viceversa, o bien, uniendo nidos
diferentes en aquellas especies donde una misma colonia ocupa diversos nidos separados entre
si. Dichos senderos, cuando son masivos y se utilizan de forma recurrente y persistiendo en el
tiempo, y se denominan senderos troncales (Holldobler & Wilson, 1990; Loreto et al., 2013). Las
seflales quimicas (informacién social) presentes en los senderos troncales desencadenan una
respuesta de seguimiento de la pista quimica en las recolectoras. A su vez, el rastro quimico se
va reforzando continuamente, por lo cual, puede durar dias e incluso meses (Czaczkes et al.,
2015a). Cuando hay recursos efimeros, de corta duracidn, o recién descubiertos se establecen
lo que llamamos caminos de recoleccion que son senderos los cuales se inician por las primeras
hormigas que encuentran el alimento o el sitio para anidar y se van reforzando por las hormigas

reclutadas que se suman en la tarea (Czaczkes et al., 2013; Hélldobler & Wilson, 1990).

La feromona de camino, ademads, puede ser utilizada en la busqueda de nidos, para
escapar o reclutar en la captura de una presa, y para guiar la construccion de tuneles (Cronin,
2012; Czaczkes et al., 2015b; Hoélldobler, 1976). Es importante tener en cuenta que puede ser

detectada no solo por contacto con el sustrato donde es depositada sino también en el aire a
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una corta distancia (Markl & Holldobler, 1978; Traniello, 1983; Van Vorhis & Baker, 1982b).
Respecto a la deposicion de feromona, hay individuos que depositan feromona mas
frecuentemente que otros (Mailleux et al., 2005). Esto se puede identificar por ejemplo en
obreras que realizan vueltas en U con mayor frecuencia que otras obreras depositando de esta
forma mas feromona (Evison et al., 2008; Hart & Jackson, 2006). La intensidad de la marca puede
variar también segun factores intrinsecos de la colonia como también del exterior, y por
consiguiente la marca que deposite puede ser mayor por ejemplo ante un aumento en el tiempo
de inaniciéon de la colonia, una menor distancia a la fuente de alimento y una mayor calidad del
recurso encontrado (Devigne & Detrain, 2006; Hangartner, 1969). A su vez la preexposicion de
la feromona de camino puede modular la posterior evaluacion de un determinado recurso (Rossi
et al., 2020). Respecto a los factores intrinsecos en la colonia podemos encontrar que en escasez
de alimento hay hormigas con diferentes motivaciones para ser reclutadas (Mailleux et al.,
1999). En definitiva, las feromonas de camino juegan un papel crucial en la organizacién social y
la eficiencia de las colonias, permitiendo el establecimiento de senderos troncales y caminos de
recoleccidon que optimizan la busqueda de recursos. A su vez, estos rastros no solo facilitan la
comunicacion entre las obreras, sino que también reflejan las dindmicas internas de la colonia 'y

su respuesta a diversos factores.

Memorias, informacion privada

Toda informacién que un individuo toma del ambiente directamente (sin la intervencion
de otros individuos) es lo que llamamos informacidn privada (Danchin et al., 2004). Por ejemplo,
al visitar repetidamente una fuente de alimento, la informacién almacenada en la memoria de
una obrera (informacion privada) también juega un rol clave en su capacidad para realizar
eficientemente la tarea. La misma puede ser de corto plazo (menos de 1 hora), mediada por
neurotransmisores o de largo plazo (mayores de 24 horas), en las cuales es necesario la sintesis
de proteinas (Guerrieri et al., 2011). Las hormigas han mostrado tener gran capacidad de
aprendizaje, tanto para establecer memorias olfativas (Dupuy et al., 2006; Josens et al., 2009;
Provecho & Josens, 2009; Wagner & Czaczkes, 2023) como memoria espacial o de navegacion
(Collett & Collett, 2002; Galante et al., 2023; Narendra et al., 2007; Wagner & Czaczkes, 2023)

lo que les permite ser mas eficientes a la hora de ir a buscar un alimento y/o de regresar al nido.

En las especies donde no existe reclutamiento, gran parte de las actividades se basan en

la informacién privada (Freas et al.,, 2021; Narendra et al., 2007). En cambio, cuando el
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reclutamiento esta presente, la recoleccién combina informacion social (feromona de camino,
estimulacidn tactil, olores aprendidos en trofalaxia, etc.) con informacidn privada (memorias de
distinta modalidad sensorial o naturaleza, establecidas en las visitas a la fuente de alimento).
Esto permite optimizar el rendimiento gracias a la mejora que aporta el aprendizaje, por ejemplo
incrementando la velocidad de forrajeo confiando tanto en su recuerdo como en las sefiales de
la feromona (Czaczkes et al., 2011). También esta sinergia es fundamental en entornos mas
complejos donde es mas dificil recordar la ruta o cuando hay muchas fuentes de alimentaciény
las mismas son cambiantes en el tiempo (Czaczkes et al., 2013; Czaczkes et al., 2015a). En
resumen, las estrategias de reclutamiento en masa y el uso de informacidn social y privada son
extremadamente diversas y varian considerablemente segun el contexto. A continuacidn,
profundizaremos en el caso de las hormigas plagas e invasoras, especies que, al compartir
muchas de estas caracteristicas, han logrado ser altamente exitosas tanto en entornos urbanos

y agricolas, como naturales.

Problematica hormigas plagas e invasoras

En los ambientes urbanos encontramos muchas especies de hormigas que se consideran
plagas ya que invaden los hogares generando diferentes problemas. Algunas pueden hacer nidos
adentro, carcomiendo cimientos, aislantes, maderas estructurales, y pudiendo incluso afectar
circuitos eléctricos, electrodomésticos, etc. A estas hormigas se las suele denominar como
plagas estructurales y entre ellas tenemos por ejemplo a las hormigas carpinteras del género

Camponotus (Field et al., 2007; Klotz et al., 1995; Santos, 2016).

Asi como anidan en hogares, también lo hacen en lugares sensibles como hospitales y
centros de salud (Beatson, 1972; Josens et al., 2014). Lo cual es muy preocupante, ya que
podrian actuar también como potenciales vectores mecanicos de patégenos (Cholewinski et al.,
2017; Lise et al., 2006; Mcdonald et al., 2012; Santos, 2016). Esto significa que pueden
transportar bacterias y otros patdgenos desde un lugar a otro, contaminando instrumental
estéril, heridas, quirdfanos, etc. Se cree que pueden jugar un rol importante en la transmision

de infecciones intrahospitalarias (Cholewinski et al., 2017).

Ademas, la actividad de las hormigas plagas no se limita solo a los entornos urbanos, ya
qgue pueden generar grandes pérdidas econdmicas en el dmbito agricola y forestal. Por ejemplo,
las hormigas cortadoras son conocidas por su impacto negativo en este aspecto, siendo incluso

muy dificil de combatir (Cherrett, 1986; Folgarait et al., 1996; Pérez et al., 2011). Otras plagas
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agricolas son las hormigas que poseen un mutualismo con hemipteros, ya que disminuyen los
ataques de los enemigos naturales de estos, por lo cual, sus poblaciones crecen sin este control,
perjudicando a los cultivos infectados (Lach et al., 2010; Stadler & Dixon, 1998). Los ejemplos
mas comunes de pérdidas por hemipteros defendidos por hormigas se dan principalmente en

citricos y vifiedos (Calabuig et al., 2014; Itioka & Inoue, 1996; Mgocheki & Addison, 2009).

Muchas de estas especies fueron llevabas accidentalmente fuera de su rango nativo
donde lograron establecerse y en muchos casos se vuelven hormigas exdticas invasoras. Las
especies exodticas invasoras plantean un problema global importante, que afecta
profundamente a los ecosistemas naturales y antropizados (Bertelsmeier, 2021; Holldobler &
Wilson, 1990; Holway et al., 2002a; Moller, 1996; Porter & Savignano, 1990). Mas de 200
especies de hormigas han establecido poblaciones mds alla de sus areas de distribucion nativas
(Holway et al., 2002a). De estas, 19 estan incluidas en la base de datos de especies invasoras de
la UICN, con cinco especies (Linepithema humile, Solenopsis invicta, Wasmania auropunctata,
Anoplolepis gracilipes, Pheidole megacephala), clasificadas entre las "100 peores especies

exoticas invasoras" (Lowe et al., 2000).

Es importante aclarar que la mayoria de las especies consideradas invasoras son
también plagas y generan un impacto econdmico asombroso, estimado en 52 mil millones de
ddlares estadounidenses, afectando la produccién agricola, sector publico y al bienestar social
(Angulo et al., 2022). En Argentina, la provincia de Buenos Aires y la cuenca del Parana
conforman una regién donde abundan vy son originarias muchas de las especies de hormigas
mas ampliamente invasivas y plagas del mundo (Josens et al., 2017; Lowe et al., 2000; Stanley,

2004).

La hormiga argentina

La hormiga argentina, Linepithema humile, es una especie originaria de la cuenca del Rio
Parana y su distribucién nativa abarca parte de Argentina, Brasil, Paraguay y Uruguay (Wild,
2004). Es una especie pequefia (2,2 a 2,6mm), de color marrdn claro a oscuro (Vega & Rust,
2001). Es monomorfica, poliginica, y puede tener centenar de reinas que copulan dentro del
nido (Passera & Aron, 1993). Esto ultimo le permite dividir la colonia por budding (gemacién) y
asi ir estableciendo distintos nidos que pueden permanecer interconectados (Suarez et al.,
2000). Esto también le permite tener una estructura poblacional conocida como Unicolonial,

donde una gran cantidad de nidos diferentes estdn ocupados por una gran colonia. Su
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alimentacién es principalmente nectivora a través de su asociaciéon a hemipteros y nectarios
extra florales (Baker et al., 1985; Costello & Welch, 2014; Lach, 2008). Es una especie que se ha
convertido en una plaga a escala mundial, especialmente en Europa donde es la invasora mas
importante (Blight et al., 2012; Cammell et al., 1996; Carpintero et al., 2005; Kenis & Branco,
2010; Way et al., 1997).

Es reconocida también como plaga urbana (Knight & Rust, 1990a; Suarez et al., 2000;
Vega & Rust, 2001). En ambientes urbanos produce perjuicios, como molestia dentro del hogar
y potencial vector de patdgenos (lpinza-Regla et al., 2015; Klotz et al., 2007, 2008). Sin embargo,
actualmente también se la considera plaga en sistemas agricolas, donde se asocia con
hemipteros que se alimentan del floema, afectando el crecimiento y productividad de las plantas
hospedantes y alterando la actividad de los enemigos naturales de estas plagas agricolas (Dale,
1974; Dreistadt et al., 1986; Flanders, 1951). Su presencia particularmente en vifiedos y cultivo
de citricos genera grandes pérdidas en muy diversas partes del mundo (Daane et al., 2007, 2008;

Moreno et al., 1987).

Una de las claves de su éxito como especie invasora es el fortalecimiento de su
unicolonialidad en las regiones que invade. Esto significa que sus nidos no se agreden entre siy
pueden extenderse sobre amplias dreas, formando lo que se conoce como supercolonias
(Holway et al., 1998; Suarez et al., 2008; Tsutsui & Case, 2001). Dicha estructura, sumado a su
comportamiento agresivo contra otras especies, le permite tener una alta densidad poblacional
y ser mas eficiente en la utilizacidn de los recursos (Buczkowski et al., 2004; Giraud et al., 2002;
Holway et al., 1998; Ward & Harris, 2005). De este modo, obtienen una ventaja competitiva
sobre otras especies de hormigas, lo que provoca el desplazamiento de las hormigas nativas,
efecto negativo en los invertebrados e incluso sobre vertebrados (Alvarez-Blanco et al., 2017;
Chen & Nonacs, 2000; Human & Gordon, 1996; Silverman & Brightwell, 2008; Suarez et al., 2005,
2000; Suarez & Case, 2002). También puede impactar en procesos ecoldgicos importantes como
la dispersion de semillas o la polinizacién, lo que afecta ain mas la biodiversidad nativa
(Blancafort & Gdmez, 2005; Bond & Slingsby, 1984; Cole et al., 1992; Gémez et al., 2003; Gémez
& Oliveras, 2003; Gordon & Human, 1999; Human & Gordon, 1996; Visser et al., 1996).

La hormiga argentina utiliza feromona de camino que produce mediante la glandula de
Dufour y sirve para el reclutamiento masivo a una fuente de alimento, asi como también para
explorar un drea nueva (Aron et al., 1989; Cavill et al., 1980; Deneubourg et al., 1990; Greenberg
& Klotz, 2000). La duracién de su feromona es de aproximadamente 1 horay, a diferencia de la

mayoria de especies las cuales depositan sdlo al regresar al nido desde una fuente de alimento,
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la hormiga argentina puede depositar tanto a la ida como a la vuelta (Aron et al., 1989, 1993;
Van Vorhis & Baker, 1982a). Ademads, hay evidencias de que las forrajeras puedan utilizar
memorias asociativas de claves visuales para la orientacidn (Aron et al., 1993), olfativas (Rossi
et al., 2020; Wagner et al., 2023), o memorias de navegacion (Galante et al., 2023; Wagner &
Czaczkes, 2023). La trofalaxia también interviene en el reclutamiento, la cual puede realizar no
solo en el nido, sino también directamente a obreras que se encuentran en los caminos de
recoleccion, potenciando asi el nUmero de hormigas reclutadas (Aron et al., 1989; Flanagan et
al., 2013; Sola et al., 2013). Es capaz de recorrer regularmente grandes distancias, teniendo en
cuenta su pequefio tamafio (Hogg et al.,, 2018; Latty et al., 2017; Reid et al.,, 2011).
Generalmente, cuando descubren una fuente de alimento, establecen un nuevo nido bien
cercano, hasta que el alimento se agota (Silverman & Nsimba, 2000). Este tipo de estrategia les

permite rdpidamente monopolizar los recursos.

En resumen, es una especie con una gran variedad de recursos para realizar una
recoleccion eficiente y con un comportamiento y caracteristicas que la hacen una especie muy
invasora, plaga urbana y agricola en todo el mundo y por ello se la suele controlar mediante

cebos toxicos.

Control de hormigas mediante cebos toxicos

Para controlar hormigas invasoras y/o plagas se han utilizado muchos métodos.
Tradicionalmente, se las suele controlar usando insecticidas en espray, liquidos, polvos o
emulsiones que actuan principalmente como téxicos de contacto (Stanley, 2004). Sin embargo,
se ha demostrado que no es lo mas eficiente ya que, generalmente, solo mata a una pequefia
poblacién de las obreras que buscan alimento, pero la colonia en su mayoria no es afectada
(Stanley, 2004). Por lo cual, se sugiere utilizar cebos tdxicos ya que las hormigas los recolectan
como si fuera alimento, los trasladan al nido y los transfieren entre companieras de la colonia.
De ese modo, estos cebos pueden afectar también a otras obreras, reinas o a las crias
(Greenberg, 1997; Lee, 2000; Santos, 2016). Ademas, estos métodos son menos perjudiciales
para el medio ambiente disminuyendo la cantidad de insecticida utilizado, minimizando asi los
efectos secundarios no deseados (Collins & Callcott, 1998). Mas aulin, son mas especificos para
la especie que se desea controlar, reduciendo la exposicion al téxico de otras especies (Forschler
& Evans, 1994; Josens et al., 2017; Rust et al., 2003). A su vez, como las especies de hormigas

invasoras suelen mostrar un reclutamiento masivo, a menudo monopolizan los recursos, lo que
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en el caso de cebos tdxicos minimiza el impacto en las especies no objetivo (Cabrera et al., 2021;
Vega & Rust, 2003). De todas formas, es fundamental conocer el comportamiento de la especie
a controlar para colocar los cebos de manera estratégica, maximizando su acceso e ingestion en
la especie objetivo y reduciendo el impacto sobre otras especies (Cabrera et al., 2021). Otra
ventaja es que no es necesario encontrar o acceder a los nidos, que no siempre es factible, ya
que las hormigas localizan el cebo, lo trasladan al nido y lo distribuyen al resto de la colonia (Lee,

2000).

Los cebos toxicos para hormigas estan compuestos por una sustancia atrayente la cual
puede ser sélida o liquida (usualmente comida); en pocos casos se adiciona también feromona
de camino para potenciar el reclutamiento (Greenberg & Klotz, 2000; Sunamura et al., 2011) y
el compuesto activo, un toxico, el cual debe ser letal para las hormigas, pero con efecto
retardado (Stringer et al., 1964). Esto es necesario para que las recolectoras puedan tener el
tiempo necesario para reclutar, y trasladar grandes cantidades del cebo al nido (Hooper-Bui &
Rust, 2001). En general, la definicion del formulado de un cebo dependera de la especie blanco
considerando su comportamiento y dieta. Es fundamental que el cebo resulte atractivo,
palatable, para las hormigas, ya que de eso depende en gran medida un consumo suficiente y
sostenido a fin de garantizar la eficacia en su accionar (Baker et al., 1985; Krushelnycky &
Reimerz, 1998; Krushelnycky & Reimer, 1998; Silverman & Roulston, 2001). Por ejemplo, en
pruebas de laboratorio, cebos de proteinas, carbohidratos y lipidos fueron todos atractivos para
Solenopsis invicta (Stein, 1987). En cambio, para otras especies se sugiere utilizar cebos cuyo
alimento sea solucidn de sacarosa (Baker et al., 1985; Rust et al., 2003). Respecto a estos ultimos
tipos de cebos, se ha demostrado que son mas efectivos en forma liquida que en gel ya que son
ingeridos con mayor rapidez y abundancia (Josens et al., 2016; Silverman & Roulston, 2001). Un
factor crucial en la formulacién de un cebo es la concentracién de cada uno de los componentes.
En el campo, un cebo azucarado puede evaporarse resultando en altas concentraciones
generando cristalizacion del azucar lo cual interfiere negativamente en la preferencia de las
hormigas (Klotz et al., 1998). Para L. humile, son recomendables concentraciones intermedias
de sacarosa (20 — 25%) ya que promueven un rapido ciclo de forrajeo, alto reclutamiento y
maxima carga de buche por individuo (Sola & Josens, 2016). Estos cebos suelen ser utilizados
con diferentes tipos de toxico ya sea fipronil, pyriproxyfen, acido bérico (H3BO3), bdrax (borato
de sodio, Na2B407), entre otros (Krushelnycky et al., 2011). Respecto al acido bdrico y bdrax
son muy eficientes y se vienen utilizado como insecticida en cebos para hormigas desde hace
muchos afios (Rust, 1986). Los compuestos borados son sustancias quimicas naturales que

resultan toxicas para los insectos que los ingieren (Greenberg et al., 2006; Klotz et al., 1998). Son
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esenciales para las plantas y se encuentran naturalmente en ellas, las que lo absorben del suelo
como acido bédrico disuelto en agua. El acido bérico al ser adicionado a un cebo para hormigas,
posee un mecanismo de accion lento y de baja repelencia (Daane et al., 2006; Klotz et al., 1996;

Klotz & Moss, 1996; Ulloa-Chacdn & Jaramillo, 2009).

Su toxicidad es atribuida a su capacidad de alterar el intestino medio de los insectos, lo
que provoca su muerte por inanicién (Cochran, 1994; Habes et al.,, 2006). Ademas de las
alteraciones del revestimiento intestinal, también se cita al acido bdérico como posible
neurotéxico (Habes et al., 2006), asi como por sus efectos deshidratantes (Klotz & Moss, 1996;
Le, 2021). Es importante aclarar que varios de estos efectos, como lo de ser neurotéxico, se
detectaron con concentraciones particularmente altas de acido borico (mayores al 8% p/p) las
cuales son concentraciones muy fuera del rango que se usa para control. También ofrecido en
seco en muy altas concentraciones en una Unica dieta posible durante varios dias, se observé
gue afecta los niveles de las enzimas acetilcolinesterasa y glutatién S-transferasa en cucarachas

(Habes et al., 2006).

Pese a la gran eficiencia que muestran los cebos en los estudios de laboratorio (Klotz et
al., 1996, 1997; Knight & Rust, 1990a), la realidad es que en situaciones de manejo reales, las
hormigas son especialmente dificiles de controlar (Howse et al.,, 2023). Los argumentos
esgrimidos en muchos casos refieren que el drea tratada no fue lo suficientemente grande v,
por ende, con el tiempo puede ser reinvadida desde la periferia no tratada (Klotz et al., 1998;
Vega & Rust, 2003). También es real que la aceptacidén y consumo de un cebo toxico puede verse
afectado por una gran disponibilidad de fuentes alternativas de alimento naturales (Kay, 2002;
Silverman & Roulston, 2001; Sudd & Sudd, 1985; Vega & Rust, 2003). En definitiva, la aceptacién
de un cebo tdxico en una situacién especifica puede no reflejar su aceptacién en otros
escenarios, ni su eficacia en un programa de control general (Sola et al., 2013). Esto hace que la
formulacion de cebos consistentemente aceptables y su manejo sean aspectos especialmente
desafiantes en el control de hormigas invasivas (Baker et al., 1985; Kay, 2002; Rust et al., 2004;

Silverman & Roulston, 2001; Sola et al., 2013; Sudd & Sudd, 1985).

En este contexto, nos centraremos en estudiar el comportamiento de la hormiga
argentina, un modelo bioldgico relevante debido a su caracter de plaga e invasora, tanto a nivel
local en distintas regiones de Argentina, como a nivel mundial. Actualmente, los métodos de
control sugeridos en el ambiente urbano para esta especie se basan en insecticidas de contacto
y aplicacion de cebos toéxicos, y en ambientes naturales o agricola, fundamentalmente cebos

(Daane et al., 2008; Klotz et al., 2007, 2008; Nelson & Daane, 2007; Soeprono & Rust, 2004),
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siendo los cebos liquidos con base de sacarosa especialmente atractivos para esta especie (Baker
et al.,, 1985; Krushelnycky & Reimer, 1998). En los ultimos afios se han desarrollado
impresionantes innovaciones tecnoldgicas, como el desarrollo de matrices de geles
superabsorbentes que se utilizan para absorber los cebos liquidos y asi poder aplicarlos como si
fueran sélidos facilitando ampliamente la forma de aplicacidn (Buczkowski et al., 2014; Cabrera
et al., 2021; Choe et al., 2021; Rust et al., 2015). Sin embargo, pese a los afios de estudio y
experiencia y a las innovaciones, eliminar poblaciones establecidas de hormigas argentinas ha
demostrado ser un desafio y se ha reportado un éxito limitado (Knight & Rust, 1990b; Vega &
Rust, 2003). En estudios de campo, los cebos a menudo no logran controlar a las hormigas
argentinas durante mas de 60 dias, y a menudo hay un resurgimiento de las poblaciones, o una
reinvasion después del tratamiento por hormigas de areas cercanas no tratadas (Klotz et al.,
1998; Krushelnycky et al., 2011; Vega & Rust, 2003). Por ello, mejorar nuestra comprension de
las hormigas invasoras y abordar los desafios que plantean deberia ser una prioridad para los
esfuerzos de conservacion, y esto es cierto, considerando que menos de la mitad de los controles
son exitosos (Hoffmann, 2011; Hoffmann et al., 2016). Por estas razones, nos interesa evaluar
mas en profundidad el comportamiento de la especie L. humile ante la presencia de un cebo
téxico. En particular estudiar si hay algun tipo de comportamiento que realicen las hormigas que

atente contra la efectividad de los cebos.

Objetivo general:

Estudiar la respuesta comportamental de las hormigas al cebo tdxico para determinar si existe
abandono del camino de recoleccidn. De ser asi, evaluar potenciales mecanismos subyacentes

al abandono.

Hipétesis general: Las hormigas despliegan una estrategia de defensa ante el cebo tdxico, que

consiste en abandonar y/o disminuir la actividad en dicho camino de recoleccidn.

Objetivos particulares

Seccion 1: Determinar si existe abandono:

Objetivo 1: Estudiar si en situaciones de control con cebos tdxicos ocurre abandono del camino

de recoleccién hacia el cebo; en cuyo caso, se analizara la dindmica del abandono.

Seccion 2. Evaluar potenciales mecanismos gue subyacen al abandono:
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Objetivo 2: Poner a prueba si hay presencia de feromonas negativas y/o formacién de memorias

aversivas asociadas a un camino de recoleccidon abandonado.

Seccidn 3. Descartar hipdtesis alternativas al abandono:

Objetivo 3a: Evaluar que el cebo tdxico utilizado en los ensayos de abandono es palatable en las

condiciones del ensayo, esto es, en los caminos troncales.
Objetivo 3b: Analizar el efecto del cebo tdxico sobre la mortalidad de las hormigas.
Objetivo 3c: Estudiar si el cebo téxico genera malestar post-ingestién en las hormigas.

Objetivo 3d: Comprobar si, después de eliminar al grupo recolector que visita una fuente de
alimento (sin toxico), se recupera la actividad en un camino de recoleccion; en cuyo caso, evaluar

cuanto tiempo toma.
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Capitulo 2. Abandono de camino de

recoleccion a un cebo toxico: dinamica en dias

Introduccion

La efectividad de los cebos téxicos depende en gran medida del atractivo del cebo para
las hormigas que buscan alimento, de modo de asegurar un consumo adecuado y sostenido en
el tiempo (Baker et al., 1985; Krushelnycky & Reimer, 1998; Silverman & Roulston, 2001). Sin
embargo, la aceptacién, el reclutamiento y el consumo de cebos tdxicos pueden verse
influenciados por cambios en la disponibilidad de fuentes naturales alternativas de alimentos
(Kay, 2002; Silverman & Brightwell, 2008; Sudd & Sudd, 1985; Vega & Rust, 2003), y los
requerimientos nutricionales propios de la colonia (Falibene & Josens, 2008; Josens & Roces,
2000; Mailleux et al., 1999, 2006, 2010a, 2010b). Por lo tanto, la aceptacién de un cebo tdxico
observada en una situacion especifica puede no reflejar necesariamente su aceptacién en otros
escenarios (Sola et al., 2013) o la efectividad cuando se usa en un programa de control (Howse
et al., 2023). La formulacion de cebos consistentemente aceptables ha demostrado ser uno de
los aspectos mas desafiantes del control de hormigas invasoras (Baker et al., 1985; Kay, 2002;
Silverman & Roulston, 2001; Sola et al., 2013; Sudd & Sudd, 1985).

En la bibliografia disponible sobre el control de hormigas mediante cebos tdxicos, el

Ill

“éxito de control” se define generalmente como la reducciéon de la presencia de hormigas en
los sitios tratados. Este resultado suele atribuirse a una alta mortalidad en las colonias, incluso
cuando los nidos no son observados directamente (Buczkowski et al., 2014; Greenberg et al.,
2006; Klotz et al., 1998; Rust et al., 2004; Vega & Rust, 2003). Una medida del éxito del control
se suele hacer a partir de mediciones de hormigas presentes en el drea antes y después de
aplicar el cebo, estimando el porcentaje de reduccion en la presencia de hormigas (Daane et
al., 2008; Greenberg et al., 2006; Klotz et al., 2008; Rust et al., 2002). Ademas, es importante
notar que la mayoria de las mediciones post-tratamiento son realizadas al menos 24 horas
luego de la aplicacion de los cebos, por lo que no es posible conocer qué ocurre con la actividad
de las hormigas durante o inmediatamente después de la aplicacidn, en escalas temporales
mas cortas.

En estudios de campo, los cebos a menudo no logran controlar a las hormigas por mas

de 60 dias. Con frecuencia, se registra un resurgimiento en la presencia de hormigas antes de

20



ese tiempo, lo cual se interpreta generalmente como una reinvasidn por hormigas

provenientes de dreas cercanas no tratadas (Rust et al., 1996; Vega & Rust, 2003).

Las hormigas emplean una variedad de estrategias de comportamiento para evitar
sustancias y situaciones peligrosas. Por ejemplo, hormigas del género Linepithema abandonan
los caminos de recoleccidn o los recursos alimenticios en presencia de moscas parasitoides
(féridos) y evitan dreas o momentos del dia frecuentados por estas moscas (Folgarait & Gilbert,
1999; Guillade & Folgarait, 2015; Orr & Seike, 1998). Del mismo modo, las hormigas evitan
senderos que presentan cierto riesgo de mortalidad, mientras contindan buscando alimento
en areas seguras (Nonacs & Dill, 1991, 1990). Las hormigas cortadoras de hojas aprenden
rapidamente a evitar recolectar las hojas que contienen fungicidas que dafian sus jardines de
hongos (Saverschek et al., 2010; Saverschek & Roces, 2011). Las superficies pegajosas, que
pueden resultar peligrosas para las hormigas, son cubiertas con tierray escombros, torndndose
asi areas seguras (Wen et al., 2021; Wheeler, 1910). Por otro lado, las hormigas evitan mudarse
a nidos que contienen cadaveres de congéneres De hecho, muestran una amplia variedad de

I”

comportamientos llamados de “inmunidad social” cuyo objetivo es evitar la propagacién de
enfermedades. Las pupas cargadas de esporas se desinfectan o, si estan demasiado infectadas,
se destruyen (Pull et al., 2018). Cuando las hormigas detectan un patégeno en el ambiente,
modifican la red de interaccidon de la colonia para aislar a las recolectoras de las reinas
(Stroeymeyt et al., 2018).

Considerando la diversidad de estrategias comportamentales que las hormigas
presentan ante diferentes situaciones que implican un riesgo para la colonia, nos preguntamos:
époseen las hormigas mecanismos de comportamiento que les permitan protegerse de los
cebos toxicos? Es llamativo que, aunque se ha dedicado mucho esfuerzo de investigacion y

desarrollo de cebos atractivos y efectivos, la respuesta comportamental ante los cebos y

particularmente ante posibles efectos subletales, no ha sido estudiada.

