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- RESUMEN

En esta tesis se estudiaron las bases neurobioldgicas de la division del trabajo, la comunicacion quimica
y la especializacion conductual en las hormigas Atta mexicana. Utilizando cromatografia de gases y
bioensayos se determind que el acido oleico es la sefial que emana de los cadaveres de hormigas y que
libera el comportamiento necroforético, realizado principalmente por obreras llamadas sepultureras.
Mediante electroantenografia, se compard la sensibilidad antenal olfativa en respuesta a olores
relacionados con la tarea en tres castas: forrajeras, sepulturteras y soldados. Los resultados indican que
los soldados son la casta més especializada pues muestran baja sensibilidad a los estimulos olorosos
no-relacionados con la defensa, en tanto que las forrajeras son un grupo generalista con una
sensibilidad muy desarrollada y versatil. Entre las forrajeras pueden distinguirse dos grupos segun sus
respuestas sensoriales que podrian constituir subcastas conductuales. Inesperadamente, las sepultureras
no mostraron respuestas olfativas periféricas al acido oleico mayores que las otras castas, lo que sugiere
que su comportamiento es el resultado de diferente procesamiento central. Empleando técnicas
neuroanatdémicas se analizé la estructura de los l6bulos antenales (LA) de los soldados de A. mexicana,
una especie “olfativa” y especializada, y se comparé con la de los soldados de Camponotus ocreatus,
una especie generalista y “mas visual”. En ambas especies, los LA estan organizados en seis grupos de
glomérulos inervados cada uno por su propio tracto antenal. Los LA de los soldados de 4. mexicana
presentan mas de 305 glomérulos y 3 6 4 estructuras glomerulares mas grandes comparadas con el
reducido tamafio del resto de los glomérulos. En contraste, los LA de los soldados de C. ocreatus
presentaron mas de 380 glomérulos de tamafio mas homogéneo. Estas caracteristicas sugieren que el
sistema olfativo de Arta estd morfoldgica, fisiologica y conductualmente més especializado a expensas
de capacidades individuales mas generales. Finalmente, se describié la via olfativa desde el LA hasta
los célices de los cuerpos fungiformes (CF), centros de integracion multisensorial. En ambas especies,
los grupos de glomérulos estan organizados en dos regiones, anterior y posterior. Los glomérulos estan
innervados por neuronas de proyeccion (NP) que conectan el LA con el caliz de los CF a través de
tractos antenocerebrales (TAC). La informacion olfativa esta segregada en varias capas del céliz: las
NP que inervan los grupos de glomérulos anteriores envian sus axones a través de TAC-interno hacia
las capas externas del caliz y de ahi hacia el protocerebro lateral (PL), mientras que las NP que inervan
los grupos posteriores envian sus axones a través del TAC-externo hacia el PL, y de ahi hacia las capas
internas del caliz. Estos resultados sugieren que la organizacion del LA estd representada
topogréficamente en los CF formando un tipo de mapa odotopico. Las similitudes interespecificas en la
via olfativa encontradas en esta tesis, sugieren una organizacion funcional altamente conservada en los
himendpteros sociales.



- ABSTRACT

This thesis studied the neurobiological basis of division of labor, chemical communication and
behavioral specialization in the ant Atta mexicana. Chromatography and bioassays methods revealed
oleic acid as the chemical signal that both emanates from ant corpses releasing necrophoric behavior,
performed mainly by workers refered as “undertakers”. To determine differences in odor reception
between workers of different castes (i.e. foragers, undertakers and soldiers), further antennal sensitivity
to task-related odors was tested using electroantennographic techniques. Soldiers are the most
specialized caste because they showed the lower antennal responses to all odors, except odorants
related to alarm pheromones. Foragers are a generalist group with a well developed and versatile
sensitivity. Results indicated statistically significant differences between two groups of the forager’s
response sensitivity to floral and alarm odorants that seem to denote two behavioral sub castes.
Unexpectedly, electro-antennograms of undertakers did not show increased peripheral olfactory
sensitivity to oleic acid compared to other castes, suggesting that behavioral trend to perform
necrophoric behavior results from differences in central processing. The structure of primary olfactory
centers, the antennal lobes (AL), was analyzed and compared in soldiers of two ant species using
neuroanatomical techniques: 4. mexicana, an “olfactory” and specialized species, and Camponotus
ocreatus, a generalist and more “visual” species. In both species the AL is composed of six glomeruli
clusters each innervated by its own antennal tract. AL of 4. mexicana soldiers comprise more than 305
glomeruli and 3 to 4 particularly large glomerular structures compared to the small size of the
remaining glomeruli. In contrast, AL of C. ocreatus soldiers comprises more than 380 glomeruli,
homogeneous in size. These features prove the olfactory system of Asza workers as morphologically,
physiologically and behaviorally specialized at the expense of more general individual propierties.
Finally, the olfactory pathway from the AL to the mushroom bodies (MB), higher-order multi-sensory
integrative centers, was described. In both species, AL glomeruli clusters are distributed in two regions,
anterior and posterior. Glomeruli are innervated by projection neurons (PN) that connect the AL with
the MB calyx via antennocerebral tracts (ACT). The calyces are layered and seem to receive segregated
olfactory information: PN that innervate anterior glomeruli clusters send their axons through the inner
ACT to terminate in the outer layers of the calyx and from there to the lateral protocerebrum (LP),
while PN that innervate anterior glomeruli clusters send their axons through the outer ACT to the LP
and from there to the inner layers of the calyx. These results suggest that AL organization is
topographically represented in the MB forming an odotopic map. Interspecific similarity in olfactory
pathway found in this thesis indicates a highly conserved functional organization in social
hymenopterans.
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I. INTRODUCCION



1. DIVISION DEL TRABAJO: CAUSA DEL EXITO DE LAS HORMIGAS

1.1. Division del trabajo

Las hormigas son excepcionales entre los insectos debido a su dominancia ecoldgica como
depredadores, excavadores y herbivoros. Su historia evolutiva quizé sea la historia de mayor éxito entre
los metazoarios terrestres. Aunque las 11,000 especies de hormigas constituyen aproximadamente 1.5%
de la fauna mundial de insectos, constituyen al menos un tercio de su biomasa (Wilson & Hélldobler,
2005). En promedio, las hormigas constituyen el 15-20% de la biomasa animal terrestre, y en regiones
tropicales, monopolizan més del 25% (Schultz, 2000). Globalmente constituyen la tercera parte de la
biomasa animal total (H6lldobler & Wilson, 1990). Excepto por los polos, Groenlandia, y los mares y
lagos, las hormigas se encuentran en todo lugar. Incluso en los ambientes mas perturbados las hormigas
son abundantes. Debido a su abundancia, a la estabilidad de sus poblaciones y a la diversidad de sus
habitos alimenticios, las hormigas ejercen una influencia importante en muchos hébitats.

¢A qué se debe que las hormigas sean tan abundantes y tan exitosas y que dominen sobre la Tierra?
La respuesta se halla en la cooperacion y organizacion social basada en la division del trabajo. Las
hormigas son un taxén dominante de escala mundial, lo cual ha sido logrado por medio de
modificaciones sociales (Wilson, 1963).

La exitosa vida de las sociedades de insectos ha evolucionado a partir de la division del trabajo
reproductivo entre individuos reproductivos e individuos estériles. En segundo término esta la division
del trabajo en tareas no-reproductivas, las cuales son realizadas por obreras mas o menos
especializadas. Estas obreras realizan las tareas necesarias para el mantenimiento y crecimiento de la
colonia, como forrajeo, cuidado de la cria y defensa contra enemigos, todas actuando coordinadamente
a través de un complejo sistema de comunicacion quimiotéactil. La principal especializacion se
encuentra entre obreras que realizan actividades exteriores al nido versus las que se dedican a
actividades dentro del nido, sin embargo, aun dentro estas categorias puede presentarse especializacion.

La intrincada red que implica la division del trabajo es regulada y coordinada a través de un
complejo sistema de comunicacion. La division del trabajo favorece la eficiencia ergondémica debido a
la reparticion de tareas (Holldobler & Wilson, 1990; Jeannie, 1986, citado en Trumbo & Robinson,
1997). En las sociedades, es mas ventajoso sustituir a los individuos generalistas y remplazarlos con
individuos especialistas ya que se liberan de la realizacion de mdltiples tareas, optimizando el consumo
energético debido a la realizacion de una o pocas tareas. Ademas, existen menos grupos de obreras
activas al mismo tiempo lo cual evita que las obreras se estorben, por lo que disminuye la probabilidad
de cometer errores en la elaboracion de una tarea (Wilson, 1985a).

La eficiencia de las sociedades de insectos estd basada en tres caracteristicas: 1) la division del
trabajo, que implica que grupos coordinados realizan operaciones en paralelo reduciendo los errores
especialmente cuando la division del trabajo se basa en especialistas; 2) los grupos pueden concentrar
mas energia y fuerza en puntos criticos que los insectos solitarios, y 3) el consumo de energia es muy
eficiente ya que mientras el alimento puede ser almacenado en las larvas y adultos especializados, la
defensa, la construccion, el forrajeo y otras tareas son realizadas por especialistas (Wilson, 1985a,b).
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La division del trabajo es un topico fundamental en la biologia de los insectos sociales, pero también
para la biologia en general, ya que muchos de los principios involucrados se aplican a todos los
sistemas bioldgicos (Bourke & Franks, 1995). La division del trabajo es la Gnica forma de cooperar y
funcionar como unidad, en vez de la accion descoordinada de miembros no especializados que s6lo se
estorbarian durante la realizacion de una actividad comun. Asi pues, para una sociedad es mas benéfico
llevar a cabo diferentes tareas con ensambles de grupos de individuos especializados que con
multitudes indiferenciadas. La especializacion de tareas implica una alta eficiencia ergonémica lo cual
es resultado de tres aspectos: 1) preferencias espaciales, es decir, que los especialistas se enfocan en su
actividad en las partes del nido donde es méas probable que encuentren estimulos relacionados con su
tarea; 2) ejecucion de tareas relacionadas que requieren de habilidades sensoriales y motoras similares,
y 3) aprendizaje, es decir, que mejora la ejecucion de la tarea con la experiencia (Wilson, 1971).

Pero, ¢como funciona la distribucion de las tareas y qué estimulos, condiciones, factores, etc.
determinan, en un momento dado, qué tarea realiza una obrera y cdmo una colonia ajusta sus esfuerzos
a las demandas del ambiente?; ¢;cuales son los mecanismos por los cuales los miembros de la colonia se
diferencian en castas y se reparten el trabajo?; ;como emerge el comportamiento adaptativo colonial de
las acciones de los miembros individuales de la colonia?; ;como los individuos pueden convertirse en
maquinas tan especializadas de trabajo?; ;como esta organizado el sistema nervioso en especies
altamente sociales?; ¢como funcionan los cerebros en especies sociales?, ;existe una sola tendencia en
la evolucidn del sistema nervioso en animales sociales?, ¢;es la evolucion de la complejidad individual
compatible con la evolucion de la complejidad social?

El estudio de los insectos sociales implica la perspectiva reduccionista y la sistémica al mismo
tiempo, ya que el comportamiento de la colonia puede ser entendido s6lo si los mecanismos que
subyacen al comportamiento individual son explicados hasta el nivel fisioldgico, pero esta informacion
s6lo tiene sentido cuando los patrones de comportamiento colonial de cada especie es examinado como
una adaptacion a las condiciones del ambiente en donde las especies viven (Wilson, 1985a, b).

1.1.1. ;Qué es la casta?

La casta se define como cualquier grupo de miembros que pertenecen a un tipo morfoldgico o grupo
particular de edad, o ambos, que se especializan en tareas particulares por periodos prolongados
(Holldobler & Wilson, 1990). La division del trabajo en insectos sociales estd relacionada con
diferencias en edad (polietismo temporal), morfologia (polimorfismo) o predisposiciones individuales
independientes de la edad. Las castas de hormigas pueden ser de los siguientes tipos:

1) Casta fisica. Se distingue por comportamiento y por anatomia, principalmente el tamafio.

2) Casta temporal. Se distingue por su comportamiento relacionado con la edad.

3) Casta fisiologica. Se distingue por un estado fisioloégico que esta frecuentemente, pero no

necesariamente, vinculado a la anatomia o la edad.

Las castas principales son las reinas y las obreras. Generalmente se refiere a todas las obreras como
una casta distinta de la reina y a los subgrupos de obreras como subcastas, aunque es comun que
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también se les llame casta. La tarea es una secuencia particular de actos que cumplen un proposito
especifico para la colonia (forrajeo, cuidado de la cria, etc.). Un grupo de tareas relacionadas se define
como un papel, aun si los actos son muy diferentes, por lo que diferentes castas pueden participar en un
papel (Holldobler & Wilson, 1990). Las castas en las sociedades de hormigas son:

1) Machos. Generalmente, los machos no llenan un papel, sélo reciben alimento mientras llega el
vuelo nupcial. Los himendpteros no poseen cromosomas sexuales y la determinacion del sexo
estd determinada por el nivel de ploidia y se denomina haplo-diploide: huevos no fecundados
producen machos () y los huevos fecundados producen hembras, reinas u obreras (2n).

