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RESUMEN

Las termitas son insectos eusociales que viven en colonias compuestas
usualmente por fres castas principales: reproductores primarios, cuya funcién
es la reproduccion, pseudo-obreras, que mantienen y amplian el nido, y
soldados producidos a partir de las pseudo-obreras, que lo defienden. Segun su
ecologia de nidificacion se pueden clasificar en: nidificadoras de una pieza
(NUP), que nidifican y forrajean en un mismo sustrato (madera) el que al
agotarse provoca la desaparicion de la colonia como tal, nidificadoras de piezas
intermedias, que nidifican y forrajean en un sustrato que cambian por otro una
vez que el primero se ha agotado, y nidificadoras de piezas separadas (NPS),
que nidifican y forrajean en distintos sustratos. Diversos estudios han
demostrado que el nido seria el mayor mecanismo de defensa conira
depredadores externos y que los soldados en una colonia otorgarian una
defensa principaimente contra otras termitas. Es asi que los soldados de
termitas NPS estarian encargados, entre otras funciones, de evitar la entrada
de individuos de otras colonias durante el regreso de las actividades de forrajeo
externo. En termitas NUP, los soldados protegerian a las colonias conira la
invasion de eltas por termitas durante la temporada de enjambrazén, cuando
existe el riesgo de invasién en la colonia por de-alados en busqueda de un sitio

para fundar una nueva colonia, y en colonias con colonias vecinas, cuando




existe el riesgo de invasion en la colonia por individuos de las ofras colonias en
el mismo sustrato. En este trabajo se desarrollb un método basado en la
tomografia computarizada (CT) que permitié estudiar las colonias de la termita
NUP Neotermes chilensis y el sustrato que estas ocupan. La CT fue efectiva
para distinguir termitas del sustrato y soldados de reproductores y pseudo-
obreras, y también permitié la reconstruccion digital de las galerias dentro del
sustrato, incluso cuando estas pertenecen a diferentes colonias. Usando CT, la
proporcién entre soldados y no-soldados dentro de una colonia fue superior
previo a la temporada de enjambrazén que en la temporada de no-
enjambrazén, y mayor en colonias con colonias vecinas que en colonias
aisladas, demostrando que las colonias de esta termita responden al riesgo de
invasion a través de la diferenciacion de la casta pseudo-obrera a soldado.
Estos resultados se presentan como el primer reporte de que la determinacion
de castas en termitas se ve afectado por factores externos intraespecificos y
constituye un ejemplo dnico en termitas de cdémo las interacciones

intraespecificas inducen reacciones defensivas.

Palabras clave: termitas, tomografia computarizada, defensa colonial,

formacién de soldados, defensas inducidas.



ABSTRACT

Termites are eusocial insects that live in colonies composed generally of three
main castes: primary reproductors, whose function is reproduction, pseudo-
workers, who maintain and expand the nest, and soldiers produced from the
pseudo-workers, who defend the colony. According to their nesting ecology,
termtes can be classified into: one-piece nesters (OPN), which nest and forage
in the same substrate (wood) which upon depletion causes the extinction of the
colony; intermediate piece nesters who nest and forage on a substrate but they
change to another once the first has run out; and separate pieces nesters
(SPN), which nest and forage on different substrates. Many studies have shown
that the nest is the major mechanism of defense against external predators and
soldiers in a colony would grant a defense mainly against other termites. SPN
soldiers would be in charge, among other functions, of preventing the entry of
non-members of the colony among individuals returining from external foraging
activities. In OPN, soldiers would provide defense against the risk of invasion by
de-alates searching for a place to found a new colony during the swarming
period and by individuals from other colonies sharing the same piece of wood.
In this work, a method based on computed tomography (CT) was developed
which allowed the study of colonies of the OPN Neotermes chilensis and the
substrate they occupy. CT was effective in distinguishing termites from substrate

and soldiers from reproductors and pseudo-workers, and also allowed the digital
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reconstruction of the galleries within the substrate, even when they belonged to
different colonies. Using CT, the ratio of soldiers to non-soldiers within a colony
was found to be higher prior to the swarming period than in the non-swarming
period, and higher in colonies with neighboring than in isolated colonies. Thus,
termite colonies responded to the risk of invasion by caste differentiation of
pseudo-workers into soldiers. To the best of our knowledge, this is the first
report on external intraspecific factors affecting caste determination in termites
and constitutes a unique example in termites of induced defenses arising from

intraspecific interactions.