Nos interesa estudiar si existe una respuesta comportamental que anule o minimice el
impacto de los cebos tdxicos dentro de la colonia, particularmente, un abandono del camino
de recoleccion hacia un cebo toxico. Trabajamos para ello con senderos naturales de hormiga
argentina (L. humile) en areas fuertemente antropizadas donde es comun encontrar largos
caminos rectos siguiendo las lineas de las construcciones. Definimos los senderos troncales
como caminos largos con alta actividad de hormigas que tienden a persistir durante meses o
incluso afios. Definimos los caminos de recoleccién como caminos recientemente establecidos

que se bifurcan de los senderos troncales hacia una fuente de alimento que proporcionamos
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(Flanagan et al., 2013). Proponemos que las hormigas presentan una estrategia de abandonar
no solo el recurso en si (el cebo), sino abandonar el camino de recoleccién hacia el mismo, e
incluso pudiendo afectar la actividad en el sendero troncal adyacente. Definimos como
abandono a una disminucidn significativa en el nimero de hormigas circulando en el sendero
que conduce al cebo. Dicha reduccién de la actividad, ademds, debe ser estable en el tiempo,
esto es, sin recuperar los niveles iniciales de actividad. Dado que se propone como una
estrategia comportamental, implica que la reduccidn en el entorno del cebo no puede deberse
a una reduccién de la poblacion presente en el drea, ni a saciedad del recurso alimentario
contenido en el cebo. Por lo cual, se analizara la dindmica de la actividad en dos caminos de
recoleccion: uno hacia un cebo toxico y el otro hacia una fuente de alimento artificial.

Asimismo, se evaluard la actividad en el sendero troncal adyacente.

Objetivo general:

Estudiar la respuesta comportamental de las hormigas al cebo tdxico para determinar si existe

abandono de camino de recoleccién.

Hipdtesis general: Las hormigas despliegan una estrategia de defensa ante el cebo tdxico, que

consiste en abandonar y/o disminuir la actividad en dicho camino de recoleccién.

Objetivos particulares:

Objetivo particular 1: Estudiar si existe abandono del camino de recoleccion que lleva hacia un

cebo tdxico evaluando la dindmica de la actividad de las hormigas a lo largo de los dias.

Hipdtesis 1: la presencia del cebo tdoxico genera una disminucién en la presencia de hormigas

en ese sendero.

Prediccidn 1: habra una disminucién de la actividad y presencia de hormigas en el camino de

recoleccidn al cebo téxico y se mantendra baja durante todo el experimento.
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Objetivo particular 2: estudiar si el comportamiento de abandono afecta al sendero troncal y
evaluar si el cambio actividad es diferente en intensidad y tiempo al camino de recoleccion al

cebo téxico.

Hipétesis 2a: la actividad en el sendero troncal adyacente al camino de recoleccién al cebo

disminuye.

Hipodtesis 2b: la actividad de las hormigas en el sendero troncal y en el camino de recoleccién

al cebo téxico responde de manera asincrdnica a la presencia del cebo.

Prediccidn 1a: habrd disminucién en la cantidad de hormigas en el sendero troncal luego de un

tiempo de estar presente el cebo, ampliando el drea afectada progresivamente.

Prediccidn 2b: |a actividad en el sendero troncal no se ve afectada en los primeros conteos del

experimento.

Objetivo particular 3: demostrar que si existe una disminucién en la recoleccién del cebo tdxico

no se debe a que las hormigas estan saciadas de ese recurso.

Hipdtesis 3: el abandono del camino de recoleccién por parte de las hormigas no se debe a una

falta de interés en recolectar el recurso (azucar).

Prediccion 3: la actividad en el camino de recoleccion a la fuente de sacarosa se mantendra

alta durante todo el experimento.

Metodologia

Area y tiempos de muestreo

Los experimentos se realizaron a campo en el campus de la Universidad de Buenos Aires,
Ciudad Universitaria, ubicado en el barrio de Nufiez, C.A.B.A, Argentina (342 32’ 25” S; 58 2 26’
45” Q). Esta area se encuentra en el centro-este del pais, en la orilla occidental del Rio de la
Plata. El clima es templado con precipitaciones mensuales que variaron entre 50 y 154 mm y
una temperatura media de 25,1°C en verano 2022/2023 (Servicio Meteorolégico Nacional

(SMN), Argentina). Ciudad Universitaria presenta numerosos parches verdes con arboles y
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vegetacién baja, rodeados de edificios, estacionamientos y un campo de deportes. Ademas, se
encuentra lindante a la Reserva Natural Costanera Norte. Esta drea resulta ideal para los
experimentos debido a la alta abundancia de senderos troncales de L. humile. Los experimentos
se realizaron durante los meses mas calidos de diciembre a abril de 2021, 2022 y 2023, cuando
las hormigas estdn mas activas y se pueden ubicar muchos senderos troncales alrededor del
perimetro de los edificios, o siguiendo el corddn de las calles. Se realizaron 5 réplicas que
corresponden a cinco senderos troncales diferentes, los cuales estuvieron a una distancia mayor

a 50 metros entre si.

Preparacion de soluciones

Se ha demostrado en trabajos previos que para la utilizacién de cebos en L. humile es
recomendable que sean de concentraciones intermedias de azlcar. Una concentracién de 20%
resulta dptima para esta especie ya que promueve rapidos ciclos de forrajeo, alta carga de buche
y un buen reclutamiento (Josens et al., 2017; McCalla et al., 2020; Silverman & Brightwell, 2008).
Las soluciones de sacarosa se prepararon con azucar blanca comuny agua de grifo. El cebo téxico
se preparoé afiadiendo acido bdrico al 3% p/v (Biopack) a la solucién de sacarosa 20%. Se eligid
el acido bodrico porque las hormigas argentinas aceptan bien los cebos azucarados con este
compuesto activo (Moauro & Josens, 2023; Sola et al., 2013). La concentracidn responde a que
es bien aceptada por las hormigas, y al no ser tan baja permite obtener un efecto mas rapido

(Sola et al., 2013).

Ensayos experimentales

Dispositivo experimental

Para establecer los caminos de recoleccién se utilizaron dos puentes, los cuales fueron
construidos con listones de madera ligera (cada liston de 300 mm de largo, 10 mm de ancho y 5
mm de espesor). Cada puente estaba compuesto por dos listones (o sea, 60 cm en total), uno
horizontal y otro articulado, inclinado hacia abajo, con su extremo apoyado cerca de un sendero
troncal para facilitar el acceso (Fig. 2.1). El puente se apoyaba sobre postes verticales (de aprox.
25 cm de altura) clavados en yeso endurecido en el fondo de un vaso de plastico. Para los
experimentos el vaso se llenaba con agua y detergente, impidiendo que las hormigas puedan
entrar o salir del puente por los postes verticales; garantizando que el acceso a la plataforma se

realice exclusivamente a través de la entrada del puente. Dado que en ensayos preliminares
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varios puentes aparecian al dia siguiente caidos por el viento, se roded el vaso plastico con
ladrillos para ofrecer mayor estabilidad al dispositivo.

Cada puente tenia en su extremo final una arena de recolecciéon (8 x 5,5 cm) en donde
se colocaban 4 tubos de 9 ml con tapdn de algoddn conteniendo una de las dos soluciones:
sacarosa o el cebo tdxico (Fig. 2.2). El puente con sacarosa se utilizd como control positivo y para
demostrar que cualquier reduccién observada en la actividad de las hormigas en el puente hacia
el cebo toxico no es causada por la saciedad de azticar, mientras que el puente con el cebo téxico

es el tratamiento y es el que nos interesa para evaluar si sucede el abandono.

A Unién entre las 2 unidades de 30 cm

ue conforman al nte <
q P Arena de recoleccién
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Postes de soporte
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i f
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4 tubos de
sacarosa




Figura 2.1. A: Puente de recoleccién, formado por dos unidades de 30 cm de longitud. B: Foto de

un puente utilizado para el Experimento.

En cada réplica, para poder posicionar los puentes, primero se debia encontrar un
sendero troncal natural de L. humile de al menos 12 m de largo y con trafico bidireccional
de mas de 100 hormigas/min. Se ubicaban ambos puentes separados, al menos, por 7
metros de distancia entre un puente y otro (Fig. 2.2). Para estimular a las hormigas a subir
el puente y que se establezca el camino de recoleccidn, se colocé una lamina de plastico
(2x7 cm) con gotas de 20% p/p de sacarosa al lado del sendero troncal, directamente al
lado de la entrada del puente (Fig. 2.3). Muy rapidamente, 1 o 2 min, se llenaba de
hormigas ingiriendo de las gotas. En ese momento, las laminas se colocaron
cuidadosamente al final del puente, muy préximo a la arena de recoleccidn. Esto provocé
que las hormigas, después de alimentarse, descendieran del puente a través de la rampa,
realizando el marcado quimico caracteristico e iniciando un rastro de feromona de
camino. Durante esta fase inicial, los tubos de alimentacién estaban bloqueados, y en
ambos puentes se ofrecian gotas de solucidén de sacarosa para iniciar la actividad. Luego
de generarse los caminos de recoleccidn y antes de empezar los conteos experimentales,
los alimentadores fueron abiertos ofreciendo en un puente solucién de sacarosa y en el
otro puente cebo tdxico. Los tubos de alimentacidn se renovaron al principio y al final de
cada dia de los experimentos. Sin embargo, ocasionalmente por la mafiana los tubos de
sacarosa estaban vacios, por lo que eran rapidamente reemplazados antes del siguiente

conteo.
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Figura 2.2. Puentes ubicados en contacto con el sendero troncal (marcado en verde). El puente con el
cebo toxico esta marcado en rojo y, a mas de 7 metros de distancia el puente de sacarosa marcado en
amarillo.
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Figura 2.3. Inicio de los caminos de recoleccién: las ldminas de plastico (la que se ve en el circulo

rojo), una vez llena de hormigas era ubicada con mucho cuidado arriba del puente.

Toma de datos

Para evaluar la actividad en los caminos de recoleccion con el cebo téxico y con soluciéon
de sacarosa, se filmd cada puente desde arriba durante 3 minutos. A partir de los videos se
midio la actividad de las hormigas, cuantificando el nimero de hormigas que cruzaban una
linea imaginaria en direccion hacia la arena de recoleccion durante los 3 minutos. La actividad
se expresdé como el nimero de hormigas que cruzan el punto de medicidn expresado por
minuto.

Para determinar si el abandono se limita al camino de recolecciéon o si también afecta
la actividad general del sendero troncal, también medimos la actividad del sendero troncal. Se
filmé desde arriba en distintos puntos respecto a la posicién de los puentes: en diferentes
distancias alrededor del puente tdxico (a O metros, 2 metros y 4 metros tanto a la izquierda
como a la derecha) y en el sitio del sendero troncal adyacente al puente de sacarosa como
control (Fig. 2.4). A partir de los videos se cuantifico la cantidad de hormigas que cruzaban una
linea imaginaria en ambas direcciones durante un minuto. Las primeras medidas en el sendero
troncal se tomaron un dia antes de colocar los puentes (tarde, dia 0) y en la mafiana antes de
colocar los puentes (mafiana, dia 1). El promedio de estas mediciones constituye la actividad
de referencia para el sendero troncal (Tiempo 0). Luego se midié la actividad del sendero
troncal al mismo tiempo que las mediciones del camino de recoleccién.

En este experimento, los puentes se colocaban a las 14 h. realizando la activacién
usando sacarosa en ambos puentes. Luego de una hora, se realizaba la primera medicién de
actividad en ambos puentes e inmediatamente se habilitaban los alimentadores. Desde que los
alimentadores se habilitaron, se midié la actividad en cada sitio 3 veces a la mafiana, separadas
por una hora; y 3 veces a la tarde, también separadas por una hora. Dichos valores se
promediaron, para dar un valor que caracteriza cada mafana y cada tarde hasta el dia 4 del
experimento. Para obtener una descripcion general del procedimiento experimental, consultar
la Fig. 2.5.

Antes de cada medicidn de actividad, también registramos la temperatura del sustrato
utilizando un termometro laser (termdmetro infrarrojo: Megalite ML380), solo para tener un
control de las condiciones, ya que se ha demostrado que la hormiga argentina es sensible a

altas temperaturas y que ademads podria influir negativamente en la degradacién de los rastros

28



de feromonas (Heller & Gordon, 2006; Holway et al., 2002b; Van Oudenhove et al., 2011). Por

ello, si era posible, se eligieron preferentemente sitios con sombra para ubicar los puentes.

omsS 4m Zm omT 2m am

I I I I Sendero troncal
: — Puente Cebo Téxico

_ Puente Sacarosa

>7m
Figura 2.4. Sitios del sendero troncal y ubicacidn de los puentes. Las franjas rojas indican los sitios

donde se tomaron datos en el sendero troncal y las violetas las mediciones en los puentes.
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Figura 2.5. Cronologia del experimento de dindmica en dias y extension de abandono en los
senderos troncales. La barra verde representa el sendero troncal, las barras violetas y rojas
representan los puentes; violeta cuando ofrece sacarosa y rojo cuando ofrece cebo téxico. La
actividad inicial se establecio colocando gotas de solucién de sacarosa en la zona de alimentacion
de ambos puentes mientras los tubos (alimentadores principales) estaban bloqueados. Por lo
tanto, durante la activacidon, ambos puentes ofrecen sacarosa (en color violeta). Las llaves indican
el momento de las mediciones de actividad de las hormigas. Esta variable es, para los puentes, el
numero promedio de hormigas por minuto que cruzan una linea imaginaria a mitad de camino a
través del puente en direccion a la zona de alimentacion, y para el sendero troncal, en ambas
direcciones. El tiempo O representa la linea base justo antes de abrir los alimentadores principales,
es decir, cuando ambos puentes ofrecian solucidén de sacarosa; a las 9 h para los caminos de
recoleccién (puentes), y el promedio de mediciones del dia 0 y de la mafiana del dia 1 para el

sendero troncal. De manera similar, el tiempo 1, el tiempo 2, etc. representan los momentos en
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gue se midid la actividad de las hormigas en el sendero troncal y en los caminos de recoleccion,
después de que el cebo téxico estuvo disponible. El tiempo es un promedio de tres conteos
realizados durante un periodo de aproximadamente 2 h, por lo que cada tiempo representa una

mafiana o una tarde, hasta el Dia 4 (teniendo en cuenta el conteo basal en los senderos troncales).

Andlisis estadisticos

Nos centramos solo en unos pocos puntos temporales y lugares claves a lo largo del
sendero troncal para los analisis estadisticos (disefio de medidas repetidas). Utilizamos GLMM
para el andlisis de todos los datos de los experimentos. En todos los casos la variable de
respuesta fue la actividad de las hormigas, medida como el promedio en el nimero de hormigas
gue cruzaban una linea por minuto. Para los puentes, solo se contabilizé la actividad de las
hormigas en la direccion hacia los alimentadores; para el sendero troncal se incluyeron ambas

direcciones.

Realizamos varios andlisis estadisticos, dos enfocados en los puentes y otro en el sendero

troncal:

Modelo principal para los puentes: las variables explicativas fijas fueron los tratamientos
(2 niveles: Sacarosa y Cebo Tdxico), el tiempo como factor (7 niveles: de t0 a t6) y como variables

aleatorias los puentes (10 niveles) y las réplicas (n = 5).

Modelo t1 desglosado para los puentes: las variables explicativas fijas fueron los
tratamientos (2 niveles: Sacarosa y Cebo Téxico), el tiempo como factor (3 niveles: Tiempo 1; t1:
1, 2y 3 h tras el acceso al cebo téxico) y como variables aleatorias los puentes (10 niveles) y las

réplicas (n = 5).

Modelo para el sendero troncal: las variables explicativas fijas fueron los sitios (4 niveles:
0mT-2m-4m-0mS), el tiempo como factor (7 niveles: de t0 a t6) y como variables aleatorias

las réplicas (n = 5).

El supuesto de homocedasticidad se evalud utilizando un grafico de residuos
estandarizados frente a valores predichos. La distribucién de mejor ajuste para los datos se
determind mediante el indice de dispersidn (la razéon entre los residuos y la varianza predicha),
que resulté ser la distribucidn binomial negativa en todos los casos. Se realizaron comparaciones
por pares de la actividad utilizando el paquete emmeans (Lenth et al., 2023). Se aplicé un ajuste
del valor P utilizando el método de dunnettx. Los andlisis estadisticos se realizaron en R Studio

utilizando el paquete glmmTMB (Brooks et al.,, 2022). En el Anexo se proporciona una
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descripcién detallada del enfoque de analisis estadistico adoptado y el cdédigo completo y los
resultados estadisticos. En resumen, para todos los andlisis comparamos la cantidad de las
hormigas en puentes de sacarosa y cebo toxico en varios tiempos y lo comparamos con la
actividad presente justo antes de abrir los alimentadores (que consideramos como la linea de
base). Esto es, porque si bien puede resultar significativa la diferencia entre ambos puentes en
un tiempo dado, tal vez, la actividad de cada uno resulte sin diferencias significativas respecto a
su actividad basal. Para confirmar el abandono, por cémo lo hemos definido en la presente tesis,
necesitamos que la actividad en el puente abandonado (el del cebo téxico) reduzca
significativamente la actividad respecto a la inicial. Ademas, se midid la actividad en diferentes
sitios del sendero troncal también contrastandola con la linea de base. Ver Anexo para mas

detalles.

Resultados

Caminos de recoleccion

Ambos puentes inicialmente mostraron niveles de actividad similares al ofrecer gotas
de sacarosa (linea de base o tiempo 0: estimador= -0,06; p= 0,81). Existe un claro efecto de
interaccion entre la solucion ofrecida en el puente (cebo téxico o sacarosa) y el tiempo (del
tiempo 0 al 6) (Fig. 2.6 y Anexo). La actividad (promedio cantidad de hormigas/min) comienza a
diferenciarse levemente entre ambos puentes dentro de las primeras 3 horas posteriores a la
apertura de los alimentadores (tiempo 1: estimacion=-0,62; p= 0,03), con una ligera tendencia
a aumentar en el puente de sacarosa y marcada disminucién en el puente de téxico. A partir de
la mafiana siguiente (tiempo 2), esta diferencia de actividad entre los dos puentes se vuelve

mucho mds pronunciada, y esta diferencia persiste durante los dias siguientes (Fig. 2.6 y Anexo).

Para el puente tdxico, durante el intervalo de 1 a 3 horas después de que los tubos de
cebo tdxico estuvieron disponibles (tiempo 1), la actividad no difirié de la actividad inicial de ese
puente (tiempo 0 vs 1, estimador = 0,34; p = 0,65). En el periodo posterior, tiempo 2,
correspondiente a la mafiana siguiente (es decir, 18 a 20 horas después de la disponibilidad del
cebo), la actividad en el puente toxico disminuyd significativamente en comparacién con su
actividad inicial (tiempo 0 vs 2, estimador = 1,40; p = 0,004). La actividad en este puente se
mantuvo en niveles bajos hasta el final del ensayo, con ligeras fluctuaciones, todas ellas

significativamente diferentes de su linea de base (Fig. 2.6, rosa).
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Por el contrario, para el puente de sacarosa, la actividad en los tiempos 1y 2 no difirié
de su linea de base. Luego, la actividad aumento ligeramente y se mantuvo alta durante todo el
experimento, con fluctuaciones que en su mayoria no fueron significativamente diferentes de

su valor inicial (Fig. 2.6, celeste).

La reduccion significativa en la actividad de recoleccion de alimento observada en el
puente del téxico ocurrié dentro de las primeras 18 horas del acceso al téxico. La actividad
registrada en este momento fue un 75,5% menor que su punto de referencia y se mantuvo en
estos niveles con una minima variacién (entre 73% y 88%) durante toda la duracién del

experimento.
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Figura 2.6. Actividad de las hormigas (promedio nimero de hormigas/min) en los caminos de
recoleccién (puentes), medida como el nimero promedio de hormigas que cruzan una linea sobre
el puente hacia la arena de recoleccion durante un minuto (media + EE), en dos puentes
conectados al mismo sendero troncal. Cada puente con su propia linea de base medida en el
tiempo 0, cuando ambos ofrecian gotas de solucion de sacarosa. Inmediatamente después del
registro basal, se abrieron los alimentadores, ofreciendo cebo téxico en el Puente Toxico (rosa) y
solucién de sacarosa en el Puente de sacarosa (celeste). La actividad se muestra en funcion de las

horas posteriores a la apertura de los alimentadores, es decir, cuando las hormigas comenzaron a
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recolectar el cebo téxico; por debajo, nombrados como tiempos de t0 a t6. Los circulos pequefios
son los datos de cada réplica (n=5). Las diferencias significativas se refieren dentro de cada puente,
al comparar cada tiempo con su propia linea de base. (*: p<0,05; **: p<0,01; ***p<0,001; sin

simbolo: no significativo).

Dado que la actividad en el puente con cebo téxico fue menor que la linea base en el Tiempo
2 (t2), pero no en el Tiempo (t1), nos preguntamos si dentro del intervalo que comprende el t1
podria detectarse alguna tendencia. Es importante recordar que el t1 se compone de tres
mediciones con una hora de diferencia. Por lo tanto, decidimos analizar la dindmica de las
primeras 3 horas, desglosando el tiempo 1 y comparamos la actividad en el puente con el cebo

toxico y el puente de sacarosa en las primeras 3 horas del experimento (Fig. 2.7).
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Figura 2.7. Detalle de la actividad en la primera tarde (Tiempo 1; t1: 1, 2 y 3 h tras el acceso al
cebo toxico) desglosado en cada una de sus 3 mediciones. Rosa para el puente que ofrece el cebo
téxico y celeste para el puente que ofrece la solucién de sacarosa. Los circulos son los puntos de
datos y los cuadrados el promedio de la actividad (media + EE). (sin simbolo: no significativo; (*):

0,05 < p <0,1). Véase también Anexo para mas detalles.
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Al analizar cada una de estas 3 horas por separado para determinar si difieren de la linea base
(tiempo 0), observamos que no hay diferencia con respecto a la linea base durante las dos
primeras horas de consumo de cebo. Sin embargo, después de 3 horas de consumo de cebo,
emerge una tendencia que muestra una disminucién marginalmente significativa en la actividad
(15h-18h: estimador=0,61; p=0,057). Como era de esperar, durante este periodo, el puente de
sacarosa, que ofrece sacarosa, exhibe una actividad muy similar a su linea de base (15h, S-T:

estimador =0,017; p = 0,95).

Sendero troncal:

Para estudiar la dindmica de la actividad en el sendero troncal, se midié la cantidad de
hormigas que circulaban por minuto en diferentes lugares: el sitio del puente téxico (OmT), el
sitio del puente de sacarosa (> 7 metros del puente téxico; 0OmS) y 2 my 4 m a cada lado del sitio

del puente toéxico (promediando izquierda y derecha en cada una de ambas distancias).

Existe una interaccidn entre los sitios (al menos uno) y el tiempo (ver Anexo). La Fig. 2.8 muestra
que en el tiempo 1 (entre 1y 3 horas después de que los alimentadores estuvieron disponibles
en los puentes), la actividad del sendero troncal no varié en ningun sitio en comparacién con la
actividad inicial de cada sitio. Esta actividad de linea base se refiere a la actividad en el tiempo

0, que fue anterior a la colocacidon de los puentes.

En el tiempo 2 (que corresponde a la mafiana del dia 2), la actividad tampoco difirié en ningtn
lugar a lo largo del sendero troncal. En el tiempo 3 (corresponde a la tarde siguiente, dia 2,
aproximadamente 25 a 27 horas después de que se abrieron los alimentadores en los puentes),
la actividad comenzd a disminuir significativamente solamente en el sitio del puente tdxico (0
mT; tiempo 0 vs tiempo 3: estimador = 0,37; p= 0,048), y marginalmente significativo a 2m de
distancia (2m; tiempo 0 vs. tiempo 3: estimador= 0,34; p=0,067). La actividad se mantuvo similar
a las lineas de base correspondientes mas alla de los 2 metros del sitio del puente téxico en ese
momento. Las situaciones se mantuvieron similares durante el tiempo 4. La baja actividad
persistio en el sitio del puente toxico y 2 m alrededor, con ligeras variaciones, lo que resulté en
una diferencia significativa o marginal con respecto al valor inicial a partir de entonces. Recién
en el tiempo 5 (51 h de busqueda de alimento en el cebo téxico) la disminucién en la actividad
se volvio significativa mas alla de los 2 m de distancia (4 m; tiempo 0 vs. tiempo 5: estimador =

0,36; p = 0,042).
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Finalmente, en el tiempo 6 (dia 4 a la mafana y 67h después de abrir los alimentadores), la
actividad mostré mayores diferencias significativas en el area alrededor del puente del téxico,
extendiéndose hasta 4 m en ambos lados (4 m; tiempo O vs. tiempo 6: estimador= 0,43; p=
0,013). En contraste, la actividad en el sendero troncal en el sitio del puente de sacarosa no varid

en ningdn momento en relacién con la linea de base de ese sitio.
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Figura 2.8. Actividad promedio (media + EE) de las hormigas en el sendero troncal; dinamica
temporal a lo largo de los dias. Actividad medida en diferentes sitios a lo largo del sendero troncal:
a 0 metros del puente con cebo toxico (a), a 2 (b) y 4 (c) metros a cada lado (2 m y 4 m; promedio
de la actividad a la derecha y a la izquierda) y a 0 metros del puente con solucién de sacarosa (d).
Los tiempos son los siguientes: T1: tarde del dia 1, entre 1 y 3 h luego de habilitar los
alimentadores; T2: manana del dia 2, luego de 18 y 20h; T3: tarde del dia 2 (25 a 27h después);
T4: mafiana del dia 3 (42-44h después); T5: tarde del dia 3 (49-52h); y T6: mafiana del dia 4 (66-
68h). (n=5). Las diferencias significativas se refieren a cada ubicacion comparando la actividad en
cada momento con la linea de base para el mismo sitio (*: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001; sin

simbolo: no significativo; (*): 0,05 < p < 0,1). (Ver Anexo para mas detalles).

Es interesante observar que si bien la actividad directamente sobre los puentes téxicos se reduce
significativamente en el tiempo 2 (Fig. 2.6), la actividad en el sendero troncal en las proximidades
de esos puentes (a OmTy 2 m) solo muestra una disminucidn casi significativa a partir del tiempo
3 (Fig. 2.8). Esto demuestra que la disminucidn de aproximadamente el 80% en la actividad del
puente téxico no puede atribuirse a una disminucién en la poblacidon de hormigas. Ademas, mas
lejos del puente toéxico (4 m), la actividad recién comenzé a disminuir en el tiempo 5. Esto
demuestra un abandono progresivo que inicialmente comienza en las proximidades del cebo y

gradualmente se expande hacia areas mas grandes, involucrando el sendero troncal.

Por ultimo, para resumir y poder visualizar esta falta de sincronizaciéon en el efecto que el cebo
toxico genera en el camino de recoleccion y el sendero troncal, se esquematizo el porcentaje de
cambio de actividad con respecto a la inicial en el camino de recoleccién y en el sendero troncal

en los diferentes puntos a todos los tiempos (Fig. 2.9).
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Tiempo (h) | Puente Sac | Puente Cebo Toxico| Sendero Troncal

0 Linea de base Linea de base Lineas de base
——Habilitacién|de alimentadores

L= = _— === Todos los sitios
18-20 h — === Todos |Os sitios
=== OmSACy 4m
24-54 h =

Media: 28,5% reduccién
2m alrededor

73-88% l OmCT: 29%. 2m: 28%

= OmSAC
5878 h lOmCT: 37%. 2m: 38%. 4m: 31%

Media: 35% reduccién
4m alrededor

Figura 2.9. Esquema de como cambid la actividad a lo largo del tiempo con respecto a la inicial tanto en

los caminos de recoleccidn al cebo téxico como en el sendero troncal a los diferentes puntos.

Se observa que luego de 18h de colocar el cebo tdxico ya hay una disminucidén mayor al 73%
en los caminos de recoleccion al cebo téxico mientras que en el sendero troncal la actividad se
mantuvo igual en todos los sitios. Luego, entre las 54 y 78h, se registra una disminucién en el
sendero troncal de un 28,5% que posteriormente alcanza un 35% de reduccidn de la actividad
mientras que en puente del cebo tdxico se mantiene entre 73 a 88% mds baja con respecto a la

inicial.

Discusion
En este estudio, demostramos que la presencia de un cebo tdxico provocé el abandono
del camino de recoleccién. El abandono resulté significativo luego de 18 a 20 horas después de

la disponibilidad del cebo. La actividad se mantuvo baja (entre 73% a 88% menor respecto a la

actividad inicial) durante los 4 dias que durd el experimento. Por el contrario, como la actividad

38



en el puente de sacarosa nunca disminuyé, podemos excluir la saciedad o una reduccién en la
motivacion de recoleccién de alimento como explicacién del abandono en el puente con el cebo

toxico.

Por otro lado, el sendero troncal adyacente al puente tdxico mantuvo inicialmente
niveles de actividad similares, cuando el puente ya habia alcanzado los niveles bajos de
actividad. Esto permite descartar que el abandono se deba a una reduccién de la poblacidn. El
abandono se fue extendiendo paulatinamente al sendero troncal pero solo en lasinmediaciones
del cebo tdéxico, ampliando progresivamente el drea, sin alcanzar las zonas ubicadas
aproximadamente a 7 metros de donde estaba colocado el puente de control, al menos durante
el tiempo del experimento. Observamos una expansion gradual del abandono a lo largo del
sendero troncal. Después de solo 3 dias, la disminucién de la actividad se extendié hasta una
distancia de 4 metros a ambos lados del puente tdxico. Interpretamos que esto pudo ocurrir
porque un pequefio porcentaje de hormigas continué alimentandose del cebo; y proponemos
gue conforme se sostenga un ingreso del cebo al nido, el drea abandonada seguird aumentando
con el tiempo. Por otro lado, es importante mencionar que los edificios del campus, los canteros,
las aceras y zonas boscosas vienen teniendo un muy elevado nivel de invasién de estas hormigas,
con (super) colonias altamente pobladas. Por lo tanto, la pequena cantidad de cebo ingerido
ofrecida en el puente tdxico no puede provocar una mortalidad significativa en colonias tan

masivas.