2) Reinas. Es la hembra reproductiva con ovariolas completamente desarrolladas. Es
anatomicamente distinguible de las obreras: térax grande, abdomen grande, presencia de ocelos,
presencia de alas (que se pierden después del apareamiento), etc. Es aceptado que la
determinacion de la reina es casi enteramente ambiental, aunque se conocen algunos casos de
control genético (Holldobler & Wilson, 1990; Cahan & Keller, 2003). Por lo tanto, los sistemas
de castas pueden ser interpretados como la consecuencia de variaciones entre las especies en la
transformacion del crecimiento durante el desarrollo larval (Oster & Wilson, 1978).

3) Obreras. Son hembras estériles con ovariolas reducidas o atrofiadas y que carecen de
espermateca. El térax esta reducido y carecen de alas. La casta de obreras estd subdividida en
castas adicionales o subcastas que cuando son morfoldgicas se denominan: minor, media,
mayor. Generalmente las obreras media son los principales componentes de la sociedad y
pueden variar en tamafio, mientras que las minor y las mayor son facilmente distinguibles como
dos distribuciones de frecuencia con modas distintas. Cuando las obreras mayor tienen una
funcidn principalmente defensiva, se les llama soldados.

1.2. Sistemas de division del trabajo

La division del trabajo a través de la distribucion de tareas entre varias castas se denomina
polietismo. En los insectos sociales, existen diferentes vias, no excluyentes entre si, para alcanzar la
division del trabajo (Robinson, 1992): polietismo temporal, polimorfismo y especialistas.

1.2.1. Polietismo temporal

El polietismo temporal estd basado en la transicion de tareas conforme las obreras envejecen,
empezando con tareas de servicio interno como el cuidado de la cria, y avanzando progresivamente
hacia el mantenimiento del nido hasta alcanzar las actividades de servicio externo, como el forrajeo. A
lo largo de la ontogenia y en el periodo de envejecimiento, las obreras sufren cambios fisiologicos
internos y su respuesta a los estimulos externos varia (Holldobler & Wilson, 1990; Robinson, 1992).

1.2.2. Polimorfismo

Entre los insectos sociales, el polimorfismo se aplica a la existencia de una variacion discontinua en
una misma especie en la morfologia de los individuos que se traduce en la presencia de varias castas
morfoldgicas y funcionalmente diferentes del mismo sexo (Wilson, 1971). Estas castas se producen por
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un crecimiento relativo no-isométrico que se presenta sobre un rango de variacion en una colonia
normal y madura para producir individuos de diferentes proporciones en los extremos del rango de
tamanos. En el polimorfismo, las obreras de un tamafio particular se especializan en la tarea para la
cual su tamafio es el mas adecuado: obreras pequefias cuidan a la cria y forrajean, obreras grandes
defienden el nido, etc. (Wilson, 1980a,b,c, 1983a,b, 1985a,b; Hélldobler & Wilson, 1990; Jaisson et al.,
1988; Blanchard et al., 2000; Breandle et al., 2003). Aunque es empiricamente cierto que esto puede
ocurrir en hormigas y en termitas, en las abejas y en las avispas solo existe un tamario de obreras, por lo
que el tamafio no es definitivo en la determinacion de la tarea que un individuo realiza, de manera que
el polimorfismo por si solo no explica la division del trabajo. Aun cuando en una colonia existan
individuos de diferente tamafio, la casta estd definida en términos conductuales, por lo que la
morfologia es una especializacion relacionada con la conducta.

La forma mas representativa de polimorfismo es la presencia, en algunas especies, de obreras
enormes Illamadas soldados que se dedican principalmente la defensa. Aun cuando exista el potencial
genético para la produccion de obreras mayor, esto no ocurre de manera indiscriminada. Existe un
patrén del desarrollo que determina que las que las obreras grandes s6lo son producidas en etapas
particulares del desarrollo colonial. La especializacion morfologica generalmente produce individuos
que dificilmente pueden realizar tareas diferentes a la que estan especializados, por lo que si la
demanda de obreras de este tipo se reduce, estas no pueden realizar otras tareas tan eficientemente o no
las realizan en absoluto. Debido a que la morfologia de los insectos holometabolos estad determinada
por el tiempo de desarrollo larval, las sociedades polimorficas son poco capaces de responder
rapidamente a los cambios ambientales que requieren de ajustes en el nivel social. Por esto, el
polietismo fisico es relativamente raro entre las sociedades de insectos, encontrdndose solamente en
cerca del 20% de los géneros de hormigas. Las restricciones para la evolucion del polimorfismo son
econdmicas y embrioldgicas: los especialistas son costosos de producir y la modificacién del desarrollo
es limitada (Sud & Franks, 1987). Es mas comun que las sociedades de hormigas basen su sistema de
division del trabajo en el polietismo temporal. Incluso aquellas sociedades polimorficas tambien
pueden presentar polietismo temporal. Polimorfismo y polietismo producen una distribucion
poblacional con individuos tanto de diferentes tamafios como de edades caracteristica para cada
especie: la demografia adaptativa (Tofts & Franks, 1992).

En el polimorfismo, el crecimiento alométrico es responsable del desarrollo de castas fisicas. El
crecimiento alométrico ocurre cuando dos partes diferentes del cuerpo crecen a tasas exponenciales
diferentes de manera que cuando el crecimiento de dos individuos termina en diferentes tiempos, el
resultado es que los adultos tendran no sélo diferentes tamafos, sino también diferentes formas, esto es,
diferentes proporciones corporales. Cuando se comparan obreras mayor con obreras minor 0 media, las
mayor tipicamente presentan cabezas que son mas grandes en relacion con el resto del cuerpo (Wilson,
1985a,b). Es probable que este patron de alometria esté preescrito genéticamente, pero el tamafio real
alcanzado por las obreras, no. En cualquier caso, es inconcebible que sélo la anatomia externa crezca
diferencialmente. Ya que la alometria de las castas fisicas se encuentra relacionada con el aloetismo, es
posible que en el sistema nervioso ocurran cambios alométricos similares. Tanto la alometria como el
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aloetismo en las hormigas son adaptativos, y los extremos en tamafio no son incidentales, asi como no
lo son los cambios en comportamiento relacionados con el incremento en tamafio corporal vy,
probablemente, con estructuras relacionadas como el cerebro.

1.2.3. Elites o especialistas

Las obreras especialistas, independientemente de su edad y/o tamafio, difieren en su disposicion para
la realizacion de una tarea particular. Estas diferencias entre obreras resultan en una division del trabajo
aun mas fina: por ejemplo, un reducido nimero de obreras en las colonias de abejas se dedican a la
necroforesis 0 a permanecer en la entrada del nido como guardias. Puede haber componentes inatos y/o
aprendidos involucrados (Robinson, 1992).

1.3. Factores involucrados en la determinacion de la casta y en la realizacion de la tarea

Los factores que determinan qué tarea realiza una obrera y cuando la realiza, pueden ser: 1) internos,
basados en atributos de los individuos; y 2) externos, basados en estimulos ambientales transitorios
(Gordon, 1996). La probabilidad de que una obrera realice una tarea depende de: 1) la magnitud de la
tarea (factores externos), es decir, la probabilidad de exponerse a dicha tarea, y 2) la sensibilidad
individual a los estimulos relacionados con dicha tarea (factores internos), es decir, las obreras podrian
presentar diferencias casta-especificas en la percepcion sensorial y/o en las respuestas conductuales a
los estimulos relacionados con una tarea (Robinson, 1992).

1.3.1. Factores externos

Una obrera, dependiendo de las restricciones impuestas por la anatomia, puede cambiar de tareas
conforme las circunstancias lo requieren, ajustando su nivel de actividad. De manera general, parece
que las tareas son interdependientes por lo que el nimero de obreras que se unen a una tarea en un
momento dado depende del nimero de obreras que realizan otras tareas. Estas proporciones cambian
constantemente, lo que permite que las tareas no queden vacias si existe un descenso en el numero de
obreras que realizaban una tarea dada. Asi, en respuesta a la remocion de individuos de una casta, las
obreras restantes cambian para realizar las tareas que las obreras removidas ejecutaban (Gordon, 1996).

1.3.2. Factores internos

En muchas especies de insectos sociales se ha encontrado que existen factores genéticos que
influencian la tendencia de los individuos a realizar una tarea (Parker, 2004). Las abejas, por ejemplo,
se aparean muchas veces con distintos machos, por lo que la descendencia es genéticamente
heterogénea. Experimentos de seleccion en abejas indican que la descendencia de diferentes padres
difiere en la propension para realizar ciertas tareas (Robinson & Page, 1988, 1989, 1995; Page et al.,
1989, 1998; Rothenbuhler & Page, 1989; Giray & Robinson, 1996; Robinson et al., 1989; Pankiw &
Page, 2001a), en la produccion y sensibilidad a la hormona juvenil (HJ), asi como en la sensibilidad
social (Giray et al., 1999). En las hormigas cada vez se conocen mas casos en los que las castas difieren
en sus genotipos (Snyder, 1993; Fraser, et al., 2000; Stuart & Page, 1991). En la hormiga cortahojas
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Acromyrmex echinatior se ha encontrado que existe un componente genético del polimorfismo,
caracteristica que siempre se supuso como un fenémeno controlado exclusivamente por el ambiente.
Los individuos de diferentes lineas paternas tienen diferentes predisposiciones para desarrollarse como
obreras minor 0 mayor. NoO obstante, esta predisposicion no es rigida, ya que en el proceso estd
involucrada también la crianza y el ambiente. De esta manera la poliandria (la fertilizacion de una
hembra por mdltiples machos) tiene un papel fundamental en la divisién del trabajo y el desarrollo del
polimorfismo (Hughes et al., 2003; Sirvid et al., 2006).

El comportamiento de forrajeo en diversas especies de insectos esta asociado con la expresion de un
gen llamado gen for (de forrajeo), el cual codifica para una proteina cinasa dependiente de GMPc que
se expresa en las células Kenyon de los CF (Ben-Shahar, 2005). En las abejas Apis mellifera, el gene
for esta implicado en la division del trabajo: las obreras forrajeras presentan una expresion mas alta de
este gen que las nodrizas; ademas, el tratamiento de las obreras jovenes con GMPc causa forrajeo
precoz (Ben-Shahar, et al., 2002) y fototaxis (Ben-Sahar et al., 2003). En las hormigas ocurre lo
opuesto: mientras que las obreras jovenes presentan altos niveles de expresion de este gen, las obreras
forrajeras son las que presentan bajos niveles (Ingram et al., 2005). Los efectos de este gen pueden ser
de largo plazo en la organizacion del sistema nervioso, y de corto plazo sobre la funcion de las
neuronas del sistema sensorial y del SNC.

1.4. El superorganismo

Las hormigas tienen repertorios conductuales relativamente simples, sin embargo, vista desde lejos
y en su ambiente, la colonia de hormigas puede considerarse como un superorganismo, una gran y
difusa entidad, cuyo aparato de ingestion, compuesto por las obreras forrajeras, se mueve hacia
adelante y hacia atrds en un ritmo circadiano sobre el territorio circundante (Hoélldobler & Wilson,
1990). La eficiencia de la colonia se debe a la forma en que las hormigas coordinan su comportamiento
a través de la comunicacion, basada en sustancias que pasan de uno a otro individuo a través del gusto
y el olfato llevando informacion acerca de diferentes aspectos de la vida social. Por esto, es méas
apropiado tratar a la colonia como una unidad funcional, un superorganismo en vez de como a un grupo
de individuos (Heinze et al., 1994). Es la colonia, no los individuos, la que compite con otras entidades
semejantes por los recursos y el espacio territorial. Las caracteristicas que permiten considerar a la
colonia como un organismo (Mortiz & Southwick, 1992) son las siguientes:

1) Se comporta como una unidad a partir de la funcién cooperativa de muchos miembros.

2) Muestra caracteristicas sistémicas especie-especificas.

3) La colonia pasa por un ciclo de crecimiento y reproduccion que es adaptativo.

4) La colonia esta diferenciada en un "germoplasma" (machos y reinas) y un "soma" (obreras).
5) La reproduccién de un superorganismo produce descendencia superorganismica.

6) Los superorganismos generalmente son sésiles (pero no sus miembros).

7) Los superorganismos mantienen homeostasis intraorganismica.

8) Los superorganismos se encuentran bien armados contra los enemigos o son cripticos.
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1.4.1. Homeostasis social

Las respuestas de las colonias a los cambios ambientales producen una tendencia que les permite
regresar al estado original por medio de asas de retroalimentacion negativa, tanto en fisiologia como
conducta de los individuos. Esta forma de conservacion de una situacion estable se denomina
homeostasis social: un proceso social se reajusta a si mismo hacia el status quo 0 cambia hacia un
nuevo estado adaptativo, permitiendo que las funciones sociales basicas de sobrevivencia prosigan con
una minima interrupcion a través de la distribucion de informacion basada en la emision de feromonas
y contactos fisicos, etc., que mantienen estados estacionarios (Holldobler & Wilson, 1990).