Key words: termites, computed tomography, colony defense, soldier

differentiation, induced defenses.
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INTRODUCCION

Las termitas (Isoptera; Blatiodea: Termitoidea, de acuerdo a Lo et al., 2007)
representan un grupo de insectos eusociales con alrededor de 3000 especies
descritas que viven en colonias compuestas por cientos a millones de individuos
segun la especie (Thorne, 1997). Para efectos practicos, una “colonia’ de
termitas sera definido como un grupo de termitas que comparten lugares de
forrajeo interconectados (Su y Scheffrahn, 2000). Esta colonia esta compuesta
generalmente por tres castas: reproductores (rey y reina), obreras (o pseudo-
obreras) y soldados (Eggleton, op cif). En la época de enjambrazon, las
colonias producen alados (Martius et al., 1996), que aterrizan en el suelo o en
un pedazo de madera, se desprenden de las alas (de-alados) y forman parejas:
un macho con una hembra. El par encuentra un sustrato de nidificacion al que
ingresan, se aparean y producen huevos de los que naceran obreras (o pseudo-
obreras); estas cuidaran de los juveniles, construiran las estructuras de la
colonia y alimentaran y acicalaran a las otras castas. La pareja fundadora de la
colonia son llamados reproductores primarios. Un poco mas tarde en el
desarrollo de la colonia se producen los soldados, cuya dnica funcién es
defensa de la colonia. Una vez que la colonia ha alcanzado la madurez (un
niimero adecuado de pseudo-obreras y soldados que aseguren la mantencién y

proteccion del nido} se producen los alados y el ciclo contintia (Eggleton,

2011).




Esta simple descripcion del ciclo de vida y estructura de castas puede ser
mas compleja. Por ejemplo, algunas especies de termitas no poseen soldados y
otras no tienen obreras, pero todas las termitas poseen al menos una casta
estéril que esta pre-determinada durante etapas inmaduras (Boomsma, 2009).
Un ejemplo de esto es la ausencia de la casta “obrera” propiamente tal en
algunas familias; ellas son morfolégicamente y funcionalmente reemplazadas
por “pseudo-obreras” (Thorne, 1997), las que desarrollan la funcién de las
obreras pero poseen ontogenia abierta, pudiendo dar origen a otras castas o
estados de desarrollo (a diferencia de las obreras), como soldados o alados
(Ripa y Luppichini, 2004). Ofra parte, la reproduccién, que ocurre
normalmente entre reproductores primarios, podria también involucrar
reproductores neoténicos (reproductor secundaric que se desarrolla
directamente a partir de pseudo-obreras, sin pasar por el estado alado) dentro
de una colonia madura (Roisin y Korb, 2011).

Teniendo en cuenta la ecologia de forrajeo de las termitas se las clasifica
en tres grupos: nidificadoras de una pieza, que nidifican y forrajean en un frozo
de madera, nidificadoras de piezas separadas que nidifican y forrajean en
distintos sustratos, y nidificadoras de piezas intermedias que nidifican y
forrajean en un mismo sustrato, pero una vez que éste se agota, la colonia se
mueve a uno nuevo (Higashi ef al. 2000; Eggleton & Tayasu, 2001).

Las termitas pueden mostrar grandes abundancias, llegando a superar

los mil individuos por metro cuadrado en zonas tropicales (Eggleton et al.,

1996). Producto de esta alta abundancia, las termitas son una fuente importante




En Chile se han descrito cinco especies de termitas, dos de las cuales
son cosmopolitas y tres nativas (Ripa & Luppichini, 2004). Dentro de las
especies nativas se encuentra [a especie endémica Neofermes chilensis. Esta
es una termita nidificadora de una pieza en madera seca, cuyas colonias no
superan algunos cientos de individuos (Camousseight, 1999). Se encuentra
distribuida entre las Regiones IV y VI y, aunque usa diversas especies nativas
como hospedero, constituye un importante problema en construcciones de
maderas exdticas en esta zona (Artigas, 1994; Ripa y Luppichini, 2004). Su
ciclo de vida es conocido y se caracteriza por la presencia de pseudo-obreras
(Artigas, 1994; Camousseight, 1999). Durante el verano y hasta comienzos
del otorio es posible observar al atardecer individuos alados de ambos sexos en
enjambrazén (Gonzalez, 1989; Ripa y Luppichini, 2004).