Uno podria preguntarse cémo la disminucion en la actividad de los senderos troncales
solo ocurrié alrededor del puente tdxico mientras permanecia sin cambios cuatro metros a
ambos lados. En algunos casos se observd un desvio del camino principal que se reincorporaba
al sendero troncal un par de metros después de pasar el punto de contacto con el puente de
toxicos. Por otro lado, también se podia observar que los senderos troncales se bifurcaban en
varios sitios y por ende podria haberse desviado la actividad hacia esas bifurcaciones evitando
asi el cebo. En un estudio con hormigas carpinteras donde se ofrecié cebo azucarado
conteniendo un tdxico en un sendero lineal con alto transito, el primer dia lo ingerian, pero al
dia siguiente el sendero evitaba ese punto cambiando su traza (Josens et al., 2016). Asi, con la
desviacidn resultaba un sendero ligeramente mas largo, pero evitaban que las hormigas pasaran
cerca del cebo. La desviacién describia un arco, un semicirculo, de unos 30-40 cm de radio cuyo
centro era el cebo téxico. Solo un bajo porcentaje de hormigas continuaban circulando en forma
lineal y topandose con el cebo. De estas, ahora la mayoria lo rechazaba. Vale la pena sefialar
que, en dicho estudio, Josens et al. (2016) ofrecian un pequefio volumen de cebo téxico (5 ml),

mientras que, en nuestro estudio actual, nuestro alimentador proporciond alrededor de 36 ml
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de cebo téxico. Por tanto, es posible que el volumen disponible o el nimero de hormigas que
puedan acceder al cebo simultdneamente, especialmente en las primeras horas, puedan influir

en la magnitud del drea abandonada.

No hay una sincronizaciéon en la reduccion de la actividad entre el puente del téxico y el
sendero troncal. Mientras que en el puente hay un abandono a las 18 h, en el sendero troncal
la actividad sigue alta y similar a la inicial. Por lo tanto, la actividad en el sendero troncal no
explica ni en magnitud ni en el timing (no ocurre en el mismo momento) que la reduccion en el
camino de recoleccién al cebo téxico. En el sendero troncal hay una disminucién de la actividad
recién a las 26 horas después. Esto también favorece a la hipdtesis que planteamos respecto a
que el abandono al cebo tdxico en los caminos de recoleccidn es independiente a la actividad
en el sendero troncal y se debe posiblemente a una estrategia comportamental de las obreras

para evitar de forma focalizada el camino de recoleccion que las llevd al cebo.

Estos resultados son novedosos ya que no hay estudios en la literatura sobre control de
hormigas que se centren en las respuestas comportamentales, ni que sugieran que pueda existir
este tipo de respuesta comportamental de abandono del cebo. Sin embargo, al observar con los
resultados de varios articulos, encontramos algunas coincidencias interesantes. Nuestro
porcentaje de reduccién es consistente con lo que se menciona con frecuencia en la literatura
al evaluar la eficacia de los tratamientos con cebo en varios entornos, como dareas urbanas,
huertos y vifiedos (Greenberg et al., 2006; Klotz et al., 1998; Vega & Rust, 2003). En todos los
casos, dichos resultados se interpretan como mortalidad causada por el cebo aplicado. Nuestros
resultados, permiten interpretar esta reduccion de una manera diferente. No negamos que el
cebo pueda generar mortalidad, pero al menos en alguna proporcion las reducciones en la

presencia de las hormigas pueden deberse a un abandono del drea.

Otro punto importante que surge de la literatura es que no serian estas conciencias en
los porcentajes de reduccién de la actividad algo especifico del compuesto tdxico utilizado en
nuestro estudio, ni de la concentracion utilizada del mismo, ya que mientras que en nuestro
trabajo utilizamos acido bérico 3% p/p, Greenberg et al. (2006) usaron octaborato de disodio
tetrahidratado (0,5 y 1%), Vega & Rust (2003) aplicaron 0,0001 fipronil mientras que Klotz et al.
(1998) si utilizaron acido bérico, pero en menor concentracién (0,5%). De hecho, Klotz et al.
(1998) y Forschler & Evans (1994), mencionan que la actividad de forrajeo de las hormigas se ha
redirigido desde el interior de los edificios hacia el exterior, lo que también daria a pensar que
hubo una evitacién especifica por el cebo. En las tareas de control con cebos que se efectdan en

distintos edificios de la Ciudad Universitaria, varias veces se ha observado que las hormigas
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desaparecen del interior donde se colocaron los cebos, pero del otro lado de la pared, ya en el
exterior, los caminos permanecen sin alteraciones y con gran actividad (Com. Pers. RJ). En estos
casos pareciera tratarse del mismo abandono que caracterizamos en la presente tesis. Como
mostramos, no es una cuestion de interior-exterior, y no pareciera ser una situacion excepcional.
Las hormigas abandonan el camino de recoleccién a los cebos y evitan circular en el drea cebada

como estrategia de comportamiento.

En conclusién, podemos afirmar que se cumpliria nuestra hipdtesis respecto a que el
abandono a los cebos toxicos se generaria en su mayoria por una estrategia comportamental de
las hormigas por evitar dicho cebo y no por saciedad o falta motivacion por recolectar el recurso
azucarado. El abandono esta focalizado en el camino de recolecciéon donde se encuentra el cebo
y desde ahi se va expandiendo por el sendero troncal préximo al cebo a lo largo de los dias. Esta
disminucién de la actividad es estable en el tiempo, con fluctuaciones que jamas se acercaron

ni a la mitad de la actividad inicial.

A partir de estos resultados surgié la pregunta de evaluar la dindmica de abandono con
mayor resolucion temporal, haciendo experimentos a corto plazo, pero evaluando a cada hora
desde el inicio de la disponibilidad del cebo téxico. De esa forma definir mejor cuando comienza
el abandono, como es dicha dindmica temporal y cuando se alcanza el valor medio obtenido de

80% de reduccion, lo cual se estudiara en el préximo capitulo.
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Capitulo 3. Abandono de camino de

recoleccion: dinamica en horas

Introduccion

Los resultados del capitulo anterior indicaron que el abandono del camino de
recoleccion hacia el cebo téxico ocurre rapidamente, dentro de las 18 horas posteriores. A su
vez, al desglosar el tiempo 1 (las primeras 3 horas del ensayo), observamos que ya habria una
tendencia a una disminucién de la actividad luego de solo 3 horas. Para definir la dindmica de
abandono en una resolucidon temporal mas alta el objetivo principal de este capitulo es evaluar
qué sucede en las primeras 8 horas de estar disponible el cebo téxico en un camino de
recoleccion. Por otro lado, también nos proponemos considerar si una actividad inicial de
hormigas mayor en los puentes podria afectar el resultado del abandono. Asimismo, se estimara
el consumo de ambas soluciones ofrecidas (sacarosa y cebo téxico). Considerando que el
abandono se iniciard dentro del periodo de las 8 horas de duracion del ensayo, esperamos que

el cebo téxico muestre un menor consumo al final del ensayo.

Objetivo general:

Determinar como es la dindmica de abandono en el camino de recoleccion al cebo téxico en el
corto plazo, esto es, cuando inicia, si alcanza rapidamente el valor del 80% de la reduccién

observado en el capitulo anterior; cuando se alcanza dicho valor.
Pregunta particular 1: ien qué momento se inicia el abandono o disminucion de la actividad?
Hipétesis 1: el abandono sucede antes de las 8 horas de colocar el cebo téxico

Prediccion 1: la actividad (cantidad de hormigas/min) en el puente con el cebo tdxico va a ir
disminuyendo a lo largo de las horas hasta llegar a una actividad minima en dicho camino de

recoleccion.

Pregunta particular 2: ¢ hay una diferencia en el consumo de los tratamientos?

Hipdtesis 2: el consumo es mayor en los alimentadores con sacarosa que en los del cebo téxico.
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Prediccién 2: el consumo (los gramos consumidos) serd mayor en los alimentadores con

sacarosa respecto a los del cebo téxico.

Metodologia

Area y tiempos de muestreo

Este estudio se realizé en la misma area que el estudio del capitulo anterior, sobre senderos
troncales diferentes o bien, sobre el mismo, pero en diferentes temporadas, separados por al
menos 10 meses. Estos ensayos se realizaron durante 2022 y 2023 durante los meses de enero
a abril. Se repitid 6 veces en 6 senderos troncales diferentes, los cuales estuvieron a una

distancia mayor a 50 metros.

Procedimiento

Los dispositivos utilizados (puentes) y las soluciones se armaron de igual manera que lo
descripto en el capitulo anterior. La metodologia también fue similar al capitulo anterior, pero
con dos diferencias. En primer lugar, tras la fase de inicio de actividad se realizé una Fase de
aumento de la recoleccion de dos dias de duracién, con el fin de generar una mayor actividad
inicial ofreciendo soluciones de sacarosa en ambos puentes durante un mayor tiempo. En
segundo lugar, se tomaron mediciones de actividad cada hora, la actividad inicial lamada Linea
de Base, se registré a las 9 h con ambos puentes ofreciendo soluciones de sacarosa, cambiando
los tubos de alimentacién inmediatamente después: con solucién de sacarosa en el puente de
sacarosa y solucidn de sacarosa mezclada con el compuesto toxico en el puente del cebo téxico.
Una hora mas tarde, las mediciones comenzaron a las 10 h (hora 1) y continuaron cada hora
hasta las 17 h (hora 8) (Fig. 3.1). A su vez, también se midié la actividad en el sendero troncal en
los sitios adyacentes a los puentes en 3 momentos durante el dia de registros. La actividad del

sendero troncal se registré a las 9 h, 13hy 17h (Fig. 3.1).
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Linea de tiempo de cada réplica

Dia de Registro
13

10 11 12 13 1

by

Lineade Base €—t0] t1 t2 t3 t4 t5 t6 t7 t8

de Puentes

Inicio de recoleccion

Cambiode
Alimentadores

Figura 3.1. Cronologia del ensayo sobre la dindmica del abandono en horas. La barra verde
representa el sendero troncal, las barras violetas y rojas representan los puentes; violeta cuando
ofrece sacarosa y rojo cuando ofrece cebo tdxico. En ambos experimentos, el inicio de la actividad
se genero colocando gotas de solucidn de sacarosa en la zona de alimentacion de ambos puentes.
Se ofrecid solucién de sacarosa en ambos puentes con alimentadores (4 tubos de 9 ml cada uno)
durante dos dias, para potenciar la cantidad de hormigas recolectando. Finalmente, el dia de
registros, se midié la actividad basal que sera la referencia para cada sitio evaluado (Linea de base)
a las 9 h de la mafiana (Tiempo 0). Inmediatamente, se cambiaron los alimentadores por sacarosa
en uno de los puentes y por cebo toxico en el otro. Las flechas indican el momento de las
mediciones de actividad de las hormigas. Esta variable es, para los puentes, el nUmero medio de
hormigas por minuto que cruzan una linea imaginaria a mitad de camino a través del puente en
direccién a la zona de alimentacidn, y para el sendero troncal, en ambas direcciones. La actividad

se midid cada hora durante un solo dia.

Ingestion de soluciones

En esta oportunidad, en las ultimas cuatro réplicas realizadas, se pesaron los
alimentadores en laboratorio al principio del experimento. Al final del ensayo, rapidamente
fueron llevados al laboratorio para volver a pesarlos. Por la diferencia de pesos antes y después,
se pudo estimar la cantidad de solucidn ingerida (en gramos) tanto en el puente con sacarosa

como en el de cebo toxico.

Andalisis estadistico

Para los ensayos de la dindmica de abandono de senderos troncales y puentes utilizamos
GLMM, analizando los datos de los experimentos mediante un disefio de medidas repetidas. En
todos los casos la variable de respuesta fue la actividad de las hormigas, medida como el
promedio de hormigas que cruzaban una linea por minuto. Para los puentes, solo se contabilizd

el trafico en la direccion de la zona de alimentacion; para el sendero troncal se incluyeron ambas
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direcciones. El supuesto de homocedasticidad se evalud utilizando un grafico de residuos
estandarizados frente a valores predichos. La distribucién de mejor ajuste para los datos se
determind mediante el indice de dispersién (la razén entre los residuos y los predichos), que
resultd ser la distribucién binomial negativa en todos los casos. Se realizaron comparaciones por
pares de la actividad utilizando el paguete emmeans (Lenth et al., 2023). Se aplicé un ajuste del
valor P utilizando el método de dunnettx. Los andlisis estadisticos se realizaron en R Studio

utilizando el paquete glmmTMB (Brooks et al., 2022).

Realizamos dos analisis estadisticos diferentes uno enfocado en los puentes y el otro en el

sendero troncal:

Modelo para los puentes: las variables explicativas fijas fueron los tratamientos (2
niveles: Sacarosa y Cebo Tdxico), el tiempo como factor (9 niveles: de t0 a t8) y como variables

aleatorias los puentes (12 niveles) y las réplicas (n = 6).

Modelo para el sendero troncal: las variables explicativas fijas fueron los sitios (2 niveles:
0 mT — 0 mS), el tiempo como factor (3 niveles: de t0, t4 y t6) y como variables aleatorias las

réplicas (n = 6).

En el Anexo se proporciona una descripcién detallada del enfoque de analisis estadistico
adoptado y el cdédigo completo y los resultados estadisticos. Por otro lado, para el analisis de la
ingestidon de soluciones también se usd la funcion GLMM. La variable respuesta fue los gramos
consumidos los cuales se ajustan a una distribucion normal. Los supuestos de normalidad y
homocedasticidad fueron puesto a prueba mediante la funcion Dharma donde se visualiza el QQ
plot y los valores de los residuos vs predichos. Todos los andlisis se hicieron mediante el

programa R-Studio. Ver Anexo para mas detalles.

Resultados

Caminos de recoleccion:

En primer lugar, podemos destacar que el hecho de haber dejado durante 2 dias los
alimentadores ofreciendo sacarosa tuvo el efecto deseado. La presencia de hormigas en los
puentes fue mayor a la obtenida en el ensayo anterior (Capitulo 2). En el experimento de la
dindmica en dias la actividad inicial fue en promedio de 50 hormigas (puente de sacarosa) y 63

(puente con el cebo toxico). En este caso la cantidad de hormigas presente en los puentes en el
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registro de la linea de base estuvo entre 125 (en el puente sacarosa) y 157 (puentes cebo tdxico)

hormigas/min como promedio considerando todas las réplicas evaluadas.

La actividad de las hormigas varié con las horas en forma diferente en el puente que
ofrecia el cebo téxico respecto al puente de sacarosa. Por un lado, se ve una clara disminucién
en las hormigas presentes en el cebo téxico, y en cambio en el puente de sacarosa se observa
una actividad alta constante durante todo el ensayo (Fig. 3.2). Existe una fuerte interaccién entre
la solucidn ofrecida en el puente (cebo toxico o sacarosa) y el tiempo (Ver Anexo). Pero mas
importante que comparar una curva con la otra, resulta la comparacién dentro de cada puente

con su actividad respecto a su linea de base (Tiempo 0).

La actividad de las hormigas en el puente que ofrecia el cebo téxico comenzd a mostrar
una disminucién significativa después de 3 horas iniciada la recoleccién del cebo téxico (tiempo
0 vs. tiempo 3: estimador=0,56; p= 0,04. Fig. 3.2), con una reduccién del 43% respecto a su
actividad basal. Esta reduccién aumentd y se hizo mas significativa en las dos horas siguientes,
alcanzando el 58% después de 4 horas (tiempo 0 vs. tiempo 4: estimador=0,85; p= 0,002) y el
70% después de 5 horas (tiempo O vs. tiempo 5: estimador=1,14; p=0,0001). A partir de
entonces, esta reduccion en la actividad permanecié esencialmente constante, alcanzando el
79% en la hora 6 (tiempo 0 vs. tiempo 6: estimador=1,51; p<0,0001) y permaneciendo alrededor
de 80% durante las siguientes dos horas medidas. Tal reduccidn en la actividad de busqueda de
alimento nunca ocurrié en el puente de sacarosa, ubicado en el mismo sendero troncal a unos
7 a 8 metros de distancia. Por el contrario, la actividad en el puente de sacarosa se mantuvo alta
durante todo el experimento, con fluctuaciones que en ocasiones superaron marginalmente a

la actividad inicial de ese puente (Fig. 3.2).
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Figura 3.2. Dinamica en horas del abandono de cebos toxicos. Actividad de las hormigas (media +
EE) en funcién del tiempo durante 8 horas. La actividad (promedio nimero de hormigas/min)
inicial de las hormigas se midié en el momento 0, Linea de base, con ambos puentes ofreciendo
soluciéon de sacarosa. Inmediatamente después se abrieron los alimentadores, ofreciendo
solucién de sacarosa en el puente de sacarosa (en azul) y el cebo téxico en el puente de toxico (en
rojo). Para cada puente se comparo la actividad de cada tiempo con la linea base correspondiente
(del tiempo 1 al tiempo 8). Se muestran diferencias significativas para cada momento en
comparacion con su linea de base; para el puente de sacarosa encima de la curva y en azul, y para
el puente de tdxicos debajo de la curva y en rojo. (*: p<0,05; **: p<0,01; ***p<0,001; sin simbolo:
no significativo). Los circulos representan los datos de cada réplica (n=6). (Ver Anexo para mas

detalles).

Sendero troncal:

Existe una interaccidn entre el tiempo y los sitios: la actividad en el lugar en contacto
con el puente de sacarosa no difirid de su linea base en ningin momento. Por el contrario, la
actividad en el lugar cercano al puente del téxico cambid con el tiempo. En concreto, mostro

una disminucién significativa después de 4 horas de consumo de cebo (Tiempo 0 - Tiempo 4:
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estimador = 0,75; p = 0,002). 8 horas después del consumo del cebo, la actividad no difirié de la

linea base (Tiempo 0- Tiempo 8: estimador = 0,59; p = 0,16).
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Figura 3.3. Actividad de hormigas en el sendero troncal; dindmica del abandono en horas.
Actividad medida en dos lugares en el sendero troncal: por un puente que ofrece un téxico (rojo)
y por un puente de control que ofrece sacarosa sin adulterar (azul) colocado a mas de 6 metros
de distancia. La actividad se midio tres veces: a las 9 h. cuando ambos puentes aun ofrecian aztcar
(linea de base para cada puente; tiempo 0). Inmediatamente después, se abrieron los
alimentadores, ofreciendo solucion de sacarosa en un puente (puente de control) y el cebo téxico
en el puente de toxicos. Luego se volvio a medir la actividad en el sendero troncal alas 4y 8 horas
mas tarde. (**: p<0,01; sin simbolo: no significativo). Los circulos representan los datos
individuales de cada réplica (n= 6), mientras que los cuadrados son la media. (Para mas detalles,

ver Anexo).

Para proporcionar una representacion visual de los resultados en general integramos los
datos de actividad de ambos experimentos (dindmica en dias -capitulo anterior- y horas) en los

dos puentes (sacarosa y cebo téxico). La actividad se expresa como una variacién porcentual de
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la actividad de referencia, la linea de base de cada puente respectivo, quedando expresada
como cambio en la actividad. Por lo tanto, la linea de base siempre tiene un valor de cero, los
valores positivos indican un aumento porcentual y los valores negativos indican una disminucién
porcentual (Fig. 3.4). En el experimento dindmica dias, solo hubo una ligera reduccién en la
actividad de las hormigas en el puente del cebo téxico tres horas después de colocar el cebo, lo
que fue marginalmente significativo. Sin embargo, en el experimento dindmica en horas, se
observé una reduccidn significativa en la actividad de las hormigas tres horas después de la
colocacién del cebo. Ademas, después de 6 horas de cebo, se logré aproximadamente una
reduccion de actividad de ~80% y se mantuvo hasta el final del experimento. Este valor se
aproxima al porcentaje de reduccion del capitulo anterior, aunque la actividad inicial en este

caso fue mucho mayor ya que se ofrecié azucar durante dos dias enteros antes del experimento.
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Figura 3.4. Cambio en la actividad desde la tasa de referencia a lo largo del tiempo. La linea roja
discontinua representa el puente que ofrece cebo téxico después del tiempo 0, la linea continua
representa el puente que ofrece solucion de sacarosa. Las formas de color celeste representan
que se ofrece solucidn de sacarosa; el rosa representa que se ofrece cebo toxico. Esta figura
integra dos experimentos: el panel izquierdo muestra la dinamica del abandono con alta
resolucién temporal durante un dia después de la presentacién del cebo (Experimento dinamica
horas, circulos). El panel derecho muestra la dindmica del abandono durante los dias después de
la iniciar la oferta del cebo tdéxico (Experimento dindmica dias, cuadrados). Note un dato del
Experimento dinamica dias en el panel izquierdo (cuadrado en el tiempo 2). Cada cuadrado

representa la combinacidon de tres mediciones con 1 hora de diferencia. La linea discontinua
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vertical gris indica la apertura de los alimentadores finales (uno con solucién de sacarosa y otro

con cebo téxico).

Ingestion de soluciones:

Los resultados muestran que el consumo de los alimentadores (4 tubos conteniendo ~36
ml en total) en los puentes con los tratamientos (sacarosa y toxico) fueron diferentes. Por un
lado, se ve que el consumo fue significativamente mayor en los alimentadores de sacarosa
respecto al cebo toxico (Fig. 3.5). Dicha diferencia es de aproximadamente el doble de gramos
consumidos en los alimentadores de sacarosa ya que aproximadamente consumieron en
promedio mas de 44 gramos mientras que en los tubos con el cebo tdxico el consumo fue de un

poco mas de 25 gramos (Ver Anexo para mas detalle).
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Figura 3.5. Consumo de cada solucién ofrecida (g) en los puentes de sacarosa (amarillo) y cebo
toxico (rojo) luego de haber estado disponibles durante las 8 horas del ensayo de dinamica del
abandono en horas. (n=4). **: p<0,01). Los simbolos son medias, los bigotes son 1 error estandar

de la media. (Ver Anexo para mas detalles).
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Discusion

En este estudio, demostramos que la presencia de un cebo téxico provocé el abandono
en el camino de recoleccion en un corto plazo de tiempo. Este abandono comenzd
aproximadamente 3 horas después de la colocacidn del cebo, y siguié disminuyendo a lo largo
de las horas hasta llegar a una disminucién aproximadamente de un 80 % en la actividad del
puente después de 6 horas de colocado el cebo, manteniéndose en ese valor hasta el final del
ensayo. En cambio, el puente control, que ofrecia sacarosa, mantuvo su actividad alta durante
todo el ensayo, lo que indica que el abandono no se debid a saciedad o falta de motivacidn para
recolectar recursos. Ademds, mostrando nuevamente que el abandono, en las condiciones de

nuestro experimento, es muy localizado.

Si comparamos estos resultados, que reflejan la dindmica del abandono en horas, con
los del ensayo del capitulo anterior, enfocado en la dindmica del abandono en dias, observamos
un porcentaje de disminucion similar al observado durante los 4 dias tras la colocacion del cebo
téxico (Fig. 3.4). Es importante destacar que estos resultados se mantienen relativamente
constantes a lo largo de los dias, incluso cuando las poblaciones iniciales de hormigas fueron
diferentes. En particular, la actividad inicial en el ensayo de abandono en horas fue mas de 2,4
veces mayor que en el ensayo de abandono en dias. Es notable que siendo tan diferente la
actividad inicial de ambos ensayos, éstos coincidan en alcanzar una reduccién de actividad
similar, cercana al 80%. Por lo tanto, fue Gtil generar los caminos de recoleccion un par de dias
antes de tomar los datos, ya que no solo permitié asegurar una mayor actividad inicial en ambos
puentes, sino también observar que, pese a esa mayor actividad inicial, -que supone un mayor

ingreso de cebo tdxico al nido-, el patrén de abandono no resulté diferente.

Los resultados del sendero troncal nuevamente confirman que el abandono se inicia de
manera muy localizada en las proximidades del cebo téxico. Ademads, también demuestra que
el abandono no se debe a una reduccién de la poblacién, ya que los niveles de actividad en los

senderos troncales se mantuvieron altos.

Sorprendentemente, el sendero troncal cerca del puente del toxico se vio afectado a las
4 h después del acceso al cebo, mientras que, en el experimento anterior, a las 18-20 horas. En
cambio, a las 8 h después del acceso al cebo, no hubo diferencias significativas. éPor qué la
actividad en el sendero troncal se vio afectada mds rdpidamente en este caso que en el
experimento anterior? Creemos que la mayor actividad inicial en los puentes durante la
activacion del cebo, probablemente causé una mayor afluencia de cebo téxico en las horas

iniciales de consumo del cebo. Entonces, la diferencia entre los experimentos podria explicarse
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por una mayor ingesta temprana de cebo tdxico amplificando y acelerando sus efectos
negativos. Lo que daria como resultado efectos de abandono mas fuertes, mas rapidos y en un
area mas amplia. En apoyo de este argumento, la réplica del puente del téxico con la mayor
actividad inicial mostré una disminucién mas abrupta de la actividad a lo largo del sendero
troncal después de 8 horas de acceder al cebo. De 780 individuos por minuto en el tiempo 0, se
redujo en 4 horas a 139 y luego a solo 61 hormigas que pasaban cerca del puente téxico después
de 8 horas. Mientras que, a solo 7 metros de distancia, junto al puente de sacarosa, no se
produjo una reduccién en la actividad; se mantuvo constante durante esos intervalos de tiempo,
con 843, 857 y 772 hormigas pasando por minuto respectivamente. En otras palabras, la
dindmica de abandono puede estar relacionada con la tasa de ingreso de tdxico al nido en las
primeras horas. Probablemente, incluso el drea abandonada y la intensidad del abandono estén
relacionadas con la cantidad de téxico ingresado al nido y sus efectos negativos, particularmente

efectos subletales.

La mayoria de los estudios con cebos para controlar hormigas o evaluar el consumo de
cebos, realizan las mediciones recién a las 24 horas después de haber colocado los cebos
(Greenberg et al., 2006; Klotz et al., 1998; Vega & Rust, 2003). Uno de los pocos trabajos donde
se realizé un seguimiento inmediato tras la colocacién de cebos fue el Boser et al. (2014). De
dicho trabajo se puede extraer otra coincidencia sorprendente con el nuestro, ya que Boser et
al. (2014) registraron el nimero de hormigas atraidas por cebos tdxicos entregados por medio
de hidrogeles y las mediciones se tomaron cada 2 horas a partir del momento de la colocacidn
del cebo y continuaron durante 8 horas, seguidas de registros adicionales a las 24 y 48 horas.
Dos horas después de la colocacién del cebo, un porcentaje sustancial de hormigas L. humile
estaba presente y este nimero disminuyd ligeramente a las 4 horas antes de experimentar una
reduccion significativa a las 6 horas. Posteriormente, la curva se mantuvo relativamente estable
con fluctuaciones menores alrededor de ese valor. Extrapolando los datos de ese grafico y
considerando solo a L. humile, se puede calcular que hubo una reduccidn aproximada del 79 %
a las 6 horas. Dado el efecto de mortalidad retardada que deben tener los cebos para hormigas,
podemos suponer que esta reduccidn inicial no se debié a mortalidad generada por el cebo. Este
valor coincide con nuestro 80% a las 6 h de iniciado el consumo del cebo téxico. Ademas, dicha
coincidencia en el porcentaje de disminucién que se obtuvo es alin mas interesante si tenemos
en cuenta que se utilizaron diferentes compuestos téxicos, ya que en nuestro caso usamos acido
bdrico 3%, mientras que Boser uso tiametoxam en ambos casos diluido en sacarosa 20 o 25%.
Por lo tanto, el comportamiento de abandono que realiza L. humile podria incluso ser

independiente del compuesto tdxico utilizado.
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Respecto al consumo del cebo, pudimos confirmar que en los puentes con sacarosa la
ingestidon fue significativamente mayor que en los puentes con el cebo tdxico (Fig. 3.5). Esto
podria deberse tanto a la menor actividad que observamos en los puentes con el cebo téxico
respecto a los de sacarosa como también a una menor ingestion individual. Respecto a esto
ultimo, hay diferentes trabajos donde se evalia dicho consumo comparando soluciones de
sacarosa con acido bérico con respecto a soluciones de sacarosa. En dichos experimentos se
midié el porcentaje de aceptacion (Sola et al., 2013), el tiempo de alimentacion (Moauro &
Josens, 2023; Sola et al., 2013) para hormigas naive (esto es, que no tuvieron experiencia con el
cebo téxico antes del registro) y resultd que no hay diferencias entre el control y el cebo de acido
bérico (mayor a 3% p/v en ambos trabajos). Podria pasar que a pesar que el consumo al principio
es similar tanto para sacarosa como para acido bérico luego de un tiempo disminuya en este
ultimo y que dicha falta de motivacidn genere el posterior abandono, por ejemplo, debido al
malestar posterior a la ingestién. Lo que si podemos confirmar ahora es que la actividad en
ambos puentes fue similar en las dos primeras horas del ensayo y por ende el consumo podria

haber disminuido luego de las 3 horas.

En resumen, si integramos los resultados del capitulo anterior y el presente,
demostramos que, al inicio, la actividad en los caminos de recoleccidn al cebo téxico y sacarosa
fueron similares (las primeras 2 o 3 horas), luego empieza a disminuir en el puente con el cebo
tdéxico generando abandono del mismo con una reduccion del 80% con respecto a la inicial solo
6 horas después. Mientras la actividad en el sendero troncal aln se mantiene alta. Luego de
trascurridas unas horas mas (8 h en este ensayo y 24 h en el anterior capitulo) ya se observa un
impacto en el sendero troncal préximo al cebo tdxico disminuyendo la actividad e incluso
viéndose desviaciones que evitan la proximidad con el puente del cebo téxico (Fig. 3.6). Esta

integracion se resume en el siguiente esquema (Fig. 3.6).
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Figura 3.6. Esquema a modo de resumen grafico que Integra la actividad en los caminos de
recoleccidon y en los senderos troncales adyacentes a lo largo de las horas y dias que duraron

ambos experimentos.

