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Resumen

En esta tesis se investigd el comportamiento y éxito reproductivo de los parasitoides Pseudacteon curvatus
Borgmeier y P. tricuspis Borgmeier en relacion a la forma social de su hospedador, la hormiga colorada
Solenopsis invicta Buren, que presenta dos formas sociales alternativas simpatricas en el noreste de la
Argentina.

La caracterizacion ecologica de ambas formas sociales revel6 que las poblaciones monoginicas fueron 3,5 veces
mas comunes que las poliginicas ocupando cerca del 70% de los parches muestreados. A nivel morfométrico, las
obreras monoginicas fueron mas grandes que las poliginicas al presentar mayor porcentaje de obreras mayores
(9,2 vs. 6,2%), grandes (22,5 vs. 17,9%) y medianas (16,1 vs. 13,9%); mientras que las colonias poliginicas
presentaron mayor porcentaje de obreras menores (36,1 vs. 45,8%). Finalmente, ambas formas sociales
pudieron ser caracterizadas en base a sus comportamientos frente a coespecificas ajenas al nido. Las hormigas
monoginicas siempre agredieron a las obreras que no pertenecieron a su colonia, independientemente de sus
formas sociales, y fueron las que iniciaron el ataque cuando se enfrentaron a hormigas poliginicas. Las hormigas
poliginicas, aunque reconocieron a obreras de su propia colonia frente a obreras poliginicas de colonias
cercanas, evitaron el contacto directo mostrando posturas defensivas y ofensivas estereotipadas. En definitiva,
en este trabajo se demostré que ambas formas sociales de S. invicta pueden ser identificadas por la conducta de
las hormigas, observacion que fue concordante con otras caracteristicas importantes tales como el niumero de
reinas presentes por nido (una o varias reinas reina en colonias monoginicas y poliginicas, respectivamente) y
por la expresién del gen nuclear Gp-QB. Todas las hormigas de colonias monoginicas son homocigotas
dominantes (BB); mientras que en las colonias poliginicas, hay hormigas homocigotas dominantes (BB) y
heterocigotas (Bb) para este gen. Un comportamiento diferencial entre hormigas de diferentes formas sociales es
fundamental porque permite identificar los nidos a campo sin tener que destruirlos o excavarlos.

En base a las diferencias reconocibles entre ambas formas sociales de S. invicta y al hecho de que esta especie
hospeda hasta 22 especies del género Pseudacteon, se evalué cémo se repartieron el recurso disponible dos
especies de parasitoides de distinto tamafio, pero que presentan ritmos circanuales y fenologias similares. Los
resultados mostraron que P. curvatus y P. tricuspis se desarrollaron sobre diferentes tamafios de obreras bajo las
mismas condiciones de cria. Asi P. curvatus eligid6 esencialmente a las hormigas pequefias; mientras que P.
tricuspis se desarroll6 sobre un mayor rango de tamafos disponibles parasitando a obreras grandes, medianas y
pequefias. Ademas, ambas especies discriminaron la forma social de la especie hospedera porque prefirieron
perseguir, atacar y se desarrollaron mejor sobre hormigas monoginicas.

Dado que P. curvatus (la especie de menor tamafio) se desarroll6 fundamentalmente sobre un rango de
distribucion de tamafio de hormigas estrecho, las hembras y machos que emergieron carecieron de dimorfismo
sexual en sus tamafios adultos, siendo las hembras sélo 5% mas grandes que los machos, y ambos sexos
estuvieron igualmente representados en la progenie (relacion hembra:macho 1:1). En P. tricuspis las hembras
fueron significativamente mas grandes que los machos porque se desarrollaron en hormigas de mayor tamario.
Dado que en P. tricuspis producir hembras fue mas costoso, la proporcién de sexos estuvo sesgada a favor de
los machos. No obstante, cuando a las hembras de P. tricuspis se les permitié oviponer en ausencia de
competidoras y con abundantes hormigas grandes, el nimero de pupas y adultos producidos fue 3 veces mas
alto, las hembras representaron el 50% de la progenie y fueron, ademas, mas grandes que las hembras
desarrolladas cuando las madres compitieron por el recurso. Este resultado es importante porque indica que es
posible modificar la proporcién de sexos manipulando el tamafio de las obreras que se ofrecen y evitando que
otras hembras compitan y consuman el recurso disponible. Al mismo tiempo las hembras pueden invertir toda su



energia en consumir el recurso eligiendo el tamafio del hospedador con mas cuidado y posiblemente evaluar si
fue previamente parasitado. Finalmente, aunque ambas especies de Pseudacteon parasitaron diferentes
tamafios de obreras, se observd una correlacion positiva entre el tamafio de las hormigas en la que se
desarrollaron y el tamafio de los adultos emergidos.

Dado que en P. tricuspis, como en muchas especies de Pseudacteon analizadas hasta el momento, las hembras
se desarrollan en hormigas mas grandes que los machos y presentan tamafios corporales mayores, se postuld
gue uno de los posibles mecanismos de determinacion del sexo podia ser ambiental y estar facultativamente
condicionado por el tamafio del hospedador. Sin embargo, los resultados obtenidos en este trabajo no validan
esa hipotesis porque en P. curvatus ambos sexos se desarrollaron sobre el mismo tamafio de hormigas, por lo
gue el tamafio del hospedador condiciond el tamafio pero no el sexo de los parasitoides en desarrollo. En base a
estos resultados se buscé establecer si la determinacion del sexo en Pseudacteon tenia una base genética.

La caracterizacion citogenética reveld que ambas especies de Pseudacteon presentan un cariotipo de 2n = 6,
con 2 pares de cromosomas metacéntricos de tamafios similares y mas grandes que el par subtelocéntrico.
Ademas, P. curvatus y P. tricuspis pudieron ser caracterizadas citogenéticamente por presentar diferentes
regiones heterocromaticas C positivas en el tercer par cromosomico. Sin embargo, no se detectaron
cromosomas sexuales morfolégicamente diferentes. Tampoco se detectaron diferencias en el complemento
cromosomico entre las hembras y machos de P. tricuspis, por lo que la determinaciéon del sexo tampoco es
haplodiploide. En base al cariotipo observado en las especies analizadas, hipotetizamos que el mecanismo de
determinacion sexual que opera en Pseudacteon es genético y similar al descripto para Megaselia (Diptera:
Phoridae) que presenta cromosomas sexuales homomoarficos (2n = 4 + XX/XY) en una etapa de diferenciacion
molecular y estructural incipiente y en la que el sexo es determinado por la presencia o ausencia de un factor
masculinizante M. En definitiva, si el mecanismo de determinacion sexual de Pseudacteon es equivalente al
observado en Megaselia, queda por detectar la presencia de este factor y obtener secuencias de ADN
especificas para el desarrollo de machos o hembras, respectivamente.

Los resultados de esta Tesis son importantes para el conocimiento y cria en laboratorio de las especies de
Pseudacteon estudiadas, ya que las mismas son utilizadas como agentes de control biolégico contra las
hormigas Solenopsis plaga. Ambas especies de Pseudacteon alteraron el patron de conducta normal de las
hormigas, parasitaron a diferentes tamafios de obreras, se desarrollaron sobre ambas formas sociales v,
especificamente para P. tricuspis, este resultado es muy importante porque se pudo modificar la proporcion de
sexos de la progenie manipulando la distribucion de tamafios de hormigas disponibles y eliminando la
competencia por el recurso.

Investigacion realizada en el marco del Programa de Investigaciones Bioldgicas: de las macromoléculas a las
comunidades Centro de Estudios e Investigaciones (CEI)
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Capitulo 1

Introduccion al sistema Solenopsis-Pseudacteon

11 Caracteristicas generales de Solenopsis invicta

La hormiga Solenopsis invicta Buren (Formicidae: Myrmicinae), vulgarmente conocida
como hormiga colorada, hormiga brava (Argentina), “formiga de fogo” (Brasil), “red
imported fire ant” (Estados Unidos) y “fire ant” (resto del mundo), entre otras, es una
especie fundamentalmente neotropical nativa de Sudamérica (Trager 1991; Taber 2000).
Su rango de distribucion natural incluye Paraguay, Bolivia, sureste de Perq, sur y centro de
Brasil, norte de Uruguay Yy, noreste y centro de Argentina hasta la Ciudad Auténoma de
Buenos Aires (Trager 1991; Mescher et al. 2003; Folgarait et al. 2008). Las poblaciones
introducidas accidentalmente hace aproximadamente 80 afios en los Estados Unidos
(Logfren 1986), eran originarias del noreste de Formosa (Ross et al. 1997, 2007;
Shoemaker et al. 2006a; Caldera et al. 2008). Aunque la especie se establecié primero en
Alabama (Lofgren 1986; Callcott y Collins 1996) se fue dispersando por el sur y centro del
pais hasta llegar a California y Nuevo Mégjico (Dowell et al. 1997; MacKay y Fagerlund
1997; Buckley 1999). A nivel mundial, hay varias poblaciones establecidas en Australia,
Puerto Rico, Las Antillas y Taiwan (Davis et al. 2001; McCubbin y Weiner 2002; Henshaw
et al. 2005; Chen et al. 2006; Yang et al. 2008) y también fue detectada, aunque

te6ricamente erradicada, en Nueva Zelanda (Pascoe 2002; Booth y Dhami 2008).

1.1.1 Sistematica

Solenopsis invicta forma parte del complejo Solenopsis saevissima, grupo conformado
por 16 especies (13 descriptas y 3 sin determinar) que presentan poca diferenciacion en
sus caracteres morfoldgicos, por lo que la sistemética de este grupo es compleja y est4 en
continua revision (Trager 1991; Ross y Shoemaker 2005; Pitts et al. 2005; Shoemaker et
al. 2006a).

Las especies evolutivamente mas recientes del grupo S. saevissima, entre las que se
encuentra S. invicta, tienden a presentar obreras mayores de mayor tamafio que las
especies basales, una tendencia hacia 2 formas sociales (FS) alternativas (Ross y
Carpenter 1991) y distribuciones espaciales parapatricas o alopatricas (Pitts 2002). Los

datos obtenidos de andlisis de ADN mitocondriales y de ADN gendmico (Gp-9; Krieger y
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Ross 2002; Shoemaker et al. 2006a), junto con el estudio de caracteres morfolégicos a
partir de obreras adultas, reinas y larvas (Pitts et al. 2005), demostraron el origen
monofilético de las especies polimérficas y un Unico origen de la poliginia.
Especificamente, el supuesto origen polifilético de la especie nominal S. invicta
(Shoemaker et al. 2000, 2003) fue resuelto con un andlisis de ADN mitocondrial mediante
el cual se encontraron al menos una especie criptica y siete haplotipos distintos (Ross y
Shoemaker 2005; Shoemaker et al. 2006a).

Se detallan a continuacion (Tabla 1.1) los principales caracteres diagndsticos usados
para diferenciar morfolégicamente a las obreras adultas de las principales especies

polimdrficas sudamericanas del complejo S. saevissima.

Tabla 1.1. Cuadro comparativo sobre el estado de los caracteres morfolégicos de las

obreras de diferentes especies del complejo S. saevissima (obtenido de Pitts et al. 2005).

Estado de los Caracteres

Especie & 7 8 9 10 11 1z 13 14 15 16
S. electra 0 2 1 2 0 1 1 0 1 1 1
S. saevissima 0 1 1 2 0 1 0 0 1 1 1
S. interrupta 0-1 1 1 2 0 1 0 0 1 1 1
S. quinquecuspis 0-1 0 0 0-2 1 0 0 1 0 0 0
S. macdonaghi 0 0 0 0-2 0 0 0 1 1 0 0
S. richteri 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1
S. invicta 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0

Detalle del estado de algunos caracteres diagnésticos observados:

Sutura media frontal. “Y invertida”. O = ausente; 1 = presente.

Ocelo mediano. Con o sin lente. 0 = ausente; 1 = presente.

Foveola piligera. En cabeza. 0 = oval a elongada; 1 = redonda.

© ©® N o

Céstula mandibular. 0 = ausente; 1 = ausente en el medio; 2 = muy marcada.

10. Pronoto. 0 = redondeado antero-lateralmente, sin protuberancias; 1 = cuadrado antero-
lateralmente, con protuberancias.

11. Sutura promesonotal. Presente solo en las obreras mayores de S. macdonaghi y S.

quinquecuspis. 0 = medialmente angulosa, a veces hacia arriba; 1 = medialmente

curvada, nunca hacia arriba.
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12. Propodeo con esculturas. 0 = glabro posteroventralmente al espirdculo; 1 = granulado

posteroventralmente al espiraculo.

13. Propodeo. En obreras mayores. 0 = curvado hacia arriba desde el surco metanotal a
plano posteriormente; 1 = hacia arriba y curvado desde el surco metanotal a plano
posteriormente.

14. Estrias posteriores en el post-peciolo. 0 = cubren mas del 75%; 1 = cubren mas del

50% del post-peciolo.
15. Forma del post-peciolo. 0 = méas ancho que alto; 1 = igual o0 mas alto que ancho.

16. Esculturas posteriores en el post-peciolo. Ocupan mas del 50% del post-peciolo. 0 =

granulosa; 1 = glabro.

1.1.2 Lacolonia

Los nidos de S. invicta generalmente miden entre 5-12 cm de alto (Porter et al. 1992,
1997; Macom y Porter 1996), aunque en lugares inundables de la Argentina alcanzan una
altura cercana al metro (Chirino Obs. Pers.). Se componen principalmente de tierra
removida por las obreras que construyen una gran red de tlneles y galerias que ocupan
mas del 50% del volumen y que se pueden extender a varios metros de distancia
(Tschinkel 1993, 1998). Los monticulos carecen de entradas, pero presentan pequefias

salidas en los extremos de los tuneles que llegan a la superficie (Fig. 1.1).

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



Figura 1.1. Caracteristicas basicas de S. invicta. a) Morfologia externa del nido. b) Entradas
naturales al monticulo. c) Cuerpo de obrera en vista lateral. d) Hormiga vista de frente. Escala:
0,5 mm.

La madurez de la colonia se alcanza a partir del séptimo mes de su fundacién y
establecimiento. En una colonia madura, el nido contiene entre 20.000 y 300.000 mil
obreras polimoérficas y totalmente estériles por presentar sus ovariolas atrofiadas y la reina
pone cerca de 800 huevos al dia (Markin et al. 1973; Tschinkel 1988a, 1993).

Las obreras presentan una distribucion de tamafios continua conformando una
alometria monoféasica con variacion isométrica (Fig. 1.2; Wilson 1953). Wilson (1971) fue el
primero en separar a las obreras de S. invicta en cuatro castas (naniticas, menores,
medias y mayores), aunque formalmente sélo existen dos castas fisicas (Wheeler 1990).
Las obreras menores presentan anchos de cabeza de menos de 0,75 mm y las mayores
de més de 0,75 mm (Tschinkel et al. 2003); por lo tanto, las obreras medianas no
conforman una casta verdadera. Esta distribucion produce dos subpoblaciones que se
superponen parcialmente conformando una distribuciéon de frecuencias bimodal (Wilson
1953, Wheeler 1990, 1991; Tschinkel et al. 2003). El polimorfismo de las obreras también
depende de la edad de la colonia, del numero de reinas presentes y de la época del afio
(verano, invierno) lo que determina distintas frecuencias en la distribucion de tamafios

(Markin et al. 1973; Tschinkel 1988b, 1993, 1998; Goodisman y Ross 1997).

Figura 1.2. Variacion continua y creciente en el tamafio de las obreras de S. invicta. Se

observa el tamafio relativo de la reina (Fotos de S. D. Porter).

Las colonias de S. invicta también presentan verdaderas castas etarias. Las obreras

mas jovenes son las nodrizas; las que tienen mas de un mes conforman obreras de
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reservay, las obreras mas viejas son las forrajeras. Ademas, las diferentes tareas que las
obreras realizan también dependen de sus edades, tamafios, estados energéticos y de las
necesidades de la colonia (Holldobler y Wilson 1990; Vinson 1997; Cassill y Tschinkel
1999a, 1999c). Las obreras pequenas (0,77 mm) son fundamentalmente nodrizas que
cuidan y cubren a las larvas y, en menor medida, las alimentan. Las obreras medianas
(0,86 mm) pertenecen a la reserva y presentan un comportamiento muy flexible para
cambiar rdpidamente de tarea, aumentando o disminuyendo sus frecuencias tanto adentro
como afuera de la colonia (Holldobler y Wilson 1990; Vinson 1997; Cassill y Tschinkel
1999a). Sus funciones son alimentar a las larvas, defender y mantener el nido y reclutar
alimento. Finalmente, las obreras mayores (1,35 mm) suelen ser exclusivamente forrajeras
y estén especializadas en reclutar y almacenar el alimento en el intestino anterior (Cassill y

Tschinkel 1995, 1996, 1999a; Weeks et al. 2004).

Solenopsis invicta es una especie omnivora atraida a fuentes ricas en proteinas,
carbohidratos y aceites y, aunque las obreras depredan fundamentalmente invertebrados,
cerca del 75% del alimento que colectan se encuentra en estado liquido y lo almacenan
principalmente en el intestino anterior y, en menor medida, en las glandulas postfaringeas
(Cassil y Tschinkel 1996; Vinson 1997; Tschinkel 1998). El flujo de alimento dentro de la
colonia es un proceso descentralizado, regulado por el estado de saciedad de las larvas y
obreras (Cassil et al. 1998). Los aceites y proteinas pasan de las forrajeras a las hormigas
de la reserva, a las nodrizas y a las larvas y reina; mientras que las soluciones azucaradas
y los lipidos se traspasan fundamentalmente entre obreras (Tschinkel 1998; Cassil et al.
1998; Weeks et al. 2004). Las particulas solidas transportadas en la faringe de las
forrajeras se traspasan a las obreras de la reserva, a las nodrizas y las larvas de estadio
IV, que son las Unicas que pueden disgregar y digerirlas extraoralmente (Fig. 1.3; Cassil y

Tschinkel 1999a, 1999b, 1999c; Cassil et al. 1998; Weeks et al. 2004).
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Figura 1.3. Flujo de alimento entre las forrajeras, hormigas de la reserva y nodrizas de S.
invicta (de Vinson 1997 y Tschinkel 1998).

1.1.3 Formas sociales

Las colonias de S. invicta también se caracterizan por presentar dos formas de
organizacion social (FS) distintivas: Monoginia (M) y Poliginia (P), con una o varias reinas
funcionales por nido, respectivamente (Tabla 1.2; Ross y Keller 1995; Ross et al. 1997). La
organizacion social esta asociada a un genotipo y fenotipo particulares de las reinas y
obreras (Ross y Keller 1995, 1998; Keller y Ross 1999; DeHeer 2002) y determina el modo
en que se distribuye la reproduccion entre los miembros de la colonia, el nUmero de

individuos presentes, sus relaciones genéticas y el comportamiento de las reinas y obreras
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(Ross y Keller 1995; Goodisman y Ross 1997; Jerome et al. 1998; Adams y Balas 1999;
Bourke 2002; Gotzek y Ross 2007). La cantidad e identidad de las reinas presentes en
cada nido depende de la variacion alélica de un factor Mendeliano simple, el gen nuclear
Proteina general-9 (Gp-9) que codifica para dos proteinas electroforéticamente diferentes
(Ross 1997; Ross et al. 1997; Ross y Keller 1998; Krieger y Ross 2002). Las reinas de
colonias M solo poseen alelos tipo-B para Gp-9 (genotipo homocigoto dominante BB) lo
gue determina que sean mas pesadas, fisogastricas, fecundas y longevas que las reinas
de colonias P (Keller y Ross 1993, 1999; Ross y Keller 1995, 1998; Krieger y Ross 2002).
Las colonias P presentan reinas heterocigotas (Bb) y homocigotas (BB), por lo que la
poliginia esta relacionada a la presencia de alelos tipo-b (Ross y Keller 1995, 1998; Ross
et al. 1996b; Ross 1997; Krieger y Ross 2002). En las colonias P suelen faltar las obreras
homocigotas recesivas (bb) porque esta condicion suele ser letal (Keller y Ross 1998). Las
hembras sexuadas con genotipo heterocigota estan limitadas energéticamente para
realizar una fundacién claustral de la colonia porgue tienen menos contenido de grasas
que las hembras M (DeHeer 2002). Por lo tanto, luego de sus vuelos nupciales, suelen
entrar en nidos P ya establecidos. Las obreras M (homocigotas, agresivas y territoriales)
no admiten otra reina u obreras ajenas al nido; mientras que las obreras P (con genotipos
BB y Bb) toleran a coespecificas ajenas al nido, no defienden agresivamente sus
territorios, aunque s6lo aceptan a otras reinas heterocigotas. Aunque la conducta de las
hormigas depende del contexto social y ecoldgico en el que se desarrollan, la FS puede
ser modificada manipulando la proporcion de obreras de diferente genotipo (Keller y Ross

1993; Ross y Keller 2002).

Tabla 1.2. Principales diferencias observadas entre ambas FS de S. invicta.

Caracteristica Monoginia Poliginia
N° de reinas por nido 1 Varias
Parentesco entre madre e hijas ? 0,75 0,75 (dentro de cada familia)
Obreras territoriales y agresivas poco territoriales y agresivas
Reina funcional triplica su peso (14-16 mg) duplica su peso (10-11 mg)
Expectativa de vida de la reina 10 afios 3 afos

) ) vuelo nupcial y fundacion claustral fecundacion cerca o dentro del
Estrategia reproductiva ) ] )
de la colonia nido, gemacién

Variabilidad genética por area alta baja
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% relacion de parentesco esperada para insectos haplodiploides con hembras y machos que se

aparean una sola vez con un solo individuo.

En el noreste de la Argentina (Formosa, Chaco, Santa Fe y Corrientes) y Brasil, al igual
gue en algunos ambientes en donde la especie fue accidentalmente introducida, las
poblaciones M predominan sobre las poblaciones P (Greenberg et al. 1985; Ross et al.
1987a, 1997; Trager 1991; Porter 1992, 1993; Porter et al. 1992, 1997). Sin embargo, en
otros sitios de Norteamérica, las colonias P dominan gran parte del territorio y se
distribuyen desde el oeste de Luisiana hasta el sur de Tejas (Ross et al. 1997). En estos
sitios, los nidos P se disponen muy cercanos entre si y presentan densidades entre 2 a 6
veces mayores que las poblaciones Sudamericanas (Greenberg et al. 1985; Porter y
Savignhano 1990; Porter et al. 1991, 1992, 1997; Macom y Porter 1996). Entre las posibles
razones que justifican esta diferencia demogréafica en el nuevo ambiente, se encuentran la
falta de enemigos naturales, asociada a la pérdida de genes de reconocimiento por efecto
fundador, lo que facilit6 la seleccibn de grupo entre reinas no emparentadas
fundamentalmente en lugares disturbados por la actividad humana (Ross 1993; Ross et al.
1993, 1996b, 1997; Vinson 1997; Goodisman y Ross 1998; Porter et al. 1997; Tschinkel
1998; Taber 2000; King y Tschinkel 2006). La Tabla 1.3 muestra las principales diferencias

entre las colonias P de Argentina y las de los Estados Unidos.

Tabla 1.3. Principales diferencias observadas entre colinas poliginicas de S. invicta de

Argentina (poblaciones nativas) y de los Estados Unidos (poblaciones introducidas).

Caracteristicas Argentina Estados Unidos
reinas por nido 4-6 20-100
Parentesco entre reinas ~45% <1%
Genotipo de las reinas BB (50%) -Bb (50%) Bb (100%)
Porcentaje de obreras Bb <50% > 50%
Parentesco entre madres e hijas de la familia 25-75% <0,25%
Variabilidad genética en la colonia alta baja

Tipo de seleccion

Seleccion de parientes

Seleccion de grupo

Porcentaje de hembras aladas <12% 30%

Porcentaje de machos diploides (2n) <20% 80%
Relacion hembra:macho 31 >>> 3:1

Densidad de nidos por area baja Alta
Hibridacion con S. richteri rara a inexistente frecuente
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1.1.3 Importancia

En general, S. invicta es una de las especies mas intensamente estudiada por su
impacto sanitario y econdmico (Vinson 1997; Williams et al. 2001, 2003), su explosion
demogréafica en ambientes introducidos en comparacion con los ambientes nativos (Wojcik
1983; Porter et al. 1992, 1997), su importancia biolégica y ecoldgica (Macom y Porter
1996; Vinson 1997; Tschinkel 1998; LeBrun et al. 2007; Calcaterra et al. 2008b), su efecto
negativo en la diversidad biolégica (Porter et al. 1988; Porter y Savignano 1990; Wojcik et
al. 2001), su comportamiento asociado a la alimentacion (Cassil y Tschinkel 1996, 1999a,
1999b; Vinson 1997; Cassil et al. 1998; Weeks et al. 2004) y por las diferencias genéticas
(Ross y Keller 1995; Gotzek y Ross 2007) y de comportamiento (Obin y Vander Meer
1988; Vander Meer et al. 2008) relacionadas a su organizacion social, tanto en ambientes
nativos como exoticos.

Debido a la cantidad de efectos negativos que esta especie produce en los ambientes
en los que fue introducida, llegando a ser una de las especies plaga mas problemética, en
conjunto con el fracaso del uso de pesticidas, se han intensificado los estudios sobre
posibles agentes de control biolégico (Vinson 1997; Williams et al. 2001, 2003).
Particularmente, el estudio de los niveles de impacto de los parasitoides del género
Pseudacteon Coquillett (Diptera: Phoridae) como agentes de control biolégico sobre las
poblaciones de S. invicta, la relevancia de la FS del hospedador sobre el desarrollo,
supervivencia y éxito reproductivo de los parasitoides no ha sido previamente explorada
(Graham et al. 2003; Porter y Gilbert 2004; Vazquez et al. 2004; Vogt y Streett 2003;
Thead et al. 2005; Estrada et al. 2006).

1.2 Caracteristicas generales de Pseudacteon spp.

Las moscas escudo del género Pseudacteon, también conocidas como féridos, moscas
jorobadas y moscas estercoleras son mayoritariamente parasitoides solitarios de las
hormigas Solenopsis (Disney 1994). Pseudacteon presenta una distribucion cosmopolita
(Disney 1994; Patrock et al. 2009) y en Sudamérica se registran hasta 22 especies
parasitando a las hormigas del complejo Solenopsis saevissima. Ademas, la cantidad de
especies que se desarrollan sobre las diferentes especies de Solenopsis excede la
diversidad observada en la mayoria de las hormigas (Disney 1994; Brown et al. 2003;

Folgarait et al. 2005a; Calcaterra 2007; Kronforst et al. 2007).

1.2.1 Posicion taxondmica
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La Familia Phoridae es una de las méas diversas en el Orden Diptera (superfamilia
Phoroidea), las cuales incluyen mas de 26.000 especies muy pequefas con diferentes
estilos de vida que comprenden carrofieros, depredadores y parasitoides (Disney 1994;
Gilbert y Jervis 1998). Los adultos del género Pseudacteon son facilmente reconocibles
porgue sus alas presentan las venas costales y radiales gruesas y cortas, siendo las
restantes muy finas. Ademas, presentan antenas con el extremo apical del segundo
segmento (pedicelo) muy desarrollado, conformando un cono que esta totalmente incluido
en tercer segmento antenal. También poseen ojos grandes formados por cientos de
omatidios, la frente subcuadrada con mas de 4 setas y la tibia del tercer par de patas con
un cepillo de pelos dorsales (Disney 1994). En particular, las hembras presentan un
ovipositor muy esclerotizado y simétrico (Fig. 1.4) que permite diferenciar a las distintas

especies del género (Tabla 1.4; Porter y Pesquero 2001).

(bt et
O

A

Figura. 1.4. a) Macho adulto del género Pseudacteon. b) Ala caracteristica de Pseudacteon. Se observan
las venas gruesas (costal y radial) y finas del ala. ¢) Ovipositor de una hembra de P. curvatus. d)
Ovipositor de una hembra de P. tricuspis. Ovipositores de P. curvatus (€) y P. tricuspis (f) con microscopia

electrénica (obtenidas de Porter y Pesquero 2001).

Tabla 1.4. Cuadro comparativo de los ovipositores de las hembras de P. curvatus y P.

tricuspis usadas en esta tesis (obtenido de Porter y Pesquero 2001).
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Especie Caracteristica del ovipositor

Ovipositor simple, recto en vista dorsal, curvado y largo dorsoventralmente, con un diente

P. curvatus reforzado en posicion ventral cerca de su base

Ovipositor trilobulado y puntiagudo con forma de tridente con un filamento membranoso en

P. tricuspis posicién ventral en los |6bulos laterales

Las hembras de varias especies también presentan diferentes tamafios (Morrison et al.
1997; Morrison y Gilbert 1998; Folgarait et al. 2006) y diferente especificidad hospedera
(Graham et al. 2003; Vazquez et al. 2004; Vogt y Streett 2003; Thead et al. 2005; Estrada
et al. 2006).

1.2.2 Ciclo devida

Las hembras de Pseudacteon parasitan a obreras adultas mientras forrajean
inyectdndoles un huevo en el térax a nivel de las pleuras (Fig. 1.5a; Feener 1987; Disney
1994). Los primeros 2 estadios larvales se alimentan de los musculos toracicos (Fig. 1.5b);
mientras que la larva de estadio Ill migra hacia la cabeza y empupa dentro de la capsula
cefalica luego de alimentarse de su contenido (Porter et al. 1995b; Porter 1998).

Las hormigas parasitadas suelen comportarse normalmente hasta pocas horas antes
de que la larva lll del parasitoide empupe (Henne y Johnson 2007). Durante la pupariacion,
s6lo se esclerotizan y comprimen los primeros tres segmentos corporales para formar el
opérculo, que cubrir la cavidad oral de la cabeza de la hormiga; mientras que el resto del
pupario queda protegido por la cabeza en la que se aloja (Fig. 1.5c¢c-d; Porter et al. 1995b).
Tres o 4 dias después, emergen dos cuernos respiratorios que se extienden lateralmente
hacia afuera a través de la cavidad oral de la cabeza de la hormiga (Porter 1998). Durante
este proceso la hormiga pierde las mandibulas y es decapitada (Porter 1998). Dado que la
formacion del pupario ocurre previamente al desarrollo de la pupa, formalmente se
considera que la pupa se desarroll6 (pupacion) cuando aparecen los cuernos respiratorios
(Disney 1994) que son necesarios para la supervivencia de las pupas (Folgarait et al.
2005c¢). Si los mismos no logran atravesar el tegumento del pupario se considera que la
pupa no se formd o que es inviable (Disney 1994). Luego de 15 a 20 dias de ocurrida la

oviposicién, dependiendo de la temperatura de cria y de las especies en desarrollo,
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emerge el adulto (Fig. 1.5e; Folgarait et al. 2002a, 2005b, 2006; Gilbert y Morrison 1997;
Morrison et al. 1999).

Figura. 1.5. Ciclo de vida de Pseudacteon. a) Hembra de Pseudacteon oviponiendo a una obrera de S.
invicta. b) Larva de Pseudacteon en desarrollo. ¢) Pupa de Pseudacteon protegida por el opérculo y
protegida por la capsula cefdlica de su hospedador. d) Adulto farado libre protegido por el resto del
pupario sin esclerotizar. €) Adulto de Pseudacteon emergiendo.

Diferentes especies de Pseudacteon oviponen a diferentes tamafios de obreras
(Morrison et al. 1997; Folgarait et al. 2002a; 2005b; 2006) observandose una correlacion
positiva entre el tamafio de las obreras atacadas y el tamafio de los féridos emergidos
(Morrison et al. 1997; Morrison y Gilbert 1998). Sin embargo, esta preferencia es limitada
porque las especies de menor tamafio evitan oviponer a obreras mas grandes que el
tamafo promedio de la colonia (Morrison et al. 1997; Folgarait et al. 2002a). Se cree que el
comportamiento de oviposicion tamafio selectivo puede ser el medio por el cual muchas
especies de Pseudacteon coexisten sobre la misma especie hospedera.

A pesar de que por su biologia las especies de Pseudacteon matan a las hormigas
durante su desarrollo (Fig. 1.5; Porter 1998), principalmente afectan el patrén de forrajeo
de las hormigas (Feener y Brown 1992; Orr et al. 1997; Folgarait y Gilbert 1999; Feener et
al. 2008) vy, por lo tanto, podrian alterar el balance competitivo de Solenopsis frente a
especies competidoras. Este es uno de los requisitos necesarios para que las especies de

Pseudacteon sean efectivas como agentes de control biolégico.

