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RESUMEN

La depresion endogamica se refiere a una disminucién en algim componente de la
adecuacidon biologica de una pareja sexual estrechamente emparentada y de su
descendencia. Dadas las desventajas de la depresion endogéamica, es de interés estudiar los
mecanismos involucrados en su evitacion, particularmente en insectos sociales. Las
termitas muestran un repertorio conductual reproductivo consistente en la produccién de
alados dentro de la colonia, su emergencia durante el evento de enjambrazon, su aterrizaje y
pérdida de alas (formacién de de-alados), el encuentro de ambos sexos en una conducta de
tindem (el macho camina detrds de la hembra palpando su abdomen), la construccion de
una camara nupeial y finalmente su apareamiento para fundar una nueva colonia (pareja de
reproductores primarios). Dos tipos de mecanismos han sido propuestos para la evitacidn
de la endogamia: mecanismos indirectos que ocurren antes de la formacion de de-alados
(produccion sesgada del sexo a nivel de colonia, tiempo de emergencia sesgada al sexo,
dispersion, y dispersién sesgada al sexo) y un mecanismo activo (reconocimiento de
parentesco) que ocurrirfa cuando de-alados toman contacto luego del aterrizaje. Se estudid
los mecanismos de evitacién de endogamia en la especie endémica Neotermes chilensis a
través de: 1) andlisis genético de hermanos dentro de una colonia, alados en enjambrazon y
parejas de reproductores primarios; ii) observacién de la emergencia de alados desde
colonias individuales; iii) dispersiéon y dispersion sesgada al sexo de alados en
enjambrazon; iv) bioensayos conductuales que involucraron de-alados de la misma o
diferentes colonias, y andlisis de compuestos semioquimicos y genéticos de los individuos

utilizados en los bioensayos; y v) apareamiento y produccién de huevos en colonias




artificiales iniciadas con un macho y una hembra de-aladas proveniente de la misma o de
diferentes colonias. Esta es la primera investigacion que abarca los mecanismos indirectos
y el activo de evitacion de la endogamia, en el mismo estudio, en la misma especie de
termita y a través del periodo reproductivo completo. Los resultados muestran que la
dispersién es el principal mecanismo indirecto de evitacién de la endogamia y que el
reconocimiento de parentesco puede ser descartado como un mecanismo activo. La razén
por la cual el reconocimiento de parentesco no estd involucrado en la evitacidn de
endogamia en termitas es discutido en términos del grado de parentesco resultante de que
ambos sexos sean diploides; esta situacidn es contrastada con lo que ocurre en especies de

s

himenopteros eusociales haplo-diploides.




ABSTRACT

Inbreeding depression refers to a decrease in fitness components of a closely related sexual
pair and their offspring. Given the disadvantages of inbreeding depression, it is of interest
to study the mechanisms involved in its avoidance, particularly in social insects. Termites
show a reproductive behavioral repertoire consisting in the production of alates inside the
colony, their emergence during a swarming event, their landing and loss of wings
(formation of de-alates), the encounter of both sexes in a tandem behavior (the male walks
behind the female touching her abdomen), the construction of a nuptial chamber and
finally, mating and founding of a new colony (carried out by the primary reproductive pair).
Two types of mechanisms have been proposed for inbreeding avoidance: indirect
mechanisms that occur before the formation of de-alates (sex-biased production at colony
level, sex-biased emergence timing, dispersal, and sex-biased dispersal), and an active
mechanism (kin recognition) that occurs when de-alates come into contact after landing.
We studied the mechanisms of inbreeding avoidance in the endemic species Neotermes
chilensis through: i) genetic analysis of siblings within a colony, swarming alates and
primary reproductive pairs; ii) observation of the emergence of alates from individual
colonies; iii) dispersal and sex-biased dispersal of swarming alates; iv) behavioral bioassays
involving de-alates from the same or different colonies and semiochemical and genetic
analyses of bioassayed individuals; and v} mating and egg production in artificial colonies
started with one male de-alate and one female de-alates from the same or different colonies.
This is the first report addressing both indirect and active mechanisms of inbreeding
avoidance in the same study, in the same termite species, and through the complete

reproductive period. The results show that dispersal is the main indirect mechanism of

-




inbreeding avoidance and that kin recognition is discarded as an active mechanism of
inbreeding avoidance. The reason why kin recognition is not involved in inbreeding
avoidance in termites is discussed in terms of their degree of relatedness resulting from
both sexes being diploid; this situation is contrasted with that occurring in haplo-diploid

eusocial hymenopterans.




I.  INTRODUCCION

1. ENDOGAMIA

La endogamia se define como el apareamiento entre individuos emparentados
(Kristensen et al., 2010). Esta puede tener efectos positivos o negativos tanto en los
individuos que participan en una eleccién endogdmica como en la descendencia resultante
(Pusey & Wolf, 1996; Kokko & Ots, 2006). Los efectos positivos se relacionan con la
adecuacion bioldgica inclusiva de los progenitores, quienes adicionalmente a la adecuacion
biologica directa (nimero de hijos 7), ganan adecuacion bioldgica indirecta rr (siendo » el
grado de parentesco) al aumentar la representacion de los genes de cada uno de ellos en Ia
poblacién. En otras palabras, la eleccion endogédmica conduce a una adecuacion bioldgica
inclusiva equivalente a (I-+)n, mientras que si la reproduccién ocurre entre individuos no
emparentados (r =~ 0), la adecuacién bioldgica serfa solo n (Kokko & Ots, 2006). En
especies sociales, la teorfa de seleccién por parentesco predice que los individuos que
conforman un grupo se ven beneficiados con la endogamia al aumentar el grado de
parentesco entre ellos y su descendencia, y entre los individuos de la descendencia,
fomentandose asi las conductas cooperativas entre todos ellos (Bartz, 1979; Bartz 1980;
Wade & Breden, 1981). Por otra parte, de acuerdo a la teoria de seleccién sexual, el
apareamiento entre individuos no cercanamente emparentados es favorecido por sobre el
apareamiento entre individuos cercanamente emparentados (Bartz, 1979; Bartz, 1980)
debido a los efectos negativos de la eleccion de parejas sexuales estrechamente
emparentadas (Paul, 2002; Penn, 2002). Estos efectos negativos, conocidos como depresion

endogadmica (Pusey & Wolf, 1996; Charlesworth & Willis, 2009), son causados por un




aumento de la homocigosidad de alelos recesivos deletéreos (Charlesworth &
Charlesworth, 1987; Charlesworth & Willis, 2009), y se traducen en una reduccion en la
descendencia resultante en comparacion con la descendencia exogdmica, v de los valores
promedio de rasgos correlacionados con componentes de la adecuacion biologica, es decir,
sobrevivencia, tasa de crecimiento y reproduccion (Charlesworth & Willis, 2009).

La depresion endogamica es bastante comun y ha sido extensamente documentada
tanto en plantas como en animales desde los tiempos de Darwin (Charlesworth & Willis,
2009). Elia se puede expresar de diversas formas, por ¢jemplo, en muerte pre-nacimiento,
pre-eclosion o pre-germinacidn, o muerte en estados juveniles del individuo (Evans ef al,
2004, Gerloff & Schmid-Hempel, 2005), en efectividad disminuida de! sistema inmune
(Calleri et al., 2007), baja fertilidad o esterilidad por produccién de esperma deforme
(Inhorn et al., 2009), o disminucion en el éxito de fundacion de colonias en el caso de
especies sociales (Gerloff & Schmid-Hempel, 2005).

A pesar de los efectos negativos de la endogamia, la exogamia extrema también
puede producir reduccién en los componentes de la adecuacion bioldgica (depresion
exogdmica), cuyos costos surgen del quiebre de complejos de genes coadaptados y la
pérdida de adaptacién local (Pusey & Wolf, 1996; Kokko & Ots, 2006). El hecho que tanto
la endogamia como la exogamia puedan tener tanto efectos positivos como negativos
sugiere que deberia existir un “Optimo exogdmico™; éste podria darse si los parientes mas
cercanos (por ejemplo, padres y hermanos completos) son evitados como pareja y son
aceptados parientes mas o menos lejanos o individuos de una poblacion distante sometida a
presiones ecologicas equivalentes (Kokko & Ots, 2006). En general, la depresion

exogédmica ha sido menos estudiada que la depresion endogamica (Pusey & Wolf, 1996).




Por los efectos que tienc sobre la adecuacion biologica de los individuos, la
depresion endogdmica es considerada una fuerza selectiva en la evolucién de mecanismos
que la evitan (Pusey & Wolf, 1996), en tanto que la depresidn exogémica no produce
efectos de magnitud suficiente como para constituir una fuerza selectiva (Pusey & Woll,
1996). En animales sociales, la evitacién de la endogamia en los individuos que forman
parte de la progenie es de particular importancia, ya que los individuos descendientes de los
fundadores del grupo social estan altamente emparentados (Ciszek, 2000) y, dado que las
colonias de insectos sociales pueden llegar a tener millones de individuos, Ia probabilidad

de endogamia es particularmente alta (Whitehorn et al., 2009).

2. TERMITAS COMO MODELO DE ESTUDIO

Las termitas comprenden unas 2600 especies que estan distribuidas en siete
familias; Mastotermitidae, Termopsidae, Kalotermitidae, Hodotermitidae, Serritermitidae,
Rhinotermitidae y Termitidae (Eggleton, 2011). Todas las termitas son altamente
esusociales, es decir, existe division de la labor reproductiva, cooperacion en el cuidado de
las crias y solapamiento de generaciones adultas ademas de una diferenciacion morfologica
de castas (Thorne, 1997); viven en colonias que dependiendo de la especie, van desde unos
cientos hasta millones de individuos (Eggleton, 2011), Construyen sus nidos bajo o sobre la
tierra, dentro de madera o sobre ramas de arboles (Eggleton, 2011). Tradicionalmente, las
termitas han sido filogenéticamente clasificadas como un orden completo (Isoptera) dentro
del superorden Dictioptera (que ademaés incluye a las mantis y las cucarachas), siendo su
grupo hermano el orden Blattaria (cucarachas) y como grupo hermano de ambos el orden

Mantodea (mantis) (Kambhampati, 1995). Esta clasificacién ha hecho que el estudio de la




evolucidn de la eusocialidad en termitas sea una tarea dificil de abordar, debido a que segiin
este ordenamiento sistematico, ellas son un orden completamente eusocial, no existiendo
niveles de organizacién menos complejos con los cuales se puedan realizar estudios
comparativos (Thorne, 1997), al contrario de lo que sucede en Vespidae y Apidae.

Sin embargo, desde las ultimas dos décadas (Bell ez al., 2007) y con el aumento del
conocimiento de los rasgos biolégicos, morfolégicos, ecolégicos y conductuales en cada
uno de los grupos del superorden Dictioptera, se ha propuesto a las termitas como
cucarachas eusociales (Eggleton, 2001). Esta hipdtesis ha tomado fuerza en los tltimos
afios con el creciente desarrollo de filogenias moleculares y mayores tamafios de muestra,
hasta que Inward et al. (2007) realizaron el trabajo filogenético més completo conocido a la
fecha, en el cual proponen que las termitas son efectivamente cucarachas eusociales
teniendo como grupo hermano a la familia Cryptocercidae, representada por la tinica
especie Cryptocercus punctulatus. De este modo, las termitas han pasado de ser un orden a
una superfamilia (Termitoidea) dentro del nuevo orden Blattodea (sensu Klass ef al., 2008)
que agruparia a las termitas y las cucarachas (Inward ef al., 2007; Lo, 2007; Eggleton,
2007).

Sobre la base de aspectos ecologicos, se han reconocido tres categorias de termitas
segiin sus habitos de nidificacion y forrajeo (Abe, 1987): i) las termitas nidificadoras de una
pieza, que incluye a las familias Termopsidae, Kalotermitidae y al género Prorhinotermes
de la familia Rhinotermitidae (Evans, 2011), se caracterizan por usar un frozo madera como
sustrato de nidificacidén y forrajeo. Por esta razén, los miembros de la colonia jamas
abandonan el nido, excepto en los periodos de enjambrazdn en los cuales los individuos de
colonias maduras, cuyo sustrato de nidificacién se vuelve escaso, desarrollan alas y

abandonan el nido buscando una oportunidad de fundar una nueva colonia. En las especies




clasificadas en esta categoria, la vida de la colonia esta limitada por la disponibilidad del
sustrato de nidificacién, y el desarrollo individual es altamente flexible o totipotencial.
Todos lps-indivi_c_luos dela cplonia (excepto los soldados y reproductores primarios que son
castas terminales) permanecen en un estado inmaduro en el cual desarrollan funciones de
obreros, estado que no es terminal, por lo cual se les llaman falsos obreros; sin embargo,
bajo ciertas circunstancias, estos falsos obreros pueden llegar a convertirse en individuos de
estados terminales como lo son los individuos alados y los soldados; ii) las nidificadoras de
piezas separadas, que incluye a las familias Hodotermitidae, Serritermitidae y algunas
especies de las familias Rhinotermitidae y Termitidae (Evans, 2011), se caracterizan por
construir su sitio de nidificacién en un lugar y forrajear en otros lugares fuera de la colonia;
los obreros deben salir del nido, en algunos casos acompafiadas de soldados (Traniello,
1981), en busqueda de alimento, de modo que la vida de la colonia no estd limitada por la
reduceion progresiva del nido por consumo del mismo. Poseen una baja flexibilidad del
desarrollo, ya que todas sus castas son terminales, existiendo los llamados obreros
verdaderos, que tienen un potencial reproductivo reducido; y finalmente iii) las
nidificadores de piezas intermedias, incluye a las termitas de las familias Mastotermitidae y
algunas especies de las familias Rhinotermitidae y Termitidae, se caracterizan por anidar y
alimentarse del mismo sustrato, pero una vez que el sustrato se agota se pueden mover a
otro sustrato; ademds, sus colonias estdn conformadas por obreros verdaderos (Evans,
2011).

