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Una Camila en su entorno natural: escritorio desordenado, restos de papel v comida, cremas, con el
computador en los comentarios de la tesis y jugando con cosas que no habia visto nunca, como en este caso,
CO4 solido. Es entropia, hay que aceptarla y no vale la pena gastar energia innecesariamente para combatirla,

Ingresé a bachillerato por la curiosidad de aprender sobre ciencias sociales, era una buena
oportunidad para estudiar temas de 4reas a las que no me dedicaria, ya que sabia que mi
lado era las ciencias naturales y en particular la biologia. Animada por un profesor de
filosofia, postulé a bachillerato y quedé. Fue un proceso dificil pero apasionante, que me
ayudé a ampliar mi mente, y poder integrar lo aprendido en diferentes areas del
conocimiento y ver las tematicas en la carrera desde diferentes perspectivas. En abril 2010
ingres¢ a Biologia Ambiental, en primero-segundo-tercer afio, tenia tantos ramos
homologados y me faltaban tantos de primer afio que me paseaba por todos los niveles
casi. En diciembre de 2010 vi un letrero en el bafio de nifias de un tesista doctoral que
necesitaba un ayudante en temas conductuales en insectos, habiendo tenido el afio anterior
el ramo de etologia en bachillerato (donde sali enamorada del estudio de la conducta) y
después de tantos veranos en clases por bachillerato, me dije “total un verano mas en la
U, no creo que sea tan terrible” y escribi el mail. Ingresé al Laboratorio de Quimica
Ecolégica en diciembre de 2010 por una pasantia de verano, recibi una muy buena
evaluacion que después me dijeron que no tenia nota formal, donde mi estadia en el
laboratorio no seria mayor a seis meses. Y aqui estoy, terminando mi seminario de titulo
(0 “latesis”) en 2015, con la compafifa y el apoyo de cada una de las personas que, de una
u otra forma, ayudaron a que “la tesis” tuviera un final feliz.
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RESUMEN

En insectos sociales, el reconocimiento de compafieros de nido soporta la
estructura social de las colonias. Las termitas son insectos sociales en las que pueden
distinguirse tres castas principales: reproductores primarios encargados de la
reproduccion, obreras o pseudo-obreras encargadas de la mantencién del nido, y soldados
encargados de la defensa de la colonia. De acuerdo con su conducta de nidificacion, se
reconocen tres tipos de termitas: a) de una pieza, que anidan 'y forrajean en un mismo
sustrato de madera, b) termitas de piezas separadas, que anidan y forrajean en sustratos
diferentes, teniendo que salir del nido para obtener los recursos alimenticios, y ¢) termitas
de piezas intermedias, que anidan y forrajean en un mismo sustrato, pero que tienen la
capacidad de cambiar de sustrato si el alimento en él se hace escaso. La presencia de
soldados en colonias de piezas separadas y de piezas intermedias se explica dado el flujo
de individuos entre la colonia y el exterior de esta, considerando que el rol de los soldados
es defender a las termitas que salen a forrajear y evitar que intrusos entren al nido. La
presencia de soldados parece menos comprensible en el caso de las nidificadoras de una
pieza, tomando en cuenta que no toman contacto con el exterior del nido, solo cuando
fundan uno nuevo. Una hipétesis que explicaria la presencia de soldados en termitas de
una pieza, es que éstos cumplirian un rol defensivo ante dos situaciones que podrian
ocurtir en un contexto natural: a) la busqueda de un lugar donde anidar, por parte de una
pareja recién formada que requiere fundar una nueva colonia, lugar que puede estar

ocupado por una colonia residente y b) el establecimiento de una colonia en un sustrato



donde ya existe otra, situacion en que los obreros o pseudo obreros de ambas colonias
vecinas pueden convertirse en invasores cuando excavan las galerias de sus colonias en
expansion. Si esta hipotesis es correcta, entonces los soldados deberian tener la capacidad
de discriminar entre compafieros y no compaiieros de nido de diferentes castas y, como
en otros insectos sociales, este reconocimiento podria estar mediado por hidrocarburos
cuticulares. En este seminario de titulo, se reanalizaron los datos de bioensayos
conductuales obtenidos por Melendez (2014) de modo de evaluar el fenomeno de
reconocimiento de compafieros de nido. Ademds se analizaron los extractos de
compuestos quimicos cuticulares de los individuos utilizados en los bioensayos
conductuales antes mencionados, y asi hacer una comparacién entre composicion quimica
y conducta. Para evaluar el rol de los hidrocarburos cuticulares se realizaron nuevos
bioensayos entre un soldado y un reproductor muerto bajo diferentes tratamientos. Los
resultados evidenciaron el fendmeno de reconocimiento de compafieros de nido, dado que
el soldado mostré mayor agresion hacia no compafieros de nido que hacia compafieros de
nido; encontrandose que los hidrocarburos cuticulares fueron los que, al menos en parte,

mediaron este reconocimiento.