1.5. Demografia adaptativa y sociogénesis

El comportamiento de la sociedad esta definido por su demografia. La distribucion de frecuencia de
edad y tamafio de las obreras son adaptativas ya que han sido moldeadas por la seleccion natural
actuando en el nivel colonial. Los diferentes subgrupos de una sociedad son clases demogréaficas cuyas
proporciones relativas ayudan a determinar el comportamiento del grupo (Wilson, 1980a,b,c).
Contrario a la demografia de los organismos no sociales, en los insectos sociales la demografia es
adaptativa: el nacimiento y muerte de las obreras tiene significado sélo con referencia a la
sobrevivencia y reproduccion de la reina, ya que la unidad de seleccion es la colonia. Lo importante
son las caracteristicas demograficas en el nivel colonial como el nimero de obreras grandes que actian
como soldados, el nimero de obreras que actlan como nodrizas, etc. Las proporciones de obreras son
determinadas principalmente a través de la demografia adaptativa, la cual es la programacion de la
produccion de individuos de diferentes castas que resulta en distribuciones de frecuencia de edad y
tamafo en la casta obrera que son mantenidas constantes y que promueven la sobrevivencia y
reproduccion de la colonia (Wilson, 1985a,b). Cada especie tiene un programa de diferenciacion
morfoldgica y conductual particular por el cual cada grupo de obreras se especializa en tareas
particulares, proceso llamado sociogénesis, el cual consiste en los pasos mediante los cuales los
individuos sufren cambios en casta, comportamiento, y fisiologia para construir la sociedad. Las
sefiales ambientales disparan una secuencia de restricciones fisiologicas progresivas en los individuos
que produce una distribucion de frecuencias de edad y tamafio de la poblacion obrera que incrementa la
sobrevivencia y reproduccion de la colonia. La demografia adaptativa se basa en que los insectos
sociales son muy sensibles a los estimulos sociales, a los cambios en la densidad de poblacion y a los
flujos informativos y energéticos (Holldobler & Wilson, 1990; Wilson, 1985a,b).

La demografia adaptativa ha sido estudiada en especies polimorficas como las de los géneros
Pheidole y Atta. Las nuevas colonias de la hormiga corta-hojas Atta cephalotes son fundadas por reinas
solitarias después del vuelo nupcial. La reina cria su primera generacion de obreras con las reservas de
su cuerpo, suficientes sélo como para criar un pequefio grupo de obreras hasta la madurez. Para que la
colonia sobreviva, las obreras producidas deben encontrarse en un rango de tamafio suficientemente
grande como para cortar vegetacion fresca para sustrato del hongo. Este tamafio permite a la reina
producir suficientes obreras y del tamafio minimo necesario para la colecta de material vegetal (1.6
mm) y obreras lo suficientemente pequefias (0.8 — 1 mm) para su procesamiento para el cultivo de
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hongo. Conforme la colonia crece, la distribucion de frecuencias de tamafio sufre variaciones en ambas
direcciones, hacia obreras con tamafios de cabeza menores a 0.7 mm y hacia obreras con tamafios de 5
mm, de manera que la distribucion de frecuencia se vuelve mas discreta con picos marcados en
diferentes tamafios de cabeza (Wilson, 1983b). Las colonias pueden reasignar sus recursos por lo que
es el tamafio de la colonia y no la edad lo que determina la demografia adaptativa (Wilson, 1983a).

Aunque la divisién del trabajo implica una especializacion en mayor o menor grado, generalmente
es plastica. Las colonias responden a los cambios de condiciones internas y externas ajustando las
proporciones de obreras (Wilson, 1985a,b). Esto se logra gracias a la flexibilidad conductual de los
individuos ya son muy sensibles a los cambios en la densidad de poblacion y al sistema estructurado de
tareas. Esta plasticidad implica la existencia de mecanismos de control que operan en el nivel de la
colonia, de manera que la regulacion en la demografia adaptativa es una forma de homeostasis social.
Las colonias de insectos son entidades biologicas dindmicas: el tamafio y la estructura de la poblacion
de obreras cambian con el tiempo, y de acuerdo con los cambios ambientales acelerando, retrasando o
invirtiendo el desarrollo conductual o los cambios en la demografia a través de la regulacion del
desarrollo larval. Incluso las castas fisicas mas especializadas pueden ser inducidas a realizar tareas
fuera de su repertorio normal. Por ejemplo, cuando la proporcion de obreras minor:mayor de Pheidole
baja del normal 3:1 6 20:1 y llega a 1:1, las mayor cambian y comienzan a realizar tareas que
normalmente sélo realizan las minor (HOlldobler & Wilson, 1990; Robinson, 1992). Ademas, la
proporcion de minors:mayors €s controlada por mecanismos homeostésicos de retroalimentacion que
pueden incrementarla o disminuirla. Cuando la colonia esta creciendo, las obreras consiguen suficiente
alimento y las larvas son bien alimentadas, por lo que sus niveles de HJ son elevados, predisponiendo a
las larvas hacia la determinacién de soldados. Conforme la proporcion de soldados aumenta, también
aumenta la cantidad de una feromona inhibitoria a la cual la larva esta expuesta. Esta feromona hace a
la larva menos sensible a la HJ, de manera que larvas rodeadas de una alta proporcion de soldados
tienden a convertirse en obreras minor; mientras que aquellas en presencia de una baja proporcién de
mayors Serdn mas sensibles a la HJ, extenderan su periodo de crecimiento larval y se convertiran en
mayors. Este mecanismo mantiene constante la proporcién de soldados (Holldobler & Wilson, 1990).

La plasticidad en el comportamiento de las castas es un factor importante en la organizacion de la
colonia que requiere de complejos cambios fisiologicos en los individuos, por lo que, aunque existe
plasticidad, también existen limites: las mayor de Pheidole puedan cambiar su repertorio para realizar
las tareas de las minor, pero las minor no pueden realizar las tareas de las mayor. Por lo tanto, las
obreras pueden cambiar su comportamiento hacia algunas tareas, pero no a todas (Robinson, 1992).

Como los miembros de la colonia no pueden obtener informacion acerca del estado de la colonia
completa, la informacién puede ser adquirida a traves de las interacciones con otras obreras o a partir
del estado del nido, lo cual puede estar facilitado por picos de actividad sincronica de la actividad de
las obreras. La decision de las tareas a realizar podria estar basada en la integracion adquirida a partir
de las interacciones sociales acopladas con las predisposiciones conductuales asociadas con la casta o
el estado fisiologico, lo cual puede inducir cambios en la actividad endocrina y genética de las obreras,
induciendo el cambio en comportamiento (Robinson, 1992).
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2. BIOLOGIA SOCIAL DE LAS HORMIGAS

2.1. Ubicacion zoologica '~/
La sistematica de las hormigas es la siguiente (Gauld & Bolton, 1988; Holldobler & Wilson, 1990):
- Phylum: Arthropoda
- Clase: Insecta o Hexapoda
- Subclase: Pterygota
- Orden: Hymenoptera
- Suborden: Apocrita. Himendpteros con “cintura” constrefiida tipo avispa.
- Infraorden: Aculeata. Himendpteros con aguijon.
- Sperfamilia: Formicoidea (hormigas).
- Familia: Formicidae. Hormigas. Himendpteros eusociales distribuidos en 12 subfamilias:
Subfamilia Sphecomyrminae (extinta)
Subfamilia Nothomyrmeciinae
Subfamilia Myrmeciinae
Subfamilia Ponerinae
Subfamilia Dorylinae
Subfamilia Ecitoninae
Subfamilia Leptanillinae
Subfamilia Pseudomyrmecinae
. Subfamilia Myrmicinae
10. Subfamilia Aneuretinae
11. Subfamilia Dolichoderinae
12. Subfamilia Formicinae
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Figura 1. A. Dibujo de una obrera A¢ta, mostrando las principales caracteristicas morfoldgicas externas. Los nimeros
romanos indican el nimero del segmento abdominal (Modificado de Weber, 1972). B. Regiones principales de tres
clases de insectos: a) una langosta; b) un escarabajo, y ¢) una hormiga. La region sombreada corresponde a la cabeza, la
blanca al térax, y la region en negro al abdomen (Modificado de Brusca & Brusca, 1990).
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2.2. Plan corporal

El cuerpo de las hormigas consta de tres partes apreciables: cabeza, térax y abdomen (figura 1). En
la cabeza estan los 6rganos sensoriales mas importantes, el cerebro y glandulas involucradas en la
alimentacion y comunicaciéon. Las antenas, los ojos y las mandibulas son las estructuras mas
conspicuas en la cabeza. El térax esta constituido por tres segmentos, cada uno con un par de patas.
So6lo los individuos fértiles presentan alas: un par en el mesotérax y otro par de menor tamafio en el
metatorax. En el gaster se encuentran Organos digestivos, de la excrecion, glandulas de defensa y
comunicacion, asi como los 6rganos de la reproduccion. En la terminacion del gaster se encuentra el
aguijon (cuando lo hay) conectado al reservorio de la glandula de veneno (Wheeler, 1960).

2.3. Eusociedades

Una sociedad es un grupo de individuos de la misma especie organizados cooperativamente mas alla
de la mera actividad sexual mediante sistemas de comunicacion (Wilson, 1980a). Las hormigas viven
en familias extendidas cuyos miembros son exclusivamente hembras. Todas las hormigas vivientes son
eusociales, término que implica cuatro caracteristicas fundamentales:

1) Division del trabajo reproductivo. Es la caracteristica clave de la eusocialidad y significa que
existen individuos fértiles e individuos estériles que realizan labores de mantenimiento que
benefician a los reproductores.

2) Cooperacion en el cuidado de la cria (la prole ayuda a los progenitores durante su vida).

3) Sobrelapamiento de generaciones de adultos que ayudan al cuidado de la descendencia.

4) Altruismo. Es el comportamiento que un individuo realiza en tal forma que el resultado es el
incremento en sobrevivencia o produccion de descendencia de otro individuo con un
consecuente decremento en su propia sobrevivencia o produccion de descendencia. Es una
caracteristica fundamental de la eusocialidad (Bourke & Franks, 1995). La determinacion
haplodiploide del sexo tiene efectos en la evolucion del altruismo. Las hembras (reinas y
obreras) de las hormigas se desarrollan de huevos fecundados (diploides) con un juego de
cromosomas de la madre y uno del padre. Los machos se desarrollan de huevos no fecundados
(haploides), con s6lo un juego de genes provenientes de la madre. No hay reduccion del nimero
de cromosomas durante la espermatogénesis (Croizer, & Pamilo, 1996). En promedio, todas las
hermanas hijas de la misma madre y del mismo padre tienen en comun la mitad de los genes de
la madre (50%) y todos los genes de su padre (100%). Como las hembras comparten mas genes
entre ellas (un 75%) que los que comparten con sus hermanos (25%) o con su madre (50%), la
aptitud de las obreras depende mayormente de la fecundidad de sus hermanas fértiles que de la
suya propia, lo cual ha favorecido la evolucion del altruismo (Hamilton, 1964).

2.4. Historia de vida (ciclo biologico)

La actividad de la colonia gira alrededor del bienestar y reproduccion de la reina, de manera que el
ciclo de vida de la colonia es una forma en la que la reina produce mas reinas. Desde esta perspectiva,
el ciclo bioldgico de las sociedades de hormigas involucra la inversion y administracion de energia para
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producir obreras hasta el momento en el que las “ganancias” pueden ser empleadas en la produccién de
nuevas reinas y machos (Sudd & Franks, 1987). La historia de vida de las colonias pude dividirse en
tres etapas o estados (figura 2): 1) estado de fundacion de la colonia; 2) estado ergondémico, y 3) estado
reproductivo (Oster & Wilson, 1978; Holldobler & Wilson, 1990).
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Figura 2. Historia de vida de las colonias de hormigas. F, estado de fundacion de la colonia; E, estado
ergondmico; R, estado reproductivo. Después de la liberacién de las formas reproductivas durante la época de
apareamiento, las colonias disminuyen su tamafio y vuelven a entrar en el estado ergonémico. Al morir la reina
y cesar la produccion de obreras, la poblacion decrece y al final, la colonia perece (Oster & Wilson, 1978).

2.4.1. Estado de fundacion de la colonia

Comienza con el vuelo nupcial: la reina virgen parte del nido materno en el que ha sido criada,
dejando a su madre y a sus hermanas. En ciertas epocas del afo, las colonias producen individuos
fértiles, machos y hembras alados que se aparean después de la época de lluvias. Después del vuelo
nupcial, todos los machos mueren, hayan logrado aparearse o no. Posteriormente al apareamiento, la
hembra se arranca las alas y se entierra excavando una camara en el suelo y comienza la oviposicion
empleando las reservas grasas y de los musculos alares. Con esta fuente de energia y proteinas produce
huevos y su primera generacion de obreras. Las siguientes son lo suficientemente fuertes como para
salir al exterior y conseguir alimento. Durante la fundacion, las reinas Asta producen el tamafio
apropiado de obreras que son lo suficientemente grandes como para realizar todas las tareas necesarias
de forrajeo, atender al hongo y a la cria, pero son tan pequefias como sea posible de manera que puedan
ser producidas con los limitados recursos disponibles para la colonia (Wilson, 1983b).

2.4.2. Estado ergonomico (exponencial)

Una vez que la segunda generacion de obreras ha sido criada, las colonias entran a un periodo de
rapido crecimiento en el que so6lo se producen obreras. La reina se consagra a la oviposicion y las
obreras realizan todas las tareas, incluyendo la alimentacion de la reina. La sociedad se cierra y casi
nunca se adoptan individuos del exterior. En esta fase, las colonias de A#a producen un amplio rango
de tamafios de obreras para construir lineas de produccion mas eficientes con castas mas sofisticadas y
especializadas. En esta etapa, las sociedades polimorficas producen sus soldados. Posteriormente, el
crecimiento del estado ergondmico disminuye hasta detenerse (Sudd & Franks, 1987).
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2.4.3. Estado reproductivo

En algin tamafio critico, una colonia debe comenzar a producir descendencia sexual para realizar su
aptitud inclusiva. Esto implica el desvio de recursos de la produccion de obreras hacia la crianza de
machos y reinas. El tiempo y la cantidad de la produccién de descendencia sexuada es critica para el
futuro de la colonia completa. Si la produccién ocurre demasiado pronto en el desarrollo de la colonia,
puede representar ventajas, ya que es posible que esta descendencia funde nuevas colonias pronto. Sin
embargo, esto puede reducir el numero total de la descendencia que una colonia puede producir durante
toda su vida (Sudd & Franks, 1987; Holldobler & Wilson, 1990).