La reproduccién puede ocurrir a través de la fundacién de una nueva colonia o entre
individuos dentro de una misma colonia con alto grado de madurez. El repertorio
conductual reproductivo previo a la findacion de una nueva colonid es similar para todas

las termitas (Fig 1; Eggleton, 2011): las colonias maduras producen individuos alados que
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abandonan el nido en un evento de enjambrazdn al inicio de la temporada calurosa en
habitats estacionales (Ripa & Luppichini, 2004) y en cualquier periodo del afio en hébitats
no estacionales (Martius et al, 1996), estos futuros reproductores (macho y hembra), se
posan sobre un sustrato para nidificar, que dependiendo de la especie puede ser tierra o un
trozo de madera; pierden las alas, realizan una conducta en tdndem (el macho sitia sus
patas protoricicas sobre las membranas pleurales abdominales de la hembra; empieza asi el
pasco nupcial con lahembrapor delante, mientras que el macho lame las
secreciones tergales {(Costa-Leonardo et al., 2009), buscan un sustrato donde construyen
una cdmara nupcial, se aparean y luego la hembra oviposita los primeros huevos fundando
asi una nueva colonia; desde ese momento, ambos individuos conforman la pareja real (rey
y reina), siendo ellos los primeros en encargarse de alimentar a la primera progenie que
dard origen a obreros. Por otro lado, cuando las colonias de ciertas especies alcanzan un
alto grado de madurez o cuando alguno de los reproductores primarios muere, ocurre la
formacion de neoténicos (reproductores secundarios) a partir de pseudo-obreros, los cuales
pueden aparearse con los reproductores primarios o entre ellos. En tres especies de
Reticulitermes - R. speratus (Matsuura et al., 2009), R. virginicus (Vargo ef al., 2012) y R.
lucifugus (Lucchetti et al., 2013) - se ha demostrado que la reina produce hembras
neoténicas a través de partenogénesis, estas hembras se reproducen con el rey, con el cual
no estan cercanamente emparentadas como en el caso de la descendencia que obtuvo con la

reina, evitando de esta forma la endogamia (Matsuura et al., 2009).




Reproductores
primarios

Tandem

Huevos

Obreras o
Pseudo-obreras

ninfales Soldados

Figura 1: Ciclo de vida general de una colonia de termitas.
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Las termitas estan compuestas por diferentes castas (Korb & Hartfelder, 2008). En

algunas familias, los obreros estan encargados de alimentar al resto de la colonia, construir

y reparar el nido y solo salen del nido para forrajear. En ofras familias, estas funciones son

cumplidas por los pseudo-obreros; estos, a diferencia de los obreros, nunca salen del nido

para forrajear y ademaés son totipotenciales, manteniendo la capacidad de transformarse en

soldados estériles o en alados. La transformacién en soldados ocurre a través de un estadio

intermedio (pre-soldado), mientras que la transformacion en alados ocurre a fravés de unos

cinco estadios intermedios dependiendo de la especie e incluye tres mudas que llevan al

desarrolio inicial de primordios alares en los segmentos proto y metatordcicos, una muda

que lleva al desarrollo de los ojos compuestos, una muda que produce un alado sin
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quitinizar que finalmente, luego que su exoesqueleto se quitiniza, se convierte en un alado
color marrén. Alternativamente, los pseudo-obreros pueden permanecer como tales durante
el resto de su vida y experimentando “mudas progresivas” que conduciran a un aumento de
su tamafio corporal, “mudas estacionarias” que mantendran su tamafio corporal pero
renovardn sus piezas bucales, y “mudas regresivas” que disminuiran su tamafio corporal
(Roisin & Korb, 2011). Cuando Ila colonia ha alcanzado cierta densidad poblacional, se
produce el desarrollo de soldados (Costa-Leonardo et al, 2009). Estos sblo
tienen como tarea defender la colonia y en particular a la reina y el rey; para ello, tienen
diferentes mecanismos de defensa: mecénicas (mandibulas modificadas con dientes para
morder, aplastar o perforar — Prestwich, 1984), quimicas (sustancias liquidas producidas
por las glandulas labiaflés, la glandula del labrum o la glandula frontal en algunas especies -
Sobotnik et al., 2010) y mixtas, donde hay una mezcla de los dos mecanismos anteriores
descritos (Prestwich, 1984). Los individuos incapaces de alimentarse por si solos, como los
soldados (por tener sus mandibulas modificadas o atrofiadas), los reproductores primarios
(por tener mandibulas desgastadas) y los recién nacidos (por tenerlas poco desarrolladas),
son alimentados mediante trofalaxis proctodeal (alimentacién ano-boca) o estomodeal
(alimentacion boca-boca), produciéndose asi el intercambio de wuna diversa

fauna intestinal simbidtica que ayuda” a digerir la celulosa y otras materias organicas

(Eggleton, 2011).

3. ESTUDIOS DE DEPRESION ENDOGAMICA EN TERMITAS

Los efectos deletéreos de la endogamia han sido mostrados en colonias naturales de

termitas a través de la comparacion de colonias con y sin neoténicos (Husseneder ef al.,
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2005; Husseneder et al., 2007), en colonias artificiales de termitas a través de la
comparacion de colonias producidas desde parejas de de-alados (Fei & Henderson, 2003;
Calleri et al., 2007), y a través de la determinacion de la sobrevivc_;fr’_lcia de miembros de
colonia formados a partir de reproductores con diferentes grados de pafentesco (DeHeer &
Vargo, 2006).

Sin embargo, estudios moleculares en colonias naturales han mostrado, en un
amplio rango de especies, que los individuos fundadores de colonias no estan cercanamente
emparentados (revisado en Vargo & Husseneder, 2011). Esto implica la existencia de
mecanismos de evitacién de la. endogamia en el proceso previo a la fundacién de una nueva
colonia. Los mecanismos de evitacion de la endogamia en este proceso han sido
clasificados en dos categorias: indirectos y activo (Tabadkani et al, 2012; Vargo &
Husseneder, 2011). Los mecanismos indirectos de evitacion de la endogamia se refieren a
aquellos exhibidos desde la produccion de alados dentro de la colonia hasta la formacién de
de-alados, y sus efectos se traducen en una disminucion en la probabilidad de encueniro
entre individuos de distinto sexo provenientes de la misma colonia. Estos mecanismos son:
produccién de alados sesgada al sexo al nivel de colonia (Fig. 2a), es decir, algunas
colonias podrian producir un sexo en preferencia del otro (Lenz & Runko, 1993; Roisin &
Lenz, 2002; Husseneder et al., 2006); tiempo de emergencia sesgada al sexo (Fig. 2b), es
decir, un sexo podria emerger desde una colonia mds temprano que el otro (Morbey &
Ydenberg, 2001); dispersion (Fig. 2c), es decir, si los alados vuelan lejos de sus colonias
durante !a enjambrazon, la probabilidad de encontrar a un compatfiero de nido disminuye en
tanto la distancia de vuelo aumenta (Husseneder et al., 2006; Messenger & Mullins, 2005;
Vargo et al., 2006; Hu et al., 2007); y dispersion sesgada al sexo (Figs. 2d y 2e), es decir,

un sexo podria desplazarse mayores distancias que el otro (Shellman-Reeve, 1996). Por




14

otro lado, dos posibles mecanismos activos para la evitacién de la endogamia son el
reconocimiento de parentesco y el reconocimiento entre compafieros de nido (Fig. 2f), que
podrian ocurrir durante la eleccién de pareja ya sca antes o después que el macho y la
hembra de-alados entran en contacto fisico (Vargo & Husseneder, 2011). El
reconocimiento de parentesco corresponde a la capacidad de un individuo enfrentado a
conespecificos con distintos grados de parentesco, de identificarlos y efectuar una
diseriminacién conductual de acuerdo con su grado de parentesco (revisado en Michener &
Smith, 1987 y Smith & Breed, 1995). A diferencia del reconocimiento de parentesco, €l
reconocimiento de compafieros de nido estd mediado por la pertenencia a un grupo de
desarrollo (por ejemplo, una colonia) y no se basa en el grado de parentesco que existe
entre los individuos.

El reconocimiento de compafieros de nido ha sido objeto frecuente de estudios en
termitas, de los cuales la gran mayoria relacionan las variaciones en los perfiles de
compuestos cuticulares colonia-especificos con la intensidad en el comportamiento
agresivo desplegado entre individuos no reproductivos de distintas colonias (Howard &
Blomaquist, 1982; Adams, 1991; Bagnéres et al., 1991; Takahashi & Gassa, 1995; Vauchot
et al., 1996; Haverty et al., 1999; Kaib et al., 2002; Florane et al., 2004; Kaib ef al., 2004;
Costa-Leonardo et al., 2009; Zweden & d’Ettorre, 2010).

Adicionalmente, pocos trabajos han evaluado los mecanismos de evitacién de la
endogamia en la pareja fundadora de colonias en termitas (Vargo & Husseneder, 2011;
Husseneder ef al., 2006; Shellman-Reeve, 2001; Husseneder & Simms, 2008) y ningin
estudio ha evaluado el proceso completo de eleccion de pareja, desde la produccién de

alados hasta la formacién de colonias en una misma especie de termita.
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Figura 2: Mecanismos de evitacion de la endogamia en termitas: a) monoginia; b)
emergencia sesgada al sexo; c) dispersion; d) dispersion sesgada a hembras; e) dispersion
sesgada a machos y f) reconocimiento de parentesco o de compaiieros de nido, donde la
magnitud de la flecha indica la preferencia por un individuo de distinto grado de parentesco o

de distinto nido.
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En Chile, se han descrito cinco especies de termitas, dos de las cuales son
cosmopolitas y tres nativas (Rippa & Luppichini, 2004). Las especies introducidas son
Cryptotermes brevis y Reticulitermes flavipes. La primera de ellas pertenece a la familia
Kalotermitidae, es denominada la “termita de los muebles” y habita desde la Regién de
Arica y Parinacota hasta la Region de Valparaiso (Rippa & Luppichini, 2004), mientras que
la segunda pertenece a la familia Rhinotermitidae y es la tinica representante de esta familia
en nuestro pais, con un rango de distribucién entre las Regiones de Valparaiso y del
Libertador Bernardo O’Higgins (Rippa & Luppichini, 2004). Las especies nativas son
Kalotermes gracilignathus (Kalotermitidae), distribuida en el Archipiélago de Juan
Fernandez ¢ Isla de Pascua (Rippa & Luppichini, 2004) y Neotermes chilensis
(Kalotermitidae), descrita entre las Regiones de Atacama y de Valparaiso (Villan, 1972;
Artigas, 1994; Rippa & Luppichini, 2004), ambas llamadas termitas de madera seca pues su
sustrato de nidificacién es la madera con bajo contenido de agua, y Porotermes quadricollis
(Termopsidae), descrita entre la Region de Valparaiso y la Regién de Aysén y llamada
termita de madera htimeda por nidificar en madera con un alto contenido de humedad o en
estado de descomposicion. Tanto K gracilignathus como N. chilensis son especies
endémicas de Chile.

Neotermes chilensis (Fig. 3) construye sus nidos en ramas secas de espino (Acacia
caven), molle (Schinus latifolius), quillay (Quillaja saponaria), romerillo (Baccharis
linearis), flipa (Escallonia spp.), quisco (Echinopsis chilensis) y tallos florales secos de
chagual (Puya chilensis) (Ripa & Luppichini, 2004). Se ha observado también habitando el
tallo floral seco de Puya berteroniana (Bromeliaceae), especie hasta el presente estudio no
descrita como hospedera de esta termita. Ademds, constituye un importante problema en

construcciones de madera (Artigas, 1994; Ripa & Smith, 2000; Ripa & Luppichini, 2004).
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Figura 3: Individuos de N. chilensis. a) Soldado, reproductor primario y pseudo-obreas dentro
de una galeria en un escapo floral seco de P. berteroana; b) Individuos en distintos estados de
desarrollo; ¢) De-alados en tindem y d) Soldado. PO = pseudo-obreros, J = juvenil, NON =
ninfas ojos negros, ASQ = alados sin quitinizar, AQ = alados quitinizados y S = soldado.

El repertorio conductual reproductivo de N. chilensis es similar al de otras termitas

(Rippa & Luppichini, 2004; Eggleton, 2011). Esta especie posee caracteristicas que la

hacen un muy buen modelo para estudios de mecanismos evitacion de la endogamia: la

gran mayoria de los individuos dentro de una colonia son totipotenciales, viven confinadas

a su sustrato de nidificacion, siendo el periodo de apareamiento (enjambrazon entre Enero y

Abril) el tinico momento en el cual las termitas que desarrollaron alas abandonan el nido y

la emergencia de alados de una colonia puede ser controlada en el laboratorio, y se puede

acceder facilmente a las parejas de reproductores primarios. Casi todos los individuos de la

colonia son completamente ciegos (a excepcion de los reproductores primarios) y ademas
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anidan en sustratos de facil manipulaciéon y mantencién en el laboratorio, 1til para la
realizacién de estudios controlados. En la zona de estudio (cuesta Las Chilcas, 75 km al
norte de Santiago), N. chilensis anida en escapos (tallo floral) de chagual (Puya
berteroneana). Allf se encuentran escapos con una colonia Unica y también escapos con

hasta 10 colonias {Aguilera-Olivares et al., manuscrito en preparacion).