ABSTRACT

In social insects, nestmate recognition supports the social structure of colonies. Termites
are social insects that can be classified in three main castes: primary reproductors in charge
of reproduction, workers or pseudo-workers in charge of nest maintenance, and soldiers
in charge of colony defense. According to their nesting behavior, three kinds of termites
are recognized: a) one-piece nesters that nest and forage in a single piece of wood, b)
separate-piece nesters that nest and forage in different substrates, leaving the nest to obtain
their food supply, and ¢) intermediate-piece termites that nest and forage in the same
substrate, but have the capacity to change substrate if food becomes scarce. The presence
of soldiers in separate and intermediate colonies is explained by the flow of individuals
between the colony and the outside, considering that the role of soldiers is to defend
foragers and avoid intruders entering the nest. The presence of soldiers appears less
understandable in one-piece nesters which do not have contact with the outside. The
presence of soldiers in a defensive context within the colony in one-piece termites maybe
hypothesized when: i) the recently paired couples search for a nesting site during
swarming, and ii) when in the same substrate neighboring conespecific colonies coexist
whose workers or pseudo-workers can become invaders when they dig galleries and
expand the colony. If these hypotheses are correct, then soldiers should have the capacity
to discriminate between nestmates and non-nestmates of different casts and, as in other
social insects, this recognition could be mediated by cuticular hydrocarbons. In this thesis,
behavioral bioassay data extracted from Melendez (2014) were reanalyzed to evaluate

nestmate recognition. Cuticular chemical compounds were analyzed for the bioassayed



individuals used in behavioral bioassays aforementioned and then, a correlation between
chemical and behavioral data was assessed. To establish the role of cuticular
hydrocarbons, new bioessays were performed between a soldier and a dead reproductor
under different treatments. Results showed the phenomenon of nestmate recognition,
given that soldiers showed greater aggression towards non-nestmates that nestmates;

moreover, cuticular hydrocarbons were found to mediate this recognition.



INTRODUCCION

El reconocimiento es la capacidad que tiene un individuo de identificar a otros individuos,
tanto de su especie como de otras especies (Sherman y col. 1997). El reconocimiento
intraespecifico permite la identificacion entre los miembros de una especie en diversos
contextos. Por ejemplo, en la eleccion de pareja reproductiva, el reconocimiento de
parentesco podria jugar un rol clave en alcanzar un balance dptimo entre endogamia y
exogamia (Bateson 1983), mientras que en un contexto social, el reconocimiento de
compaiieros de nido seria importante en mantener la estructura de la colonia (Holldobler
y Wilson 1990), favoreciendo una alta cooperatividad y una baja agresion entre sus
miembros (Paxton y col. 1999). El reconocimiento se hace posible cuando un organismo
(0 més de uno) porta o emite una sefial (de naturaleza quimica, visual, vibratoria, €16, ),
que es detectada y procesada por otro organismo, el cual responde a nivel fisiologico o
conductual. La constatacion de esta respuesta permite evidenciar la ocurrencia del
fendmeno de reconocimiento, de modo que si un individuo responde diferencialmente
frente a distintos organismos que poseen (o emiten) sefiales particulares, tal respuesta se
conoce como discriminacion conductual (Smith y Breed 1995). En tal sentido, se ha
demostrado en diversas especies de insectos sociales la ocurrencia de conductas menos
intolerantes hacia individuos de la misma colonia y mas intolerantes hacia individuos
provenientes de colonias distintas (Michener y Smith 1987). Dado que el éxito de las
sociedades de insectos depende de la habilidad de sus miembros de defender sus recursos

y de mantener la viabilidad de la colonia (Sobotnik y col. 2008), se postula que el valor



adaptativo del reconocimiento estd vinculado también con la defensa de la colonia (Breed
y Bennett 1987).

Estudios en insectos de diferentes grupos taxondmicos (Kaib y col. 2004;
Gadagkar 1985; Waldman 1988) han demostrado que el reconocimiento de compatfieros
de nido depende de sefiales olfatorias (o quimicas) para discriminar a los miembros del
grupo familiar de otros conespecificos (Smith y Breed 1995), siendo los compuestos
cuticulares de baja volatilidad (Smith y Breed 1995), en particular los hidrocarburos
cuticulares (HCC), los que cumplirfan un rol como principal sefial de reconocimiento
(Singer 1998, Kaib y col. 2002). Estos compuestos tienen ademés como funcién posibilitar
la retencion del agua, proteger contra la abrasion, y actuar como barrera contra
microorganismos (Howard y Blomquist 1982).

Las termitas (Isoptera) son un grupo de insectos sociales con desarrollo
hemimetébolo (Lo y Eggleton 2011, Ripa y Luppichini 2004), que viven en colonias
constituidas por castas, principalmente reproductores (Figura 1), obreros o pseudo-obreros
(Figura 2) y soldados (figura 3). Los reproductores se refieren a rey, reina y alados; la
reina generalmente es la Gnica que pone huevos y el rey la fecunda constantemente (Korb
2008), en tanto los alados son reproductores con alas que nacen en una colonia y estan
preparados para abandonar el nido en un evento de enjambrazén y potencialmente fundar
nuevas colonias (Eggleton 2011). Por otro lado, los reproductores se pueden categorizar
en primarios (aquellos que fundan una nueva colonia después de la enjambrazon) y
secundarios o neoténicos (reproductores que nunca han tenido alas y que se desarrollaron
dentro del nido a través de una sola muda en la cual sus gonadas crecieron y se

desarrollaron) (Korb y Hartfelder 2008). Los obreros o pseudo-obreros constituyen la



casta mas abundante dentro de la colonia, cumpliendo labores de recoleccion de alimento
y agua, construccion y mantenciéon del nido, cuidado de crias y de las otras castas
(Eggleton 2011). Los pseudo-obreros difieren de los obreros pues son individuos que
carecen de diferenciacion morfologica y, a diferencia de los obreros, tienen la
potencialidad de transformarse en alados o en soldados o mantenerse como pseudo-
obreros toda su vida (Korb y Hartfelder 2008); finalmente los soldados son responsables
de la defensa del nido (Noirot y Darlington 2000) y en particular del rey y de la reina

(Korb y Hartfelder 2008).