2.5. Comunicacion

Una de las principales ventajas de la comunicacion es que mantiene una sociedad mas o menos
cerrada. Por medio de estas fronteras, es posible reconocer lo que no pertenece a la sociedad, de manera
que sus beneficios permanecen confinados a sus miembros. Por lo tanto, muchas sefiales estan
involucradas en el reconocimiento de la membresia. La comunicacion esta tambiéen relacionada con la
explotacion del ambiente, defensa del nido, e inversién en infraestructura (Sudd & Franks, 1987).

Aunque las formas de comunicacién en las hormigas son muy diversas (golpecitos, estridulaciones,
frotaciones, sujeciones, antenaciones, gustacion, y secrecion de sustancias quimicas), sus sistemas de
comunicacion estan basados en las sefiales quimicas. Las sefiales visuales y las ondas atmosféricas no
juegan un papel muy importante. Las vibraciones transportadas por el sustrato son usadas en forma
limitada como sefales de alarma. El tacto no transmite grandes cargas de informacion. Por el contrario,
las sefiales quimicas estan implicadas en todas las categorias de comunicacion. Las siguientes son las
principales categorias de comunicacion en hormigas (Holldobler & Wilson, 1990):

1) Alarma.

2) Atraccion.

3) Reclutamiento (a una nueva fuente de alimento o un nuevo nido).

4) Asistencia.

5) Trofalaxia (intercambio de liquido oral y anal).

6) Intercambio de particulas alimenticias sélidas.

7) Efectos de grupo: facilitando o inhibiendo una actividad dada.

8) Reconocimiento, de compafieros de nido, de castas particulares, o de los muertos.

9) Determinacioén de la casta, por inhibicién o por estimulacion.

10) Control de reproductivos en competencia.

11) Sefiales de rango territorial y marcas de nido.

12) Comunicacion sexual, incluye reconocimiento especie-especifico, reconocimiento sexual y

sincronizacion de la actividad sexual.

2.5.1. Comunicacion quimica

La comunicacion quimica no solo es universal en el mundo vivo, sino también es el sistema mas
antiguo y ventajoso. Sin embargo, como depende de la difusion, es lenta y con desaparicion gradual
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(Wilson, 1980a). Las moléculas usadas en la comunicacion entre miembros de la misma especie son
Ilamadas feromonas y son producidas por glandulas exocrinas y liberadas al ambiente por un individuo
como una sefial en respuesta a un estimulo. Estas sefiales producen respuestas en otros individuos que
las prueban o las huelen (Chapman, 1998). Las acciones de las feromonas pueden ser distinguidas
como efectos liberadores (evocando una respuesta), o0 como efectos cebadores (cuando los sistemas
reproductor y endocrino son alterados fisiolégicamente) (Holldobler & Wilson, 1990).

Todos los niveles de la socialidad de las hormigas tienen una base quimiosocial: la regulacion,
integracion y cohesividad dependen de ella. Las respuestas a las feromonas son una funcion de la
concentracion y del contexto, por lo que una sola feromona puede tener diferentes funciones elicitando
diferentes respuestas (Sudd & Franks, 1987). Las hormigas usan entre 10 y 20 sefiales quimicas
diferentes que cumplen diversas funciones y que mantienen a la colonia organizada. Hay dos grupos
importantes de feromonas en las hormigas. El primero es el olor de la colonia, el cual reside en la
cuticula y participa en la discriminacion entre compafieros y extrafios. El segundo grupo incluye
feromonas producidas en glandulas que elicitan respuestas especie-especificas (Sudd & Franks, 1987).

2.5.1.1. Glandulas exocrinas de las hormigas
En las hormigas existe una gran variedad de glandulas exocrinas que producen feromonas que son
liberadas en respuesta a estimulos especificos (figura 3).
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Figura 3. Esquema de una seccion sagital de una hormiga Iridomyrmex humilis en donde se muestran las principales
glandulas exocrinas. 1, mandibulas; 2, labio; 3, labro; 4, abertura de la glandula labial; 5, bolsa infrabucal; 6, base de la
glandula maxilar; 7, glandula mandibular; 8, faringe; 9, glandula postfaringea; 10, cerebro; 11, ducto de la glandula
labial; 12, glandula labial; 13, glandula metapleural; 14, reservorio de la glandula metapleural; 15, intestino; 16, vejiga
rectal; 17, ovarios; 18, glandula pigidial; 19, reservorio de la glandula pigidial; 20, glandula esternal (glandula de
Pavan); 21, glandula de veneno; 22, glandula de Dufour (Modificado de Hélldobler & Wilson, 1990).

Aunque mas de diez 6rganos han sido implicados en la produccion de semioquimicos, seis glandulas
clave estan ampliamente distribuidas entre las hormigas (Holldobler & Wilson, 1990):

=24 -



i) Glandula de Dufour. Produce feromonas de alarma, reclutamiento y atraccién sexual.

i) Glandula de veneno. Produce veneno usado en la defensa o en la caceria.

iii) Glandula pigidial. Produce feromonas de alarma, defensa, reclutamiento y atraccion.

iv) Glandula de Pavan. Produce feromonas de trilla o rastro.

v) Glandulas mandibulares. Son un par de sacos llenos con mezclas de alcoholes, aldehidos y
cetonas. Tienen un reservorio y el ducto de salida conectado a las mandibulas que abre cerca
del borde anterior de la boca. Sus productos funcionan como sustancias de alarma y defensa.

vi) Glandula metapleural. Esta situada en el tdrax. Sus secreciones sirven como antisepticos que
protegen al cuerpo y al nido contra microorganismos. Su presencia es una caracteristica
diagnostica del grupo.

2.5.1.2. Propiedades de las feromonas
Aunque las sefiales quimicas no son ambiguas debido a que con muy poca probabilidad se
encuentran en el ambiente, la modulacion y direccion de la sefial es dificil, debido principalmente a que
las sefiales quimicas se propagan por difusion o por micro turbulencias, mecanismos fuera de control
para el emisor. Ademas, existe otro problema para terminar con el mensaje ya que la sustancia persiste
aun después de que ha producido algun efecto (Sudd & Franks, 1987). El concepto de espacio activo ha
sido desarrollado para identificar la zona dentro de la cual la concentracion de una feromona se
encuentra arriba o abajo de la concentracion umbral. Este espacio activo es la sefial en si (Wilson,
1980a; Holldobler & Wilson, 1990). La velocidad de propagacion de las sustancias quimicas depende
de sus propiedades fisicas, particularmente su constante de difusion y volatilidad. Por lo tanto, el
tamafno molecular de muchas feromonas representa un balance entre dos requerimientos: volatilidad y
especificidad (Chapman, 1994). Generalmente, las moléculas pequefias son usadas cuando se necesita
una dispersion rapida, mientras que moléculas mas grandes y menos volatiles tienden a funcionar como
atrayentes cuando la exposicion prolongada es necesaria (Tumlinson & Teal, 1987). La especificidad
comunicativa de las feromonas puede lograrse de dos maneras:
i) Por la estructura molecular. Tamafio molecular, forma, quiralidad, grado de insaturacion, grupo
funcional, posicidn, nimero y geometria de dobles enlaces, isomerismo, etc.
i) Por la mezcla especifica de compuestos (Chapman, 1994). Las mezclas de feromonas pueden
funcionar sinergéticamente (Tumlinson & Teal, 1987), aunque también los componentes de la
mezcla pueden tener efectos distintos.

2.5.1.3. Tipos de feromonas

Las feromonas sociales pueden clasificarse en cuatro categorias de acuerdo con su funcion:

i) Feromonas de alarma. Son importantes y se presentan cantidades significativas en los
individuos (Blum, 1970a). Alarmar a los comparfieros de nido significa ponerlo sobre aviso de
algun peligro (Wilson, 1980a). Las respuestas a las sefiales de alarma son variadas y dependen
de diversos factores. Una hormiga en estado de alarma puede alejarse del peligro, o dirigirse
agresivamente hacia él, o sélo dar vueltas en un estado de alerta. EI comportamiento de alarma
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puede dividirse en dos etapas: a) alerta, caracterizada por el detenimiento de la actividad, la
cabeza se levanta y las antenas se inmovilizan; y b) activacion que es marcada por un
desplazamiento mas o menos rapido orientado hacia la fuente de perturbaciéon. La alarma
precede a la accion de defensa: agresion, huida, asistencia de un compafiero de nido, trabajo de
construccién, etc. (Passera, 1984). Las glandulas mandibulares son el sitio mas comdn de
produccion de feromonas de alarma. Aunque las sustancias empleadas como feromonas de
alarma presentan una gran diversidad estructural, un gran nimero de ellas son cetonas como la
2-heptanona, la 4-heptanona, la 4-metil-3-heptanona, etc. (Holldobler & Wilson, 1990).

i) Feromonas de reclutamiento. Conducen a los compafieros de nido hacia un sitio en el que son
requeridos para alguna labor (Wilson, 1971).

iii) Feromonas territoriales. Marcan los territorios de uso de una colonia (Jaffe, 1993).

iv) Feromonas sexuales. Estan involucradas en: a) la supresion de la reproduccion de las obreras; b)
la coordinacion del vuelo nupcial, y ¢) el encuentro de un sexo por el otro durante el vuelo
nupcial (Sudd & Franks, 1987). En especies que presentan feromonas sexuales de atraccion
hacia las hembras, los machos presentan sensilas especializadas en sus antenas y estructuras
especializadas de procesamiento en sus cerebros (Homberg et al., 1989).

2.5.2. Comunicacion con mezclas de feromonas y multimodal

La comunicacion de las hormigas, y en general de los insectos sociales, es mas compleja que la
relacién feromona-significado, ya que, en realidad las sefiales feromonales de un solo compuesto son
muy raras. De hecho, su sistema de comunicacién depende tanto de las mezclas de feromonas
producidas cada una por una glandula, de las mezclas multiglandulares, asi como de la modulacion
multimodal y del contexto en el que se desarrolla el proceso comunicativo (Holldobler, 1999).

Aunque la comunicacion en las hormigas esta basada en feromonas, existen sefiales de otras
modalidades sensoriales, como los estimulos vibracionales o tactiles, que, combinadas con las sefiales
quimicas, proporcionan modulacion al sistema de comunicacion a través de sistemas multimodales
(Holldobler, 1995, 1999). De esta manera, una sefial puede estar compuesta por distintos componentes
fisicos transmitidos simultdneamente o en corta secuencia. Entre los componentes que puede presentar
una sefial multimodal pueden estar las vibraciones propagadas por el sustrato como los golpecitos
abdominales de las hormigas, la estridulacion generada por el aparato estridulador, etc. Estos
componentes incrementan el efecto feromonal. Ciertos componentes funcionan como liberadores,
mientras que otros son moduladores de los estados motivacionales de los receptores.
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3. SISTEMA OLFATIVO PERIFERICO DE LAS HORMIGAS

3.1. Organos de los sentidos

Los 6rganos sensoriales son la interfase que monitorea el mundo exterior e interior por medio de
células especializadas capaces de detectar diversas formas de energia ambiental. Estas formas de
energia son detectadas por una membrana celular especializada y transformada en un potencial receptor
eléctrico, el cual es codificado en una descarga de potenciales de accion (PAs) que es transmitida a
través de nervios periféricos hacia el sistema nervioso central (SNC), en donde se interpreta la
informacion y se producen respuestas (Withers, 1992). La relacion entre la intensidad del estimulo y la
respuesta de los receptores (potencial receptor y frecuencia de descarga de PASs), es de caracter
logaritmico, lo cual le permite al receptor detectar un amplio rango de intensidades de estimulo ya que
la saturacion se alcanza a muy altas intensidades de estimulacion (Withers, 1992; Randall, 2002).

Los mecanismos perceptuales realizan las siguientes tareas: 1) filtran y transforman las energias
ambientales en eventos fisiolégicos, y 2) dan “sentido” o extraen informacion de estos procesos
fisioldgicos. Los mecanismos centrales realizan una abstraccién de las sefiales del ambiente
transformando la “informacion” sensorial en categorias manejables que tienen sentido para el animal.
Las energias ambientales nada tienen que ver con los fendmenos que desencadenan en los receptores
sensoriales y en las posteriores etapas de procesamiento en el sistema nervioso. Dentro de los craneos
de los animales no hay olores, no hay colores, no hay sonidos, no hay luz, sélo actividad eléctrica y
metabdlica. Esto se debe a que los procesos que ocurren en el sistema nervioso se han alejado de los
estimulos ambientales que los disparan: se han internalizado y privatizado. Por lo tanto, la percepcion
del mundo se basa en dos principios organizacionales del sistema nervioso:

1. El mundo sensorial esta representado internamente como mapas neurales.
2. Las neuronas de diferentes niveles a lo largo de las vias centrales deben representar e integrar
las sefiales sensoriales para asi, extraer diferentes clases de informacion de esos mapas.