Il. PROBLEMA DE ESTUDIO

El problema general de estudio est4 vinculado con la eleccién de pareja y evitacién
de la endogamia en N. chilensis, y se enfoca en determinar si las colonias son o no fundadas
por la unién de dos individuos lejanamente emparentados y, si ocurre la primera de estas
alternativas, qué mecanismos indirectos y activos de evitacidn de endogamia pueden estar
ocurriendo v cudl es la importancia relativa entre ellos.

En esta tesis se estudiaran individuos pertenecientes a cuatro estados: i) pseudo-
obreros compafieros de nido antes de que la enjambrazén comience, ii) alados en
enjambrazén pero antes del aterrizaje, iii) de-alados y iv) parejas de reproductores
primarios (PRP), utilizande aproximaciones ecoldgicas, conductuales, quimicas y
genéticas, lo que permitira explorar por primera vez en una misma especie de termita el
espectro completo de mecanismos de evitacién de la endogamia durante la fundacién de la

nueva colonia.
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III. HIPOTESIS

Hipétesis 1, sobre el grado de parentesco entre la pareja de individuos fundadores
de colonias:

La fundacion de las colonias de N. chilensis se realiza por la unién de dos
individuos de-alados lejanamente emparentados. De esta forma, el grado de parentesco
promedio entre la pareja fundadora de colonias es menor que el grado de parentesco

promedio entre compafieros (pseudo-obreros y soldados) de un mismo nido.

Prediccion: Los individuos fundadores de colonias comparten menor proporcion de
alelos microsatelitales entre si que lo esperado en la poblacion para dos individuos

compafieros de nido (pseudo-obreros y soldados).
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Hipdtesis 2, sobre los mecanismos indirectos de evitacion de la endogamia:

Dado que tanto la emergencia y dispersién de individuos sesgada al sexo como la
monoginia y la dispersién de individuos lejos de su sitio natal pueden contribuir a disminuir
la probabilidad de encuentro entre individuos pertenecientes a una misma colonia, ninguno,
uno o algunos de estos mecanismos indirectos de evitacion de la endogamia estaran

representados en N. chilensis.

Prediccién 1: Cada colonia se especializard en producir alados de un mismo sexo;
esta especializacion diferira entre las colonias de una misma poblacién.

Prediccién 2: Los alados de un sexo emergerdn temporalmente antes que los alados
del sexo opuesto desde una misma colonia.

Prediccién 3: Los alados de un sexo dispersardn distancias mayores que los
individuos del sexo opuesto, existiendo asi un sexo filopatrico y un sexo dispersante.

Prediccion 4: Los individuos alados pertenecientes a una colonia dispersaran lejos
de su colonia natal, aumentando la probabilidad de encontrarse con alados del sexo opuesto

pertenecientes a otras colonias.
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Hipétesis 3, sobre el mecanismo activo de evitacioén de la endogamia:

Dado que tanto el reconocimiento de parentesco como el de compafieros de nido
permiten a un individuo identificar y discriminar entre conespecificos con distintos grados
de parentesco o distinta procedencia, la presencia de estas capacidades en N. chilensis
permitira que los de-alados prefieran como pareja reproductiva a un pariente lejano y eviten
a un individuo cercanamente emparentado, o a un no-compaiiero de nido por sobre un

compaiiero de nido, constituyendo asi un mecanismo activo de evitacion de la endogamia.

Prediccién 1: Los de-alados de N. chilensis invertirdn mayor tiempo en exhibir
conductas de apareamiento hacia aquellos individuos que no estan cercanamente
emparentados que hacia individuos cercanamente emparentados.

Prediccién 2: Los de-alados de N. chilensis mostraran una mayor frecuencia de
conductas de apareamiento hacia aquellos individuos que no estdn cercanamente

emparentados que hacia individuos cercanamente emparentados.
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Hipétesis 4, sobre el rol de los compuestos cuticulares en el mecanismo activo de
evitacion de la endogamia:

A semejanza con otros casos de reconocimiento en especies sociales, el
reconocimiento de parentesco o de compaiieros de nido en N. chilensis estara mediado por

compuestos quimicos cuticulares,

Prediccion 1: Los perfiles quimicos entre parejas de individuos alados provenientes
de una misma colonia seran mas similares entre si que entre aquellas parejas provenientes
de distintas colonias.

Prediccion 2: Las preferencias de apareamiento seran eliminadas o invertidas al
extraer o intercambiar en interacciones infra e internido, respectivamente, los compuestos

cuticulares de los individuos sometidos a eleccion.
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IV. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Determinar si existe evitacion de la endogamia en N. chilensis y, en caso de existir,

explorar sus posibles mecanismos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Evaluar la existencia de evitacién de la endogamia en N. chilensis mediante la
comparacion entre el grado de parentesco de las parejas fundadoras de colonias y de los
compafieros de nido (pseudo-obreros y soldados), por medio del uso de marcadores

microsatelitales.

2. Estudiar y evaluar la importancia relativa de los mecanismos indirectos de

evitacién de la endogamia en N. chilensis.

3. Estudiar y evaluar el reconocimiento de parentesco y de colonia entre de-alados

como mecanismo activo de evitacion de la endogamia en N. chilensis.

4. Describir, estudiar y evaluar el rol de compuestos quimicos cuticulares en el

mecanismo activo de evitacidon de la endogamia.




24

V. MATERIALES Y METODOS GENERALES

Especie y sitio de estudio

El estudio fue llevado a cabo en una poblacion de N. chilensis ubicada en la cuesta Las
Chilcas (32°52°S; 70°52’W) dentro de escapos secos (tallos florales) de Puya berteroniana
Mez (Bromeliaceae) (Fig.4). Aproximadamente la mitad de los escapos encontrados en
terreno contienen mas de una colonia (se han observado hasta doce colonias - escapos
multicoloniales), mientras que ia_ﬂotra mitad contiene solo una colonia {escapos
unicoloniales); en estos ultimos, la colonia se ubica principalmente en la base del tallo
floral y a medida que aumenta el niimero de colonias, las zonas mas distales del escapo son
utilizadas. Esta planta se encuentra en laderas de cerros de exposicidn norte, principalmente
en afloramientos rocosos, generando uma distribucién discreta en parches de
aproximadamente 300 m de diametro, separados por distancias que van desde 500 m hasta
aproximadamente 3 km. La vegetacion presente es del tipo matorral y bosque espinoso,
cuyas especies representativas son el espino (Acacia cavern), el algarrobo (Prosopis
chilensis), el chagual (Puya berteroniana), el palhuén (Adesmia arborea) y especies

acompafiantes como el colliguay (Colliguaja odorifera) y el quisco (Echinopsis chilensis)

(Gajardo, 1994).
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Figura 4: Puya berteroniana con escapos secos en la cuesta Las Chilcas.

Evitacion de la endogamia

Para documentar la no prevalencia de endogamia en N. chilensis y explorar la importancia
relativa de los mecanismos indirectos y activo en su evitacion, se calculod el parentesco
promedio utilizando ocho marcadores microsatelitales en los siguientes tres grupos
experimentales (Fig. 5): a) setenta y cuatro compaifieros de nido provenientes de 6 colonias;
b) alados colectados durante un evento de enjambrazon utilizando trampas de luz durante
los eventos de 2012 (N = 75) y 2013 (N = 273) y c¢) parejas de reproductores primarios (N =

19 parejas). De esta forma, la comparacion entre el grupo de compaiieros de nido y las
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parejas de reproductores primarios mostrara si existe o no evitacion de la endogamia. Por
otro lado, la comparacion entre el grupo de compafieros de nido y alados en enjambrazon
evidenciara si los mecanismos indirectos estan operando. Finalmente, la comparacion entre
alados en enjambrazoén y parejas de reproductores primarios mostrard si el mecanismo

activo de evitacion de la endogamia esta operando.

Mecanismos Indirectos MecanismoActivo  Colonia fundada
L 4 'l

Compafieros de nido Aladosen un evento de ! Parejas de
(N=74; 6 escapos) enjambrazén ’ reproductores
N=75 (2012); N=273 (2013) | primarios(N=19)
||
8 loci microsatelitales =
No Meétodo 1
emparentados Versosimilitud

KINSHIP

Hermanos Método 2
completos Simulaciones

Figura 5: Grupos experimentales para estudio de prevalencia de endogamia y de los
mecanismos involucrados en su evitacion en N. chilensis. Tres grupos fueron recolectados:
compaiieros de nido, alados en enjambrazén y parejas de reproductores primarios. Ellos
fueron genotipificados con 8 marcadores microsatelitales y se calculd parentesco y
consanguineidad entre pargjas utilizando el programa KINSHIP 1.3.1 (Goodnight &
Queller, 1999). Cada una de estas parejas fueron clasificadas como no-emparentados o

como hermanos completos utilizando dos métodos: “Verosimilitud” y “Simulaciones™.
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Adicionalmente, pares de individuos en cada uno de estos tres grupos experimentales
fueron clasificados dentro de dos categorias: hermanos completos 0 no-emparentados; solo
estas categorfas fueron usadas debido a que las parejas de reproductores primarios son
monogamas (Thorne, 1997; Vargo & Husseneder, 2011). Para llevar a cabo esta
clasificacion, se usaron dos aproximaciones independientes. La primera fue un analisis de
méxima verosimilitud con la funcion “likelihood” implementada en el programa KINSHIP
1.3.1 (Goodnight & Queller, 1999). En la segunda aproximacioén, se realizé una
comparacion directa entre valores experimentales y valores simulados de parentesco; asf,
diez mil pares de individuos no-emparentados y diez mil pares de individuos hermanos
completos fueron simulados usando el programa KINSHIP, generando de esta forma dos
curvas de distribucion, siendo el punto de interseccién entre ambas curvas (r = 0,26) el que
marco el umbral para asignar los pares de individuos experimentales a las dos categorias de
consanguinidad (Fig. 6). Finalmente, una prueba exacta de Fisher fue usada para comparar
los ires grupos experimentales en relacion a las asignaciones a grupos de consanguinidad

hechas por las aproximaciones de méxima verosimilitud y simulacion.
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Figura 6: Distribucién de 10.000 pares no-emparentados y 10.000 pares de
hermanos completos simulados, generados con el software KINSHIP 1.3.1 (curva
superior) y los tres grupos experimentales (barras): 1) compafieros de nido (N =
572), 2) alados en enjambrazdn durante la temporada de 2012 (N = 460) y durante
la temporada 2013 (N = 2074), y 3) parejas de reproductores primarios (N = 19).
Las frecuencias fueron determinadas usando un intervalo de parentesco de 0,04
unidades. Por simplicidad visual, se trazaron lineas que unen los valores de
frecuencia para los pares simulados. La interseccién entre las curvas (r = 0,26) es

denotada por una linea vertical punteada en las cinco distribuciones.
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Recoleccion de alados durante un evento de enjambrazén

Los alados en un evento de enjambrazon fueron recolectados utilizando dos trampas de luz
en el afio 2012 y siete trampas de luz en el aiio 2013; la distancia entre las trampas de 2012
fue de 1,45 km y desde 75 metros hasta 2,35 km en las de 2013 (Fig. 7). Las trampas fueron
instaladas en lugares cercanos a parches de P. berteroniana, durante el periodo de
enjambrazon de N. chilensis, que en el sector Cuesta Las Chilcas ocurre entre fines de
febrero y fines de marzo. Debido a que no se sabia con certeza los dias en los cuales N.
chilensis enjambraria, se realizé una colecta continua durante treinta dias entre las 21:00 y
las 23:00 horas hasta observar un evento de enjambrazon (seis noches durante 2012 y ocho

noches durante 2013).

#

=

Figura 7: Distribucion de trapas de luz en la cuesta Las Chilcas. Las marcas verdes con

letras indican la posicion de las dos trampas de 2012, mientras que las marcas rojas con

numeros indican la posicion de las siete trampas en 2013.

La trampa utilizada para colectar alados en un evento de enjambrazon se muestra en la Fig.

8. Esta trampa tiene la capacidad de colectar automaticamente insectos voladores nocturnos
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durante dos noches consecutivas debido al control de dos temporizadores digitales y a la
utilizacion de una bateria de 12V, La trampa consistio en un tubo fluorescente UV con tres
aletas blancas dispuestas radialmente y separadas entre si por un angulo de 120°, las cuales
potenciaban tanto el efecto de la luz UV como la colecta de insectos al dirigirlos hacia la
base de la trampa. En esta base se encontraba un embudo que encausaba a los insectos
hacia un recipiente que contenia 100 mL de una solucién de agua con jabon. Este recipiente
estaba internamente dividido en dos mitades, cada una de ellas destinada a la recoleccion
independiente de insectos alados en cada uno de dos dias consecutivos.

Los dos temporizadores que controlaban la trampa fueron configurados de la
siguiente forma: el primer temporizador controlaba el encendido y apagado de la luz UV el
cual fue configurado para iluminar entre las 21:00 y las 23:00 horas de cada jornada;
mientras que el segundo temporizador fue configurado para activar a la 01:00 de la
madrugada de la primera noche, un mecanismo que permitié que los insectos que se
recolectaran durante la jornada siguiente queden en la segunda mitad del recipiente de
recoleccion. En la maiiana después de la segunda jornada de recoleccién, los individuos
fueron extraidos de la solucidon de jabon e inmersos en alcohol 70% v/v para su posterior
andlisis genético, y la trampa fue reconfigurada para iniciar un nuevo ciclo de colecta de

otras dos noches consecutivas.