1.2.3 Importancia

Las diferentes investigaciones llevadas a cabo en Pseudacteon describieron sus
historias de vida (Porter et al. 1995b; Morrison et al. 1997; Folgarait et al. 2002a; 2005b;
2006), sus especificidades hospederas (Porter et al. 1995a; Gilbert y Morrison 1997;
Morrison y Gilbert 1999; Folgarait et al. 2002b; Vazquez et al. 2004; Estrada et al. 2006),

sus comportamientos en la oviposicion (Morrison et al. 1997; Wuellner et al. 2002) y el
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efecto de los parasitoides sobre sus hospedadores (Wuellner et al. 2002; Henne y Johnson
2007) incluyendo el impacto en el forrajeo (Feener y Brown 1992; Orr et al. 1995; Morrison
et al. 1997; Morrison 1999; Morrison y Gilbert 1999; Porter y Gilbert 2004). Sin embargo,
estos trabajos no evaluaron qué subcastas se ven afectadas por la accién del parasitoide
ni evaluaron sus preferencias por ambas FS de S. invicta, tanto en el rango nativo como en
el introducido.

Por los efectos directos e indirectos que provoca Pseudacteon sobre S. invicta y S.
richteri Forel, nativas de Argentina (Mescher et al. 2003; Ross et al. 2008) pero plagas en
Norteamérica (Porter et al. 2004; Thead et al. 2005; Morrison y Porter 2006) se han
liberado desde el afio 2000 a 4 especies de parasitoides (P. curvatus, P. tricuspis, P.
litoralis Borgmeier y P. obtusus Borgmeier). También est4 en progreso la liberacion de P.
nocens Borgmeier, junto a otras especies de Pseudacteon (Gilbert et al. 2008). En la
actualidad, se evalla como afectan estas especies a las poblaciones nativas (S. geminata
(Fabricius) y S. xyloni McCook) e introducidas (S. invicta y S. richteri) de Solenopsis (Vogt
y Streett 2003; Porter y Gilbert 2004; Estrada et al. 2006).

En particular, P. curvatus y P. tricuspis se encuentran entre las especies mas
abundantes y ampliamente distribuidas en Sudamérica (Calcaterra et al. 2005; Folgarait et
al. 2005a), presentan ritmos circadianos y circanuales amplios, prefieren temperaturas
altas que otras especies no toleran (Folgarait et al. 2007a) y son muy abundantes al
mediodia (Folgarait et al. 2003, 2007a, 2007b). Ademés, P. curvatus parasita
principalmente a obreras de menor tamafio que P. tricuspis. Por lo tanto, se encuentran
entre las especies mas estudiadas dentro del género, siendo las primeras en ser liberadas
y en establecerse en diferentes sitios en los Estados Unidos (Morrison et al. 1997;
Morrison y Gilbert 1998).

Por otra parte, los distintos biotipos sudamericanos de P. curvatus (Buenos Aires,
Formosa, Brasil) usados como agentes de control biolégico, presentan distintas
preferencias y eficiencias cuando se desarrollan sobre S. invicta, S. richteri e hidridos S.
invicta x S. richteri (Graham et al. 2003; Vazquez et al. 2004; Vogt y Streett 2003; Thead et
al. 2005; Estrada et al. 2006). Por lo tanto, debe prestarse especial atencion al origen de
procedencia de los parasitoides y de las especies sobre las cuales se intenta aplicar el
control biolégico porque los parasitoides evolucionaron sobre diferentes especies v,

posiblemente, sobre distintas FS.
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En los estudios realizados con P. tricuspis siempre se evalu6 el tamafio de las hembras
(0,50 + 0,04 mm), detectandose que la especie presenta dimorfismo sexual en el tamafio
adulto a favor de las mismas, las cuales oviponen a obreras méas grandes que el tamafio
promedio de las colonias de S. invicta (Morrison et al. 1997, 1999; Porter et al. 1997;
Morrison y Gilbert 1998). No obstante, estos datos no concuerdan con los valores
registrados en Argentina (Cap. 4). Es decir que en Argentina las hembras son mas
pequefias y parasitan obreras de menor tamafio que las establecidas en los Estados
Unidos. Es probable que estas diferencias se deban al menor tamafio de las hormigas de
S. invicta en Argentina (Tabla 2.8; Morrison y Gilbert 1998).

Como a nivel de la colonia las obreras P de S. invicta son, en promedio, mas pequefias
que las obreras M (Greenberg et al. 1985) y no agreden a coespecificas que se introducen
en sus colonias (Keller y Ross 1998; Bourke 2002; Deheer 2002), es importante investigar
si las especies de P. curvatus y P. tricuspis, usadas como agentes de control biolégico,
difieren en sus historias de vida, especificidades hospederas y éxitos reproductivos en
relacion con la FS del hospedador. Este trabajo permitira mejorar la cria masiva de los
parasitoides y aumentar el éxito de las liberaciones a campo al elegir los ecotipos mas

afines en relacién con las caracteristicas de sus hospedadores.

1.3 Hipotesis, predicciones, Objetivos

Objetivos generales

) Describir las preferencias, comportamiento, desarrollo y éxito reproductivo de P.
curvatus y P. tricuspis en relacién con la forma social del hospedador.

1)) Evaluar las causas que determinan que P. tricuspis presente dimorfismo sexual en
el tamafio de los adultos; mientras que P. curvatus carece del mismo.

)  Investigar si estas diferencias se deben a que el sexo de la progenie es determinado
por el tamafio de la hormiga en la que se desarrollan o si existe otro mecanismo de

determinacién sexual.

Hipotesis y Predicciones

Seccidn 1 ¢Qué prefieren y cdmo se desarrollan ambas especies de Pseudacteon

sobre su hospedador?
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Hipdtesis:
La variacion interespecifica entre P. curvatus y P. tricuspis se debe a la
preferencia por distintos tamafos y diferentes formas sociales de S. invicta.

Predicciones:

- Pseudacteon curvatus se desarrollara mejor y serd mas exitosa al oviponer a
hormigas poliginicas de S. invicta porque presentan, en promedio, obreras mas pequefias.
- Pseudacteon tricuspis se desarrollara mejor y serd mas exitosa al oviponer a

hormigas monoginicas de S. invicta porque presentan, en promedio, obreras mas grandes.

Objetivos:

- Caracterizar a campo y en laboratorio a ambas formas sociales de S. invicta.
- Evaluar a campo y en laboratorio las preferencias, desarrollo y eficiencias de ambas

especies de Pseudacteon en relacion al tamafio y forma social de S. invicta.

Seccién I ¢Por qué solo en algunas especies de Pseudacteon existe dimorfismo

sexual en el tamafio adulto?

Hipdtesis:

Pseudacteon curvatus carece de dimorfismo sexual en el tamafio adulto porque
parasita el menor rango de hormigas disponibles, limitando la posibilidad de que las
hembras sean mas grandes que los machos.

Pseudacteon tricuspis presenta dimorfismo sexual en el tamafio adulto porque parasita

a obreras de distintos tamafios posibilitando una mayor optimizacion del recurso hormiga.

Predicciones:

- Pseudacteon curvatus seleccionard y se desarrollard en un pequefio rango de
distribucion de tamafios disponibles de S. invicta.
- Pseudacteon tricuspis seleccionard y se desarrollard en un mayor rango de

distribucion de tamafios disponibles de S. invicta.

Objetivos:

- Analizar el rango de distribucién de tamafios de las obreras que ambas especies de

Pseudacteon parasitan.
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- Evaluar si en ambas especies de Pseudacteon existe una correlacién positiva entre el

tamafo del hospedador y el de los parasitoides emergidos.

Seccion lll JEl dimorfismo sexual en los tamafios adultos de Pseudacteon se

debe al mecanismo de determinaciéon del sexo?

Hipdtesis:
Illa) El sexo en Pseudacteon es fijado ambientalmente por el tamafio del hospedador.

llIb) ElI sexo en Pseudacteon es determinado genéticamente por un mecanismo

haplodiploide.

Predicciones:

Illa) Si existe Determinacion Ambiental del Sexo no deberia observarse gran
superposicién en el tamafio de las hormigas de las que emergen las hembras y machos en
ambas especies Pseudacteon.

llIb) Si existe Determinacion Sexual por Haplodiploidia las hembras deberian presentar

el doble de cromosomas que los machos en ambas especies Pseudacteon.

Objetivos:

- Comparar el nivel de superposicion y los rangos de distribucion en el tamafio de las
hormigas parasitadas de las que emergen las hembras y machos de Pseudacteon.

- Caracterizar cariotipicamente a ambas especies de Pseudacteon.

- Comparar citologicamente a ambas especies de Pseudacteon.

- Dilucidar el posible mecanismo de determinacién sexual que opera en ambas

especies de Pseudacteon.
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Capitulo 2

Caracterizacion de ambas formas sociales de Solenopsis invicta *

2.1 Introduccion

Dentro de las poblaciones de S. invicta uno de los principales objetivos a nivel evolutivo
es entender las bases genéticas y ambientales que determinan y regulan la organizacion
social de las colonias, lo cual influye en el fenotipo y comportamiento de las reinas y
obreras y, finalmente en el éxito reproductivo e invasivo de las poblaciones naturales e
introducidas de esta especie (Passera 1994; Ross et al. 1997; Tsutsui y Suarez 2002;
Krushelnycky et al. 2010).

En el noreste de la Argentina, y en algunos ambientes introducidos, ambas FS de S.
invicta suelen presentarse en simpatria (Greenberg et al. 1985; Ross et al. 1987b, 1997,
Trager 1991; Porter 1992, 1993). Ademéas, las diferentes poblaciones de S. invicta
presentan una correlacion positiva entre el volumen del nido y el area del territorio
(Tschinkel et al. 1995), el cual es regulado por el tamafio y la distancia de los nidos
vecinos. El area que ocupa cada nido depende principalmente de la habilidad competitiva,
el nimero y la biomasa de las obreras presentes (Tschinkel et al. 1995; Adams 2003); por
lo que las colonias M presentan territorios de forrajeo definidos en los que cada colonia
mantiene su area sin entrar en areas vecinas y asi evitan los contactos con obreras
coespecificas de otros nidos (Adams 1998, 2003; Adams y Tschinkel 2001). Sin embargo,
los principales estudios sobre densidad y distribucién espacial de nidos fueron realizados
en los Estados Unidos, a pesar de que las poblaciones eran originarias de Sudamérica
(Greenberg et al. 1985; Porter 1992; Porter et al. 1992, 1997; Macom y Porter 1996). Por lo
tanto, en este capitulo se busca evaluar qué FS predomina en su ambiente nativo y cuales
son sus consecuencias demogréficas (ndmero versus tamafio de hormigas).

Finalmente, ambas FS de S. invicta también fueron -caracterizadas por el
comportamiento de las hormigas. Sin embargo, los diferentes ensayos de agresividad,
realizados hasta el momento, consistieron en introducir obreras en las arenas de forrajeo
de otras hormigas o directamente en las colonias residentes (Obin y Vander Meer 1988;
Morel et al. 1990; Obin et al. 1993; Balas y Adams 1996a; Vander Meer y Alonso 2002;
Fritz y Vander Meer 2003; Vander Meer et al. 2008), sin considerar que las hormigas
evitan ingresar en areas vecinas (Adams y Tschinkel 2001). Por lo tanto, debido a que se

establecié que el area ocupada por las colonias de S. invicta depende de la habilidad
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competitiva de las obreras, que evitan entrar en otras areas de forrajeo, en este capitulo
también se busca caracterizar el comportamiento de las hormigas evitando

comportamientos asociados a la defensa del territorio.

Objetivos

Los objetivos particulares de este capitulo para caracterizar a ambas formas sociales

de S. invicta son:

1) Comparar el tamafio, distribucion espacial y densidad de nidos

2) Comparar las tasas de forrajeo, tamafio y proporcion de las obreras forrajeando

3) Comparar la proporcion, peso y tamafio de las subcastas de obreras presentes en el
nido

4) Evaluar el nivel de agresividad de las obreras

5) Evaluar quién inicia la agresion en todas las interacciones entre FS

6) Desarrollar una herramienta rapida y confiable para evaluar a campo a ambas FS de

S. invicta en funcidn de los patrones de conducta de las obreras en interaccion.
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2.2 Materiales y métodos

2.2.1 Sitio de muestreo y coleccidon

Los experimentos a campo fueron realizados entre febrero y octubre de 2005 en el
Parque Nacional Chaco (26° 48" Sur y 59° 34' Oeste, Provincia de Chaco) y entre
noviembre de 2006 y octubre de 2007 en un campo cerca de la Ruta provincial N° 39 a 4
Km de la ciudad de San Javier (30° 35' Sur y 59° 55' Oeste, Provincia de Santa Fe) (Fig.
2.1). Ambos sitios presentan nidos M y P en simpatria (Ross et al. 1996a; Ross 1997,

Ross y Keller 1998; Shoemaker et al. 2006b).

Figura 2.1. Mapa de la Provincia Biogeografica Chaquefia (naranja) y Provincia Biogeografica
del Espinal (marrén). Se indica la ubicacién del Parque Nacional Chaco (verde) y de la

localidad de San Javier, Santa Fe (celeste).

El Parque Nacional Chaco estd ubicado en la Provincia Biogeogréfica Chaquefia,
Dominio Chaquefio, Regién Neotropical, que se extiende por el sur de Bolivia, oeste del

Paraguay y el noreste de la Argentina, comprendiendo las provincias de Formosa, Chaco,
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Santiago del Estero, este de Salta, Jujuy, Tucuman y Catamarca, oeste de Corrientes,
norte de Cordoba y Santa Fe, con introgresiones en La Rioja y San Luis (Fig. 2.1). La
vegetacion comprende formaciones con arboles de gran porte (comunmente caducifolios
xerofitos), gramineas, palmares, sabanas, cardonales y estepas haldfilas. Debido a la
actividad antropica queda muy poco de la vegetacion nativa. La temperatura media anual
es de 20-23 °C y recibe un promedio de 500 mm de precipitaciones al afio, principalmente
en verano (Cabrera y Willink 1980).

La localidad de San Javier esta ubicada en la parte norte de la Provincia Biogeogréfica
del Espinal, Dominio Chaquefio, Region Neotropical y se extiende, a modo de arco, desde
el centro de la provincia de Corrientes y norte de Entre Rios, el centro de Santa Fe y
Cérdoba, cubre la mayor parte de San Luis, el centro de La Pampa y el sur de Buenos
Aires (Fig. 2.1). La vegetacion dominante es el bosque xerdéfilo muy parecido al de la
Provincia Chaquefia, pero mas pobre en especies y mas bajo en altura. El clima es célido
y humedo, con precipitaciones cercanas a 1.170 mm al afio y una temperatura media
anual de 15-20 °C (Cabrera y Willink 1980). El sitio de muestreo es un campo natural
usado principalmente para el pastoreo con incendios controlados durante el verano.

Las poblaciones de S. invicta se presentaron en los claros y al lado de los caminos
vecinales (Fig. 2.2a y c). Las hormigas fueron identificadas en el laboratorio usando las
claves de Trager (1991), Pitts (2002) y Pitts et al. (2005). La FS de S. invicta se determiné
contando el nimero de reinas presentes por nido. Los nidos que presentaron mas de una
reina fueron denominados Poliginicos (P) y los que presentaron una o ninguna reina fueron
analizados mediante la técnica de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa mdultiple

especifica para la especie (Valles et al. 2002; Valles y Porter 2003).
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Figura 2.2. Sitios de muestro. a) Parque Nacional Chaco y b) cerca de San Javier. Se observa un nido de
S. invicta de cada sitio de muestreo (c, d).

2.2.2 Caracterizacion molecular

Se caracteriz6 la FS de S. invicta usando la técnica de la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa multiple (PCR-multiple), ya que permite amplificar multiples segmentos de
ADN de més de una secuencia en una Unica reaccién mediante el uso de dos 0 mas pares
de oligonucledtidos iniciadores (cebadores). Para amplificar los fragmentos especificos del
gen Gp-9 correspondientes a dos alelos (B y b) se usaron dos pares de cebadores
disefiados por Invitrogen Argentina S. A. En la secuencia codificante de ambos alelos hay
9 nucledtidos de diferencia que codifican para 8 aminoacidos distintos (Krieger y Ross
2002). Los cebadores para el alelo dominante Gp-9% amplifican un fragmento de 517pb y
los del alelo recesivo Gp-9° uno de 423 pb (Tabla 2.1).

Las PCR mudltiples fueron conducidas en un termociclador Biometra T Personal
(Biotron, Germany) y para un volumen final de 20 pl se adicioné 2 pl de Buffer Taq 10X, 2
pl de una mezcla de desoxinucledtidos dNTP/L mix, 1 unidad de Taq ADN polimerasa
(Fermentas Life, Sciences, Buenos Aires, Argentina), 2 ul de cada cebador y 1 yl de ADN

gendémico de S. invicta. Los ciclos de reaccién consistieron en un paso inicial de
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denaturalizacion del ADN de 2 min. a 94 °C; seguido de 34 ciclos de 30 seg. a 94 °C, 30
seg. a 55 °C y 45 seg. a 72 °C, y un paso de elongacion final de 5 min. a 72 °C. Los
productos de la PCR (10-15 pl) fueron sembrados en un gel de agarosa al 1% y se
visualizaron con bromuro de etidio 10%. Los segmentos amplificados fueron corridos junto
al marcador de peso molecular Leader 100pb (Productos Bio-Logicos, Universidad
Nacional de Quilmes). Las corridas electroforéticas presentaron 1 control positivo y 1
control negativo. Los controles positivos consistieron en muestras de hormigas M
caracterizadas previamente. Si las muestras obtenidas presentaron la amplificacion del
segmento de ADN especifico para el gen Gp-9° (genotipo BB), los nidos fueron
catalogados como Monoginicos (Fig. 2.3). Puede obtenerse el protocolo de extraccion de

ADN en el anexo del Cap. 2.

Tabla 2.1. Secuencia de los cebadores de ADN usados en la técnica de PCR mudltiple para

la deteccion de los alelos B y b del gen Gp-9 de S. invicta.

N° de

Alelos Cebador ? Secuencia (5'-3) bases
B 26BS CTCGCCGATTCTAACGAAGGA 21
16BAS ATGTATACTTTAAAGCATTCCTAATATTTTGTC 33
b 24bS TGGAGCTGATTATGATGAAGAGAAAATA 28
25bAS GCTGTTTTTAATTGCATTTCTTATGCAG 28

& Ntimeros de acceso al GenBank obtenidos de Valles y Porter (2003).

a b

1. 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M 12 13
A CE JOSCE | Pl o8 S o | = o
400 pb

Figura 2.3. Patrén de las bandas del alelo Gp-9° de las colonias M de S. invicta por obtenido
PCR-mlltiple. a) Patrén de bandas para las colonias M de Chaco. b) Patrén de bandas para las
colonias M de San Javier. 1: Marcador de peso molecular (100 pb); 2-7: Bandas de ADN de
517 pb de las colonias de Chaco; 8-13: Bandas de ADN de 517 pb de las colonias de San

Javier.

2.2.3 Caracterizacion morfométrica
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Para caracterizar a campo y en laboratorio a ambas FS de S. invicta se muestrearon
12 nidos (6 por FS) en cada sitio de muestreo (Chaco y San Javier) realizdndose 3
mediciones por nido. Se comparé el tamafio promedio general de ambas FS midiendo el
ancho de la cabeza (a la altura de los ojos) y el peso promedio de 250 hormigas
seleccionadas al azar para cada colonia muestreada. Todas las mediciones fueron hechas
con un ocular micrométrico calibrado con incrementos de 0,03 mm en un microscopio
estereoscépico Nikon modelo SMZ-1B ESD (Microlat S. R. L., Buenos Aires, Argentina)
con un aumento maximo de 30 veces. Los especimenes fueron depositados en la
coleccion de la Dra. Folgarait en el Centro de Estudios e Investigaciones en la Universidad
Nacional de Quilmes (Bernal, Buenos Aires, Argentina) y en el Museo de Historia Natural
Bernardino Rivadavia (Buenos Aires, Argentina).

Andlisis estadisticos. El tamafio y el peso promedios generales por colonia fueron
analizados mediante un andlisis de la varianza (ANOVA) de 2 factores (sitio, FS) debido a

que los datos estuvieron normalmente distribuidos (Sokal y Rohlf 1969).

2.2.4 Tamalfo, distribucidon y densidad de nidos

2.2.4. a Tamafo de los nidos

Para comparar el tamafio de los nidos M y P de S. invicta se midi6 el perimetro (P), la
altura (H), el diametro mayor (DM) y el didmetro perpendicular (DP) al DM de todos los
nidos seleccionados (Tabla 2.A, anexo Cap. 2). Se calcul6 el volumen de los nidos focales

mediante la férmula del cono truncado:

V=1xBxH ConB=3,14 xR2

3
R = (DM + DP)

2

2.2.4. b Distancia entre nidos y densidad de nidos
Para caracterizar la disposicién de los nidos M y P de S. invicta, se consideré la
minima distancia (m) entre cada nido focal y el nido méas cercano (ver Tabla 2.A, anexo

Cap. 2). También se calculé la densidad porcentual de los nidos en 3 parches del bosque
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usando el cociente “nimero de nidos M o P sobre el numero total de nidos x 100”. Para
evitar trabajar con el mismo nido mas de una vez, se seleccion6 solo al monticulo de
mayor tamafio de todos los nidos polidomicos (nidos compuestos por mas de un
monticulo) dispuestos aproximadamente a 1 m de distancia unos de otros (Fig. 2.4). Luego
de las observaciones a campo, los nidos fueron excavados y las hormigas separadas de la
tierra mediante goteo continuo. Todas las hormigas fueron pesadas para obtener la
biomasa total de la colonia por FS vy sitio de muestreo.

Andlisis estadisticos. El volumen promedio, la distancia minima entre nidos, la
densidad de nidos y la biomasa total de las hormigas fueron analizados con un ANOVA de

2 factores (sitio, FS) porque los datos estuvieron normalmente distribuidos.

Figura 2.4. Nido polidémico de S. invicta (a) y su esquema (b) proveniente de San Javier.

Escala: 10 cm.

2.2.5 Tasas de forrajeo, tamafio y proporcién de las obreras forrajeando

Para evaluar a campo la tasa de forrajeo y el tamafio y nimero de obreras
involucradas en el forrajeo o en la defensa del cebo, se colocé 1,5 + 0,06 g de atun ad
libitum a 20 cm de una entrada natural de cada nido focal y se permitié que las hormigas
empiecen un camino natural de forrajeo sin interrupciones. Los cebos fueron colocados a
corta distancia para asegurar que las forrajeras pertenezcan a los nidos muestreados
(Adams 2003) y para promover un forrajeo intenso y continuo. Para aislar a las hormigas
de posibles enemigos naturales y competidores, los cebos y senderos de forrajeo fueron
aislados usando tuneles de acrilico transparente (1 x 0,15 x 0,50 m) con perforaciones a
modo de ventanas cubiertas con tul de malla fina para amortiguar los cambios de

temperatura (Fig. 2.5). Se midi6 la tasa de forrajeo contando el nUmero de obreras que
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pasaron por un punto durante 5 min. Posteriormente, se colectdé una muestra al azar de
50-150 hormigas, las cuales fueron medidas (ancho de la cabeza a la altura de los 0jos),

contadas y separadas por tamafio.

tanel de acrilico

entrada al hormiguero
ventana

& N

a h 20 cm

Figura 2.5. a) Esquema gréfico del tinel usado para aislar a las hormigas de otros
competidores y de los parasitoides. b) Foto del cebo ubicado a 20 cm de un nido de S. invicta.
¢) Foto de las primeras forrajeras marcando el cebo antes de iniciar el forrajeo. Las flechas

amarillas indican una entrada al nido natural.

Andlisis estadisticos. Se analiz6 la tasa de forrajeo con un ANOVA de 2 factores
(sitio, FS). Se compar6 el tamafio promedio y la proporciéon de las forrajeras con un
ANOVA de 3 factores (sitio, FS, subcasta). Se comparé la proporcion de obreras de cada
subcasta entre FS mediante un andlisis de Proporciones. Para controlar el error global de
Tipo | en las comparaciones multiples en los andlisis de tamafios y proporciones de

hormigas por subcasta se us6 el método secuencial de Bonferroni (p < 0,017).

2.2.6 Mantenimiento de las colonias

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



Las colonias de S. invicta fueron mantenidas en nidos artificiales dentro de recipientes
plasticos (30 x 21 x 7,5 cm) con sus paredes internas cubiertas con un antideslizante (Fig.
2.6). Los nidos fueron colocados en un cuarto de cria aclimatado a 22 + 2°C, con un
fotoperiodo de 12: 12 (L:O) y a 80 + 10% HR. Las hormigas fueron alimentadas 3 veces
por semana con una dieta consistente en solucién de azucar al 50%, agua potable y 3

grillos (Acheta domesticus L.) o zofobas (Zoophobas morio Fabricius) frescos.

Figura 2.6. Colonia de hormigas de S. invicta proveniente del Parque Nacional Chaco

colectada por goteo continuo y mantenida en el cuarto de cria.

2.2.7 Tamafio, pesoy proporcion de las obreras presentes en el nido

En el laboratorio y luego de obtener la biomasa total por colonia, se clasificé a las
hormigas en 5 subcastas de tamafio usando tamices (ZONYTEST) de diferentes tamafios
de poro (Fig. 2.7). Las 5 subcastas fueron denominadas: mayores (Ma; hormigas retenidas
en el tamiz N° 16, con una abertura de poro de 1.190 u); grandes (G; hormigas retenidas
en el tamiz N° 18, con abertura de 1.000 p); medianas (M; hormigas retenidas en el tamiz
N° 20, con abertura de 840 u); pequefias (P; hormigas retenidas en el tamiz N° 25, con
abertura de 710 p) y menores (Me; hormigas que pasaron el tamiz N° 25). Se usaron estas
categorias para discriminar con mayor detalle las diferencias en el polimorfismo entre
ambas FS de S. invicta respecto a trabajos previos (Greenberg et al. 1985; Goodisman et
al. 1999) y porque diferentes especies de Pseudacteon oviponen a diferentes tamafios de

obreras (Feener 1987; Morrison y Gilbert 1998; Folgarait et al. 2002a, 2005b, 2006).
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Figura 2.7. Colonia de S. invicta en proceso de tamizado para separar a las obreras por

tamafo en diferentes subcastas.

Mediante regresion lineal entre el nUmero y peso de grupos de 100-200 hormigas
colectadas al azar se obtuvieron los pesos individuales de las hormigas por subcasta de
las colonias colectadas (Tabla 2.B, anexo Cap. 2). Para cada colonia y FS de S. invicta se
calculd la proporcion representativa de las subcastas mediante el cociente “peso total
sobre peso individual de hormiga”. De cada grupo muestreado también se colecté otra
muestra al azar de 50 hormigas para calcular el tamafio promedio por subcasta.

Andlisis estadisticos. El tamafio y peso individual promedios de las obreras por
subcasta fueron analizados con un ANOVA de 2 factores (sitio, FS). Se analiz6 la
proporcion representativa de cada subcasta mediante un ANOVA de 3 factores (sitio, FS,
subcasta). Se compardé la proporcién de obreras de la misma subcasta pero de diferente
FS mediante el andlisis de Proporciones. Para controlar el error global de Tipo | en las
comparaciones mdltiples en los andlisis de tamafos y proporciones de hormigas por

subcasta se us6 el método secuencial de Bonferroni (p < 0,017).

2.2.8 Agresividad de las hormigas

2.2.8. a Ensayo de Agresividad Cualitativa

Para evaluar a priori la posible FS de los nidos de S. invicta muestreados en el campo,
se observé y compar6 el comportamiento de las hormigas pertenecientes al mismo nido
(tratamiento control) contra el comportamiento frente a obreras del nido mas cercano

(tratamiento experimental). Previo a las observaciones, las hormigas colectadas estuvieron
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separadas por 30 min. para evitar comportamientos asociados al reconocimiento de la
arena de ataque. Por cada interaccion se usaron 8 hormigas (4 hormigas por nido)
introducidas en arenas neutrales (recipiente plastico de 8 x 8 x 5 cm con sus paredes
cubiertas con el antideslizante politetrafluoroetileno, Exton, PA) para evitar ventajas
asociadas a la territorialidad. Se determiné de modo indirecto (sin contar reinas) la FS de
los nidos en base a la “presencia” o “ausencia” de agresividad luego de 10 min. de

interaccion. Se registraron todas las conductas observadas.

2.2.8. b Ensayo de Agresividad Cuantitativa

En el laboratorio, se evalué la conducta de las obreras M y P usando grupos de
interaccion simétricos en arenas neutrales. Se usaron hormigas de tamafio grande porque
salen a forrajear, defienden el nido y son faciles de observar (Obs. Pers.). Los controles
consistieron en interacciones entre hormigas pertenecientes al mismo nido separadas
previamente por 30 min. Los experimentales consistieron en interacciones entre hormigas
de diferentes nidos, seleccionadas al azar, considerando sus FS respectivas (M-M, P-P o
M-P). Se registraron todas las conductas observadas, a intervalos de 30 seg., durante 10
minutos de interaccién. De cada interaccion se calculd la agresividad promedio. Las
hormigas se usaron una sola vez para evitar comportamientos asociados a la familiaridad.
Posteriormente, en las interacciones entre obreras M y P, se consider6 la FS de las
hormigas que iniciaron la agresion y la FS de las hormigas agredidas, ademas de observar
la reaccion de las obreras agredidas. Las obreras de diferentes colonias presentaron sus
gasteres pintados con un colorante de contacto que no modificd el comportamiento de las

mismas (Markal®, LA-CO Industries Inc., 1996; Fig. 2.8).
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Figura 2.8. Enfrentamiento entre hormigas de colonias M y P de S. invicta. Las hormigas

pertenecientes a diferentes FS presentan los gasteres pintados de verde o rojo.

En base a las conductas observadas se elaboré un Etograma consistente en 6 rangos
de agresividad creciente agrupados en 3 categorias de comportamiento (Tabla 2.2; Fig.

2.8):

1) Comportamiento de Tolerancia (CT): reposo, anteneos, caminar.
2) Comportamiento de Riesgo potencial (RP): posturas defensivas, evitar el contacto.
3) Comportamiento agresivo (CA): enfrentamiento directo por ataque quimico (veneno) o

fisico (mordidas, tirar miembros).

Andlisis estadisticos. Los datos de agresividad obtenidos a partir del etograma fueron
transformados a logaritmo en base 10 para que presenten homocedacea y fueron
analizados mediante un ANOVA de 2 factores (sitio, FS). Las interacciones entre colonias
M y P fueron analizadas mediante la prueba de Mann-Whitney porque los datos no
estuvieron normalmente distribuidos (Daniel 1990). Para ajustar el nivel de significancia del
error global de Tipo | (a = 0,05) se us6 el método secuencial de Bonferroni (p < 0,017) en
las comparaciones multiples (Sokal y Rohlf 1969). Los analisis fueron realizados el
programa Statview (SAS Institute Inc. 1998, Cary, NC).

Tabla 2.2. Etograma elaborado a partir de la agresividad observada en las interacciones
entre obreras de ambas FS de S. invicta discriminado por categorias de comportamiento

(modificado de Obin y Vander Meer 1988).

Categoria  Rango Conducta

CT 1 Reposo: las hormigas (solas o en grupos) estan quietas o se limpian las
antenas sin diferencias aparentes entre obreras.

CT 2 Reconocimiento: las hormigas caminan explorando el ambiente o antenean a
otras hormigas por menos de 5 seg.

RP 32 Posturas defensivas estereotipadas: las hormigas con sus mandibulas
abiertas pueden presentar posturas en “C” o el cuerpo curvado hacia uno de
los lados.

RP 4 Evitar el contacto: las hormigas con las mandibulas abiertas caminan
evitando a las demas o se rodean y giran en circulo manteniendo el cuerpo “de
costado”; a veces se observan breves persecuciones y anteneos que duran

menos de 5 seg.
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CA® 5 Amenaza fisica/quimica: las hormigas intentan morderse o levantan el gaster
y lo hacen vibrar produciendo el olor caracteristico cuando se disturba el nido.
CA 6 Ataque: 1 o 2 hormigas muerden el térax, el post-peciolo o el gaster de otra

hormiga; pueden tironear de los miembros o aguijoneatr.

% Posturas tipicas registradas en Wuellner et al. (2002).
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Figura 2.9. Principales conductas observadas en las obreras de S. invicta basadas en la Tabla 2.2. a)
reposar, b) antenear, ¢) caminar, d) posturas estereotipadas, €) rodear, f) evitar el contacto, g) morder, h)
sujetar y aguijonear, i) desmembrar.
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2.3 Resultados

2.3.1 Tamaiio, distribucidon y densidad de nidos

Los nidos My P de S. invicta presentaron tamafios similares (0,0203 + 0,01 y 0,0283 +
0,02 m® para nidos M y P, respectivamente; F 1 = 1,70; p = 0,21) tanto en Chaco como
en San Javier (F 1, 20 = 0,08; p = 0,78), por lo que la interaccion FS*sitio no fue
estadisticamente significativa (F 1 20 = 2,23; p = 0,15; Tabla 2.3). Sin embargo, la distancia
entre nidos difirid significativamente entre ambas FS de S. invicta (F 1 20 = 35,74; p <
0,001), siendo la distancia relativa de cada nido P con su vecino mas cercano
significativamente menor que la distancia entre cada nido M y su vecino mas cercano
respectivo. Esta diferencia también no se mantuvo entre los sitios de muestreo (F 1, 20 =
4,47; p = 0,047) aunque los nidos M y P de San Javier estuvieron més cercanos entre si
gue los nidos M y P de Chaco. La interaccion FS*sitio fue no significativa (F 1, .0 = 0,81; p =
0,38; Tabla 2.3).