Figura 1: Pareja de reproductores primarios de Neotermes chilensis



Figura 2: Grupo de pseudo-obreras (blancas) de Neofermes chilensis.

Figura 3: Soldado de Neotermes chilensis



En un evento de enjambrazon, los individuos alados abandonan la colonia,
encuentran pareja y buscan un sustrato (madera o suelo, dependiendo de la especie) donde
construir su nido y asi fundar una nueva colonia (Eggleton 2011); dicho sustrato puede

estar libre de termitas o puede ser uno con colonias ya establecidas (Figura 4).

Reproductores
primarios

Huevos I

Tandem

Pseudo-obreras

Estados
Alados ninfales

Soldados

Figura 4: Ciclo de vida de Neotermes chilensis.

Segun su conducta de nidificacion las termitas han sido agrupadas en tres
categorias (Eggleton y Tayasu 2001): i) nidificadoras de multiples piezas, que anidan y
forrajean en sustratos diferentes, ii) nidificadoras de una pieza, que anidan y forrajean en
un mismo sustrato v iii) nidificadoras de piezas intermedias, que anidan y forrajean en un
mismo sustrato, pero tienen la capacidad de moverse a otro cuando el recurso se torna

€scaso.



En termitas de multiples piezas y de piezas intermedias, la casta obrera sale del
nido en busca de alimento para la colonia, los soldados defienden a la colonia de
potenciales competidores intraespecificos como miembros de otras colonias, €
interespecificos como potenciales depredadores (Korb y Hartfelder 2008). Sin embargo,
en termitas de una pieza, no hay flujo de individuos hacia o desde el exterior (Korb y
Hartfelder 2008), por lo cual el rol defensivo de los soldados se manifestaria en
interacciones con depredadores o interacciones intraespecificas ya sea durante la
enjambrazon, cuando la pareja que fundara una nueva colonia busca un lugar de
nidificacién y cabe la posibilidad que ella intente nidificar en sustratos ya ocupados; 0
frente a la presencia de colonias vecinas que pudieran constituir también eventuales
fuentes de invasiones. En cualquiera de estas situaciones, el papel defensivo de los
soldados se basa en su capacidad para distinguir entre compafieros de nido y no
compafieros de nido.

En termitas de multiples piezas, se ha demostrado que los HCC estan involucrados
en el reconocimiento de compafieros de nido (Clément y Bagnéres 1998, Batista-Pereira
y col. 2004, Kaib y col. 2004). No se han publicado trabajos sobre reconocimiento de
compafieros de nido en termitas nidificadoras de una pieza.

Neotermes chilensis (Kalotermitidae) es una de las cinco especies de termitas
descritas en Chile. Es una termita endémica, nidificadora de una pieza, que en la zona
central de Chile coloniza la madera seca de distintas especies nativas. Entre sus
hospederos se encuentran los escapos secos del chagual (Puya spp.) (Ripa y Luppichini
2004). En estos tltimos, se ha observado que un mismo escapo puede contener una o mas

colonias (datos no publicados), y bioensayos preliminares han mostrado que la agresividad

10



de los soldados hacia individuos de otras castas aumenta en la medida que la distancia

entre los nidos sometidos a interaccién aumenta; sin embargo, los niveles de agresividad

no varian entre castas (Melendez 2014).

Problema estudiado

De acuerdo con las observaciones preliminares en N. chilensis, los niveles de agresividad
de los soldados hacia individuos de distintas castas son mayores conforme aumenta la
distancia de procedencia de las colonias y a su vez son menos agresivos hacia individuos
compafieros de nido de diferentes castas que hacia individuos provenientes de otras
colonias, lo cual es un indicador conductual del fendmeno de reconocimiento entre
compafieros de nido. Adicionalmente, en termitas nidificadoras de multiples piezas, en las
que se ha evidenciado discriminacién entre compatieros y no compafieros de nido, se ha
demostrado que los HCC estan involucrados en el fenémeno de reconocimiento.
Considerando tales antecedentes, en este seminario de titulo se aborda el problema de la

funcion de los HCC como mediadores de ese reconocimiento en la termita nidificadora de

una pieza N. chilensis.
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Hipotesis

Dado que los soldados de N. chilensis muestran mayor agresividad hacia conespecificos
cuanto mayor es la distancia que separa sus nidos, y que el reconocimiento en otros
insectos sociales esta basado en sus perfiles de HCC, entonces existird reconocimiento de

compafieros de nido en V. chilensis, evidenciado por medio de discriminacion conductual,

y dicho reconocimiento se basara en los perfiles de HCC.
Objetivo general
e Evaluar en N. chilensis la existencia de reconocimiento de compaferos de nido y

determinar si los HCC son mediadores de este reconocimiento.

Objetivos especificos

°

Reanalizar los datos de Melendez (2014) considerando las categorias de compaiieros
de nido y no compaiieros de nido en interacciones entre soldados y cada una de las
castas presentes en una colonia de N. chilensis.

. Realizar bioensayos que evaliien el rol de los HCC en el proceso de reconocimiento

de compaiieros de nido.