Recoleccion de colonias

Para determinar cudl (o cudles) de los cinco mecanismos indirectos de evitacion de la
endogamia es (son) el (los} mas importante(s), se recolectaron escapos de P. berteroniana

que contenian en su interior colonias de N. chilensis. Debido a que las colonias se ubican
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preferentemente en la base de los escapos secos, estos fueron extraidos con la ayuda de una
motosierra que permitié alcanzar la base del escapo con un corte pargjo y sin romper las
galerias. Los escapos exiraidos fueron geomeferenciados y envueltos en tul blanco,
evitando de esta forma tanto la pérdida de individuos durante el traslado al laboratorio

como la pérdida de alados durante el desarrollo de los experimentos.

Figura 8: Trampa de luz. 1.- Recipiente principal. 2.- Embudo de colecta, en cuyo centro
estad el mecanismo que permite colectar durante dos noches consecutivas. 3.~ Recipiente
colector con 100mL de una solucién de agua y jabdn (se posiciona dentro del recipiente
principal). 4.- Separacién que divide el recipiente colector en dos mitades y permite el
muestreo independiente durante dos noches consecutivas. 5.- Tubo fluorescente de Iuz UV.
6.~ Estructura metalica blanca que sirve de soporte para el tubo fluorescente; posee tres
aletas metélicas blancas cuyas funciones son potenciar la luminosidad y hacer que las

termitas choquen y caigan al embudo de recoleccion.
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Mecanismos indirectos de evitacion de la endogamia

Produccion y emergencia de alados sesgada al sexo
Cincuenta escapos secos de P. berteroniana fueron recolectados durante el mes de
Diciembre de 2013, antes de que comenzara el periodo de enjambrazén, en bolsa de tul y
llevados al laboratorio en Santiago. Los escapos fueron dispuestos en forma vertical sobre
un techo dentro de la Facultad de Ciencias bajo las condiciones climaticas imperantes. Cada
noche a las 23:00 hrs., los escapos fueron revisados y los alados atrapados en la bolsa de tul
fueron recolectados; el nido de procedencia, el dia de la recoleccion y el sexo de cada alado
fue registrado. El experimento se considerd iniciado con la emergencia del primer alado, y
se considero finalizado cuando no se encontraron maés alados en las bolsas de tul durante
tres semanas. Solo 14 escapos contuvieron colonias que dieron lugar a enjambrazdn; todos
ellos fueron disecados y sdlo aquellos que resultaron ser unicoloniales y que no tenian
alados en su interior (N = 7), fueron considerados para el analisis final.

La produccidn sesgada al sexo al nivel de colonia fue evaluada comparando el
numero de machos y hembras a través de una prueba binomial (http://vassarstats.net/). La
emergencia sesgada al sexo fue evaluada comparando el dia promedio de emergencia de

cada sexo por colonia con una prueba U de Mann-Whitney.

Dispersion y dispersion sesgada al sexo durante un evento de enjambrazén

Los alados capturados en las trampas durante el periodo de enjambrazén de 2013 fueron

utilizados para ambos analisis. Estos individuos fueron sexados y genotipificados con 8
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marcadores microsatelitales; el dia de la recoleccion y la identidad de las trampas en la cual
fueron capturados fueron registrados, y la distancia entre las trampas fue determinada.

Para evaluar dispersién como un mecanismo indirecto de evitacién de la endogamia,
se realiz6 un andlisis de aislamiento por distancia donde se correlaciond la matriz de
distancia genética (Fst) entre las trampas con la matriz de distancia geografica entre ellas.
Si los alados pertenecientes a una misma colonia (hermanos completos) dispersan una
distancia suficiente como para alcanzar distintas trampas durante el periodo de
enjambrazon, entonces existird una homogenizacion genética entre las trampas y no existira
una correlacién significativa entre la distancia genética y la distancia geografica entre ellas;
mientras que si los alados pertenccientes a una misma colonia dispersan distancias
insuficientes como para alcanzar distintas trampas, cada trampa se diferenciara
genéticamente de la otra y por lo tanto una correlacion significativa existira entre la
distancia genética y la distancia geografica entre ellas.

Para evaluar la dispersién sesgada al sexo, se determinaron cuatro pardmetros para
machos y hembras independientemente en cada trampa: (1) Diferenciacion genética (Fsr),
donde se espera que la frecuencia alélica para individuos del sexo dispersante serd méas
similar entre las distintas trampas que para el sexo filopatrico, lo cual se vera reflejado en
un mayor valor de Fsr para el sexo filopétrico en comparacion con el sexo dispersante
(Goudet et al., 2002); (2) Indice de endogamia (Fis), donde el sexo dispersante recolectado
desde las trampas serd una mezcla de individuos provenientes de distintas colonias y,
debido al efecto Wahlund, la muestra mostrara un déficit de heterocigotos, es decir, un
valor positivo de Fis y significativamente mayor que el sexo filopétrico (Goudet ef al.,
2002); (3) Grado de parentesco promedio (1), donde individuos cercanamente

emparentados estarin menos representados en una trampa si son del sexo dispersante, lo
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que se vera reflejado en un grado de parentesco significativamente menor que el sexo
filopatrico (Goudet et al., 2002); y (4) Indice de asignamiento (AD), que se refiere a la
probabilidad que el genotipo de un alado £ muestreado en la trampa ¢ se encuentre por azar
en esa trampa dadas las frecuencias alélicas de esa trampa (calculadas incluyendo al
individuo focal); este valor es corregido (41c) al restar la diversidad genética encontrada en
cada trampa para asi hacer comparables las probabilidades entre trampas,
independientemente del tamafio de muestra; asi Al serd negativo cuando un sexo sea
dispersante y serd positivo cuando un sexo sea filopatrico (Favre et al., 1997). Los
resultados de Fsr, Fis, t y Alc fueron comparados entre machos y hembras a través de una
prueba de permutaciones implementada en el programa R (R Development Core Team

2013).

Evaluacién de la eficiencia de los mecanismos indirectos de evitacion de l2 endogamia

Se utilizaron los alados recolectados y genotipificados en las trampas de 2013. Los alados
fueron asignados a grupos familiares con la utilizacion del programa COLONY 2.04.0
(Jones and Wang 2010). Posteriormente se calculd el nimero de todas las posibles parejas
endogémicas y exogimicas por dia y por trampa, para finalmente calcular la razén total de

parejas endogamicas y exogamicas.
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Evaluacion del mecanismo activo de evitacion de la endogamia

Se realizo un bioensayo conductual de seleccion de pareja, en el que se enfrentd a un
individuo focal con dos individuos del sexo opuesto, uno de los cuales provenia de su
misma colonia y el otro de otra colonia. El bioensayo fue llevado a cabo en una placa de
Petri cuyo fondo se encontraba cubierto con papel filtro para facilitar el movimiento de las
termitas. Dado que tanto el macho como la hembra pueden elegir pareja, el individuo focal
fue de ambos sexos (N = 15 para cada sexo). Cada bioensayo fue registrado con una
Videocdmara Sony ® y las conductas fueron posteriormente analizadas con el programa
JWatcher v.1.0 (Blumstein et al., 2006).

Una vez finalizados los bioensayos, los compuestos quimicos cuticulares fueron
extraidos, separados e identificados con cromatografia de gases acoplada a espectrometria
de masas (GC-MS, por sus siglas en inglés) con el fin de evaluar la similitud quimica entre
los individuos interactuantes. Posteriormente, los individuos fueron almacenados en alcohol

al 70% v/v para luego extraer su ADN y calcular el grado de parentesco enire ellos.

Extraccion y analisis de compuestos cuticulares

Los diecinueve individuos usados en los bioensayos anteriores fueron sumergidos
individualmente en frascos de vidrio que contenfan 250 ul. de n-pentano durante 10 min.
Cada individuo fue posteriormente almacenado en etanol al 70% v/v para andlisis genético.

Cinco microlitros de cada extracto fueron combinados en un frasco de vidrio para

producir un extracto maestro. El objetivo de este exiracto maestro fue aumentar las
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posibilidades de identificar compuestos cuticulares presentes en baja concentracién en
extractos individuales al obtener un cromatograma que contiene todos los posibles
compuestos cuticulares en la poblacién estudiada.

Cuatro microlitros de cada extracto individual y del extracto maestro fueron
inyectados en un cromatdgrafo de gases acoplado a espectrémetro de masas (GC-MS por
sus siglas en inglés) Shimadzu modelo QP 2010 Ulira gas (Shimadzu, Kyoto, Japan)
equipado con una columna capilar Rtx-SMS Crossbond 5% difenilo - 95% dimetil
polisiloxano (Restek, Bellefonte, PA, USA: 30m longitud, 0.25 mm LD., 0.25 pm de
espesor de pelicula), El GC fue operado en el modo de inyeccion “splitless”. La
temperatura de la columna fue mantenida a 146°C por 5 min, aumentada a una tasa de
3°C/min hasta 280°C, y mantenida a esta temperatura por 5 min. El gas transportador fue
helio a un flujo de 0.78 mI/min. El espectrometro de masa fue usado en el modo de
jonizacién por impacto de electrones (70 eV) con una corriente de emision de 250 mA. Las
temperaturas del puerto de inyeccion, fuente de iones y la linea de interfase fueron 250°C,
205°C y 280°C, respectivamente. El instrumento fue operado en el modo “scan”.

Treinta y ires picos fueron detectados en el cromatograma maestro (Tabla 4), treinta
de los cuales fueron identificados por anélisis de sus espectros de masa y al comparar su
indice de retencién con los de compuestos estandares — cuando se encontraron disponibles
-- 0 con datos de Ia literatura. La presencia o ausencia de un compuesto dado en el perfil
cromatografico de cada extracto individual fue determinado comparando el espectro de
masas y los indices de retencién con aquellos del cromatograma maestro.

Los perfiles cromatograficos individuales fueron comparados entre parejas de
hermanos (compafieros de nido) y parejas de individuos no emparentados (no-compafieros

de nido) de cada réplica, usando el indice de similitud simple (Krebs, 1989), calculado
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como el nimero de coincidencias positivas y negativas (en términos de la presencia o
ausencia .de un compuesto dado) entre parejas dividido por 33, el numero total de
compuestos identificados. Asi, ¢l indice de similitud simple para cada compuesto varid
entre 0 y 1. Los indices de similitud simple para parejas inira e intercolonia fueron

comparadas utilizando una prueba de t-Student de dos colas.

Apareamiento en colonias artificiales

Con el fin de evadir los mecanismos indirectos y activo de evitacion de la endogamia, se
disefié una arena compuesta de una placa Petri que contenfa aserrin de P. berteroniana
(80%) y celulosa (20%) mantenidas en oscuridad. En ella se colocd un par de de-alados
virgenes que provenian de la misma (par endogamico, N = 15) o de distintas colonias (par
exogamico, N = 15). El nimero de parejas formadas, determinado comeo los pares que
colocaron huevos, asi como el nimero de huevos colocados por cada una fue registrado.
Los promedios de huevos colocados por las parejas endogamicas y exogdmicas fueron

comparados con una prueba de t-Student de dos colas.




38

VI. RESULTADOS

Evitacion de la endogamia

El parentesco promedio entre parejas de compafieros de nido (descendencia),
parejas de machos y hembras aladas en las temporadas de enjambrazon 2012 y 2013, y
parejas de reproductores primarios son mostrados en la Figura 9. El parentesco
promedio de parejas de compafieros de nido (0,465 = 0,0085; media + EE) es muy
cercano al esperado para organismos diploides hermanos completos (r = 0,5). El
parentesco promedio de parejas de compafieros de nido (excluyendo a parejas de
reproductores primarios) fue significativamente mayor que ¢l de parejas de
reproductores primarios (p < 0,001) y de parejas entre alados de distinto sexo en un
evento de enjambrazén (p < 0,001 para ambos afios). El parentesco promedio entre
alados de distinto sexo no difirieron entre las temporadas de enjambrazon 2012 y 2013
(p < 0,834). Ademés, ¢l parentesco promedio entre machos y hembras alados durante
las temporadas de enjambrazon 2012 y 2013 no fueron estadisticamente diferentes de
las parejas de reproductores primarios (p = 0,196 y p = 0,289, respectivamente). Estos
mismos resultados fueron obtenidos al comparar la distribucién de categorias de

parentesco entre los diferentes grupos experimentales (Tabla 1).
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Figura 9: Parentesco promedio entre parejas de compafieros de nido, entre machos y

hembras alados en un mismo dia durante un evento de enjambrazdén (temporadas 2012

y 2013), y entre parejas de reproductores primarios. Se encontraron diferencias

significativas entre grupos (H; = 1109,3; p < 0,001). Diferentes fetras indican

diferencias significativas en analisis a posteriori (p < 0,05).
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Tabla 1: Asignacion a las categorias de hermanos completos y no-emparentados de todos las

posibles parejas de compafieros de nido, parcjas de alados de distinto sexo colectados en un mismo

dia durante un evento de enjambrazén (temporadas 2012 y 2013), y parejas de reproductores

primarios. La asignacién se basé en dos aproximaciones: analisis de méxima verosimilitud y

comparacion directa entre valores de parentesco experimentales y simulados. Las properciones

significativamente diferentes en filas son mostradas con diferentes letras (prueba exacta de Fisher,

p <0,05).
Cosanguinidad Grupos experimentales .
Aproximacion de parejas | Compafieros| Alados en enjambrazén Parejas de
formadas de nido reproductores
2012 2013 primarios
Méxima Hermanos
X completos / 489/83a | 34/426b | 189/2518b 3/16b
verosimilitud N
o-emparentados
Hermanos
Simulacion  |completos/ 483/89a | 37/423b | 210/2497b 3/16b
No-emparentados
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Mecanismos indirectos de evitacién de la endogamia

Produccion y emergencia de alados sesgada al sexo

La duracién del periodo de emergencia de los alados en escapos traidos desde el campo fue
de 33,9 & 3,2 dias (media = EE; rango: 22 a 48 dfas); 82,7 + 9,4 alados de ambos sexos
emergieron desde cada escapo (media + EE; rango: 41 a 105 alados). La proporcidn de
sexos entre machos y hembras no se desvié significativamente de la razén de sexos 1:1 y

solo un escapo mostréd protandria significativa (Tabla 2).