Tabla 2.3. Tamafios y distancias relativas promedios (media + DE) de los nidos de S.

invicta discriminados por sitio de muestreo (Chaco, San Javier) y FS (M, P).

Sitio de muestreo FS Altura (cm) ® Volumen (m®) Dist. relativa (m)
Chaco M 16,17 £ 4,20 0,026 £ 0,012 4,02+£1,75
P 17,67 £7,95 0,025 £ 0,014 1,31+£0,48
San Javier M 14,80 £ 2,95 0,015 = 0,007 3,09+1,44
P 15,95 +£4,10 0,032 + 0,023 0,73+£0,34

@ Comparaciones entre sitios (F 1,20 = 0,54; p = 0,47), entre FS (F 1,20 = 0,40; p = 0,54) y en la
interaccion FS*sitio (F 1, = 0,01; p = 0,93).

Otra diferencia fundamental entre ambas FS de S. invicta se relacioné con la densidad
porcentual de nidos (Tabla 2.4). Los nidos M presentaron en densidades 3,78 y 2,27 veces
mayores que los nidos P (F 1 0 = 28,12; p < 0,001) en Chaco y en San Javier,
respectivamente (Fig. 2.10). La densidad no estuvo asociada a los sitios de muestreo (F
20 = 0,00; p > 0,90) ni hubo interaccion FS*sitio significativa (F 1 20 = 4,25; p = 0,07).
También, se observo que los nidos P formaron enclaves dentro de las areas ocupadas

mayoritariamente por los nidos M.
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Tabla 2.4. Densidad porcentual (%) de nidos M y P de S. invicta en ambos sitios de

muestreo.
Sitio Parche FS N° de nidos Nidos totales Densidad (%)

1 M 11 13 84,62

P 2 15,38

2 M 8 11 72,73

CH P 3 27,27
3 M 8 10 80,00

P 2 20,00

1 M 16 27 59,26

P 11 40,74

2 M 15 19 78,95

SJ

P 4 21,05

3 M 10 70,00

P 3 30,00

J Monoginia
20,88 % |:| 1NN
20,60 % Poliginia
69,40 %
Chaco San Javier

Figura 2.10. Densidad promedio porcentual (%) de los nidos M y P de S. invicta para ambos

sitios de muestreo.

No se registraron diferencias significativas en la biomasa total de hormigas (Tabla 2.5)
entre sitios de muestreo (F 1, 20 = 3,56; p = 0,073), FS de S. invicta (F 1,20 = 0,57; p = 0,46)
0 en la interaccion FS*sitio (F 1 20 = 0,04; p = 0,85). Sin embargo, considerando el nimero

de hormigas, a partir de la regresion peso contra nimero, los nidos P presentaron mas
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hormigas que los nidos M (40,669 + 13,328 vs. 21,645 + 10,825 hormigas para nidos P y
M, respectivamente; t = 2,56; g.l. = 11; p = 0,0308).
Tabla 2.5. Biomasa promedio total (media + DE; g) de las hormigas colectadas por nido

de S. invicta discriminado por sitio de muestreo y FS.

Sitio de muestreo FS Peso total de hormigas
Chaco M 38,51+ 21,13
P 45,44 + 21,51
San Javier M 26,01 + 17,76
P 30,13+ 8,37

2.3.2 Tasas de forrajeo, tamafio y proporcién de las obreras forrajeando

2.3.2. a Tasas de forrajeo

Las obreras de S. invicta mostraron diferentes tasas de forrajeo (F 1 20 = 74,50; p <
0,0001) siendo el forrajeo de las hormigas de San Javier (500,50 + 106,73 vs. 539,33 +
105,29 hormigas, para nidos M y P, respectivamente) més intenso que el forrajeo de las
obreras de Chaco (308,50 + 42,326 vs. 226,33 + 38,344 hormigas, para nidos M y P,
respectivamente) independientemente de la FS de las mismas (F 1, 2 = 1,33; p = 0,26). La

interaccion FS*sitio no fue significativa (F 1, 20 = 6,06; p = 0,02).

2.3.2. b Tamafo y proporcion de las forrajeras

Debido a que las obreras de S. invicta son polimoérficas, se consideré el tamafio
promedio general de las forrajeras y los tamafos y proporcion de las diferentes subcastas
involucradas en la recoleccién o defensa del cebo. En general, las forrajeras de San Javier
presentaron un tamafio significativamente menor que las obreras de Chaco (F 1, 0 = 88,86;
p < 0,001; Tabla 2.6). También se encontraron diferencias significativas entre FS (F 1, 0 =
9,06; p = 0,0061) y en la interaccién FS*sitio (F 1, 20 = 5,45; p = 0,0283). Por lo tanto,
mientras que en Chaco las forrajeras P presentaron un tamafio mayor que las M, en San
Javier el patron se invirtié siendo las forrajeras M més grandes que las P (Tabla 2.6). Si
bien las obreras M de Chaco y San Javier presentaron tamafios similares, las obreras P de

Chaco fueron mas grandes que las P de San Javier (Tabla 2.6).
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Tabla 2.6. Tamafio promedio general (media + DE; mm) de las forrajeras de S. invicta

discriminado por sitio de muestreo y FS.

Sitio de muestreo FS Tamarfo
Chaco M 0,64 = 0,02
P 0,69 + 0,02
San Javier M 0,62 = 0,03
P 0,59 + 0,02

Las hormigas M y P de S. invicta involucradas en el forrajeo presentaron gran
variabilidad en sus tamafios porque pertenecieron a diferentes subcastas, las cuales
variaron entre FS, pero no dependieron del sitio de muestreo (Tabla 2.7). Por otro lado,
cada subcasta de S. invicta presento diferentes proporciones independientemente de la FS
o del sitio de muestreo (Tabla 2.7), por lo que se consideré un porcentaje general por
subcasta de obreras. Las obreras menores representaron el 48,9% de las forrajeras, las
pequefias fueron la segunda subcasta en abundancia (30,8%), las medianas fueron la
tercera (14%) y las grandes y mayores, que presentaron porcentajes de abundancia
similares, constituyeron el 3,9 y el 1,9%, respectivamente (F 4 150 = 118,4; p < 0,0001; el
nivel de significacion es p = 0,017).

Tabla 2.7. Comparaciones en el tamafio y proporcién de las forrajeras de S. invicta.

Caracteristica Factores g.l F p
Tamarfo Sitio 1 0,007 0,93

FS 1 47,04 < 0,0001
Subcasta 4 6911,39 < 0,0001
Sitio*FS 1 0,039 0,84
Sitio*Subcasta 4 12,76 < 0,0001
FS*Subcasta 4 19,17 < 0,0001
Sitio*FS*Subcasta 4 3,29 0,0132
Residual 133

Proporcién Sitio 1 0,02 0,90
FS 1 0,02 0,90
Subcasta 4 235,05 < 0,0001
Sitio*FS 1 0,02 0,90
Sitio*Subcasta 4 32,40 < 0,0001
FS*Subcasta 4 15,24 < 0,0001
Sitio*FS*Subcasta 4 7,95 < 0,0001
Residual 135
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2.3.3 Tamafio, peso y proporcion de todas las obreras presentes en el nido

2.3.3. a Tamano de las obreras en la colonia

A nivel global, las obreras de Chaco fueron méas chicas que las obreras de San Javier
(F 1, 20 = 6,35; p = 0,0204), y las hormigas M fueron més grandes que las hormigas P en
ambos sitios de muestreo (F 1 20 = 45,23; p < 0,0001). La interaccion FSt*sitio fue
significativa (F 1, 20 = 11,13; p = 0,0033) ya que las hormigas M presentaron tamafios
similares, mientras que las hormigas P de Chaco fueron méas pequefias que las de San
Javier, por lo que la diferencia entre sitios de muestreo se asoci6 principalmente con la
poliginia (Tabla 2.8).

Tabla 2.8. Tamafo promedio (media + DE; mm) de las hormigas de S. invicta.

Forma Social

Sitio de muestreo N (n) ? Monoginia Poliginia
Chaco 6 (1500) 0,81 £ 0,006 0,70 £ 0,018
San Javier 6 (1500) 0,80 £ 0,041 0,73 £0,027

% N indica el nimero de colonias muestreadas por FS y n el nimero de hormigas por

colonia.

Dado que las obreras de cada subcasta presentaron tamafios promedios
caracteristicos (Tabla 2.9; F 4, 94 = 177,49; p < 0,0001) que no difirieron entre FS de S.
invicta (F 1, 94 = 2,23; p = 0,14), ni entre sitios de muestreo (F ; ¢4 = 0,68; p = 0,69) 0 en las
interacciones FS*subcasta (F 4 94 = 0,50; p = 0,74), FS*sitio (F 1, o4 = 0,77; p = 0,38),
subcasta*sitio (F 4 o4 = 0,12; p = 0, 98) y FS*subcasta*sitio (F 4 ¢4 = 0,14; p = 0,97), se
consideré un tamafio promedio general por subcasta independientemente del sitio de
muestreo y FS de S. invicta.

Tabla 2.9. Tamafio promedio (media £ DE; mm) de las obreras de S. invicta discriminado

por sitio de muestro, FS y subcasta.

Tamafio promedio por subcasta (mm)

Sitio FS N (n)® Ma G M P Me
Chaco 6 (300) 1,05 £ 0,05 0,94 + 0,07 0,77 £ 0,07 0,66 + 0,05 0,55+ 0,03
6 (300) 1,06 £ 0,04 0,96 + 0,06 0,74 £ 0,09 0,61 + 0,06 0,54 + 0,02
San M 6 (300) 1,06 £ 0,05 0,95+ 0,08 0,80 + 0,05 0,65 + 0,05 0,53+ 0,02
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Javier P 6 (300) 1,03+0,03 0,94 +0,01 0,73 0,04 0,62 +0,03 0,52+0,01

& N indica el nimero de colonias muestreadas y n el nimero de hormigas por subcasta.

Las obreras mayores presentaron un ancho de cabeza promedio de 1,05 + 0,06 mm,
las grandes midieron 0,95 + 0,09 mm, las medianas 0,76 + 0,09 mm vy, las pequefias y
menores 0,63 + 0,07 y 0,54 + 0,03 mm, respectivamente (F 4 109 = 199,87; p < 0,0001; Fig.
2.11; nivel de significacion es p = 0,017).
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c Subcastas

Figura 2.11. a) Vista frontal de la cabeza de las subcastas de S. invicta. b) Vista lateral del
cuerpo. Escala: 1 mm. c¢) Ancho de cabeza promedio (mm). Letras distintas indican diferencias
significativas (p < 0,05).
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2.3.3. b Peso de las obreras en la colonia

Las hormigas de cada subcasta de S. invicta también presentaron pesos
caracteristicos (F 4 94 = 192,75; p < 0,0001) que no dependieron del sitio de muestreo (F 1
94 = 0,40; p = 0,53) o de la FS (F 1, 94 = 0,09; p = 0,92), aunque se observaron leves
diferencias en las interacciones FS*sitio (F 1 94 = 4,77; p = 0,0315) y FS*subcasta (F 4,94 =
2,69; p = 0,0359), pero las interacciones subcasta*sitio (F 4 o4 = 0,82; p = 0,51) y
FS*subcasta*sitio (F 4, 94 = 1,35; p = 0,26) fueron no significativas (Tabla 2.10). El peso
total de las obreras M de Chaco fue mayor que el de las P del mismo sitio (6,76 vs. 6,11
mg para M y P, respectivamente), pero los valores se invirtieron en San Javier siendo las
hormigas P mas pesadas que las M (6,32 vs. 6,89 mg para M y P, respectivamente).
Considerando ambos sitios de muestreo en conjunto, el “peso umbral™ correspondié a las
obreras grandes, por ende las mayores P fueron mas pesadas que las mayores M;
mientras que las obreras medianas, pequefias y menores de los nidos M fueron mas

pesadas que las obreras de los nidos P (Tabla 2.10).

Tabla 2.10. Peso promedio (media + DE; mg) estimado para las obreras de S. invicta

discriminados por sitio de muestro, FS y subcasta.

Peso promedio por subcasta (mg)

Sitio FS N (n)? Ma G M P Me
Chaco M 6 (300) 2,05%0,33 1,88 £0,51 1,08 £0,34 0,67 £ 0,19 0,43+0,13
P 6 (300) 2,80+0,48 2,00£0,17 0,85+ 0,20 0,66 + 0,12 0,45+0,11
San M 6 (300) 2,53+0,63 2,07 £0,53 1,27 £ 0,23 0,62 £ 0,77 0,40 £ 0,04
Javier P 6 (300) 2,48 £ 0,22 1,96 £ 0,15 0,99+ 0,24 0,56 + 0,13 0,33+0,08

a B . . . .
N indica el nimero de colonias muestreadas para cada FS y n el nimero de hormigas por

subcasta.

Debido a que el peso de cada subcasta no dependié del sitio de muestreo o de la FS
de S. invicta (excepto para las menores P), se considerd un peso promedio general para
cada categoria de tamafio; por lo que las obreras mayores pesaron 2,48 + 0,47 mg, las
grandes 1,98 + 0,37 mg, las medianas 1,05 + 0,29 mg y las obreras pequefias y menores
0,63 + 0,13 y 0,40 £ 0,10 mg, respectivamente (F 4 100 = 194,95; p < 0,0001; el nivel de

significacion por comparaciones multiples es p = 0,017).
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2.3.3. ¢ Proporcion de las obreras en la colonia

Las colonias M y P presentaron diferentes proporciones de subcastas de obreras (F 4,
04 = 244,63; p < 0,0001) cuyos porcentajes coincidieron en ambos sitios de muestreo (F 1,
o4 = 0,05; p = 0,82), siendo la interaccién FS*sitio no significativa (F 1, o4 = 0,03; p = 0,96).
En ambas FS de S. invicta, las obreras menores fueron las mas abundantes y la subcasta
mayores la menos abundante, pero las colonias M y P presentaron diferencias en las tres
subcastas intermedias (Tabla 2.11). Las colonias P presentaron porcentajes de obreras
grandes, medianas y pequefas cercanos al 15%; mientras que en las colonias M la
segunda subcasta en importancia fue la de grandes que representé mas del 20% de las
obreras (Tabla 2.11). Particularmente, las colonias M presentaron mayor proporcion de
obreras mayores (Z = 7,92; p < 0,0001), grandes (Z = 8,32; p < 0,0001) y medianas (Z =
4,30; p < 0,0001) que las colonias P, una proporcion similar de pequefas (Z = - 0,27; p =
0,79), pero una proporcion significativamente menor de obreras menores (Z = - 14,01; p <
0,0001; Tabla 2.11).

Tabla 2.11. Porcentaje (%) de las subcastas de obreras en funcion de la FS de S. invicta.

Porcentaje (%) de obreras por subcasta presentes en las colonias

FS Ma G M P Me F 4,29 o]
Monoginia 9,17 ¢ 22,52 b 16,09 bc 16,14 bc 36,07 a 11,06 < 0,0001
Poliginia 6,18 ¢ 17,79b 1391 b 16,29 b 45,82 a 104,67 < 0,0001
Mvs. P * * * NS *

2.3.3.d Comparacion entre forrajeras y obreras de la colonia

Dado que las forrajeras M y P de S. invicta no difirieron en la proporcion por subcasta
entre FS o sitios de muestreo (Seccion 2.3.2.b), pero si en el porcentaje de obreras dentro
las colonias (Tabla 2.11), los datos de las forrajeras fueron agrupados y, se comparé
cuales subcastas fueron las mas representativas dentro y fuera de las colonias. El
porcentaje de las obreras que salieron a forrajear no representaron la proporcién de las
subcastas de la colonia (Fig. 2.12). Las obreras menores fueron las mas abundantes
dentro de las colonias, pero representaron cerca del 50% de la fuerza obrera (F 27 = 4,21,
p = 0,0256). Las pequefas constituyeron cerca del 15% de las obreras en las colonias M y
P pero representaron cerca del 30% de las forrajeras (F 2, 27 = 15,25; p < 0,0001). Las
obreras mayores representaron mas del 9 y 5% de las colonias M y P, respectivamente,

pero conformaron menos del 2% de las forrajeras (F , »7 = 23,89; p < 0,0001) y las grandes
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gue son la segunda subcasta en abundancia (Tabla 2.11) representaron en conjunto
menos del 5% de las forrajeras (F ,, »7 = 41,16; p < 0,0001). Por lo tanto, las obreras
mayores y grandes parecerian estar especializadas en la defensa més que en el
reclutamiento y la recoleccién de los items alimenticios ya que los cebos estuvieron
aislados de parasitoides o de potenciales competidores. Las medianas fueron las Unicas
obreras en las que el porcentaje de las forrajeras fue comparable al porcentaje de las

obreras presentes en la colonia (F 2, 27 = 2,38; p = 0,11, Fig. 2.12).
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Figura 2.12. Comparacion porcentual (%) entre las obreras presentes en las colonias My P de S. invicta 'y
las forrajeras de ambas FS discriminadas por subcasta. Subcastas: Ma: mayores, G: grandes, M:

medianas, P: pequefias, Me: menores.

2.3.4 Agresividad de las hormigas

2.3.4. a Agresividad Cualitativa (a campo)

La principal conducta observada en los tratamientos control fue caminar; mientras que
en los experimentales se registr6 mayor diversidad de comportamientos. En general las
obreras P no fueron agresivas frente a obreras fordneas pertenecientes al nido mas
cercano ubicado a aproximadamente 1 m de distancia de cada nido polidomico (Fig. 2.4;

Tabla 2.12); en cambio, las obreras de nidos M mostraron diferentes conductas agresivas
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mordiendo y aguijoneando a las demas obreras, aunque algunas vibraron sus géasteres
mientras los mantenian en alto (Tabla 2.12).
Tabla 2.12. Conductas observadas en las interacciones entre hormigas de distintos nidos.

Se indica la presencia y ausencia de agresividad para los distintos tratamientos.

Sitio Nido Compfort.amiento Porcent.aje de Agresion Posible.forma
principal ? comportamiento (%) ° social
1 caminar 86,67 No Poliginia
2 morder-aguijonear 66,67 Si Monoginia
3 morder-aguijonear 100 Si Monoginia
4 antenear 93,33 No Poliginia
5 caminar 100 No Poliginia
6 vibrar el gaster 46,67 Si Monoginia
Chaco 7 tirar miembros 46,67 Si Monoginia
8 reposar en grupo 76,67 No Poliginia
9 reposar 50,00 No Poliginia
10 caminar 70,00 No Poliginia
11 tirar miembros 40,00 Si Monoginia
12 desmembrar- hormigas 60,00 Si Monoginia
muertas
1 morder-aguijonear 76,67 Si Monoginia
2 caminar 66,67 No Poliginia
3 hormigas muertas 46,67 Si Monoginia
4 reposar 66,67 No Poliginia
5 caminar 83,33 No Poliginia
San 6 antenear 50,00 No Poliginia
Javier 7 morder 33,33 Si Monoginia
8 tirar miembros 70,00 Si Monoginia
9 reposar 63,33 No Poliginia
10 caminar 73,33 No Poliginia
11 vibrar el gaster 53,33 Si Monoginia
12 morder 60,00 Si Monoginia

% Se indica el principal comportamiento observado en los tratamientos experimentales.

® Se indica el porcentaje del comportamiento mas frecuentemente observado de cada

interaccion.

2.3.4. b Agresividad Cuantitativa (en laboratorio)

El tipo de comportamiento dependié de la FS de las hormigas en interaccion (F 3, 130 =

355,21; p < 0,0001), aunque no del sitio de colecta (F 1 13 = 0,03; p = 0,95) ni de la
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interaccion FS*sitio (F 3 130 = 1,33; p = 0,27). Por lo tanto, el comportamiento de las
obreras frente a coespecificas ajenas al nido fue un indicador etolégico confiable para
caracterizar la FS de S. invicta (Fig. 2.13). Las obreras M siempre fueron agresivas frente
a coespecificas ajenas a su colonia, independientemente de la FS de las mismas (Fig.
2.13). Las obreras P presentaron conductas mas versatiles, distinguieron a las obreras de
sus propios nidos de las obreras foraneas y fueron menos agresivas frente a otras
hormigas P porque prefirieron evitar el contacto fisico antes que pelear. Sin embargo, las

interacciones M-P presentaron niveles de agresividad cercanos a 5 (Fig. 2.13).

o 67 A B
¢
D
E 5 +
o

II Agresividad s
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Riesgo Potencial 8_ D
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S 2
8 ¢

II Tolerancia 8 17
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Control M/P M-M P-P M-P

Figura 2.13. Rangos de comportamiento observados (media = DE) en las interacciones entre hormigas M
y P de S. invicta (F 3,134 = 354,847; p < 0,0001; el nivel de significacién por comparaciones multiples es de
0,017). Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05). Datos basados en la Tabla 2.2.

En las interacciones M-M predominaron los encuentros agresivos (Tabla 2.13; Fig.
2.14). Mientras que, entre las hormigas P prevalecieron las interacciones de riesgo
potencial, aunque se registraron algunas interacciones de tolerancia (Tabla 2.13). En las
interacciones M-P, se observaron porcentajes similares de comportamientos agresivos y
de riesgo potencial (Tabla 2.13).

Tabla 2.13. Comparacion porcentual (N, %) del tipo de comportamiento observado en las

interacciones entre hormigas My P de S. invicta.

Interacciones entre Interacciones entre Interacciones entre
obreras Monoginicas obreras My P obreras Poliginicas
Categoria Frecuencia % Frecuencia % Frecuencia %
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Tolerancia 0 0 4 7,41 6 20,00
Riesgo Potencial 4 13,33 23 42,59 24 80,00
Agresividad 26 86,67 27 50,00 0 0
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Figura 2.14. Comparacion en lo patrones de conducta observados (mediana; q1-q3) en las interacciones

entre hormigas monoginicas de S. invicta, discriminadas para cada categoria de comportamiento, en

comparacién con los tratamientos control. Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05).

2.3.4. ¢ Comportamiento de agresividad entre FS (M vs. P)

Las interacciones agresivas entre hormigas M y P comenzaron mediante anteneos de

las hormigas M sobre el géster y cabeza de las hormigas P (Fig. 2.15 a-b), a las que

rodearon y cercaron (Fig. 2.15 c-d) hasta que finalmente mordieron de modo continuo o

intermitente el post-peciolo de las hormigas agredidas (Fig. 2.15 d-f). En general, las

hormigas P permanecieron pasivas frente a la agresividad recibida.
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Figura 2.15. Conductas observadas en las interacciones entre ambas FS de S. invicta. Las obreras M
(verde) antenean (a-b), rodean (c-d) y muerden (f) a las obreras P (rojo), que no reaccionan
agresivamente al contacto. La flecha sefiala a dos hormigas M rodeando a una obrera P. La punta de
flecha sefiala a una obrera M mordiendo el post-peciolo de una obrera P.

De todas las interacciones M-P, las interacciones de Tolerancia se debieron a una
mutua® aceptacién luego del reconocimiento inicial (Tabla 2.14; Fig. 2.16a). En las
interacciones de Riesgo Potencial, las obreras M y P evitaron el contacto directo (Tabla
2.14), aunque presentaron sus mandibulas abiertas y se acecharon (Figs. 2.9e-f y 2.16b).
Las interacciones de Agresividad dependieron exclusivamente de las obreras M, si bien
algunas obreras P reaccionaron agresivamente (Tabla 2.14; Fig. 2.16c).

Tabla 2.14. Comparacion porcentual (%, N) del comportamiento iniciado primero por las
hormigas M o P de S. invicta. Se indica la FS que inicia la interaccién. M-P indica que

ambas FS mostraron el mismo comportamiento en simultaneo.
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Categoria M-P N M hacia P N P hacia M N
Tolerancia 100 4 0 0 0 0
Riesgo potencial 56,52 13 26,08 6 17,39 4
Agresividad 22,22 6 51,85 14 25,93 7
2y A Tolerancia
1,0 H = 14,46; p= 0,0007
0,8 1
0,6 1
g " B B
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5 00 T <> T <> )
e
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Figura 2.16. Comparacion en lo patrones de conducta observados (mediana; q1-q3) en las interacciones
entre las hormigas M y P de S. invicta discriminadas por categoria de comportamiento. Letras distintas
indican diferencias significativas (p < 0,05).
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2.4 Discusioén

En este capitulo se describieron dos poblaciones naturales de la hormiga brava S.
invicta, compuestas por nidos monoginicos (M) y poliginicos (P) en simpatria, en las que
se consideraron sus caracteristicas ecoldgicas, morfométricas y comportamentales.
Ambas FS pudieron ser caracterizadas a campo midiendo la distancia minima entre nidos
y sus densidades relativas y, en el laboratorio, por el tamafio promedio de las hormigas, la
proporcion relativa de las diferentes subcastas de obreras y por el nivel de agresividad
frente a coespecificas ajenas al nido. La FS de S. invicta también pudo ser tipificada por el
comportamiento de las hormigas en arenas de interaccién simétricas.

A pesar de que los nidos M y P presentaron tamafios similares (Tabla 2.3), los nidos P
se dispusieron mucho mas cercanos entre si que los nidos M (Tabla 2.3) y representaron
entre el 20-30% de todos los nidos muestreados (Tabla 2.4; Fig. 2.10). Ademas, las
colonias de ambas FS presentaron biomasas de hormigas similares (Tabla 2.5). Todos los
nidos muestreados tenian como minimo 2 afios de establecidos (Markin et al. 1973;
Tschinkel 1988b, 1993) y presentaron un volumen promedio de 0,025 + 0,014 m° un
diametro cercano a 80 cm, castas sexuadas, obreras de un tamafio promedio mayor a 0,70
mm y obreras mayores que representaron mas del 5% de toda la fuerza obrera (Fig. 2.11;
Tabla 2.11).

Es posible que los nidos P presenten mayor tasa reproductiva que los nidos M por
poseer varias reinas funcionales y, por lo tanto, desarrollar mayor nimero de obreras de
menor tamafio para cubrir el mismo volumen que los nidos M (Tablas 2.5 y 2.11). Ademas,
se encontré que las hormigas M y P de Chaco fueron mas grandes (Tabla 2.6) y
presentaron tasas de forrajero significativamente menores que las obreras M y P de San
Javier (Seccién 2.3.2.a). Las diferencias entre FS y sitios de muestreo puede determinar
que el &rea ocupada por los nidos de S. invicta dependa méas del nimero de hormigas
presentes que del tamafio de las mismas, tal como ocurre en areas de los Estados Unidos
(Tschinkel et al. 1995); sin embargo, el nimero y tamafio de las hormigas también
depende de la época reproductiva y de la edad de la colonia (Tschinkel 1993, 1998;
Adams y Tschinkel 2001). Es probable que la proporcién y el tamafio de las subcastas de
obreras determinen una relacion de compromiso en ambas FS de S. invicta ya que no
importa el sitio de origen, sino cémo las colonias alocan la energia en las distintas

subcastas hasta alcanzar la madurez.
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Si bien las colonias P presentaron hormigas més pequefias y livianas que las colonias
M (Greenberg et al. 1985; Porter 1992; Goodisman et al. 1999), este es el primer trabajo
en el que se evalu6 como se distribuyen los porcentajes de las diferentes subcastas de
obreras entre ambas FS de S. invicta. Las colonias M presentaron mayor porcentaje de
obreras de las 3 subcastas de mayor tamafio y mostraron un porcentaje significativamente
menor de la subcasta menores que las colonias P (Tabla 2.11). Ademés, debido a que las
obreras pequefias y menores son las obreras mas representativas en los cebos en
ausencia de competidores se puede determinar que estan especializadas en forrajear (Fig.
2.13; Tablas 3.3 y 4.3). Por la proporcion de forrajeras presentes y por el comportamiento
de las hormigas a campo, también se deduce que las obreras mayores y grandes estarian
especializadas en proteger y defender al cebo o nido, ya que aunque representaron entre
el 6-22% de todas las obreras (Tabla 2.11) constituyeron menos del 5% de las forrajeras.
Por lo tanto, que las obreras pequefias y menores sean las tipicas forrajeras (Fig. 2.12)
puede indicar un ajuste de la colonia frente al parasitismo por féridos al liberar a obreras
de menor tamafo (Tablas 3.3 y 4.3; Folgarait y Gilbert 1999) que son mas baratas de
producir o que no son los hospedadores adecuados para la mayoria de los parasitoides.

La habilidad de poder reconocer lo propio de lo ajeno es una caracteristica basica
fundamental para la integridad de las colonias de los insectos sociales (Holldobler y Wilson
1990) y ambas FS de S. invicta discriminaron entre obreras compafieras y ajenas al nido
presentando diferentes tipos de comportamiento en el campo (Tabla 2.12) y en el
laboratorio (Fig. 2.13). En este trabajo se describié por primera vez que las obreras P
reconocieron y discriminaron a coespecificas M y P ajenas al nido al exhibir
comportamientos agresivos o de riesgo potencial, respectivamente (Fig. 2.13; Tablas 2.13
y 2.14). Por lo tanto, las hormigas P no agredieron a obreras provenientes de otras
colonias P al buscar evitar el contacto directo. Por otra parte, las hormigas M siempre
fueron agresivas frente a otras obreras independientemente de sus FS (Figs. 2.13 y 2.14;
Tabla 2.13) y, en presencia de hormigas P, las rodearon y agredieron luego del
reconocimiento inicial (Fig. 2.15). En conclusion, como el comportamiento de las obreras
fue un buen indicador etoldgico de la FS de las hormigas, el etograma propuesto fue otro
factor efectivo para caracterizar a las colonias M y P de S. invicta, ademas de considerar el
tamafio promedio de las obreras, la densidad o la distancia entre nidos (Greenberg et al.
1985; Ross et al. 1987b, 1997; Trager 1991; Porter 1992, 1993; Tschinkel et al. 1995;
Adams 1998, 2003; Goodisman et al. 1999; Adams y Tschinkel 2001).
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El etograma propuesto (Tabla 2.2; Fig. 2.9) es util para caracterizar a campo y
rapidamente ambas FS de S. invicta debido a la conducta diferencial de las obreras My P
frente a coespecificas pertenecientes al nido mas cercano (Tabla 2.12). También, a
diferencia de los etogramas previamente realizados sobre ambas FS de S. invicta (Morel et
al. 1990; Obin et al. 1993; Balas y Adams 1996a; Vander Meer y Alonso 2002; Fritz y
Vander Meer 2003; Vander Meer et al. 2008), el aqui propuesto tiene la ventaja de evaluar
el comportamiento de las hormigas en arenas neutrales para evitar conductas asociadas
con la defensa del territorio o del nido porque las hormigas suelen evitar las areas de
forrajeo de los nidos vecinos (Adams 1998, 2003; Adams y Tschinkel 2001). Ademas, en el
laboratorio, se corroboré el etograma contando el numero de reinas funcionales de las
colonias P y por PCR-multiple de las colonias M al caracterizar el alelo B (Tabla 2.16). La
clasificacion a posteriori de la FS de las colonias muestreadas coincidi6 en todos los casos
excepto para una colonia en la que se colectd una reina pero no se pudo amplificar el alelo
b (colonia 5 de San Javier, Tabla 2.16). Finalmente, se propone usar el etograma de la
Tabla 2.2 en funcidn del siguiente protocolo para determinar la FS de S. invicta, sin alterar,

destruir o excavar los nidos a muestrear.

Protocolo para determinar a ambas formas sociales de las hormigas Solenopsis:

1. Colectar 20-50 obreras del mismo tamafio por colonia con pinzas e introducirlas en
un recipiente plastico limpio con las paredes cubiertas con Fluon.

2. Pintar los gasteres de las hormigas para determinar la identidad de cada colonia.

3. Mantenerlas separadas por 30 min. antes de realizar las observaciones.

4. Seleccionar 4 hormigas por colonia (2 colonias por vez) e introducirlas en la arena
de ataque (con las paredes cubiertas con Fluon). Seleccionar a las colonias al azar.

5. Registrar las interacciones observadas cada 30 seg. durante 10 min.

6. Usar cada arena una Unica vez para evitar comportamientos por habituacion.

7. Repetir los pasos 4 a 6 para cada par de comparaciones.

8. Contar la frecuencia de los comportamientos observados (rangos 1-6, Tabla 2.2).

9. Calcular el valor medio de los comportamientos observados en cada interaccién para
obtener los rangos de comportamiento promedio.