. Correlacionar la conducta de compafieros y no compafieros de nido con sus

respectivos perfiles de HCC.

. Analizar y comparar los perfiles de HCC de diferentes castas de N. chilensis.
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MATERIALES Y METODOS

Descripcién del drea de estudio
Los sitios de estudio son cuesta Las Chilcas (32°52°S; 70°52°W) y cuesta La Dormida
(33°03’S; 71°00°W), ambas ubicadas en la Region de Valparaiso y separadas por unos 30

km (Figura 5). Ambos sitios presentan una vegetacion de tipo bosque esclerofilo y

matorral tipico de la zona central de Chile (Gajardo 1994).

.+ fPanque
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Modelo de estudio, colectay manipulacion

Se colectaron escapos (tallos florales secos) de Puya berteroniana (Figura 6) que
contenian nidos de Neotermes chilensis, durante el periodo comprendido entre enero y
abril de 2014, los cuales fueron llevados al laboratorio enmallados en tul (tamafio del poro
0,3 mm) de modo de evitar fuga de individuos (Figura 7). El almacenaje de los nidos se

hizo a temperatura ambiente y bajo fotoperiodo natural.

Figura 6: Tallos florales secos (escapos) de P. berteroniana.

14



Figura 7. Ejemplo de nido en tul. Colecta en terreno.

Disefio experimental

® Reandlisis de bioensayos conductuales
Todos los datos de Meléndez (2014) correspondientes a bioensayos conductuales entre un
soldado ¢ individuos de distintas castas (soldados, reproductores primarios y pseudo-
obreros) provenientes del mismo nido, de nidos del mismo parche (distancia entre nidos
menor de 300 m), del mismo sitio (distancia entre nidos entre 300m y 3 km) o de distintos
sitios (distancia entre nidos de aproximadamente 30 km), fueron reanalizados en funcion
de solo dos categorias (o tipos de interaccién): compafieros de nido y no compafieros de

nido, donde los individuos provenientes del mismo nido fueron catalogados como
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“compafieros de nido” y los que provenian de distinto nido, independientemente de la

distancia, se catalogaron como “no compatieros de nido”

e Andlisis de compuestos cuticulares
Para realizar el andlisis quimico se usaron los extractos cuticulares de los individuos
utilizados por Meléndez (2014) en el estudio de reconocimiento de compafieros de nido
en N. chilensis. Cada termita fue sumergida durante 10 minutos en 250 nL de pentano con
el fin de extraer sus compuestos cuticulares. Estos analisis, detallados posteriormente,
tuvieron por objeto analizar una relacién entre la conducta y la composiciéon quimica

cuticular de los individuos, y evaluar asi el rol de los HCC en el fenémeno conductual de

reconocimiento entre compafieros de nido.

Se efectuaron extracciones de HCC sumergiendo de forma individual cada termita
en 250 uL de pentano P.A. Asi, en adelante se utilizaré el término “extracto” para referirse
a una extraccion individual de los HCC de una termita. Los extractos se mezclaron de la
siguiente forma: se tomaron 10 extractos por cada casta (pseudo-obrero, soldado y
reproductor primario) haciendo un total de 30 extractos provenientes de Las Chilcas y lo
mismo se hizo con el sitio de La Dormida. Los extractos de ambos sitios se mezclaron de
modo de obtener un extracto que contenia la mayor cantidad de HCC de las termitas
colectadas en cada sitio de estudio, llamado “extracto maestro”. Este extracto maestro fue
posteriormente utilizado en la identificacion y asignacién de compuestos en los extractos
individuales, basdndose en anélisis por cromatografia de gases acoplada a espectrometria
de masas (GC-MS). Para ello los extractos fueron inyectados y se compararon: i) los

indices de retencion (Kovéts 1958) de los compuestos contenidos en los extractos, con
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aquellos indices de retencion de compuestos informados en literatura, y ii) los espectros
de masas (patrones de abundancias relativas de iones producidos por la fragmentacion de
las moléculas eluidas causada por bombardeo de iones con un haz de electrones: Webster
y col. 1998) de los compuestos eluidos con aquellos incluidos en una base de datos
(NIST08). Para determinar la posicion del doble enlace en el hidrocarburo no saturado, se
us6 derivatizacion con disulfuro de dimetilo siguiendo el protocolo de Attygalle (1998).
Los cromatogramas de los perfiles cuticulares individuales obtenidos fueron
analizados cualitativamente en términos de presencia y ausencia de compuestos. Con estos
resultados se evaluaron diferencias quimicas entre castas calculando un coeficiente de
similitud simple como la razon entre las coincidencias de compuestos presentes y ausentes
en una pareja de individuos, y el nimero méximo de compuestos identificados en el
cromatograma maestro (Krebs 1989). Se obtuvieron de este modo los coeficientes de
similitud simple para parejas de termitas de las castas interactuantes, vale decir, soldado-
soldado, soldado-pseudoobreras y soldado-reproductor, que fueron obtenidas desde un
mismo nido (comparacion entre castas, analizadas mediante ANDEVA) de modo de tener
la comparacién entre la similitud quimica de las parejas 'y las conductas mostradas por
cllas. Adicionalmente, se obtuvieron coeficientes de similitud para parejas de termitas de
cualquier casta obtenidas desde un mismo nido y desde distinto nido (comparacién entre
compafieros y no compafieros de nido, analizadas mediante prueba t de Student de una
cola). Por ultimo, se compararon Jos coeficientes de similitud entre parejas de termitas que
provenian de un mismo sitio y de distinto sitio (comparacion entre sitios) con el objeto de