Tabla 2: Resumen de los anélisis para la produccién de alados sesgada al sexo (es decir,
desviacion de la razon de sexos 1:1) y emergencia de alados sesgada al sexo (es decir,
diferencias en el dia promedio de emergencia de machos y hembras) en 7 escapos colectados
en el campo y mantenidos sobre un techo en Santiago. La desviacion de fa razén de sexos
1:1 fue determinada con una prueba binomial y el tiempo de emergencia de machos y
hembras fue comparado con una prueba U de Mann-Whitney (excepto para escapo 3, el cual

fue analizado con una prueba t-Student de dos colas).

Produccion de alados Emergencia de alados
sesgada al sexo sesgada al sexo
Escapo (—— —
Razén m/h | Desviacion Machos Hembras

(N) dei:1 | (media+EE) | (media+EE)| P
1 1,10 (105) n.s. 5,5+0,44 5,4+ 0,66 0,207
2 0,76 (104) n.s. 17,9+ 0,88 16,85+ 0,76 | 0,352
3 1,34 (61) 1.S. 152+ 1,36 163+ 1,68 | 0,607
4 1,14 (77} 1.S. 10,6 +1,44 10,8=1,97 | 0,756
5 1,39 (86) 1.5 18,1 £ 1,46 174+1,72 | 0,498
6 0,95 (41) 1.S. 5,7+1,16 13,8+2,83 | 0,027
7 0,81 (105) .S 11,8+£1,25 13,5+ 1,12 { 0,408
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Dispersion y dispersion sesgada al sexo durante un evento de enjambrazén

En el analisis de dispersién, se encontraron hermanos completos en trampas tan

distantes como 2,35 km, una distancia comparable a la recorrida por alados de otras

especies de termitas (Vargo & Husseneder, 2011). Diferencias en la distancia genética

entre pares de trampas no estuvieron significativamente correlacionadas con su distancia

geografica (prueba de Mantel: R = 0,150; p = 0.283; Fig.10).

Por otro lado, ninguno de los cuatro parametros utilizados para evaluar la dispersién

sesgada al sexo (diferenciacion genética (Fsr), indice de endogamia (Fig). grado de

parentesco (r) e indice de asignacion corregido (Ale)) mostraron diferencias significativas

entre sexos (Tabla 3).
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trampas durante el evento de enjambrazon de 2013 para machos y hembras
en conjunto. No se encontrd aislamiento por distancia. Los valores de Py

R fueron obtenidos a través de una prueba de Mantel.




Tabla 3: Evaluacion de la incidencia de dispersion sesgada al sexo a través de cuatro
parametros: diferenciacion genética promedio (Fsy) entre trampas, indice de
endogamia (Fys) y grado de parentesco (r} dentro de trampas, e indice de asignacion
corregido (Alc) entre trampas son mostrados como los valores esperados para los
sexos filopatricos y dispersantes (columnas 2 y 3), y los valores observados para
hembras y machos (columnas 4 y 5). Los valores de p fueron obtenidos usando una

prueba de permutaciones (5000 permutaciones) cadificadas en el programa R.

Sexo Sexo Hembras Machos p
filop4trico | dispersante | (media = EE) | (media + EX)
Fsr mayor menor 0,009 £ 0,001 | 0,011 £0,003 ; 0,543
r mayor menor 0,010 & 0,016 | -0,002 0,012 | 0,545
Fis menor mayor 0,033:: 0,025 | 0,045:40,022 | 0,724
Ale | positivo negativo 0,129 £ 0,147 | -0,094 + 0,126 | 0,236
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Evaluacién de la eficiencia de los mecanismos indirectos de evitacion de la endogamia

I.a razén endogamia/exogamia total esperada fue de 0,057, es decir, de cada cien posibles

encuentros entre parejas de de-alados, solo cinco de ellos se espera que sean encuentros

endogdmicos. Ademds, utilizando las frecuencias alélicas de los 8 marcadores

microsatelitales, se infirié con el programa COLONY que los alados recolectados durante

la enjambrazon de 2013 (270 individuos) provienen de 105 colonias.
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Mecanismo activo de evitacion de la endogamia

Evaluacién de reconocimiento de parentesco como mecanismo de evitacion de fa

endogamia

Los analisis de los bioensayos no mostraron diferencias significativas en la conducta de un
de-alado hacia un compafiero o no compaiero de nido en todas las variables conductunales
evaluadas, va sea cuando el de-alado focal fue un macho o una hembra (Tabla 4). Ademas,
el parentesco genético de parejas que se aparearon no fue significativamente distinto de las
parejas que no se aparearon (media & EE: pares apareados = 0,203 £ 0,052, pares no

apareados = 0,302 + 0,49; tss = 1,401, p = 0,167)

Rol de los compuestos cuticulares en el mecanismo activo de evitacion de la

endogamia

En cuanto a la caracterizacién de los perfiles cromatograficos de N. chilensis, la Tabla 6
muestra que los compuestos cuticulares extraidos a de-alados consistieron principalmente
de alcanos metil-ramificados (57,6%), seguidos en menor proporcién por n-alcanos
(27,3%) v alquenos (6,06%). La comparacién de los perfiles cuticulares usando el indice de
similitud simple no mostré diferencias significativas (ts4 = -0.309; P = 0.379) entre parejas
de compafieros de nido (0,750 + 0,025; media + EE) y entre parejas no compafieros de nido

(0,762 = 0,029; media = EE) usados en los bioensayos.
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Tabla 4: Bioensayo conductual involucrando a un de-alado focal (macho o hembra) confrontado

simultdneamente con un de-alado compaiiero de nido y no-compaiiero de nido. Tiempos en min,

frecuencias en min™. Los valores de p son dados para la comparacion entre conductas involucrando

el compafiero y no-compafieros de nido.

De- No- Paramatros
alado | Parametro conductual | Compaiero n . e P
compafiero | estadisticos
focal

Macho | Liempo a la primera 1104346 | 1791 | +=1,18 10291
palpacién proctodeal

Macho | recuencia de 2574095 | 1,67£0,67 | U=8,5 0,667
palpaciones proctodeales

Macho | Limpe invertido en 0,30 £0,13 |0,066+0,052] U=4 0,183
palpacién proctodeal

Macho | Licmpo al primer 5934241 | 33242,10 | =0,83  |0425
acicalamiento

Macho | recuencia de 340,93 441,11 U=21 0,463
acicalamiento

Macho | Liempo invertido en 1124059 | 1,04:050 | U=24 0,694
acicalamiento

Hembra | L icmpo @ la primera 796+423 | 7.44+3,84 | t=0,091 |0,931
palpacién proctodeal

Hombra | L re0uencia do 140 154029 | U= 0,533
palpaciones proctodeales

Hembra | L 1€mpo invertido en 0,1450,12 | 02420092 | t=0,64  |0,560
palpaciones proctodeales

Hembra | Liempo &l primer 4144136 | 339£147 | U=20  |0,662
acicalamiento

| Hembra | Frecuencia de 48+150 | 386+1,60 | U=12,5 |0432

acicalamiento

Hembra | Licmpo invertido 106200 | 126+034 | =0,63  |0,543
acicalando

Apareamiento en colonias artificiales

Parejas de machos y hembras, compafieros y no compafieros de nido de N. chilensis fueron

introducidos en una arena artificial simulando su hospedero. Todos ellos se aparearon y

colocaron huevos. Tres meses después que el experimento fue montado, no se encontraron

diferencias significativas en el nimero de huevos colocados entre parejas de compafieros
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(4,5 +: 0,96; media + EE) y no compaiieros de nido (4,6 +0,81; media = EE) (to=-0,078; P

= 0,94).

Tabla 5: Compuestos cuticulares presentes en individuos de-alados de V. chilensis.

N° pico | IR | Compuesto cuticular | Método de identificacion®

1 2104 | Heneicosano EM, IR, CE
2 2365 | 2-Metiltricosano EM, IR

3 2375 | 3-Metiltricosano EM, IR

4 2401 | Tetracosano EM, IR, CE
5 2440 | 11-Metiltetracosano EM, IR

6 2462 | 2-Metiltereacosano EM, IR

7 2499 | Pentacosano EM, IR, C
8 2534 | 11-Metilpentacosano  {EM, IR -
9 2558 | 4-Metilpentacosano EM, IR

10 2562 | 2-Metilpentacosano EM, IR

11 2573 | 3-Metilpentacosano EM, IR

12 2599 | Hexacosano EM, IR, CE
13 2633 | 11-Metilhexacosano EM, [R

14 2699 | Heptacosano EM, IR, CE
15 2731 | 11-Metilheptacosano | EM, IR

16 2774 | 3-Metilheptacosano EM, IR

17 2799 [ Octacosano EM, IR, CE
18 2825 | 13-Metiloctacosano EM, IR

19 2833 | 11-Metiloctacosano EM, IR
20 2887 | (Z)-7-Nonacoseno EM, IR

21 2900 | Nonacosano EM, IR, CE
22 2908 | No identificado

23 2033 | 1 1-Metilnonacosano EM, IR
24 2953 | 5-Metilnonacosano EM, IR

25 2973 | 3-Metilnonacosano EM, IR

26 3018 | No identificado ”
27 3076 | 3-Metiltriacontano EM, IR
28 3088 | (2)-7-Hentriaconteno | EM, IR

29 3099 | Hentriacontano EM, IR, CE
30 3108 | No identificado ”

31 3135 11-Metilhentriacontano | EM, IR

32 3169 | 3-Metilhentriacontano | EM, IR

33 3199 { Dotriacontano EM, IR, CE

" EM: espectro de masas; IR: indice de retencién en relacion a los r-alcanos; CE:
compuesto estandar.

b1 os espectros de masas de los compuestos no identificados se entregan en la figura 11.
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Fig. 11. Espectros de masas para compuestos cuticulares no identificados en de-alados de V.

chilensis mostrados en tabla 5. Los indices de retencion son: A=2908; B=3018 y C=3108.
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VIL DISCUSION GENERAL

En esta tesis se evalud la evitacion de la endogamia y los mecanismos involucrados en esta
evitacion en la termita chilena de madera seca Neotermes chilensis. En los analisis de evitacion
de la endogamia, el nivel de parentesco en parejas de reproductores primarios fue
significativamente mas bajo que el de individuos compaiieros de nido, o que muestra que los
mecanismos de evitacién de la endogamia estin operando en N. chilensis, concordante con los
resultados en la mayoria de las especies de termitas estudiadas (Vargo & Husseneder 2011). Por
otro lado, se encontrod que el parentesco de compafieros de nido fue significativamente mayor que
el de alados en ambas temporadas de enjambrazén, lo que muestra que los mecanismos indirectos
de evitacién de la endogamia estin operando; ademds, no se encontraron diferencias
significativas en el grado de parentesco promedio entre ambos eventos de enjambrazén y las
parejas de reproductores primarios, lo que muestra que el mecanismo activo de evitacién de la
endogamia no estaria operando. La diferencia no significativa encontrada entre ambos eventos de
enjambrazén sugiere que el parentesco promedio en una enjambrazon es un fenémeno que ocurre
independiente del afio, niimero de trampas utilizadas y el niimero de alados capturados en ellas.
Dadas estas conclusiones preliminares, se indagd con mayor profundidad cada uno de los
cinco mecanismos de evitacion de endogamia descritos, asf como su importancia relativa. En el
estudio de emergencia diferencial de alados se observd emergencia sesgada a los machos
(protandria) en s6lo una de las siete colonias analizadas. Estos resultados no concuerdan con los
encontrados por Matsuura (2006) para la termita Reticulitermes speratus que presenté protandria;

sin embargo, ésta estd relacionada con el dimorfismo sexual y no como un posible mecanismo de
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evitacion de la endogamia. Adicionalmente, el anélisis de aislamiento por distancia para ambos
sexos en conjunto mostré que los alados fueron capaces de dispersar distancias equivalentes a la
distancia maxima entre trampas (aproximadamente 2,3 km), distancias similares a las que vuelan
otras especies de termitas (Vargo & Husseneder, 2011). Los analisis de diferenciacion genética,
grado de parentesco, indices de endogamia y de asignacion corregido para cada sexo por
separado muestra que la dispersion sesgada al sexo de alados no fue significativa o al menos no
lo suficiente como para ser detectada por estos andlisis (Favre er al., 1997). Al evaluar el
mecanismo activo de evitacion de la endogamia, los analisis quimicos y conductuales de los
bioensayos mostraron que el reconocimiento de compafiero de nido no es un mecanismo activo
de evitacién de la endogamia debido a que no se encontraron diferencias quimicas ni de eleccién
de pareja; por otro lado, el andlisis genético de los individuos involucrados en los bioensayos
mostrd diferencias significativas en los niveles de parentesco entre las parejas interactuantes, lo
cual mostré que a pesar de existir estas diferencias, el reconocimiento de parentesco no es un
mecanismo de evitacién de la endogamia. Ademds, el apareamiento fue llevado a cabo entre
todas las parejas de de-alados formados artificialmente tanto de compafieros como no-
compafieros de nido, y no se encontraron diferencias significativas entre el numero de huevos
colocados en ambos grupos. En estos casos, los mecanismos indirectos de evitacién de la
endogamia y la seleccion de pareja han sido deliberadamente excluidos, demostrando asi que el
proceso completo de evitacién de la endogamia estd basado principalmente en la dispersién no
sesgada al sexo. Este resultado estd avalado por la razén de potenciales parejas
endogédmicas/exogamicas igual a 0,057, que muestra que la probabilidad de encuentro entre
parejas de alados cercanamente emparentados es considerablemente menor que la de parejas

exogémicas. De manera similar, DeHeer & Vargo (2006) mostraron que la probabilidad que las
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termitas Reticulitermes flavipes y R. virginicus se aparearan con hermanos es inversa a sus
habilidades de dispersion.