Mientras que los sistemas sensoriales tienen una composicion neuronal mas o0 menos constante
debido a las restricciones impuestas por el ambiente fisico, los sistemas perceptuales son variables ya
que dependen de historias filogenéticas de adaptacion a condiciones ambientales complejas. Asi, los
mecanismos sensoriales son adaptaciones desarrolladas para resolver “necesidades” ecoldgicas
particulares en lugar de dispositivos de procesamiento todo-propésito. Un sistema esta disefiado para
resolver un problema particular, no mas (Wehner, 1992). Sin embargo, cuando las presiones de
seleccidn son similares, resultan en evolucidn convergente de estructuras y sistemas.

3.2. Olfato: quimiorrecepcion a distancia

Las hormigas tienen una gran diversidad de 6rganos sensoriales que son importantes tanto para su
relacién con el medio como para su vida social. No obstante, el olfato es el principal canal sensorial por
medio del cual las hormigas reconocen su alimento, presas, enemigos, compafieros de nido, feromonas,
etc. El olfato es la base de la organizacion social de las hormigas (Blum, 1970a,b).
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La quimiorrecepcion es el proceso por el cual la energia potencial existente en la atraccion y
repulsion mutua de las particulas que constituyen los &tomos es detectada (Dethier, citado en Romoser
& Stoffolano, 1994). Es un estado con variaciones en intensidad segun las condiciones externas
(concentraciones, tipos de quimicos, etc.) e internas (motivacién, etc.) durante el cual los érganos
quimiorreceptores responden al contacto directo con &tomos y moléculas.

La quimiorrecepcion puede se divide en tres sentidos quimicos (Hodgson, 1974):

1. Quimiorrecepcion a distancia u olfato. Es mediada por quimiosensilas que responden a
moléculas en bajas concentraciones (=100 moléculas en 1cm3) y que pueden mostrar un alto
grado de especificidad. Los estimulos olfativos estan asociados con una amplia variedad de
actividades, no solo la alimentacion.

2. Quimiorrecepcién por contacto o gusto. Las quimiosensilas por contacto son excitadas por
contacto directo con las moléculas en solucidn en concentraciones mas altas que los estimulos
quimioolfatorios. Son menos sensibles y estan asociadas con actividades alimenticias.

3. Sensibilidad quimica general. Involucra sensilas menos discriminativas, insensibles excepto a
concentraciones altas de un quimico. Se asocian con respuestas evasivas o de escape.

Entre el olfato y el gusto, existe una clara distincion: el sistema gustativo generalmente esta
relacionado con la alimentacién, y el sistema olfativo esta relacionado no sélo con la alimentacion, sino
con la deteccion de una amplia variedad de estimulos quimicos: sexo, parentesco, habitat, etc. Pero la
principal diferencia es la organizacion central de las proyecciones de los receptores del gusto y las del
olfato, ya que mientras los quimiorreceptores por contacto terminan en el ganglio del segmento donde
se encuentran dichos receptores, los receptores olfativos terminan en los LA del cerebro. Ademas, el
numero de células receptoras, las sustancias que estimulan esos receptores y las categorias de estimulos
que pueden ser discriminadas, son menores para el gusto que para el olfato (Hildebrand, 1995).

Aunque los estimulos quimicos son llamados odoriferos y sus equivalentes perceptuales se refieren
como olores, se puede emplear la palabra olor como referente a la sustancia que provoca la percepcion
olfativa, y aqui se seguird esta terminologia. Existen restricciones fisicoquimicas que han sido
importantes durante la evolucién en el desarrollo de los sistemas sensoriales olfativos. Asi pues, la
discriminacion olfativa no depende de una sola propiedad, sino de multiples propiedades moleculares.
Estas propiedades pueden ser caracterizadas segun tres niveles de organizacion (Shepherd, 1991):

1) Las propiedades individuales de una molécula: grupos funcionales, longitud de la cadena, o
posiciones de dobles enlaces. Estas propiedades pueden ser referidas como determinantes.

2) El grupo de propiedades de un solo tipo de molécula. En este caso, la molécula individual
puede ser referida como ligando odorifero, cuyos determinantes constituyen un olfatéforo.

3) La mezcla de diferentes moléculas emitidas por un objeto particular es la que la identifica a
nivel perceptual y puede ser referida como el objeto-olor.

Diversos parametros moleculares determinan la cualidad de un olor: geometria, conectividad, cargas
eléctricas y propiedades fisicoquimicas, por lo que puede decirse que la discriminacion olfativa cae
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dentro del area general del reconocimiento de patrones. El olfato es un sentido molecular en el cual la
informacion de las sefiales moleculares es transformada en patrones de actividad cerebral. Este proceso
es complejo debido a que no hay una obvia organizacion espacial de las conexiones neurales que se
presentan en otros sistemas sensoriales. De esta manera, la via olfativa realiza una serie de procesos
computacionales neurales sobre la informacion sensorial molecular que da forma a las percepciones
olfativas (Homberg et al., 1989; Shepherd, 1991). El procesamiento involucra la formacién de una serie
de mapas de actividad a lo largo de la via olfativa: 1) transduccién sensorial en los receptores, 2)
codificacion en los glomérulos del I6bulo antenal (LA), y 3) procesamiento en las neuronas de
proyeccion que terminan en los CF del protocerebro.

3.2.1. Antenas: la nariz de los insectos

Las antenas son los 6rganos sensoriales mas importantes de las hormigas y los principales 6rganos
olfativos. Son apéndices pareados en forma de filamento que se articulan con la capsula cefalica y estan
localizadas en la porcion anterior cerca de los 0jos. Las antenas de las hormigas son de forma
geniculada y estan formadas por dos partes: el escapo y el funiculo (figura 4). El escapo se une a la
cabeza en una cavidad llamada foseta antenal. El funiculo esta formado por pequefias secciones, de las
cuales la primera es llamada pedicelo, y al conjunto formado por las restantes secciones, o anulli, se le
Ilama flagelo. En el flagelo se encuentran muchos receptores olfatorios y mecanosensoriales.

Los movimientos antenales relacionados con la deteccion de estimulos se llaman antenaciones. La
antenacion involucrada en la orientacidn tactil o en el analisis de la distribucién espacial de los olores,
requiere de movimientos activos para el muestreo sensorial, ya que incrementa la deteccion de
gradientes olfatorios por quimiorreceptores fasicos. En respuesta a nuevos estimulos, estos
movimientos aumentan en frecuencia. Los movimientos de antenacion directa de objetos que se lleva a
cabo para explorar superficies, como el cuerpo de otras hormigas, requieren de un control mas preciso
que los movimientos antenales de olfacion del espacio aéreo (Ehmer & Gronenberg, 1997a,b).

Magelo

pedicelo

funiculo
{Nagelo + pedicela)

escapo

T!J"E’.
| it
iy

' 20ym

bola —
5041 pum

Figura 4. Izquierda. Micrografia electrdnica de barrido de la antena de una obrera de Atta mexicana. Se indican las
principales caracteristicas morfoldgicas. Derecha. Micrografia electronica de barrido de la punta de la antena de una
obrera Atta mexicana, en donde se obervan las sensilas que la cubren. Se distinguen al menos tres tipos de sensilas.
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3.2.2. Sensilas: morfologia de los organos sensoriales

Los dérganos sensoriales que captan informacién ambiental y la transducen llevandola al cerebro son
Ilamados sensilas. EI nimero de sensilas varia con las especies, el sexo y la casta en insectos sociales
(Jaisson, 1972). Ademas, sobre la antena las sensilas se encuentran en una distribucién especie-
especificamente estereotipada. Aunque no hay un tipo morfol6gico asociado a una funcion especifica,
las sensilas que presentan muchos poros de 10-20 nm de didmetro involucran funciones olfativas. Los
tipos morfoldgicos de sensilas varian con la forma de las estructuras cuticulares asociadas y en el
numero de neuronas receptoras. Aunque esto no implica necesariamente una funcion particular, algunas
sensilas parecen siempre estar asociadas con la misma funcion (Bullock & Horridge, 1965).
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Figura 5. Esquema de una seccién a través de una sensila olfativa (Modificado de Chapman, 1998).

Cada sensila estd compuesta por tres tipos celulares (figura 5):

1) La célula tricogena que forma los proceso cuticulares.

2) La célula tormdgena, que forma la foseta.

3) Una o varias neuronas bipolares (neuronas receptoras olfativas, NRO) con dendritas hacia la
linfa, la cual estd en contacto con el ambiente, y un axén que proyecta directamente hacia
los LA del cerebro (Hodgson, 1974). Los axones de las NRO se juntan con los de las otras
sensilas formando el nervio antenal, que se encuentra a lo largo la antena hasta llegar al LA
del deutocerebro en donde los axones se segregan hasta terminar en estructuras de neuropilo
Ilamadas glomérulos (Homberg et al., 1989).
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3.3. Fisiologia de los drganos sensoriales

Las NROs estan divididas en dos tipos principales: generalistas y especialistas segin sus rangos
receptivos. Este rango se ha Illamado rango receptivo molecular (RRM), de manera que las generalistas
tienen amplios RRM mientras que las especialistas tienen reducidos RRM. Es probable que los RRM
reflejen las interacciones de los determinantes de los ligandos con los subsitios del receptor. En los
invertebrados existen subtipos de NROs generalistas y especialistas. Ademas, existe una distribucion
espacial de subgrupos de NROs: cada anulli del flagelo de la antena tiene arreglos caracteristicos de
ciertos tipos de sensilas, por lo que las sensilas estan distribuidas estereotipadamente en las antenas.
Debido a esto, es posible que los insectos monitoreen informacion acerca de la distribucion espacial de
los olores en el ambiente conservando los niveles de estimulacion en la punta, en el medio y en la base
del flagelo (Hildebrand & Shepherd, 1997; Jhaveri et al., 2000; Stocker, 2001). Se han descrito cuatro
tipos funcionales de neuronas olfatorias (en los casos 1 y 2 las terminaciones podrian llegar a
glomérulos especificos del LA):

1. Especialistas estrechas (feromonas sexuales; extrema especificidad, incluso a cis y trans).

2. Especialistas de grupo (responden a un grupo cercano de compuestos (alcoholes o esteres)

3. Generalistas de grupo (la respuesta varia entre células).

4. Generalistas amplias (responden a una gran variedad de compuestos) el SNC esta involucrado

en el desciframiento entre este grupo y las generalistas de grupo.

3.3.1. Eventos perirreceptores: contacto odoriferos —linfa/mucosa

Las moléculas odoriferas son adsorbidas por las superficies cerosas de la sensila, después de lo cual
difunden hacia la linfa sensilar a través de poros cuticulares (Vogt, 1987). Existen moléculas especiales
que transportan los odoriferos a través de la linfa hacia los sitios receptivos de las NROs. Estas
moléculas de bajo peso molecular, conocidas como proteinas que unen olores (OBP, olfactory-binding
proteins), se encuentran en altas concentraciones en la linfa sensilar principalmente alrededor de las
dendritas de las NROs. También existen proteinas que se unen exclusivamente a feromonas (PBPs,
pheromone-binding proteins). En la linfa también se han encontrado esterasas que degradan las
moléculas odoriferas, tanto generales como feromonales (Hildebrand & Sheperd, 1997). La funcion de
las OBP esta relacionada con el reconocimiento, selectividad y discriminacién de los estimulos ya que
tienen una alta afinidad por sus ligandos. Ademas, incrementan la solubilidad de los olores ya que
muchos olores importantes son hidrofobicos. Las OBP, solubles en agua, capturan las moléculas
odoriferas solubilizandolas y transportandolas a traves de la linfa sensilar (ambiente acuoso) hacia las
dendritas de las NRO, donde inicia la transduccién sensorial. EI complejo formado por las OBP-
molécula odorifera facilita la accion de las esterasas que inactivan la accion del odorifero, previniendo
de la accion extendida de las moléculas odoriferas (Kaisling, 2001) (figura 6).

3.3.2. Interaccion entre receptores olfatorios y olores

Después de la migraciéon en la linfa, las moléculas contactan con receptores especificos de la
membrana de la célula receptora, lo cual abre canales catidnicos a través de segundos mensajeros via
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un receptor acoplado a proteinas G involucrando la fosfolipasa-C y al IP3. En Drosophila melanogaster
se ha identificado una familia de receptores con siete dominios transmembranales (como en los
vertebrados), codificados por una gran familia de multigenes que se expresan en las NRO (Elmore &
Smith, 2001) y cuya respuesta a los olores activa la via metabélica de segundos mensajeros a traves de
proteinas G (Vosshall, 2000, 2001; Wetzel et al., 2001; Pophof & Van der Goes van Nater, 2002). Se
han identificado 60 genes involucrados en la produccién de proteinas receptoras olfativas de D.
melanogaster. La expresion de dichos genes es altamente estereotipada en las antenas: cada gen se
expresa en un subgrupo de NRO de la antena o del palpo y en diferentes etapas del desarrollo (Jhaveri
et al., 2000; VVosshall, 2001). Probablemente cada NRO expresa un solo gen receptor (Vosshall, 2001),
por lo que tiene un espectro Unico de respuesta a las moléculas odoriferas. Ademas, diferentes NRO se
encuentran combinadas en configuraciones estereotipadas en cada una de las diferentes sensilas,
proporcionando a estas su rango de respuestas (Bruyne et al., 2001).
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3.3.3. Transduccion y discriminacion olfativa

Los mecanismos de discriminacion olfativa comienzan con las interacciones de las moléculas
odoriferas con diferentes tipos de receptores. La discriminacion olfativa depende de mudltiples
propiedades moleculares que interactian con los subsitios de las proteinas receptoras de la NRO. La
alta afinidad de las NROs de los machos de las polillas especializadas en deteccion de feromonas,
sugiere que estas NROs tienen un solo tipo de receptor y que su activacion involucra interacciones de
grupos funcionales y estequeometria de las moléculas con subsitios especificos del receptor
(Hildebrand & Sheperd, 1997).