Neotermes chilensis se alimenta de madera seca en la que excava una
trama de galerias irregulares que en algunos puntos se ensanchan, sin que se
consiga distinguir entre todas ellas ningtin recinto especializado para albergar la
pareja real o como lugar de crianza (Camousseight, 1999). Los excrementos
los aglutinan y acumulan en galerias que abandonan a medida que construyen
unas nuevas {(Camousseight, 1999). Observaciones nuestras han mostrado
que cuando N. chilensis utiliza escapos secos de chagual (Puya berteroniana)
como hospedero es posible encontrar una o mas colonias compartiendo un
escapo. Ademas, no se han observado competidores de esta termita que

ocupen el mismo susitrato, por lo que las variaciones en la proporcidn de




soldados dependerian solo de la interaccion intraespecifica con miembros de
ofras colonias.

En el presente trabajo, se estudié el efecto de diferentes escenarios
sobre la produccion de soldados en la termita de una pieza N. chilensis usando
tomografia computarizada (CT) para examinar la arquitectura de los nidos y la

ocupacién de los sustratos.




HIPOTESIS

1.

Si los soldados de N. chilensis cumplen el papel de defender a fa colonia
de enemigos intraespecificos, la proporcién entre soldados y no-
soldados en una colonia variara dependiendo de la presencia o
ausencia de otras colonias en el mismo escapo, ya que las colonias
vecinas representan un riesgo de invasion.

Prediccion: La proporcidn entre soldados y no-soldados sera menor en

escapos unicoloniales que en multicoloniales.

Si los soldados de N. chilensis poseen el papel de defender a la colonia
de enemigos intraespecificos, la proporcién entre soldados y no-
soldados en [a colonia se verd modificada durante el periodo previo
a la enjambrazon con respecto al resto del afio, ya que durante Ia
enjambrazdn pueden existir parejas de de-alados conespecificos que

buscan un lugar de nidificacién.

Prediccion: La proporcidn entre soldados y no-soldados aumentara
previo a la temporada de enjambrazén con respecto a la temporada de

no enjambrazoén.



OBJETIVO GENERAL

Determinar la proporcion entre soldados y no-soldados en colonias de
Neotermes chilensis presentes en escapos de Puya berferoniana
(Bromeliaceae), en condiciones que muestren si cumplen un papel de defensa

intraespecifica en la colonia.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Definir un método eficaz y sencillo para determinar el nimero de
individuos, colonias y soldados en un escapo.

2. Determinar la proporcién entre soldados y no-soldados en colonias de
escapos uni- y multicoloniales.

3. Determinar y relacionar cambios en la proporcion entre soldados y no-

soldados presentes en épocas de pre-enjambrazdn y no enjambrazén.



MATERIALES Y METODOS

La investigacion se desarrollé en el Laboratorio de Quimica Ecologica de la
Facultad de Ciencias, Universidad de Chile y en el Centro de Imagenologia del

Hospital Clinico de la Universidad de Chile José Joaquin Aguirre.

MATERIALES

Se contd con acceso a un laboratorio con infraestructura para hacer trabajo
entomolégico y a un escaner médico de ultima generacion con los programas

computacionales asociados, y con fondos para realizar trabajo de campo.

Sitio de estudio y recoleccion y estudio de escapos

Poblaciones de N. chilensis encontradas al interior de escapos secos de Puya
berteroniana (Bromeliaceae) en Las Chilcas (32°52'S; 70°52'W) fueron usadas
en el estudio. Los escapos secos fueron separados del resto de las plantas y
llevados al laboratorio. Ellos fueron escaneados dentro de los 3 dias siguientes
de su extraccion, y luego fueron mantenidos en una sala de bioensayos a una
temperatura de 15°C hasta realizarse su disecciéon dentro de la semana

posterior al escaneo.