Los resultados encontrados en la presente tesis concuerdan con los encontrados por
Husseneder et al. (2006), quienes encontraron un bajo parentesco promedio en parejas de
reproductores primarios en la termita de piezas separadas Coptotermes formosanus, sugiriendo
asi evitacién de la endogamia; ademds, no encontraron diferencias significativas entre el
parentesco promedio de alados y de parejas de reproductores primarios, concluyendo que los
mecanismos indirectos son suficientes para explicar la evitacion de la endogamia observada y que
no es necesario postular ningin mecanismo activo para explicarla, Por otro lado, Shellman-Reeve
(2001), sobre la base de bioensayos que utilizaron grupos de de-alados de ambos sexos
provenientes del mismo nido y de distintos nidos, sugirié que el mecanismo activo explica la
evitacién de la endogamia en la termita de una pieza, Zootermopsis nevadensis. Para cada
bioensayo, Shellman-Reeve (2001) calculd la probabilidad de endogamia esperada como la razén
entre el niimero de parejas endogdmicas esperadas y el total de parejas esperadas (endogémicas +
exogdmicas). Esta probabilidad de endogamia esperada las compard con las probabilidades de
endogamia observadas, calculadas de dos formas diferentes: la primera fue calculada como el
nimero observado de parejas endogdmicas formadas divididas por el mimero total de parejas
esperadas, y la segunda como el numero observado de parejas endogamicas dividida por el
nimero total de parcjas (endogémicas y exogédmicas) observadas. Mientras la primera
comparacion arrojé un valor de P = 0,013, la segunda arrojo un valor de P = 0,999. Segin nuestro
parecer, la via correcta para probar si el reconocimiento de parentesco €s 0 no un mecanismo
activo de evitacién de la endogamia es a través de la segunda comparacion, es decir, las parejas

observadas versus las parejas totales (endogémicas + exogdmicas) observadas, debido a que los
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sesgos experimentales son cancelados tanto en el numerador como en el denominador. Ademas,
debido a que ningin andlisis genético fue llevado a cabo en ese trabajo, el reconocimiento de
parentesco — que se refiere a la capacidad de discriminar entre diferentes grados de parentesco —
no podria haber sido evaluado. Asf, los resultados descritos por Shellman-Reeve (2001) pueden
ser interpretados en términos de reconocimiento de compaiieros de nido debido a que el patrén
observado podria corresponder a reconocimiento mediado por sefiales adquiridas desde el
material del nido, y no como una sefial endogena; este efecto deberia haber sido controlado al
sugerir reconocimiento de parentesco (Flores-Prado & Niemeyer, 2010). En resumen, nuesiro
parecer es que Shellman-Reeve (2001) demostrd que Zootermopsis nevadensis elige a su pareja
de forma azarosa.

El reconocimiento de parentesco y de compafiero de nido son dos habilidades que
permiten la discriminacién entre individuos que exhiben diferentes grados de parentesco
genético, y entre compafieros y no-compafieros de nido, respectivamente. Tanto el
reconocimiento de parentesco como el de compafieros de nido son comunes en insectos
eusociales; ellos juegan un rol clave en la mantencion y evolucién de las conductas cooperativas
y la estructura social. Desde un punto de vista evolutivo, el reconocimiento de parentesco es
importante para maximizar la adecuacién bioldgica inclusiva (Hamilton 1964a) a través del
proceso llamado “seleccion de parentesco™ (Maynard-Smith 1964), un mecanismo propuesto para
explicar la evolucidon de las sociedades de insectos (Hamilton 1964b), mientras que el
reconocimiento de compafieros de nido es necesario para mantener la estructura social de una
colonia (Hélldobler & Wilson 1990).

La hipdtesis de reconocimiento de parentesco asociada a la adecuacion biologica inclusiva

(Hamilton 1964a) ha sido utilizada para explicar la evolucién de las especies eusociales de
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Hymenoptera (Hamilton 1964b). Asi, las obreras de Hymenoptera dentro de una colonia cuidan a
sus hermanas completas en vez de a su propia progenie; debido a que las obreras comparten tres
cuartos de sus genes entre ellas y solo la mitad con su potencial descendencia, su comportamiento
resulta en un aumento de la contribucién de su genotipo a la siguiente generacién y
consecuentemente un aumento en su adecuacion bioldgica inclusiva (Hamilton 1964ab). Sin
embargo, la eusociabilidad en termitas no puede evolucionar por seleccion de parentesco como
fue propuesta por Hamilton (1964a, b) para especies haplo-diploides debido a que ambos sexos
son diploides y por lo tanto los hermanos completos comparten la mitad de sus genes entre ellos y
también con su progenie. De hecho, se ha sugerido que el parentesco en termitas entre miembros
de la colonia podriz aumentar por endogamia (es decir, apareamiento enire neoténicos y
reproductores primarios o entre neoténicos dentro de la colonia), facilitando asi la eusociabilidad
por medio de adecuacion bioldgica inclusiva (ver Andersson 1984; Thorne 1997). Sin embargo,
en colonias constituidas por la progenie de una pareja de reproductores mondgamos, como es el
caso de N. chilensis, la colonia resultante muestra un tnico nivel de parentesco entre hermanos
implicando que la habilidad para reconocer diferentes niveles de parentesco (es decir,
reconocimiento de parentesco) es innecesaria. Por otra parte, la habilidad de reconocer diferentes
niveles de parentesco como ocurre en especies haplo-diploides que forman colonias con dos
niveles de parentesco entre hembras, como se discuti¢ anteriormente, podria haber sido
potenciada en especies que muestran un modo de reproduccion en la cual la hembra se aparea con
més de un macho, como es el caso de varios himendpteros eusociales (Crozier & Fjerdingstad
2001), dando Iugar asi al surgimiento de una colonia con muitiples niveles de parentesco.

El estudio de las habilidades de reconocimiento de parentesco en insectos sociales es

fundamental para el entendimiento de dos fendmenos: evitacién de la endogamia y sociabilidad,
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Para inferir capacidad de reconocimiento de compafieros de nido, es necesaria la estimacién del
grado de parentesco entre individuos interactuantes bajo un contexto social o reproductivo, El
estudio actual explord por primera vez la ocurrencia de mecanismos indirectos y activo de
evitacion de la endogamia en la fundacién de una nueva colonia en una misma especie de termita
usando una variedad de aproximaciones. Se mostré que la dispersion de alados como mecanismo
indirecto es suficiente como para explicar los bajos niveles de endogamia encontrados enire las
parejas de reproductores primarios de N. chilensis y demostrd por primera vez en termitas que el
reconocimiento de parentesco no estd involucrado en la evitacién de la endogamia durante la
fundacién de una nueva colonia. Estudios posteriores focalizados en reconocimiento de
parentesco probablemente mostrardn la ausencia de tal fendmeno como un patrén general de

especies diploides eusociales.
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VIII. CONCLUSIONES

-

A continuacion se presentan las principales conclusiones vinculadas con las respectivas hipotesis
y sus predicciones.

En relacidén con la Hipétesis 1, se demostré que el parentesco promedio de la pareja
fundadora de colonias fue significativamente menor al parentesco promedio de compaiieros de
nido (pseudo-obreros y soldados), reflejando la ausencia de endogamia enire la pareja de
reproductores al momento de fundar una nueva colonia. Adicionalmente, se encontré que el
parentesco promedio entre compafieros de nido fue de 0,46 £ 0,008 (media + EE), consistente
con hermanos completos descendientes de una pareja de individuos diploides.

En relacién con la Hipdtesis 2, se encontrd que el parentesco promedio entre parejas de
alados en un evento de¢ enjambrazon fue significativamente menor que el parentesco promedio de
compafieros de nido, es decir, los mecanismos indirectos estarfan actuando al reducir la
probabilidad de encuentro entre parejas de alados cercanamente emparentados. Al estudiar los
mecanismos indirectos de evitacién de la endogamia en detalle, se evidencidé que las colonias no
se especializan en producir alados de un mismo sexo, pues en cada colonia existe produccién
simultinea de alados machos y hembras, y que no hay un sesgo sexual en la emergencia de estos
alados desde sus colonias. Tampoco se obtuvo evidencia que indique la existencia de un sexo
filopétrico y otro dispersante, pues no existe diferencia en las distancias de dispersién entre
ambos sexos. Finalmente, se demostré que los alados de ambos sexos son capaces de dispersar
lejos de su colonia natal, generando un efecto de dilucién y disminuyendo asi la probabilidad de

encuentro con individuos del sexo opuesto perteneciente a su misma colonia, siendo este ultimo
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mecanismo suficiente para explicar el significativo menor grado de parentesco promedio entre
alados en enjambrazén respecto al parentesco promedio de compafieros de nido.

Respecto de la Hipétesis 3, se encontré que no existen diferencias significativas en el
grado de parentesco promedio entre las parejas de individuos en un evento de enjambrazon y las
parejas de individuos fundadores de colonias, lo que sugiere que el mecanismo activo de
evitacion de la endogamia no estaria operando. Para poner a prueba esto, se realizaron bioensayos
conductuales de preferencia en donde se encontré que tanto machos como hembras de-alados no
discriminaron entre individuos del sexo opuesto cuando estos provenian del mismo o de distinto
nido, lo cual muestra que el reconocimiento de compaiieros de nido no estaria operando; ademas, -
las diferencias significativas encontradas en el grado de parentesco de ambos grupos sugieren
fuertemente que el reconocimiento de parentesco tampoco estarfa operando.

Respecto a la hipdtesis 4, al evaluar el 1ol de los compuestos quimicos cuticulares, no se
encontraron diferencias significativas en los perfiles quimicos cuticulares entre individuos del
mismo o distinto nido.

Finalmente, en esta tesis se demostrd la no existencia de reconocimiento de compafiero de
nido ni de parentesco como mecanismo activo de evitacion de la endogamia y que la dispersion
de alados es un mecanismo suficiente para explicar esta evitacion en la termita chilena

nidificadora de una pieza N. chilensis.
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MECHANISMS OF INBREEDING AVOIDANCE IN THE ONE-PIECE

DRYWOOD TERMITE NEOTERMES CHILENSIS

Abstract

Inbreeding depression refers to a decrease in fitness components in the offspring of closely
related sexual pairs. Given the disadvantages of inbreeding depression, it is of interest to study
the mechanisms involved in its avoidance, particularly in social insects. In termites, colonies are
founded by dispersing individuals. Two types of mechanisms may account for inbreeding
avoidance: indirect mechanisms that occur before the dispersing individuals come into contact
(sex-biased production at colony level, sex-biased emergence timing, dispersal, and sex-biased
dispersal), and an active mechanism (kin recognition) that occurs when dispersing individuals
come into contact. We have used ecological, behavioral and genetic approaches to study the
mechanisms of inbreeding avoidance along the complete process of colony foundation by
Neotermes chilensis, i.e. from the production of dispersing individuals in the colony to the
production of siblings by the newly formed reproductive pair. This is the first report to address
both indirect and active mechanisms of inbreeding avoidance in the same study, in the same
termite species, and through the complete process of colony foundation. The results show that
dispersal is the main indirect mechanism of inbreeding avoidance and that kin recognition is

unlikely as an active mechanism of inbreeding avoidance

Termites | inbreeding avoidance | kin recognition | microsatellites
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Introduction

Inbreeding refers to the mating between closely related individuals (Kristensen et al.
2010); ensuing increased homozygosity of deleterious recessive alleles in the offspring, known as
inbreeding depression (Pusey and Wolf 1996; Charlesworth and Willis 2009), may lead to the
decrease in one or more components of fitness such as reproduction, survival and growth (Pusey
and Wolf 1996). In social species, the study of mechanisms of inbreeding avoidance is
particularly important because close relatives live in frequent contact (Tabadkani et al. 2012).

Termites are ecusocial insects. Reproduction normally occurs between primary
reproductors but may also involve secondary reproductors within a mature colony. A
reproductive behavioral repertoire is displayed by the newly formed couple outside the colony
prior to the founding of a new colony; this repertoire is similar in all termites (Eggleton 2011).
During the reproductive period, the dispersal of alate individuals of both sexes produced inside
the colony occurs as swarms; upon landing, alates loose their wings and give rise to de-alates.
Once de-alates of different sexes meet, they engage in a nuptial promenade (the male walks
behind the female in a tandem behavior) after which the couple searches for a nesting substrate.
When such substrate is found, the couple builds a copularium and mates; shortly after mating, the
female starts oviposition. The founding couple is referred to as the primary reproductor pair
(PRP).