9. aSi los valores de comportamiento promedio se encuentran entre los rangos 3-5, las

hormigas de ambas colonias en interaccion son poliginicas.
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9. b Si los valores de comportamiento promedio son iguales o mayores a 5, registrar la
colonia que inicia la agresion.

9. bl Si las hormigas de ambas colonias inician la agresion con frecuencias similares,
ambas colonias son monoginicas.

9. b2 Si las hormigas de una colonia agraden vigorosamente a las hormigas de la otra
colonia (que son mayormente pasivas) e inician la mayoria de los ataques, esa colonia es

monoginica; mientras que la colonia que recibe pasivamente la agresion es poliginica.

Para evaluar la eficiencia de este protocolo queda por analizar a campo el
comportamiento de las hormigas, sobre todo en las poblaciones introducidas en otros
paises, para confirmar o refutar la generalidad del comportamiento agresivo y permisivo de

las hormigas My P de S. invicta, respectivamente.

Tabla 2.16. Caracteristicas registradas en el laboratorio para caracterizar a ambas FS
de S. invicta, nUmero de reinas por colonia, amplificacién del alelo B por PCR-mdltiple y

comportamiento de las obreras.

Sitio Nido N° de reinas PCR FS por comportamiento ©
1 2(P) Poliginia
2 0 1 banda (M) Monoginia
3 1 1 banda (M) Monoginia
4 2(P) Poliginia
5 5(P) Poliginia
6 1 1 banda (M) Monoginia
Chaco .
7 1 1 banda (M) Monoginia
8 3(P) Poliginia
9 3(P) Poliginia
10 2(P) Poliginia
11 0 1 banda (M) Monoginia
12 0 1 banda (M) Monoginia
1 0 1 banda (M) Monoginia
2 3(P) Poliginia
3 1 1 banda (M) Monoginia
San 4 2P Poliginia
Javier 5 1° Poliginia
6 2(P) Poliginia
7 1 1 banda (M) Monoginia
8 0 1 banda (M) Monoginia
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9 2(P) Poliginia

10 3(P) Poliginia
11 0 1 banda (M) Monoginia
12 0 1 banda (M) Monoginia

® La forma social se determin6 con el etograma de la Tabla 2.2.
® No se pudo amplificar el alelo b por PCR-multiple, aunque el nido era polidémico (4

monticulos).
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2.5

Conclusiones

Se puede caracterizar a las colonias monoginicas y poliginicas de Solenopsis invicta a

campo comparando la distancia minima entre nidos y su densidad.

Las colonias de S. invicta presentan 5 subcastas de obreras de tamafios y pesos

caracteristicos.

Las obreras de colonias monoginicas son, en promedio, de mayor tamafio que las
obreras de colonias poliginicas porque presentan mayor porcentaje de obreras
mayores, grandes y medianas, pero menor porcentaje de obreras menores que las

colonias poliginicas.

Las colonias de ambas formas sociales de S. invicta presentan una relacion de
compromiso entre tamafio y niUmero de obreras. Por lo que las colonias poliginicas
poseen mayor cantidad de obreras pero de menor tamafio que las colonias

monoginicas

Las formas sociales de S. invicta pueden ser caracterizadas por el comportamiento de

las hormigas.
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Capitulo 3

Caracteristicas en el desarrollo y comportamiento de Pseudacteon curvatus *

1.3 Introduccion

Pseudacteon curvatus es una de las especies de pequefio porte que ovipone principalmente
a las obreras de menor tamafio de S. invicta y S. richteri (Morrison et al. 1997; Morrison y Gilbert
1998; Wuellner et al. 2002) y es una de las més abundantes y ampliamente distribuida en
Sudamérica (Calcaterra et al. 2005; Folgarait et al. 2005a). Los distintos biotipos argentinos de
P. curvatus, liberados en varios estados Norteamericanos para ser usados como agentes de
control bioldgico contra las hormigas Solenopsis nativas de Sudamérica y plagas en Estados
Unidos (Porter 2000), presentan diferente especificidad hospedera (Graham et al. 2003; Vazquez
et al. 2004; Vogt y Streett 2003; Thead et al. 2005; Estrada et al. 2006). El ecotipo proveniente
de la Provincia de Buenos Aires muestra una alta preferencia por S. richteri y por los hibridos S.
richteri x S. invicta (Porter y Briano 2000; Graham et al. 2003; Thead et al. 2005); mientras que
los parasitoides provenientes de Formosa prefieren atacar a las poblaciones introducidas de S.
invicta (Vazquez et al. 2004). Dadas estas diferencias de los biotipos de P. curvatus por
diferentes especies hospederas, es muy probable que la FS de Solenopsis sea otro factor
importante para investigar la historia de vida de estos parasitoides. Como la FS de S. invicta
afecta la proporcién de las diferentes subcastas de obreras (Tabla 2.11; Wood y Tschinkel 1981;
Porter y Tschinkel 1985; Tschinkel et al. 2003), el tamafio promedio de las mismas (Tabla 2.8;
Greenberg et al. 1985) y sus niveles de agresividad (Fig. 2.13; Keller y Ross 1998; Bourke 2002;
Deheer 2002), en este capitulo se evalud si la organizacion social de S. invicta tiene relevancia
de sobre el éxito reproductivo, desarrollo y supervivencia de P. curvatus.

En base a lo expuesto, se predice que P. curvatus podria desarrollarse mejor y ser mas
exitosa al oviponer a hormigas poliginicas que presentan, en promedio, hormigas més pequenfas,
mayor porcentaje de obreras “menores” pero menor porcentaje de obreras grandes, medianas y
pequefias que las colonias monoginicas (Tabla 2.11). Se detallan a continuacion los objetivos

especificos de este capitulo.

Objetivos

1) Evaluar a campo el efecto de P. curvatus sobre ambas FS de S. invicta, considerando:
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- Nimero de oviposiciones realizadas y tiempos de orientacion
- Efecto sobre el comportamiento de las forrajeras
- Efecto sobre el tamafio promedio de las forrajeras

- Efecto sobre la proporcion de las forrajeras.

2) Evaluar en laboratorio el desarrollo y éxito reproductivo de P. curvatus sobre ambas FS de
S. invicta, considerando:

- Tamanos de obreras elegidos para oviponer

- Periodos de desarrollo de la progenie

- Caracteristicas de los adultos emergidos

- Eficiencias en el desarrollo.

Materiales y métodos

3.3.1 Sitio de muestreo y coleccién

Los experimentos fueron realizados entre febrero y octubre de 2005 en el Parque Nacional
Chaco (26° 48' Sur y 59° 34' Oeste), Provincia de Chaco, Argentina (Fig. 2.1). Las hembras de P.
curvatus fueron colectadas e identificadas a campo con lupa de mano (20X) segun la clave de
Porter y Pesquero (2001), colocadas en tubos de plastico individuales a baja temperatura y
usadas dentro de las 48 h de su recoleccion. Los especimenes de P. curvatus y de S. invicta
fueron depositados en la colecciobn de la Dra. Folgarait en el Centro de Estudios e
Investigaciones en la Universidad Nacional de Quilmes (Buenos Aires, Argentina) y en el Museo
de Historia Natural Bernardino Rivadavia. Seis nidos por FS, con 3 réplicas cada uno, fueron
usados para las observaciones a campo y en laboratorio. Todas las mediciones de hormigas y
féridos fueron hechas en un microscopio estereoscopico Nikon modelo SMZ-1 ESD (30

aumentos) con un ocular micrométrico calibrado con incrementos de 0,03 mm.

3.3.2 Oviposiciones y tiempos de orientacién de P. curvatus a campo

Para evaluar las preferencias de oviposicion de P. curvatus sobre ambas FS de S. invicta, se
liber6 una hembra sobre el cebo luego de haberse establecido el sendero de forrajeo. Para
establecer un camino de alimentacién desde el nido al cebo se colocé 1,5 + 0,06 g de atin a 20

cm. de cada nido y se permiti6 que las hormigas forrajearan durante 45 min. Las hormigas y
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cebos fueron aislados con tuneles de acrilico transparente (Fig. 2.5) para evitar interacciones con
posibles enemigos naturales o con especies de hormigas competidoras. Para este experimento
se consider6 el tiempo de orientacion (tiempo invertido en detectar a las hormigas y empezar a
oviponer) y el nimero de ataques (“oviposiciones”) realizados durante los primeros 15 min.
Posteriormente, la hembra de P. curvatus fue recapturada y se colecté una muestra de hormigas
al azar (50-150 obreras) sobre o cerca del cebo. Si el férido no ovipuso dentro de los 10 min. se
lo reemplazé por otro y si fue capturado por las hormigas se descart6 la medicion.

Analisis estadisticos. Los tiempos de orientacion y el nUmero de oviposiciones realizados
por P. curvatus sobre ambas FS de S. invicta fueron promediados y analizados mediante la
prueba T de Student debido a que los datos estuvieron normalmente distribuidos. Se compardé la
relacion entre el nimero de “ataques” realizados por el parasitoide y sus tiempos de orientacion,

y entre el nimero de ataques y el nUmero de hormigas presentes mediante una regresion lineal.

3.3.3 Efecto de P. curvatus en la tasas de forrajeo, tamafios y proporcion de forrajeras

de ambas FS de S. invicta

Se evaluaron las tasas de forrajeo, los tamafios y la proporcion de forrajeras sobre ambas FS
de S. invicta antes (“sin”) y después (“con”) de liberar una hembra de P. curvatus mediante el
siguiente procedimiento. Luego de establecer el camino de alimentacién desde cada nido, se
permitid que las hormigas forrajeen por 45 min. y se determiné la tasa de forrajeo contando el
ndmero de obreras que pasaron por el mismo punto durante 5 min. ininterrumpidos. Luego, se
colect6 una muestra al azar de 50-150 individuos, los cuales fueron medidos y separados por
tamafio. Posteriormente, para evaluar el efecto del parasitoide sobre el tamafio y la proporcion
de las obreras, se permitio restablecer el forrajeo por 10 min. y se liber6 una hembra de P.
curvatus a la que se le permitié oviponer por 10 min. (Seccion 3.2.2). A continuacion, la hembra
fue recapturada y se colect6 otra muestra de hormigas al azar (50-100 individuos) sobre o cerca
del cebo. Se muestrearon 6 nidos por FS, con 3 mediciones por nido, en ausencia (“sin”) y en
presencia (“con”) de los parasitoides. Cada parasitoide fue usado una sola vez.

Al finalizar las observaciones a campo, los nidos fueron excavados y las hormigas separadas
de la tierra mediante goteo continuo. En el laboratorio las mismas fueron separadas en 5

subcastas de obreras (mayores, grandes, medianas, pequefias y menores) (Seccion 2.2.6).
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Andlisis estadisticos. Las comparaciones en las tasas de forrajeo por FS fueron hechas
usando la prueba T de Sudent dado que los datos estuvieron normalmente distribuidos. Los
tamafos promedio de las forrajeras en ausencia (“sin”) y en presencia (“con”) de P. curvatus
fueron analizados con la prueba T de Student para medidas pareadas. La proporcién de obreras
por subcasta involucradas en el forrajeo o defensa del cebo fueron analizados mediante el

analisis de Proporciones.

3.3.4 Evaluacién de las obreras seleccionadas, periodos de desarrollo de los
parasitoides, caracteristicas de los adultos emergidos y eficiencias en el desarrollo

de P. curvatus en ambas FS de S. invicta

Se evalud en el laboratorio si los tiempos de desarrollo y el tamafio de los parasitoides
variaron en relacion con los tamafios y FS de las obreras de S. invicta elegidas. Este ensayo
consistio en introducir en cada bandeja de vuelo igual cantidad de obreras grandes, medianas y
pequefas (667 hormigas por categoria) y de 3-6 hembras de P. curvatus (4,33 + 1,33 hembras),
a las que se les permitié oviponer por 2 h. Las obreras mayores y menores fueron descartadas
debido a que P. curvatus no las ovipone preferentemente (Morrison et al. 1997; Chirino et al.
2004).

Para mantener la humedad superficial, las bandejas de vuelo (45 x 35 x 25 cm.) presentaron
en la base una capa de yeso de 2 cm. de profundidad (SEMIROCK, Synthetic Dental Hard
Plaster). Para evitar que las hormigas trepen y se escapen, las paredes estuvieron cubiertas con
un antideslizante (politetrafluoroetileno, Exton, PA) (Fig. 3.1). Para evitar que los parasitoides se
escapen y para conservar la T° interna constante, las bandejas fueron cubiertas con una tapa de
vidrio. Para proveer de comida y apoyo a los parasitoides, se coloc6 un gajo de Manihot
flabellifolia Pohl (falso cafeto) que posee nectarios extraflorales. Finalmente, para promover el
forrajeo de las hormigas se coloc6 agua y solucién azucarada al 50% en recipientes plasticos.
Las bandejas fueron iluminadas con luces de 500 watts de potencia y los ensayos de oviposicién

fueron conducidos a una temperatura ambiente promedio de 25 + 5 °C.
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Fig. 3.1. Bandeja de vuelo en la que se observa el gajo de
falso cafeto y los recipientes plasticos con agua y solucion
azucarada al 50%.

Las hormigas “atacadas” se mantuvieron por 35 dias a 28 + 1°C, con un fotoperiodo de 12:
12 (L:O) y a 80 = 10 % HR. Las hormigas fueron alimentadas cada 2 dias con solucién de azucar
al 50%, tubos de agua potable y 3 grillos o zofobas frescos. Las mismas fueron revisadas a
diario hasta observar la formacion de pupas; las que fueron separadas, medidas (ancho de la
cabeza a la altura de los 0jos) y observadas por 45 dias hasta la emergencia de los adultos; los
cuales fueron sexados y medidos (ancho méximo del pronoto).

Andlisis estadisticos. Se compard el tamafio promedio de las obreras parasitadas de
diferente FS con la prueba T de Student. El tamafio de las cabezas viables e inviables fueron
comparados por FS con la prueba T de Student. El tamafio de los adultos emergidos fue
analizado mediante un andlisis de la varianza (ANOVA) de dos factores (sexo, FS). Para
controlar el error global de tipo | en las comparaciones multiples entre los tamafios de cabezas
de hormigas elegidas por P. curvatus y el de los adultos emergidos se usé el método secuencial
de Bonferroni (p < 0,017). Los periodos de desarrollo de P. curvatus criados sobre colonias M y
P fueron analizados con la prueba de Mann-Whithey porque los datos no estuvieron
normalmente distribuidos (Daniel 1990). Se compard la proporcion de sexos de los adultos
emergidos sobre ambas FS de S. invicta con la distribucion de probabilidad Binomial. Se calcul
la supervivencia de pupas como el cociente “adultos emergidos por pupas formadas”. Las
eficiencias en el desarrollo fueron analizadas dividiendo “nimero de pupas (adultos) por hembra
que atacd”. Estos cocientes fueron analizados con el analisis de Proporciones. Los analisis

fueron realizados con el programa Statview (SAS Institute Inc. 1998, Cary, NC).
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3.3. Resultados

3.3.1 Oviposiciones y tiempos de orientacién a campo

Pseudacteon curvatus presentd tiempos de orientacion mas cortos y mayor numero de
oviposiciones cuando ataco a las obreras M en comparacion con los valores obtenidos sobre las
obreras P (Tabla 3.1). No se encontr6 una relacién lineal significativa entre el niumero de
oviposiciones realizadas por P. curvatus y el nimero de hormigas presentes en el sendero de
forrajeo (R*=0,08; F1 4= 1,70; p= 0,23y R*=-0,12; F; 4= 0,17; p = 0,70 para hormigas M y P,
respectivamente). Tampoco se observo una relacion lineal significativa entre el nimero de
“ataques” realizados y el tiempo invertido por P. curvatus en orientarse (R?= - 0,05; Fy 4= 0,65; p
=0,45yR?=-0,11; F; 4= 0,18; p = 0,69 para hormigas My P, respectivamente).

Tabla 3.1. Tiempos de orientacion (media + DE; seg.) y tasa de ataques de P. curvatus

sobre ambas FS de S. invicta.

. Tiempos de orientacion Tasa de
FS N t p t p
(seg.) ataques
M 6 49,83 + 34,38 5,10 < 0,001 36,17 £ 7,36 2,20 0,026
P 6 120,50 + 70,62 15,83+ 6,43

* N indica el nimero de nidos muestreados con 3 réplicas por nido. Las comparaciones fueron hechas con la
prueba T de Student (a 2 colas).

3.3.2 Efecto en la tasas de forrajeo, tamafios y proporcién de forrajeras de ambas FS de

S.invicta

3.3.2. a Efecto en las tasas de forrajeo

Las obreras M de S. invicta, en ausencia del parasitoide, presentaron tasas de forrajeo
significativamente mayores que las obreras P (308,50 + 42,33 vs. 221,33 + 38,34 hormigas, para
nidos M y P, respectivamente; t = 3,74; g.l. = 10; p = 0,0039). Al instante en que P. curvatus
empez6 a sobrevolar a las hormigas, las mismas dejaron de forrajear aunque no dejaron de
proteger al cebo, independientemente de su FS. Las obreras ubicadas sobre el cebo empezaron
a vibrar sus gasteres, a curvar el cuerpo o a mantener posturas estereotipadas principalmente en
forma de “U”; luego empezaron a forrajear subterrdneamente, por lo que el parasitoide no pudo

seguir oviponiéndolas.
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3.3.2. b Efecto en el tamafio de las forrajeras

Pseudacteon curvatus afectd negativamente el tamafio de las forrajeras de S. invicta. En
ausencia del parasitoide, el tamafio promedio de las obreras M fue estadisticamente menor que
el de las obreras P (Tabla 3.2). En presencia del parasitoide, el tamafio de las hormigas
disminuyé en ambas FS de S. invicta, y las obreras M siguieron presentando un tamafio
promedio estadisticamente menor (Tabla 3.2).

Tabla 3.2. Tamafio promedio (media £ DE; mm) de las forrajeras de S. invicta en ausencia

(“sin”) y en presencia (“con”) de P. curvatus discriminado por FS.

Parasitoide
Forma social SIN CON N t° p
Monoginia 0,64 + 0,02 0,59 + 0,02 6 14,33 < 0,001
Poliginia 0,69 + 0,02 0,63 +0,03 6 4,20 0,003
t? 6,50 3,20
p < 0,001 0,0056

% Las comparaciones entre FS fueron hechas con la prueba T de Student (a 2 colas).
® Las comparaciones “sin” y “con” parasitoides en cada FS fueron hechas con la prueba T de Student para
medidas pareadas. N indica nimero de nidos muestreados.

3.3.2. ¢ Efecto en la proporcién de las forrajeras

La proporcion de obreras por subcasta que defendieron o reclutaron en el cebo resultd
afectada por la presencia de P. curvatus, a pesar de que el parasitoide prefiri6 atacar

preferentemente a las obreras pequefias (Fig. 3.2).
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Figura 3.2. Porcentaje de las forrajeras de S. invicta en el campo, discriminadas por subcasta y FS.
Las flechas verticales indican el tamafio promedio elegido por P. curvatus (0,63 + 0,04 mm).

Subcastas: Ma: mayores, G: grandes, M: medianas, P: pequefias, Me: menores.

En ausencia del parasitoide, el 5,6% de las forrajeras de los nidos M estuvo representado por
las obreras grandes, y el 93,1% por las subcastas medianas, pequefias y menores; mientras
que, en comparacion, el 7,1% de las forrajeras de los nidos P correspondié a las obreras
grandes y el 86,7% a las 3 subcastas de menor tamafio (Tabla 3.3). En presencia de P. curvatus
el porcentaje de obreras grandes descendi6 a 0,5 y 4,2% para los nidos M y P, respectivamente;
y el porcentaje de las obreras medianas, pequefias y menores ascendio a un 98,9 y a un 94,5%
para los nidos mencionados (Tabla 3.3). En presencia del parasitoide se observaron diferentes
patrones de conducta en las forrajeras de ambas FS de S. invicta, debido a que el porcentaje de
obreras mayores no se modifico significativamente en los nidos M, pero disminuyé en los nidos
P. El porcentaje de obreras grandes fue significativamente menor en ambas FS. El porcentaje de
obreras medianas y pequefias disminuy6 en los nidos M, sin embargo, los porcentajes en los
nidos P no se vieron afectados. Finalmente, la proporcion de obreras menores aumenté de modo

significativo en ambas FS de S. invicta (Tabla 3.3).
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Tabla 3.3. Tamafio promedio (media £ DE; mm) y proporcion de obreras de S. invicta en ausencia (“sin”) y en presencia (“con”) de P. curvatus

discriminadas por subcasta y FS de S. invicta.

Proporcién de obreras por subcasta 0
o Tamafio promedio Subcastas mas Porcentaje c
FS Parasitoide a p
(mm) Ma G M P Me abundantes (%)
Sin 0,64 + 0,02 0,013 0,056 0,134 0,438 0,359 M, Py Me 91,30 -2,27 0,0231
M Con 0,59 + 0,02 0,005 0,005 0,076 0,342 0,571 98,90
= * * * *
Sin 0,69 + 0,02 0,062 0,071 0,326 0,370 0,171 M, Py Me 86,70 -5,43 < 0,001
P Con 0,63 +0,03 0,013 0,042 0,281 0,403 0,261 94,50
* * = = *

#Ver comparaciones estadisticas en la Tabla 3.2.

®Las proporciones para cada subcasta en ausencia y en presencia del parasitoide fueron comparadas con la prueba de Proporciones. Los asteriscos indican cambios
significativos (p < 0,05) en las proporciones. Subcastas de obreras: Ma: mayores, G: grandes, M: medianas, P: pequefias y Me: menores.

¢ Se comparé la suma de las subcastas mas abundantes en presencia y en ausencia de P. curvatus con la prueba de Proporciones (p < 0,05).
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3.3.3 Caracteristicas en el desarrollo de P. curvatus sobre ambas FS de S. invicta

3.3.3. a Tamafo de las obreras parasitadas

El tamafio promedio de las obreras elegidas por P. curvatus (0,63 + 0,04 mm, para
colonias M y P, respectivamente; t = 0,16; gl. = 9; p = 0,88) fue similar
independientemente de la FS de S. invicta (Fig. 3.3). Las hembras y machos emergieron
de obreras de tamafio similar para ambas FS (0,64 + 0,05 vs. 0,63 + 0,05 mm, para
hembras emergidas de obreras M y P, respectivamente; t=0,18;g.l. =7, p=0,86y 0,63
0,05 vs. 0,64 + 0,09 mm, para machos emergidos de obreras M y P, respectivamente; t =
0,11; g.l.=9; p=0,91).

Hembras

Colonias Monoginicas
25 ~Machos

20

Porcentaje de foridos (%o)

048 051 0,54 057 060 063 068 069 072 075 078 08 034

Colonias Poliginicas
25

20

Porcentaje de foridos (%0)

0,48 0,51 0,54 0,57 0,60 063 0,66 0,62 0,72 0,73 0,78 08l 0,84

Anchos de cabeza de obreras (mm)

Figura 3.3. Distribucion de los tamafios de cabeza (mm) de S. invicta de las que emergieron machos y
hembras de P. curvatus discriminadas por FS. Se indica la distribucion de las hembras en rosa y la de los
machos en celeste.
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Las obreras parasitadas que produjeron pupas inviables (l) y de las que emergieron
adultos (V) presentaron tamafios similares (0,62 + 0,06 vs. 0,63 + 0,04 mm, para pupas
inviables y viables de colonias M; t = 0,59; g.I. = 225; p=0,56 y 0,62 + 0,10 vs. 0,62 + 0,06
mm para pupas inviables y viables de colonias P; t = 1.49; g.l. = 239; p = 0,14,
respectivamente). El 34,7 y el 38,6% de las pupas inviables pertenecieron a obreras de
mayor tamafio (0,69 + 0,03 vs. 0,73 + 0,07 mm, para obreras M y P, respectivamente; t =
3,01; gl. =9; p <0,01) y de un tamafio estadisticamente menor (0,55 + 0,03 vs. 0,54 *
0,02 mm, para obreras M y P, respectivamente; t = 0,76; g.l. = 9; p < 0,01) al tamafio
promedio preferido por P. curvatus. El rango de distribucion de las pupas viables estuvo
incluido en su totalidad en la distribucién de tamafios de las pupas inviables (X = 1,223; p
> 0,90 y X? = 4,68; p = 0,19 para nidos M y P, respectivamente; Fig. 3.4). Los mayores
porcentajes de viabilidad se observaron dentro de la subcasta pequefias (87 y 80% para
pupas desarrolladas en colonias M y P, respectivamente), los porcentajes para la subcasta
menores fueron de 6,8 y 15% y, para las medianas de 6,2 y 5% para las colonias M y P,

respectivamente.

12 - —— Nidos M
- <> - Nidos P

0,8 -

0,6 -

I'amafic premedio (mm)

0,4

0,2 T
Ma G M P Me

Fig. 3.4. Tamafios de las obreras de S. invicta elegidas por P. curvatus discriminados por subcasta y FS.
La flecha vertical indica el tamafio elegido (0,63 + 0,04 mm). Las flechas horizontales indican el rango de
distribucion de tamafios de las pupas viables (V) e inviables (I) por FS (M o P). (Min-Max: 0,48-0,68 mm
vs. 0,48-0,78 mm para las pupas monoginicas viables e inviables; Min-Max: 0,48-0,75 mm vs. 0,51-0,93
mm para las pupas poliginicas viables e inviables). Subcastas: Ma: mayores; G: grandes; M: medianas; P:
pequefias; Me: menores. VM: pupas monoginicas viables, IM: pupas monoginicas inviables, VP: pupas
poliginicas viables, IP: pupas poliginicas inviables.
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3.3.3. b Periodos de desarrollo

Las hembras y machos de P. curvatus criados dentro de la misma FS presentaron
tiempos de desarrollo similares (Tabla 3.4). Los periodos de desarrollo larval de las
hembras y machos emergidos de obreras M fueron mas cortos (2 dias) que los periodos
obtenidos cuando se desarrollaron sobre hormigas P (Tabla 3.4). Sin embargo, esta
diferencia solo afecté al tiempo de desarrollo total de los machos (Tabla 3.4).

Tabla 3.4. Periodos de desarrollo (mediana; ql-g3) larval, pupal y total (dias) de

hembras y machos de P. curvatus desarrollados en ambas FS de S. invicta.

Periodos de desarrollo (dias)
N
FS Sexo a
(n) Larval p Pupal p Total p
5 16,00 16,60 32,00
Hembras
(82) (13,5-16,25) (16-17) (30-32,75)
M 0,92 0,35 0,75
6 15 16,20 31,80
Machos
(89) (14,25-16) (16-16,50) (30,75-32)
5 17,00 16,40 33,00
Hembras (89) (16-17) (16-17) (32-34)
P 0,46 0,75 0,40
5 17,00 16,75 33,60
Machos
(92) (16,50-17,50) (16,50-17) (33-34,50)
Hembras 0,04 0,68 0,14
Entre
Machos 0,02 0,25 0,03

% N indica el nimero de nidos de los que emergieron hembras o machos y n el nimero de individuos
desarrollados. Las comparaciones entre sexos en cada FS de S. invicta y por sexos entre FS fueron
hechas con la prueba de Mann-Whitney (a 2 colas).

3.3.3. ¢ Caracteristicas de los adultos emergidos

Los adultos de P. curvatus presentaron tamafos similares independientemente de la
FS en la que se desarrollaron (0,33 + 0,02 vs. 0,34 + 0,04 mm, para los adultos de las
colonias M y P, respectivamente; t=0,21; g.l. = 9; p = 0,84). Las hembras y machos de P.
curvatus no presentaron dimorfismo sexual en sus tamafios respectivos (0,33 + 0,03 vs.
0,34 + 0,04 mm, para hembras y machos, respectivamente; F ; 7 = 2,23; p = 0,15); ni
diferencias entre los individuos del mismo sexo desarrollados sobre diferente FS de S.
invicta (F 1, 17 = 0,003; p = 0,96), 0 en la interaccién sexo*FS (F 1 17 = 1,05; p = 0,32). Las

hembras representaron el 50% de los adultos emergidos independientemente de la FS en
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la que se desarrollaron (82 hembras y 171 adultos; p = 0,32 para los féridos que

emergieron de colonias M; 89 hembras y 181 adultos, p = 0,44 para las colonias P).

3.3.3. d Exito reproductivo y eficiencias en el desarrollo

Supervivencia de pupas. Todos los ataques de P. curvatus realizados sobre las
colonias M de S. invicta fueron productivos; mientras que el 83,3% de los ataques
realizados sobre las colonias P produjeron al menos una pupa. En general, la
supervivencia de pupas fue del 72,5 y del 73,6% para los nidos M y P, respectivamente.
Sin embargo, por ataque las colonias M fueron significativamente méas productivas que las
colonias P (76,2 vs. 14 % para colonias M y P, respectivamente; Z = 8,16; p < 0,0001). El
ndmero de pupas producidas por ataque fue de 38,83 + 36,25 y 40,50 + 63,91 para
hormigas M y P, respectivamente; por lo que, hubo mayor variabilidad cuando el desarrollo
ocurrié sobre las hormigas P. Ademas, el nimero de adultos emergidos por ataque fue 3,9
veces mayor para las hormigas M que para las hormigas P (23,5 vs. 6 adultos para
colonias M y P, respectivamente; Z = 4,20; p < 0,05).

Eficiencias en la formacién de pupas y adultos. Se observé mayor efectividad en la
formacion de pupas y adultos cuando el desarrollo ocurri6 sobre las hormigas M
obteniéndose 11,9 pupas por cada hembra que parasité a las hormigas M contra 1,2 pupas
cuando los ataques fueron realizados sobre las hormigas P (Z = 3,92; p < 0,001). También
emergieron mas adultos a partir de las obreras parasitadas de las colonias M (8,2 vs. 0,2

adultos, para hormigas M y P respectivamente; Z = 2,80; p = 0,0051).
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3.4 Discusion

En este capitulo se compararon las conductas de oviposicion y las caracteristicas en el
desarrollo de Pseudacteon curvatus en funcion de la forma social (FS) de Solenopsis
invicta. En estudios a campo, P. curvatus presentdé menores tiempos de orientacion y
mayores tasas de oviposicion en presencia de forrajeras monoginicas (M), en comparacion
con forrajeras poliginicas (P; Tabla 3.1). Ademas, P. curvatus modific los tamafos y
porcentajes de las forrajeras a favor de las obreras menores y en contra de las grandes en
ambas FS de S. invicta; aunque disminuyeron los porcentajes de las obreras medianas y
pequefas solo para las forrajeras M (Tablas 3.2 y 3.3). Sin embargo, en los nidos M, el
porcentaje de obreras mayores que permanecieron en el cebo no fue afectado por la
presencia del parasitoide (Tabla 3.3). El reemplazo a favor de forrajeras menores puede
ser beneficiosa para S. invicta debido a que siguen forrajeando gran cantidad de hormigas
de menor tamafio al preferido por P. curvatus. Si bien las obreras de las colonias M son,
en promedio, mas grandes que las obreras de colonias P (Tabla 2.8; Greenberg et al.
1985), se observd que las forrajeras M fueron mas pequefias que las forrajeras P (Tabla
3.2). Por lo tanto, se cree que en Solenopsis existié una relacién de compromiso entre el
tamafo y numero de forrajeras, ya que las forrajeras M también presentaron tasas de
forrajeo mayores, asi pudieron mantener un reclutamiento en masa al liberar mayor
cantidad de obreras més pequenias.