METODOS

Desarrollo de un método eficaz y sencillo para determinar el numero de
individuos, colonias y soldados en un escapo

Utilizar diseccion directa para evaluar un nidc de termitas resulta riesgoso ya
que la manipulacién puede dafar las galerias y/o las termitas (Himmi et al.,
2014). Una técnica que ha comenzado a ser utilizada en ecologia como un
eficaz método para la observacién de lo que ocurre dentro de la madera sin
dafiar ni su estructura ni los organismos que en ella se encuentran es la
tomografia computarizada (TC) (Fuchs et al., 2004; Perna et al., 2008a; Viana
ef al., 2013; Himmi et al. 2014).

La TC es una técnica imagenoldgica de uso comun en el ambiente
medico. Los datos provenientes de un equipo de rayos X son procesados
computacionalmente para producir imagenes tomograficas tridimensionales
(secciones o cories virtuales) de areas especificas de un objeto o cuerpo
escaneado, permitiendo al usuario ver su interior sin necesidad de intervenirlo
(Herman, 2009). Fuchs et al. (2004) demostraron que la TC es un método
aplicable para obtener imagenes tridimensionales (3D) reconstruidas de las
gaierias formadas en nidos de la termita de la madera seca Crypfotermes
secundus. Perna et al. (2008a, 2008b) utilizaron la técnica para revelar el
complejo sistema de conectividad dentro de nidos de Cubifermes sp., mientras
que Himmi et al. (2014) utilizaron TC para caracterizar las camaras nupciales de

Incisitermes minor, conduciendo estos estudios a un mejor entendimiento de la
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eficiencia en las construcciones y mecanismos de defensa dentro de los nidos
de esa termita.

En un sistema de CT multicorte, el tubo de rayos X gira continuamente
alrededor del objeto (plano XY) y simultdneamente se mueve ortonormalmente
(direccion Z) produciendo informacién volumétrica susceptible a ser analizada
con algoritmos de reconstruccion. Los datos consisten en una matriz de pixeles
2D que representan la absorcidn de rayos X de la estructura; estos son los
nimeros CT medidos en unidades Hounsfield (una escala basada en
aplicaciones médicas que considera el aire= -1000, el agua= 0 y el hueso=
1000), y matrices 3D donde el elemento de volumen, llamado voxel, incluye el
pixel y la tercera dimensién dada por el espesor del corte. Los nimeros CT se
relacionan linealmente con la densidad de los voxeles correspondientes y por lo
tanto proporcionan un medio para identificar zonas con diferentes densidades
dentro del objeto.

Se utilizoé un escaner médico Siemens Somaton Sensation multi-corte de
64 canales para estudiar los tallos florales secos de P. berteroniana. Se
optimizaron los parametros de adquisicién instrumental para la observacion de
termitas y galerias de termitas, lo que se logré con los siguientes valores de
adquisicion: B70 (tipo de filtro), 120 kV (voltaje del tubo), 160 mA (intensidad de
corriente), 1.4 (pitch), 0.6 mm (ancho de barrido) y 0.3 mm (superposicion entre
los cortes sucesivos). La reconstruccién de la imagen escaneada se realizd
utilizando una matriz de 512x512 mm, 16 bit de profundidad y un tamario del

voxel de 0,35 x 0,35 x 0,6 mm. Los cortes con el colimador fueron de 0,6 mmy
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se obtuvieron reconstrucciones de 0,6 mm cada 0,3 mm con el filiro B70 y
usando la ventana osteoarticular en el programa para aplicaciones médicas.
Los datos brutos fueron procesados a través de distintas técnicas de
reconstruccion volumétricas tales como MPR (reconstruccion multiplanar), SSD
(pantalla de sombreo de superficie), VRT (reconstruccién de volumen de
superficie), MIP (maxima intensidad de proyeccién), MINIP (minima intensidad
de proyeccién), utilizando el programa Syngo Viewer de SIEMENS y el
programa Osirix. MPR fue utilizado para evaluar las secciones planares en
diferentes orientaciones y para determinar la relacidén espacial entre los objetos
e individuos observados, en particular las termitas y las conexiones entre las
galerias. VRT fue usado para obtener las representaciones 3D de las diferentes
densidades; estas técnicas permiten la seleccion de diferentes areas o
volimenes del objeto analizado y también la exclusién de algunas porciones en
funcién de sus densidades, expresadas en unidades Hounsfield. La media de
las densidades encontradas para la madera, termitas y galerias fue
determinada en primer lugar; a partir de entonces, el histograma de CT para
cada escapo fue analizado, volumenes trapezoidales fueron creados abarcando
diferentes y discretos valores de CT, y a cada uno de esos volimenes se les
asignd un color RGB, brillo y opacidad para obtener representaciones 3D
coloreadas del escapo.