Las NRO responden a estimulos olorosos con potenciales receptores graduados los cuales producen
PAs en los que estan codificadas propiedades del estimulo como la cualidad, la cantidad y propiedades
temporales que son conducidas hacia el SNC. La amplitud del potencial receptor, asi como la
frecuencia de los PAs, es proporcional al logaritmo de la intensidad del estimulo. Los potenciales
receptores pueden ser despolarizantes o hiperpolarizantes (estos ultimos suprimen la generacion de
trenes de PAs). Los complejos olor-receptor activan proteinas G ubicadas en las membranas d elas
NRO de las sensilas (Talluri et al., 1995; Laue et al., 1997; Stengl et al., 2001; Jacquin-Joly et al.,
2002), las cuales activan la fosfolipasa C, que a su vez hidroliza el fosfatidilinositol-4,5-bifosfato
membranal liberando IP3 (inositol trifosfato) y diacilglicerol (DAG) como segundos mensajeros
(Wegner et al., 1993). El IP3 entra en contacto con receptores de IPs que, a su vez, son canales de Ca**
del reticulo endoplasmatico, lo cual elicita un incremento temporal en la concentracion de Ca® en la
dendrita de las NROs (Hasan & Rosbash, 1992). El incremento transitorio en Ca" también conduce a
la activacion de corrientes de Cl dependientes de Ca” (Hildebrand & Shepherd, 1997; Wetzel et al.,
2001; Pophof et al., 2002). El efecto es la alteracion de las propiedades eléctricas de la célula receptora,
lo cual genera un potencial receptor (de unos 0.5mV de amplitud y 10-50 ms de duracion) y PAs. El
cambio en el patrén de disparo varia: a bajas concentraciones del olor el patron de respuesta es ténico;
a medianas concentraciones es tonico-fasico; y en altas concentraciones es sélo fasico. El tiempo de
reaccion de las respuestas es de algunos cientos de ms, tiempo que incluye el transporte del olor a
través de la linfa sensilar. Por su parte, el DAG dispararia la fosforilacién de ciertas proteinas que
pueden incluir canales idnicos a través de la activacion de la protein-cinasa C con efectos diversos.

3.3.4. Adaptacion

La adaptacion corresponde a la disminucion de la sensibilidad durante la presencia sostenida de un
estimulo: incremento en los tiempos de subida de los potenciales, decremento en el tiempo de
disminucion de los potenciales y disminucién en las tasas de disparo de PAs. La exposicion prolongada
a un estimulo oloroso produce el cierre de canales catiénicos dependientes de moléculas odoriferas a la
vez que incrementa la actividad de la guanilato ciclasa aumentando los niveles de GMPc en los somas,
pero no en las dendritas. Tanto el inicio de la adaptacion como la recuperacion son dependientes del
nivel de Ca** intracelular de las NRO. Es posible que el Ca”" actlie sobre un sitio intracelular del canal,
disminuyendo la afinidad por el segundo mensajero. Después de la interaccion con los receptores, los
olores son inactivados por degradacion enzimatica (Hildebrand, 1995; Hildebrand & Sheperd, 1997).
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“i4. SIS_TEMA NERVIOSO DE LAS HORMIGAS
4.1. Plan general del sistema nervioso
Los ganglios de los insectos presentan distintos componentes histologicos (Chapman, 1994):

1) Lamela neural. Capa no celular externa de tejido conectivo a modo de envoltura presente en
el SNC vy periférico. Esta compuesta de fibras elasticas tipo coldgena embebidas en una
matriz de glucosaminoglucanos.

2) Perineuron. Es una capa de células gliales debajo de la lamela neural. Probablemente, las
céelulas del perineuron secretan los materiales que componen la lamela neural.

3) Pericaria. Regién de somas neuronales asociados con células gliales. Los somas neuronales
de los ganglios estan situados en la region cortical rodeando al neuropilo central.

4) Neuropilo. Se le llama neuropilo a la densa marafia de fibras nerviosas (dendritas y axones)
y a sus terminaciones, completamente o casi, desprovista de somas neuronales. Forma gran
parte del volumen de los ganglios y es el sitio donde se presentan las sinapsis.

El SN esta dividido en tres partes mayores interconectadas (Romoser & Stoffolano, 1994):

1) Sistema nervioso central o somatico (SNC). Cadena ganglionar ventral que incluye al
cerebro, unida por conectivos que corren a lo largo de todo el insecto (figura 7).

2) Sistema nervioso periférico (SNP). Consiste de axones y terminales de neuronas motoras y
eferentes, axones, terminales y somas neuronales de las neuronas sensoriales, muchas de las
cuales tienen sus somas en la periferia cerca de su receptor.

3) Sistema nervioso visceral (SNV). Esta formado por: a) sistema estomatogastrico; b) sistema
visceral ventral; y c) sistema visceral caudal.

4.2. Sistema nervioso central (SNC)

El SNC consta de un cerebro localizado en la cabeza, y de un doble corddn nervioso ventral que
presenta ganglios en cada segmento del cuerpo unidos por conectivos laterales y longitudinales.
Aunque puede presentarse algun grado de fusion entre ganglios sucesivos, generalmente cada segmento
corporal presenta un par de ganglios conectados a través de la linea media, y unidos al ganglio del
segmento anterior y posterior por los conectivos (figura 7). El cerebro, o ganglio supraesofagico, es el
ganglio méas anterior y mas complejo; esta conectado por medio de conectivos circumesoféagicos con el
ganglio subesofagico. El ganglio subesofagico esta compuesto por tres ganglios fusionados: un ganglio
mandibular (inerva los 6rganos sensoriales y los musculos de las mandibulas), un ganglio maxilar
(inerva las maxilas) y un ganglio labial (inerva el labio). Posteriormente a los ganglios cefalicos, en el
torax, existen tres ganglios toracicos que son los centros sensoriales y motores de su segmento
respectivo. Los ganglios pro y mesotoracicos permanecen sin fusionar y se ubican en sus respectivos
segmentos aun en la hormiga adulta. De cada ganglio emergen dos pares de nervios, uno de los cuales
se dirige a las patas, y el otro al resto de la musculatura de cada segmento (Wheeler, 1960). En los
insectos alados, los ganglios meso y metatoracico dan lugar a un tercer par de nervios asociados con la
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musculatura alar. EI primero y segundo ganglios abdominales se encuentran dentro del metatérax y
estan fusionados con el ganglio metatoracico; mientras que el ganglio del tercer segmento abdominal se
encuentra en el peciolo (segundo segmento abdominal). Los ganglios abdominales cuarto, quinto, sexto
y séptimo mantienen su independencia, pero los ultimos dos se fusionan (Wheeler, 1960).
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4.2.1. El cerebro de las hormigas

El cerebro recibe informacion de los 6rganos de los sentidos de la cabeza y de interneuronas
ascendentes del cordon ventral. El cerebro es el principal centro de asociacion; controla las respuestas
reflejas de acuerdo con los estimulos recibidos por los érganos de los sentidos. Es responsable de la
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orientacion, de las formas mas complejas de comportamiento y de su modificacion por aprendizaje. El

cerebro de las hormigas es un drgano tripartita formado por la fusion de tres ganglios pareados:

protocerebro, deutocerebro y tritocerebro (figura 8) (Bullock & Horridge, 1965; Burrows, 1996).
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Figura 8. Seccion transversal del cerebro de una hormiga reina Camponotus ligniperda. Se muestran las
principales estructuras de los CF. Cada CF esta compuesto de dos célices, el medial y el lateral, con sus
respectivos pedinculos que se unen para dar lugar a los lébulos. En cada caliz puede apreciarse un
subcompartimiento muy conspicuo, el labio, la principal estructura de aferencias olfativas (Modificado de
Holldobler & Wilson. 1994).

a) Protocerebro. Esté constituido por el par de ganglios méas anteriores y mas grandes en el SNC.
Presenta varias areas de neuropilo y diversos nervios importantes como los nervios ocelares
pareados; el nervio ocelar medial, etc. Recibe los nervios de los o0jos y de 6rganos frontales.
Contiene cinco tipos de masas de neuropilo:

i) Lobulos 6pticos (LO). En cada lado hay tres neuropilos dpticos organizados en una
serie de capas que forman el camino entrante de excitacion de los ojos compuestos:
lamina, medulla, medulla acesoria y lobula, en las cuales las neuronas se encuentran
en un arreglo retinotopico columnar. En la lamina y la medula, existe el mismo
numero de columnas de neuronas que el nUmero de omatidias en el ojo.

i) Cuerpo central. Junto con el puente protocerebral constituye la parte media del
cerebro. Es un punto de encuentro de axones de diversas partes del cerebro,
sugiriendo una funcién asociativa (Strausfeld et al., 1998).

iii) Puente protocerebral. Es una masa de neuropilo que atraviesa el frente del cerebro.
Los axones se conectan con partes separadas del cerebro pero no con los CF.

iv) Cuerpos fungiformes, CF (corpora pedunculata). Se describen mas adelante.

v) Centros ocelares. Neuropilos que estan en la base de los ojos simples. Reinas y los
machos de hormigas presentan tres ocelos, mientras que las obreras carecen de ellos.
Sin embargo, los soldados de algunas especies, como Atta, pueden presentar dos.
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b) Deutocerebro. El deutocerebro se describe en una seccion posterior.

¢) Tritocerebro. En las hormigas, el tritocerebro se encuentra reducido y esta representado por un
par de pequefias estructuras debajo de los LA. Inerva el labro y el sistema estomatogastrico que
va al canal alimentario, se une con la cadena ganglionar via conectivos circumesofagicos. Tiene
conexiones con los CF y con los LO y neuronas que proyectan hacia el térax (Burrows, 1996).

4.3. Deutocerebro

El deutocerebro es un neurémero preoral en forma de un par de protuberancias redondeadas que
consiste de dos neuropilos distintos:1) el 16bulo antenal (LA), y 2) el centro motor y mecanosensorial
antenal (CMMA), también Illamado I6bulo dorsal (Homberg et al., 1989). Ambas areas reciben fibras
sensoriales primarias de las células receptoras de la antena a través del nervio antenal (NA). ElI NA esta
compuesto de axones sensoriales que proyectan hacia el deutocerebro. También contiene axones
motores que inervan los musculos de la antena. EI NA entra al cerebro al nivel del LA, en donde se
divide en dos tractos. El corto inerva el LA, mientras que el largo se dirige al CMMA.

4.3.1. Centro Motor y Mecanosensorial Antenal (CMMA)

Los dos segmentos basales de la antena, el escapo y el pedicelo, presentan principalmente células
receptoras mecanosensoriales. Ademas, tiene dendritas de motoneuronas del musculo antenal. Cada
musculo es inervado por al menos 3 neuronas (lentas, rapidas e inhibitorias). Todos los
mecanorreceptores sobre el esapo y el pedicelo de la antena envian sus axones hacia el CMMA a traves
de la parte ventral del NA, pero las arborizaciones pueden extenderse hacia el protocerebro, el ganglio
subesofagico ipsi- y contralateral e incluso el ganglio tordcico (Homberg et al., 1989). En
himendpteros, esta parte del NA se divide en dos tractos al llegar al CMMA. El principal de ellos
termina en el CMMA, el otro continda y se divide en tres ramas, una se dirige al protocerebro, otra al
ganglio subesofagico y la tercera al area protocerebral medial y posterior (Rospars, 1988).

4.3.2. Lobulo antenal (LA)

El LA presenta cuatro componentes: 1) una capa de somas celulares localizada en la periferia que
forma grupos de células locales; 2) tractos de fibras compuestos de axones de las NRO que llegan por
NA; 3) grupos de glomerulos, que son masas discretas de denso neuropilo, y 4) un area central
aglomerular fibrosa. Ademas, existen tractos que conectan el LA con el protocerebro (Rospars, 1988).

El neuropilo de los LA incluye compartimientos discretos llamados glomérulos los cuales son
regiones esféricas de neuropilo que contienen las sinapsis entre los axones sensoriales de las NRO y
neuronas centrales. Una capa de procesos gliales separan los glomérulos individuales. Probablemente
las células gliales jueguen un papel importante en la formacion de los glomérulos. Todos los axones de
las NRO del flagelo tienen arborizaciones terminales en el LA. Las NRO, cuyos somas se encuentran
en la antena, envian sus axones hacia el LA a través de la parte dorsal del NA y terminan en los
glomérulos ipsilaterales del LA. Al entrar al LA, el NA se divide en diversos tractos que inervan
distintos grupos de glomerulos. En la abeja 4. mellifera se han descrito 4 tractos: T1-T4 cada uno
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inervando un grupo de glomérulos. En algunas especies, los glomérulos se distribuyen regularmente y
no pueden distinguirse grupos de ellos (Homberg et al., 1989; Rospars, 1988).