optimizar el disefio de los bioensayos descritos a continuacion.
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e Bioensayos con compuestos cuticulares
Para determinar el rol de los HCC en el reconocimiento de compafieros de nido, se adapté
el protocolo propuesto por Flores-Prado y col. (2008), estudiando la conducta de un
soldado vivo frente a un reproductor primario conespecifico sometido a los siguientes
cuatro tratamientos: i) reproductor muerto por congelamiento durante 5 minutos a -20°C
de modo de eliminar el efecto conductual (dada la ausencia de movimiento del individuo)
no alterando su composicién quimica cuticular (n=20 compafieros de nido; n=20 no
compafieros de nido), ii) reproductor muerto sumergido en 250 pL de pentano durante 10
minutos, de modo eliminar el efecto conductual y extraer la sefial quimica (n=20
compaiieros de nido; n=20 no compatieros de nido), iii) reproductor primario proveniente
de una colonia distinta a la del soldado, al que se le extrajeron sus HCC, y que
posteriormente fue recubierto con el extracto cuticular de un reproductor primario
perteneciente a la misma colonia del soldado de modo de tener un disfraz quimico donde
el teproductor primario es fisicamente no compafiero de nido pero quimicamente
compaiiero de nido del soldado; también se realizé el bioensayo donde el reproductor
primario era fisicamente compafiero de nido pero quimicamente no compatiero de nido
del soldado (n=20 compafieros de nido; n=20 no compaiieros de nido) y iv) un control del
bioensayo anterior, donde al reproductor primario se le extrajeron y luego se repusieron
sus HCC (n = 20 compafieros de nido; n = 20 no compafieros de nido), para evaluar si la

extraccion y devolucion de los HCC afectaba la conducta del soldado.

Cada réplica de los bicensayos se llevé a cabo en placas Petri de vidrio de 12 cm

de dismetro cuya base fue cubierta con papel filtro de modo de facilitar €l movimiento del
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individuo focal (soldado). Una vez que los dos individuos fueron introducidos en la placa

Petri, ésta se cerré con su tapa de vidrio y se procedié a grabar con una camara Sony ®

Cybershot durante 15 minutos.

e Andlisis de videos y conductas de bioensayos
Para el andlisis de los bioensayos, se identificé un conjunto de conductas catalogadas
como intolerantes y tolerantes a partir de conductas definidas en investigaciones anteriores
realizadas en insectos sociales (Kaib y col. 2004; Haverty y Thorne 1989; Jmhasly y
Leuthold 1999; Cornelius y Osbrink 2003; Sobotnik y col. 2008; Flores-Prado y col.
2008); las conductas analizadas est4n descritas en la Tabla 1. Las grabaciones de los
bioensayos fueron registradas y analizadas con el programa JWatcher V1.0 (Blumstein y

col. 2007), el cual permite registrar la frecuencia y la duracién de cada una de las

conductas.
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Tabla 1. Clasificacion de las conductas observadas en bioensayos con N. chilensis.

Clasificacion abe i g :
do Conductas Conductas Descripcion (FPi)
Morder Morder perforando el exoesqueleto i
Alzar o Levantar con las mandibulas sin dafio 6
agarrar aparente
Abrir . ] . y
- Abrir las mandibulas a una distancia
mandibulas, ; b d
s equivalente o menor a una longitud corporal
proximo
Abrir y , . :
y Abrir las mandibulas a una distancia mayor a
mandibulas, ) : 4
faiad la equivalente a una longitud corporal
Intolerante <08
Retroceder | Huir o retroceder después de contacto directo 3
Mover el cuerpo a manera de saltos,
Vibrar sacudidas corporal hacia arriba y abajo, o 2
hacia delante y atras muy rapidamente
No desplazarse estando a una distancia
Permanecer : .
: S mayor a la equivalente a una longitud 2
quieto, lejos
corporal
Trasladarse por las paredes de la arena
Escapar ; . 1
intentando huir
Pasar Pasar por encima o debajo del oponente 2
Pe ; ;
Tolerante rrlrlliirtlscer No desplazarse estando a una distancia 1
qHLETE; . equivalente o menor a una longitud corporal
préximo

“proximo se considerd cuando ambos individuos se encontraban a una distancia
equivalente a una longitud corporal, como maximo.

*lejos se considerd cuando ambos individuos se encontraban a una distancia mayor a una
longitud corporal.

FPi: Factor de ponderacion de la conducta i.

o Indice conductual
Se le asigné a cada conducta un factor de ponderacién sobre la base de estudios anteriores
con termitas (Jmhasly y Leuthold 1999; Roulston y col. 2003; Kaib y col. 2004; Sobotnik
y col. 2008). Este factor de ponderacion tomd un valor de 7 para la conducta més
intolerante y de 1 para aquella menos intolerante, mientras que en el caso de conductas

tolerantes tomé un valor de 2 para aquella conducta mas tolerante y un valor de 1 para
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aquella menos tolerante, como se indica en la Tabla 1. Con estas conductas y sus

respectivas ponderaciones se calculd el siguiente indice conductual:

IC = Intolerante — Tolerante = X[TTCIi X FPIi)-X(TTCTi x FPTi)

donde:
IC : indice conductual
TTCI; : tiempo total que duré la conducta intolerante 7 realizada por el soldado.
FPI;  : factor de ponderacion de intolerancia asignado para la conducta i.
TTCT; : tiempo total que durd la conducta tolerante j realizada por el soldado.
FPTj :factor de ponderacién de tolerancia asignado para la conducta ;.
Cabe hacer notar que dada la formula del indice conductual, cuando los valores son

mayores que cero existe un predominio de las conductas intolerantes respecto a las

tolerantes.