En conclusién, podemos confirmar que existe abandono por parte de las obreras de L. humile
debido a la presencia y consumo de un cebo tdxico en un camino de recoleccion. En los proximos
capitulos nos enfocaremos en evaluar qué mecanismos podrian estar generando dicho

abandono y rechazar algunas hipdtesis alternativas respecto a otras posibles explicaciones.
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Capitulo 4. Mecanismos que subyacen al

abandono

Introduccion

Las especies invasoras plantean desafios importantes en diversos entornos, incluidos
urbanos, agricolas y naturales. Los cebos adicionados con un tdxico son un método para
controlarlas de forma amigable con la salud ambiental y humana (Collins & Callcott, 1998). Sin
embargo, este método a menudo resulta ineficaz (Howse et al., 2023). Tradicionalmente, una
reduccion significativa en la presencia de hormigas después de la aplicacion del cebo se atribuye
a la disminucién de la poblacién causada por la mortalidad inducida por el cebo (Rust et al.,
2004). En consecuencia, los aumentos posteriores en la presencia de hormigas se han
interpretado como reinfestaciones a partir de dreas no tratadas (Klotz et al., 1998; Vega & Rust,
2003). Sin embargo, nuestros resultados indican que las hormigas exhiben una estrategia de
comportamiento en respuesta a los cebos (Zanola et al., 2024; Capitulos 2 y 3). Las hormigas

abandonan no sdlo el cebo en si, sino también el drea préoxima.

El abandono se definid como una reduccién significativa y estable de la presencia de
hormigas en la zona del cebo. Esta reduccion se consigue rapidamente, al cabo de 6 horas,
alcanzando valores alrededor del 80% (Boser et al., 2014; Zanola et al., 2024), y se mantiene en
el tiempo. No se vuelven a detectar episodios de reclutamiento masivo a pesar de que puede
haber actividad muy elevada en las proximidades (Zanola et al., 2024). Dado que este fenédmeno

se observa a nivel colectivo y no individual, es dificil comprender los mecanismos involucrados.

En este capitulo abordaremos el estudio de dos mecanismos posibles. Por un lado, nos
preguntamos si existe una marca quimica especifica que las hormigas depositen que podria
conducir a este tipo de disminucidn en la actividad en el entorno del cebo. A esta hipdtesis de
una marca quimica negativa, la nombraremos “Marca-“. Por otro lado, estudiaremos si algun
tipo de memoria aversiva pudiera estar involucrada en el abandono. Nombraremos a este tipo
de memoria “Memoria-“. Es decir, exploraremos si la deteccién del riesgo que supone el cebo
téxico podria generar un sistema de comunicacién quimica (informacién social) en el sitio
proximo al cebo, y/o una memoria aversiva (informacion individual) que haga que las hormigas

eviten acercarse al area donde el cebo se encuentra.
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Mientras recolectan soluciones azucaradas, muchas especies de hormigas, incluida L.
humile, dejan un rastro de feromonas de camino (“Marca +” en nuestra terminologia) (Choe et
al.,, 2012) y formardn memorias apetitivas (“Memoria +”) asociando la recompensa con su
ubicacién (Wagner et al.,, 2023). Mientras probamos las dos hipdtesis propuestas, también
necesitamos demostrar que, al ofrecer una solucién de sacarosa en un puente, hay una Marca
+ en el puente y una Memoria + asociada con el lugar donde se colocé el puente. Cualquier
posible efecto de abandono (Memoria — o Marca —) actuara en contra de estas influencias

positivas, por lo que el efecto atractivo de la Memoria + y la Marca + también debe cuantificarse.

Algunos estudios han reportado la existencia de marcas negativas en diferentes insectos
sociales. Por ejemplo, la hormiga faradn (Monomorium pharaonis) posee lo que se llama una
“feromona de rechazo”, que deposita en aquellos senderos que no le aportan ningun beneficio,
ya sea por escasez o por agotamiento de recursos (Robinson et al., 2005, 2008). Algunas
feromonas generan diferentes respuestas segin el contexto. Por ejemplo, en abejas, la
feromona de alarma provoca agregacidn y ataque si esta cerca de la colmena, pero sobre la
fuente de alimento, actia como una marca negativa, indicando: “no vengas aqui” (Balderrama

et al., 2002).

Objetivo general

El objetivo de este capitulo es estudiar algunos mecanismos que podrian estar involucrados en

el abandono de senderos.

Para que se produzca el abandono activo, propusimos dos mecanismos no mutuamente
excluyentes: 1) el uso de feromonas de rechazo, que llamaremos “Marca —“(marca negativa), y

2) memorias aversivas (Memoria -) asociada con la ubicaciéon del cebo téxico.

Pregunta general: ¢{Qué mecanismos estan involucrados en el abandono en un camino de

recoleccion en L. humile?

Hipdtesis 1: El abandono se debe a que depositan una marca quimica de rechazo en el puente

con el cebo téxico (Marca -).

Prediccién 1a: Al poner un puente con la hipotética Marca - en un sitio donde habia un puente

con sacarosa, la actividad sera menor que si se coloca un puente limpio (No marca).
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Hipdtesis 2: El abandono se debe a que establecen algin tipo de memoria aversiva (de
navegacion, visual, etc.) que genera una evitacién del sitio cercano o de acceso al cebo tdxico.

(Memoria -).

Prediccidn 2a: Al poner un puente con marca + en el sitio donde habia un puente con cebo téxico
que fue abandonado, por lo cual se establecié la hipotética memoria aversiva, la actividad no va

a aumentar.

Prediccidn 2b: La actividad al poner un puente con Marca+ serd menor comparativamente en el
lugar donde estaba el cebo tdxico abandonado, o sea con la hipotética memoria negativa en

relacién a un sitio donde previamente no habia nada (No Memoria).

Metodologia

Area y momento de muestreo

El experimento se llevd a cabo en el campus de la Universidad de Buenos Aires. Durante
los meses mas cdlidos desde diciembre a abril de 2022 y 2023, cuando las hormigas estan mas

activas y se pueden encontrar senderos troncales alrededor del perimetro de los edificios.

Soluciones

Se utilizaron las mismas soluciones de los ensayos de abandono (ver capitulo 2 para mas
detalles) que corresponde a una solucién de sacarosa al 20% (p/p) y como cebo téxico se utilizd

acido badrico al 3% p/p mezclado con sacarosa 20% (p/p).

Disefio experimental

Para empezar, es importante recordar que un puente donde se estuvo recolectando
sacarosa durante varias horas con gran actividad de hormigas, tendra una feromona de camino
(Marca +), y a la vez, una memoria apetitiva o positiva asociada al sitio en particular donde inicia
el puente (ya sea memoria navegacional o por claves visuales. Memoria +). Por el contrario, para
un puente que tuvo el cebo tdxico por varias horas hasta haber sido abandonando, habra
generado los dos mecanismos hipotéticos propuestos: Marca - y Memoria -. Por otro lado, un
puente donde no se ofrecié nada, no tendra ninguna marca quimica (No Marca), asi como

tampoco habra generado ninguna memoria sobre ese sitio en particular (No Memoria).
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A partir de esta premisa, se diseiid el experimento de modo de obtener diferentes
combinaciones de marcas y memorias mediante el cambio de puentes ubicados en distintos
sitios de un sendero troncal de L. humile. Para ello, luego de detectar un largo sendero troncal
se ubicaban los puentes separados entre si por al menos 5 m de distancia unos de otros. Se inicid
el reclutamiento tal como se describié en el capitulo 2. Inicialmente, los puentes ofrecian
sacarosay un puente no ofrecia nada. El primer dia se tuvo por objeto generar una gran actividad
de recoleccién en los puentes que ofrecian sacarosa (como se describid en el capitulo 3). Luego
de lograr gran actividad en aquellos puentes con sacarosa, en uno se reemplazd por cebo tdxico
dejando al menos 8 horas hasta confirmar que el abandono haya ocurrido. De esa manera, se
cuenta con las siguientes situaciones: un puente que habiendo ofrecido cebo tdxico fue
abandonado, puentes que ofrecieron sacarosa y presentan gran actividad y otra situacién con
un puente que no ofrecid nada en ningin momento. Los cruzamientos se llevaron a cabo en 2

dias consecutivos y se esquematizan y explican a continuacién (Fig. 4.1):

Antes de intercambio,

qué ofrecia el puente:  g5car05y Sacarosa Nada Sacarosa Cebo toxico

Abandono de camino
Conteo basal

(antes del intercambio)

ﬂ ﬂ» Marca+ H—)MarcM H»\ Marca BﬁMamﬂ B»Marca—
V 1

Intercambio de puentes 5 -

I

Conteo post-
intercambio

Memoria+ Memoria+ No Memoria Memoria+ Memoria —

- ] H H
. I I
Referencias:
(== Puente con Marca + Memoria+ Memoria+ No memoria Memoria+ Memoria—
=1 Puente sinmarca Marca+ No marca Marca+ Marca— Marca+
=X Puente con Marca - s : "
P Sacarosa Primer dia cruzamientos Segundo dfa cruzamientos
‘ Cebo téxico

Figura 4.1. Disefio del experimento para probar la hipdtesis de una “feromona de rechazo” o
marca quimica negativa depositada en el puente (Marca-), y la hipdtesis de memoria aversiva
asociado al sitio (Memoria-). El sendero troncal se graficd en verde y los puentes se simbolizan
con un circulo amarillo cuando tienen sacarosa, circulo rojo con el cebo téxico, y sin circulo cuando
no tienen nada. Las hipodtesis se probaron cambiando los puentes y comparando la actividad de
las hormigas antes y después del cambio. Se realizaron cinco combinaciones en dos dias
consecutivos (primer dia los tres cruzamientos de la izquierda y segundo dia los otros dos
cruzamientos). Inicialmente, tres puentes ofrecian sacarosa, por lo que se supuso que estaban
marcados por feromonas de camino (Marca+) y una memoria apetitiva estaba asociada a estos
sitios (Memoria+); uno no ofrecia nada, por lo que asumimos que no habia ninguna marca ni

memoria alli (No Marca y No Memoria). En la tltima situacién, se ofrecié el cebo téxico durante 8
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horas en el puente, y se confirmé el abandono. Asi, este puente tendria la hipotética Marca-y la
hipotética Memoria-. Después del cambio, no se ofrecid azucar ni cebo téxico en ningln puente,

y la actividad de las hormigas se cuantificé dos minutos después de la reubicacion del puente.

Antes y después de realizar cada cruzamiento de puentes se filmé en forma simultdnea el
puente desde arriba durante 7 minutos. Posteriormente, a partir de los videos, se cuantificé el
numero de hormigas que cruzaban una linea imaginaria en direccién hacia la fuente de alimento.

Este conteo serd la Actividad de las hormigas expresado por minuto.

Para el registro de la actividad se utilizaron dos cdmaras las cuales estaban fijadas a un tutor
y ubicadas de tal forma que se pueda filmar simultdaneamente la actividad en dos puentes. Luego
de la primera medicidn, se prosiguiod a realizar el cambio de puentes. Para ello, previamente se
puso a punto la metodologia de cdmo tomar el puente y retirar a las hormigas sin generar una
situacién de alarma, de modo que, al volver a colocar el puente en su lugar, la actividad sea igual
en dos minutos. Primero se sacaban los tubos y la arena de recoleccion del puente, luego se
levantaba el puente, se eliminaba el liquido que habia en los vasos del pie del puente y
posteriormente se dejaban caer a las hormigas mediante una sacudida rapida (un golpecito del
puente en el sustrato que generaba que la mayoria de hormigas se caigan del mismo) y se
quitaban con un pincel suave las pocas hormigas que quedasen en el puente. Inmediatamente
se ubicaba el puente en su nuevo sitio. Se procedia a continuacidn de la misma forma con el otro
puente. Este procedimiento, del cambio de ambos puentes, tardaba aproximadamente 1-2
minutos. Después, se realizaba el registro de la actividad. Importante aclarar que el segundo
conteo, posterior al cambio de puentes, se hacia sin ofrecer solucidén de sacarosa, ni cebo en la
arena de recoleccién. Ademds, para evitar la gran acumulacion y trafico de hormigas en el
puente, se colocd una tira de papel en el otro extremo del puente para que las hormigas puedan

bajar por ahi durante la filmacion (Fig. 4.2).
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Sin ofrecer solucidn de sacarosa ni
cebo toxico_
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/ Cinta de papel como
_ viade salida de las
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Figura 4.2. Dispositivo experimental adaptado para la evaluacién de modo de evitar nuevo

reclutamiento por recompensa y evitar amontonamiento de hormigas.

Al puente que nunca ofrecid nada, se lo consideré como No marca 'y No memoria, pero para
evitar cualquier “footprint” (rastro de huellas) sobre el puente, se reemplazé la cinta adhesiva

de papel que lo cubria antes de volver a colocarlo en la nueva posicién.

Se realizaron distintos cambios de puentes obteniendo asi diferentes combinaciones de
Marcas y Memorias (Fig. 4.1). Por un lado, se conté con un control de manipulacién que consistia
en sacar las hormigas y alimento de uno de los puentes de sacarosa y luego ubicarlo en el mismo
sitio. De este modo, se pone un puente con Marca+ donde habia Memoria+ (control sham o de
manipulacién). Otro cambio se hizo sacando otro puente de sacarosa y ubicandolo en el sitio
donde estaba el puente sin nada, por ende, ubicar un puente con Marca+ en un sitio sin memoria
apetitiva ni aversiva (No Memoria). El ultimo cambio fue poniendo el puente sin marca en el
sitio donde antes habia un puente de sacarosa y por lo tanto teniendo que en un sitio con

Memoria + ponemos un puente sin marca (No Marca).

Por otro lado, para el puente que ofrecid el cebo téxico durante 8 horas y se registré el
abandono, tendria la marca negativa (Hipotesis 1: Marca -), y fue colocado en un sitio donde
habia un puente de sacarosa (Memoria+). Al mismo tiempo, en el sitio donde se sacoé el puente

abandonado (Hipétesis 2: Memoria-) se colocd un puente de sacarosa (Marca+).

En todos los casos, inmediatamente después del cambio de puentes, se cuantificd
nuevamente la actividad filmando durante 7 minutos para luego registrar el nimero de

hormigas que entraban al puente en ese tiempo, expresado por un minuto.

Al considerar el experimento completo logramos generar las siguientes situaciones:
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Antes del cambio de puentes, tres puentes con sacarosa 20% y por ende con Marca+ y
Memoria+; un puente sin nada, por lo tanto, No marca y No memoria, y un puente con el cebo
téxico con las hipotéticas Marca- y Memoria-. Luego del cambio de puentes se obtuvieron las 5

combinaciones o tratamientos, que se observan en la Fig. 4.1:

1) Memoria+y Marca+: Control de Manipulacién.

Un puente que ofrecia solucién de sacarosa fue retirado y luego recolocado en el mismo
sitio tras una manipulacién idéntica. Este tratamiento se disefd para controlar los efectos

potenciales del reemplazo del puente.

2) Memoria+y No marca: Control Memoria apetitiva

Un puente que previamente no ofrecia solucién (No marca) se colocé en el sitio de un puente
qgue previamente ofrecia sacarosa (Memoria+). Para asegurar la ausencia de feromonas,
también se reemplazd la cinta de pintor que cubria el puente. En este caso, se asume que la
memoria asociada al sitio seria suficiente para mantener cierta actividad en el puente, incluso

tras eliminar las feromonas de camino. Este tratamiento mide el efecto de la Memoria+ del sitio.

3) No Memoria y Marca+: Control Feromona de camino

Un puente que ofrecia sacarosa se traslado al sitio donde previamente habia un puente sin
solucion (No memoria). Aqui, se espera que la presencia de una marca de feromona sea
suficiente para desencadenar actividad en el sitio. Este tratamiento evalua el efecto de la

feromona del rastro en el aumento de la actividad.

4) Memoria+y Marca-:

Un puente que previamente ofrecia el cebo téxico y fue abandonado (conteniendo la
hipotética Marca-) fue colocado en el sitio donde antes se encontraba un puente que ofrecia

sacarosa.

5) Memoria- y Marca+:

Un puente que ofrecia solucion de sacarosa fue colocado en el sitio donde previamente se
encontraba el puente que ofrecia el cebo téxico y fuera abandonado. Este tratamiento evalua el

impacto de una marca positiva cuando si hay memoria negativa previa asociada al sitio.

Este experimento se repitid seis veces en diferentes senderos troncales separados al menos a

50 metros entre si.
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Justificacion y razonamiento

El disefio experimental propuesto busca validar dos hipodtesis relacionadas con la
presencia de marcas negativas (Marca-) y memorias aversivas (Memoria-), utilizando

comparaciones claves entre tratamientos.

Es razonable suponer que luego de reemplazar un puente que conducia a sacarosa, por
lo tanto, con feromona positiva (Marca+ Memoria+), por un puente con una posible marca
negativa (Marca-), se reducird mas la actividad en el puente colocado con respecto al control de
manipulacién, o sea, a volver a poner el puente que ofrecia sacarosa. Sin embargo, esta
disminucién también podria darse simplemente por poner un puente limpio, por la ausencia
repentina de feromona de camino en el puente (Marca+). Por lo cual, para demostrar la
existencia de una marca negativa activa (Marca-), la reduccién en la actividad al colocar este
puente con Marca- debe ser mayor que la reduccidn observada al colocar un puente limpio sin

feromona. Asi, la comparacién clave para demostrar la hipotesis de Marca- es:

Reduccion de actividad de Reduccion de actividad de
Memoria+ y Marca- > Memoria+y No marca

Por otro lado, al poner un puente que ofrecia sacarosa, y por ende con feromona de
camino (Marca +), en el lugar donde no se ofrecia nada, se espera que la presencia de la marca
+ genere un gran ingreso de hormigas hacia el puente. Esto es, un incremento significativo en la
actividad debido a la marca +. En cambio, si un puente que ofrecia un cebo tdxico ha sido
abandonado, y queremos demostrar que en ese sitio queda asociada una memoria aversiva
(Memoria-), al colocar un puente con Marca+ en esta ubicacion no deberia producirse un
aumento significativo en la presencia de hormigas. Este aumento deberia ser inexistente o
menor en comparacion con el observado al colocar un puente con Marca+ en una ubicacion sin

memoria asociada. Asi, la comparacion clave para demostrar la hipdtesis de Memoria- es:

Aumento de actividad de Aumento de actividad de
Memoria- y Marca+ < No memoria y Marca+
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Es importante destacar que, para probar Memoria-, se deben usar puentes Marca+ en
lugar de puentes sin marcar. Esto se debe a que los puentes sin feromonas no generarian

suficiente trafico, lo que impediria realizar comparaciones adecuadas.

Andlisis estadisticos

Este experimento se realizd para probar si el abandono podria ser causado por una
feromona de "rechazo" (denominada aqui Marca-) o memorias aversivas (denominados aqui
Memoria-). Como la "actividad antes del cambio" no era la misma en todos los sitios,
estandarizamos la actividad de acuerdo con la actividad inicial en cada sitio. Por lo tanto, la
variable de respuesta fue el valor estandarizado de la actividad de la hormiga después del
cambio de puentes. Esta variable respuesta toma una distribucién normal (gaussiana). (ver

Anexo para mds detalles).

Se construyeron dos modelos: uno para comparar la actividad hormigas antes y después
del cambio de puentes para cada una de las 5 situaciones (tratamientos) generadas. El otro para
comparar el cambio en la actividad estandarizada, entre pares de tratamientos para probar las
hipdtesis segln se explica en la seccidon Justificacion y razonamiento. En ambos casos el andlisis

principal se hizo mediante el paquete glmmTMB (Brooks et al., 2022).

Modelo 1, compara la actividad antes y después del cambio en cada sitio: la variable de
respuesta fue la actividad de las hormigas en los puentes, y la distribucidon que mejor se ajustaba
a los datos era la distribucién binomial negativa. Las variables explicativas fijas incluyeron los
tratamientos (5 niveles: (Mem+ y Marca+), (Mem+ y No marca), (Mem+ y Marca-), (No mem y
Marca+), (Mem-y Marca+) y el momento (2 niveles: antes y después del cambio de puentes).
Las variables explicativas aleatorias fueron las réplicas (n=6) y los puentes (18 niveles: tres
puentes por réplica). Para realizar este analisis, se utilizé un modelo lineal de efectos mixtos con
una interaccién entre el momento y el sitio. Por uUltimo, se realizaron comparaciones a posteriori

de a pares entre tratamientos utilizando la funcion emmeans (Lenth et al., 2023).

Modelo 2, comparando la actividad estandarizada luego del cambio entre dos tratamientos: La
variable respuesta fue el valor estandarizado (Cambio Actividad) del nimero de hormigas por
minuto luego del cambio del puente, siguiendo una distribuciéon normal (Carey & Delaney, 2010).

Para cada réplica, el Cambio Actividad se calculé como:
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Actividad después del cambio puentes

Cambio Actividad =
amblo Activida Actividad antes del cambio puentes

La variable explicativa fija fueron los tratamientos: (5 niveles: (Mem+ y Marca+), (Mem+ y No
marca), (Mem+ y Marca-), (No mem y Marca+), (Mem- y Marca+). La variable explicativa
aleatoria fueron las réplicas (n=6). Para el andlisis se utilizé6 un modelo lineal de efectos mixtos
con una distribucidon normal. Por ultimo, se realizaron comparaciones a posteriori de a pares

entre tratamientos utilizando la funcidn emmeans (Lenth et al., 2023).

Resultados

Andlisis cambio de puentes

Para poner a prueba las dos hipétesis ya mencionadas: una feromona de "no entrar"
("Marca-"), y una memoria aversiva de la ubicacion ("Memoria-"), primero realizamos un analisis
para comparar la actividad en cada sitio antes y después del cambio de puentes, o sea, primero

con el puente inicial y luego con el puente nuevo (Fig. 4.3).

400
° Antes
P = B Después
:
300 - R
° °

©
®©
S
= 200 -
-
(&)
<

100 +

0 e

S Sac Sac Nada Nada Sac Sac Tox T Sac  Oferta del Puente

1) Mem+, 2) Mem+, 3)Nomem, 4)Mem+, 5)Mem-,

Marca+ No Marca Marca+ Marca- Marca+ Tratamiento

Figura 4.3. Actividad de las hormigas en los puentes antes (rosa) y después (celeste) del cambio de

puentes. El eje X se indica de dos maneras: Oferta del Puente se refiere a lo que se ofrecia en los
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puentes antes del cambio, mostrando primero (debajo de la barra rosa) lo que ofrecia el puente en
esa ubicacién y debajo de la barra celeste, lo que ofrecia previamente el puente puesto luego en ese
mismo lugar. Durante el registro después del cambio, los puentes no ofrecian nada en la arena de
recoleccién. Tratamiento se refiere a las cinco combinaciones de memorias (Mem+, Mem- o No mem)
y marcas (Marca+, Marca- o No Marca) que se lograron. Antes del cambio, se ofrecen 3 tratamientos
de sacarosa (Sac), estos sitios generaran Memoria+; en otro tratamiento, el puente no ofrecia nada
(Nada), por lo que este sitio generara No Memoria; en el Ultimo tratamiento el puente tuvo cebo
téxico (Tox) hasta llegar al abandono, por lo que este sitio generara la hipotética Memoria-. De
manera similar, los 3 puentes que ofrecieron sacarosa tendrian Marca+, el que no ofreceria nada no
tendra marca (No Marca), y el que se abandond por el cebo toxico tendria la hipotética Marca-. Dentro
de cada tratamiento, las diferencias entre Antes y Después del cambio se muestran con asteriscos
(*p<0,05; **: p<0,01; sin simbolo: no significativo), mientras que los circulos dentro de cada barra

representan a cada una de las seis réplicas, n = 6.

Examinando la Fig. 4.3, podemos ver que:

- Todas las barras rosas que tenian solucion de sacarosa antes del cambio de puentes tuvieron
una actividad similar. El puente que no ofrecia nada, casi no tenia hormigas. El puente que
ofrecid el cebo toxico previamente habia tenido sacarosa y niveles de actividad similares a los
demads puentes de sacarosa. Luego de 8 h de ofrecer el cebo téxico mostré baja actividad, ~80%
menor con respecto a la actividad inicial, confirmando el abandono (ver capitulo 2 y Zanola et

al., 2024).

Si comparamos en cada sitio antes y después del cambio de puentes podemos sacar

algunas primeras conclusiones:

- En el Tratamiento 1) Memoria+ y Marca+: La manipulacidon per se no generd un cambio
significativo en la actividad en el puente ya que la actividad antes (puente con sacarosa)
comparada con después de poner el mismo puente no fue significativa (estimador = -0,02; p =

0,85).

- En el Tratamiento 2) Memoria+ y No Marca: La actividad disminuyd significativamente al no
haber mas feromona en el puente (estimador =0,76; p = 0,0012). La Memoria+ asociada al sitio,

donde antes habia comida, es suficiente para que la actividad se mantenga en ~54% de la inicial.

- En el Tratamiento 3) No Memoria y Marca+: La mera presencia de la feromona (Marca+)

provoco el reclutamiento inmediato al puente (aunque no tenia recompensa), aumentando la
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actividad en un 670% con respecto al puente anterior en esa ubicacién que no ofrecia nada

(estimador =-1,94; p = 0,004).

- En el Tratamiento 4) Memoria+y Marca-: La colocacidn de un puente abandonado previamente
por ofrecer cebo tdxico, y que contenia la hipotética Marca-, que esperabamos reduzca la
actividad, no generdé una disminucion significativa de la actividad en un sitio donde antes habia

un puente con sacarosa (estimador = 0,14; p=0,31).

- En el Tratamiento 5) Memoria- y Marca+: Al colocar un puente con feromona de camino en un
sitio previamente asociado a un cebo tdxico, por medio de una hipotética Memoria-,
esperabamos no genere un gran incremento de la actividad (hipotesis de memoria aversiva).
Efectivamente, no se observé un cambio en la actividad en comparacién con la cantidad de

hormigas previamente presentes en el puente con el cebo tdxico (estimador=0,25; p = 0,56).

Actividad después del cambio de puentes

Siguiendo la légica descrita en la seccidn Justificacion y Razonamiento, tuvimos que
realizar comparaciones entre tratamientos especificos para probar nuestras hipétesis. Como la
actividad inicial es diferente entre los sitios con y sin sacarosa, estandarizamos el cambio en la
actividad después del cambio de puentes en relacion con la actividad inicial para cada
tratamiento, creando un estadistico que denominamos Cambio Actividad. Cuando el valor del
Cambio Actividad es cercano a uno, la actividad se mantuvo similar antes y después de cambiar
los puentes. Los valores menores a uno denotan una caida en la actividad y los valores mayores

a uno denotan un aumento (Fig. 4.4).

66



1.4 100 -
80 - F*kk
1.2 o 60
* 40
o 1 20
g 0 . /
o ]
-_E 0.8 ¢
@]
< 4
O 0.6 T
=
€ >
o 0.4 *
O . 24
0.2 4
1
0.0 $
2) Mem-+, 4) Mem+ 0-
No Marca Marca- 3) No mem 5) Mem-
Marca+ Marca+

Tratamiento

Figura 4.4. Prueba de las hipdtesis comparando el cambio en la actividad después del cambio de
puentes en pares de tratamientos. A: Prueba de la hipdtesis de la Marca-. Antes del cruzamiento
de puentes, hubo solucidn de sacarosa en ambos puentes, por lo que se asocio dichos lugares con
una Memoria+. Al intercambiar los puentes, si existe una marca negativa, la disminucion de la
actividad (Cambio Actividad menor a uno) debe ser mayor al colocar un puente con una marca
negativa (tratamiento 4; barra roja) que al colocar un puente limpio (tratamiento 2; gris bar). B:
Prueba de la hipotesis de la Memoria-. Antes del cambio, no habia nada en el puente, por lo que
no se asocié ninguna memoria a dicho sitio, mientras que, en el otro sitio, se dispuso de un cebo
téxico durante 8 h, lo que resultd en un abandono del puente. Por lo tanto, una hipotética
memoria negativa deberia haber sido asociada con ese sitio. Después del cambio de puentes, cada
uno de los dos sitios, uno neutral (tratamiento 3, cian) y otro con la hipotética memoria —
(tratamiento 5, naranja) recibieron un puente con feromonas de camino (Marca+). Las diferencias
significativas entre tratamientos se muestran con asteriscos (***: p < 0,001; NS: no significativo).

n=6.

Para aceptar la hipdtesis de Marca-, la disminucién de la actividad generada por la
colocacién de un puente abandonado debe ser mayor que la disminucidon generada por la
colocacién de un puente limpio (No marca). Este no fue el caso: como se ve en la Fig. 4.4A los
tratamientos no difirieron significativamente entre si (estimador = 0,376; p = 0,61). De hecho,
existe una leve tendencia a mostrar una mayor reduccién cuando se coloca un puente sin marca
gue cuando se coloca un puente con la supuesta Marca-. Por tanto, rechazamos la hipétesis de

la marca negativa como mecanismo responsable del abandono del camino.