Es interesante destacar que, en Argentina, las hormigas de S. invicta parasitadas por
P. curvatus (Fig. 3.4) fueron més pequefas que las parasitadas en Estados Unidos (0,71 +
0,06 y 0,66 £ 0,11 mm para colonias M y P, respectivamente; Morrison y Gilbert 1998).
Asimismo, en Chaco la densidad de los nidos M fue 3,8 veces mayor que la de los nidos P
(Tabla 2.4, Fig. 2.8; Cap. 2); mientras que en el sureste de los Estados Unidos, la densidad
de nidos P fue 3,2 veces mayor que la densidad de nidos M y, especificamente en Tejas,
fue 2,3 veces mayor (Porter et al. 1991, 1992). Es probable que la mayor densidad de
nidos P en los sitios introducidos en comparacién con lo observado en Argentina, se deba
a una combinacion entre la ausencia de enemigos naturales (Porter et al. 1997) y al efecto
fundador en el nuevo ambiente (Ross et al. 1996) permitiendo que las poblaciones
exoticas de S. invicta aloquen mas energia en la reproduccion y vigor de las obreras. En
consecuencia, la poliginia se torné la FS mas importante y abundante en el nuevo

ambiente.
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En el laboratorio, P. curvatus se desarroll6 exitosamente sobre ambas FS, pero su
productividad, calculada como el nimero de pupas formadas y como la supervivencia de
las mismas, fue mayor cuando el desarrollo ocurrié6 sobre colonias M. Los periodos de
desarrollo de las hembras y machos de P. curvatus fueron similares dentro de cada FS,
pero los parasitoides desarrollados sobre hormigas M presentaron menores tiempos de
desarrollo, aunque este patron se mantuvo en el periodo de desarrollo total de los machos
(Tabla 3.4). Dado que el desarrollo de P. curvatus fue mas exitoso en colonias M, el
parasitoide discriminaria la FS del hospedador a favor de la monoginia. Es probable que
las diferencias observadas en el nimero de oviposiciones, en los tiempos de orientacion y
en las eficiencias de P. curvatus al desarrollarse sobre hormigas P se deba a que esta FS
es la menos abundante en la Argentina (Wojcik 1983; Ross y Trager 1990; Porter et al.
1997; Ross et al. 1997; Mescher et al. 2003) por lo que el parasitoide estaria menos
adaptado. Si bien el tamafio promedio de las obreras M es mayor al de las obreras P
(Tabla 2.8), P. curvatus ovipuso principalmente a las hormigas pequefias, que son de
menor tamafo (0,63 + 0,04 mm) que el tamafio promedio de las colonias de ambas FS de
S. invicta (Fig. 3.2). La preferencia por obreras pequefias también puede ser evaluado por
el alto porcentaje de pupas inviables (73,2%) que no pertenecieron al rango de tamafios
optimo para el desarrollo de P. curvatus (obreras grandes, medianas y menores; Fig. 3.4).
Lo mismo ocurre con P. cultellatus (Folgarait et al. 2002a), otra especie de pequefio porte
gue se desarrolla sobre las obreras de menor tamafio de S. invicta y S. richteri.

Ninguno de los trabajos realizados hasta el momento sobre P. curvatus (Gilbert y
Morrison 1997; Wuellner et al. 2002; Vazquez et al. 2004) evaluaron la existencia de
dimorfismo sexual en el tamafio de los adultos. En este capitulo no se encontré dimorfismo
sexual en los tamafos entre hembras y machos de P. curvatus, quienes presentaron la
misma proporcion de sexos (50%). En los artropodos, el dimorfismo sexual en el tamafio
de los adultos resulta de la presencia de estadios de desarrollo adicionales, periodos de
desarrollo mas largos o por tasas de crecimiento mas altas en el sexo mas grande
(Esperck y Tammaru 2006; Stillwell y Fox 2007), aunque también depende de la
temperatura de cria y de la calidad del alimento disponible (Parker y Johnston 2006;
Stillwell y Fox 2007). P. curvatus es una especie pequefia y aparentemente el costo de
producir hembras y machos fue el mismo. A pesar de que para el género Pseudacteon se
propuso que el tamafio de los parasitoides depende del tamafio del hospedador (Morrison

et al. 1999), el hecho de que las pupas de P. curvatus desarrolladas sobre obreras
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grandes y menores fueran inviables, no permitiria que evolucione el dimorfismo sexual en
el tamafio a favor de las hembras, como ocurre con P. nocens (Folgarait et al. 2006) y P.
tricuspis, especies en la que se observa una distribucion de tamafios bimodal y en las que
las hembras emergen de obreras mas grandes que los machos (Fig. 4.1). Tampoco se
encontraron diferencias en el tamafio adulto de hembras y machos en P. cultellatus,
especie de menor tamafio que P. curvatus que parasita a obreras aln mas chicas
(Folgarait et al. 2002a).

P. curvatus es una de las especies con menor especificidad hospedera (Gilbert y
Morrison 1997; Morrison y Gilbert 1998), es una de las especies de mayor distribucion y
abundancia en Argentina y estd4 adaptada a diferentes biomas y climas (Folgarait et al.
2005a; Calcaterra et al. 2007). Diferentes biotipos desarrollan mejor en S. richteri, en
hibridos S. richteri x S. invicta (Graham et al. 2003; Thead et al. 2005), o en S. invicta
(Vazquez et al. 2004), por lo que la FS de S. invicta (principalmente M en su rango nativo y
P en los Estados Unidos) puede afectar la coevoluciéon parasitoide-hospedador (Hufbauer
y Roderick 2005). Las liberaciones a campo del biotipo de Las Flores (capturado sobre S.
richteri) para controlar las poblaciones hibridas de S. richteri x S. invicta demostraron que
el parasitoide ovipuso y se desarroll6 con éxito en Alabama (donde predominan las
colonias M), pero fracas6 en Florida (con ambas FS presentes) y Tennessee
(principalmente M) porque sus tasas de oviposicion fueron muy bajas (Graham et al.
2003). Mientras que el biotipo de Formosa (colectado sobre S. invicta) mostro alta
especificidad y preferencia hacia las colonias de S. invicta de Florida (Vazquez et al.
2004). Por otro lado, las colonias M dominan en Alabama y Tennessee; mientras que en
Florida ambas FS estan igualmente representadas.

Los resultados aqui presentados sugieren que la FS del hospedador, tanto en el sitio
de origen como en el introducido, deberia ser considerada al momento de evaluar el
efecto, éxito e impacto de las poblaciones de Pseudacteon usadas como agentes de
control biolégico. Sin embargo, la rapida dispersién observada en las poblaciones de P.
curvatus nativas de Corrientes introducidas en poblaciones P de S. invicta en Tejas
(Gilbert et al. 2008) demuestran la plasticidad de la especie para ajustarse a esa FS. No se
sabe si los diferentes biotipos de P. curvatus son especies cripticas o en anillo. Hasta el
momento el Unico caso de posibles especies cripticas para Pseudacteon se registré entre

P. obtusus “grandes” y “pequefos”, los cuales presentan diferencias morfolégicas en sus

tamafios y la presencia o ausencia de una arista en sus antenas, respectivamente
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(Kronforst et al. 2007). Por otra parte, las poblaciones brasileras y argentinas de P.
curvatus presentan tamafios similares (Morrison et al. 1999; Wuellner et al. 2002), aunque
muestran variabilidad en la forma de sus ovipositores. Los ovipositores de los P. curvatus
argentinos son mas rectos y presentan un refuerzo en el diente ventral que estd ausente
en los P. curvatus de Brasil (Porter y Pesquero 2001). En consecuencia, no se sabe si los
diferentes biotipos del parasitoide o la FS del hospedador explicaria el éxito de las
diferentes poblaciones de P. curvatus introducidas en los Estados Unidos. Seria
interesante comparar genéticamente a las diferentes poblaciones de P. curvatus y evaluar
sus productividades en las &reas o parches en donde predominan diferentes FS de S.
invicta, como también considerar si existen cambios en las historias de vida de los

parasitoides luego de ser introducidos y de establecerse en los nuevos ambientes.
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3.5 Conclusiones

- Pseudacteon curvatus afecta el patrén de forrajeo de ambas formas sociales de S.
invicta, haciendo que las obreras que salen a forrajear sean de menor tamafio al preferido

por el parasitoide.

- Pseudacteon curvatus discrimina la forma social de S. invicta y se desarrolla mejor

sobre colonias monoginicas.
- A pesar de que las obreras de colonias monoginicas son, en promedio, mas
grandes que las obreras de colonias poliginicas, P. curvatus selecciona y se desarrolla en

hormigas de tamafios similares.

- Pseudacteon curvatus carece de dimorfismo sexual en el tamafio adulto, por lo que

las hembras y machos estan igualmente representados en la progenie.
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Capitulo 4

Caracteristicas en el desarrollo y comportamiento de Pseudacteon tricuspis *

1.4 Introduccion

De las especies de Pseudacteon liberadas en los Estados Unidos (Porter y Gilbert
2004), P. tricuspis fue la primera criada en laboratorio para ser liberada en el campo (1997-
1999) para el control biolégico de las poblaciones introducidas de S. invicta y S. richteri
introducidas en los Estados Unidos (Porter et al. 2004; Morrison y Gilbert 2005). En la
actualidad, diferentes poblaciones de P. tricuspis estan establecidas en Florida (en donde
se encuentran ambas FS de S. invicta; Porter et al. 2004; Morrison y Porter 2005a; Pereira
y Porter 2006) y en Tejas (LeBrun et al. 2008; Gilbert et al. 2008). Estas poblaciones se
estan dispersando rapidamente, a pesar de que los patrones de distribucion no sean
uniformes (Morrison y King 2004; LeBrun et al. 2008) y sus impactos como agentes de
control bioldgico sobre S. invicta todavia estan bajo estudio (Morrison y Porter 2005b).

Pseudacteon tricuspis, al igual que P. curvatus, es otra de las especies mas
abundantes y ampliamente distribuida en Sudamérica (Calcaterra et al. 2005; Folgarait et
al. 2005a). También presenta ritmos circadianos y circanuales amplios y prefiere
temperaturas altas que otras especies no toleran (Folgarait et al. 2003, 2007a). P. tricuspis
es una especie de gran porte (0,50 £ 0,04 mm para las hembras, Morrison et al. 1997) que
presenta dimorfismo sexual en el tamafio adulto a favor de las hembras y que ovipone a
obreras méas grandes que el tamafio promedio de las colonias de S. invicta (Morrison et al.
1997, 1999; Morrison y Gilbert 1998). Los diferentes ensayos de especificidad hospedera
demostraron que P. tricuspis presenta alta especificidad por el complejo S. saevissima
(Gilbert y Morrison 1997; Morrison et al. 1997; Morrison y Gilbert 1998; Folgarait et al.
2002b; Morrison y Porter 2006).

De los diferentes estudios realizados a campo y en laboratorio se determiné que el
principal efecto de P. tricuspis sobre las forrajeras de S. invicta es indirecto alterando la
actividad de forrajeo y el tamafio de las hormigas (Morrison y King 2004; Morrison y Porter
2005b), ya que el porcentaje de parasitismo natural es muy bajo (Morrison et al. 1997;
Morrison y Porter 2005a; Calcaterra et al. 2008a). Ademés, el comportamiento de
busqueda y motivacion de P. tricuspis para oviponer a las obreras de S. invicta esta
asociado a la liberacion de feromonas de alarma que emiten las hormigas en condiciones

de estrés, como por ejemplo: frente a nidos disturbados o en interacciones intraespecificas
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con obreras ajenas al nido (Morrison y King 2004). El efecto en el patrén de forrajeo de las
hormigas también fue observado en parasitoides de las hormigas cortadoras de hojas
(Feener y Brown 1993; Tonhasca et al. 2001; Siqueira Gazal e Silva et al. 2007).

Dado que el nimero de reinas presentes en la colonia determina la FS y el genotipo de
las obreras (Tabla 2.16; Keller y Ross 1998; Deheer 2002), afectando la proporcién de las
subcastas (Tabla 2.11), el tamafio promedio de las obreras (Tabla 2.8; Greenberg et al.
1985; Morrison y Gilbert 1998) y la agresividad frente a coespecificas ajenas al nido (Fig.
2.12; Morel et al. 1990; DeHeer 2002): se hace fundamental comparar las preferencias
relativas de los parasitoides por cada FS de S. invicta. La liberacion de P. tricuspis sobre la
FS correcta podria aumentar su eficiencia reproductiva, como ocurrid con P. curvatus
(Cap. 3), especie en la que hubo mayor preferencia y descendencia cuando el desarrollo
ocurrio sobre hormigas M. En consecuencia, se cree que P. tricuspis, un férido mas grande
que P. curvatus, podria desarrollarse mejor sobre hormigas M dada la mayor proporcion de
obreras més grandes que las encontradas en colonias P (Tabla 2.11).

Debido a que P. tricuspis esta presente a lo largo de todo el afio, que presenta una
amplia distribucién, alta especificidad, a que ovipone a obreras mas grandes que P.
curvatus, a que su comportamiento esta asociado a la liberacion de feromonas de alarma
de las forrajeras y a que en la Argentina se lo colecta principalmente en nidos M; mientras
gue en los Estados Unidos se establecié sobre ambas FS, en este capitulo se evaluar la
relevancia de la FS de S. invicta en el desarrollo y éxito reproductivo de P. tricuspis.
Ademas se comparara el comportamiento y éxito reproductivo de las hembras en ausencia

y en presencia de otras hembras coespecificas competidoras por el recurso hormiga.

Objetivos

1) Evaluar a campo el efecto de P. tricuspis sobre ambas FS de S. invicta,
considerando:

- NUmero de oviposiciones realizadas

- Efecto sobre el comportamiento y tamafio de las forrajeras

- Efecto sobre la proporcion de las forrajeras

2) Evaluar en laboratorio el desarrollo y éxito reproductivo de P. tricuspis sobre ambas

FS de S. invicta, considerando:
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- Tamafo de obreras elegidas

- Tamafo de la progenie,

- Dimorfismo sexual en el tamafio adulto y proporcion de sexos
- Eficiencias en el desarrollo

- NUmero de oviposiciones y porcentaje de parasitismo

3) Comparar las eficiencias en el desarrollo de P. tricuspis en presencia y en ausencia

de competencia por el recurso.

Materiales y Métodos

3.4.1 Sitio de muestreo y coleccién

Los experimentos fueron realizados entre noviembre de 2006 y octubre de 2007 en un
campo ubicado cerca de la Ruta provincial N° 39 a 4 km de la ciudad de San Javier (30°
35' Sur y 59° 55' Oeste), Provincia de Santa Fe, Argentina (Fig. 2.1). Las hembras de P.
tricuspis fueron identificadas con lupa de mano (20X) segun la clave de Porter y Pesquero
(2001) y fueron usadas dentro de las 48 h de su recoleccién. Los especimenes de P.
tricuspis y de S. invicta fueron depositados en la coleccion de la Dra. Folgarait en el Centro
de Estudios e Investigaciones, Universidad Nacional de Quilmes (Buenos Aires, Argentina)
y en el Museo de Historia Natural Bernardino Rivadavia. Para las observaciones a campo y
en laboratorio se muestrearon 6 nidos por FS, y se realizaron 3 mediciones por nido.
Todas las mediciones de hormigas y foéridos fueron hechas en un microscopio
estereoscopico Nikon modelo SMZ-1 ESD (30 aumentos) con un ocular micrométrico

calibrado con incrementos de 0,03 mm.

3.4.2 Oviposiciones y tiempos de orientacién de P. tricuspis a campo

Para evaluar los efectos de P. tricuspis sobre las forrajeras de S. invicta, se siguio la
misma metodologia usada para P. curvatus (Seccion 3.2.2).

Andlisis estadisticos. Los tiempos de orientacion y el nimero de oviposiciones
realizados por P. tricuspis sobre cada FS de S. invicta fueron promediados y analizados

mediante la prueba T de Student porque los datos estuvieron normalmente distribuidos. Se
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regresiond el numero de “ataques” realizados por el parasitoide y el tiempo de orientacién

y el nimero de ataques en funcion del nimero de hormigas presentes.

3.4.3 Efecto de P. tricuspis en la tasas de forrajeo, tamafios y proporcién de

forrajeras de ambas FS de S. invicta

Se evaluaron las tasas de forrajeo, los tamafios y la proporcion de forrajeras sobre
ambas FS de S. invicta antes (“sin”) y después (“con”) de liberar una hembra de P.
tricuspis siguiendo el mismo procedimiento usado con P. curvatus (Seccién 3.2.3). Al
finalizar las observaciones, los nidos fueron excavados, las hormigas separadas de la
tierra y separadas en 5 subcastas: mayores, grandes, medianas, pequefias y menores
(Seccibn 2.2.6).

Andlisis estadisticos. Las tasas de forrajeo de las hormigas fueron analizadas con la
prueba T de Student porque los datos estuvieron normalmente distribuidos. Los tamafios
promedio de las forrajeras en ausencia (“sin”) y en presencia (“con”) de P. tricuspis fueron
analizados mediante la prueba T de Student para medidas pareadas. Se comparé el
tamafo promedio de las forrajeras de cada subcasta por FS mediante el Andlisis de la
Varianza (ANOVA) de 1 factor. La proporcion de obreras involucradas en el forrajeo o
defensa del cebo, en ausencia y en presencia de una hembra de P. tricuspis, se analizé
con el andlisis de Proporciones. Para controlar el error global de Tipo | en las
comparaciones multiples en las proporciones de obreras por subcasta y FS se utilizé el

método secuencial de Bonferroni (p < 0,017).

3.4.4 Evaluacién del desarrollo y eficiencia de P. tricuspis en relacion en ambas FS
de S. invicta

Para evaluar si el desarrollo y el tamafio de los parasitoides dependi6 del tamafio y FS
de las hormigas de S. invicta se realizaron 12 ensayos de oviposicion (6 por FS), por
bandeja de vuelo se introdujo igual cantidad de obreras grandes, medianas y pequefas
(667 hormigas por categoria) junto con 3 hembras de P. tricuspis, a las que se les permitié
oviponer por 2 h. Para detalles sobre metodologia ver Seccion 3.2.3.

Andlisis estadisticos. El tamafio promedio de las obreras parasitadas y los periodos
de desarrollo de los parasitoides criados sobre colonias M y P fueron analizados con la
prueba T de Student porque los datos estuvieron normalmente distribuidos. Para evaluar la

relacion entre FS y sexo se corrid6 un Andlisis de Covarianza (ANCOVA) de 2 factores
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tomando el ancho del térax de los parasitoides como covariable. El tamafio de la progenie
de P. tricuspis y el de sus hospedadores se relacion6 mediante regresion lineal para
ambas FS de S. invicta. Se us6 el procedimiento secuencial de Bonferroni para controlar el
error global de Tipo | en las comparaciones multiples entre el tamafio de los parasitoides y
del hospedador (p < 0,007). Se comparé la proporcion de sexos de la progenie mediante
distribucion de probabilidad Binomial. Las eficiencias en el desarrollo fueron analizadas
con el cociente “numero de pupas desarrolladas (adultos) por hembra que atacd” y la
supervivencia de las pupas como “adultos emergidos por pupas formadas”. Ambos

cocientes fueron examinados mediante el analisis de Proporciones.

3.4.5 Desarrolloy eficiencias de P. tricuspis con y sin competencia por el recurso

Para evaluar si el tamafo del hospedador elegido, las oviposiciones realizadas, el éxito
reproductivo de los parasitoides y la proporcion de sexos de la progenie se modifica en
ausencia de competencia por el recurso, se realizaron ensayos de oviposicion usando
hembras y machos nacidos en el laboratorio (segunda generacién). En los ensayos de
oviposcion se introdujeron por bandeja de vuelo igual proporcion de obreras grandes,
medianas y pequefias de S. invicta y una sola hembra de P. tricuspis (nacida en el
laboratorio y apareada con un solo macho de su camada) a la que se le permitié oviponer
por tiempo ilimitado hasta que perdiera la motivacion de perseguir y atacar a las obreras
(3-5 hrs.). Se usaron hormigas monoginicas por ser la FS mas abundante en la Argentina y
de la que se obtuvo mayor cantidad de parasitoides (Tabla 4.11). En cada ensayo de
oviposicion (N = 7) se determiné el nimero de ataques realizados y el tamafio de las
obreras elegidas a intervalos de 10 min. Las hormigas ovipuestas (“tocadas” en las pleuras
entre los tres pares de patas) dentro del mismo intervalo de tiempo fueron colectadas
mediante aspirador manual, medidas (ancho de la cabeza) y criadas por separado. Las
mismas fueron revisadas a diario hasta observar la formacién de pupas y la emergencia de
los adultos, quienes fueron sexados y medidos (ancho de pronoto). Se comparé el tamafio
de las hormigas atacadas en cada intervalo de tiempo y se calcul6 la proporcion de sexos
de la progenie. También se calcul6 el porcentaje de parasitismo real de cada hembra con
el cociente “nimero de pupas formadas sobre el nUmero de oviposiciones” y el porcentaje
de supervivencia como “adultos emergidos sobre pupas formadas”.

Andlisis estadisticos. La tasa de oviposiciones por intervalo de tiempo y el tamafio

promedio de las obreras atacadas fueron analizados con un ANOVA de 1 factor, y se usé
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el método secuencial de Bonferroni para las comparaciones multiples (Sokal y Rohlf 1969).
Los porcentajes de parasitismo realizados por cada hembra de P. tricuspis fueron
contrastados con el andlisis de Proporciones. El tamafio de las hormigas parasitadas y el
de los adultos emergidos fueron analizados mediante la prueba T de Student. Se calculé la

proporcion de sexos con la distribucion de probabilidad Binomial.

3.4.6 Exito reproductivo de P. tricuspis con y sin competencia por el recurso

Con el objeto de aumentar las investigaciones realizadas previamente por Porter
(1998) y Smith y Gilbert (2003), en el laboratorio se investigé: 1) la conducta de cortejo y
de apareamiento entre una hembra y un macho de P. tricuspis virgenes nacidos en el
laboratorio, antes de que la hembra empiece a oviponer a hormigas monoginicas de S.
invicta (N = 7) y 2) el éxito reproductivo de P. tricuspis sin-competencia (1 hembra) y con-
competencia (3 hembras salvajes, sin machos presentes) por el recurso hormiga (N =12, 6
nidos por FS).

Andlisis estadisticos. El tamafio de los adultos emergidos y el tamafio de las
hormigas en la que se desarrollaron con y sin hembras competidoras por el recurso, fueron
analizados con la prueba T de Student. Se compard la proporcién de sexos con la
distribucion de probabilidad Binomial. Las eficiencias en el desarrollo fueron analizadas
mediante el cociente “nimero de pupas formadas (adultos) por hembra atacante” y la
supervivencia de las pupas con el cociente “adultos emergidos por pupas formadas”.
Ambos cocientes fueron analizados con la prueba de Proporciones. Todos los analisis

fueron realizados el programa Statview (SAS Institute Inc. 1998, Cary, NC).

Resultados

3.4.7 Oviposiciones y tiempos de orientacién a campo

Pseudacteon tricuspis invirti6 menos tiempo (50%) en orientarse cuando atacé a las
obreras M que cuando atacé a las obreras P (Tabla 4.1), aunque las tasas de oviposicién
fueron similares para ambas FS de S. invicta (Tabla 4.1). El nimero de oviposiciones no
dependio de la cantidad de hormigas presentes en el sendero de forrajeo (R?= 0,02; Fy 4=
0,09; p> 0,90 y R*=0,18; F; 4= 0,87; p = 0,40 para hormigas M y P, respectivamente). Sin

embargo, P. tricuspis presenté menores tiempos de orientacién y tasas de oviposicion
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mayores cuando fue expuesto a las forrajeras M (R*= - 0,76; Fy 4 = 5,50; p = 0,0245), pero
no cuando fue expuesto a las forrajeras P (R?= - 0,14; F1 4= 0,17; p = 0,44).
Tabla 4.1. Tiempos de orientacion (media + DE) y tasa de ataques de P. tricuspis sobre

ambas FS de S. invicta.

Tiempos de orientacién

FS N? t p Tasa de ataques t p
(seg.)

M 6 50,33 £ 27,86 4,56 < 0,001 23,22 £12,49 0,94 0,816

P 6 89,17 £ 103,46 17,67 7,23

® N indica el nimero de nidos muestreados con 3 réplicas por nido. Las comparaciones fueron hechas con
la prueba T de Student (a 2 colas).

3.4.8 Efecto en la tasas de forrajeo, tamafos y proporcion de forrajeras de ambas
FS de S. invicta

4.3.2. a Efecto enlas tasas de forrajeo

En ausencia del parasitoide, las obreras M de S. invicta presentaron tasas de forrajeo
levemente menores que las obreras P (500,50 + 106,73 vs. 539,33 + 105,29 hormigas,
para nidos M y P, respectivamente; t = 1,71; g.l. = 10; p = 0,0436). P. tricuspis afecto el
comportamiento de las forrajeras de ambas FS, debido a que cuando el parasitoide
empezd a sobrevolar y a oviponerlas, las obreras dejaron de forrajear y abandonaron el
cebo buscando las entradas naturales al nido o presentando conductas esteriotipadas

conformando grupos de hormigas apifiadas e inmoviles.

4.3.2. b Efecto en el tamafio de las forrajeras

Pseudacteon tricuspis afecté negativamente el tamafio de las forrajeras M de S. invicta.
En ausencia del parasitoide, el tamafio promedio de las forrajeras M fue mayor que el de
las forrajeras P (Tabla 4.2); mientras que en presencia de P. tricuspis las obreras My P de
S. invicta presentaron tamafios similares (Tabla 4.2).

Tabla 4.2. Tamafio promedio + DE (mm) de las obreras de S. invicta que forrajearon en

ausencia (“sin”) y en presencia (“con”) de P. tricuspis discriminado por FS.

Parasitoide
Forma social SIN CON N t° p
Monoginia 0,62 £ 0,03 0,57 £ 0,02 6 2,97 0,0156
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Poliginia 0,59 +0,02 0,58 +£0,01 6 1,69 0,08
t® 1,89 0,66
p 0,039 0,52

% Las comparaciones entre FS fueron hechas con la prueba T de Student (a 2 colas).
®Las comparaciones “sin” y “con” parasitoides en cada FS fueron hechas con la prueba T de Student para

medidas pareadas. N indica nimero de nidos muestreados.

4.3.2. ¢ Efecto en la proporcion de las forrajeras

La proporcion de las subcastas de obreras que reclutaron en el cebo se vio afectada
por la presencia de P. tricuspis principalmente para las obreras M. En ausencia del
parasitoide, las obreras grandes representaron el 4% de las forrajeras, las medianas el
7,7%, las pequefias el 27,1% y las menores el 59,7%. En cambio, para los nidos P, el
2,7% de las forrajeras correspondi6 a las grandes, el 12,2% a las medianas, el 28,3% a las
pequefas y el 55,4% a las menores (Tabla 4.3). Por lo tanto, las obreras de los nidos P
presentaron el doble de obreras medianas pero la mitad de obreras grandes, en
comparacion con los nidos M.

En presencia de P. tricuspis los porcentajes de obreras mayores y grandes no se
modificaron de modo significativo en relacién con los porcentajes precedentes, mientras
que el porcentaje de las pequefias disminuyd y el de las menores aumentd en ambas FS
de S. invicta; solo el porcentaje de las forrajeras medianas se modificé diferencialmente
entre ambas FS, debido a que para los nidos M el porcentaje se redujo casi en un 50%,

pero se mantuvo constante para los nidos P (Tabla 4.3).

3.4.9 Caracteristicas en el desarrollo de P. tricuspis sobre ambas FS de S. invicta

4.3.3. a Tamafio de las obreras parasitadas

Pseudacteon tricuspis parasitdé a obreras de tamafio similar independientemente de la
FS de S. invicta (0,79 + 0,07 vs. 0,82 + 0,05 mm, para colonias M y P, respectivamente; t =
0,67; g.l. = 7; p = 0,53). Sin embargo, las hembras emergieron de hormigas méas grandes
gue los machos (0,92 + 0,06 vs. 0,76 £ 0,04 mm, para las hembras y machos emergidos
de obreras M; t = 4,62; g.l. = 7; p = 0,0024; y 0,93 + 0,02 vs. 0,77 + 0,06 mm, para las
hembras y machos emergidos de obreras P; t = 4,18; gl. = 6; p = 0,0058) y se
desarrollaron en un rango de distribucién de tamafios méas estrecho (X* = 32,91; p <

0,0001; Fig. 4.1).
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En colonias M, las hembras emergieron de obreras grandes (66,7%; 0,95 + 0,07 mm) y
medianas (33,3%; 0,80 + 0,05 mm); mientras que los machos emergieron de obreras
medianas (86,7%) y pequefias (13,3%; 0,65 + 0,05 mm). En colonias P, las hembras
emergieron solo de obreras grandes (0,94 + 0,01 mm), mientras que los machos
emergieron de obreras grandes (26,9%), medianas (53,8%; 0,73 £ 0,04 mm) y pequefias
(19,2%; 0,62 + 0,03 mm; Fig. 4.1). Sin embargo, algunos machos (n = 15) se desarrollaron
en hormigas Optimas para las hembras (0,84-0,90 mm) y algunas hembras (n = 4) en
hormigas 6ptimas para el desarrollo de los machos (0,78 mm). Estos machos presentaron
tamafos similares a los de las hembras (0,48-0,51 mm), pero las hembras presentaron

tamafios levemente menores (0,42 mm) al promedio.
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Tabla 4.3. Tamafio promedio (media + DE; mm) de las hormigas de S. invicta y proporcion de las subcastas en ausencia (“sin”) y en

presencia (“con”) de P. tricuspis discriminadas para ambas FS.

~ .z a
Tamafio y proporcion de obreras por subcasta

FS F P
Mayor Mediana Pequeia Menor
Grande
M Tamafo"® 1,06 + 0,05 0,95 + 0,08 0,80 + 0,05 0,65 + 0,05 0,53 + 0,02 95,90 <0,0001
Sin 0,017 0,040 0,077 0,271 0,597 8,23 0,017
Con 0,020 0,034 0,045 0,186 0,715
= = * * *
P Tamafio®  103+003  094%002  073+004  062+003  052:001  3/38 <0000l
Sin 0,014 0,027 0,122 0,283 0,554 2,25 0,165
Con 0,017 0,022 0,116 0,249 0,596
- - -— * *

% Los cambios en las proporciones por subcasta, en ausencia y en presencia de P. tricuspis, fueron analizados con la prueba de Proporciones. Los asteriscos indican
cambios significativos (p < 0,05). Subcastas de obreras: Ma: mayores; G: grandes; M: medianas; P: pequefias y Me: menores.

® Las comparaciones en el tamafio de obreras entre colonias M y P fueron analizadas con la prueba T de Student. Solo las obreras medianas difirieron
significativamente entre FS (t = 2,41; g.I. = 10; p = 0,0367; en las otras p > 0,05).

¢ Se comparé el tamafio promedio de las subcastas con un ANOVA de 1 factor (p < 0,05).
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Fig. 4.1. Anchos de cabeza promedio (mm) de las obreras parasitadas por P. tricuspis discriminados por
FS de S. invicta. Las flechas verticales indican el tamafio promedio de las hormigas de las que emergen
las hembras (rosa) y los machos (celeste) de P. tricuspis.

En colonias M, las pupas inviables aparecieron en los extremos de la distribucion de
tamafos de las hembras y machos de P. tricuspis (Fig. 4.1); mientras que cuando el
desarrollo ocurrié sobre obreras P, las pupas inviables se presentaron a lo largo de toda la

distribucion de tamafios disponibles (Fig. 4.1).

4.3.3. b Periodos de desarrollo

Las hembras y machos de P. tricuspis criados sobre ambas FS de S. invicta
presentaron tiempos de desarrollo similares, a pesar de que las hembras emergieron de

obreras més grandes que los machos (Tabla 4.4).

4.3.3. ¢ Caracteristicas de los adultos emergidos

Las hembras de P. tricuspis fueron mas grandes que los machos (F 1, 71 = 126,55; p <
0,0001; Tabla 4.5) y el tamafio de los parasitoides dependié del tamafio de las hormigas
parasitadas (F ; 71 = 31,30; p < 0,0001), pero no de la FS en la que se desarrollaron (F 1, 71
=0,04; p=0,84).

Tabla 4.4. Periodos de desarrollo larval, pupal y total (media + DE; dias) de las

hembras y machos de P. tricuspis desarrollados sobre ambas FS de S. invicta.

Periodos de desarrollo (d)
FS Sexo N (n)*
Larval o] Pupal p Total p
M Hembras 4 (16) 17,75+ 2,87 0,20 16,54 + 0,36 0,40 34,29 £ 2,99 0,36
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Machos 5 (28) 15,73+ 1,34 17,04 + 1,06 32,77 £ 1,60
Hembras 3(8) 18,83+ 1,44 16,50 £ 0,01 35,33+1,44
P 0,33 0,77 0,16
Machos 5 (26) 17,15+ 2,44 15,97 £ 0,88 33,12+ 2,03
Hembras 0,58 0,38 0,61
Entre
Machos 0,29 0,12 0,78

% N indica el nimero de nidos de los que emergieron hembras o machos y n el nimero de individuos

desarrollados. Las comparaciones entre sexos en cada FS de S. invicta y por sexos entre FS fueron
hechas con la prueba T de Student (a 2 colas).

Tabla 4.5. Tamafo promedio (ancho de térax £ DE; mm) de las hembras y machos de

P. tricuspis desarrollados sobre ambas FS de S. invicta.

FS | N(n)® Sexo Tamafio promedio
4 (16) Hembras 0,47 £ 0,04

M
5 (28) Machos 0,36 £ 0,02

P 3(8) Hembras 0,46 £ 0,02
5 (26) Machos 0,37 £ 0,02

% N indica el nimero de nidos y n el nimero de individuos desarrollados.

Se encontrd una relacion lineal positiva y significativa entre el tamafio de la progenie y

el de las obreras en las que se desarrollaron (Fig. 4.2). Aunque las hembras fueron mas

grandes que los machos, las pendientes entre sexos no fueron significativamente

diferentes (p > 0,05 para ambas FS; Fig. 4.2).
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Fig. 4.2. Relacion lineal entre el tamafio de las obreras de S. invicta y el tamafio de los parasitoides de P.
tricuspis discriminados por sexo y FS (M, P). Los parasitoides desarrollados en colonias M y P se indican
con cuadrados y circulos, respectivamente. Las hembras se indican en negro y los machos en blanco.