® Andlisis estadistico de los resultados de los bioensayos
Se realiz6 una prueba de t de Student de una cola para comparar el indice conductual entre
las interacciones compafieros de nido y no compafieros de nido. Cuando no se cumplieron
los supuestos de normalidad y homocedasticidad que exige la prueba anterior, se aplicaron
transformaciones a logaritmo natural o se elevaron al cuadrado los valores de modo de
normalizar los datos y equiparar sus varianzas; si aun asi no se lograron dichas
condiciones, se realiz6 una prueba no paramétrica de Mann-Whitney (Siegel y Castellan

1988). Los analisis estadisticos fueron llevados a cabo con el programa SigmaPlot 12

(Systat 2011).
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RESULTADOS

Reconocimiento de comparieros de nido

La Figura 8 muestra que el indice conductual fue significativamente mayor en no-

compafieros de nido que en compafieros de nido (Fy, j19= 6,242; P = 0,014); sin embargo,

no se encontraron diferencias significativas a nivel de castas (Fz, 119=0,188; P = 0,829), ni

en la interaccion entre factores (F2, 110= 0,297; P = 0,744).

16
14
12

10

Indice Conductual

z

=-711.8-PO
S-RP
m S-S

n.s.

n.s.

Compairiero
de Nido

No Compariero

de Nido

Figura 8. Reinterpretacion de los bioensayos conductuales ejecutados por Melendez

(2014). RP: reproductor primario, PO: pseudo-obrero, S: soldado; n.s.: diferencia no

significativa entre castas; *: diferencia significativa (P< 0,05).
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Andlisis quimico

En la cuticula de las termitas fueron detectados 31 compuestos, todos hidrocarburos, entre

los cuales se encuentran n-alcanos, metil-alcanos y dos n-alqueno junto a cuatro

compuestos no identificados (Tabla 2, Figura 9, Anexo 1).

Total ion count (x1,000,000)
)

1s 16 3 !

3 147
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o 12133 ap i cn 3 {
5 551 8 &,1"‘ i v‘@j{ ;413%‘ L L. | S YA cen ]
Wi IR P T S M and bl rapnsd Naind
T ki T T T Tl T~ T L iy i T T T = ¥ T
225 25 215 30 325 35 375 40 4245 45 475 50 25 55 825

Retention time (min)

Figura 9: Cromatograma maestro.
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Tabla 2. Compuestos quimicos presentes en extractos cuticulares de Neotermes chilensis,
identificados por comparacién de sus espectros de masas con estandares (ES), por

interpretacion de sus espectros de masas (EM), por derivatizacion (DER) y por

comparacion con indice de retencion (IR) disponibles en literatura.

N ® Compuesto Identifeasién
1 1919  |Desconocido 1 -

2 2117 Desconocido 2 -

3 2300  |Tricosano ES, IR, EM
4 2329 11-Metiltricosano IR, ES

5 2364 2-Metiltricosano IR, ES

6 2373 3-Metilltricosano IR, EM

7 2400 Tetracosano ES, IR, EM
8 2433 9-Metiltetracosano 1R, EM

9 2463 2-Metilltetracosano IR, EM

10 2470 3-Metilltricosano IR, EM

11 2500 Pentacosano ES, IR, EM
12 2517 Desconocido 3 -

13 2535  |11-Metilpentacosano IR, EM

14 2548 7-Metilpentacosano IR, EM

15 2553 5-Metilpentacosano IR, EM

16 2562 2-Metilpentacosano IR, EM

17 2573 3-Metillpentacosano IR, EM

18 2599 Hexacosano ES. IR, EM
19 2614  |Desconocido 4 -

20 2632 11-Metilhexacosano IR, EM

21 2662  |2-Metilhexacosano IR, EM

22 2699 Heptacosano ES, IR, EM
23 2732  |11-Metiltheptacosano IR, EM

24 2798 Octacosano ES, IR, EM
25 2828 13-Metiloctacosano IR, EM

26 2899 Nonacosano ES, IR, EM
27 2964 2-Metilnonacosano IR, EM

28 2998  ITriacontano ES, IR, EM
29 3093 1-Hentriaconteno IR, EM, DER
30 3129 13-Metithentriacontano RI, EM

37 3184 (Z)-7-Dotriacontano RI, EM, DER
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Andlisis de castas

Dado que no se obtuvo diferencias significativas a nivel de castas en el bioensayo
conductual (Figura 8) se hizo un anélisis de comparacion entre los perfiles quimicos de
individuos del mismo nido pero de diferentes castas, en las interacciones realizadas, y de
este modo comparar los perfiles quimicos de los soldados versus las tres castas
enfrentadas, pseudo-obreras, reproductores y otros soldados. Los resultados muestran que
los perfiles de compuestos cuticulares de individuos de distintas castas no difieren entre

si (Figura 10: Hx=0,752; P =0,687).

0,90 ;
n.s.