Sobre la-base de estos antecedentes se realizd una comparacion entre
las termitas, colonias y soldados determinados por CT con los contados via

conteo directo, para determinar la confiabilidad de los conteos por CT. El conteo
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directo consistid en la apertura de los escapos, extraccion de las termitas y
conteo de estas por castas. Dado que al abrir un escapo las galerias se
rompen, se determind el nimero de colonias basado en el nimero de
reproductores primarios encontrados en el escapo (cada pareja de

reproductores indicd una colonia).

Determinacién de la proporcion entre soldados y no-soldados en escapos
uni- y multicoloniales

Se utilizaron las imagenes de 116 escapos escaneados y se determind la
existencia de conexiones entre galerias a través de imagenes en 2D axiales y
sagitales y las representaciones en 3D de ellas. Cada sistema de galerias que
no se enconiré conectada con otro y que poseia un grupo de termitas en su
interior, fue considerado preliminarmente una colonia independiente. Después
de analizar los escapos con CT, se determiné que 69 de estos escapos eran
unicoloniales y 47 multicoloniales. Finalmente, se determind el nimero de

soldados y de no-soldados para cada colonia.

Determinacién de la proporcién entre soldados y no-soldados en épocas
de enjambrazén y no enjambrazén

Para determinar el periodo de enjambrazon para N. chilensis se colectaron
escapos secos de P. berferoniana, los que se cubrian con una bolsa de tul
blanco para luego ser transportados al laboratoric en Santiago en Enero del
2014, y montados verticalmente sobre un techo; los alados que emergian de los

escapos eran extraidos desde las bolsas de tul y contados cada dia hasta el
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final de Abril de 2014. Los datos obtenidos fueron contrastados con datos
obtenidos previamente en una colecta en campo que utilizd siete trampas
luminosas que colectaban alados durante dos noches consecutivas; ellas fueron
montadas en el sitio de estudio entre las 21:00 y 23:00 horas entre el 17 de
Febrero y el 21 de Abril del 2013, con una distancia entre ellas de entre 0,075 y
2,35 km; posteriormente se realizé el conteo de los alados capturados. La
Figura 1 resume los datos de las dos temporadas. La enjambrazén de N.
chilensis comienza alrededor de la mitad de Febrero y tiene apogec durante la
segunda semana de Marzo. Adicionalmente, los resultados de la temporada
2014 (Fig. 1B) muestra que un incremento en la cantidad de alados emergentes
durante la temporada de enjambrazén es producida cuando la temperatura
aumenta; esta relacion es menos clara en la temporada 2013 (Fig. 1A), en parte

dado el hecho de que la estacion meteoroldgica mas cercana al sitio de estudio

(Estacion meteorolégica de Quillota; http://snia.dga.cl/BNAConsultas/reportes)
se encuenira a 31 km de distancia y probablemente no refleja adecuadamente
las condiciones climaticas del sitio de estudio, mieniras que la estacién