En P. tricuspis la proporcion de sexos estuvo sesgada a favor de los machos en ambas
FS de S. invicta. Las hembras representaron el 35% de los adultos desarrollados sobre
hormigas M (16 hembras, 46 adultos; p = 0,027) y el 24% de los adultos en las obreras P
(8 hembras, 34 adultos; p = 0,001), siendo la relacion hembras a machos de 1:2 y 1:3 para
las colonias M y P, respectivamente. Por consiguiente, se obtuvo el doble de hembras

cuando el desarrollo ocurrié sobre hormigas M.
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3.3.3. d Exito reproductivo y eficiencias en el desarrollo

Supervivencia de pupas. El 83% de los ataques de P. tricuspis realizados sobre
colonias M y P fueron similarmente productivos (54 y 53 pupas para las colonias M y P,
respectivamente); aunque la supervivencia de las pupas fue mayor para los nidos M
(85,2%) que para los nidos P (64,2%; Z = 2,28; p = 0,0225). Considerando la supervivencia
de pupas por ensayo, se registrd6 mayor productividad cuando el desarrollo ocurrié sobre
las colonias M de S. invicta (88,0 vs. 64,8 %, para colonias M y P, respectivamente; Z =
3,67; p < 0.001). Si bien el niumero promedio de pupas formadas por ensayo fue mayor
para las colonias M en relacion con las colonias P (13,50 vs. 13,25 pupas para hormigas M
y P, respectivamente; Z = 3,67; p < 0,001), no hubo diferencias en la emergencia de
adultos entre FS de S. invicta (11,50 vs. 8,50 adultos para hormigas M y P,
respectivamente; Z = 0,62; p = 0,54).

Eficiencia en la formacién de pupas y adultos. Considerando el nimero de hembras
gue atacaron por ensayo, se obtuvieron la misma cantidad de pupas (4,5 + 3,2 vs. 4,42 +
2,7 pupas para colonias M y P, respectivamente; Z = 0,15; p = 0,88) y de adultos (3,84 +
2,69 vs. 2,83 + 1,99 adultos para colonias M y P, respectivamente; Z = 0,53; p = 0,59) en

ambas FS de S. invicta.

Preferencias y fecundidad de P. tricuspis en ausencia de competencia por el

recurso

4.3.4. a Namero de oviposiciones y porcentaje de parasitismo

Las hembras de P. tricuspis presentaron un tiempo de oviposicién promedio de 37,14 +
16,04 min., pero la tasa de oviposiciones disminuy6 con el tiempo de exposicion (Tabla
4.6).

Tabla 4.6. Tasa de oviposiciones (media + DE) por intervalo de tiempo (min.) de las

hembras de P. tricuspis. Se realizaron 7 ensayos con cada hembra por separado.

Intervalo (min.) N° de oviposiciones N° F p
0-10 55,43+ 14,54 a 7 5,58 0,0032
10-20 43,33+ 15,69 ab 6
20-30 32,67+797 b 6
30-40 31,50+342 b 4
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40-50 24,00+6,25 c 3

% Las comparaciones fueron hechas con un ANOVA de un factor (p < 0,05).

Las hembras de P. tricuspis presentaron tasas de oviposiciones similares (Fg 19 = 2,12;
p = 0,10), pero difirieron en el numero de pupas desarrolladas y en los porcentajes de
parasitismo, siendo el parasitismo promedio de 5,78% (Tabla 4.7). El nimero de
oviposiciones realizadas por las hembras de P. tricuspis no es un buen indicador de la
productividad porque no se observé una relacién lineal significativa entre la tasa de
oviposiciones y el nimero de pupas desarrolladas (R*= 0,18; Fy 5= 1,12; p = 0,34).

Tabla 4.7. Tasa de oviposiciones, nimero de pupas desarrolladas y porcentaje de

parasitismo (%) de las hembras de P. tricuspis.

Ensayo N° total de Tasa de oviposiciones N° de pupas Porcentaje de
oviposiciones (media £ DE) desarrolladas parasitismo (%) ?
1 234 38,83 £ 14,99 11 4,70 b
2 179 44,75+ 12,29 5 279 b
3 113 38,00 + 16,64 5 4,42 b
4 181 60,63 + 21,13 6 332 b
5 175 34,60 = 11,42 31 17,71 a
6 55 55 0 0,00 c
7 106 26,75+ 4,99 8 755 b

# Se compararon los porcentajes de parasitismo con un andlisis de Proporciones (p < 0,05).

4.3.4. b Tamafo de obreras parasitadas y de adultos emergidos

El tamafio de las obreras elegidas por P. tricuspis no varié a lo largo del tiempo (0,88 +
0,02 mm; Fg, 10 = 2,49; p = 0,06; Tabla 4.8). Las hembras emergieron de hormigas de
mayor tamafio que los machos (1,01 + 0,07 vs. 0,82 + 0,11 mm, para hembras y machos,
respectivamente; t = 6,87; g.l. = 43; p < 0,0001) y presentaron un tamafo estadisticamente
mayor (0,50 £ 0,03 vs. 0,39 + 0,05 mm para hembras y machos, respectivamente; t = 8,59;
g.l. = 43; p < 0,0001), por lo que en P. tricuspis el patron tamafio-selectivo es constante.
Las pupas inviables se desarrollaron en cabezas de tamafios similares a las de los machos

(0,84 £ 0,17 mm; t =0,39; g.l. = 39; p = 0,70).
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Tabla 4.8. Tamafio promedio (media + DE; mm) de las hormigas atacadas por P.

tricuspis discriminadas por ensayo de oviposicion e intervalos de tiempo (min).

Intervalo de Tamafio promedio (media £
Ensayo ) ) F@ p
tiempo (min.) DE)

1 0-10 0,94 +0,12 2,52 0,08
10-20 0,89+0,14
20-30 0,90+0,15
30-40 0,87 +0,14
40-50 0,88+0,14
50-60 0,91+ 0,09

2 0-10 0,85+0,17 1,58 0,19
10-20 0,88+0,12
20-30 0,90+ 0,13
30-40 0,91 +0,12

3 0-10 0,88+0,19 0,16 0,85
10-20 0,86+0,14
20-30 0,86 +0,18

4 0-10 0,88+0,14 1,11 0,33
10-20 0,91+0,12
20-30 0,91+0,14

5 0-10 0,88+0,21 0,52 0,72
10-20 0,88+0,21
20-30 0,84 +0,18
30-40 0,85+0,19
40-50 0,91 +0,17
0-10 0,89+0,19

7 0-10 0,87+0,14 0,25 0,86
10-20 0,86 +0,13
20-30 0,84+0,16
30-40 0,84 +0,15

& Las comparaciones por ensayo de oviposicion fueron hechas con un ANOVA de un factor.

Sorprendentemente, la proporcion de sexos de la progenie desarrollada a partir de
oviposiciones libres de competencia fue de 1:1 (26 hembras, 50 adultos; p = 1) y el
porcentaje de supervivencia promedio del 73,5% (Tabla 4.9).

Tabla 4.9. Supervivencia de pupas (%) y proporcion de sexos de la progenie de P.

tricuspis desarrollada en condiciones libre de competencia.
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N° de N° de Supervivencia N° de Proporcion

Ensayo a P
pupas adultos de pupas (%) hembras de sexos
1 11 9 81,82 6 2 0,91
2 4 80,00 2 1 0,67
3 3 60,00 0 0 0,13
4 4 66,67 4 1
5 31 24 77,42 12 1 0,58
7 8 6 75,00 2 0,5 0,34
Media + DE 11 +9,18 8,33+ 7,27 73,49+7,72 4,33+3,90 0,90 + 0,66

& La proporcion de sexos (hembras:machos) fue calculada mediante proporcion Binomial.

3.4.10 Desarrollo y eficiencias de P. tricuspis con y sin competencia por el recurso

Las hembras que emergieron de oviposiciones libres de competencia (1 hembra)
fueron mas grandes que las hembras desarrolladas cuando las madres (3 hembras)
compitieron por el recurso (Tabla 4.10); mientras que los machos presentaron tamafios
similares (Tabla 4.10).

Tabla 4.10. Tamafio de los adultos (media + DE; mm) de P. tricuspis desarrollados con

y sin competencia por el recurso.

Sexo Ensayo FS Tamafio (media + DE) N° F p®
Hembras Con competencia M 0,46 +£0,03 b 16 7,59 0,0014
Con competencia =) 0,47+0,03 b 8
Sin competencia M 0,50+0,03 a 24
Machos Con competencia M 0,36 +£0,04 b 28 3,73 0,0280
Con competencia =) 0,37 + 0,05 ab 26
Sin competencia M 0.39+0.05a 21

% N indica el nimero de individuos. Las comparaciones fueron hechas con un ANOVA de un factor.
® El nivel de significacion por comparaciones multiples es p = 0,017.

Ademas, las hembras también emergieron de hormigas mas grandes que las hembras
criadas bajo condiciones de competencia (1,01 + 0,07 vs. 0,92 + 0,06 mm, para las
hembras de P. tricuspis desarrolladas en ausencia y en presencia de competidoras,

respectivamente; F,, 45 = 11,07; p = 0,0001), pero los machos emergieron de hormigas de
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tamafio similar en todos los casos considerados (F;, 7> = 2,33; p = 0,10). Asimismo, en los
experimentos libres de competencia se produjeron 3 veces mas pupas y adultos que
cuando las madres compitieron por el recurso, y las hembras representaron el 50% de la
progenie (Tabla 4.11).

Tabla 4.11. Productividad y eficiencia de P. tricuspis cuando las madres compitieron

(ambas FS) y no compitieron (solo en M) por el recurso hormiga disponible.

Con competencia Sin competencia
Productividad
Monoginia Poliginia Monoginia

N° de ensayos 6 6 7

N° de hembras por ensayo 3 3 1

N° de pupas totales 54 53 66

N° de adultos totales 46 34 50
Hembras totales 16 8 26
Machos totales 30 26 24
Relacién hembra:macho 0,53 0,31 1,08
Supervivencia de pupas (%) 85,19 64,15 75,76
Eficiencias totales en el desarrollo de P. tricuspis

N° de pupas por hembra 3 2,94 9,43

N° de adultos por hembra 2,56 1,89 7,14

3.4.11 Comportamiento de oviposiciéon de las hembras de P. tricuspis

4.3.6. a Comportamiento de las hembras nacidas en laboratorio

Al momento de liberar 1 hembra y 1 macho virgenes de P. tricuspis se observé que los
machos “acosaron” a las obreras “patedndolas” con sus patas traseras en la cabeza o en
el protérax; mientras que las hembras volaban lejos de las hormigas. En una de las
bandejas, mientras el macho acosaba a las hormigas, la hembra se alejé sin intentar
oviponer o aparearse con el macho (hembra A; Tabla 4.12). En los otros 2 ensayos, el
cortejo entre hembras y machos presento los siguientes pasos: 1) antes del apareamiento,
los machos patearon a las hormigas para atraer a las hembras; 2) las hembras y machos
volaron en circulos cerca de las hormigas y, 3) el macho volando por encima y por detras

de la hembra, se apoy6 sobre ella y ambos acoplados cayeron en caida libre. El amplexo
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durd entre 2-3 seg. y se repitid entre 2-3 veces en ambas bandejas. En ambos casos,
luego de copular, las hembras persiguieron y “parasitaron” a las hormigas durante 30
minutos (hembras B y C; Tabla 4.12). Dado que el porcentaje de parasitismo en P.
tricuspis fue bajo aun en condiciones de laboratorio controladas (Tabla 4.7), se obtuvo
descendencia solo en uno de los experimentos realizados (hembra C; Tabla 4.12).
Sorprendentemente, las hormigas que eligieron las hembras nacidas y copuladas en el
laboratorio fueron significativamente mas pequefias (0,75 £ 0,05 mm) que las elegidas por
hembras salvajes (0,88 + 0,02 mm; t = 7,18; g.I. = 11; p < 0,0001; el nivel de significacién

por comparaciones multiples es p = 0,017).

4.3.6. b Comportamiento de las hembras salvajes

Entre las hembras salvajes de P. tricuspis se observé un efecto de interferencia al
intentar oviponer sobre ambas FS de S. invicta, dado que 2 o 3 de las hembras liberadas
invirtieron parte de su tiempo (87 £ 22 min.) en enfrentamientos cuerpo a cuerpo
(“chogques”) o se atravesaron en el camino de las otras hembras mientras intentaban
oviponer a las hormigas. Los “choques” implicaron golpes de térax en los que la hembra
“atacante” desvio la direccion de vuelo de la hembra “atacada”. Este comportamiento fue
observado en el 41,7% de todos los ensayos realizados (24 ensayos). Este
comportamiento también fue observado en el campo, aunque los datos no fueron

analizados.
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Tabla 4.12. Comparacion en el comportamiento de las hembras de P. tricuspis nacidas en el laboratorio, oviposiciones realizadas por

intervalo de tiempo (min.), tamafo de hormigas parasitadas (media + DE; mm) y productividad (nUmero de pupas y adultos obtenidos).

a Cortejo N° de Intervalo de Tamafio de hormigas )
Ensayo 3 ) L ) ) N° de pupas N° de adultos Progenie
y copula oviposiciones tiempo (min) (mm)
NO 0
B Sl 15 0-10 0,82 +0,17 0 0
c’ SI 41 0-10 0,78+ 0,17 4 1 hembra
42 10-20 0,71+0,15 1 macho
38 20-30 0,72+0,17 2 no viables
27 30-40 0,71+0,15
29 40-50 0,73+0,15

% Enlos ensayos B y C, cada hembra se apare6 con el macho y ovipuso a las hormigas.

® las comparaciones en el tamafio de las hormigas parasitadas por intervalo de tiempo fueron hechas con un ANOVA de un factor (F 4,172 = 1,40; p =0,24).



4.4 Discusioén

En este capitulo se evalud el comportamiento y desarrollo de Pseudacteon tricuspis en
funcién de la forma social (FS) de su hospedador, la hormiga Solenopsis invicta. También
se compard el éxito reproductivo de las hembras de P. tricuspis en ausencia y en
presencia de competencia por el recurso hormiga.

En el campo, P. tricuspis present6 tiempos de orientacién mas cortos cuando ataco a
obreras M afectando el tamafio de las mismas (Tabla 4.2), pero no afect6 a las forrajeras
P, a pesar de que presento tasas de oviposicion similares sobre ambas FS de S. invicta
(Tabla 4.1). En presencia de P. tricuspis, las forrajeras pequefias y menores de las
colonias M y P aumentaron y disminuyeron sus proporciones, respectivamente. La
diferencia en el comportamiento de las forrajeras entre ambas FS se registr6 en las
obreras medianas, porque en las colonias M disminuyeron sus porcentajes pero en las
colonias P no se modificaron significativamente (Tabla 4.3). Es probable que el mayor
efecto sobre las obreras M se deba a una mayor experiencia de los parasitoides porque
estos nidos son mas abundantes que los nidos P (Tabla 2.4). En ambas FS, las forrajeras
mayores huyeron y las obreras pequefias y menores formaron grupos de hormigas
inméviles sobre o cerca del cebo. Este comportamiento les permitiria a las hormigas
retener el cebo manteniendo obreras de menor tamafio al preferido por P. tricuspis (0,80 +
0,06 vs. 0,58 £ 0,02 mm para los tamafios de obreras preferidos y disponibles,
respectivamente). Asi, en presencia de P. tricuspis, como ocurri6 con P. curvatus, S.
invicta present6 una relacion de compromiso entre el tamafio y nimero de forrajeras y, en
este caso las hormigas M fueron mas grandes pero presentaron tasas de forrajeo mas
bajas que las hormigas P.

En los ensayos de laboratorio, P. tricuspis se desarroll6 exitosamente sobre ambas FS
de S. invicta y las hembras y machos presentaron periodos de desarrollo similares (Tabla
4.4). Los adultos, sin embargo, presentaron un desarrollo tamafio-selectivo (Fig. 4.2)
porque las hembras emergieron de hormigas de mayor tamafio (Fig. 4.1) y fueron mas
grandes que los machos (Tabla 4.5; Fig. 4.2). El éxito reproductivo de P. tricuspis, medido
como la supervivencia de pupas y el numero de hembras formadas, fue 24,7% mayor
cuando el desarrollo ocurri6 sobre colonias M que sobre colonias P. Sin embargo, el
ndmero de pupas y de adultos desarrollados por ensayo de oviposicién fue similar en

ambas FS de S. invicta. No obstante, cuando el desarrollo ocurrié sobre las hormigas P la
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inviabilidad de las pupas fue mayor (Fig. 4.1) y la proporcién de sexos estuvo més sesgada
hacia los machos. Es probable que estas diferencias se deban a que 1) las hormigas de
colonias P son, en promedio, mas pequefas que las M (Tabla 2.8) y 2) a que las hembras
de P. tricuspis emergen principalmente de obreras grandes (Fig. 4.1), pero los nidos P
tienen el doble de obreras medianas (Optimas para desarrollar machos) y la mitad de
obreras grandes en comparacion con los nidos M (Tabla 4.3).

La proporcion de sexos obtenida a partir de datos de campo (Morrison y Porter 2005b;
Calcaterra et al. 2008a) y de laboratorio (este capitulo), siempre han mostrado un sesgo a
favor de los machos, siendo la relacion hembra a macho de 1:2 (Tabla 4.11; Morrison y
Porter 2005b) o de 1:3 (Tabla 4.11; Morrison y Gilbert 1998), respectivamente. No
obstante, este patrén pudo ser modificado cuando se les permitié a las hembras de P.
tricuspis oviponer en ausencia de competencia por el recurso (Tabla 4.11). En estas
condiciones, la relacion de sexos fue 1:1 y el nUmero de pupas y adultos producidos fue 3
veces mayor que cuando las madres compitieron por las hormigas M o P de S. invicta
(Tabla 4.11). Este resultado indica que es posible modificar la proporcion de sexos
manipulando el tamafio de las obreras que se ofrecen y evitando que otras hembras
compitan y consuman el recurso disponible. Las hembras de P. tricuspis, por un efecto de
interferencia (Godfray 1994), invirtieron parte de su tiempo y energia en competir antes
gue en consumir el recurso. Sin competencia, las hembras podrian elegir el tamafio del
hospedador con mas cuidado y podrian evaluar si ya fue previamente parasitado. En
consecuencia, el costo de interferencia llevé a una menor cantidad de obreras preferidas
para desarrollar hembras y en menos pupas y adultos formados (Tabla 4.11).

En ausencia de competencia por el recurso, las hembras de P. tricuspis presentaron
tasas de oviposicién similares y el tamafio de las obreras elegidas no se modificé a lo largo
del tiempo (Tabla 4.6), sin embargo, los porcentajes de parasitismo variaron
considerablemente (Tablas 4.7 y 4.8). Las diferencias en los porcentajes de parasitismo
indicarian que, a pesar de que las colonias de S. invicta puedan parecer similares, las
hormigas pueden diferir en calidad. Por lo tanto, es posible que P. tricuspis no pueda
evaluar la edad, el vigor o si las hormigas ya estaban parasitadas porque las forrajeras
parasitadas se comportan normalmente hasta pocas horas antes de que el parasitoide
empupe y provoque la muerte de las mismas (Cassill y Tschinkel 1999c; Henne y Jonson
2007). No obstante, P. tricuspis tuvo mayor éxito reproductivo cuando no compitié por el

recurso (5,78%) siendo superior a los porcentajes de parasitismo natural (< 1%) obtenidos
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a partir de poblaciones establecidas en los Estados Unidos sobre nidos M de S. invicta
(Morrison y Porter 2005a) y a los registrados en ensayos de laboratorio con P. tricuspis
colectados en Brasil pero criados sobre colonias P en Austin, (< 3%, Morrison et al. 1997).
Ademas, datos colectados de diferentes especies de Pseudacteon Sudamericanas,
presentaron tasas de parasitismo naturales del 0,24% (Calcaterra et al. 2008a).

Este patron de interferencia no fue observado en P. curvatus (Cap. 3), otra de las
especies liberadas en los Estados Unidos, junto con P. tricuspis, para controlar a las
poblaciones introducidas de Solenopsis (Porter y Gilbert 2004; Gilbert et al. 2008) vy, es
probable que la ausencia de comportamientos agresivos o territoriales frente a otras
hembras se deba a que: 1) P. curvatus ovipone esencialmente a obreras pequefias, que
son abundantes en el campo (Fig. 3.2, Tabla 3.3) y 2) porque ambos sexos se desarrollan
en hormigas de tamafos similares (Figs. 3.3 y 5.2). Ademas, bajo condiciones de cria
similares, P. curvatus produjo 4,5 veces mas pupas y adultos que P. tricuspis. En
contraposicion, cuando se liberaron entre 15-20 hembras de P. curvatus sobre el mismo
grupo de hormigas se obtuvieron 5,03 + 1,55 pupas/hembra (Vazquez et al. 2004).
Finalmente, a pesar de que P. tricuspis prefiere a hormigas mas grandes que P. curvatus,
ambas especies se superponen parcialmente en el tamafio de las obreras que parasitan
(Fig. 5.2). Esta superposicion en el tamafio de obreras parasitadas podria afectar
diferencialmente a ambas especies de parasitoides; por ejemplo P. curvatus podria
desplazar a P. tricuspis por competencia explotativa al utilizar el mismo rango de hormigas
gue usa esta especie para producir machos (Fig. 5.2), lo que provocaria un cambio
operacional en la proporcion de sexos a favor de las hembras de P. tricuspis cuando
ambas especies estan en simpatria (LeBrun et al. 2009). Sin embargo, aunque el nimero
de hembras aumente, podria reducirse la densidad poblacional si los machos de P.
tricuspis se volvieran escasos debido a la competencia con P. curvatus por las hormigas
pequefias. O contrariamente a lo esperado, el comportamiento agresivo de P. tricuspis
podria afectar directa (mediante contacto fisico) o indirectamente (afectando el
comportamiento de las forrajeas) el éxito reproductivo de P. curvatus.

Para evaluar el impacto de los parasitoides sobre las colonias Solenopsis, es necesario
cuantificar los efectos indirectos que provocan las especies de Pseudacteon sobre la
proporcion relativa de obreras (Tablas 3.3 y 4.3; Folgarait y Gilbert 1999), en el
comportamiento de las obreras (esta tesis; Morrison 1999; Wuellner et al. 2002), en las

tasas de forrajeo (esta tesis; Mottern et al. 2004) y en la competencia interespecifica
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(LeBrun et al. 2009) e intraespecifica entre hembras (este capitulo). También seria
importante evaluar si en otras especies de Pseudacteon de tamafio grande (Fig. 5.1) existe
un efecto de interferencia. Este efecto podria ser evaluado comparando el éxito
reproductivo y el tamafo de los adultos de las especies de Pseudacteon que coexisten
simpétrica y alopéatricamente. Ademas, se deberia considerar la FS de las hormigas
porgue diferentes especies de Pseudacteon prefieren diferentes tamafios de obreras (Fig.
5.1) y distintas FS (Tablas 3.1, 4.1y 4.11) y porque los nidos My P de S. invicta presentan
distintas abundancias relativas (Fig. 2.8), lo que podria afectar la coexistencia de las
especies de Pseudacteon usadas como agentes de control biolégico contra las

poblaciones introducidas de S. invicta y S. richteri.
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45 Conclusiones

- Pseudacteon tricuspis afecta el patron de forrajeo de las obreras Solenopsis
invicta, promoviendo a que permanezcan en el cebo obreras més pequefas que las

preferidas por el parasitoide.

- Pseudacteon tricuspis afecta principalmente a las hormigas monoginicas de S.

invicta.

- Aunque P. tricuspis prefriere a obreras de colonias monoginicas, ovipone y se

desarrolla en ambas FS de S. invicta.

- Existe una relacion tamafio dependiente positiva entre el tamafio del hospedador y
el del parasitoide en desarrollo, por lo que de hormigas mas grandes emergen parasitoides

de mayor tamafio.

- Los adultos de P. tricuspis presentan dimorfismo sexual sus tamafio a favor de las
hembras, las que se desarrollan sobre obreras mas grandes que los machos,

independientemente de la FS de S. invicta.

- En general, la proporcion de sexos en P. tricuspis esta sesgada a favor de los

machos.

- La proporcidon de sexos en P. tricuspis puede ser modificada manipulando el

tamafio y proporcién de las obreras en las que se desarrolla.

- Las hembras de P. tricuspis compiten por el recurso hormiga mediante

interferencia por contacto directo.
- En ausencia de competencia por el recurso, P. tricuspis aloca su energia en

oviponer a las hormigas obteniendo un éxito reproductivo mayor y produciendo igual

cantidad de hembras y machos.
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Capitulo 5

Comparacion de las historias de vida de P. curvatus y P. tricuspis

SE SUPRIMIO VOLUNTARIAMENTE EL CAPITULO 5
(12 paginas)
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Capitulo 6

Caracterizacion citogenética de Pseudacteon curvatus y P. tricuspis *

6.1 Introduccion

El orden Diptera incluye una gran cantidad de especies, lo cual lo convierte en un
grupo interesante para estudios citogenéticos y de citotaxonomia a nivel evolutivo y, si bien
la familia Phoridae es una de las més diversas e interesantes dentro de los Diptera (Disney
1994), sus antecedentes citogenéticos son muy limitados y se refieren exclusivamente a
Megaselia scalaris (Loew) y M. spiracularis Schmitz (Mainx 1964; Willhoeft y Traut 1990).
Particularmente en Pseudacteon, no existen estudios previos a esta tesis de
investigacion.*

En Diptera, las familias suelen presentar cromosomas monocéntricos con un nimero
cromosomico bajo (2n = 4-20) y con valores modales de 6 a 8 en varias familias “inferiores”
(SO Nematocera) y de 12 en numerosas especies de las familias “superiores” (SO
Brachycera; White 1973). En Sarcophagidae y Calliphoridae (SO Brachycera, superfamilia
Oestroidea), casi todas las especies tienen 2n = 12 con un par XY, los autosomas son
metacéntricos y los cromosomas sexuales poseen gran variacién en tamafio y forma
(Parise-Maltempi y Avancini 2000, 2001). En Drosophilidae (SO Brachycera, superfamilia
Acalyptrata) el niumero cromosomico primitivo parece ser 2n = 12 con 5 pares de
cromosomas telocéntricos (incluido el par sexual XY) y un par muy pequefio parecido a un
punto. La reduccion en el nimero cromosémico parece haber ocurrido muchas veces de
modo independiente por la fusion de éstos elementos (White 1973). La mayoria de las
especies de Muscidae (SO Brachycera, superfamilia Muscoidea) poseen 6 pares de
cromosomas (2n = 12) con un par de cromosomas sexuales X e Y pequefos y
heterocromaticos, aunque en algunas especies se han perdido y presentan 2n = 10
(Hediger et al. 1998; Parise-Maltempi y Avancini 2001). En Phoridae (SO Brachycera,
superfamilia Phoroidea), Megaselia scalaris y M. spiracularis, presentan un numero
cromosémico 2n = 6 con dos pares de cromosomas metacéntricos y un par telocéntrico
(Mainx 1964; Traut et al. 1990; Willhoeft y Traut, 1990; Wolf et al. 1996). En ambas
especies el par cromosdmico sexual es homomorfico con una incipiente diferenciacion
estructural y molecular y el sexo de los individuos se determina por la presencia o

ausencia de un factor masculinizante simple “M” ubicado en cualquiera de los 3 grupos de
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ligamiento por recombinacion de un cromosoma con su homdlogo o por translocacion o
transposicion a un cromosoma no homalogo (Mainx 1964; Traut y Willhoeft 1990; Traut et
al. 1990).

Los Diptera también se caracterizan por presentar apareamiento soméatico en mitosis o
en meiosis. Los cromosomas homélogos se ubican préximos uno al otro a lo largo de su
longitud desde la interfase hasta la metafase; en metafase el apareamiento se hace menos
fuerte y los homélogos quedan ligeramente separados (Fung et al. 1998; McKee 2004). Se
considera que el apareamiento somatico se debe a fuerzas de atraccién similares a las
gue operan en el apareamiento meidtico (Fung et al. 1998; McKee 2004).

Si bien en la mayoria de las familias del SO Brachycera y en algunas del SO
Nematocera la espermatogénesis es aquiasmatica, en el género Megaselia la meiosis
masculina es quiasmatica (Mainx 1964; White 1973) y, existe la posibilidad de que los
Phoridae hayan descendido a partir de moscas con meiosis masculina aquiasmaética en las
gue ocurrié una reversion; sin embargo no puede descartarse la posibilidad de que hayan
evolucionado de antecesores nematoceros independientemente a los deméas Brachycera
(White 1973).

En general los insectos poseen diversos mecanismos de determinacion sexual y, en
muchas especies los cromosomas presentan alguna asimetria en uno de los pares
cromosémicos del complemento que se corresponden a los cromosomas sexuales (Bull
1983; Macgregor 1993). En los sistemas sexuales simples, los cromosomas X e Y son
parcialmente homologos o no homélogos y, en el curso de la evolucion, algunas especies
perdieron el cromosoma Y originando el sistema XX/X0. Si bien en la mayoria de los
dipteros los machos son el sexo heterogamético, existen especies donde el sexo
heterogamético corresponde a la hembra (Sistema ZW/ZZ; White 1973; Bull 1983).
Particularmente, en Diptera existen dos mecanismos de determinacion del sexo bésicos
(Bull 1983; Schit y Noéthiger 2000). En el sistema de “balance génico”, como ocurre en
Drosophila, el fenotipo sexual depende del equilibrio entre ciertos genes presentes en los
cromosomas X y otros presentes en los autosomas; mientras que el cromosoma Y
(necesario para la fertilidad del macho) carece de funcién en el fenotipo sexual (Bull 1983;
Laugé 1985). En el sistema “Y dominante” el cromosoma Y porta el gen que determina la
masculinidad, como ocurre en varias lineas de Musca domestica Linnaeus (Hediger et al.

1998; Dilbendorfer et al. 2002). No obstante, en varios géneros y familias los cromosomas
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sexuales son homomorficos y la determinacién del sexo depende de un factor
masculinizante autosémico M (Tabla 6.1).

A pesar de los avances a nivel molecular, todavia se realizan mapeos fisicos de los
genes para analizar rasgos basicos del cariotipo porque el comportamiento de los
cromosomas Yy sus genes determinan el mecanismo de la herencia (Sumner 2003). Dado
gue los caracteres cromosdmicos son esencialmente morfolégicos pueden ser analizados
igualmente que los demas rasgos fenotipicos de los individuos y de las especies
(Macgregor 1993) y muchos de estos caracteres son discretos y faciles de reconocer
(Laugé 1985). El estudio del cariotipo de especies relacionadas permitié descubrir que las
mismas suelen presentar el mismo nimero cromosémico y que los cromosomas tienen
formas similares, aunque difieren en los valores C de contenido de ADN por genoma
haploide (MacGregor 1993; Rafael y Tadeo 1998; Parise-Maltempi y Avancini 2001,
Selivon et al. 2005). Por lo tanto, dentro de un mismo género una de las especies tiene
cromosomas mas grandes que las demas y, a nivel evolutivo, los cromosomas pueden
cambiar en tamafio aunque no se modifiquen las dimensiones relativas del complemento
cromosémico y sin que varie demasiado la morfologia o naturaleza de las especies

involucradas (White 1973; MacGregor 1993).
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Tabla 6.1. Breve resumen sobre los diferentes tipos de cromosomas sexuales y de los mecanismos de determinacion de sexo en el Orden

Diptera (obtenido de Marin y Baker 1998). H indica cromosomas sexuales homomorficos; A indica cromosomas autosémicos.

Suborden Infraorden Familia Género Cromosomas Mecanismo de determinacion
sexuales del sexo
Nematocera Tipulomorpha Tipulidae Tipula XX/XY; H
Pales XXIXY Factor masculinizante dominante
Bibionomorpha Sciaridae Sciara XX/X0 (somaético) Genotipo de la madre; balance génico X:A
Cecidomyiidae Mayetiola X1 X1 X2 Xof X1 X20 Genotipo de la madre; balance génico X:A
)
Culicomorpha Culicidae Culex H Factor masculinizante dominante
Anopheles H Factor masculinizante dominante
Aedes XXIXY Factor masculinizante dominante
Simuliidae Eusimulium H Factor masculinizante dominante
Chironomidae Chironomus H Factor masculinizante dominante (con
localizacién variable)
Polypedilum VAW ¥4
Brachycera Tabanomorpha Tabanidae XXIXY
Stratiomyidae XXIXY
Cyclorrhapha Muscomorpha-Aschiza Phoridae Megaselia H Factor masculinizante dominante (con
localizacién variable)
Schizophora-Acalyptrata Tephritidae Ceratitis XXIXY Factor masculinizante dominante
Anastrepha X1 X1 X2 Xof X1 XoY; ZW/Z2Z

Drosophilidae

(con excepciones)

Drosophila

XXIXY
(pocos XX/X0;

Balance génico X:A



Schizophora-Calyptrata

Muscidae
Calliphoridae

Musca
Calliphora
Chrysomya
Lucilia

X1 X1 X2 Xof X1 X2Y;
XXIXY1Y2

XXIXY; H

XXIXY; H

XXIXY; H

XXIXY

Varios mecanismos ?
Factor masculinizante dominante
Genotipo de la madre

Factor masculinizante dominante

& Ver Diibendorfer et al. 2002.