Por otro lado, colocamos un puente marcado con feromonas de camino en un lugar

donde no habia memoria asociada y otro puente marcado también con Marca+ en un lugar
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donde se habia producido el abandono, lo que indica que podria tener la memoria negativa
hipotética. Un aumento de actividad sélo deberia darse en el lugar sin memoria negativa o, como
maximo, ser mayor en el lugar sin memoria. Pudimos observar en la Fig. 4.4B que la actividad en
el tratamiento No Memoria y Marca+ es significativamente mayor con respecto Memoria- y
Marca+ (estimador = -1,26, p= 0,001). Esto sugiere fuertemente la presencia de memorias

aversivas (Memoria-) que impulsan, al menos parcialmente, la conducta de abandono descrita.
.o [ I 4

Discusion

Este estudio representa la primera evaluacidn experimental de los mecanismos de
comportamiento que podria tener la hormiga argentina, L. humile, para generar la respuesta de
abandono de un camino de recolecciéon hacia cebos téxicos. Los resultados mostraron que para
qgue ocurra abandono se establecen ciertas memorias aversivas que generarian un efecto de
evitacién por parte de las obreras para regresar al lugar donde ingirieron un alimento que

seguramente habra generado algun tipo de malestar. Por otro lado, no hubo ninguna evidencia

de que exista una marca quimica negativa sobre el puente abandonado.

Las hormigas son organismos con grandes habilidades cognitivas. El aprendizaje
apetitivo durante la recoleccion ha sido demostrado en diversas especies, tanto en contextos
individuales como sociales (Cammaerts & Cammaerts, 2014; Josens et al., 2016; Provecho &
Josens, 2009), mostrando memorias de larga duracién (Guerrieri et al., 2011; Josens et al., 2009;
Piqueret et al., 2019). Por ejemplo, el aprendizaje de olores o sabores relacionados con una

recompensa puede permanecer estable durante 48 horas (Wagner et al., 2023).

En el caso del abandono, podria tratarse de una memoria aversiva, probablemente de
muy larga duracién, que implica una asociacién entre alguna caracteristica de una fuente de
alimento recientemente visitada, la cual seria asociada a un posible malestar que pudieran
experimentar las hormigas. En hormigas cortadoras, se ha demostrado que las obreras pueden
formar rapidamente asociaciones aversivas de larga duracidn, sin embargo, estas asociaciones
suelen estar basadas en olores mas que en ubicaciones especificas (Arenas & Roces, 2018;

Saverschek & Roces, 2011).

La aversion post-ingesta es la explicacién mas parsimoniosa como memoria posible que
subyace al abandono (comer veneno, sentirse enfermo, evitar alimentos/ubicaciéon en el futuro).
Esta respuesta llamada aversion condicionada ha sido demostrada asociando el alimento
ingerido previo al malestar en algunos insectos (Honjo & Furukubo-Tokunaga, 2009; Unoki et

al., 2005), pero no hay evidencia de su presencia en otros (Behmer et al., 1999; Bernays & Lee,
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1988; Ghumare & Mukherjee, 2005; Wright et al., 2010). Este comportamiento existe y ha sido
bien estudiado en otro insecto social, como las abejas (Behmer et al., 1999; Bernays & Lee, 1988;
Ghumare & Mukherjee, 2005; Wright, 2011; Wright et al., 2010), aunque no pudo ser

encontrada en hormiga argentina (Galante et al. 2024).

Relacionado con esto, en un articulo reciente (Freas et al., 2021), los autores mostraron
que las hormigas Cataglyphis sp. pueden formar una memoria visual negativa de un sitio que
representa un peligro para la navegacién. En otras hormigas del desierto, Melophorus bagotiy
Cataglyphis fortis durante la navegacidn en sus ambientes naturales al recolectar, la experiencia
de una situacion de riesgo o peligro (una trampa) desencadena que en el siguiente viaje realicen
un giro para no caer en dicha trampa (Gotelli, 1996; Wystrach et al., 2020). Esta evidencia, va en
el mismo sentido que el mecanismo que proponemos para el abandono: una evitacion del riesgo
experimentado. Se ha observado que la hormiga carpintera Camponotus mus evitd generar
encuentros con un cebo toxico modificando la trayectoria de su sendero, formando un
semicirculo de unos 30 cm de radio alrededor del cebo (Josens et al.,, 2016). Este ultimo
fenémeno lo pudimos observar en los ensayos de abandono en un par de sitios del sendero
troncal donde se encontraba el cebo toxico (ver seccion 1). Este tipo de desviacidén impide que

la mayoria de las hormigas que circulan por el sendero se topen con el cebo tdxico.

En roedores ha sido profundamente estudiado la aversidn condicionada al gusto (CTA
por las siglas en inglés) (Chambers, 2018; Nakai et al., 2020), conocido también como el "Efecto
Garcia", el cual guarda relacién con el mecanismo que podria subyacer al abandono. Los
organismos aprenden y recuerdan facilmente que deben evitar alimentos inicialmente
apetitosos, palatables, que luego los enferman. Garcia et al. (1955) demostraron una aversion
gustativa duradera (~ 30 dias) a un sabor especifico asociado con un malestar como refuerzo
negativo. Mas tarde se demostré que para esta aversidon gustativa no era necesaria la
combinacion inmediata del alimento (su sabor actuando como estimulo condicionado) con un
malestar (Garcia & Koelling, 1966). Es decir, la aversion a la comida se obtuvo con un intervalo
de 1 h entre la presentacion del alimento y la inyeccidon de un farmaco que inducia alteracion
gastrica. Una sola prueba fue suficiente para lograr tal aversion gustativa (Garcia et al., 1967).
Estudios posteriores demostraron que incluso con un intervalo de 24 h entre una Unica
presentacion de un sabor novedoso con una sustancia que provocd una respuesta de
enfermedad algun tiempo después fue suficiente para que los animales evitaran ese sabor
especifico (Etscorn & Stephens, 1973). Todos estos hallazgos se sumaron al concepto de “timidez
ante el cebo”, el cual se define como una actitud cautelosa por parte del individuo al cebo téxico

una vez experimentado efectos nocivos del mismo (Rzijska, 1953). En esos estudios, con muchos
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datos recopilados durante la Segunda Guerra Mundial, se demostré que la timidez al cebo se

debe a memorias que persisten durante varias semanas en ratas.

Cabe destacar las diferencias entre el abandono que nosotros demostramos y este tipo
de respuesta de rechazo retardado, esta ultima es medida en forma individual, y los organismos
no sociales también la tienen. El rechazo retardado se refiere exclusivamente a la respuesta del
animal hacia el alimento, donde primero lo acepta y luego lo rechaza. En cambio, el abandono
estudiado en esta tesis, se refiriere a una estrategia social de las hormigas para abandonar el

drea donde estd el riesgo. No sélo rechazar un alimento téxico.

Un caso muy estudiado del rechazo retardado pero a nivel social, son las hormigas
cortadoras de hojas, que pueden aprender a reconocer un tipo particular de hoja y, en
consecuencia, regresar por mas o rechazarla (Arédes et al., 2022; Herz et al., 2008; Roces, 1990,
1994; Saverschek et al., 2010). Estas hormigas pueden asociar hojas normalmente atractivas
impregnadas con un fungicida que afecta al cultivo de su hongo simbionte. Al notar que afecta
a la honguera, las hormigas aprenden el olor de ese recurso. Esto genera que las hormigas
posteriormente rechazan a esa variedad vegetal incluso aunque esta ya no contenga el agente
fungicida (Arédes et al., 2022; Herz et al., 2008; Saverschek et al., 2010; Saverschek & Roces,
2011). Este rechazo generado por una memoria asociativa puede comenzar entre 24 y 48 horas
después de que se ofrece el recurso dafiino (en realidad no se evalué antes) y durar entre 18 y
30 semanas (Herz et al., 2008; Saverschek et al., 2010). Las hormigas retiran esas hojas que
dafian al hongo de la cdmara de cultivo de hongos y las depositan en el basurero de la colonia.
Esto amplifica enormemente el aprendizaje de rechazo, porque las recolectoras naive dentro de
la colonia también pueden aprender a evitar las plantas que son dafiinas para el hongo al asociar

olores de los desechos dentro del basurero (Arenas & Roces, 2016b, 2016a, 2017).

Tratdndose de insectos sociales, otro mecanismo que podria estar sucediendo para
actuar como un refuerzo negativo que permita establecer una memoria aversiva ademas del
malestar individual, es el efecto observado en otras obreras compaferas de nido. Algo similar
ocurre en ratas, que presentan preferencias “socialmente inducidas”. La exposicion simultanea
al olor de un alimento determinado y a una rata sana ha resultado en una mayor preferencia
posterior por este alimento, mientras que la exposicidn a un alimento con solo olor (sin contexto
social) no ha generado dicha respuesta (Galef, 1989). Por otro lado, las ratas exhiben una
adquisicion social indirecta de aversiones (Galef, 1985). Al describir el llamado "efecto
compafiero envenenado"”, Bond (1982) y Lavin et al. (1980) han demostrado que las ratas poseen

la capacidad de distinguir entre sus congéneres sanos y envenenados. Las ratas aprenden a
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evitar el sabor de un liquido que beben en presencia de una pareja envenenada (Lavin et al.,
1980). En estos casos, la presencia de una rata enferma parece actuar como un estimulo
negativo incondicionado. A su vez, otras especies oportunistas han demostrado capacidad de
aprendizaje social directo de las aversiones. Los mirlos de alas rojas (Agelaius phoeniceus)
aprenden a evitar alimentos desagradables después de observar la reaccion de sus congéneres
(Mason, 1988). De manera similar, en gallinas/gallos(Gallus gallus) han mostrado una habilidad

similar (Johnston et al., 1998).

En la hormiga argentina, se logré que eviten los olores asociados con los caddveres de
sus companferas de nido, al ser evaluadas en un laberinto en Y, lo cual podria sugerir un
mecanismo potencial de aversion olfativa por lo ocurrido a las compafieras de la colonia, sin
embargo, las preferencias de alimentacion no se vieron afectadas significativamente (Wagner &
Czaczkes, 2023). Respecto a nuestros resultados, es poco probable que asociar el olor de
compafieras de nido muertas sea el mecanismo que explique el abandono, al menos al inicio, ya
que el acido bérico tiene una toxicidad retardada (Rust et al., 2004; Sola et al., 2013), mientras
gue observamos una disminucidon en la actividad en el puente, después de sélo 3-4 horas.
Ademas, dado el elevado trafico de los senderos troncales, parece poco probable que el

abandono se deba a la muerte de todas las hormigas experimentadas.

Muchas feromonas generan diferentes respuestas segun el contexto. Tal el caso de las
abejas con la feromona de alarma, que depositada cerca de la colmena genera congregacion y
agresion, pero en la fuente de alimento puede actuar como una marca negativa (Balderrama et
al., 2002; Giurfa & Nunez, 1992; Wetherwax, 1986). El mismo comportamiento se puede
observar también con el abejorro Xylocopa virgin texana (Frankie & Vinson, 1977). Las hormigas
Lasius pallitarsis marcan con feromona de alarma un camino para evitar buscar recursos donde
puede resultar peligroso por la presencia de otra colonia de hormigas (Nonacs & Dill, 1991, 1988,

1990); aunque el aprendizaje también podria desempenar un papel.

En resumen, demostramos uno de los mecanismos que intervienen en el abandono de
cebos téxicos y los caminos que conducen a ellos. No hay ninguna evidencia que sugiera que
exista una marca negativa en la hormiga argentina, sino que al menos se establecen memorias
aversivas asociadas al lugar donde se encuentra el cebo téxico. Esta respuesta colectiva sin duda

afecta cualquier esfuerzo de control de la especie.
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Capitulo 5. Descartando hipdtesis alternativas

al abandono

Introduccion

En los Capitulos 2 y 3 hemos demostrado que las hormigas disminuyen muy
rapidamente su presencia en el camino de recoleccidn que lleva al cebo téxico a pocas horas de
haber sido colocado. Esta disminucién de aproximadamente el 80% respecto de la actividad
inicial se mantiene constante durante dias. Hemos descartado que se debe a saciedad, y por lo
tanto a falta de motivacién por recolectar, ya que el puente de sacarosa siempre mantuvo altos
niveles de presencia de hormigas. Tampoco se deberia a una disminucidn de la poblacién, ya
que el abandono ocurrié en el puente mientras que el sendero troncal se mantenia aun en alta
actividad. Sin embargo, conscientes de las implicancias que el abandono representa, quisimos
abordar otras explicaciones posibles que pudieran ser planteadas como alternativas
cuestionando al abandono. Dichas explicaciones alternativas seran puestas a prueba en este

capitulo.

1) Hipotesis de baja palatabilidad: Pese a que en el Laboratorio de Insectos Sociales se ha
reportado que L. humile ingiere de manera similar un cebo de acido bérico al 3% que el control
de sacarosa (Sola et al. 2013; Moauro & Josens, 2023), estos ensayos fueron realizados en
laboratorio con nidos mantenidos en condiciones estandarizadas por mas de un mes. Por lo
tanto, fue pertinente probar si la respuesta espontanea en los senderos troncales naturales de
L. humile es similar entre el cebo téxico y la solucidon de sacarosa. Si no lo fuera, al colocar el
cebo téxico en el puente, este no resultaria atractivo para ser ingerido, y por lo tanto las
hormigas dejarian de recolectarlo y de marcar con feromona de camino. El resultado seria el

mismo que el observado, una gran disminucion y ninglin nuevo incremento de reclutamiento.

En bibliografia encontramos casos de claros rechazos de recursos no palatables. Por
ejemplo, ninguna hormiga ingirié cebos azucarados adicionados con hidramethylnona, cuando
estos tenian una alta concentracidn (Hooper-Bui & Rust, 2000). La ingesta resulté practicamente
nula cuando se le ofrecia una solucidon de sacarosa adicionada con L-arginina (1M; pH =10)
(Moauro & Josens, 2023), o benzoato de denatonio en concentraciones muy altas (80ppm)

adicionado a una solucién de sacarosa tampoco fue ingerida por obreras de L. humile (Prina,
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2020). Cuando una hormiga nectivora rechaza una solucién de sacarosa es muy evidente ya que
primero la contacta con sus antenas y/o sus piezas bucales y rapidamente -en menos de unos
pocos segundos- se retira (Josens et al., 2016). Teniendo esto en cuenta, medimos la
palatabilidad del acido bdrico 3% por parte de L. humile en senderos troncales donde se hicieron
los ensayos. Entendiendo que la palatabilidad se refleja por la respuesta inmediata al contactar

por primera vez un alimento ofrecido.

2) Hipétesis de rapida mortalidad del grupo recolector: Bajo esta hipdtesis el grupo recolector
muere, y cualquier hormiga que vaya a ingerir muere rapidamente de modo que no se puede
reiniciar otro grupo de recoleccion. En realidad, existe abundante bibliografia que muestra que
el acido bodrico tiene un efecto retardado en la mortalidad (Rust et al., 2004; Sola et al., 2013).

Aun asi, debemos descartar que esto pueda haber ocurrido.

3) Hipétesis de malestar del grupo recolector junto con falta de reemplazo: Esta hipdtesis,
sugerida por Rust (2024), postula que el grupo recolector establecido en el puente del cebo
téxico padece efectos subletales que le impiden seguir visitando dicha fuente. Esto generaria la
disminucién en la presencia de hormigas observada. Sumado a esto, no ocurre un nuevo
reclutamiento porque todas las obreras estarian ocupadas en otras tareas (visitando otras
fuentes de alimento alternativas), con las que mostrarian gran fidelidad (Rust, 2024). Existe
cierta evidencia que sugiere que L. humile es fiel a los senderos bien establecidos por los que
circula (Fernandes & Rust, 2003; Goss et al., 1989). Sin embargo, hasta el momento no
conocemos ningun estudio sobre la fidelidad de esta especie hacia las fuentes de alimento. Por
otro lado, no hubo ningun indicio de que esto pudiera estar ocurriendo durante los ensayos
realizados en esta tesis, mas bien lo contrario, pero, aun asi, se disefiaron ensayos para poner a

prueba esta hipdtesis.

Objetivo general:

Se propone poner a prueba diferentes hipdtesis alternativas al abandono que pueden plantearse
para explicar los resultados observado en las hormigas L. humile tras la colocacién de un cebo
tdxico, donde se muestra la disminucién focalizada en el camino de recoleccion (Capitulos 2 y

3).
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Objetivos particulares de acuerdo a cada explicacion alternativa planteada:

1) Hipétesis de baja palatabilidad

Objetivo 1: Evaluar que el cebo tdxico utilizado en los ensayos de abandono es palatable en las

condiciones del ensayo, esto es, en los senderos troncales.
Hipétesis 1: El cebo téxico es aceptado por la mayoria de las hormigas que lo contactan.

Prediccién 1: El porcentaje (%) de aceptacién (la cantidad de hormigas que aceptan el
cebo/total) serd igual en el cebo toxico (acido bérico 3% disuelto en sacarosa 20% p/p) que en

la solucion de sacarosa 20%.

2) Hipotesis de rapida mortalidad del grupo recolector

Objetivo 2: Analizar el efecto del cebo tdxico sobre la mortalidad de las hormigas.

Hipdtesis 2: El cebo utilizado no genera mortalidad en las hormigas durante las 6 horas del

ensayo.

Prediccién 2: Utilizando como unidad experimental frascos con 5 hormigas, la cantidad de
hormigas vivas por frasco no difiere en el tratamiento con cebo téxico con respecto al control

(sacarosa).

3) Hipdtesis de malestar del grupo recolector junto con falta de reemplazo: como indica el

titulo, esta hipétesis tiene dos partes que se evaluaran separadamente.
Objetivo 3a: Estudiar si el cebo toxico genera malestar post-ingestion en las hormigas.

Hipdtesis 3a: El malestar en las obreras al ingerir el cebo téxico genera una reduccién en su

motilidad o actividad de caminata a lo largo del tiempo.

Prediccién 3a: La motilidad o actividad (representada como cantidad de veces que cualquier
hormiga cruza una linea dibujada en el piso por minuto) de las obreras que ingirieron el cebo
toxico va a disminuir significativamente luego de 3 horas de iniciada la ingestidn de las hormigas

del frasco control de sacarosa.
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Objetivo 3b: Estudiar si, después de eliminar al grupo recolector que visita una fuente de
alimento (sin toxico), se recupera la actividad en un camino de recoleccidn; en cuyo caso, evaluar

cuanto tiempo toma.

Hipotesis 3b: La actividad de recoleccidn de una solucién de sacarosa se recupera rapidamente,
luego de quitar el grupo recolector hasta una reduccién equivalente a la obtenida durante el
abandono. Esto es, si no hubo abandono, aunque la reduccién sea la misma, la actividad se

recupera.

Prediccion 3b: La actividad de recoleccion en una fuente de alimento no sera significativamente
diferente al quitar el grupo recolector con respecto a la actividad basal (inicial) luego de 2 o0 3

horas.

Metodologia

1) Hipdtesis de baja palatabilidad

Evaluamos la palatabilidad del cebo téxico registrando especificamente la respuesta de
aceptacion espontanea de hormigas que lo encuentran por primera vez. Para ello, presentamos
gotas individuales de solucién de sacarosa 20% p/p (control positivo), solucién de sacarosa 20%
que contiene el toxico utilizado en los ensayos de abandono (acido bérico al 3%) y solucidn de
sacarosa 20% con quinina a saturacion (0,53mg/ml en agua). La quinina es una sustancia que se
espera sea rechazada, y fue utilizada como control negativo. El ensayo fue realizado en
diferentes lugares a lo largo de los senderos troncales de L. humile. Cada gota fue ofrecida en
una ldmina de pléstico blanco (1 cm?) de modo de tener buen contraste para visualizar a las
hormigas. La lamina se ubicd junto a un sendero troncal de L. humile altamente activo (Fig. 5.1).

Se filmo desde arriba durante poco mas de un minuto.
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Figura 5.1. Ensayo de palatabilidad. La gota amarillenta representa la solucién de sacarosa.

Posteriormente, a partir de los videos se registrd durante un minuto la respuesta de las
hormigas que tocaron la gota con sus antenas o su aparato bucal. Si permanecian bebiendo
(mandibulas en contacto con la solucidn) durante mas de 4 segundos consecutivos después del
contacto con la gota, se consideraba una aceptacién. Por el contrario, si la hormiga se retiraba
rapidamente, se consideraba un rechazo (Josens et al., 2016). Esta metodologia nos permite
evaluar rapidamente las respuestas instantaneas y espontaneas de las hormigas en el campo sin

perturbar ni interrumpir sus senderos.

Analisis estadistico

Para determinar las significancias se realizé un analisis estadistico donde se puso a
prueba la palatabilidad de los tratamientos por parte de las hormigas: en total fueron 20 gotas
para el tratamiento sacarosa, 9 para el cebo tdxico y 9 para la quinina. La variable respuesta se
denomind Porcentaje de aceptacion. La variable explicativa fue el tratamiento (3 niveles:
Sacarosa Cebo tdxico y Quinina). Se realizo un Anovay se hizo un contraste a posteriori mediante

Tukey para evaluar si habia diferencias significativas entre cada tratamiento.

2) Hipdtesis de rdpida mortalidad del grupo recolector

Se utilizaron tres colonias de L. humile mantenidos en el laboratorio del Campo
Experimental (Ciudad Universitaria, Universidad de Buenos Aires) durante aproximadamente un

afio bajo condiciones estandarizadas de cria. Cada nido albergaba al menos 1000 obreras y varias
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reinas. Las colonias se mantuvieron en nidos artificiales que consistian en grandes cajas de
pldstico (30 cm x 50 cm x 30 cm) con fondo de yeso y paredes pintadas con fluon para evitar
escapes. Las colonias se mantuvieron a temperatura controlada (25 + 3°C) bajo un ciclo natural
de luz-oscuridad. Las hormigas fueron alimentadas diariamente con agua con miel y tres veces
por semana con cucarachas frescas (Blaptica dubia) o carne enlatada. Se ofrecia agua ad libitum.
Las hormigas fueron privadas de carbohidratos por 48h antes del ensayo para generar mayor

motivacion para ingerir.

El experimento consistié en medir la supervivencia de obreras de L. humile tras ingerir
cebo tdxico o soluciéon control. Se utilizaron frascos plasticos circulares (4 cm de alto x 6,5 cm de
didmetro), cuyas paredes internas estaban pintadas con fluon. Cada frasco contenia 5 obreras
donde se ofrecié una gota del tratamiento correspondiente (Figura 5.4). Se compararon dos
tratamientos: una gota del cebo téxico (solucion de sacarosa al 20% p/p con acido bérico al 3%
p/p) o bien, una gota de solucién de sacarosa (20%p/p) como control. Cada frasco recibia solo
una gota, que representaba un volumen en exceso para que las 5 hormigas pudieran ingerir

hasta la saciedad.

Los datos fueron tomados en diferentes dias y alternando con diferentes colonias. Cada
dia de registro se podian realizar 3 o 4 réplicas (frascos) por tratamiento. Ambos tratamientos
se evaluaron simultdneamente, en paralelo, para garantizar idénticas condiciones (hora, clima,

etc.).

El ensayo se inicid colocando a las hormigas en el frasco y dejando que se aclimaten por
al menos 15 minutos. Luego, se ofrecia el tratamiento en una pequefia lamina de plastico. Cada
grupo recibia solo una gota, permitiendo que ingieran ad libitum. Se dejaba la gota entre 20y
30 minutos, comprobando que la mayoria de las hormigas la ingirieran. Incluso podia apreciarse
que las hormigas tuvieran cierta dilatacidon del gdster, como otro indicador de que habian

consumido el tratamiento ofrecido.

A cada hora se registré el numero de hormigas muertas en cada frasco durante 6 horas.
Para ello, se observaba detenidamente bajo lupa el estado de cada hormiga para determinar si

estaba viva o muerta durante cada conteo.
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Analisis estadistico

Para determinar las significancias se realizé un analisis estadistico donde se puso a
prueba la mortalidad de las hormigas en los tratamientos a lo largo del tiempo. La variable
respuesta fue la proporcion de hormigas vivas/frasco. La distribucién que mejor ajusté para
estos datos fue la distribucién binomial. Las variables explicativas fueron el tratamiento (2
niveles: Sacarosa y Téxico), y el tiempo como variable continua. Por Ultimo, la variable aleatoria
fueron las réplicas (n:32). El modelo que se utilizé para analizar los resultados fue el modelo

lineal general mixto (GLMM) y se utilizé el paquete gimmTMB (Brooks et al., 2022).

3) Hipotesis de malestar del grupo recolector junto con falta de reemplazo

Metodologia 3.a: motilidad

Se evalud la motilidad como indicador de malestar que impediria el normal
comportamiento de recoleccion en situacidn del ensayo a campo. En los dispositivos descriptos
para el ensayo de mortalidad, los frascos tenian en el piso un papel pegado al fondo con una

cruz pintada con lapiz negro (Fig. 5.2)

Antes de ofrecer la gota de solucidn de sacarosa o de cebo téxico, se filmaba durante 1
minuto de modo de visualizar toda la base de dos frascos en forma simultdnea. Esta medicién

representa la linea de base de cada frasco (a tiempo 0: t0).
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Figura 5.2. Arenas del experimento de mortalidad y motilidad. Abajo el frasco con el tratamiento
de sacarosa y arriba el frasco con el tratamiento cebo téxico. Cada frasco con 5 hormigas. Se midid
la cantidad de cruces de lineas durante un minuto (ensayo motilidad) y la cantidad de hormiga

vivas a cada hora (ensayo mortalidad).

Después de medir la actividad basal, se ofrecia una gota de solucién de sacarosa a un frasco
y una de cebo toxico al otro, tal como se explicé en la seccién de mortalidad. Después de unos
25 + 5 minutos, se retiraba con cuidado la lamina con el remanente de la gota y se filmaba de la

misma manera a cada hora durante 6 horas.

Para medir la motilidad a partir de los videos, se contaba la cantidad de veces que las

hormigas cruzaban las lineas (sin individualizar a las hormigas).
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Analisis estadistico

Para determinar las significancias se realizd un analisis estadistico donde se puso a
prueba la motilidad de las hormigas en los tratamientos a lo largo del tiempo. La variable
respuesta se denomind Cruces, definida como la cantidad de veces que las hormigas (sin
importar cudl) cruzaron las lineas de la cruz del frasco por minuto. La distribucién que mejor
ajustdé para estos datos fue la distribucién normal. Las variables explicativas fueron el
tratamiento (2 niveles: Sacarosa y Tdxico), y el tiempo como variable continua para el analisis
principal y como factor (una a seis horas después de la ingestién) para los contrastes. Por ultimo,
como variable aleatoria tuvimos las réplicas (n:31). El modelo que se utilizé para analizar los
resultados fue el modelo lineal general mixto (GLMM) (Brooks et al., 2022). Para evaluar la
significancia en cada tiempo entre tratamientos se utilizd un contraste a posteriori mediante la

funcién emmeans (Lenth et al., 2023).

Metodologia 3.b: recuperacién de actividad

En la Ciudad Universitaria, se eligieron senderos troncales con gran actividad. Se colocd
un puente similar a los utilizados en los ensayos de abandono. También, se generé el camino de
recoleccidn sobre el puente de forma similar ofreciendo gotas de solucion azucarada. Dicho
puente se dejé un dia antes de tomar los datos con el alimentador conteniendo solucién de
sacarosa 20%. Esto asegurd una alta actividad sobre el puente para el momento de realizar la
segunda parte del ensayo. Al dia siguiente, en primer lugar, se realizdé una filmacién sobre el
puente para realizar luego el conteo de la actividad de base que se desplegaba en el puente,
denominamos a este momento “antes de la extraccion” o linea de base. Del video, luego se
cuantificaba la cantidad de hormigas que circulaba por el puente en direccion a los
alimentadores durante un minuto. Inmediatamente después se realizd la primera “Extraccion”

de recolectoras.

Cada extraccidn consistid en eliminar todas las hormigas presentes en el puente y el
alimentador. Para ello, se retiraba rapidamente el puente y se capturaban las hormigas que
estaban alimentandose en él, colocandolas en un gran contenedor (50cm x 30 cm x 35 cm) cuyas
paredes estaban pintadas con fluon de modo que las hormigas no podian escapar. Mientras
tanto, el puente se sostenia sobre el contenedor y, con la ayuda de un pincel de cerdas suaves,

se empujaban las hormigas para que cayeran dentro. De este modo, todas las hormigas
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presentes eran trasladadas y mantenidas dentro del contenedor (fig. 5.3). Todo el

procedimiento de extracciéon tomaba menos de un minuto.

Figura 5.3. Hormigas extraidas del puente y mantenidas en el contenedor, cuyas paredes pintadas

con fluon impedian que las hormigas escapen.

Inmediatamente, el puente vacio era colocado de vuelta en el mismo sitio conectando con el
sendero troncal. En todos los casos, después de la primera extraccién el puente se llenaba de
hormigas en forma inmediata, las que se dirigian al alimentador y retomaban la actividad de
recoleccidn. Se esperaba entre 6 y 7 minutos dejando que las hormigas circulen normalmente y
se volvia a realizar una extraccidn de igual manera a lo descripto. Se volvia a poner en su lugar
el puente con los alimentadores, todo sin hormigas, y también después de esta segunda

extraccién muy rapidamente se reestablecia la actividad.

Debiamos asegurarnos de que la gran mayoria de las hormigas que estaban describiendo
ciclos de recoleccién fueran retiradas. En un ensayo preliminar, pintando hormigas vimos que
tardaban varios minutos en retornar al alimentador, lo que nos daba una idea de que después

de salir del puente, las hormigas circulaban un buen trecho en el sendero troncal, por lo cual, no
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alcanzaba realizar solo una o dos extracciones de las que estaban sobre el puente, ya que un
centenar de hormigas que iban o volvian del puente en esos momentos estaban en otro lugar
del ciclo de recoleccidon. Por lo tanto, se realizaron 6 o 7 eventos de extraccion. Cada uno

separado de otro por entre 6 a 7 minutos.

Finalmente, cuando pasados los 6 o 7 minutos del ultimo evento de extraccidon se
comprobaba que la actividad era muy baja sobre el puente. En ese momento, se realizd la
siguiente medicion de la actividad sobre el puente, denominando a este conteo “sin grupo
recolector” (Tiempo 0). Todo el procedimiento de las extracciones demord entre 40 y 50
minutos. Luego, se realizaron 3 filmaciones sobre el puente, una a cada hora: una hora (Tiempo
1), dos horas (Tiempo 2) y tres horas (Tiempo 3) después de finalizado el procedimiento de las
extracciones. De los videos se cuantificd el nimero de hormigas que circulaba en direccién al
alimentador. Asi, evaluamos si la actividad en el puente se recuperaba a niveles similares a la

actividad basal.