meteorologica Tobalaba (http://164.77.222.61/climatologial) se encuentra a tan

solo 4,7 km del laboratorio en Santiago (33°28'S; 70°35'W).
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Fig.1. Alados en relacion a la temperatura y fecha de emergencia.
Emergencia de alados de N. chilensis antes, durante y después de la
temporada de enjambrazon en dos temporadas consecutivas (clrculos oscuros),
y sus temperaturas maximas diarias correspondientes (circulos blancos). A.
Datos obtenidos en campo en 2013; B. Escapos colectados en el campo en
2014 y llevados al techo del laboratorio en Santiago. Las lineas continuas
horizontales y gruesas representan periodos prolongados de altas temperaturas
los que coinciden con un incremento en el nimero de alados recolectados.
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Una vez obtenidos estos datos se determind colectar escapos durante la
temporada de no-enjambrazén (1 de Julio, 2014; 11 de Diciembre, 2014; y 26
de Junio, 2015; N=50) y previo al apogec de la temporada de enjambrazén (15
de Enero, 2014; 12,19y 27 de Febrero, 2014;y 9, 10,18 y 20 de Febrero, 2015;
N=66) tomando en cuenta que el proceso de desarrollo para la formacion de un
soldado toma aproximadamente dos meses (Ogino et al. 1993). Estos escapos
fueron escaneados y se determiné la proporcion entre soldados y no-soldados

para cada colonia.

Analisis de los datos

Para determinar la exactitud del conteo via CT, se abrieron 16 escapos, los que
fueron previamente escaneados, y se determiné el nimero de colonias por
escapo, vy el nimero de soldados y no-soldados por colonia. La concordancia
entre CT y conteo directo fueron evaluadas usando el método de Bland-Altman
(Bland y Altman, 1986).

El nimero de soldados y el nimero de no-soldados en una colonia
fueron comparados usando una regresion logistica realizada usando el Modelo
Lineal Generalizado con una distribucion binomial (Agresti, 2002). El analisis
incluyé dos factores, el periodo (enjambrazon y no-enjambrazén) y la ocupacion
del escapo (unicolonial y multicolonial). El analisis fue llevado en R (R

Development Core Team, 2013).
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RESULTADQS
Método de conteo

Las densidades encontradas en CT para la corteza (media + SD: -300 + 48
Unidades Hounsfield), madera interna (-5698 + 52 UH), galerias (-1020 + 7 UH),
y termitas (368 + 62 UH) no mostraron solapamiento entre las categorias, lo que
permite la distincién clara entre los diferentes componentes del escapo. Cada
colonia consistid en un sistema continuo de galerias de diferentes formas,
grosor y conectividad (Fig. 2 A-C). La gran cabeza esclerotizada de los
soldados permitié su clara distincion con pseudo-obreras y reproductores
primarios; sin embargo, estas dos dltimas castas no pueden distinguirse una de

otra (Fig. 2 D-E).

Fig. 2. Imagenes 2D y 3D de las distintas secciones de un escapo. A.
Representacion tridimensional de un escapo; B. Cortes axiales de un escapo
obtenidos con CT (las secciones negras corresponden a galerias y las blancas
a individuos de N. chilensis; C. Representaciones tridimensionales de dos
galerfas al interior del escapo; D. Imagenes 3D de termitas obtenidas a fravés




de CT de alta resolucién y E. Imagenes en 2D de reproductores primarios (RP),
soldados (S) y pseudo-obreras (PW) de N. chilensis.

El analisis de concordancia de Bland-Altman entre las mediciones
hechas por el escaner (CT) y directamente a través de la diseccién de los
escapos, mostré que el conteo via CT subestimé tanto el numero de soldados
(Fig. 3A) como el numero de no-soldados (Fig. 3B) por escapo en 0,50
(Intervalo de confianza al 95%: -1,29 a 2,29) y 1,94 (IC 95%: -32,08 a 35,95),
respectivamente; y sobreestimé el nimero de colonias por escapo (Fig. 3C) en
0,06 (IC 95%: -0,56 a 0,44). Dada la concordancia entre ambos métodos de
conteo, se utilizdé el conteo via CT en analisis posteriores ya que es mas
sencillo, permite observar las galerias y oforga la posibilidad de revisar
nuevamente los escapos.