El nimero de glomérulos es especie-especifico y generalmente es modesto, entre 50 y 300, pero en
casos extremos puede haber tan pocos como 9 ¢ tantos como 1000 glomérulos (Hildebrand &
Shepherd, 1997). En relacion al nimero de glomérulos, pueden distinguirse cuatro categorias: 1)
especies sin glomérulos (Ephemeroptera, Odonata y Plecoptera); 2) especies con 10-20 glomérulos; 3)
especies con 50-200 glomérulos, y 3) especies que se aproximan a los 1000 glomérulos. Aquellas
especies con reducidos LA o que no los presentan, tienen una reduccion considerable en el niumero de
sensilas sobre las antenas. El tamafio de los glomérulos varia con la especie, el sexo y probablemente
con la casta en los insectos sociales (Rospars, 1988; Withers, et al., 1993). El diametro de los
glomérulos tipicamente se encuentra entre los 50 y 200 um (Homberg et al., 1989).

En general, los glomérulos pueden estar distribuidos a través del LA, como en Periplaneta
americana, 0 pueden estar en un arreglo alrededor de una regién central de neuropilo formado
principalmente por neuritas de las neuronas del LA, como en M. sexta. El arreglo espacial de los
glomérulos no-feromonales es altamente estereotipado en cada especie de insecto y su posicién es lo
suficientemente invariante como para identificar a cada uno. En algunas especies (D. melanogaster,
Laissue et al, 1999; 4. mellifera, Galizia et al., 1999a), los glomérulos han sido mapeados y pueden ser
identificados individualmente segln su forma, tamafio y posicion relativa (Rospars & Chambile, 1989;
Homberg et al., 1989). Ademas, los LA de los machos de cucarachas, abejas y lepidopteros, y otras
especies presentan, ademas de glomérulos ordinarios, grandes estructuras glomerulares sexualmente
dimorficas (Arnold, et al., 1985; Rospars, 1988; Hildebrand & Sheperd, 1997).

4.3.2.1. Estructura neuronal del LA
La estructura de los glomérulos es caracteristica y es el resultado de la localizacién espacial de las
sinapsis y los arboles dendriticos de las neuronas centrales. Cada glomérulo presenta dos regiones: a)
una region central compuesta de neuritas y fibras de las neuronas del LA, y b) una region cortical
compuesta de las terminales de las NRO que hacen sinapsis con las neuronas del LA. Ademas, el
neuropilo del LA comprende neuritas de tres clases de neuronas centrales (Homberg et al., 1989):
1. Neuronas locales (NL). Las NL son células amacrinas (sin axdén) con arborizaciones
confinadas al LA. Estas neuronas inervan varios glomérulos conectandolos entre si. Existen
tres tipos de NL: i) NL multiglomerulares con arborizaciones homogéneas en todo el LA, ii)
NL multiglomerulares con arborizaciones heterogéneas distribuidas asimétricamente en los
glomérulos del LA, y iii) NL oliglomerulares con ramificaciones en unos pocos glomérulos.
La respuesta de algunas NL puede ser inhibitoria a través de GABA, mientras que la de
otras puede ser excitatoria (Hanson & Anton, 2000).
2. Neuronas de proyeccion (NP). Tienen dendritas en el LA y axones que proyectan hacia el
protocerebro. Las NP pueden ser de dos tipos: i) NP con arborizaciones uniglomerulares
(son las mas comunes); ii) NP con arborizaciones multiglomerulares. Ambos tipos de
neuronas envian sus axones hacia los calices del los CF a través de los diferentes tractos
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antenocerebrales que conectan los LA con el protocerebro. Las NP tienen respuestas mas
estrechas que las NRO vy las hay que pueden responder Unicamente a estimulos feromonales.
Hasta ahora, no se conoce la topografia de las terminaciones de las NP en el protocerebro.

3. Neuronas centrifugas (NC). Tienen arborizaciones dendriticas fuera del LA y envian axones
hacia el LA. Tienen funcion moduladora.

Las NL y muchas de las NP tienen sus somas en grupos de células en la periferia del LA, aunque en
Manduca sexta, algunas NP y muchas NC tienen sus somas en el protocerebro. En las hormigas,
rodeando la zona glomerular del LA se han identificado 4 principales grupos de somas neuronales: 1)
un gran grupo dorsal, 2) un grupo medial; 3) un grupo lateral, y 4) un pequefio grupo anterior. En M.
sexta hay tres grupos de células en el LA: a) un grupo lateral con dos subgrupos de neuronas GL1 y
GL2; b) un pequefio grupo medial (GM) y c) un pequefio grupo anterior (GA) (Homberg et al., 1989).

Los glomérulos estan formados por los axones preterminales y las terminales de las NRO de la
antena, y por neuritas de las NP, NL y NC vy las sinapsis entre ellas. Las sinapsis del LA generalmente
estan restringidas a los glomérulos (Rospars 1988; Homberg et al., 1989). Las NRO pueden tener
arborizaciones en un so6lo glomérulo o en varios de ellos (Homberg et al., 1989; Hanson & Anton,
2000). Las NL y las NP reciben sinapsis directas de las NRO. Ademas, las NP también pueden recibir
sefiales indirectas de las NRO a través de las NL. Las NRO también reciben sefiales de las NL, pero no
de las NP (Hanson & Anton, 2000). La convergencia en el LA puede ser enorme: hasta 350,000 NRO
pueden distribuirse en unos 300 glomeérulos, lo cual significa una proporcion de convergencia que
puede ir de 1500:1 a 4500:1 (Hildebrand & Shepherd, 1997). A diferencia del sistema visual, en los
6rganos olfativos las relaciones espaciales de las NRO no se mantienen en el LA.

4.3.2.2. El codigo olfativo

El procesamiento olfativo involucra la formacién de una serie de mapas de actividad llamadas
imagenes moleculares a través de las cuales la informacion de las moléculas odoriferas es transformada
en patrones especificos de actividad a lo largo de la via olfativa. De esta manera, los glomérulos
construyen una imagen molecular colectiva (Shepherd, 1991). Cada glomérulo recibe aferencias de un
tipo de NRO, y cada NRO expresa diferentes tipos de receptores en sus membranas dendriticas. De esta
manera, cada glomérulo presenta patrones particulares de respuesta a los estimulos olorosos (Wang et
al., 2003) que reflejan la estructura quimica de los olores: longitud de cadena, residuos, polaridad, etc.
Los glomérulos con perfiles similares de respuesta frecuentemente son vecinos. Esto estéa relacionado
con el hecho de que NRO con respuestas similares tienden a inervar glomérulos adyacentes. Sin
embargo, los patrones de actividad glomerular especificos a un olor pueden estar distribuidos en el LA,
esto es, que los glomerulos activados por un olor no siempre son vecinos y esta activacion puede
depender de las interconexiones glomerulares dadas por las NL (Galizia & Menzel, 2000b). Esto parece
sugerir que los glomérulos son las unidades funcionales de codificacion olfativa (Rodrigues & Pinto,
1989). No obstante, aunque cada glomérulo responde de manera particular a diferentes olores, un sélo
glomérulo no es suficiente para la identificacion de los olores.
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Aungue los patrones de respuesta del LA son constantes en respuesta a olores particulares o mezclas
de ellos, parece que no existen glomérulos particulares que respondan sélo a algunos grupos
funcionales. Asi, aunque los glomérulos responden preferentemente a la estimulacion con moléculas
con grupos funcionales particulares (como alcoholes, aldehidos, etc.), esos mismos glomérulos siempre
responden, aungue sea débilmente, a otros grupos funcionales (Sachse et al., 1999; Galizia & Menzel,
2001b). Ademas, las respuestas a las feromonas no-sexuales son codificadas como olores generales ya
que el patrén de actividad glomerular evocado para feromonas sociales y otros olores puede incluir los
mismos glomérulos (Galizia et al., 1999b). Por el contrario, las feromonas sexuales son codificadas por
separado en glomérulos sexualmente dimdrficos (Heinbockel et al., 1998; Galizia et al., 2000a).
Aunque puede haber un gran numero de glomérulos en el LA, existe una gran convergencia en los LA
desde las NRO, de manera que probablemente una de las funciones de este neuropilo es amplificar las
sefiales de entrada y mejorar la relacion sefial-ruido en el sistema completo.

El codigo olfativo puede entenderse como una serie de reglas de transformacion que conducen a una
representacion neuronal de un estimulo olfatorio. Por supuesto que esta representacion esta
influenciada por el significado conductual de dicho estimulo (Galizia & Menzel, 2000b). El cddigo
olfativo parece ser mas un patron de respuesta en el LA que la respuesta de glomérulos individuales a
un olor particular (Homberg et al., 1989). Ya que la intensidad de las respuestas es graduada, tanto para
el mismo olor en diferentes concentraciones, como para diferentes olores cuando un glomérulo con una
débil respuesta para un olor puede responder mas fuerte a la estimulacién con otro olor, la codificacion
de la cualidad asi como de la concentracion parecen ocurrir en todo el LA y no en glomérulos
individuales. Las mezclas de olores indican integracion molecular en la respuesta de los glomérulos y
no mera sumacion de la actividad a partir de sus componentes (Galizia & Menzel, 2001).

Cada olor detectado en las antenas, evoca actividad en varios glomérulos y cada glomérulo participa
en el patrén evocado por diferentes olores. De esta manera, diferentes olores evocan diferentes patrones
de actividad en el LA. Esta representacion de los olores es simétrica en cada lado del LA, lo que
funcionalmente permite que los insectos comparen gradientes de concentracion o retrasos temporales
entre los lados del cuerpo (Galizia et al., 1998). Esta simetria sugiere que la actividad e identidad
funcional glomerular esta preescrita genéticamente. Ademas, los patrones de actividad son iguales entre
individuos de la misma especie, sugiriendo que el cddigo olfativo es conservado (Galizia et al., 1999b).

El LA estd topograficamente dividido en areas designadas para el procesamiento de aferencias
particulares. Aunque esta organizacion funcional del LA parece estar genéticamente predeterminada,
existe un componente dependiente de la experiencia que proporciona plasticidad. De esta manera, la
representacion odorifera es plastica, por lo que los patrones de actividad glomerular son dinamicos
(Galizia & Menzel, 2000b). Asi, los patrones de actividad no son representaciones estaticas que se
encienden o apagan en presencia del olor, sino patrones espaciotemporales que pueden consolidarse
con la experiencia cuando se produce un cambio en el patron de actividad para el olor aprendido
(Galizia et al., 2000; Galizia & Menzel, 2000b; Devaud et al., 2001), por lo que el LA contribuye a la
formacion de la memoria olfativa (Homberg et al., 1989). Existe, ademas, un mecanismo de seguridad
en el codigo olfativo, y este es la redundancia: no se necesita la representacion completa de un olor en
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el LA, ni siquiera el LA completo, para su correcta identificacién, por lo que se reducen los errores
(Galizia & Menzel, 2000b). En resumen, probablemente una representacion funcional y no espacial de
las sefiales sensoriales de entrada esta mapeada dentro del cerebro. Los glomérulos son los sitios de
procesamiento sinaptico de la informacion olfativa primaria aferente, pero la codificacion y el analisis
de la informacién olfativa en el SNC comienza con patrones odotdpicos de actividad neural mapeada
espacialmente en el arreglo glomerular (Hildebrand & Shepherd, 1997).

4.3.2.3. Sustancias neuroactivas en el LA
Se han encontrado una gran diversidad de sustancias neuroactivas en el LA, desde
neurotransmisores, hasta aminas biogénicas, neuropéptidos y 6xido nitrico (Hansson & Anton, 2000):

Ach (acetil colina). Se ha encontrado en las NRO y en las interneuronas del LA. La ACh puede
evocar respuestas tanto inhibitorias como excitatorias.

GABA (&cido-y-amino-butirico). Se ha encontrado en los LA como uno de los principales
neurotransmisores, el cual produce inhibicion, reduciendo la respuesta excitatoria de las NP.
Aminas biogeénicas: serotonina, dopamina y octopamina. Se han encontrado principalmente en
NC las cuales tienen un papel modulador y retroalimentativo en el LA.

Neuropéptidos. Alatostatinas y alatotropinas se han encontrado en NL y colocalizan con GABA.
Oxido nitrico. Se ha encontrado en NRO y NL del LA de abejas y otros insectos. Aparentemente
media la informacion olfativa local y parece estar involucrado en procesos de adaptacion.
Hormonas. La hormona juvenil (HJ) estd involucrada en la plasticidad del LA. La HJ tiene
efectos en la sensibilidad de las neuronas del LA, regulando la informacion olfativa.

4.3.2.4. Conexiones eferentes del LA hacia el protocerebro

Varios tractos conectan el LA con el protocerebro, el ganglio subesofagico y el LA contralateral.
Tres son los principales tractos que conectan el LA con el protocerebro ipsilateral (Arnold et al., 1985;
Homberg et al., 1988, 1989; Rospars, 1988) (figura 9):

1. Tracto antenocerebral interno o tracto olfatorio-globularis (TACI). Tracto principal que corre
cerca del plano sagital del cerebro hacia el protocerebro, donde las colaterales proyectan al
labio de los dos célices de los CF haciendo sinapsis con las células Kenyon; de ahi se dirigen
hacia una region del protocerebro lateral (PL).

2. Tracto antenocerebral medial (TACM). Se ramifica dividiéndose en dos ramas, una de las
cuales proyecta hacia el (PL), mientras que la otra corre hacia los CF atras del caliz.

3. Tracto antenocerebral externo o lateral (TACE). Emerge del LA independientemente del
TACI. Envia colaterales al PL y después proyecta hacia el labio de los dos célices de los CF.