En todo estudio citogenético se considera el tamafio, numero, forma y diferenciacion
lineal de los cromosomas usando técnicas de bandeos (Lacadena 1996) para detectar y
diferenciar regiones eucromaticas y heterocromaticas (Heitz 1928; Macgregor 1993;
Lacadena 1996). La condicion heterocromatica se manifiesta por una mayor
(heteropicnosis positiva) o menor tincion (heteropicnosis negativa) en relacion con la
eucromatina (Heitz 1928). Ademéas, la heterocromatina puede ser constitutiva si
permanece condensada durante todo el ciclo celular y es visible en interfase, o facultativa
cuando se condensa diferencialmente en ciertos tejidos o en determinadas etapas del ciclo
celular (Macgregor 1993; Lacadena 1996).

Los cromosomas de los Diptera, como ocurre en los insectos en general, no responden
al tratamiento para bandas G (White 1973; Laugé 1985; Lacadena 1996) pero pueden
aplicarse otras técnicas de bandas cromosomicas (Bull 1983; Lacadena 1996) junto con
las técnicas moleculares modernas (Selivon y Perondini 1997; Willhoeft 1997; Hediger et
al. 1998; Parise-Maltempi y Avancini 2000, 2001). Las regiones organizadoras del nucleolo
(NORs) se pueden tefiir con plata cuando estan activas (Howell y Black 1980) y mediante
técnicas de hibridacion in situ fluorescente (FISH), usando sondas especificas para el ADN
ribosomal (Sumner 2003).

El principal objetivo de este capitulo es caracterizar cariotipicamente a ambas especies
de Pseudacteon porque puede ser Util para 1) resolver problemas taxonémicos a nivel de
especie, variedades o demos (Folgarait et al. 2006; Kronforst et al. 2007), 2) determinar el
mecanismo de determinaciéon sexual y 3) porque para trabajar en control biolégico es
necesario conocer las caracteristicas citologicas de las especies para poder manipular la

proporcion de sexos a favor de las hembras, mientras sea posible.

Objetivos

Poner a punto la técnica para la obtencion de preparados citogenéticos

Caracterizar por primera vez el cariotipo de Pseudacteon curvatus y P. tricuspis

Comparar a nivel citolégico de ambas especies analizadas

Materiales y métodos

6.2.1 Recoleccidon de los ejemplares
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Los experimentos fueron realizados entre agosto de 2006 y noviembre de 2007.
Pseudacteon curvatus y P. tricuspis, fueron criados sobre colonias de Solenopsis invicta
colectadas en las cercanias de Mercedes, Corrientes (29° 47" Sur y 58° 03" Oeste). Los
adultos de P. curvatus fueron colectados en la Reserva Ecoldgica Costanera Sur (RECS),
Buenos Aires (34° 37" Sur y 58° 22" Oeste), y los de P. tricuspis en San Javier, Santa Fe
(30° 58" Sury 59° 94" Oeste), Argentina.

6.2.2 Obtencion de células en division

Para obtener individuos en desarrollo se realizaron varios ensayos de oviposicion en el
laboratorio introduciendo en cada bandeja de vuelo igual cantidad de obreras grandes,
medianas y pequefias (667 hormigas por categoria) y de 3-6 hembras de P. curvatus o de
P. tricuspis a las que se les permiti6 oviponer por 2 h. Las hormigas “atacadas” se
mantuvieron en cuartos de cria a 28 + 1°C, con un fotoperiodo de 12: 12 (L:O) y a 80 + 10
% HR. Los ejemplares fueron diseccionados en el Laboratorio de Citogenética y Evolucion,
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires (LACYE, FCEN,
UBA).

6.2.2. a A partir de ejemplares adultos

Para obtener células en division mitética se diseccionaron los ganglios cerebrales de
hembras y machos de Pseudacteon y para obtener células en meiosis se diseccionaron
sus gobnadas. Los ganglios cerebrales presentaron indices mitdticos muy bajos, las
ovariolas huevos maduros y los testiculos espermatozoides, por lo que no fueron Utiles

para los estudios citogenéticos.

6.2.2. b A partir de pupas

Posteriormente, se diseccionaron pupas de diferentes etapas de desarrollo para elegir
las que presentaran el mayor indice mitético. Las pupas de 3 a 5 dias de desarrollo
carecieron de tejidos diferenciados por lo que no fue posible determinar el sexo de las
mismas (Fig. 6.1a). Las pupas con mas de 7 dias de desarrollo presentaron tejidos
diferenciados y pudieron ser sexadas. Las pupas con 11 dias de desarrollo presentaron

organos y apéndices desarrollados (Fig. 6.1b-f). Para caracterizar citogenéticamente a
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ambas especies de Pseudacteon se eligieron a las pupas de 3 a 5 dias de desarrollo

porgue presentaron los indices mit6ticos mas altos.

Figura 6.1. Diferentes estados en el desarrollo de las pupas de P. tricuspis obtenidas de las cabezas del
hospedador. a) Pupa de 4 dias de desarrollo; no se observan tejidos diferenciados. b) Pupa de 7 dias de
desarrollo; se empiezan a observar los tejidos del adulto. ¢) Ovariolas de una pupa femenina con 11 dias
de desarrollo. d) Ovariola con huevos maduros. €) Testiculo de una pupa masculina de 8 dias desarrollo
lleno de pseudoespermatdforos. f) Pseudespermatoéforos. Escalas: 250 ym (Figs. a y b); 100 um (Fig. c);
10 um (Figs. d y f); 50 uym (Fig. e).

Como en P. tricuspis las pupas femeninas se desarrollan en hormigas mas grandes
que las pupas masculinas (Fig. 4.1), las cabezas fueron medidas (a la altura de los 0jos)
antes de ser diseccionadas. Las pupas desarrolladas en cabezas de 0,93 + 0,05 mm

fueron catalogadas como hembras y las que se desarrollaron en cabezas de 0,77 + 0,04
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mm como machos potenciales. Debido a que las hembras y machos de P. curvatus se
desarrollan en hospedadores de igual tamafio las pupas no pudieron ser catalogadas por

sexo (Fig. 3. 3).

6.2.3 Diseccion de los ejemplares y obtencidn de las preparaciones cromosomicas

Las pupas fueron separadas de la cabeza de la hormiga en solucién fisiolégica para
insectos (anexo Cap. 6) y se usoO todo el contenido de las mismas para obtener las
preparaciones cromosémicas mediante el método de dispersion en plato caliente (45 °C),

siguiendo el siguiente protocolo:

1. Preparacion de los portaobjetos: incubar los preparados en HCI 1% en etanol 96% por
1 hora. Secarlos con papel absorbente.

Diseccionar el ejemplar en solucién fisiolégica bajo microscopio estereoscopico.
Colocar la pupa en solucion hipoténica durante 20 min.

Fijar en solucién Carnoy durante 15 min.

o > 0N

Colocar 15 ul de acido acético glacial 60% en el portaobjetos y mediante una pequefia

incisién sacar la mayor cantidad de grasa posible.

6. Traspasar la pupa a otro portaobjetos con 15 pl de acido acético glacial 60% y
macerar los tejidos usando agujas de diseccién con filamentos de tungsteno..

7. Descartar el pupario y dispersar el material sobre el plato caliente moviéndolo en una
superficie que corresponda al cubreobjetos usando las agujas de tungsteno a medida
que la gota se contrae.

8. Colocar el preparado sobre un borde lateral para retirar el exceso de citoplasma y
restos de tejido. Dejar secar boca abajo.

9. Observar la preparacion cromosomica al microscopio de contraste de fase.

10. Deshidratar la preparacion mediante pasajes sucesivos en etanol 70%, etanol 80% y
etanol 96% durante 30 seg. en cada uno.

11. Dejar secar.

12. Conservar a - 20 °C.

Los preparados obtenidos fueron tefiidos con Giemsa 4% o DAPI para confeccionar el
cariotipo (Seccion 6.2.4), con diferentes técnicas de bandas cromosomicas (Bandas C,
NOR; Seccién 6.2.6) o con DAPI-CMA; para hibridacion in situ fluorescente (FISH; Seccion
6.2.7).
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6.2.4 Confeccidn de los cariotipos

Para estudiar las caracteristicas morfolégicas, los pares de cromosomas homoélogos
fueron ordenados en relacion a su tamafio (de mayor a menor) y a su forma (posicion del
centromero). Para describir la morfologia de los cromosomas se usé la nomenclatura
descripta por Levan et al. (1964), clasificando a los cromosomas en funcion de sus indices

centromeéricos (IC; Tabla 6.2).

IC = (longitud brazo corto / longitud cromosomica) x 100

Tabla 6.2. Categoria de los cromosomas en funcién de sus indices centromeéricos (IC).

Indice centromérico (IC) Categoria Sigla
50,0-37,5 metaceéntrico m
37,5-25,0 submetacéntrico sm
25,0-125 subtelocéntrico st

125-0 telocéntrico t

Para comparar la morfologia cromosémica dentro y entre las especies de Pseudacteon

también se considero:

- el indice de brazos (r),
- el porcentaje del complemento haploide (% set) y

- la longitud cromosomica total (LCT).

r=q/p con  p = longitud brazo corto

q = longitud brazo largo

% set = (LC x 100) / LCT con  LC =longitud de cada cromosoma

LCT = longitud cromosémica total

LCT=%2LC

6.2.5 Morfologia cromosomica
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Los cromosomas seleccionados pertenecieron a individuos que presentaron células en
prometafase mitéticas. Para la confeccion de los cariotipos se consideraron los preparados
qgue tuvieron al menos 3 células en prometafase (20,78 + 9,76 células/preparado). Se
diseccionaron en total 264 pupas de P. curvatus y 93 pupas de P. tricuspis. El cariotipo de
P. tricuspis se determind a partir de 17 pupas potencialmente masculinas y de 24 pupas
potencialmente femeninas; mientras que el cariotipo de P. curvatus se determind a partir

de 35 pupas.

6.2.6 Técnicas de bandas cromosdmicas

La técnica de Bandas C es el método convencional para estudiar las regiones de
heterocromatina constitutiva ya que se extrae ADN de modo selectivo de las regiones
eucromaticas permitiendo que las regiones heterocromaticas se tiflan con mayor
intensidad. Las técnicas de bandas secuenciales con fluorocromos DAPI (4'6-diamidino-2-
fenilindol) y CMA; (cromomicina Ag) permiten detectar regiones ricas en AT y en GC,
respectivamente. La tincion argéntica (Ag-NOR) se usa para identificar nucléolos y
regiones organizadoras nucleolares (NORs) que han participado en la sintesis del nucléolo
en la profase o interfase precedente a la division celular. Por lo tanto, este método sirve
para estudiar la actividad génica de las zonas de ADN ribosomal (ADNr) por medio de la

microscopia optica.

6.2.6. a Protocolo para la técnica de bandas C

1. Hidrolizar los preparados en HCI 0,2N a temperatura ambiente durante 15 min.

2. Lavarlos con H;Oq4 e incubarlos en solucion de hidréxido de bario 5% a temperatura
ambiente durante 35 min.
Lavarlos bajo agua corriente durante 1 min. agitando el portaobjetos.
Incubarlos en solucién salina 2xSSC a 60 °C durante 1 h.
Realizar un lavado en H,O4 rapido y colorear los preparados con Giemsa 4% en buffer
fosfato pH 6,8-7,0 controlando la coloracién bajo microscopio. O tefiirlos con DAPI (ver
Seccion 6.2.6.b).
Interrumpir la coloracién mediante un breve enjuague en H,Oyq.

Dejar secar y montar en medio de montaje DPX.

6.2.6. b Protocolo para la tincién con DAPI-CMA;
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1. Incubar las preparaciones cromosomicas en Triton X-100 1%/PBS en bafio con
agitacion a 25 °C durante 5 min.

2. Tefiren 0,1 ug/ml de DAPI en Triton x-100 1%/PBS en bafio con agitacién a 25 °C por

15 min.

Lavar en Kodak Photo-Flo 1%/PBS en bafio con agitacion por 4 min.

Lavar en Kodak Photo-Flo 1%/H,0O ultrapura en bafio con agitacién a 25 °C por 1 min.

Lavar sucesivamente con agua destilada, buffer Mcllvaine y H,Oq.

o g M~ w

Agregar 75 pl de CMA;3, cubrir con cubreobjetos de plastico y mantener en camara

humeda en oscuridad por 1 h.

Lavar con H,Oq, buffer Mcllvaine y H,Oq y retirar el cubreobjetos.

8. Agregar 30 ul de medio de montaje Vectashield, colocar cubreobjetos de vidrio de 24 x
50 mm.

9. Presionar el cubreobjetos para remover el exceso de medio de montaje y sellar.

10. Incubar a 37 °C en camara humeda en oscuridad durante 72 h.

11. Conservar a 4 °C hasta su observacién con microscopio de fluorescencia.

NOTA I: En todas las soluciones el PBS puede reemplazarse por 2xSSC.

NOTA II: En el caso de tefir solo con DAPI se pasa del punto 4 al punto 8.

6.2.6. ¢ Protocolo de laimpregnacién argéntica (Howell y Black (1980)

1. Colocar 2 gotas de la solucién de gelatina 1% en H,O4 ajustada con &cido férmico a
pH 3,5 y 4 gotas de la solucion de AgNO; 100% en H,O4 sobre la preparaciéon
cromosomica (ver anexo Cap. 6).

Colocar un cubreobjetos de vidrio.

3. Colocar la preparacion en plato caliente a 60 °C hasta que el preparado obtenga una
coloracion amarilla (en menos de 30 seg. la mezcla se tornara de color amarillo y en
menos de 2 min. se volvera de color marrén dorado).

Retirar la preparacion y lavar con H,O4 hasta que se desprenda el cubreobjetos.

Dejar secar y montar en medio de montaje DPX.

6.2.7 Hibridacion in situ fluorescente (FISH)

Para la técnica de Hibridacién in situ fluorescente (FISH) se utiliz6 una sonda de
ADN ribosomal 18S (ADNr 18S) desarrollada mediante reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) por la Dra. Silvia Lanzavecchia, segun la metodologia de Fukova et al.
(2005), en el INTA de Castelar. Los dos pares de cebadores (Het 62218s F y Het 143018s

R) usados para elaborar la sonda fueron disefiados a partir de una secuencia consenso de
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ADNr 18S de Ceratitis capitata (Weidemann) (Diptera: Tephritidae) por GibcoBRL Custom
Primers (Invitrogen Life Technologies Inc., Buenos Aires, Argentina). La PCR fue
conducida en un termociclador Mastercycler® Gradient Eppendorf (Eppendorf AG,
Hamburg, Germany). Las reacciones se realizaron en un volumen total de 50 pl al que se
agregd6 4 pl de Buffer Tag 1x, 10 pmol de desoxinucleétidos dNTP/L mix, 2 unidades de
Taq ADN polimerasa (Fermentas Life, Sciences, Buenos Aires, Argentina), 30 ng/ul de
cada cebador y 100 ng de ADN gendmico de Ceratitis capitata como ADN molde de
acuerdo con el procedimiento seguido por Baruffi et al. (1995). Los ciclos de reaccién
presentaron un paso de denaturalizacion inicial del ADN de 4 min. a 94 °C; seguido de 29
ciclos de 1 min. a 94 °C, 1 min. a 48 °C y 75 seg. a 72 °C, y un paso de elongacion final de
7 min. a 72 °C. Los productos de la PCR (12-15 pl) fueron sembrados en gel de agarosa
1% y visualizados con bromuro de etidio 10%. Los segmentos amplificados de 900 pb
fueron corridos junto a un marcador de peso molecular Leader 100pb (Productos Bio-
Légicos, Universidad Nacional de Quilmes). Se corté del gel la banda correspondiente a
los segmentos amplificados y se extrajo el ADN usando el equipo de extraccion de ADN

QIAquick (Qiagen GmbH, Hilden, Germany).

6.2.7. a Marcado de la sonda

La sonda se marcé mediante “nick translation” con 14-biotina dUTP (BioNick Labelling

System, Invitrigen Life Technologies Inc., Buenos Aires, Argentina).

6.2.7.b Desnaturalizacién e hibridacion de la sonda

1. Mezclar la sonda marcada (~5-50 ng/preparado), ADN competidor (esperma de
salmén 2,5 ul= 25 pg/preparado) y agua miliQ.

Agregar NaOAc 3M (1/10 volumen) y etanol 100% (2,5 volimenes).

Precipitar a -80 °C durante 60 min.

Centrifugar a 13.000 rpm durante 20 min.

Descartar el sobrenadante y lavar con etanol 70% frio (400 pl).

Centrifugar a 13.000 rpm durante 10 min.

Descartar el sobrenadante, vortecear y dejar secar entre 2 a 3 min.

© N o o R wN

Disolver en formamida deionizada precalentada a 37 °C durante 30 min. (5
pl/preparado).

9. Agregar sulfato de dextrano 20% (5 pl/preparado) y mezclar.

10. Desnaturalizar la sonda a 90 °C durante 5 min.

11. Colocar en hielo e incubar durante 3 min. minimo.
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6.2.7. ¢ Desnaturalizacion y pre-tratamiento de los preparados

1.

Envejecer los preparados a -20 °C durante 2 hs 0 mas. Deshidratarlos en etanol 70%
(durante 2 min.), etanol 80% y etanol 100% (30 seg. cada uno). Dejar secar.

Incubar con RNasa A (100 ug/ml en 2X SSC) a 37 °C en camara humeda por 1 h.
Remover los cubreobjetos y realizar dos lavados en 2X SSC en bafio con agitacion a
25 °C durante 15 min.

Incubar en solucién Denhart 5X a 37 °C en bafio con agitacién por 30 min.
Desnaturalizar en formamida 70% (100 pl/preparado) a 72 °C en plato caliente durante
3,5 min.

Remover el cubreobjetos y colocar a los preparados en etanol 70% frio (-20 °C)
durante 2 min.

Deshidratar en etanol 80% y 100% a temperatura ambiente 30 seg. cada uno.

Secar al aire.

6.2.7. d Hibridacién

1. Agregar 10 pl de la mezcla de hibridacion en cada
preparado.

2. Colocar un cubreobjetos de vidrio de 24x24 mm, presionar
para distribuir la mezcla homogéneamente y sellar con
pegamento.

3. Incubar durante toda la noche a 37 °C en camara himeda.

6.2.7. e Lavados (en bafo con agitacion a 42°C)

1.

2
3
4.
5

Retirar el pegamento con pinza y remover el cubreobjetos en una solucion 2X SSC.
Lavar en 2X SSC durante 10 min.

Lavar en formamida 20% / 0,1X SSC durante 10 min.

Lavar en 0,1X SSC y en 2X SSC durante 5 min. cada uno

Lavar dos veces en Tween 20 0,2% / 4X SSC, durante 5 min. a temperatura ambiente.

6.2.7.f Deteccion de la sonda

1.

Incubar en BSA 5% / Tween 20 0,2% / 4X SSC a temperatura ambiente durante 20
min. (150 (Jl BSA/preparado).

Agregar 100 pl/preparado de solucion de Cy3-estreptavidina en BSA 5% e incubar a
37 °C durante 1 h en oscuridad en cdmara humeda.

Lavar tres veces en Tween 20 0,2% / 4X SSC a 37 °C durante 3 min. cada uno.
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6.2.7. g Tincidn con DAPI (en bafio con agitacion a 25 °C)

1. Lavar en Tritén X-100 1% / PBS durante 5 min.

2 Tefiir con DAPI (0,1 pg/ml) en Tritén X-100 1% / PBS durante 15 min.

3 Lavar en Kodak PhotoFlo 1% / PBS durante 4 min.

4. Lavar en Kodak PhotoFlo 1% / H,O ultrapura durante 1 min.

5 Agregar 30 pl de medio de montaje Vectashield, cubrir con cubreobjetos de
24x24 mm y sellar con esmalte.

6. Conservar a 4-8° C en oscuridad.

6.2.8 Analisis estadisticos

Para la confeccion del cariotipo, se fotografiaron a las células més representativas con
una camara fotografica digital Leica DFC 350 FX, acoplada a un microscopio Leica DMLB
equipado con sistema de epifluorescencia. Las imagenes fueron procesadas utilizando el
programa de procesamiento de imagenes Leica IM50 Image Manager (Imagic
Bildverarebeitung AG). Las medidas de los cromosomas (IC, r, % complemento haploide)
fueron realizadas con el programa Micromeasure 3.3 (Aaron Reeves, Colorado State
University, Fort Collins, CO 80523, USA). Los datos usados para comparaciones dentro y
entre especie fueron analizados con la prueba T de Student y con un andlisis de la
varianza (ANOVA) de 1 factor porque los mismos fueron normales y presentaron
homocedacea seguido por un ajuste secuencial de Bonferroni para controlar el error global
de Tipo | (p = 0,025; Sokal y Rohlf 1969). Todos los andlisis estadisticos fueron realizados
con el programa STATISTIX (Analytic Software 1998, Tallahassee, FL). Las ldminas fueron

confeccionadas utilizando el programa computacional Adobe Photoshop version 6.0.
6.3 Resultados

Cariotipos

Pseudacteon curvatus y P. tricuspis presentaron un cariotipo de 2n = 6 con dos pares
de cromosomas metacéntricos y un par subtelocéntrico (Fig. 6.2) que mostraron

apareamiento somético desde la profase hasta la metafase mitética, que fue més evidente

en las regiones pericentroméricas. Los cromosomas de las hembras y machos de P.
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tricuspis no fueron heteromarficos ni presentaron diferentes longitudes cromosémicas (t =

0,43; g.l. =39; p = 0,67).

";"‘,_\
AN

Figura 6.2. a) Células en profase mitética de P. curvatus.
b) Células en metafase mitética de P. tricuspis. ¢) Célula en
metafase mitética de P. curvatus. d) Célula en anafase
mitética de P. curvatus. Los cromosomas fueron tefiidos
con Giemsa (a) o DAPI (b-d). Barra = 10 ym

Los pares cromosémicos metacéntricos | y Il presentaron tamafios similares (LC) y
fueron de mayor tamafio que los cromosomas subtelocéntricos en ambas especies
analizadas (F, 102 = 11,68; p < 0,0001 y F;, 10 = 36,93; p < 0,0001, para P. curvatus y P.
tricuspis, respectivamente; Tabla 6.3). Asimismo, para ambas especies analizadas, los 3
pares de cromosomas representaron diferentes porcentajes en el complemento haploide y
los cromosomas del par | representaron cerca del 20% del complemento (F2, 10, = 628,87,
p <0,0001y F; 150 = 420,11; p < 0,0001, para P. curvatus y P. tricuspis, respectivamente;

Tabla 6.3).
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Tabla 6.3. Comparacion del complemento somatico (% complemento haploide, r: indice de brazos, IC: indice centromérico) de ambas

especies de Pseudacteon. a) Comparaciones en P. curvatus. b) Comparaciones en P. tricuspis.

a) Pseudacteon curvatus

Longitud cromosémica promedio % del complemento i b
Cromosoma . a o r=plq IC Categoria N
(media = DE; pm) haploide
| 47,11+17,53 a 19,96 a 1,14 £ 0,10 46,87 metacéntrico 35
Il 42,19+14,89 a 17,75 b 1,15+ 0,09 46,63 metacéntrico
1 30,01+12,14 b 12,29 ¢ 3,99+0,89 21,18 Subtelocéntrico

b) Pseudacteon tricuspis

| 44,69+11,14 a 19,88 a 1,20+ 0,17 45,78 metacéntrico 41
1l 40,43+£9,26 a 18,07 b 1,18+ 0,16 46,20 metacéntrico
1l 27,20£7,77 b 12,05 ¢ 5,20+ 0,74 14,53 Subtelocéntrico

% Las comparaciones en la longitud cromosémica (LC) y en el complemento haploide para cada especie de Pseudacteon fueron hechas con un ANOVA de 1 factor.
Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0,025).
® N indica el nimero de preparados muestreados por especie.
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Figura 6.3. Bandas C en

Asimismo ambas especies de Pseudacteon presentaron longitudes cromosémicas
totales (225,31+ 70,74 vs. 220,11 + 54,69 pm, para P. curvatus y P. tricuspis,
respectivamente; t = 0,79; g.I. = 53; p = 0,78) y tamafios relativos de los cromosomas en el
complemento haploide similares (t ¢rom | = 0,15, g.l. =47, p =0,88; t cromn = 1,49, 9.l. =47, p
=014, yt qomm = 1,10, gl. = 47 p = 0,28 para los pares cromosomicos |, I, y Il

respectivamente).

6.3.1 Bandas C

Ambas especies de Pseudacteon presentaron escasa cantidad de heterocromatina C
positiva. En P. curvatus se detectd una banda C positiva en el brazo corto (p) del par
subtelocéntrico que ocupé el 81% del brazo y una banda C positiva en el brazo largo (q)
del par metacéntrico Il; mientras que el par metacéntrico | fue totalmente C negativo (Fig.
6.3). En P. tricuspis también se observd una banda C positiva en el brazo largo (q) del par
metacéntrico 1l y el par metacéntrico | fue totalmente C negativo, pero el par
subtelocéntrico presenté la banda C positiva en el brazo largo (q) ubicada cerca del

centromero y represent6 el 4% del mismo (Fig. 6.4).

cromosomas mitéticos de P. curvatus.
a) Profase. b) Anafase temprana. c-d)
Metafase. Los cromosomas fueron
teflidos con DAPI. Se observan
bandas C positivas en el par
cromosoémico Il y en el brazo corto (p)
del par subtelocéntrico (lll). Las
flechas indican las bandas C+. Barra
=10 pm.
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Figura 6.4. Bandas C en cromosomas mitéticos de P. tricuspis. a-b) Profase. c-e) Metafase. Los
cromosomas fueron teflidos con DAPI. Se observan bandas C positivas en el par cromosomico Il y en el
brazo largo (q) del par subtelocéntrico (lll). Las flechas indican las bandas C+. Barra = 10 ym.

6.3.2 Bandas DAPI-CMA3;

La técnica de bandas fluorescentes DAPI-CMA; no revel6 regiones particularmente

ricas en AT (DAPI") 0 en CG (CMA3") en P. curvatus (Fig. 6.5) o en P. tricuspis (Fig. 6.6).

Figura 6.5. Bandas fluorescentes DAPI-CMA; en los cromosomas de P. curvatus. No se observan bandas
DAPI o CMA; positivas. Se observa a una misma célula en profase mitética tefiida con DAPI (a) y con
CMA; (b). Barra = 10 pm.
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Figura 6.6. Bandas fluorescentes DAPI-CMA3 en los cromosomas de P. tricuspis. No se observan bandas
DAPI o CMA; positivas. Se observa a una misma célula en profase mitética tefiida con DAPI (a) y con
CMA; (b). Barra = 10 pm.

6.3.3 Bandas Ag-NOR

La técnica de impregnacion argéntica revel6 un solo nucleolo en los nucleos
interfasicos y 2 sefiales en profase temprana en ambas especies de Pseudacteon, pero no

se obtuvieron resultados NOR positivos de los cromosomas en metafase (Fig. 6.7).
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Figura 6.7. Nucleos interfasicos de P. curvatus (a) y de P. tricuspis (c) en los que se observa un solo
nucleolo. b) En profase temprana se observan 2 sefiales Ag-NOR. d) En metafase no se observan

sefiales Ag-NOR. Barra = 10 pym.

6.3.4 Hibridacion in situ fluorescente (FISH)
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La sefial de hibridacion en P. curvatus (Fig. 6.8) y en P. tricuspis (Fig. 6.9) estuvo

localizada en el par cromosémico Il en la misma posicién que la banda C (Figs. 6.3y 6.4) y

posiblemente también se corresponda con las sefiales Ag-NOR (Fig. 6.7).

Figura 6.8. Hibridacion in situ fluorescente (FISH) de la sonda de ADNr en los cromosomas de P.

curvatus. La sefial de hibridacion esta en el par Il. a) Profase mitética. b-e) Metafase mitética. Barra = 10

pm.

6.3.5 Idiogramas

Figura 6.9. Hibridacion in situ
fluorescente (FISH) de la sonda
de ADNr en el par Il de P.
tricuspis. a) Prometafase. b) Se
observa las cromatidas
hermanas en metafase. c-d)
Metafase.

Barra =10 pym.

En base a las diferentes técnicas de bandas cromosémicas aplicadas, se elaboraron

los idiogramas de ambas especies de Pseudacteon (Fig. 6.10).
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Figura 6.10. Idiogramas de los cariotipos de Pseudacteon. a) Idiograma de P. curvatus. b)
Idiograma de P.tricuspis. Se indican las bandas C positivas como bloques de color negro y las

regiones organizadoras nucleolares detectadas con FISH con flechas.

H.oo ME

A
N

6.4 Discusion

Pseudacteon curvatus y P. tricuspis presentaron cariotipos similares de 2n = 6, con dos
pares de cromosomas metacéntricos y un par de cromosomas subtelocéntricos (Fig. 6.2).
Aunque ambas especies presentaron similares longitudes cromosémicas totales (LCT),
sus LCT fueron mayores que las observadas en P. nocens, lo cual podria estar revelando
mayor contenido de ADN (Chirino et al. 2009*). Esta diferencia, sin embargo, no alterd la
morfologia cromosdmica de las 3 especies analizadas; por lo que el incremento en el
contenido de ADN habria ocurrido de manera proporcional en los tres pares cromosémicos
(Fig. 4 en Chirino et al. 2009*). Esta escasa diferencia en las longitudes relativas de los
cromosomas y en la relacion de brazos de P. curvatus, P. tricuspis y P. nocens, sugeriria
gue los cromosomas de Pseudacteon estan altamente conservados y que los rearreglos
que pudieron haber ocurrido no afectaron la morfologia general de los cariotipos. El
incremento de ADN sin cambios relativos en la morfologia de los cromosomas del
complemento también ha sido observado en otras familias de Diptera, como Culicidae
(Rafael y Tadei 1998), Calliphoridae (Parise-Maltempi y Avancini 2001) y Tephritidae
(Selivon et al. 2005).
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En P. curvatus y P. tricuspis también se observé una Unica regidn organizadora
nucleolar (NOR) ubicada en el brazo largo (q) del par metacéntrico Il (Fig. 6.7) que
coincidié con la sefal de hibridacion in situ fluorescente especifica para la subunidad
ribosomal 18S (Figs. 6.8 y 6.9). En los dipteros, las regiones NOR estan altamente
conservadas y por ende son buenos marcadores para estudiar la evolucion del cariotipo v,
en la mayoria de las especies, suelen estar localizadas en los cromosomas sexuales del
complemento (Parise-Maltempi y Avancini 2000).

Una de las diferencias mas evidentes estuvo relacionada con la presencia de una
banda C positiva que en P. curvatus se localizé en el brazo corto (p) del par cromosémico
subtelocéntrico (Fig. 6.3); mientras que en P. tricuspis se ubico en el brazo largo (q) cerca
del centromero (Fig. 6.4). Esta diferencia puede ser explicada por una inversion
pericéntrica en uno de los cromosomas del par Ill seguida de una posterior homocigosis de
ese rearreglo cromosomico, lo cual habria ocurrido durante el proceso de diferenciacion
entre ambas especies (Fig. 6.11). Sin embargo, a partir de los datos disponibles no es
posible asegurar la direccion del cambio evolutivo, lo cual se indica en la doble direccion
de las flechas en la Figura 6.11. En Pseudacteon, la banda C positiva del segundo par
cromosomico coincidié con la localizacién de la sefial de hibridacién in situ fluorescente
(Figs. 6.3, 6.4, 6.8 y 6.9). En general, los dipteros presentan bloques heterocrométicos
pericentroméricos y, cuando existen bandas C positivas intersticiales, éstas coinciden con
las sefales para el ADN ribosomal obtenidos mediante FISH (Willoheft 1997; Hediger et al.
1998; Parise-Maltempi y Avancini 2000). Por lo tanto, ambas especies de Pseudacteon
aqui descriptas se ajustaron a esta regularidad presente en otros dipteros, a pesar de la

escasa heterocromatina C positiva (Fig. 6.10).

i 0 00
o
P, curvatus P, tricuspis

Figura 6.11. Posibles cambios ocurridos en el par cromosémico Il de P. curvatus (izquierda) y P. tricuspis
(derecha). Las lineas horizontales indican la inversion pericéntrica ocurrida, seguida de la homocigosis en
ese rearreglo. Se marcan en negro los bloques de heterocromatina.
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Es interesante destacar que en un estudio cariotipico similar llevado a cabo con
Pseudacteon nocens Borgmeier, también se encontré un cariotipo con 2n = 6, con dos
pares de cromosomas metacéntricos y uno telocéntrico (Chirino et al. 2009*), que presentd
una region NOR activa en el brazo g del par metacéntrico Il. El andlisis de bandas C
también revel6 una pequefa banda C positiva asociada a esta region NOR; mientras que
el par telocéntrico fue totalmente C negativo. Estos datos sugeririan que la adquisiciéon de
la heterocromatina en el tercer par cromosémico en Pseudacteon habria ocurrido con
posterioridad a la diversificacion ocurrida entre P. nocens y el antecesor de P. curvatus y
P. tricuspis, las que se diferenciaron citogenéticamente con posterioridad. De los pocos
estudios a nivel filogenético realizados en Pseudacteon, se indica que P. nocens tendria
un antecesor mas cercano diferente al antecesor comdn entre P. curvatus y P. tricuspis,
aunque la relacion filogenética del complejo de especies analizadas sigue aun sin
resolverse (Calcaterra et al. 2008a).