Analisis estadistico

Para este ensayo, se emplearon Ecuaciones de Estimacion Generalizadas (EEG) para
analizar los datos (Ziegler & Vens, 2010). Las EEG son particularmente adecuadas debido a su
robustez con tamafos de muestra pequefios y su capacidad para manejar datos correlacionados
en medidas repetidas. Ademas, se adapta eficazmente a los datos normalizados, donde los
niveles de actividad se expresan en relacién con la linea base establecida al 100 % para cada
réplica. Cada réplica correspondid a un sendero troncal donde se colocaron los puentes (n = 4).
La variable explicativa fue el tiempo (4 niveles: Tiempo 0 (después de la extraccion del grupo de
recolectores), Tiempo 1 (1 h después), Tiempo 2 (2 h después) y Tiempo 3 (3 h después). (Ver

Anexo para mas detalles).

Resultados

1) Hipotesis de baja palatabilidad

Practicamente todas las hormigas que tocaron la gota de solucién de sacarosa con su
antena se alimentaron de ella (98,5 % + 0,6, media + EE) (Fig. 5.4). En total, se cuantificaron 399
hormigas en 20 gotas. Se obtuvo un resultado similar con la solucién de acido bérico (cebo
tdxico) (97,8 % * 1,3), correspondiente a 165 hormigas en 9 gotas. Sin embargo, la solucién de
quinina fue aceptada solo por el 11,6% (+4,3) de las hormigas que tocaron la gota (de un total

de 206 hormigas en 9 gotas). A su vez, la diferencia no es significativa entre cebo toxico y la
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sacarosa, en cambio en ambos casos el porcentaje de aceptacidn es significativamente mayor
con respecto a la solucién de quinina. Por lo tanto, podemos confirmar que este cebo téxico es

apetecible para esta especie en las condiciones naturales de nuestro estudio.
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Figura 5.4. % Aceptacion (Media + EE) de las gotas de los diferentes tratamientos ofrecidas en los
senderos troncales. Las diferencias significativas son entre cada tratamiento y se representan con

asteriscos (***: p<0,001; NS: no significativo). Ver Anexo para mas detalles.

2) Hipotesis de rapida mortalidad del grupo recolector

Para comprobar si habia una mortalidad con el correr de las primeras 6 horas luego de
ingerir el cebo téxico, evaluamos la cantidad de hormigas vivas por frasco a lo largo del ensayo

para ambos tratamientos: el cebo toxico y el control de sacarosa (Figura 5.5).
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Figura 5.5. Proporcién de hormigas vivas por frasco en los tratamientos de sacarosa (amarillo) y
cebo téxico (rojo) durante las 6 horas de la prueba de mortalidad (media + EE). n control= 32
frascos; n cebo = 32 frascos. Cada frasco con 5 hormigas, por lo que se evaluaron 320 hormigas en

total. No hubo diferencias significativas entre los tratamientos a lo largo del tiempo.

Considerando que se utilizaron 32 frascos por tratamiento, cada uno conteniendo 5
hormigas, esto resultd en 160 hormigas evaluadas por tratamiento. Al final del experimento,
casi todas las hormigas sobrevivieron durante el periodo de medicidon de seis horas. En las
primeras 4 horas sobrevivid el 100% de las hormigas en todos los frascos. Recién a las 5 horas
de ingerir el cebo toxico, murieron las primeras hormigas, pero de todas formas en promedio
mas del 96% de hormigas por frasco sobrevivieron. Luego a las 6 horas hubo en promedio un
93% de hormigas vivas/frasco, lo que de todas formas representa una baja mortalidad. Por su
parte, del grupo de hormigas que consumieron sacarosa sobrevivieron todas luego de las seis

horas (Ver anexo para mas detalles).
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3) Hipotesis de malestar del grupo recolector junto con falta de reemplazo

Resultados 3.a: motilidad

Como ya se ha mencionado los resultados se pusieron a prueba utilizando la motilidad
como proxy de malestar y se expresé mediante la variable respuesta Cruces. En la Fig. 5.6, se
puede observar la motilidad expresada en la cantidad de cruces/min de las hormigas a lo largo

del tiempo.
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Figura 5.6. Cantidad de cruces/min (media * EE) en funcién de los tiempos. Las barras amarillas
corresponden al tratamiento Sacarosa mientras que las rojas al Cebo Tdxico; en gris se muestra el
tiempo inicial cuando no se habia aplicado aun los tratamientos. Se muestran diferencias
significativas entre los tratamientos (Sacarosa-Toxico) dentro de cada tiempo. n=31 por

tratamiento. (*: p<0,05; **: p<0,01; sin simbolo: no significativo).

El tiempo inicial no difiere entre ambos tratamientos. La motilidad es significativamente
menor en el tdxico con respecto a la sacarosa luego de 1 hora de ingerir el téxico (S-T=0,77; p=
0,01) aunque luego a las 2 horas la motilidad vuelve a ser similar entre los tratamientos. A partir
de las 3 horas la motilidad es menor en los grupos que ingirieron el cebo tdxico que las tratadas
con sacarosa (S-T=0,9; p= 0,004) y se mantiene mas baja durante toda la prueba (4h: S-T=0,78;
p=0,01 - 5h: S-T=1,03; p= 0,001 — 6h: S-T= 1,06; p= 0,001).
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Se confirma que el grupo que ingirié el cebo téxico presenta menor motilidad que el grupo
control. Esta motilidad reducida puede ser considerada como indicador de un malestar

generado por la ingesta del cebo téxico.

Resultados 3.b: recuperacion de actividad

Se analizd la actividad de las recolectoras en un camino de recoleccion antes (linea base)
y después de quitar al grupo recolector en diferentes tiempos luego de la remocién del grupo
recolector (Fig. 5.7). La actividad fue expresada como el porcentaje de la actividad respecto a la
actividad previa a quitar el grupo recolector (linea base). Se observd una disminucion
significativa de la cantidad de hormigas por minuto que circulaba en los puentes al quitar el
grupo recolector (tiempo 0), alcanzando solamente menos del 25% de la actividad inicial. Una
hora después, la actividad aumenté aproximadamente el 60% con respecto a la inicial, pero se
mantuvo significativamente mas bajo. Después de dos horas, aumentd un 80%, alcanzando la
linea base. A las tres horas, la actividad se restablecié por completo, lo que indica la recuperacion

de la actividad por un nuevo grupo recolector.
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Figura 5.7. Grafico de barras de la actividad respecto a la Linea de base en porcentaje (media
EE) en funcion de los tiempos: 0 (inmediatamente después de quitar las hormigas), una hora
después), dos horas después y tres horas después respetivamente. Las flechas entre la Linea de
base y el tiempo 0 indican los eventos repetidos de eliminacion de las hormigas (grupo recolector).
Los puntos en colores indican la cantidad de réplicas (n=4 a excepcién del Tiempo 3 donde es n=3).
Las diferencias significativas son con respecto a la linea base (***p<0,001; sin simbolo: no

significativo).

Discusion

Palatabilidad

El cebo téxico fue aceptado en igual medida que la solucidn de sacarosa, confirmandose
la alta palatabilidad del mismo. Por lo cual, podemos descartar que el abandono se deba a Ia

falta de palatabilidad del cebo téxico.

Es importante diferenciar lo que es consumo de palatabilidad. La palatabilidad indica

qué tan atractivo es un alimento para un organismo dado, esta reflejada en la respuesta
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espontdnea que muestra un individuo, que no ha tenido experiencia con ese alimento (Carlesso
et al., 2021). La palatabilidad refiere a la percepcidon que el animal obtiene en el momento en
gue entra en contacto con el alimento, y se explica por claves sensoriales que este le provee,
sabor, olor, temperatura, tamafio, textura y consistencia, etc. y quizds también de experiencias
previas (Aldrich & Koppel, 2015). Un alimento es palatable cuando es facilmente aceptado por
un animal, es una respuesta incondicional antes de que cualquier efecto metabdlico o de
condicionamiento pueda afectar la ingesta (Aldrich & Koppel, 2015). En general, la palatabilidad
de un alimento se puede evaluar de diferentes maneras, como fue evaluada en esta oportunidad
como acepta o rechaza, o bien también puede ser medida sobre cada individuo como la cantidad
ingerida -cuando esto es posible-, o el tiempo de ingestién; también la cantidad de
interrupciones que un individuo realiza durante la ingesta podria dar cuenta si un alimento es
poco palatable. Se puede comparar la aceptacion en una prueba de cafeteria, o bien, comparar
la respuesta a individuos muy saciados es una buena forma de indagar sobre la palatabilidad del
alimento evaluado (Aldrich & Koppel, 2015; Sola et al., 2013). A nivel poblacional podria medirse
el consumo, pero este debe ser medido durante un corto periodo, ya que el consumo puede
variar a lo largo del tiempo influido por factores ajenos a la palatabilidad. De hecho, la
palatabilidad se define como las propiedades fisicas y quimicas de la dieta, que estan vinculadas
con la promocion o supresion de la conducta alimentaria durante el periodo de preabsorcion
(Watson et al., 2023). Es por eso que el consumo debe ser en un periodo breve. En nuestro
ensayo sobre malestar, del que discutiremos mds abajo, las hormigas después de solo una hora,
ya mostraron signos de menor motilidad. Por lo cual, es claro que las obreras del grupo
recolector dejan de ser naive respecto al alimento que estdn explotando y esa experiencia puede

hacer cambiar la respuesta frente a un alimento dado.

Lamentablemente, en varias oportunidades se ha estudiado en insectos sociales en
general y en hormigas en particular el consumo de cebos téxicos a campo por periodos de 24 h
dando conclusiones respecto a la palatabilidad de un cebo. Se ha demostrado por ejemplo en
un ensayo de preferencia donde se compard el consumo en un dia de sacarosa 25% p/p contra
un cebo de sacarosa 25% p/p con acido bodrico al 1% (Klotz et al., 2000; Pelham, 2005). Como el
consumo de la solucidn con acido bérico fue menor, concluyen que este resulta poco palatable
para las hormigas. Nuestros resultados muestran a campo que la palatabilidad de la solucién de
sacarosa con acido bdrico al 3% resulta altamente palatable para L. humile. Esto puede de hecho
ser una buena noticia, ya que algunos compuestos usados en formulaciones de cebos tdxicos
que previamente se habian determinado como no palatables en funcién de los datos de

consumo a largo plazo pueden, de hecho, resultaron ser palatables.
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Mortalidad

El cebo téxico utilizado en el ensayo de abandono no genera mortalidad significativa en
las primeras 6 horas desde su ingestidn. Esto coincide con lo descripto en bibliografia (Sola et
al., 2013). Por lo tanto, podemos considerar que el aproximadamente 80% de reduccion de la
presencia de hormigas observada en el puente que ofrece el cebo tdxico en el ensayo de
abandono (Capitulo 3) no se debe a que hay mortalidad de las recolectoras, ya que la mortalidad
en ese tiempo obtenida en este ensayo fue menor al 7%. Esto es, se observa un 80 % de

disminucidn a partir de las 6 horas que se mantiene por dias.

Esto tiene gran implicancia, considerando que, en toda la literatura cientifica sobre
control de hormigas por cebos, toda reduccion en la presencia de hormiga fue interpretada
como debidas a mortalidad. Un 80 % de reduccidn en la presencia de hormigas post tratamiento
de cebos tdxico en cualquier estudio es considerado como una alta eficacia. Sin embargo, puede
ocurrir la misma reduccion sin que haya tenido lugar mortalidad. Asi, estos resultados junto con
los ensayos de abandono (ver capitulos 2 y 3) nos permiten confirmar que es necesario
considerar otros efectos ademas de la mortalidad al analizar los datos de efectividad de cebos
en estudios de campo (Rust et al., 2004). Una disminucidn en la presencia de hormiga en un area
tratada con cebos toxicos puede deberse, al menos parcialmente, al abandono y no solamente
a mortalidad. Esto también explicaria por qué en la mayoria de trabajos, luego de algunas
semanas vuelve a aumentar la actividad, a veces hasta los niveles iniciales. Lo cual, se interpreta
generalmente como una reinfestacion del drea a partir de areas periféricas que no fueron

tratadas (Klotz et al., 1998; Vega & Rust, 2003).

Motilidad

Respecto al efecto subletal ocasionado por el téxico, resulté en que habria una menor
motilidad por parte de las hormigas que consumieron del téxico el cual inicia desde la primera

hora, y ya en forma estable se consolida a partir de las 3 horas.

Estas pruebas de efecto subletales se han puesto a prueba en otras especies. En abejas
se observaron efectos similares al consumir etanol. Ya que se observé una menor actividad
locomotora a lo largo del tiempo de las abejas tratadas con diferentes dosis de etanol (de 5% a
75%) y dichos resultados se vieron reflejados en que las abejas que ingirieron etanol caminaron

menos y estuvieron mas tiempo quietas respecto a las no tratadas (Maze et al., 2006). Lo mismo
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se observd en abejas que ingirieron fipronil (Zaluski et al., 2015). En muchas especies como
coccinélidos, parasitoides y abejas se han visto problemas en la actividad locomotora
relacionados a incoordinacién de movimientos, temblores o caidas luego de ingerir algin tdxico

(Alix et al., 2001; Lambin et al., 2001; Singh et al., 2004).

La motilidad puede ser considerada como un indicador de malestar. Esto es muy
importante, particularmente porque mucho se ha estudiado en vertebrados e invertebrados
sobre cémo el malestar puede ser asociado a un alimento ingerido previamente. Generandose

asi un comportamiento aversivo o de evitacion del alimento previamente ingerido.

Seria interesante profundizar sobre los efectos subletales que podria estar ocasionando
este cebo tdxico en las hormigas poniendo a prueba por ejemplo otros comportamientos
ademas de la motilidad como podria ser la navegacion u otros efectos motrices. Ya que, en otras
especies los efectos de un téxico son muy variados y pueden depender del tipo de tdxico, la
dosis ingerida, la especie en cuestidn, entre otros factores. Por ejemplo, el téxico puede generar
lo que se conoce como irritacion al pesticida, lo cual se traduce en mayor movimiento, pero de
forma mas descoordinada y puede generar, por ejemplo, que el animal sea mas vulnerable a la
depredacién (Wiles & Jepson, 1994). Esto también se ha visto en abejas y en hormigas
cortadoras (Galvanho et al., 2013; Lambin et al., 2001). Ademas, los téxicos no solo pueden
generar efectos motrices, sino que también pueden producir una reduccion en la estimulacion
para alimentarse. En abejas envenenadas por ejemplo hay una disminucion significativa en la
capacidad de aprendizaje olfativo luego de consumir un téxico (Desneux et al., 2007; Gonalons
& Farina, 2018; Herbert et al., 2014; Taylor et al., 1987). Dicho comportamiento se vio también
en muchas otras especies tales como lepidépteros, cucarachas (Periplaneta americana),
insectos chupadores de plantas (afidos, cigarras, etc), dipteros entre otros grupos (Haynes,
1988). Esta disminucion en la motivacién por alimentarse va acompafada en general por una
posterior reduccién en el rendimiento reproductivo, menor cantidad de huevos, entre otros
efectos como sucede, por ejemplo, con Aedes aegypti (Duncan, 1963). A su vez, también pueden
generar problemas en la navegacion o busqueda de alimento, ya que se ha visto que abejas
envenenadas con paration hicieron una danza similar a las no envenenadas, pero con un angulo
incorrecto de la danza lo que lleva a que las recolectoras no puedan llegar a la fuente de alimento

(Cox & Wilson, 1984; Schricker & Stephen, 1970).

En nuestros resultados, se observa un patrén de motilidad que seria recomendable
analizar con mas detalle. Hay una disminucidn 1 hora luego de ingerido el téxico, pero luego a

la hora siguiente pareciera haber una pequefia mejora o mayor actividad para luego si disminuir
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de nuevo a partir de la tercera hora después de ingerido el toxico. Seria interesante evaluar si
esa leve mejoria fue circunstancial, tal vez perdiendo la significancia por un tamafio muestral
reducido, o si efectivamente pudo haber algun inicio de un proceso fisioldgico que no alcanzé a

sostenerse.

El malestar ocasionado por el cebo tdxico y la propia reduccidn en la motilidad podrian
efectivamente impedir que las hormigas del grupo recolector continten visitando regularmente
el puente. Para considerar esto como una explicacion de los resultados de los capitulos
anteriores debemos relacionarlo con lo que ocurriria con el resto de las hormigas que no
ingirieron el cebo téxico y que circulan por el sendero troncal préximo al puente, tal como lo

plantea Rust (2024).

Recuperacion de la recoleccion:

Logramos retirar al grupo recolector, alcanzando una reduccion similar a la que se
genera por abandono, esto es cercano al 80%. Sin embargo, la actividad en el camino de
recoleccidon que va hacia una fuente de alimento que no fue abandonada, se recupera en poco
tiempo. La recuperacion es total a los niveles de actividad inicial y se observa en tansolo2 a3

horas.

Estos resultados tienen sentido teniendo en cuenta el reclutamiento masivo que
presenta L. humile, donde una vez que se encuentra alimento la presencia de recolectoras
aumenta muy rapidamente (Aron et al., 1989; Denton & Nonacs, 2018; Flanagan et al., 2013).
Por ello, esperdabamos que haya una rapida recuperacion de la actividad a pesar de eliminar a la
mayoria del grupo recolector. Eso no ocurre cuando la reduccién se da por abandono de un cebo
téxico. Cuando se abandona, pasan dias sin que se retome la actividad, mientras que, en el
ensayo de extraccion, rapidamente se retomaron los niveles iniciales de actividad con nuevas

hormigas.

Es poco probable que el abandono sostenido de los cebos tdxicos se deba a que no haya
nuevas hormigas disponibles para reemplazar a las que se alimentaron con cebo téxico: siempre
hay suficientes hormigas para encontrar el alimento y reanudar su recoleccién. De esta forma,
demostramos que las colonias pueden reemplazar a una cohorte entera de recolectoras si se
eliminan y esto nos permite refutar lo que dicen especialistas en toxicologia, como que el
abandono en los puentes con cebo téxico se debe a mortalidad y/o malestar del grupo

recolector (Rust, 2024).
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Por ultimo, se ha descrito que L. humile tiene fidelidad respecto a los senderos bien
establecidos (Fernandes & Rust, 2003; Goss et al., 1989). Cabe distinguir entre fidelidad en un
sendero troncal que no es lo mismo necesariamente que fidelidad hacia una fuente de alimento.
Sin embargo, a diferencia del comportamiento tipico de las hormigas caracterizado por la
fidelidad a los recursos, nuestras observaciones en este estudio mostraron un patrén distintivo.
Frecuentemente, puede observarse en el campo que, cuando se les pone a las hormigas
cortadoras un cebo granulado comercial, durante mucho tiempo, las obreras pasan, contactan
el cebo y ninguna lo levanta. Siguen caminando hacia la fuente de alimento que estdn
explotando. Algo similar fue observado con la hormiga carpintera, Camponotus mus, al ofrecer
una soluciéon de sacarosa 30% con un sistema muy similar a lo utilizado en el ensayo de
palatabilidad de este capitulo en un sendero muy activo que se dirigia a un arbol lleno de
pulgones. Todas las hormigas tocaban la gota de solucién ofrecida, pero ninguna se quedd a
ingerirla (Com. Pers. Roxana Josens). Esos comportamientos son tipicos de especies que tienen

alta fidelidad a la fuente de alimento.

Si consideramos el rapido incremento en la actividad registrado en el ensayo de
recuperacion, este coincide con lo observado en el ensayo de palatabilidad, donde casi todas las
hormigas que tocaron tanto la gota de sacarosa o el cebo tdxico se quedaron tomando. Sumado
a la gran velocidad con la que se generaron los senderos de recoleccidon en los ensayos de
abandono (capitulos 2 y 3). Todos estos comportamientos desafian la nocidn de que la renuencia
de las hormigas a regresar al puente toxico se debe Unicamente a la fidelidad a otras fuentes de
alimento. Podemos concluir que no hay ningun indicio de que L. humile presente este
comportamiento de fidelidad hacia un recurso y que por eso no haya hormigas disponibles. En
todos los ensayos realizados en esta tesis, siempre hubo hormigas que aceptaban rapidamente
los cebos ofrecidos, habiendo realizado ensayos en distintos meses, distintos afios y distintos

lugares.

Por lo tanto, cuando un cebo téxico es abandonado no sucede solo por un malestar,
mortalidad del grupo recolector que se alimenté del cebo, combinado a que el resto de las
hormigas no esta disponible para reactivar dicho camino, sino que dicho abandono es una
respuesta efectiva colectiva y de larga duracién. Si bien la explicacidn mas simple suele ser la
mas parsimoniosa, en este caso podemos decir que el fenédmeno que ocurre es mas complejo, y

sin duda hay otros mecanismos involucrados.
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Capitulo 6. Discusion general y Conclusiones

Las hormigas plagas e invasoras poseen una amplia variedad de estrategias
comportamentales y de reclutamiento que las hacen muy dificil de controlar (Hoffmann, 2011;
Hoffmann et al., 2016). La hormiga argentina (L. humile) es un buen modelo para estudiar dicho
comportamiento y entender mejor el motivo por el cual muchos de los esfuerzos realizados para
su control fracasan. No obstante, el uso de cebos téxicos se considera el método de referencia
para el control de hormigas (Rust et al., 2003), ya que se ha demostrado que reduce
considerablemente la cantidad de hormigas y se puede utilizar incluso en dreas ambientalmente

sensibles con importancia para la conservacion (Boser et al., 2014, 2017; Merrill et al., 2018).

Hasta el presente, se interpreta que una reduccién de la presencia de hormigas después
de la aplicacién de cebos se debe a mortalidad, esto es, una disminucién de la poblacion (Rust
et al., 2004). Este es el Unico efecto considerado del accionar de los cebos, el cual no solo esta
firmemente instalado en el dmbito de la investigacion cientifica, sino también en la industria del
control de hormigas (Klotz et al., 1998; Vega & Rust, 2003). Sin embargo, nuestros hallazgos han

abierto una fisura en este paradigma.

Se ha demostrado que los cebos téxicos desencadenan en las hormigas una estrategia
comportamental de abandono de los caminos de recoleccién y sus alrededores. Este abandono
comienza aproximadamente a las 3 horas de la colocacion del cebo téxico, alcanzando una
disminucién del 70-80% de la actividad a lo largo del camino de recoleccidon que conduce al cebo
téxico en un plazo de 6 horas. Esta disminucién permanece constante entorno al 80%
independientemente del tamafio inicial de la poblacién del grupo de hormigas recolectoras, y
persiste durante varios dias (al menos por 3 dias). Curiosamente, muchos antecedentes que dan
cuenta de la efectividad de los cebos generan una disminucién de la actividad aproximadamente
del 80% respecto a la inicial (Greenberg et al., 2006; Klotz et al., 1998; Vega & Rust, 2003).
Obviamente, no negamos que los cebos pueden producir mortalidad al ser aplicados a campo
en grandes cantidades, sin embargo, creemos que muy probablemente, la reduccion reportada
en muchos de estos trabajos podria deberse, al menos en parte, a la respuesta de abandono por

parte de las hormigas.

Hemos descartado diferentes interpretaciones alternativas que podrian explicar los
resultados observados. Se descartd que las hormigas puedan estar saciadas, ya que, en paralelo,

las fuentes de alimento cercanas mantuvieron altos niveles de actividad. Por otro lado, estudios
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de laboratorio mostraron que la mortalidad de las hormigas alimentadas con el cebo téxico fue
casi nula después de 6 horas de haberlo ingerido. Esto descarta que el descenso de la actividad
en el camino de recoleccién hacia el cebo observado en ese lapso de tiempo, se deba a que el

grupo recolector haya muerto por accidn del cebo.

Descartamos que el abandono se deba a la no palatabilidad del cebo téxico: segun esta
hipétesis, el toxico es incomible, lo que hace que las hormigas dejen de alimentarse de ély, por
lo tanto, detengan la recoleccidn del alimento y el reclutamiento. Sin embargo, las pruebas de
palatabilidad en los senderos troncales lo muestran como altamente palatable, en consonancia
con varias pruebas realizadas sobre el comportamiento individual en laboratorio (Moauro &
Josens, 2023; Sola et al., 2013). La alta palatabilidad que mostré el cebo de acido bérico no
coincide con algunos resultados reportados en bibliografia (Klotz et al., 2000; Pelham, 2005). Sin
embargo, en estos trabajos median el consumo a campo durante 24 h. Como vimos a lo largo
de esta tesis, si el consumo se mide mas alld de una o dos horas, los resultados reflejaran no
solo la palatabilidad, sino también el resultado de procesos metabdlicos o cognitivos asociados
a la experiencia posterior a la ingesta del alimento, como lo es el abandono. Nuestras propias
estimaciones mostraron que el consumo de cebo téxico fue significativamente menor que el de

sacarosa luego de 8 horas.

Otra hipodtesis alternativa al abandono es que las hormigas que recogen el cebo téxico
sufren malestar y por eso dejan de visitar el camino de recoleccién, mientras que todas las
demads hormigas que se encuentran en los senderos no estan disponibles para activar de nuevo
el camino de recoleccion (estdn ocupadas en otras fuentes de alimento, por ejemplo). Esta
hipdtesis fue propuesta por el Dr. Rust, y publicada en una nota en la revista “Science news”
comentando nuestros resultados (Rust, 2024). Efectivamente, la baja actividad persiste durante
un periodo prolongado con fluctuaciones minimas, sin que haya eventos de reclutamiento
secundario hacia el cebo téxico a pesar del gran tamafio de la poblacién y de la palatabilidad del
cebo. Sin embargo, demostramos que a pesar de que las hormigas sufririan malestar y este
afecta su motilidad, el mismo no explica el abandono, ya que al quitar experimentalmente el
grupo recolector hay una recuperacién rapida y total de la actividad. A su vez, se sabe que las
hormigas modulan la deposicion de feromonas de camino y/o su reclutamiento en respuesta a
una amplia gama de factores, incluyendo, la calidad, aglomeracién, rastro y distancia de la
fuente de alimento (Beckers, 1993; Czaczkes et al.,2013, 2015; Devigne & Detrain, 2006). A partir
de ello, parece razonable, incluso probable, que las hormigas que experimentan malestar
reduzcan el reclutamiento, independientemente de si su motilidad se reduce o no.

Desafortunadamente, si bien en algunas hormigas la deposicién de feromonas es un
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comportamiento estereotipado facilmente cuantificable a simple vista, no es el caso con L.
humile (Beckers et al., 1992). Las cantidades de feromona depositadas son tales que hacen
imposible su cuantificacion con las tecnologias actuales. Por lo tanto, sefialamos que el

reclutamiento podria desempefiar un papel importante en el mantenimiento del abandono.

Por otro lado, lo que si hemos demostrado es que uno de los mecanismos que subyacen
a esta conducta de abandono es una memoria aversiva. Muy probablemente del tipo asociativo,
en el cual estimulos que son inicialmente neutros terminan siendo asociados a un refuerzo que
puede ser positivo (recompensa) o negativo (castigo), llamados en el drea de las ciencias
cognitivas Estimulo Incondicionado (Clark, 2004). El malestar que ocurre después de una ingesta
puede actuar como Estimulo Incondicionado Negativo (EIN) y ser asociado con caracteristicas
del alimento recientemente ingerido. Esto ha sido demostrado tanto en vertebrados como
invertebrados (Klappenbach et al., 2022; Schier et al., 2019). De esa forma, el malestar podria
permitir el establecimiento de asociaciones negativas, dando lugar a una memoria aversiva que

genera el comportamiento de evitacion demostrado en la tesis.

Este fendmeno también se lo conoce comUnmente como aversidn condicionada al gusto
(CTA) y se ha estudiado desde humanos hasta invertebrados (Chambers, 2018; Nakai et al.,
2020). Conocido también como "efecto Garcia" fue previamente discutido en detalle (Capitulo
4). Este mecanismo, ampliamente estudiado en vertebrados, implica la asociacion entre un
alimento ingerido y un efecto negativo posterior, lo que conduce a su rechazo en futuras
exposiciones (Garcia et al., 1955; Garcia & Koelling, 1966). En animales sociales, esta aversion
puede estar influida no solo por la experiencia directa sino también por sefiales indirectas, como

la presencia de comparieros afectados (Galef, 1985).

Respecto a este Ultimo punto, nuestros resultados mostraron que las memorias
aversivas desempefian un papel clave en el abandono de cebos tdxicos: los sitios donde se
ubicaban los puentes que previamente conducian a solucidén de sacarosa y, por lo tanto, tenian
feromonas de camino, causaron un gran aumento en la cantidad de hormigas cuando se
colocaron en un lugar donde anteriormente no habia comida disponible. Sin embargo, no
lograron causar un aumento al ser puestos en lugares que anteriormente ofrecian comida con
el toxico y que habian sido abandonados. Lo cual indica que las hormigas deciden no subir a un

puente ubicado en ese sitio ignorando la feromona de camino que éste presenta.

Las hormigas, incluida la hormiga argentina, presentan grandes capacidades cognitivas,
tanto para establecer memorias olfativas (Dupuy et al., 2006; Josens et al., 2009; Provecho &

Josens, 2009; Rossi et al., 2020; Wagner & Czaczkes, 2023), como las referidas a memoria
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espacial o de navegacidn (Collett & Collett, 2002; Galante et al., 2023; Narendra et al., 2007,
Wagner et al., 2023). Teniendo en cuenta esto, el hallazgo de que los alimentos téxicos den
probablemente como resultado la asociacién entre un malestar y algun estimulo de la fuente de
alimento que lo generd, no sorprende. Mas aln, se destacan la necesidad de investigar la

naturaleza de los estimulos especificos que intervienen en estas memorias aversivas.