:S. 0,85 -

2 |

a 0,80 4

©

L]

2

B 075

0,70 ; .
S-PO S-RP S-S
Castas

Figura 10. Comparacion de los indices de similitud quimica entre individuos de distintas

castas, donde las parejas interactuantes son compafieros de nido. n.s.; no significativo.
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Comparacion quimica entre compareros y no comparieros de nido

Habiendo demostrado que los perfiles cuticulares no dependen de la casta del individuo,
se compararon los perfiles cuticulares entre compafieros de nido y no compaiieros de nido,
independiente de su casta. Se mostré que los perfiles quimicos de los compafieros de nido
fueron mas similares entre si que los perfiles quimicos entre no compafieros de nido

(Figura 11: U77, 106 =2065; P< 0,001).

B e

S o0s5}

by

E T

{13

© 080F
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L]

O

E 0,75 }

Compaiiero No compaiiero
de nido de nido

Figura 11: Comparacion de los indices de similitud quimica entre compafieros y no
compafieros de nido usando combinaciones de soldados con todas las otras castas; bk

diferencia significativa entre compafieros y no compafieros de nido (P< 0,001).
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Comparacion quimica entre sitios de estudio

La Figura 12 muestra que el indice de similitud fue mayor en la comparacion dentro de

cada sitio que entre los distintos sitios de estudio (U272,280= 9918; P<0,001).

oy Jedede

0,9

T

0.8

07}

indice de Similitud

0,6
LC-LC + LD-LD LD-LC

Figura 12: Comparacién de los indices de similitud entre sitios (LD-LC) e intrasitio
(LD-LD y LC-LC). LD= La Dormida, LC= Las Chilcas. ***: Indica diferencias

significativas P<0,001.

Bioensayos quimicos

Dado que los perfiles quimicos de individuos provenientes de distintos sitos fueron mas
distintos entre si que aquellos provenientes del mismo sitio, se disefiaron bioensayos
quimicos con interacciones compafiero de nido tomando dos individuos proveniente del

mismo nido, y no compafiero de nido tomando dos individuos provenientes de distintos
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sitios (Figura 12). Ademas, con el fin de estudiar el rol de los compuestos quimicos
cuticulares en el reconocimiento y discriminacion de compafieros de nido en N. chilensis,
el reproductor primario fue muerto previo a la interaccién de modo de evitar que la
conducta de éste afectara al soldado focal, pero manteniendo integro sus compuestos
cuticulares. En la Figura 13a se muestra que el indice conductual fue significativamente
mayor (més intolerancia) en la interaccion entre no compafieros de nido en comparacion
con la interaccion entre compatieros de nido (Uis,16 = 8,0; P< 0,001). Cuando ademas del
repertorio conductual, los compuestos quimicos cuticulares fueron eliminados con el
lavado en pentano, tales diferencias desaparecieron (Figura 13b: Uisis = 89; P = 0,147).
Por otro lado, el uso del disfraz conductual mostr6 que en términos generales aumentaron
las conductas intolerantes hacia compafieros de nido en comparacién con 13a, al tener
estos los hidrocarburos cuticulares de un no compafiero de nido; sin embargo, este
experimento no mostrd diferencias significativas (Figura 13c: t =0,433; P=0,334). Las
diferencias tampoco se encontraron en el bioensayo control, donde se observo un
predominio de las conductas intolerantes respecto a las tolerantes, similar al resultado 13a

(Figura 13d: Uts.16 = 86,0; P=0,118).
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Figura 13. Bioensayo quimico (promedios + error estandar). 13a: soldado frente a
reproductor primario muerto por congelamiento, con sus compuestos quimicos
cuticulares; 13b: soldado frente a un reproductor primario muerto y despojado de sus
compuestos cuticulares; 13c: soldado frente a un reproductor primario muerto con disfraz
quimico; 13d: control. ***: indica diferencias significativas (P< 0,001); n.s.: indica

diferencias no significativas.
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DISCUSION

Neotermes chilensis, al igual que todas las termitas nidificadoras de una pieza, habitan en
estrechas galerias interconectadas distribuidas a lo largo de un trozo de madera. Ya que
tales galerias son un sistema totalmente oscuro y esencialmente sin flujo de individuos
desde o hacia la colonia, se ha planteado que las principales modalidades sensoriales de
las termitas serian tactil, quimiosensitiva (Howard y col, 1982) y acustica (Hunt y Richard
2013).

El re-analisis de los datos obtenidos por Melendez (2014) muestra diferencias en
las conductas desplegadas por un soldado focal al enfrentarse a un compafiero de nido vs.
un no compaiiero de nido, evidenciando un mayor indice conductual y, por lo tanto, una
mayor agresividad hacia un no compaiiero de nido que hacia un miembro de su grupo
familiar. Este resultado evidencia la capacidad de reconocimiento de compafieros de nido
en una especie nidificadora de una pieza, al igual que lo demostrado por Jmhasly y
Leuthold (1999) para Macrotermes subhyalinus y M. bellicosus, especies nidificadoras de
multiples piezas. Mas aun, tales autores no observaron diferencias significativas en la
conducta del soldado al verse enfrentado a diferentes castas, resultado andlogo al
encontrado en el bioensayo conductual.

La agresién hacia reproductores por parte de soldados y obreras dentro de un nido
es conocida en un variado niimero de especies de termitas, particularmente en un contexto
de eliminacion de exceso de reproductores (por ejemplo, Grassé 1986). Thorne y Haverty
(1991) mencionan que en expetimentos naturales los encuentros intraespecificos con

reproductores que no pertenecen a una colonia han producido una respuesta agresiva; es
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el caso de Rericulitermes hesperus, donde al introducir un reproductor en otra colonia,
este fue agredido hasta la muerte por variados miembros de la colonia (Pickens 1934).