El andlisis citogenético realizado hasta el momento en Pseudacteon no permite
reconocer cromosomas sexuales diferenciados morfolégicamente, aunque podria ocurrir
una situacion similar a la descripta para M. scalaris y M. spiracularis (Willhoeft y Traut
1990; Wolf et al. 1996). Particularmente, M. scalaris presenta el mismo ndmero
cromosomico y una morfologia cromosémica similar a la observada para Pseudacteon. El
sexo se determina por la presencia/ausencia del factor M determinante de la masculinidad,
cuya presencia activa las secuencias génicas para el desarrollo masculino (Mainx 1964;
Traut et al. 1990; Willhoeft y Traut 1990; Traut y Wollert 1998). El factor M puede cambiar
de posicion entre diferentes cromosomas mediante translocaciones o transposiciones
(Mainx 1964; Willhoeft y Traut 1990; Traut 1999). En la linea original las tasas de
translocaciones entre los grupos de ligamiento I, Il o Il son menores al 0,5% (Mainx 1964)
y el factor M se ubica en el tercer par cromosémico; mientras que en las lineas Wien y
Tennessee (derivadas de la original) el factor M se localiza en el par cromosémico Il
aunqgue las tasas de translocacion siguen siendo extremadamente bajas (0,08 + 0,03 %;
Traut y Willhoeft 1990; Traut et al. 1990; Traut 1994).

Hasta el momento, en las lineas de M. scalaris el andlisis citogenético no permitié
detectar diferenciacién morfoldgica entre los cromosomas X e Y, ni tampoco diferencias a
nivel de hibridacion gendmica comparada (CGH; Traut et al. 1999), aunque se detectd que
los cromosomas sexuales estan en un estado de diferenciacion incipiente y el cromosoma

Y, que es altamente conservado, presenta una regidon no recombinante (Willhoeft y Traut
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1990; Traut 1994; Traut et al. 1999). Por lo tanto, a pesar de que en los machos de la linea
original de M. scalaris (Mainx 1964) existia recombinacion entre ambos cromosomas X e
Y, la misma se ha ido reduciendo en las diferentes lineas derivadas hasta llegar a ser
inexistente en la region en la que se encuentra el factor M de la linea Wien (Traut y Wollert
1998). Es probable que los cromosomas sexuales de Megaselia estén en las primeras
etapas de diferenciacion luego de haber adquirido una funcion determinante del sexo (el
factor M), seguida por la supresion de recombinacion entre los cromosomas X e Y del
macho, lo cual podria evolucionar en una mayor diferenciacion (diferenciacién morfolégica)
entre los cromosomas sexuales en el sexo heterogamético.

En base a las similitudes encontradas en los cariotipos de Pseudacteon y Megaselia en
cuanto al nimero y forma de los cromosomas y, a la presencia de un factor masculinizante
con cromosomas morfolégicamente homomoérficos en muchos géneros y familias dentro
del orden Diptera (Tabla 6.1), proponemos que el mecanismo de determinacion del sexo
en Pseudacteon es genético y parecido al encontrado en M. scalaris (Mainx 1964; Traut et
al. 1990; Traut 1994), con la presencia de un factor masculinizante M en uno de los pares
cromosoémicos del complemento. Queda por investigar la presencia 0 ausencia de este
factor mediante técnicas de hibridacion con sondas especificas como las desarrolladas
para M. scalaris, determinar en cual de los tres pares cromosomicos estaria localizado ese
factor y encontrar secuencias de ADN especificas para hembras y machos,

respectivamente.
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6.5 Conclusiones

- Las pupas de 3 a 5 dias de desarrollo presentan los mejores indices mitéticos para

realizar los preparados citolégicos en Pseudacteon.

- Pseudacteon curvatus y P. tricuspis presentan un cariotipo similar de 2n = 6, con

dos pares de cromosomas metacéntricos y un par subtelocéntrico.

- Los cromosomas pertenecientes a las hembras y machos de P. curvatus y P.

tricuspis son morfolégicamente indistinguibles.

- Ambas especies de Pseudacteon presentan escasa heterocromatina C positiva.

- Ambas especies de Pseudacteon se caracterizan en funcion de sus Bandas C.

- Pseudacteon curvatus presenta una banda C positiva en el brazo corto del tercer

par cromosémico, mientras que P. tricuspis presenta una banda C positiva en el brazo

largo del mismo par cromosémico.

- Ambas especies de Pseudacteon presentan una regiéon NOR en el brazo largo del

segundo par cromosoémico coincidente con la banda C de ese par.

- El cariotipo de las especies de Pseudacteon analizadas es similar al observado en

Megaselia.
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Capitulo 7

Discusién general

Seccidn 1 ¢Qué prefieren y como se desarrollan ambas especies de Pseudacteon

sobre su hospedador?

Este trabajo fue el primero en caracterizar ecoldgica y comportamentalmente a ambas
formas sociales de la hormiga S. invicta en Argentina. En ambos sitios de muestreo
(Chaco y San Javier, Santa Fe) las colonias monoginicas predominaron ecolégicamente
sobre las poliginicas, como ocurre en Corrientes, Formosa y Brasil (Greenberg et al. 1985;
Ross et al. 1987, 1997; Trager 1991; Porter 1992, 1993; Porter et al. 1992, 1997). Los
nidos monoginicos fueron 3,5 veces méas abundantes y se dispusieron a mayores
distancias relativas entre si que los poliginicos (Tabla 2.3; Fig. 2.9). Esta separacion
espacial concuerda con las observaciones de que las hormigas monoginicas son agresivas
y territoriales frente a coespecificas ajenas al nido (Obin y Vander Meer 1988; Vander
Meer et al. 2008) manteniendo &reas de forrajeo exclusivas (Adams 2003; Adams y
Tschinkel 2001); mientras que las hormigas poliginicas no defienden agresivamente su
territorio bajo las mismas condiciones. Por ende, se concluye que la ausencia de
comportamientos agresivos entre colonias poliginicas vecinas les brinda la ventaja de
poseer &reas de forrajeo mayores porque con un comportamiento cooperativo se
incrementa la productividad de las colonias por una mayor disponibilidad de alimento.
Ademas, un forrajeo cooperativo también se veria facilitado porque las colonias presentan
monticulos satélites al nido principal.

Los nidos de ambas formas sociales en Chaco y San Javier fueron mas altos (Tabla
2.3) que los nidos de Estados Unidos y Brasil. Ademas, presentaron volimenes similares;
mientras que en los Estados Unidos y Brasil los nidos monoginicos fueron més grandes
que los poliginicos (Porter et al. 1992, 1997; Macom y Porter 1996). Es probable que estas
diferencias se deban a que los nidos muestreados estaban establecidos en campos de
pastoreo de menor altura con respecto a lotes y campos cercanos, dedicados al cultivo de
soja y girasol que presentaban acequias para evitar las inundaciones por lluvia (Obs.

Pers.).
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Las diferentes estrategias reproductivas entre ambas formas sociales de S. invicta
guedaron reflejadas en la relacion de compromiso entre el nimero y tamafio de las
obreras. Ambas formas sociales presentaron biomasas de hormigas similares (Tabla 2.5),
pero las obreras de colonias monoginicas fueron mas grandes (Tabla 2.8) y presentaron
mayor proporcién de obreras mayores, grandes y medianas que las colonias poliginicas;
mientras que las colonias poliginicas presentaron mayor proporcion de obreras menores
(Tabla 2.11). Esta mayor proporcion de obreras mas grandes en las colonias monoginicas
es muy importante porque, al ser territoriales y agresivas (Tabla 2.13; Figs. 2.12 y 2.13),
son méas eficientes en mantener areas de forrajeo exclusivas; mientras que las colonias
poliginicas se ven favorecidas por poseer nidos poliddmicos y mayor cantidad de obreras
menores para reclutar alimento a mayores distancias.

Sin embargo, aunque se estableci6 que las hormigas poliginicas no agreden a
hormigas coespecificas de otros nidos (Obin y Vander Meer 1988; Vander Meer et al.
2008), este trabajo también demostré que su aparente pasividad no significa que no
discriminen lo propio de lo ajeno porque presentaron comportamientos diferentes frente a
compafieras de nido y coespecificas ajenas al mismo (Fig. 2.12). Por lo tanto, en presencia
de otras hormigas poliginicas evitan el contacto directo, pero en presencia de hormigas
monoginicas pueden responder agresivamente cuando son atacadas (Tabla 2.14; Fig.
2.15).

En base a las caracteristicas diferenciables entre colonias monoginicas y poliginicas de
S. invicta, se acepta parcialmente la primera hipotesis de este trabajo porque P. curvatus y
P. tricuspis parasitaron diferentes tamafos de obreras (Fig. 5.2). Sin embargo, ambas
especies prefirieron atacar y se desarrollaron mejor sobre hormigas monoginicas (Tabla
3.1; Seccion 3.3.3.d; Tablas 4.1 y 4.11). Las preferencias de ambas especies de
Pseudacteon por las colonias monoginicas puede deberse a un mayor reconocimiento,
experiencia y coevolucion por ser la forma social mas abundante. Por otro lado, P.
curvatus también alterd el forrajeo de hormigas poliginicas haciendo que en su presencia
las obreras sean mas pequefas que las que empezaron el forrajeo y reclutamiento en el
cebo. Este efecto puede deberse a que siguen forrajeando hormigas pequefas en las
cuales el parasitoide puede desarrollarse (Fig. 3.2) y porque es una de las especies menos
especifica que ataca a hormigas que no pertenecen al complejo S. saevissima (Porter y

Gilbert 2004; Estrada et al. 2006).

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



Seccidn 1l ¢Por qué solo en algunas especies de Pseudacteon existe dimorfismo

sexual en el tamafo adulto?

Dado que P. curvatus parasitdé fundamentalmente a hormigas pequefias de ambas
formas sociales de S. invicta (Fig. 3.2) obteniendo mayores porcentajes de inviabilidad en
los extremos superior e inferior del rango de distribucién de tamafios elegido (Fig. 3.4), se
acepta la primer hipotesis planteada en esta seccién. Ademds, el costo materno en
producir ambos sexos fue el mismo porque las hembras y machos de P. curvatus se
desarrollaron sobre el mismo rango de hormigas (Fig. 3.3), presentaron tamafios similares
y estuvieron igualmente representados en la progenie.

Dado que P. tricuspis parasité hormigas de diferentes subcastas (grandes, medianas y
pequefias) y las hembras emergieron de obreras mas grandes (Fig. 4.1) y presentaron
cuerpos de mayor tamafo que los machos (Fig. 4.5), también se acepta la segunda
hipotesis de esta seccion. Una mayor disponibilidad de alimento para las hembras de P.
tricuspis, que se desarrollaron fundamentalmente sobre hormigas grandes (menos
frecuentes que las medianas y pequefas), condicioné a que la proporcion de sexos esté
sesgada a favor de los machos (Tabla 4.11). La proporcién de sexos y el tamafio de las
hembras también se vieron afectados por la forma social en la que los parasitoides se
desarrollaron y por el efecto de interferencia entre las madres (Tablas 4.10 y 4.11). Por lo
tanto, la hipdtesis general de que una mejor calidad o cantidad de comida permite
desarrollar un cuerpo mas grande es validada en ausencia de competencia por un recurso
no limitante, asi las hembras de P. tricuspis pudieron elegir y explotar el mejor y mayor
recurso disponible. Por ejemplo, en Drosophila el crecimiento de las larvas en desarrollo se
detiene en condiciones de dieta minima porque las mismas no llegan a alcanzar el peso
critico antes de empupar (Britton y Edgar 1998; Parker y Johnston 2006). Datos obtenidos
de P. cultellatus Borgmeier también validan esta hipétesis (Chirino et al. 2008). Esta
especie parasita el menor rango de distribucién de tamafios disponible de S. invicta y los
adultos emergidos son mas pequefios que los adultos de P. curvatus (Fig. 5.1). La poca
cantidad de comida podria limitar la capacidad de la larva para alcanzar el tamafio adulto.
Ademas, P. cultellatus también presenta un porcentaje de supervivencia menor (60,4%) al
de P. curvatus y P. tricuspis, aunque se desarrolle a partir de obreras pequefas y
menores, las 2 subcastas mas abundantes de S. invicta (Fig. 2.11). Finalmente, el tamafio

de los adultos de P. curvatus y P. tricuspis se correlacionaron positiva y significativamente
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con el tamafo de su hospedador (Fig. 5.2). Este patrén no solo fue observado en varias de
las especies de Pseudacteon de morfo grande (Feener 1987; Morrison et al. 1997, 1999;
Morrison y Gilbert 1998; Folgarait et al. 2005b, 2006), sino que también fue detectado en
P. cultellatus la especie mas pequefia analizada hasta el momento (r = 0,58; p = 0,0019; Z

= 3,10; N = 25; datos sin publicar).

Seccidn lll ¢El dimorfismo sexual en el tamafio de los adultos en Pseudacteon se

debe al mecanismo de determinaciéon del sexo?

En base a los datos obtenidos en la Seccion Il, se rechaza la hipotesis de que el sexo
en Pseudacteon sea determinado ambientalmente por el tamafio del hospedador. No solo
las hembras y machos de P. curvatus se desarrollaron sobre el mismo rango de hormigas
(Fig. 5.1), sino que en P. tricuspis algunos machos emergieron de hormigas 6ptimas para
el desarrollo de las hembras y, algunas hembras sobre hormigas 6ptimas para el
desarrollo de los machos. En estos casos, las hembras presentaron cuerpos de menor
tamafio al tamafio promedio (Seccion 4.3.3.a). Por lo tanto, aunque el tamafo de la
hormiga determine el tamafio de los parasitoides, no es el factor determinante del sexo.
También en P. cultellatus se observé una superposicion total en el tamafio de las hormigas
de las que emergieron ambos sexos; mientras que se registrd gran superposicion en el
tamafo de las hormigas de las que emergieron las hembras y machos de P. obtusus
“pequefio” y P. litoralis (una especie de mayor tamafio con dimorfismo sexual en el tamafio
de los adultos; Fig. 1.5).

Mediante el andlisis citoldgico, se detecté un cariotipo 2n = 6 en ambas especies de
Pseudacteon, siendo los 2 pares de cromosomas metacéntricos mas grandes que el par
subtelocéntrico (Fig. 6.2; Tabla 6.3). Asimismo, P. curvatus y P. tricuspis también pudieron
ser caracterizadas por las bandas de heterocromatina C positiva ubicadas en el brazo
corto y largo del tercer par cromosémico, respectivamente (Figs. 6.3 y 6.4). Sin embargo,
no se pudieron detectar cromosomas sexuales morfolégicamente diferenciables. Ademas,
en P. nocens, se observo el mismo nimero cromosémico (2n = 6) aunque el tercer par fue
telocéntrico (Chirino et al. 2009*). Dado que los preparados de pupas femeninas y
masculinas de P. tricuspis presentaron el mismo ndmero cromosomico (Seccion 6.3.1)

también se rechaza la hipétesis de que la determinacion del sexo sea haplodiploide.
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En base al cariotipo observado en P. curvatus, P. tricuspis y P. nhocens se plantea que
el mecanismo de determinacién sexual es genético y similar al descripto para M. scalaris y
M. spiracularis (2n = 4 + XX/XY), que poseen cromosomas sexuales homomorficos en
incipiente etapa de diferenciacion molecular y estructural, en las que el sexo es
determinado por la presencia o ausencia de un factor masculinizante M (Willhoeft y Traut
1990; Wolf et al. 1996). Por lo tanto, se concluye que los parasitoides determinados
genéticamente como hembras (sin factor M) que se desarrollan en obreras mas pequefias
que las 6ptimas, generalmente van a abortar por no tener alimento suficiente para alcanzar
su peso critico antes de empupar; mientras que los parasitoides determinados
genéticamente como machos (con factor M) que se desarrollan en hormigas de mayor
tamafo, generalmente moriran arrestados porque alcanzaran el peso critico antes de
consumir todo el alimento disponible y no podrdn emerger de las cabezas con restos de
musculatura en descomposicién. Intentando probar esta hipétesis, se diseccionaron las
pupas no viables de P. tricuspis. La mayoria de estas pupas de tamafio “grande” (0,85 +
0,16 mm; N = 11) consistieron en machos farados y muertos que no ocuparon toda la
cabeza de la hormiga (Fig. 7.1); mientras que las pupas inviables de menor tamafio (0,70 +
0,112 mm; N = 5) carecieron de tejidos diferenciados, las cuales no pudieron ser
catalogadas por sexo porque murieron antes de desarrollar los tejidos del adulto (Fig. 7.2).
Para determinar el mecanismo de determinacion sexual que opera en Pseudacteon, queda
por detectar la presencia del factor masculinizante en los parasitoides en desarrollo o en
los adultos emergidos, analizar meitticamente a las larvas de estadio Ill y/u obtener

secuencias de ADN especificas para hembras o machos.

Figura 7.1. Adultos farados arrestados en cabezas de hormigas de mayor tamafio de S. invicta. Se
observa que no ocupan todo el espacio disponible.

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



Figura 7.2. Pupas sin tejidos diferenciados alojadas en las cabezas de hormigas S. invicta.

Finalmente, conocer la mayor parte de la historia de vida de las especies usadas como
agentes de control bioldgico y de las especies plaga que se quieren controlar, es
fundamental y necesario para que el control biolégico sea lo mas eficiente y productivo
posible. Asi, los resultados originados en esta Tesis suman conocimiento a los
previamente encontrados en el sistema Pseudacteon-Solenopsis. Sin embargo, es
importante resaltar que lo mas novedoso de este trabajo fue el estudio de las
caracteristicas ecoldgicas de S. invicta en su area de origen, el estudio de las preferencias
de Pseudacteon en funcion de la forma social de su hospedador vy, la relevancia de poder
manipular la proporcion de sexos en P. triscupis a favor de las hembras a pesar de que la
especie no presente un mecanismo de determinacion del sexo ambiental o haplodiploide.

Aspecto fundamental para la cria masiva de los parasitoides.
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debajo del mismo.
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Anexos

Protocolo de Extraccion de ADN (modificado de Valles et al. 2002):

S T A

~

10.

11.
12.
13.

Colocar 20 hormigas por “eppendorf’. Agregar 150 ul del buffer de lisis (Tris-HCI 50
Mm, pH 8, SDS 4% y 2-mercaptoetanol 5%) y homogeneizar por 1 min.

Incubar las muestras a 100 °C durante 15 min.

Poner las muestras en hielo por 1 min.

Adicionar 200 pl de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25: 24: 1).

Invertir la mezcla 5 veces y centrifugar a 14.000 rpm por 5 min.

Remover el sobrenadante midiendo el volumen extraido y pasarlo a otro
“eppendorf”.

Poner las muestras en el hielo y agregar 2,5 volumenes de etanol absoluto frio.
Colocar las muestras a — 80 °C por 2 h.

Centrifugar las muestras a 14.000 rpm por 10 min.

Descartar el alcohol, agregar 200 ul de etanol 70% y centrifugar por 5 min. a 14.000
rpm.

Repetir lavado anterior.

Extraer el etanol y secar a 37 °C hasta que se seque el “pellet”.

Disolver y resuspender el “pellet” en 20 ul de H,O bidestilada.
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Tabla 2.A. Medidas caracteristicas de los nidos de ambas FS de S. invicta muestreados
en Chaco (CH) y en San Javier (SJ).

Nido | Altura Radio Perimetro  Volumen Distancia al nido mas

Sitio | FS | focal (cm) (cm) (cm) (m3) cercano (cm)
2 13,5 47,65 162,0 0,032 531,0
3 18,0 34,50 130,0 0,023 531,1
6 15,0 28,50 131,0 0,013 116,0
M 7 10,0 42,5 141,0 0,019 265,3
11 18,7 33,55 113,4 0,022 430,9
12 21,8 45,00 135,2 0,046 536,0
cH 1 10,0 46,00 156,0 0,022 83,2
4 22,0 44,75 164,2 0,046 126,3
5 10,5 27,00 134,0 0,008 91,0
P 8 11,3 30,7 94,9 0,011 112,3
9 27,6 33,40 160,0 0,032 160,5
10 24,6 32,95 217,3 0,028 211.,8
1 17,9 36,10 163,5 0,024 382,5
11,7 21,00 98,0 0,005 126,1
13,4 34,80 148,2 0,017 160,1
M 8 12,5 38,10 144,6 0,019 346,8
11 18,9 20,00 96,0 0,008 326,0
12 14,4 31,60 120,0 0,015 510,9
S 2 19,1 58,95 204,2 0,007 66,1
4 9,8 52,80 203,8 0,029 99,6
5 20,8 46,90 192,7 0,048 32,0
P 6 17,4 34,30 130,7 0,021 126,1
9 15,9 31,70 142,9 0,017 51,1
10 12,7 24,35 104,6 0,0079 64,2
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Tabla 2.B. Peso individual de las obreras de S. invicta obtenido por regresion lineal

considerando sitio de muestreo, FS y subcasta.

Chaco Monoginia Poliginia

Colonia Casta R® DE Peso (g) Colonia  Casta R* DE Peso (g)
2 Ma 1,00 0,004 0,0024 1 Ma 1,00 0,007 0,0024
G 1,00 0,007 0,0026 G 1,00 0,005 0,0018

1,00 0,007 0,0015 M 0,99 0,005 0,0009

P 1,00 0,005 0,0009 P 0,99 0,006 0,0008

Me 1,00 0,006 0,0005 Me 1,00 0,005 0,0005

3 Ma 0,98 0,005 0,0018 4 Ma 1,00 0,005 0,0025
G 0,99 0,003 0,0015 G 1,00 0,007 0,0022

0,99 0,004 0,0013 M 1,00 0,006 0,0012

P 1,00 0,007 0,0006 P 1,00 0,006 0,0006

Me 1,00 0,005 0,0004 Me 1,00 0,005 0,0005

6 Ma 1,00 0,003 0,0020 5 Ma 1,00 0,006 0,0025
G 1,00 0,002 0,0017 G 1,00 0,009 0,0019

1,00 0,002 0,0006 M 1,00 0,005 0,0009

P 1,00 0,001 0,0006 P 1,00 0,003 0,0008

Me 1,00 0,001 0,0003 Me 1,00 0,006 0,0006

7 Ma 1,00 0,004 0,0020 8 Ma 1,00 0,002 0,0022
G 1,00 0,004 0,0020 G 1,00 0,002 0,0019

0,93 0,008 0,0011 M 1,00 0,004 0,0007

P 1,00 0,006 0,0007 P 1,00 0,001 0,0006

Me 1,00 0,006 0,0006 Me 1,00 0,001 0,0004

11 Ma 0,99 0,002 0,0020 9 Ma 1,00 0,005 0,0020
G 1,00 0,001 0,0012 G 1,00 0,004 0,0019

1,00 0,001 0,0007 M 1,00 0,004 0,0007

P 0,95 0,005 0,0004 P 1,00 0,002 0,0005

Me 1,00 0,001 0,0003 Me 1,00 0,003 0,0004

12 Ma 1,00 0,003 0,0023 10 Ma 1,00 0,004 0,0020
G 1,00 0,004 0,0022 G 1,00 0,004 0,0019

1,00 0,008 0,0013 M 1,00 0,003 0,0007

P 1,00 0,003 0,0009 P 1,00 0,001 0,0006

Me 1,00 0,002 0,0005 Me 1,00 0,001 0,0003

San Javier Monoginia Poliginia

Colonia Casta R° DE Peso (g) | Colonia Casta R® DE Peso (g)

1 Ma 1,00 0,002 0,0031 2 Ma 0,99 0,005 0,0021

G 1,00 0,006 0,0025 G 1,00 0,005 0,0021

M 1,00 0,004 0,0014 M 1,00 0,005 0,0013
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P 1,00 0,005 0,0008 P 0,99 0,005 0,0007

Me 1,00 0,005 0,0005 Me 0,99 0,004 0,0003

3 Ma 1,00 0,003 0,0035 4 Ma 0,99 0,005 0,0024
G 1,00 0,005 0,0029 G 1,00 0,005 0,0020

M 1,00 0,007 0,0017 M 1,00 0,005 0,0010

P 1,00 0,006 0,0006 P 1,00 0,003 0,0006

Me 1,00 0,004 0,0004 Me 0,99 0,008 0,0004

7 Ma 0,98 0,006 0,0023 5 Ma 0,99 0,005 0,0026
G 1,00 0,003 0,0018 G 0,99 0,006 0,0021

0,99 0,003 0,0010 M 0,93 0,011 0,0006

P 0,98 0,003 0,0006 P 0,99 0,005 0,0005

Me 0,97 0,004 0,0004 Me 0,98 0,004 0,0003

8 Ma 1,00 0,004 0,0024 6 Ma 1,00 0,004 0,0028
G 0,99 0,007 0,0016 G 1,00 0,006 0,0021

M 1,00 0,005 0,0012 M 1,00 0,005 0,0011

P 1,00 0,004 0,0007 P 1,00 0,005 0,0006

Me 1,00 0,002 0,0004 Me 1,00 0,004 0,0004

11 Ma 0,99 0,003 0,0021 9 Ma 0,99 0,004 0,0025
G 1,00 0,002 0,0020 G 1,00 0,004 0,0017

1,00 0,002 0,0012 M 0,99 0,003 0,0008

P 0,97 0,003 0,0006 P 0,99 0,004 0,0004

Me 0,99 0,002 0,0003 Me 0,98 0,006 0,0003

12 Ma 1,00 0,001 0,0018 10 Ma 1,00 0,001 0,0025
G 0,99 0,005 0,0016 G 0,99 0,003 0,0018

M 0,99 0,003 0,0011 M 0,99 0,003 0,0012

P 0,99 0,004 0,0006 P 0,99 0,003 0,0005

Me 0,98 0,003 0,0004 Me 0,99 0,004 0,0003

Obtencién de las preparaciones cromosomicas mediante método de dispersion (a

partir de ejemplares vivos)

HCL 1%
HCI o 0,5ml
ETOH 96 %0 ... 50 ml

1. Disolver 0,5 ml de HCI en 50 ml de etanol 96 %.

Solucién fisiol6égica para insectos
0,02 % NAHCO3 oo 0,29
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0,9 % NAC e 99
0,0 42% o IR 0,42 g
0,025 % CaCI2.2H20 oo, 0,339

1. Disolver el NaHCO3; en 100 ml de agua bidestilada.
2. Disolver el NaCl, KCl y CaCl,.2H,0 en 800 ml de agua bidestilada.
3. Mezclar ambas soluciones en un matraz de 1.000 mly llevar a volumen.

4. Esterilizar en autoclave y conservar a 4 °C.

Solucidn hipoténica para suspensién celular
0,075M CIK ..ottt 0,5592¢g

1. Disolver 0,56 g de CIK en 100 ml de agua bidestilada

Solucion de Carnoy (etanol: cloroformo: 4cido acético glacial) 6:3:1

EIOH 96 90 ..viieeiiiieeeeeee e et 6 mi
ClOroformMO ..o e 3ml
Acido acético glacial ..............ccccevvevrrieeeeererennan. 1ml

Técnicas de bandas cromosdmicas

HCI 0,2 N
BN HCI e 4 ml
HoO g oot 96 ml
Ba(OH), 5 %
Ba(OH)2 .o 59
HoO g et 100 ml

1. Disolver 5 g de Ba(OH), en 100 ml de agua destilada.
2. Colocar la solucién en agitacion hasta que se homogenice durante 10-15 min.
3. Filtrar la solucién en un coplin de 80 ml y cuando el recipiente se llene cubrirlo con un

vidrio para evitar el contacto con el aire.

2xSSC
209 SSC ...ooviiiiiii 10 ml
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Buffer fosfato para bandas C

Solucién A
NasHPO4.2H20 oo 9,469
H,0 bidestilada .........ceeeiiiiiiiiiiiieeeeeeeie e 1.000 ml

Solucién B

Solucién de Giemsa 4 %

Buffer fosfato SOl A ....ooveeveei e 58 ml
Buffer fosfato SOL. B .....ooovvvvveeiieee e 42 ml
SoIUCION A€ GIEBMSA ...eeeeeeee e 4 ml

Mezclar 58 ml de la soluciéon A con 42 ml de la solucién B.
Eliminar 4 ml de la mezcla de soluciones.

Incorporar 4 ml de solucion de Giemsa.

P wDd P

Agitar con varilla de vidrio para homogeneizar la solucion.

Solucion stock de 4' 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, SIGMA Co., cat. D9542)

Solucion stock (200 pg/ml)

1. Disolver el DAPI en 5ml de agua bidestilada.

2. Conservar la soluciéon a 4°C en oscuridad.

Medio de montaje para fluorescencia

DABCO (1,4-diazabicyclo (2.2.2) octane) ...........cccceeee..e. 0,233g
IM Tris/HCIpH 8,0, 200l
Glicerol (MERCK, cat. 1-12011, anhidro) ........ccc.cceeeenne. oml

1. Disolver DABCO en 800 pl de H,0 bidestilada.
2. Agregar Tris/HCl y glicerol.

Solucién de 1M Tris/HCI pH 8,0
THS BASE viieiiitie it i e 121,129
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1. Disolver Tris Base en 800 ml de H,0 bidestilada.
2. Ajustar a pH 8,0 con HCI concentrado (aproximadamente 42 ml).
3. Llevar a volumen 1.000 ml con H;0 bidestilada.

4. Conservar a 4 °C.
Buffer Mc llvaine

Solucién A
0,1M acido citrico monohidratado ............cceeeevvveenn.. 2,101g

1. Disolver en 100 ml de agua bidestilada.

Solucién B
NAZHP O, covviiiiiii e e 28,44
0 NazHPO4.2H0 .oeeiiii e 35,69
0 NazHPO4.12H20 ..o 7169

1. Disolver en 1.000 ml de agua bidestilada.
2. Mezclar en el momento de usar 8,8 ml de la solucién A con 41,2 ml de la solucién B.

3. Conservar cada solucién a 4°C.

Cromomicina Az (CMA3)

Solucion colorante (0,6 mg/ml) en Buffer B

1. Poner CMA; en un erlenmeyer pequefio forrado con papel de aluminio.
2. Agregar el volumen de Buffer B con cuidado. NO AGITAR.
3. Guardar en la heladera sin moverlo mucho.

4. Dejar estacionar como minimo 1 semana antes de usar.

Buffer B

1. Mezclar 10 ml de Buffer Mc llvaine con 10 ml de agua bidestilada y 0,1 ml de
Cl;Mg.6H,0 1M

Cloruro de magnesio
IM CIMG.BH20 .. 5,079
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1. Disolver el Cl;Mg.6H,0 en 25 ml de agua bidestilada.
2. Calentar durante 2-3 minutos hasta que hierva.

3. Conservar a 4°C.

PBS
0.15M CIN@ ..ot e 8,769
0.05M NaH2POy ...oovvivii i 6,899

1. Disolver en 800 ml de agua bidestilada, ajustar a pH 7,4 y llevar a volumen 1.000 ml.

Solucién de gelatina de origen porcino (SIGMA Co. cat. G2500)
2% Gelatina €N POIVO ......eeeviiiiiiiiiiiieie e 0,59

ACIAO FOMMICO oottt 0,25 ml
1. Disolver la gelatina en polvo en 25 ml de agua destilada por agitacion.
2. Agregar el 4cido férmico para ajustar a pH 3,5 y como preservante.
3. Conservar en frasco de color caramelo en la heladera.

Esta solucion es estable hasta por 2 semanas.

Solucién acuosa de nitrato de plata
50% AGNO3 <.ooeeeeeeeeeeeeeseeeseseeeeseseee s reee e enae e eneneenn s 0,59

1. Disolver 0,5 g de AgNO3 en 1 ml de agua destilada.

Esta solucién se hace en el momento antes de ser usada.
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