La observacion a través de CT mostrd que los escapos colectados
contenian un total de 232 colonias. Dos tipos de colonias fueron descartadas
del analisis: i) aquellas que contuviesen cuatro o menos individuos, el nlimero
minimo encontrado como viable para sustentar la produccion del primer soldado
en una colonia (N=52), y ii) valores atipicos que por razones indeterminadas

contuvieron una cantidad inusualmente baja (N=27) o alta (N=5) de soldados.
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Diferencia entre conteo directo y conteo via CT

Fig. 3.
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Bland-Altman que comparan el conteo directo con el conteo a través de CT
para: numero de soldados por colonia (A), numero de no-soldados por colonia
(B) y numero de colonias por escapo (C). La linea central y gruesa indica el
promedio en las diferencias entre los dos métodos de conteo, las lineas
punteadas arriba y abajo indican el 95% de los intervalos de confianza y la linea
discontinua indica cero diferencias entre ambos métodos de conteo. En el caso
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Proporcién entre soldados y no-soldados

Las colonias de escapos unicoloniales mostraron presencia de soldados solo
cuando el ntiimero de individuos fue igual o mayor a 8 y la proporcién maxima
de soldados a no-soldados fue 0,17, mientras que para colonias pertenecientes
a escapos multicoloniales estos valores fueron 5 y 0,33, respectivamente. Tanto
las colonias en periodo de enjambrazén como las en no-enjambrazon
contuvieron soldados cuando habia a lo menos 5 individuos, mientras que la
maxima proporcion entre soldados y no-soldados fue 0,33 y 0,29,
respectivamente. El andlisis a través de Modelo Lineal Generalizado con
distribucién binomial mostrd efectos significativos de la ocupacion en el escapo
(z= -3,35; P < 0,001), temporada (z= -2,12; P = 0,034) y su interaccion (z= 2,31;

P =0,021) (Fig. 4).

—&- Enjambrazon

.12 r "
—0— No-enjambrazén

010

008 /
%//
006 |

Unicolonial Multicolonial

Soldados/No-soldados

Fig. 4. Proporcion de soldados sobre no-soldados en colonias durante [a
temporada de enjambrazén y no-enjambrazén y en escapos con una o
mas colonias de N. chilensis. Los valores en el eje x se desplazaron
ligeramente para mayor claridad.
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DISCUSION

El presente estudio muestra que la proporcion entre soldados y no-
soldados fue significativamente mayor en escapos con multiples colonias que
en aquellos que solo poseian una. Estos resultados validan nuestra primera
hipdtesis y son concordantes con un estudio realizado por Thorne ef al. (2003)
que muestra que cuando mas de una colonia de la termita nidificadora de una
pieza Zootermes nevansis interactlan, la proporcion de soldados reproductores
(una casta particular de esta especie) incrementa, y estos son mas agresivos
ante interacciones intercoloniales que los soldados corrientes; como en
N.chilensis no hay presencia de soldados reproductores la tinica manera de
incrementar la agresividad de la colonia seria a través del aumento en el
numero de soldados.

Nuestros resultados también muestran que la proporcién entre soldados
y no-soldados previo a la temporada de enjambrazdn es significativamente
superior que durante la temporada de no-enjambrazon. Esto comprueba
nuestra segunda hipdtesis y muesira que las termitas reconocerian la
proximidad de la temporada de enjambrazon y lo interpretarian como un periodo
de riesgo para la colonia, aumentando consecuentemente la produccion de
soldados. Estos resultados podrfan encontrar una causa fisiolégica/bioquimica
en estudios previos que muestran que la generacion de distintas castas es

regulada a través factores enddgenos y exégenos (Simpson et al., 2011),
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siendo la hormona juvenil (HJ) el factor endégeno mas estudiado para la
diferenciacion de castas en termitas. Diversos estudios han demostrado que
altos niveles de HJ en pseudoc-obreras promueven su diferenciacién a la casta
soldado (Park y Raina, 2005; Liu et al., 2005; Cornette et al., 2008); otros
estudios han mostrado que la presencia de soldados inhibe la diferenciacion de
pseudo-obreras a soldados a través de una disminucion en las concentraciones
de HJ de estas (Watanabe et al., 2011). El factor exdgeno mejor estudiado es
la regulacidn por las interacciones sociales entre castas al interior de la colonia,
en donde la presencia de soldados posee un efecto inhibidor sobre la formacion
de otros soldados y estimula el desarrollo de reproductores. Al mismo tiempo,
los reproductores primarios poseen un efecto inhibidor sobre el desarrollo de
reproductores secundarios pero un efecto estimulante sobre la produccion de
soldados (Watanabe et al., 2014). Por otfra parte, pese a los avances en el
estudio de la regulacién social de la determinacion de castas (principalmente
soldados), el papel en la modulacion de castas de factores exégenos como la
temperatura, estado nutricional y densidad colonial no ha sido apropiadamente
realizados (Simpson et al., 2011). Un incremento en las concentraciones de HJ
ha sido relacionado con el periodo de enjambrazén tanto en termitas de
muitiples piezas (Liu et al., 2011} como en termitas de una pieza (Cornette et
al., 2008), mientras que otros estudios han mostrado un incremento en la
proporcion de soldados con un incremento en la temperatura (Waller and La
Fage, 1988; Fei & Henderson, 2002; Liu et al., 2005), aunque no se han