El analisis quimico al nivel de casta mostré que no existen diferencias entre estas.
Sin embargo, el analisis se hizo solo en términos de presencia y ausencia de compuestos,
y no en cantidades relativas de estos. Howard y col. (1982) encontraron diferenciacion
quimica al nivel de las proporciones de los HCC entre las diferentes castas de R. virginicus
sin observar diferencias en los tipos de hidrocarburos presentes en la cuticula de las
termitas de distintas castas. Resultados similares fueron encontrados por Blomquist y col.
(1979) para Zootermopsis angusticollis y por Howard y col. (1978) para Reticulitermes
flavipes, por lo que en N. chilensis se podrian evidenciar diferencias efectuando un estudio
cuantitativo de estos compuestos, analisis se esta llevando a cabo con otras muestras en el
mismo laboratorio. Al respecto, obreras de Macrotermes falciger muestran la habilidad de
discriminar vecinos de individuos que no sean sus vecinos ni compafieros de nido,
independientemente de los fenotipos quimicos y, por tanto, las termitas podrian reconocer
no sélo compafieros de nido de los no compafieros de nido, sino también diferentes tipos
de no compafieros de nido (Kaib y col. 2002).

Thorne (1982), Traniello y Beshers (1985) y Schuurman y Dangerfield (1995)
sugieren que los obreros son probablemente ¢l primer combatiente en conflictos
intraespecificos y que el soldado estd mas involucrado en encuentros interespecificos, lo
cual podria dar una explicacién a los resultados presentados, dado que segin este
argumento, serian las pseudo-obreras quienes se encargarian de la defensa contra
invasiones intraespecificas, ademas de sus labores de alimentacion de reproductores,

soldados y ninfas, por lo que podrian tener un mejor sistema de reconocimiento inter-casta
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en comparacién con el soldado, quien s6lo debe reconocer lo que es propio de su colonia
de 1o que no lo es. Esto podria explicar la ausencia de diferencias en indice conductual
entre castas en el bioensayo conductual, no asi la existencia de diferencias en la
agresividad de los soldados ante compafieros y no compafieros de nido independiente de
la casta.

Los bioensayos quimicos con el reproductor primario muerto, donde se elimina
toda influencia que pueda tener la conducta de este en la conducta del soldado focal,
mostraron que los HCC juegan un rol importante en el reconocimiento de compafieros de
nido. En efecto, cuando la sefial quimica es retirada del cuerpo del reproductor primario,
no se observan diferencias significativas en el indice conductual entre compatieros y no
compafieros de nido (Figura 13b). En el bioensayo con el disfraz quimico (Figura 13c) se
esperaba que la tendencia fuera inversa a la del bioensayo quimico con el reproductor
muerto y los HCC intactos (Figura 13a), y en el caso de su respectivo control se esperaba
la misma tendencia que el bioensayo con el reproductor con sus compuestos quimicos
intactos (Figura 13a). Sin embargo, a pesar que la tendencia fue la esperada, esta resulto
ser no significativa en ambos casos. Los resultados de estos dos ultimos bioensayos ponen
en evidencia una limitacién metodologica pues es posible que no se extraigan
completamente los compuestos cuticulares desde una termita y/o que no puedan ser
restituidos completamente en la termita receptora. En apoyo de esta hipotesis, el indice
conductual promedio fue mucho més bajo en el grafico 13¢ 'y 13d que 13a, e incluso més
bajo que 13b donde se extrajeron los HCC pero no se repusieron.

El hecho de observarse diferencias conductuales entre los tratamientos

compafieros de nido y no compafieros de nido, que tales diferencias desaparezcan al
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momento de extraer los HCC del individuos no focal y las variaciones que mostraron los
perfiles quimicos entre compafieros y no compafieros de nido, apoyan la hipétesis que los
HCC son mediadores, al menos en parte, del reconocimiento de compafieros de nido en
N. chilensis. Similar resultado fue obtenido para M. subhyalinus por Kaib y col (2004),
quienes plantearon que las variaciones entre los HCC son suficientes para permitir el
reconocimiento de compafieros de nido. Se hace necesario profundizar en estos estudios
para entender de manera mas completa la evolucion de la eusociabilidad en insectos, a
partir de principios explicativos relacionados con el fenémeno del reconocimiento de

conespecificos (Singer 1998).
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CONCLUSIONES

Se evidenci la existencia de reconocimiento de compafieros de nido en Neotermes
chilensis, fenémeno consistente con el rol defensivo de soldados en termitas nidificadoras
de una pieza.

Ademas, el reconocimiento de compafieros de nido en N. chilensis estaria mediado
por compuestos quimicos cuticulares, fundamentalmente hidrocarburos. Adicionalmente,
existirfa una relacién inversa entre el tipo interaccion conductual, es decir compafieros de
nido y no compafieros de nido, y la similitud quimica de las termitas, relacion que se ve
reflejada en que el grado de intolerancia de un soldado hacia un reproductor fue mayor
cuando este ultimo fue un individuo externo a su grupo familiar (colonia) que cuando es
miembro de este. Complementariamente las diferencias quimicas epicuticulares son

mayores cuando ambos individuos provienen de colonias diferentes.
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