Reproduction within a mature colony involves the formation of neotenics (secondary
reproductors) from pseudoworkers; they can mate with the primary reproductors or among
themselves. Additionally, in three Reticulitermes species, R. speratus (Matsuura et al. 2009), R.

virginicus (Vargo et al. 2012) and R. Jucifugus (Luchetti et al. 2013), the queen has been shown
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to reproduce parthenogenetically to produce female neotenics which can mate with the king
(Matsuura et al, 2009).

Deleterious effects of inbreeding in termites have been shown through the comparisons of
worker bodyweight (Husseneder et al. 2005) and colony size (Husseneder et al. 2007) between
natural colonies with or without neotenics;, through comparison of fecundity (Fei and Henderson
2003) and immunocompetence (Calleri et al. 2007) of colonies produced artificially in the
laboratory from inbred and outbred de-alate pairs, and through determining the survival of
members of colonies formed from reproductors with different degrees of relatedness (DeHeer and
Vargo 2006).

Molecular studies in natural colonies have shown that the colony-founding individuals in
a broad range of species are not closely related genetically (review: Vargo and Husseneder 2011).
This implies the occurrence of inbreeding avoidance in the establishment of new colonies, i.¢. in
the part of the reproductive cycle occurring outside the colony. Both indirect and active
mechanisms of inbreeding avoidance have been described for that part of the reproductive cycle
(Tabadkani et al. 2012; Vargo zind Husseneder 2011). Indirect mechanisms refer to those
exhibited up to the formation of de-alates with the overall effect of decreasing the probability of
encounter of individuals of different sex from the same colony; they are: sex-biased production of
alates at the colony level, i.e., some colonies may produce one sex in preference to the other
(Lemz and Runko 1993; Roisin and Lenz 2002; Husseneder et al. 2006), sex-biased emergence
timing, i.c., one sex may emerge from a given colony earlier than the other (Morbey and
Ydenberg 2001), dispersal, i.c., as alates fly away from their colony during swarming the chance
of encountering a nestmate decreases as the distance flown increases (Messenger and Mullins

2005; Husseneder et al, 2006; Vargo et al. 2006; Hu et al. 2007), and sex-biased dispersal, i.e.,
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one sex may disperse to longer distances than the other {Shellman-Reeve 1996). On the other
hand, an active mechanism which may take place during mate choice by de-alates is kin
recognition, i.e., the capacity of an individual to discriminate between conspecifics differing in
genetic relatedness (reviews; Michener and Smith 1987; Smith and Breed 1995).

Few reports have addressed in termites the mechanisms of inbreeding avoidance in the
colony founding pair (Shellman-Reeve 2001; Husseneder et al. 2006; Husseneder and Simms
2008; Vargo and Husseneder 2011) and no studies have evaluated the mating choice process
from dispersal of alates to formation of a colony in any one termite species. We have undertaken.
such studies with Neotermes chilensis (Blanchard, 1851) (Kalotermitidae), a mongamous one-
piece termite (i.e., individuals nest and forage in a single piece of wood) endemic to Chile
between ca. 26 — 33°S whose reproductive behavioral repertoire is similar to that of other termites
(Rippa and Luppichini 2004). Mature colonies usually contain fewer than 400 individuals; no
neotenics have been described for this species. N. chilensis represents a good model for
inbreeding avoidance studies because complete colonies can be conveniently followed,
emergence of alates from the colony can be controlled in the laboratory, and PRP are easily
accessible. Using ecological, behavioral and genetic approaches, we have explored for the first
time in a single species of termite the complete spectrum of inbreeding avoidance mechanisms
during the founding of a new colony; additionally, we have studied the mating of de-alates and
subsequent oviposition in an artificial arena. Our results show that dispersal is the main
mechanism of avoiding inbreeding and that kin recognition is most likely not involved in the

process.
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Materials and Methods

Species and study area

Studies were carried out in a population of N. chilensis found at Las Chilcas (32°52°S; 70°52° W)
inside dry scapes (floral stems) of Puya berteroniana Mez (Bromeliaceae). The site is within the
sclerophyllous shrub community of central Chile (Gajardo 1994) where the predominant species
are P. bertereroniana, Adesmia arborea Bert. ex Savi (Fabaceae), Colliguaya odorifera Mol.

(Euphorbiaceae) and Echinopsis chiloensis (Colla) H. Friedrich & G.D. Rowley (Cactaceae),

Inbreeding avoidance

The degree of relatedness was compared between: a) nestmates (before swarming), b) alates
caught during a swarm (i.e., after eventual indirect mechanisms of inbreeding avoidance had
taken place), and ¢) PRP (i.e., after the eventual active mechanism of inbreeding avoidance had
taken place). Correspondingly, three experimental groups of individuals were conformed as
follows: a) nestmates (pseudo-workers and soldiers) contained in six dry scapes of P.
berteroniana (between six and twenty-seven individuals were found inside each colony; total N =
74); b) swarming alates collected using light traps between 21:00 and 23:00 h during February
and March (two traps during six nights in 2012 and seven traps during eight nights in 2013), the

distance between them being 1.45 km in 2012 and ranging from 0.075 to 2.35 km in 2013. The
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alates collected (75 in 2012 and 270 in 2013) were brought to the laboratory, sexed and separated
by trap and collection event; and ¢) PRP extracted from different colonies (N = 19).

The mean relatedness within the three experimental groups of individuals was determined
using microsatellite markers. Ten microsatellites were designed, eight of which were successfully
amplified in all individuals studied (for details on PCR conditions, see Electronic Supplementary
material); they were used to determine the relatedness between all possible pairs of nestmates,
between pairs of alates of different sex collected in a given day and a given trap within a swarm,
and between members of each PRP, using the Queller and Goodnight index (Queller and
Goodnight 1989) in the KINSHIP 1.3.1 software (Goodnight and Queller 1999). Mean values for
nestmates, alates and PRP (Fig. 1) were compared using a Kruskal-Wallis test followed by
Newman-Keuls a posteriori tests (Siegel and Castellan 1988).

Additionally, within each experimental group two different approaches (likelihood
analysis and direct comparison of experimental and simulated relatedness values) were
independently used to assign the pairs described in the preceeding paragraph to either the full
sibling or the unrelated categories; only these categories were used because the PRP are
monogamous (Thorne 1997; Vargo and Husseneder 2011). In the first approach, the likelihood
function implemented in the KINSHIP software was used. In the second approach, ten thousand
unrelated and ten thousand full sibling pairs were simulated using the KINSHIP software; two
distribution curves were generated with the simulated relatedness values and the point of
intersection of these curves projecied to the x-axis (relatedness equal to 0.26) was used to assign
individuals in the experimental groups to the two kinship groups (Fig. 2). Finally, a Fisher exact
test was used to compare the three experimental groups in terms of assignments to kinship groups

made by the likelthood and simulation approaches.
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Testing for sex-biased emergence of alates and for sex-biased production as mechanisms of

inbreeding avoidance

Fifty dry scapes of P. berteroniana were surrounded by a mesh, brought to the laboratory in
Santiago and maintained exposed to natural environmental conditions on top of a roof. Only
fourteen colonies gave rise to swarms. The sex of individuals which emerged and were caught in
the surrounding mesh was registered daily at midnight during two months. The count started
when the first alate emerged. In order to ensure that scapes studied contained a single nest and
that all alates had emerged, the scapes were dissected after the period of observation; if scapes
were multinest or alates remained in them, such scapes were not taken into consideration in
further analyses. Consequently, the final number of scapes used in this experiment was seven.
The mean emergence day was calculated for each sex within each scape and the statistical
difference between these parameters was tested with a Mann-Whitney U-test. Sex-biased
production of alates at the colony level was tested by comparing with a binomial test
(http://vassarstats.net/) the total number of male and female alates which emerged from each

colony.

Testing for dispersal and for sex-biased dispersal during a swarming event as mechanisms of

inbreeding avoidance

The genotyped alates caught in seven traps during the 2013 swarm were used in these analyses on

account of the larger number of traps set that year and the larger number of individuals collected.
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To test for dispersal, individuals from both sexes were used together in an isolation by
distance analysis, i.e., the correlation of the among-traps genetic distance (Fgr) matrix with the
among-traps geographical distance matrix; a Mantel test was performed using the GenAlEx v.6.5
software (Peakall and Smouse 2012). The genetic distance (Fst) was calculated between pairs of
traps as described by Weir and Cockerham (1984) using the Genetix software (Belkhir et al.
1996).

To test for sex-biased dispersal, four different parameters were determined independently
for males and for females in each trap and then compared between sexes: 1) genetic
differentiation (Fst) (Goudet et al. 2002), performed with the GenAlEx v.6.5 software; 2)
inbreeding index Fis (Goudet et al. 2002), calculated with the Genetix software; 3) mean
relatedness degree (r) (Goudet et al. 2002), calculated with the KINSHIP software, and 4)
assignment index correction (Favre et al. 1997) obtained with the GenAlEx v.6.5 software. To
test for significant differences between males and females, Fst, Fis, r and assignment index
correction values were compared using a permutation test (5000 permutations) coded in R
software (R Development Core Team 2013). When sex-biased dispersal occurs, the sex showing
the least dispersal (philopatric sex) is expected to show a significantly higher Fgr and r values but
a lower Fig value compared with the sex showing the most dispersal (dispersing sex).

Furthermore, the dispersing sex will show negative mean assignment index correction.

Testing for overall efficiency of mechanisms of inbreeding avoidance

In order to determine the overall consequences of indirect mechanisms of inbreeding avoidance,

alates were allocated separately into colony groups (fullsibs) in the 2013 swarm using the
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COLONY 2.0.4.0 software (Jones and Wang 2010). The number of all possible inbreeding (from
the same colony) and outbreeding (from different colonies) intersexual pairs was determined in
each trap for each day. The results were added up for all traps and days and an overall expected

inbreeding/outbreeding ratio was calculated.

Testing for an active mechanism of inbreeding avoidance in the laboratory

In order to test the occurrence of an active mechanism of inbreeding avoidance in the laboratory,
60 scapes of P. berteroniana were brought to the laboratory, surrounded by a mesh and kept in
the darkness at 16°C. Alate emergence was stimulated and synchronized by raising the
temperature to 30°C and providing light with a 14L:10D photoperiod. Alates emerged from 19
scapes and became trapped in the mesh; they were separated by sex and scape of origin, and were
individually placed in Petri dishes lined with filter paper to facilitate movement and wing
shedding, thus giving rise to virgin de-alates. A preference bioassay was performed in which a
virgin focal de-alate was enclosed in a Petri dish lined with filter paper, with two virgin de-alates
of the opposite sex, one from the same scape as the focal individual (sibling) and the other from a
different scape (unrelated). The bioassay arena was video-recorded during 20 min. The behaviors
registered were: time to first proctodeal palpation, time to first allogrooming, time spend and
frequency of occurrence of giving (males as focal individual) or receiving (females as focal
individual) proctodeal palpation and allogrooming. Data was analyzed with JWatcher v1.0
(Blumstein et al. 2006); times spent in different behaviors and frequencies of occurrence of
behaviors were compared between non-nestmate and nestmate pairs using the t-test or the Mann-

Whitney U-test, depending on data following or not normality and homoscedasticity conditions,
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respectively. Once the bioassay was finished, each individual was used for genetic analyses.
Additionally, amt the end of the experiment the scapes were dissected and only data from those
which proved to be monocolonial (a single PRP was found in them) were used in the analyses.
Fifteen replicates were finally retained with the focal de-alate being a male and another fifteen
with the focal de-alate being a female. Males and females were used as focal individuals because
previous studies have shown that both males and females are involved in mate choice (Shellman-

Reeve 1999; Husseneder and Simms 2008).

Genetic analysis

In order to study the relatedness and kinship relationships among the 90 individuals used in the
behavioral bioassays, their DNA was extracted and amplified with eight microsatellite markers.
The relatedness and kinship relationships between individuals from each bioassay replicate were
determined using the KINSHIP 1.3.1 software. Values for pairs that mated was compared with

values of pairs which did not mate using a one-tailed #-test (Siegel and Castellan 1988).

Mating in artificial colonies

A virgin male and a virgin female de-alate from the same or different nests were obtained as
explained above and were introduced in a Petri dish containing sawdust of P. berteroana (80%)
and cellulose (20%) and kept in the dark. Six pairs of nestmates and seven of non-nestmates were
formed. They were observed to check for the occurrence of mating; subsequently, the number of

eggs laid by each pair was registered and compared with a two-tailed s-test,
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Results

Inbreeding avoidance

The mean relatedness between nestmate pairs (offspring), female-male alate pairs in the 2012 and
2013 swarms, and PRP are shown in Figure 1. Mean relatedness of nestmate pairs (0.465 +
0.0085, mean =+ standard error) closely corresponded to that expected for full siblings (0.50). The
statistical analysis showed that the mean relatedness of nestmate pairs (excluding PRP) was
significantly higher than that of PRP (P < 0.001) and of pairs of different sex among alates from
a swarming event (P < 0.001 for both years). The mean relatedness of female-male alate pairs did
not differ between the 2012 and 2013 swarms (P = 0.834). Moreover, the mean relatedness of
female-male alate pairs in the 2012 and 2013 swarms were not statistically different from that of
PRP (P = 0.196 and P = 0.289, respectively). The above comparisons are supported by the

distribution of kinship groups between the different experimental groups (Table 1).
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Table 1. Assignment to full sibling and unrelated categories of all possible pairs of nestmates, pairs of
alates of different sex collected in a given day and a given trap within a swarm (2012 and 2013
seasons), and members of each PRP, based on two different approximations: likelihood analysis and
direct comparison of experimental and simulated relatedness values. Significantly different

proportions in rows are depicted by different letters (Fisher exact test, P < 0.05).