Como se menciond previamente, al cruzar los puentes generamos una situacidon de
conflicto donde en un lugar donde las memorias individuales informan que se debe evitar, se
contradice con la informacién social que representa la feromona de camino presente en el
puente. Muchos estudios sobre toma de decisiones en insectos sociales han manipulado las
condiciones (en laboratorio mediante el uso de laberintos) de modo tal que la memoria puede
entrar en conflicto con la feromona de camino (Aron et al., 1988, 1993; Griiter et al., 2011). Por
ejemplo en Lasius niger, la memoria de navegacion (informacidn privada) predomina con
respecto al rastro de feromona (informacion social) (Gruter et al., 2011). Nuestros resultados
tienen la particularidad que generan un conflicto entre la informacién privada y la social en un
contexto diferente, con senderos naturales que ocurren en el campo. En nuestro caso, la
informacién social fue ignorada predominando la privada. Sin embargo, es fundamental
continuar estudiando los mecanismos ya que es posible que otras formas de informacion social

puedan estar involucradas.

El comportamiento de las hormigas que rapidamente abandonan una zona en respuesta
a la presencia de enemigos naturales (Folgarait & Gilbert, 1999; Guillade & Folgarait, 2015; Orr
& Seike, 1998), podrian tener puntos en comun con los mecanismos del abandono de cebos
toxicos. Sin embargo, la deteccidon de enemigos es inmediata mientras que la deteccion de los
efectos de los cebos es retardada. Por otro lado, la respuesta ante enemigos pudo ser moldeada
por coevolucién o bien aprendida a partir de experiencias previas debidas a una convivencia.
Aun quedan importantes enigmas sobre los mecanismos; en concreto, écdmo se comunica esta

respuesta a otras hormigas?

Considerando la proximidad estrecha entre el camino de recoleccidn al cebo téxico y la
gran actividad en el sendero troncal, la experiencia directa del toxico por si sola pareciera no
poder explicar la gran magnitud, el alcance del fendmeno del abandono. Sin embargo, no
encontramos evidencia de una marca negativa en el puente que comunique una alerta. ¢Cémo
saben entonces las hormigas sin experiencia directa con el téxico que deben evitar la zona en la
que este se encuentra? Hay una desconexién de informacion en el sistema que no podemos

explicar. ¢Podrian las hormigas transmitir esta informacién simbdlicamente, de forma
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equivalente a las abejas- que transmiten la ubicacién de una fuente de alimento mediante el
baile del contoneo? Esto parece poco probable, dado el contenido de informacién que tendria
que transmitirse. ¢Podrian las hormigas situarse en la parte del sendero troncal a la altura de la
bifurcacion hacia el sendero a abandonar y realizar algun tipo de exhibicién motora? No lo
sabemos; no hemos observado tales comportamientos. Es posible que se coloque una marca
negativa, pero solo en el sendero troncal y no en el puente, aunque esto también parece poco
probable. Esto resulta un dilema de grandes dimensiones, y es muy poco lo que sabemos y lo
gue podemos explicar, por lo cual, es esperable cierto escepticismo. No es la primera vez, se han
informado grandes incégnitas para explicar patrones complejos de conducta social en hormigas
anteriormente. Por ejemplo, las hormigas cortadoras de hojas que transportan hojas por encima
de sus cabezas pueden verse bloqueadas por obstaculos bajos que cuelgan sobre el camino.
Dichos obstaculos se podan, mientras que los obstdculos visuales que no obstruyen a las
hormigas cargadas no se eliminan (Bruce et al., 2017). Sin embargo, existe una asimetria de
informacidn, ya que solo las hormigas cargadas pueden sentir que el obstaculo es un obstaculo,
pero solo las hormigas sin carga son las encargadas de liberar esos objetos siendo que a ellas no
les incomoda el paso. Esta claro que aun quedan grandes horizontes por explorar en la

organizacion del comportamiento colectivo de las hormigas.

Implicancias para el control de hormigas

Tener una comprensién mas profunda de los mecanismos que impulsan esta respuesta
colectiva es crucial para abordar de manera efectiva este comportamiento complejo. Solo asi
podremos desarrollar estrategias de manejo eficientes para controlar las poblaciones de
hormigas. Para el control de interiores, se deberia considerar dénde ubicar estratégicamente los
cebos ya que no es lo mismo procurar que el cebo sea ingerido para que mueran las hormigas,
(tal como se piensa actualmente) que procurar que abandonen un camino. Ademas, se puede
alternar caracteristicas o ubicacion del cebo para evitar el uso de memorias aversivas. Por otro
lado, sabiendo que se cuenta con poco tiempo hasta que el abandono se inicia, podemos
implementar modificaciones en la colocacidn del cebo para maximizar la entrada del toxico en
el nido durante las primeras 2 horas, procurando asi tasas de mortalidad mas significativas. Esto
se puede lograr mediante un gran despliegue de cebos que saturen el drea. Otro punto a
considerar cuando se utilizan dispensadores de cebo, es asegurarse de que tengan acceso

ilimitado, esto es, que una enorme cantidad de hormigas puedan ingerir simultdaneamente.

97



Es importante tener en cuenta que este comportamiento que evaluamos en L. humile
podria ser similar en otras especies plagas e invasoras como son Solenopsis invicta, Nyladeria
fulva, Wasmannia auropunctata, entre otras especies. Hay muchos trabajos donde el control de
estas especies no ha sido del todo exitoso (Stanley, 2004; Vinson, 1997; Wang et al., 2016;
Wetterer & Porter, 2003). No solo es probable que el abandono sea una respuesta que se
presente en varias especies, sino que también es factible que se genere dicha respuesta hacia
cualquier alimento que genere un malestar. Lo cual pone a la investigacién del tema en una
nueva perspectiva: ya no habria que pensar en desarrollar moléculas nuevas que generen
mortalidad, porque las hormigas volverdan a aprender a evitarlas. En este sentido, seria
importante desarrollar moléculas que no generen malestar tan rdpido en dosis subletales. De
hecho, seria recomendable hacer ensayos de malestar, los cuales son sencillos, baratos y
extremadamente rapidos. Mds aun, tal vez deberian implementarse como estandar al evaluar

toxicos o formulaciones de cebos téxicos.

Podria resultar beneficioso utilizar moléculas moduladoras del comportamiento para
manipular la toma de decisiones y mejorar el reclutamiento o un retorno mas rapido al
alimentador. Por ejemplo, las feromonas sintéticas afiadidas a las estaciones de cebo
(Greenberg & Klotz, 2000) o el uso de sustancias como la ketanserina que aumentan la
alimentacién posterior con cebos tdxicos (Josens et al., 2021) y la cafeina en niveles moderados
qgue mejora la formacidon de la memoria (Galante et al., 2023) han sido explorados. Otra
estrategia de control posible es combinar el insecticida con una feromona de camino sintética,
método que ya se ha utilizado para controlar a la hormiga argentina (Sunamura et al., 2011). Las
modificaciones al protocolo en si también pueden manipular la toma de decisiones de las
hormigas. Estudios de campo y de laboratorio han revelado que un protocolo alternativo de dos
pasos con olor agregado mejora la aceptacion e ingestién de cebos toxicos (Josens et al., 2016).
Con mas investigacidén y conocimiento de estos procesos, podemos mejorar nuestros esfuerzos
de controly, en dltima instancia, lograr resultados mas exitosos en el manejo de las infestaciones

de hormigas.

Es esencial adoptar una perspectiva diferente al interpretar los resultados en eventos
de control o investigaciones con cebo tdxicos. Hasta ahora, el paradigma predominante sobre
los efectos de los cebos téxicos se centrd exclusivamente en la mortalidad (Rust et al., 2004). Sin
embargo, esa concepcién deberia ampliarse para incluir el abandono como uno de los efectos
relevantes al aplicar cebos téxicos. En este sentido, es recomendable que, tras una estrategia de
control, el éxito sea evaluado con relevamientos mas extensos del area para confirmar si hay

nidos presentes tal vez a pocos metros del drea abandonada.
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Este trabajo contribuye significativamente al entendimiento del comportamiento de las
hormigas frente al uso de cebos tdxicos, destacando la importancia de factores conductuales
que han sido tradicionalmente subestimados en estrategias de control. Al integrar estos
conocimientos, se abre la puerta a enfoques mas efectivos y especificos, tanto en
investigaciones basicas como en aplicaciones practicas. La capacidad de las hormigas para
modificar su comportamiento en respuesta a estimulos adversos subraya la necesidad de
disefiar estrategias de manejo dindmicas y basadas en evidencias. Los hallazgos aqui
presentados no solo enriquecen el conocimiento sobre L. humile, sino que también ofrecen una
base para explorar comportamientos similares en otras especies invasoras, fortaleciendo los

esfuerzos globales para mitigar su impacto ecoldgico y econédmico.

Dra. Roxana Josens Lic. Daniel Alejandro, Zanola Escalon

Directora de tesis
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ANEXO

Analisis estadistico Capitulo 2

Modelo lineal general para la dindmica temporal en dias de los puentes (caminos de recoleccidn)

Detalles del modelo principal para los puentes en dias:

Variable respuesta: Actividad (media conteo de hormigas/min)
Tratamientos: Puente de sacarosa y cebo téxico, Sy T respectivamente. 2 niveles

Tiempo (factor): t0 (Actividad basal o Linea de base) —t1 (1 a3 h)—t2 (18 a 20h) —t3 (25 a 27h) - t4
(42 a44h) —1t5 (49 a 51h) — t6 (67 a 69h). 7 niveles

Puente: Variable aleatoria. 10 niveles

Réplica:n=5

Residual vs. predicted
No significant problems detected

100

075
I

o
o

Standardized residual

025
}

_______________________________________________________________________________

g Figura A2.1. Residuos vs predichos para validar

modelo_puentes_dias utilizando Dharma.

000
L

Model predictions (rank transformed)

***modelo_puentes_dias***

modelo_puentes_dias <- glmmTMB (Actividad ~ Tratamientos*Tiempo + (1 | Replica/Puente),
data = puentes_dias, family = nbinom1(link = "log"))

summary(modelo_puentes_dias)

Family: nbinom1 ( log)
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Formula:

Data: pue

AIC

618.6 656.8 -292.3 584.6

Actividad ~ Tratamientos * Tiempo + (1 | Replica/Puente)

ntes_dias

BIC loglLik deviance df.resid

Random effects:

Condition

Groups

al model:

53

Name Variance Std.Dev.

Puente:Replica (Intercept) 0.01361 0.1167

Replica

(Intercept) 0.18567 0.4309

Number of obs: 70, groups: Puente:Replica, 10; Replica, 5

Dispersion parameter for nbinom1 family (): 7.75

Condition

(Intercept)

TratamientosS

Tiempotl
Tiempot2
Tiempot3
Tiempot4
Tiempot5

Tiempot6

al model:

Estimate Std. Error z value Pr(>|z|)

-0.33597

-1.39978

-2.23762

-1.13835

-1.50270

-1.61995

0.27609

0.38938

0.49539

0.34564

0.40563

0.41656

3.82293 0.27101 14.106 < 2e-16 ***

0.06245 0.26407 0.236 0.813046

-1.217 0.223646

-3.595 0.000324 ***
-4.517 6.28e-06 ***
-3.293 0.000990 ***
-3.705 0.000212 ***

-3.889 0.000101 ***

TratamientosS:Tiempotl 0.56118 0.36274 1.5470.121849

TratamientosS:Tiempot2

1.87637 0.45001 4.170 3.05e-05 ***

TratamientosS:Tiempot3 2.94392 0.54032 5.448 5.08e-08 ***

TratamientosS:Tiempot4 1.61126 0.41202 3.911 9.20e-05 ***

118



TratamientosS:Tiempot5 2.17162 0.46103 4.710 2.47e-06 ***

TratamientosS:Tiempot6 1.87533 0.47799 3.923 8.73e-05 ***

Signif. codes: 0 “***’0.001 **' 0.01 “*” 0.05‘"0.1"1

sum (residuals(modelo_puentes_dias,type ="pearson")”2)/df.residual(modelo_puentes_dias)

[1] 1.202891

Contrastes entre tratamientos T-S

Valores en negrita representan p-valor <0.05

***the emmeansl***

meaniel <- emmeans(modelo_puentes_dias, pairwise ~ Tratamientos | Tiempo)

print (meaniel)

Scontrasts

Tiempo = t0:
contrast estimate SE df t.ratio p.value

T-S -0.06250.264 53 -0.236 0.8140

Tiempo = t1:
contrast estimate SE df t.ratio p.value
T-S -0.62360.273 53 -2.280 0.0266

Tiempo = t2:
contrast estimate SE df t.ratio p.value
T-S -1.93880.379 53 -5.120 <.0001

Tiempo = 13:
contrast estimate SE df t.ratio p.value

T-S -3.0064 0.482 53 -6.241 <.0001

Tiempo = t4:
contrast estimate SE df t.ratio p.value
T-S -1.67370.33553 -4.997 <.0001
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Tiempo = t5:
contrast estimate SE df t.ratio p.value
T-S -2.23410.389 53 -5.736 <.0001

Tiempo = t6:
contrast estimate SE df t.ratio p.value
T-S -1.93780.412 53 -4.706 <.0001

Results are given on the log (not the response) scale.
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Figura A2.2. Emmeans contrastes entre tratamientos (T-S) en los diferentes tiempos en el

modelo_puentes_dias.

Contraste entre t0 y el resto de los tiempos dentro de cada tratamiento

Valores en negrita representan p-valor <0.05

*** the emmeans2***

meanie2 <- emmeans(modelo_puentes_dias, pairwise ~ Tiempo | Tratamientos)
meanie.contrasts <- contrast(meanie, method = "trt.vs.ctrl", reverse = "true")
print (meanie.contrasts)

Semmeans
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Tratamientos =T:

contrast estimate SE df t.ratio p.value

t0-t1

t0 - t2

t0-t3

t0-t4

t0 - t5

t0-t6

0.3360.276 53 1.217 0.6475

1.400 0.389 53 3.595 0.0039

2.238 0.495 53 4.517 0.0002

1.138 0.346 53 3.293 0.0095

1.503 0.406 53 3.705 0.0028

1.620 0.417 53 3.889 0.0016

Tratamientos = S:

contrast estimate SE df t.ratio p.value

t0-t1

t0 -t2

t0-t3

t0-t4

t0-t5

t0 - t6

Results are given on the log (not the response) scale.

P value adjustment: dunnettx method for 6 tests

tapply(Actividad _bS$SActividad, Actividad_tSTiempo, FUN = mean)

t0 t1

50.6 34

tapply(Actividad _sS$ Actividad, Actividad _sSTiempo, FUN = mean)

-0.225 0.235 53 -0.957 0.7986

-0.477 0.225 53 -2.114 0.1706

-0.706 0.218 53 -3.243 0.0110

-0.473 0.227 53 -2.082 0.1817

-0.669 0.219 53 -3.052 0.0186

-0.2550.237 53 -1.076 0.7329

2 t3 t4 t5 t6

.8 124 6.0 134 12.6 9.8

t0 t1 2 t3 t4 t5 t6

63.2 71

.2 85.6108.6 86.0104.0 70.0

121



% Cambio de actividad respecto a la inicial (t0)

Tratamientos = T:

t1 =31.23 % mas baja que la inicial
t2=75.5 % mas baja que la inicial
t3=88.14% mas baja que la inicial
t4=73.52% mas baja que la inicial
t5=75.1% mas baja que la inicial

t6= 80.63% mas baja que la inicial

g 0jUaILEIRIL

Tiempo

S I0JUBILBIRIL

1 2 3 4
emmean

Figura A2.3. Emmeans contraste de los tiempos dentro de cada tratamiento (T-S) en

modelo_puentes_dias.

Modelo t1 desglosado para los puentes:

Detalles del Modelo solo t1 para puentes:

Variable respuesta: Actividad (conteo medio de hormigas/min)
Tratamiento: Puente Sacarosa y Cebo Téxico. 2 niveles

Tiempo (factor): 15h (Linea Base) — 16h — 17h — 18h. 4 niveles
Puentes: Variable aleatoria. 10 niveles

Réplica:n=5
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Residual vs. predicted
No significant problems detected
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02 04 06 08 10 Figura A2.4. Residuos vs predichos para

Model predictions (rank transformed) .
validar modelo_t1 usando el Dharma.

modelo_t1 = glmmTMB(Actividad ~ Tratamiento * Tiempo + (1|Replica/Puente), data =
datos_t1, family = nbinom1(link ="log"))

summary(modelo_t1)

Family: nbinom1 ( log)
Formula: Actividad ~ Tratamiento * Tiempo + (1 | Replica/Puente)

Data: datos_t1

AIC  BIC loglik deviance df.resid
370.3 388.9 -174.2 3483 29

Random effects:

Conditional model:

Groups Name Variance Std.Dev.
Puente:Replica (Intercept) 0.08136 0.2852
Replica (Intercept) 0.46719 0.6835
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Number of obs: 40, groups: Puente:Replica, 10; Replica, 5

Dispersion parameter for nbinom1 family (): 4.59

Conditional model:

Estimate Std. Error z value Pr(>|z|)
(Intercept) 3.74981 0.36429 10.293 <2e-16 ***
TratamientoS -0.01738 0.27318 -0.064 0.9493

Horal6h -0.22076 0.21669 -1.019 0.3083
Horal7h -0.35629 0.22558 -1.579 0.1142
Horal8h -0.60896 0.25006 -2.435 0.0149 *

TratamientoS:Horal6h 0.16915 0.28651 0.590 0.5549
TratamientoS:Horal7h 0.60056 0.28528 2.105 0.0353 *
TratamientoS:Horal8h 0.69984 0.31000 2.258 0.0240 *

Signif. codes: 0 “*** 0.001 ‘**' 0.01 “*’ 0.05°‘”0.1°"1
sum(residuals(modelo_t1,type ="pearson")”2)/df.residual(modelo_t1)

[1] 1.089469

meanie <- emmeans(modelo_t1, pairwise ~ Tiempo | Tratamiento)
meanie.contrasts <- contrast(meanie, method = "trt.vs.ctrl", reverse = "true")

print (meanie.contrasts)

Semmeans

Tratamiento=T:

contrast estimate SE df t.ratio p.value

15h - 16h 0.2208 0.217 29 1.019 0.6078 NS
15h-17h 0.35630.226 29 1.579 0.2904 NS
15h - 18h 0.6090 0.250 29 2.435 0.0567 (*)

% Cambio actividad con respecto a la inicial

18h=39.92% menor que la inicial (15h)
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Tratamiento =S:

contrast estimate SE df t.ratio p.value

15h - 16h 0.0516 0.187 29 0.276 0.9694 NS
15h -17h -0.2443 0.175 29 -1.399 0.3806 NS
15h - 18h -0.0909 0.183 29 -0.498 0.8974 NS

Results are given on the log (not the response) scale.

P value adjustment: dunnettx method for 3 tests

meanie2 <- emmeans(modelo_t1, pairwise ~ Tratamiento | Tiempo)

print(meanie2)

Scontrasts
Hora = 15h:
contrast estimate SE df z.ratio p.value

T-S 0.01740.273 Inf 0.064 0.9493

Hora = 16h:
contrast estimate SE df z.ratio p.value

T-S -0.15180.283 Inf -0.536 0.5919

Hora =17h:
contrast estimate SE df z.ratio p.value

T-S -0.58320.284 Inf -2.052 0.0402
Hora = 18h:
contrast estimate SE df z.ratio p.value

T-S -0.68250.315 Inf -2.165 0.0304

Results are given on the log (not the response) scale.
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15hs - * Figura A2.5. Emmeans contrastes de
los tiempos dentro de cada

emmean

tratamiento (T-S) en modelo_t1.

Modelo de la dindmica temporal del sendero troncal en dias.

Detalles del Modelo de sendero troncal en dias

Variable respuesta: Actividad (conteo medio de hormigas/min)

Tiempo: t0 (Actividad basal) —t1 (1 a3 h) —t2 (18 a 20h) — t3 (25 a 27h) —t4 (42 a 44h) —t5 (49 a
51h) —t6 (67 a 69h). 7 niveles

Sitios: 0 mMT—2 m —4 m—0 mS (4 niveles) (2 m es el promedio de derecha e izquierda; lo mismo
para 4 m)

Réplica: n=5
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Model predictions (rank transformed)

*** modelo_troncal_dias ***

Figura A2.6. Residuos vs predichos para validar

modelo_troncal_dias utilizando el Dharma.

modelo_troncal_dias <- gimmTMB(Actividad ~ Sitios * Tiempo + (1| Replica), data = troncal_dias,

family = nbinom1(link = "log"))

summary(modelo_troncal_dias)

Family: nbinom1 ( log)

Formula: Actividad ~ Sitios * Tiempo + (1 | Replica)

Data: troncal_dias
AIC  BIC loglik deviance df.resid
1609.9 1698.2 -775.0 1549.9 110

Random effects:

Conditional model:

Groups Name Variance Std.Dev.
Replica (Intercept) 0.5773 0.7598
Number of obs: 140, groups: Replica, 5

Dispersion parameter for nbinom1 family (): 12.9

Conditional model:

Estimate Std. Error z value Pr(>]|z|)
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(Intercept) 5.632433 0.351717 16.014 < 2e-16 ***

SitiosOmS 0.042384 0.124755 0.3400.734054
Sitios2m 0.028536 0.125158 0.228 0.819644
Sitios4m 0.073388 0.123868 0.592 0.553533
Tiempol -0.058409 0.127885 -0.457 0.647865
Tiempo2 -0.117798 0.129857 -0.907 0.364336
Tiempo3 -0.367892 0.139431 -2.639 0.008327 **
Tiempo4 -0.344843 0.138306 -2.493 0.012655 *
Tiempo5 -0.362418 0.138867 -2.610 0.009059 **
Tiempo6 -0.565555 0.147602 -3.832 0.000127 ***

SitiosOmS:Tiempo1l -0.049448 0.180159 -0.274 0.783722
Sitios2m:Tiempo1l -0.085515 0.181549 -0.4710.637619
Sitios4m:Tiempol -0.051257 0.178818 -0.287 0.774388
SitiosOmS:Tiempo2 0.245364 0.176641 1.389 0.164816
Sitios2m:Tiempo2 -0.092141 0.184534 -0.499 0.617558
Sitiosdm:Tiempo2 -0.000672 0.180412 -0.004 0.997028
SitiosOmS:Tiempo3 0.447404 0.184699 2.422 0.015421 *
Sitios2m:Tiempo3 0.026380 0.194777 0.1350.892268
Sitios4m:Tiempo3 0.158987 0.189374 0.8400.401168
SitiosOmS:Tiempo4 0.374340 0.184781 2.026 0.042779 *
Sitios2m:Tiempo4 0.019250 0.193498 0.099 0.920755
Sitiosdm:Tiempo4 0.083606 0.189856 0.4400.659672
SitiosOmS:Tiempo5 0.397595 0.185121 2.148 0.031733 *
Sitios2m:Tiempo5 -0.068881 0.197029 -0.350 0.726639
Sitiosdm:Tiempo5 0.001094 0.193072 0.006 0.995481
SitiosOmS:Tiempo6 0.422866 0.195386 2.164 0.030445 *
Sitios2m:Tiempo6 -0.003626 0.207251 -0.017 0.986042
Sitiosdm:Tiempo6 0.139391 0.201003 0.693 0.488011

Signif. codes: 0 “***’ 0.001 “**" 0.01 “** 0.05‘"0.1°"1

> sum(residuals(modelo_troncal_dias,type ="pearson")*2)/df.residual(modelo_troncal_dias)

[1] 0.9524291

***¥emmeans***
meanie <- emmeans(modelo_troncal_dias, pairwise ~ Tiempo | Sitios)
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meanie.contrasts <- contrast(meanie, method = "trt.vs.ctrl", reverse = "true")

print (meanie.contrasts)

Semmeans

Sitios = OmT:

contrast estimate SE df t.ratio p.value

0-1 0.05840.128 110 0.457
0-2 0.11780.130 110 0.907
0-3 0.36790.139 110 2.639
0-4 0.34480.138 110 2.493
0-5 0.36240.139110 2.610
0-6 0.5656 0.148 110 3.832
Sitios = 2m:

0.9732

0.8234

0.0479

0.0691

0.0516

0.0012

contrast estimate SE df t.ratio p.value

0-1 0.14390.129110 1.116
0-2 0.20990.131 110 1.600
0-3 0.34150.136 110 2.503
0-4 0.32560.136 110 2.402
0-5 0.43130.140 110 3.081
0-6 0.56920.146 110 3.906
Sitios = 4m:

0.7076

0.4040

0.0674

0.0861

0.0140

0.0009

contrast estimate SE df t.ratio p.value

0-1

0.1097 0.125 110 0.877

0.11850.125 110 0.945

0.20890.128 110 1.626

0.2612 0.130 110 2.005

0.3613 0.134 110 2.688

0.4262 0.137 110 3.118

0.8381

0.8041

0.3890

0.2024

0.0421

0.0125

(*)
(*)

%k

(*)
(*)

* %k %k
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Results are given on the log (not the response) scale.

P value adjustment: dunnettx method for 6 tests

tapply(t0OSActividad, t0OSTiempo, FUN = mean)
0 1 2 3 4 5 6
344.2 321.2 302.2 242.8 247.8 236.2 197.0

tapply(m2SActividad, m2STiempo, FUN = mean)
0 1 2 3 4 5 6
353.2 304.20 280.80 255.00 254.60 231.2 201.6

tapply(m4SActividad, m4STieme, FUN = mean)
0 1 2 3 4 5 6
371.6334.8327.4 300.8 284.0 267.2 245.0

tapply(sOSActividad, sOSTiempo, FUN = mean)
0 1 2 3 4 5 6
355.4 324.4 405.6 385.4 365.2 368.0 308.2

% Cambio actividad con respecto a la inicial

Sitio = 0mT:

13 =29.45 % menor que la inicial
t4 = 28 % menor que la inicial
t5=31.38% menor que la inicial

t6=42.77% menor que la inicial

Sitio =2m:

t5=34.54% menor que la inicial

t6=42.92% menor que la inicial

Sitio=4m:
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t5=28.1% menor que la inicial

t6=34.07% menor que la inicial
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Analisis estadistico Capitulo 3

Modelo la dindmica temporal del GLM en horas en los puentes (caminos de

recoleccion)

Este experimento consistid en 6 réplicas. Sin embargo, en una de las réplicas, la temperatura

superd los 40 grados (°C) en una sola grabacién a las 2 p.m. Como resultado, no hubo hormigas
en los puentes durante ese momento especifico. Sin embargo, la temperatura bajé unos grados
en la siguiente grabacion y la actividad se reanudd en los niveles anteriores. Por lo tanto, los
datos de ambos puentes para esa réplica en particular y solo durante ese momento se

excluyeron del anélisis.

Detalles del modelo de los puentes en horas
Variable respuesta: Actividad (recuento medio de hormigas/min)
Tratamiento: Puente Sacarosa (S) y Cebo téxico (T). 2 niveles

Tiempo (factor): horas desde el acceso al cebo téxico (de 0 a 8 h). Siendo el t0 la linea de base.
9 niveles.

Puente: Variable aleatoria. 12 niveles
Réplica: n: 6

Residual vs. predicted
No significant problems detected
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00 02 04 08 08 .o Vvalidar modelo_puentes_horas utilizando el
Model predictions (rank transformed) Dharma
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*** modelo_puentes_horas ***

modelo_puentes_horas = glmmTMB(Actividad ~ Tratamiento * Tiempo + (1|Replica/Puente),
data = puentes_hora_n106, family= nbinom1(link = "log"))

summary(modelo_puentes_horas)

Family: nbinom1 ( log)
Formula: Actividad ~ Tratamiento * Hora + (1 | Replica/Puente)

Data: puentes_hora_n106

AIC  BIC logLik deviance df.resid
1102.1 1158.0 -530.0 1060.1 85

Random effects:

Conditional model:

Groups Name Variance Std.Dev.