proporcionado razones para explicar este efecto. La pregunta que surge es el
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destino de estos soldados adicionales que fueron producidos durante la
temporada de enjambrazon una vez que las temperaturas decaen. La
mantencién de los soldados no es rentable bajo circunstancias que no requieren
particularmente defensa, dado que ellos no pueden alimentarse por s mismos y
tampoco son capaces de expandir el sistema de galerias. Esto sugiere que
probablemente tras la temporada de enjambrazon, los soldados dejan de ser
alimentados y eventuaimente mueren.

Una sociedad de insecios sociales es definida como “abierta” cuando los
miembros aceptan a individuos conespecificos ajenos a la colonia y “cerrada”
cuando ellos actiian agresivamente hacia los miembros de colonias vecinas
(Wallis, 1964). La sociobiologia asume que las sociedades de insectos son
siempre cerradas (Wilson, 1971) y esto ocurre en la mayoria de los casos. No
obstante, en algunas termitas de mtltiples piezas se ha encontrado tan solo
agresion débil hacia con-especificos de otras colonias e incluso la fusion de
colonias se observado bajo cierias condiciones especificas (Bulmer et al.,
2001; Clément et al., 2001; Matsuura and Nishida, 2001; Bulmer & Traniello,
2002; DeHeer and Vargo, 2004; Dronnet et al., 2006). Por otra parte,
Aguilera-Olivares et al. {2015) mostraron que las colonias de la termita de una
pieza N. chilensis poseen una composicion genética que indica la presencia de
individuos derivados a partir de una sola pareja reproductiva, indicando que las
colonias evitan la mezcla. Ademas, estudios recientes demostraron la presencia
de reconocimiento de con-especificos de la misma colonia entre soldados y

otras castas, y una mayor agresion hacia individuos con-especificos de otras
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colonias que hacia aquellos individuos que si lo son (Niemeyer et al., 2015),
demostrando asi la importancia de la defensa en la composicioén de las colonias
de N. chilensis.

Finalmente, un corolario de estos hallazgos es que las termitas
nidificadoras de una pieza, miembros de una colonia deben ser capaces de
reconocer miembros de otras colonias en el sustrato. Este reconocimiento
podria estar dado por la distincién entre individuos con-especificos miembros y
no miembros del mismo nido a través de compuestos cuticulares (Costa-
Leonardo et al., 2009; Van Zweden and D'Ettorre, 2010), asi como también
podria ser producto de la comunicacion vibroacustica a fravés del sustrato

(Evans et al. 2009; Hager and Kirchner 2014).

24



CONCLUSIONES

La proporcion entre soldados y no-soldados dentro de una colonia resulté
mayor durante la ftemporada de enjambrazén que en la temporada de no-
enjambrazon y mayor en colonias con colonias vecinas que en las que se
encuentran aisladas, demostrando que una colonia responde al riesgo de

invasién incrementando la produccién de soldados.

Es importante destacar que este es el primer estudio que muestra el
efecto de factores externos intraespecificos en la formacion de castas en
termitas y constituye un ejemplo Unico de defensa inducida por agonismo en las

inferacciones intraespecificas.

Finalmente, la tomografia computarizada ofrece nuevas perspectivas
para entender la vida de una colonia de termitas, revelandose como una
poderosa herramienta para estudios que requieren el conocimiento del nimero
y la naturaleza de los individuos en las colonias y la detallada arquitectura de
tales colonias, en cualquier momento de su desarrollo, y también para estudios
de la ontogenia de cualquier colonia individual y, en general, para comprender
la organizacion de la colonia en insectos cripticos sin necesidad de manipular el

sustrato.
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