Kinship Experimental groups
A imation relationship
pproxt of pairs Swarming alates Primary
formed Siblings reproductive
2012 2013 pairs
Likelihood Full siblings /| 4e0, 63, | 34/426b |189/2518b |3/16D
Unrelated
Simulation Full siblings /| 4o/ 00, |37/423b [210/24970 | 37160
Unrelated




76

Testing for sex-biased emergence of alates and for sex-biased production as mechanisms of

inbreeding avoidance

The duration of the emergence period of alates from escapes brought from the field was 33.9 =
3.2 days (mean + ES, range: 22 to 48 days); 82.7 &+ 9.4 alates of both sexes emerged from each
scape (mean + ES, range: 41 to 105 alates). Sex proportion between males and females did not

depart significantly from 1:1 and only one scape showed significant protandry (Table 2).

Table 2. Summary of tests for sex-biased production of alates (i.e., deviation from 1:1
sex ratio) and sex-biased emergence of alates (i.e., differences in the mean day of
emergence of males and females) from 7 scapes collected in the field and kept on a
roof in Santiago. The deviation from 1:1 sex ratio was determined with a binomial test
and the emergence timing of males and females were compared with a Mann-Whitney

U-test (except for scape 3, which could be analyzed with a r-test).

Sex-biased production Sex-biased emergence of alates
of alates
Scape - —

m/f ratio |Deviation |Males Females P value

(N) from 1:1 |(mean % SEM) |(mean £ SEM)
1 1.10 (105) .S, 5.5+0.44 5.4 £0.66 0.207
2 0.76 (104) 1.S. 17.9+0.88 16.85+0.76 0.352
3 1.34 (61) 1.S. 15.241.36 16.3 % 1.68 0.607
4 1.14 (77) n.s. 10.6 = 1.44 10.8 £ 1.97 0.756
5 1.39 (86) n.s 18.1=1.46 174+ 1.72 0.498
6 0.95 (41) 1n.s. 57+1.16 13.8 +£2.83 0.027
7 | 0.81(105) n.S. 11.8+£1.25 13.5+1.12 0.408
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Testing for dispersal and for sex-biased dispersal during a swarming event as mechanisms

of inbreeding avoidance

Siblings were found in traps as distant as 2.35 km, a distance comparable to that flown by alates
of other termite species (Vargo and Husseneder 2011). Differences in mean genetic distance
between pairs of traps were found not to be significantly correlated with their geographical
distance (Mantel test: R = 0.150; P = 0.283; Fig. 3).

Neither genetic differentiation (Fsr), inbreeding index (Fis), relatedness degree (r) nor

assignment index correction (Alc) showed differences between sexes (Table 3).
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Fig. 3. Isolation by distance among alates from seven traps in the 2013

swarming event for males and females together. Non-significant isolation by

distance was found. The P and R values were obtained from a Mantel test.




Table 3: Assessment of occurrence of sex-biased dispersal through various
parameters: mean genetic differentiation (Fsp) between traps, inbreeding index (Fjs)
and relatedness degree (r) within traps, and corrected assignment index (Alc) among
traps are given as the expected values for the philopatric and dispersing sexes, and the

observed for females and males. Statistical differences between sexes were established

using a permutation test (5000 permutations) coded in R software.

Philopatric | Dispersing Females Males P
sex sex (mean £SE) | (mean=*SE) | value
Fsr higher lower 0.009+0.001 | 0.011+0.003 | 0.543
r higher lower 0.010+40.016 | -0.002+0.012 | 0.545
Fis lower higher 0.033+£0.025 | 0.045+0.022 | 0.724
Ale | positive negative | 0.129:+:0.147 | -0.094 £0.126 | 0.236

Testing for overall efficiency of indirect mechanisms of inbreeding avoidance
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The overall expected inbreeding to outbreeding ratio was 0.057, i.e., for each one hundred

putative encounters between de-alate pairs only five are expected to be inbreeding encounters.

Additionally, alates collected during the 2013 swarm (270 individuals) were inferred from allele

data to come from 105 different colonies.
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Active mechanism of inbreeding avoidance

The analysis of bioassays showed non- significant differences in the behavior of a de-alate
towards a nestmate or a non-nestmate de-alate in all behavioral variables assessed, both when the
focal de-alate was a male or a female (Table 4). Moreover, genetic relatedness of pairs which
mated was not significantly different from that of pairs which did not mate (mean + SE: mating
pairs = 0.203 + 0.052, non-mating pairs = 0.302 £ 0.49; ts3 = 1.401; P = 0.167).

Nestmate or non-nestmate male and female pairs of N, chilensis de-alates were introduced into an
artificial arena simulating their host. They all mated and laid eggs. Three months after the
experiment was set up, non-significant differences were found in the number of eggs laid

between nestmate (4.5 = 0.96; mean + SE) and non-nestmate (4.6 + 0.81; mean =+ SE) pairs (to = -

0.078; P=0.94).
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Table 4 Behavioral bioassay involving a focal de-alate (male or female) confronted
simuitaneously with a nestmate de-alate and a non-nestmate de-alate, Times in min, frequencies
in min”. P values are given for the comparison between behaviors involving the nestmate and
the non-nestmate.

Focal Behavioral parameter | Nestmate Non- Statistical r
de-alate nestmate | parameter
Male |1imetofistproctodeal | ;6. 346 | 179+1 | =118 0291
palpation
Male |Frequencyof 257095 | 1.67£0.67 | U=8.5 |0.667
proctodeal palpations
Male |limespentin 0.30+0.13 | 0.066+0.052 | U=4  |0.183
proctodeal palpations
Male | Lime to first 5934241 | 332210 | t=-0.83 |0425
allogrooming
Male | Frequency of 34093 | 4+111 | U=21 |0463
allogrooming
Male | Lime spentin 1124059 | 1.04+050 | U=24 [0.694
allogrooming
Female | Lme to firstproctodeal | 7 g0y 453 | 7442384 | =0.091 | 0.931
palpation
Female | reduencyof 140 15£029 | U=2 0.533
proctodeal palpations
Female | L 0¢spentin 0.1440.12 | 0240092 | =0.64 |0.560
proctodeal palpations
Female | Lime o first 414136 | 339+£147 | U=20 |0.662
allogrooming
Female | Lroduency of 48+150 | 3.86x1.60 | U=125 |0432
allogrooming
Female | LU0® spent in 1.96::0.9 | 126+034 | t=0.63 [0.543
allogrooming
Discussion

In the inbreeding avoidance analyses, the significantly lower level of relatedness in PRP than in
nestmate pairs shows that inbreeding avoidance mechanisms are operating in N. chilensis,

consistent with findings on most termite species where inbreeding has been estimated through
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pgenetic analysis (Vargo and Husseneder 2011). The significantly higher relatedness of
nestmates with respect to alates from both swarming events shows that indirect mechanisms of
inbreeding avoidance are taking place, consistent with the inbreeding/outbreeding ratio of 0.057
found in swarming individuals caught in traps; furthermore, the non-significant differences
between alates from both swarming events and PRP show that active mechanisms of inbreeding
avoidance are not taking place. The non-significant differences between both swarming cvents
studied suggest that the mean relatedness in a swarm is a phenomenon which occurs independent
of the year, number of traps set and number of alates caught in them.

These preliminary conclusions were further explored. Data on emerging alates showed the
absence of sex-biased production at colony level and the occurrence of male-biased emergence
(protandry) in only one of the seven colonies analyzed. Furthermore, the analyses of genetic
differentiation, degree of relatedness, inbreeding index and assignment index correction
performed for each sex separately showed that sex-biased dispersal of alates was non-significant
or at least not strong enough to be detected by thesc analyses (Favre et al. 1997); thus,
inbreeding avoidance cannot be achieved on the basis of males from a given colony being able to
disperse differently in terms of distance from females of that colony, and viceversa. Finally, the
lack of isolation by distance for both sexes together showed that alates were able to disperse for
distances at least equal to the maximal distance between traps; in other words, swarming
individuals within the study area were able to meet, independent of the distance between their
colonies of origin. Hence, this dispersion capacity constitutes the main mechanism of inbreeding
avoidance.

On the other hand, genetic and behavioral analyses of bioassays performed in the

laboratory showed conclusively the absence of nestmate recognition because mate choice
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differences were found despite the significantly different relatedness levels between the
interacting pairs, and since genetic relatedness of pairs which mated was not significantly
different from that of pairs which did not mate, absence of kin recognition during mating could
also be concluded,. Moreover, in colonies formed in the laboratory mating occurred between all
pairs of de-alates, whether they corresponded to nestmates or non-nestmates, and non-significant
differences were found between the number of eggs laid in the artificial colonies formed by
nestmates and by non-nestmates. Thus, these laboratory experiments support the notion that
recognition during swarms is not important for inbreeding avoidance.

The present results agree with those of DeHeer and Vargo (2006) who showed that the
likelihood that the termites R. flavipes and R. virginicus paired with siblings was inversely related
to their inferred dispersal abilities. Furthermore, Husseneder et al. (2006) found low mean
relatedness of PRP of the separate-piece termite Copfotermes formosanus, thus suggesting
inbreeding avoidance; in addition, they found that mean relatedness among alates was not
different from that of PRP, and concluded that indirect mechanisms are sufficient to explain the
inbreeding avoidance observed and that it is not necessary to postulate an active mechanism to
explain it.

The present study explored for the first time the occurrence of all described indirect and
active mechanisms of inbreeding avoidance in the founding of a new colony in a single species of
termite using a variety of approaches. It showed that dispersal of alates as indirect mechanism is
sufficient to explain the low levels of inbreeding found in PRP of N, chilensis and provided
strong support to the idea that kin recognition is not involved in inbreeding avoidance during the

founding of a new colony in a single-piece termite.
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Electronic supplementary material

Development of merosatellites

Genomic DNA was obtained from the head and thorax of termites in order to avoid DNA
contamination from gut endosymbionts (Indrayani ef al, 2006); the Qiagen DNeasy Blood &
Tissue Kit was used for such purpose. The microsatellite library was developed by ATG Genetics
(Vancouver, BC, Canada). Template DNA of one individual was digested by using the restriction
enzymes Hae III, Alu 1 and Rsa I. DNA was modified by linking an adaptator with T4 DNA
ligase and the linker primers M28 (5° CTCTTGCTTGAATTCGGACTA) and M29p (5’
TAGTCCGAATTCAAGCAAGAGCACA). Enrichment was performed through biotin capture
of dinucleotide (AGie and TGyo) and tetranucleotide (GATAg and CATAg) microsatellites. T4
ligase was used to ligate into the EcoRI site of Escherichia coli DHI10B. Ninety-five plasmid
clones containing a dinucleotide or tetranucleotide motif were purified and amplified by PCR.
Twenty primer pairs were designed using PRIMER 3.0 (Untergrasser et al., 2012), of which ten
gave reliable amplifications and polymorphisms in a first view in agarose gel electrophoresis. In
order to evaluate polymorphism in an automatic sequencer, reverse primers of each microsatellite
were marked with a fluorescent dye.

Genetic variability was assessed in 38 adult individuals collected from Las Chilcas.
Polymerase chain reaction (PCR) amplification mixtures (12 pL) contained 100 ng template
DNA, 0.25 pM of each primer, 100 uM of each dNTP, 2 mM MgCl,, 1.25 pL 10x PCR buffer
and 0.5 U Tag DNA polymerase (Invitrogen). Cycling conditions consisted of an initial

denaturing step of 3 min at 95° C, followed by 33 cycles consisting of 30 s at 95°C, 30 s at 55°C
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and 90 s at 72° C, and a final elongation step at 72° C for 5 min, The PCR products obtained were
first visualized on 1.5% agarose gels stained with SYBR Safe (Invitrogen). Later on, reverse
primers were marked with a dye (FAM, NED, PET and VIC) for visualization in an automatic
DNA sequencer. PCR products with fluorescent primers were genotyped by Macrogen Inc.
(www.macrogen.com) using the internal size standard LIZ 500 (Applied Biosystems) and scored
by using Peak Scanner software (Applied Biosystems). Clone sequences were published in
Genbank with accession numbers from JX504719 through to JX504728 (Table S1).

Number of alleles per locus, linkage disequilibrium, and expected (Hg) and observed (Ho)
heterozygosities were estimated using the GENETIX 4.0.5 software (Belkhir ef al, 1996).
Conformance to Hardy-Weinberg expectations (HWE) was estimated by using the permutation
test associated with the Fjs index calculation implemented in the GENETIX software.
MICROCHECKER software (van Qosterhout ef al, 2004) was used to identify genotyping

errors due to null alleles, large allele dropout and stuttering peaks.
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Results and discussion of Electronic supplementary material

From the 95 plasmid clones analyzed, ten showed polymorphic microsatellites, seven with
tetranucleotide and three with dinucleotide motifs. In the individuals analyzed, between 3
and 20 alleles per locus were observed (Table S1). The number of alleles obtained point to
the utility of these markers for population structure and relatedness studies. Estimated
heterozygosities showed the Nchiltetl7 locus to have significant departure from Hardy—
Weinberg equilibrium (HWE). Analysis with the MICROCHECKER software suggested
possible null alleles in two loci (Nchiltet4 and Nchildi9), no errors due to allele dropout and
no stutter peaks present. Furthermore, no significant linkage disequilibrium was observed
among pairs of loci studied, indicating that they were not physically linked in the
chromosomes. The deficit of heterozygotes in some loci cannot be attributed to the
occurrence of null alleles; additional studies including other populations would be

necessary to elucidate this deficit.
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