Puente:Replica (Intercept) 0.005712 0.07558

Replica (Intercept) 0.127580 0.35718

Number of obs: 106, groups: Puente:Replica, 12; Replica, 6

Dispersion parameter for nbinom1 family (): 9.57

Conditional model:

Estimate Std. Error z value Pr(>|z|)

(Intercept) 4977714 0.183201 27.171 < 2e-16 ***
TratamientoS -0.222048 0.163665 -1.357 0.17487
Tiempol 0.001843 0.148797 0.012 0.99012
Tiempo2 -0.239754 0.161833 -1.481 0.13848
Tiempo3 -0.572526 0.176261 -3.248 0.00116 **
Tiempo4 -0.866269 0.192619 -4.497 6.88e-06 ***
Tiempo5 -1.161169 0.223986 -5.184 2.17e-07 ***
Tiempo6 -1.553865 0.243284 -6.387 1.69e-10 ***
Tiempo7 -1.748203 0.264167 -6.618 3.65e-11 ***
Tiempo8 -1.795306 0.268854 -6.678 2.43e-11 ***

TratamientoS:Tiempol 0.151935 0.217813 0.698 0.48546
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TratamientoS:Tiempo2 0.627543
TratamientoS:Tiempo3 1.033080
TratamientoS:Tiempo4 1.325415
TratamientoS:Tiempo5 1.632856
TratamientoS:Tiempo6 1.999392
TratamientoS:Tiempo7 2.194687
TratamientoS:Tiempo8 2.339225

0.221504 2.833 0.00461 **

0.230961 4.473 7.71e-06 ***
0.243715 5.438 5.38e-08 ***
0.271808 6.007 1.89e-09 ***
0.285662 6.999 2.58e-12 ***
0.303744 7.2254.99e-13 ***
0.306555 7.6312.34e-14 ***

Signif. codes: 0 “*** 0.001 ‘**’ 0.01 “*’ 0.05‘"0.1°"1

sum(residuals(modelo_puentes_horas,type="pearson")*2)/df.residual(modelo_puentes_hora)

[1] 1.104901

Contraste actividad inicial (9h) vs cada tiempo por tratamiento

***the emmeansl***

meaniel <- emmeans(modelo_puentes_horas, pairwise ~ Hora | Tratamiento)

meanie.contrasts <- contrast(meanie, method = "trt.vs.ctrl", reverse = "true")

print (meanie.contrasts)

Semmeans

Values in bold represent p-values<0.05

Signif. codes: 0 “***' 0.001 “**” 0.01 “*’ 0.05’(*) 0.1 ‘NS’ 1

Tratamiento =T:

contrast estimate SE df t.ratio p.value

TiempoO — Tiempo1 -0.00549 0.171 87 -0.032 1.0000 NS
TiempoO — Tiempo2 0.24885 0.186 87 1.336 0.6387 NS
TiempoO — Tiempo3 0.56532 0.202 87 2.805 0.0407 *
TiempoO — Tiempo4 0.84763 0.219 87 3.874 0.0016 ok
TiempoO — Tiempo5 1.14249 0.239 87 4.773 0.0001 rEK
TiempoO — Tiempo6 1.51002 0.271 87 5.569 <.0001 rokx
TiempoO — Tiempo7 1.69333 0.291 87 5.816 <.0001 ok
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TiempoO — Tiempo8 1.73327 0.295 87 5.877 <.0001 Ak

Tratamiento = S:

contrast estimate SE df t.ratio p.value

TiempoO — Tiempo1 -0.14876 0.183 87 -0.814 0.9071 NS
TiempoO — Tiempo2 -0.37470 0.174 87 -2.149 0.1876 NS
TiempoO — Tiempo3 -0.44835 0.172 87 -2.608 0.0672 NS
TiempoO — Tiempo4 -0.45421 0.172 87 -2.646 0.0612 (*)
TiempoO — Tiempo5 -0.16024 0.185 87 -0.865 0.8885 NS
TiempoO — Tiempo6 -0.43560 0.173 87 -2.524 0.0824 (*)
TiempoO — Tiempo7 -0.43806 0.172 87 -2.540 0.0794 (*)
TiempoO — Tiempo8 -0.53470 0.169 87 -3.159 0.0151 *

Results are given on the log (not the response) scale.

P value adjustment: dunnettx method for 8 tests

% Cambio de Actividad respecto a la inicial (Tiempo 0)

tapply(Actividad_toxicoSActividad, Actividad_ téxicoSTiempo, FUN = mean)
TiempoO  Tiempol Tiempo2 Tiempo3 Tiempo4  Tiempo5 Tiempo6  Tiempo7 Tiempo8
157.5 153.2 132.3 89.7 66.3 47.4 33.7 31.8 31.8

tapply(Actividad_sacarosaSActividad, Actividad_sacarosaSTiempo, FUN = mean)
TiempoO  Tiempol Tiempo2 Tiempo3 Tiempo4 Tiempo5 Tiempo6  Tiempo7 Tiempo8
124.8 142.0 183.3 195.7 196.0 203.4 1925 1923 212.2

Puente Cebo Téxico

Tiempol=2.76 % menor que la inicial (Tiempo0)
Tiempo2= 15.98% menor que la inicial (Tiempo0)
Tiempo3=43.07% menor que la inicial (Tiempo0)

Tiempo4= 57.89% menor que la inicial (Tiempo0)
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Tiempo5= 69.9% menor que la inicial (Tiempo0)
Tiempo6= 78.63% menor que la inicial (TiempoO0)
Tiempo7=79.8% menor que la inicial (Tiempo0)

Tiempo8= 79.8% menor que la inicial (TiempoO0)

Puente Sacarosa

Tiempo1l = 13.78 % mayor que la inicial (TiempoO0)
Tiempo2 = 43.87 % mayor que la inicial (TiempoO0)
Tiempo3 = 56.81 % mayor que la inicial (Tiempo0)
Tiempo4 = 57.05 % mayor que la inicial (TiempoO)
Tiempo5 = 62.98 % mayor que la inicial (TiempoO)
Tiempo6 = 54.24% mayor que la inicial (TiempoO0)
Tiempo7 = 54.08% mayor que la inicial (Tiempo0)
Tiempo8 = 70.03% mayor que la inicial (Tiempo0)
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Figura A3.2. Emmeans de los contrastes en los tiempos (0 al 8 representados de 9 a 17h) dentro

de cada Tratamiento (PB-PS) en modelo_puentes_horas.
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Modelo sendero troncal a lo largo del dia, dindmica temporal en horas

Detalles del Modelo para sendero troncal en horas

Variable respuesta: Actividad (conteo medio de hormigas/min)
Sitio: OmS (0 metros del puente sacarosa) — OmT (0 metros del puente cebo tdxico). 2 niveles

Tiempo (horas): horas desde el acceso al cebo téxico (de Oh, 4h y 8h). Siendo a las Oh linea de
base. 3 niveles

Réplica: n=6

Residual vs. predicted
No significant problems detected

Standardized residual

° Figura A3.3. Residuos versus predichos para

02 04 06 08 1o Vvalidar modelo_troncal_horas usando el Dharma.

Model predictions (rank transformed)

*** modelo_troncal_horas***

modelo_troncal_horas <- glmmTMB(Actividad ~ Sitio*Tiempo + (1|Replica), dispformula = ~
Horas, family = nbinom1(link = "log"), data = troncal_horas)

summary(modelo_troncal_horas)

Family: nbinom1 (log)

Formula: Actividad ~ Sitios * Tiempo + (1 | Replica)
Dispersion: ~ Tiempo

Data: troncal_horas

AIC  BIC loglik deviance df.resid
485.4 501.2 -232.7 465.4 26
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Random effects:

Conditional model:

Groups Name Variance Std.Dev.
Replica (Intercept) 0.2497 0.4997
Number of obs: 36, groups: Replica, 6

Conditional model:
Estimate Std. Error z value Pr(>]|z|)

(Intercept) 6.0469 0.2174 27.821 <2e-16 ***

SitiosOmS -0.1140 0.1022 -1.1150.264755
Tiempo4 -0.7480 0.2044 -3.659 0.000253 ***
Tiempo8 -0.5870 0.3356 -1.749 0.080323 .

SitiosOmS:Tiempo4 0.6969 0.2575 2.707 0.006790 **
SitiosOmS:Tiempo8 0.7897 0.3955 1.997 0.045853 *

Signif. codes: 0 “*** 0.001 **' 0.01 “*’ 0.05‘"0.1°"1

Dispersion model:

Estimate Std. Error z value Pr(>|z|)
(Intercept) 2.5723 0.6874 3.7420.000183 ***
Tiempo4 1.3592 0.8419 1.6140.106428
Tiempo8 2.7417 0.8214 3.338 0.000844 ***

Signif. codes: 0 “***’0.001 “**’ 0.01 *’ 0.05‘"0.1"1

meanie <- emmeans(modelo_troncal_horas, pairwise ~ Tiempo | Sitio)

meanie.contrasts <- contrast(meanie, method = "trt.vs.ctrl", reverse = "true")

print (meanie.contrasts)

Semmeans
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Sitio = OmT:
contrast estimate SE df t.ratio p.value

TiempoO — Tiempo4 0.74800.204 26 3.659 0.0022 **
TiempoO —Tiempo8 0.58700.336 26 1.749 0.1657

Sitio = OmS:
contrast estimate SE df t.ratio p.value

TiempoO —Tiempo4 0.05110.163 26 0.314 0.9183
TiempoO — Tiempo8 -0.2028 0.256 26 -0.792 0.6458

Results are given on the log (not the response) scale.

P value adjustment: dunnettx method for 2 tests

13hs - .

g5 soms

Hora

&
F
->
S5 15015

Figura A3.4. Emmeans de los contrastes en
los tiempos (en horas: 9h,13h y 17h) dentro
de cada sitio (OmT-OmS) en el

emmean " modelo_troncal_horas.

Detalles modelo ingestion de soluciones:

Variable respuesta: Gramos consumidos.
Tratamiento: Alimentadores de Sacarosa (S) y Cebo téxico (T). 2 niveles

Replica:n=4
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Figura A3.5. QQ plot y residuos vs predichos para validar modelo ingestion

Family: gaussian (identity)
Formula: Gramos_consumidos ~ Tratamiento + (1 | Replica)
Dispersion: ~Tratamiento

Data: ingestion_total

AIC  BIC loglik deviance df.resid

63.2 63.6 -26.6 53.2 3

Random effects:

Conditional model:

Groups Name Variance Std.Dev.
Replica (Intercept) 10.45 3.233
Residual NA NA

Number of obs: 8, groups: Replica, 4

Conditional model:
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Estimate Std. Error z value Pr(>]|z|)
(Intercept) 44.108 7.188 6.137 8.43e-10 ***

TratamientoT -19.505 7.003 -2.785 0.00535 **

Signif. codes: 0 “***’0.001 ** 0.01 “*”0.05‘"0.1°"1

Dispersion model:

Estimate Std. Error z value Pr(>|z|)

(Intercept) 2.6395 0.3536 7.466 8.28e-14 ***

TratamientoT -11.2764 9615.8989 -0.001 0.999

Signif. codes: 0 “*** 0.001 ‘** 0.01 “*’ 0.05‘"0.1°"1

tapply (ingestion_totalSGramos_consumidos,ingestion_total$Tratamiento, mean)

T S
24.6025 44.1075

141



Andlisis estadistico Capitulo 4

Detalles del modelo antes y después cambio de puentes:

Modelo 1: Actividad de las hormigas antes y después del cambio de puentes

Variable respuesta: Actividad (cantidad de hormigas/min)
Momento: Antes (A) y Después (D) del cambio de puentes. 2 niveles

Tratamiento: (Mem+ y Marca+), (Mem+ y No marca), (Mem+ y Marca-), (No mem y Marca+),
(Mem-y Marca+). 5 niveles

Replica: n=6

Puentes: 18 niveles

Residual vs. predicted
No significant problems detected
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Standardized residual

Figura A4.1. Residuos vs Predichos para

025
|

validar el cambio de puentes del modelo 1

[+]
o usando el Dharma.

02 04 06 08 10

Model predictions (rank transformed)

***modelol***

modelol= gimmTMB(Actividad ~ Tratamiento*Momento + (1|Replica/Puente), dispformula =~
Tratamiento, family = nbinom1(link = "log"), data = cambio_puente)

> summary(modelo_varianza)

Family: nbinom1 ( log)

Formula: Actividad ~ Tratamiento * Momento + (1 | Replica/Puente)
Dispersion: ~Sitio
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Data: cambio_puente
AIC  BIC logLik deviance df.resid

589.8 6254 -277.9 5558 43

Random effects:

Conditional model:

Groups Name Variance Std.Dev.
Puente:Replica (Intercept) 6.856e-10 2.618e-05
Replica (Intercept) 8.033e-02 2.834e-01

Number of obs: 60, groups: Puente:Replica, 18; Replica, 6

Conditional model:
Estimate Std. Error z value Pr(>]|z|)

(Intercept) 3.39187 0.33383 10.160 < 2e-16 ***

NoMem>Marca+ -2.36674 0.71562 -3.307 0.000942 ***
Mem+>Marca- 1.94537 0.33019 5.892 3.82e-09 ***
Mem+>NoMarca 1.75998 0.35745 4.924 8.49e-07 ***

Mem+>Marca+ 1.94515 0.31470 6.1816.37e-10 ***
MomentoD -0.24897 0.42693 -0.583 0.559784
NoMem>Marca+:MomentoD 2.34268 0.78215 2.995 0.002743 **
Mem+>Marca-:MomentoD 0.09514 0.45358 0.210 0.833859
Mem+>NoMarca:MomentoD -0.49078 0.51619 -0.951 0.341719

Mem+>Marca+:MomentoD 0.27554 0.42929 0.642 0.520969

Signif. codes: 0 “***’0.001 **' 0.01 *” 0.05‘"0.1"1

Dispersion model:

Estimate Std. Error z value Pr(>|z|)

(Intercept) 2.9890 0.4734 6.314 2.72e-10 ***
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NoMemoria>Marca+ -0.6179 0.7532 -0.820 0.4120
Memoria+>Marca- -0.3841 0.6703 -0.573 0.5666
Memoria+>NoMarca 0.4921 0.6472 0.760 0.4471

Memoria+>Marca+ -4.0975 2.3213 -1.765 0.0775.

Signif. codes: 0 “*** 0.001 ‘**’ 0.01 “*’ 0.05‘"0.1°"1

tapply(cambio_antesSActividad , cambio_antesSTratamiento, FUN = mean)

Mem->Marca+ NoMem>Marca+ Mem+>Marca- Mem+>NoMarca Mem+>Marca+

30.83 3.16 212.83 172.66 216.83

tapply(cambio_despuesSActividad ,cambio_despuesSTratamientos,mean)
Mem->Marca+ NoMem>Marca+ Mem+>Marca- Mem+>NoMarca Mem+>Marca+

24.33 23.33 190.0 93.5 222.66

Contraste entre Momentos (A-D) dentro de cada tratamiento

Valores en negrita representan p-valor<0.05.

Signif. codigo: 0 ***" 0.001 ***’ 0.01 *'0.05°"0.1°"1

***emmeansl***

meaniel <- emmeans(modelol, pairwise ~ Momento | Tratamiento)
print (meanie)

Scontrasts

Tratamiento = Mem->Marca+:

contrast estimate SE df t.ratio p.value

A-D 0.2466 0.4192 43 0.588 0.5594

21,08% menor que la actividad después cambio puentes

Tratamiento = NoMem>Marca+:
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contrast estimate SE df t.ratio p.value
A-D -2.09290.6544 43 -3.198 0.0026 **

670% mayor que la actividad después cambio puentes

Tratamiento = Mem+>Marca-:
contrast estimate SE df t.ratio p.value
A-D 0.14440.142143 1.016 0.3151

10.72% menor que la actividad después cambio puentes

Tratamiento = Memoria+>NoMarca:

contrast estimate SE df t.ratio p.value

A-D 0.73370.2903 43 2.528 0.0152 *

45,85% menor que la actividad después cambio puentes
Tratamiento = Memoria+>Marca+:

contrast estimate SE df t.ratio p.value

A-D -0.0266 0.0445 43 -0.596 0.5541

2,69% mayor que la actividad después cambio puentes

Results are given on the log (not the response) scale.
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Figura A4.2. Emmean contraste de los momentos (A-D) dentro de cada tratamiento en el modelo 1.

Contraste entre tratamientos dentro de cada Momento (A-D)

Valores en negrita representan p-valor<0.05

Signif. codigo: 0 “***’ 0.001 “**’ 0.01 ‘*'0.05°"0.1°"1
***emmeans2***

meanie2 <- emmeans(modelol, pairwise ~ Tratamiento | Momento)
print (meanie2)

Scontrasts

Momento = A:

contrast estimate SE df t.ratio p.value
(Mem->Marca+) - (Mem+>Marca-) -1.945367 0.33043 -5.892 <.0001
(Mem->Marca+) - (Mem+>Marca+) -1.945150 0.31543 -6.181 <.0001
(Mem->Marca+) - (Mem+>NoMarca) -1.759984 0.357 43 -4.924 0.0001
(Mem->Marca+) - (NoMem>Marca+) 2.366743 0.716 43 3.307 0.0155

(Mem+>Marca-) - (Mem+>Marca+) 0.000217 0.110 43 0.002 1.0000
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(Mem+>Marca-) - (Mem+>NoMarca) 0.185383 0.202 43 0.918 0.8883
(Mem+>Marca-) - (NoMem>Marca+) 4.3121100.652 43 6.613 <.0001
(Mem+>Marca+) - (Mem+>NoMarca) 0.185166 0.175 43 1.055 0.8280
(Mem+>Marca+) - (NoMem>Marca+) 4.311893 0.644 43 6.692 <.0001

(Mem+>NoMarca) - (NoMem>Marca+) 4.126727 0.666 43 6.194 <.0001

Momento = D:

contrast estimate SE df t.ratio p.value
(Mem->Marca+) - (Mem+>Marca-) -2.040508 0.365 43 -5.587 <.0001
(Mem->Marca+) - (Mem+>Marca+) -2.220688 0.349 43 -6.369 <.0001
(Mem->Marca+) - (Mem+>NoMarca) -1.269201 0.424 43 -2.990 0.0352
(Mem->Marca+) - (NoMem>Marca+) 0.024063 0.447 43 0.054 1.0000
(Mem+>Marca-) - (Mem+>Marca+) -0.1801800.118 43 -1.533 0.5473
(Mem+>Marca-) - (Me+>NoMarca) 0.771307 0.269 43 2.868 0.0476
(Mem+>Marca-) - (NoMem>Marca+) 2.064571 0.303 43 6.820 <.0001
(Mem+>Marca+) - (Mem+>NoMarca) 0.951487 0.246 43 3.866 0.0032
(Mem+>Marca+) - (NoMem>Marca+) 2.2447510.283 43 7.946 <.0001

(Mem+>NoMarca) - (NoMem>Marca+) 1.293264 0.372 43 3.476 0.0098

Results are given on the log (not the response) scale.

P value adjustment: dunnettx method for comparing a family of 5 estimates
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Figura A4.3. Emmean contraste entre los tratamientos dentro de cada momento (A-D) en el modelo 1.

Detalles del Modelo después cambio de puentes estandarizado:

Cambio Actividad Estandarizada = (Actividad Después del Cambio puentes) / (Actividad
Antes del Cambio puentes)

Modelo 2: Actividad estandarizada después del cambio puentes

Variable respuesta: Cambio Actividad

Tratamiento: (Mem+ y Marca+), (Mem+ y No marca), (Mem+ y Marca-), (No mem y Marca+),

(Mem-y Marca+). 5 niveles

Replica: n=6
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simul_res <- simulateResiduals(modelo_gamma)

plot(simul_res)

DHARMa residual

Residual vs. predicted

QQ plot residuals No significant problems detected
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Figura A4.4. QQ plot y residuos vs predichos para validar modelo 2.

***modelo2***

modelo_gamma <- glmmTMB(Activity_change ~ Treatment + (1 | Replica),dispformula = ~
Tratamiento,

data = model2, family = Gamma(link = "log"))

summary(modelo_gammaz2)

Family: Gamma (log)
Formula: Activity_change ~ Treatment + (1 | Replicate)
Dispersion: ~Treatment

Data: model2

AIC  BIC loglik deviance df.resid

724 879 -25.2 504 19
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Random effects:

Conditional model:
Groups Name Variance Std.Dev.
Replicate (Intercept) 3.38e-11 5.81e-06

Number of obs: 30, groups: Replicate, 6

Conditional model:

Estimate Std. Error z value Pr(>|z|)
(Intercept) -0.2284 0.1089 -2.10 0.036*
TreatmentMem+>Mark- 0.0692 0.1766 0.39 0.695
TreatmentMem+>Mark+ 0.2571 0.1197 2.15 0.032*
TreatmentMem+>NoMark -0.4094 0.3758 -1.09 0.276

TreatmentNoMem>Mark+ 3.7757 0.4546 8.31 <2e-16 ***

Signif. codes: 0 “*** 0.001 ‘** 0.01 “*’ 0.05‘"0.1°"1

Dispersion model:

Estimate Std. Error z value Pr(>|z|)
(Intercept) 2.642 0.571 4.63 3.6e-06 ***
TreatmentMem+>Mark- -0.488 0.804 -0.61 0.54407
TreatmentMem+>Mark+ 1.576 0.811 1.94 0.05193.
TreatmentMem+>NoMark -2.389 0.772 -3.10 0.00196 **

TreatmentNoMem>Mark+ -2.798 0.760 -3.68 0.00023 ***

Signif. codes: 0 “***’ 0.001 **'0.01 *’ 0.05‘”0.1°"1

meanie <- emmeans(modelo_gamma2, pairwise ~ Treatment)

print (meanie)

Semmeans
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Treatment emmean SE df asymp.LCL asymp.UCL
Mem->Mark+ -0.228 0.1089 Inf -0.4419 -0.015
Mem+>Mark- -0.159 0.1390 Inf -0.4316 0.113
Mem+>Mark+ 0.029 0.0495 Inf -0.0684 0.126
Mem+>NoMark -0.638 0.3597 Inf -1.3428 0.067

NoMem>Mark+ 3.547 0.4413 Inf  2.6823 4.412

Results are given on the log (not the response) scale.

Confidence level used: 0.95

Scontrasts

contrast estimate SE df z.ratio p.value
(Mem->Mark+) - (Mem+>Mark-) -0.069 0.177 Inf -0.392 0.9950
(Mem->Mark+) - (Mem+>Mark+) -0.257 0.120 Inf -2.148 0.1998
(Mem->Mark+) - (Mem+>NoMark) 0.409 0.376 Inf 1.090 0.8121
(Mem->Mark+) - (NoMem>Mark+) -3.776 0.455 Inf -8.306 <.0001
(Mem+>Mark-) - (Mem+>Mark+) -0.1880.148 Inf -1.273 0.7081
(Mem+>Mark-) - (Mem+>NoMark) 0.4790.386 Inf 1.241 0.7270
(Mem+>Mark-) - (NoMem>Mark+) -3.706 0.463 Inf -8.010 <.0001
(Mem+>Mark+) - (Mem+>NoMark) 0.666 0.363 Inf 1.836 0.3529
(Mem+>Mark+) - (NoMem>Mark+) -3.519 0.444 Inf -7.923 <.0001

(Mem+>NoMark) - (NoMem>Mark+) -4.185 0.569 Inf -7.351 <.0001

Results are given on the log (not the response) scale.

P value adjustment: tukey method for comparing a family of 5 estimates
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Figura A4.5. Emmeans de contrastes entre los tratamientos en el modelo 2.

152



Andlisis estadistico Capitulo 5

Prueba palatabilidad

Variable respuesta = porcentaje de aceptacion

Tratamientos = Sacarosa, Téxico y Quinina. 3 niveles.

anova_result <- aov(Porcentaje_aceptacion ~ Tratamientos, data = palatabilidad)
summary(anova_result)
Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Tratamientos 2 51562 25781 565.7 <2e-16 ***
Residuals 35 1595 46

Signif. codes: 0 “***/0.001 “**' 0.01 ‘*’ 0.05°‘"0.1°'1

TukeyHSD(anova_result)
Tukey multiple comparisons of means

95% family-wise confidence level

Fit: aov(formula = Porcentaje_aceptacion ~ Tratamientos, data = palatabilidad)

STratamientos

diff lwr upr padj
$-Q 86.8727503 80.24117 93.504329 0.0000000
T-Q 86.1257888 78.33739 93.914183 0.0000000
T-5-0.7469615 -7.37854 5.884617 0.9590274

Prueba mortalidad

Variable respuesta = proporcidn de hormigas vivas/frasco
Tiempo (horas) = 1 a 6 horas de ingerir téxico. 6 niveles. Cuantitativa
Tratamiento = Sacarosa y Toéxico. 2 niveles.

Replica = n: 32
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modelo_mortalidad= glmmTMB(Prop_vivas ~ Tratamiento * Tiempo + (1|Replica), weights=

Total, data = ensayo_mortalidad, family = binomial()
summary(modelo_mortalidad)

Family: binomial ( logit)

Formula: Prop_vivas ~ Tratamiento * Tiempo + (1 | Replica)
Data: ensayo_mortalidad

Weights: Total

AIC  BIC loglik deviance df.resid

83.0 1028 -36.5 73.0 379

Random effects:

Conditional model:
Groups Name Variance Std.Dev.
Muestras (Intercept) 2.608 1.615

Number of obs: 384, groups: Muestras, 32

Conditional model:

Estimate Std. Error z value Pr(>|z|)

(Intercept) 20.920 150856.200 0 1
TratamientoT -8.060 150856.200 0 1
Tiempo 4.622 148568.648 0 1

TratamientoT:Tiempo -6.189 148568.648 0 1
tapply(sSProp_vivas,sSTiempo,mean)
1 2 3 4 5 6
1.00000 1.00000 1.00000 1.000001.00000 1.00000
tapply(tSProp_vivas,tSTiempo,mean)

1 2 3 4 5 6

1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 0.96875 0.93125
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Prueba motilidad

Variable respuesta: Cruces (Promedio cantidad de cruces/min)
Tiempo_c = tiempo como variable continua para el analisis principal

Tiempo: De t0 a t6. 7 niveles. Como factor (una a seis horas después de la ingestién) para los
contrastes a posteriori.

Tratamiento: Sacarosa (S) y Téxico (T). 2 niveles.

Replica: n=31.

DHARMa residual

Residual vs. predicted

QQ plot residuals No significant problems detected
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Figura A5.1. QQ plot y residuos vs predichos para poner a pruebas los supuestos en el modelo 2.

modelo_motilidad = glmmTMB(Cruces ~ Tratamiento * Tiempo_c +
(1 + Tiempo_c | Replica), data= Ensayos_motilidad)

summary(modelo_motilidad)
Family: gaussian ( identity )
Formula: Cruces ~ Tratamiento * Tiempo_c + (1 + Tiempo_c | Replica)

Data: Ensayos_motilidad
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AIC  BIC loglik deviance df.resid

1547.1 1579.6 -765.5 1531.1 426

Random effects:

Conditional model:

Groups Name Variance Std.Dev. Corr

Muestras (Intercept) 0.19926 0.4464
Tiempo_c 0.01364 0.1168 -0.64

Residual 1.85744 1.3629

Number of obs: 434, groups: Muestras, 31

Dispersion estimate for gaussian family (sigma”2): 1.86

Conditional model:

Estimate Std. Error z value Pr(>|z|)
(Intercept) 3.91742 0.18506 21.169 < 2e-16 ***
TratamientoT -0.44616 0.23588 -1.891 0.05856 .
Tiempo_c -0.15985 0.05079 -3.147 0.00165 **

TratamientoT:Tiempo_c -0.10315 0.06542 -1.577 0.11486

Signif. codes: 0 “***’0.001 “**’ 0.01 *’ 0.05‘"0.1"1

modelo_contrastes = glmmTMB(Cruces ~ Tratamiento * Tiempo +

(1 + Tiempo | Muestras), data=Ensayos_motilidad)

meanie2 <- emmeans(modelo_contrastes, pairwise ~ Tratamiento | Tiempo)
print (meanie2)

Contrastes entre tratamientos

Valores en negrita representan p-valor < 0.05
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Signif. codigos: 0 “***’ 0.001 **’0.01 *’0.05°”0.1°"1

Scontrasts
Tiempo = t0:
contrast estimate SE df t.ratio p.value

S-T 0.4370.3143911.390 0.1653

Tiempo = t1:
contrast estimate SE df t.ratio p.value

S-T 0.7700.314 391 2.450 0.0147

Tiempo = t2:
contrast estimate SE df t.ratio p.value

S-T 0.3030.3143910.963 0.3360

Tiempo = t3:
contrast estimate SE df t.ratio p.value

S-T 0.8980.314 391 2.859 0.0045

Tiempo = t4:
contrast estimate SE df t.ratio p.value

S-T 0.7840.314 391 2.495 0.0130

Tiempo = t5:
contrast estimate SE df t.ratio p.value

S-T 1.0340.3143913.291 0.0011

Tiempo = t6:
contrast estimate SE df t.ratio p.value

S-T 1.0630.314 391 3.385 0.0008
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tapply(toxicoSCruces, téxicoSTiempo, mean)

t0 tl t2 t3 t4 t5 t6
3.8919355 2.6892473 3.1741935 2.2462366 2.7064516 2.0451613 2.0225806

tapply(sacarosa$SCruces, sacarosaSTiempo, mean)

t0 t1 t2 t3 t4 t5 t6
4.3290323 3.4591398 3.4768817 3.1446237 3.4903226 3.0790323 3.0860215

% Cambio motilidad entre Sy T en funcién de los tiempos

t1 = la motilidad en las hormigas que ingirieron cebo téxico es 22,25% menor que en las de
sacarosa

t2 = la motilidad en las hormigas que ingirieron cebo téxico es 8,91% menor que en las de
sacarosa

t3 = la motilidad en las hormigas que ingirieron cebo téxico es 28,34% menor que en las de
sacarosa

t4 = la motilidad en las hormigas que ingirieron cebo téxico es 22,57% menor que en las de
sacarosa

t5 = la motilidad en las hormigas que ingirieron cebo téxico es 33,77% menor que en las de
sacarosa

t6 = la motilidad en las hormigas que ingirieron cebo téxico es 34,41% menor que en las de
sacarosa

Prueba recuperacion de la actividad

Variable respuesta: Porcentaje actividad con respecto a la linea de base

Tiempo: tiempo en horas desde la remocion del grupo recolector. Linea de base (antes de quitar
el grupo recolector), alas 0 h, 1, 2 y 3h). 4 niveles

Replica: n: 4

modelo_gee <- geeglm(Porcentaje_actividad ~ Tiempo,

id = Replica, corstr = "exchangeable")
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summary(modelo_gee)

Call:

geeglm(formula = Porcentaje_actividad ~ Tiempo, data = recuperacion_actividad,

id = Replica, corstr = "exchangeable")

Coefficients:

Estimate Std.err Wald Pr(>|W|)
(Intercept) 0.9741 0.0172 3201.08 <2e-16 ***
TiempoO -0.7628 0.0475 257.97 <2e-16 ***
Tiempol -0.3478 0.0240 209.90 <2e-16 ***
Tiempo2 -0.0126 0.1295 0.01 0.92

Tiempo3 0.3109 0.2046 2.31 0.13

Signif. codes: 0 “*** 0.001 ‘** 0.01 “*’ 0.05‘"0.1°"1

Correlation structure = exchangeable

Estimated Scale Parameters:

Estimate Std.err
(Intercept) 0.0353 0.0141

Link = identity

Estimated Correlation Parameters:
Estimate Std.err
alpha 0.22 0.56

Number of clusters: 7 Maximum cluster size: 5
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