Se conocen otros tractos: 4) tracto antenocerebral dorsal (TACD) hacia el protocerebro; 5) tracto
antenocerebral dorsomedial (TADM) hacia el protocerebro; 6) tracto antenosubesofagico (TASE),
hacia el ganglio subesofagico; 7) comisuras que conectan los LA derecho e izquierdo.
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Figura 9. Caricatura de la organizacion neurofisioldgica de las vias olfativas en insectos. (Modificado de Rospars,
1988 y Stocker et al., 1990).

4.4. Los cuerpos fungiformes

A pesar de que la comunicacién quimica y tactil entre los individuos es bien entendida en muchas
especies, poco se sabe acerca de las estructuras y mecanismos neurales que generan y controlan el
comportamiento de las hormigas y, en Gltima instancia, del superorganismo. La morfologia general del
cerebro se ha descrito para algunas especies de hormigas (Lasius: Janet, 1905; Formica: \Vowles, 1955;
Goll, 1967; Bernstein & Bernstein, 1969; Pietschker, 1911; Burling-Thompson, 1913; Pandazis, 1930).
En general, los cerebros de las abejas y las hormigas son similares (Kenyon, 1896; Mobbs, 1982; 1984)
excepto que en muchos faxa de hormigas, las obreras tienen ojos reducidos y los LO son mucho mas
pequefios que los de las abejas, o incluso pueden estar ausentes. Solo los sexuados alados, los cuales
dependen de la vision durante el vuelo nupcial, y las obreras de ciertas especies depredadoras, tienen
grandes ojos y grandes LO (Gronenberg 1996, Gronenberg & Liebig 1999). En contraste, los CF son
relativamente més grandes en hormigas que en abejas (Pandazis 1930; Gronenberg 1996).

Los CF son un par de centros nerviosos encontrados en el protocerebro de muchos artrépodos.
Desde su descubrimiento en 1850, a los CF se les ha adscrito el control del comportamiento complejo y
plastico (Dujardin, 1850; Huber, 1960; Erber et al., 1980; Strausfeld et al., 1998). Los CF consisten de
un par de masas de neuropilo en forma de copa a cada lado del protocerebro, llamadas célices. Cada CF
estd compuesto por dos calices, uno medial y uno lateral. Los calices se encuentran rodeados de una
corteza de somas de neuronas intrinsecas llamadas células Kenyon o células globulares. De cada céliz,
un corto pedunculo se extiende hacia abajo y hacia adelante. El pedinculo consiste de un barril con tres
columnas de fibras. Los dos peddnculos del mismo par de célices se unen e inmediatamente después se
dividen para formar dos I6bulos alargados perpendiculares entre si, uno hacia arriba y hacia adelante de
la superficie dorsal del cerebro y el otro hacia la linea media. El primero se Ilama I6bulo o (0 vertical),
y el segundo l6bulo B (o medial) (Kenyon, 1896; Strausfeld et al., 1998) (figura 10). El neuropilo de los
CF esta separado del resto del cerebro por una delgada capa de lamela glial.
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Figura 10. a) En la parte superior se muestra un cerebro de la hormiga Cataglyphis bicolor en vista frontal donde se
muestran las principales estructuras cerebrales (medial, 16bulo medial o ; ped, pedinculo del caliz; ca, célices de los CF;
lo y me, lobula y medula del LO). Parte inferior, se muestra una reconstruccion tridimensional de los CF, superimpuesta a
una imagen confocal. Se observan los calices y como los pedunculos de cada caliz se fusionan para formar los l6bulos o y
B (modificado de Whener, 2003). b) Reconstruccion tridimensional de los CF de C. bicolor. Se muestran los principales
subcompartimientos de neuronilo (Modificado de Kun-Buhlmann & Whener, 2005).

Los CF estan compuestos de muchas células Kenyon cuyas dendritas, elementos postsinapticos,
forman el neuropilo del caliz (Fahrbach, 2006). Un axon se extiende desde cada arbol dendritico a
través del pedunculo y se ramifica hacia los 16bulos o y B (figura 11).

somas-K

Figura 11. a) Micrografia electronica de barrido del cerebro de C. floridanus. Se indican las principales estructuras. b)
Esquema de la mitad izquierda del cerebro en donde se muestra el LA, el LO y los CF. Se muestra ademas, la
trayectoria de los axones de las células Kenyon hacia los I6bulos o y 3. El &rea sombreada representa los somas

de las células Kenyon (somas-K). Cm, caliz medial; C/, céliz lateral; L y M, lobula y medula del LO (Modificado
de Gronenberg, 1996b).

Los calices reciben aferencias colaterales de neuronas olfatorias originadas del LA en el mismo lado
del cerebro. En aquellos taxa con LO, los calices reciben aferencias de ellos en ambos lados del cerebro
(Mobbs 1982, Gronenberg 1986, 1999). En las abejas y en las hormigas el caliz esta subdividido
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concéntricamente en tres compartimientos: el labio, que recibe aferencias de los LA; el collar, que
recibe aferencias visuales; el anillo basal, el cual esta dividido en dos capas, recibe aferencias visuales
y olfativas (Mobbs, 1982; Homberg, 1984; Gronenberg, 1986, 1999, 2001). Toda esta informacion
puede ser combinada en los CF para dar una imagen compleja del ambiente y del estado interno del
animal, ya que los CF son el sitio donde la informacién visual y la olfativa convergen (Gronenberg,
1986; Fahrbach, 2006). Neuronas eferentes de los I6bulos ay B terminan principalmente en los
neuropilos protocerebrales, de manera que hay un nimero importante de conexiones recurrentes entre
los 16bulos y los célices (Mobbs, 1982; Schildberger, 1984; Gronenberg, 1987; Homberg et al., 1988;
Grinewald, 1999). El neuropilo protocerebral circundante también provee neuronas aferentes que
invaden los célices y/o los Iébulos. Estos atributos hacen de los CF neuropilos cardinales en un
complejo sistema de aferencias, eferencias y conexiones recurrentes entre los diferentes ndcleos
protocerebrales (Mobbs, 1982; Strausfeld et al., 1998; Rybak & Menzel, 1998).

4.4.1. Neuronas de los cuerpos fungiformes

A pesar de su homogeneidad morfoldgica en secciones histoldgicas, se han descrito diversos tipos
de células Kenyon segun la morfologia de sus arborizaciones célicas y de sus proyecciones a los
I6bulos oy B. Los tipos de células Kenyon son (Fahrbach, 2006):

1. Clase I. Esta es la tipica célula Kenyon. Envia su neurita principal a lo largo de la superficie
interna del céaliz. Sus arborizaciones dendriticas forman cufias en el caliz principal y se
describen como espinosas. Sus axones se ramifican para inervar el 16bulo o y el 16bulo B.

2. Clase 1. Estas células envian su neurita principal a través del neuropilo del caliz y tienen
arborizaciones en forma de clavos en el céliz principal. Sus terminales axoénicas estan
restringidas a regiones especificas del llamado l6bulo y (una region del I6bulo ).

3. Clase I11l. Los somas y las neuritas de estas células estan localizadas en las regiones periféricas
de los caélices y sus dendritas se encuentran en un pequefio caliz accesorio adyacente al
pedunculo que ha sido descrito en las cucarachas.

4.4.2. La funcion de los cuerpos fungiformes

Se ha sugerido repetidamente la existencia de correlaciones entre la complejidad del
comportamiento de una especie y el tamafio de los CF (Forel, 1874; Jonescu, 1909; Alten, 1910;
Hanstrom, 1926). Otros estudios han adscrito funciones més especificas a los CF: su papel en el
comportamiento social (Cole, 1985; Jaffe & Perez, 1989); en el aprendizaje y la memoria (Vowles,
1964; Menzel et al., 1994; Erber et al., 1980; Heisenberg et al.,1985); en la orientacién y memoria
espacial (Vowles, 1964; 1967; Mizunami et al., 1998b). Los CF se han considerado los centros de la
inteligencia de los insectos ya que dichos centros son particularmente grandes en hormigas, avispas y
abejas, insectos supuestamente mas “inteligentes” que otros. Aunque no existen datos fisiologicos para
hormigas, la evidencia proveniente de otros insectos sugiere que ciertas neuronas eferentes responden a
informacion multimodal: olfato, gusto, vision, vibracién, tacto, sonido (Homberg, 1984; Schildberger,
1984; Kaulen et al., 1984; Gronenberg, 1987; Li & Strausfeld, 1997, 1999; Griinewald, 1999). Los CF
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estan involucrados en las capacidades de discriminacién olfativa, aprendizaje olfativo, y procesamiento
de sefiales provenientes de diversos canales sensoriales, principalmente el olfato (Fahrbach, 2006). Se
ha reportado que las eferentes codifican aspectos temporales y la historia inmediata de estimulos
previos (Kaulen et al., 1984; Gronenberg, 1987; Mauelshagen, 1993; Laurent et al., 1998). La ablacién
de los neuroblastos embridnicos de los CF de Drosophila sugiere que los CF estan involucrados en la
actividad locomotora (Martin et al. 1998) y el control motor (Mizunami et al., 1998 a,b).
Probablemente coordinan los movimientos en respuesta a los estimulos recibidos por los 6rganos
sensoriales cefalicos. Es posible que exista una relacion entre el comportamiento complejo y el
desarrollo de los CF. Bernstein & Bernstein (1969) demostraron que hay una correlacion entre la
eficiencia de forrajeo, el tamafio de la cabeza y los CF en las hormigas. Ademas, en hormigas y abejas
se ha demostrado el crecimiento volumétrico de los CF relacionado con la edad y con la experiencia
(Withers et al., 1993, 1995; Durst et al., 1994; Gronenberg, 1996; Fahrbach et al., 1995; 1998; Khiin-
Bilmann & Wehner, 2005).

4.5. Caracteristicas del cerebro de las hormigas

En las hormigas, el tamafio relativo del cerebro y el de sus compartimientos es mas importante que
el volumen absoluto. Aunque el volumen cerebral absoluto varia segun la casta, la mayor variacion se
observa cuando se considera el volumen relativo al tamafio corporal. Las especies con sistemas de casta
polimorficos muestran una tendencia general: el volumen del cerebro en relacién al tamafio corporal
decrece con el aumento de tamafio del cuerpo, contrario a lo que sucede con el volumen cerebral
absoluto (Jaffe & Perez, 1989; Gronenberg & Holldobler, 1999).

Figura 12. Micrografia electronica de barrido mostrando las diferencias en el tamafio de la cabeza en
relacion al tamafio del ceebro en Arta sexdens. NOtese que, mientras el tamafio de la cabeza varia
enormemente, el del cerebro apenas difiere (Modificado de Gronenberg & Hélldobler, 1999).

Esto puede estar relacionado con la especializacién conductual en tareas particulares. Las obreras
muy grandes generalmente estan relacionadas con la defensa del nido y realizan pocas tareas ademas de
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esta. Al aumentar el tamafio, generalmente existe una relacién de crecimiento alométrico entre las
diferentes partes corporales, por lo que las obreras grandes de las especies polimorficas tienen enormes
cabezas con grandes mandibulas. En los soldados de estas especies la relacion volumen
cerebral:tamafio corporal es menor ya que gran parte del espacio cefalico es ocupado por los musculos
mandibulares. Aunque el tamafio de la cabeza de obreras mayor y minor de Camponotus floridanus,
presenta grandes diferencias, los cerebros de las mayor s6lo son cerca de un 8% mas grandes que los de
las minor. Entre las castas mayor y minor de Atta ocurre algo parecido: los soldados tienen enormes
cabezas, pero gran parte de la capsula cefalica esta ocupada por los musculos de las mandibulas vy el
tamarfio del cerebro no varia proporcionalmente ya que en las obreras minor el cerebro ocupa el 60%
del volumen total de la cabeza, mientras que en las obreras mayor apenas el 5% (Gronenberg &
Holldobler, 1999; figura 12). En cuanto a la complejidad conductual, los soldados presentan reducidos
repertorios conductuales (Wilson, 1980a).

La diversidad de tamafio de diferentes compartimientos depende del grado del influjo sensorial, es
decir, del tamafio del correspondiente 6rgano. El cerebro de las hormigas presenta tres caracteristicas
importantes relacionadas con la vida social:

1) Los LO son muy pequefios, lo cual refleja la poca importancia que tiene la vision en el
comportamiento de las hormigas.

2) Los LA son muy complejos y grandes. Esto refleja la importancia que el olfato tiene para las
hormigas ya que el nimero y tamafio de los glomérulos parece estar relacionado con la
capacidad de discriminacion olfativa.

3) Los CF son muy grandes.

El tamafio relativo de los CF en las hormigas es 35-55% del cerebro y es mas grande en obreras y en
las especies mas “intelectuales”. En general, los machos tienen los CF relativamente mas pequefios, las
obreras los mayores, y las reinas intermedios. En C. floridanus, el volumen absoluto del cerebro es
aproximadamente de 0.06 mm’. Mientras que los LO son pequefios, los CF son muy grandes y aportan
mas del 40% del volumen cerebral total (células Kenyon y neuropilo). Por su parte, los LA aportan
cerca del 9% del volumen total del cerebro (Gronenberg et al., 1996). En obreras grandes (no soldados)
de Ata, los CF constituyen el 20% del volumen cerebral, mientras que los LA el 12% (Gronenberg &
Holldobler, 1999). Sin embargo, el volumen relativo de los LA y de los CF es constante en muchas
especies de hormigas, por lo que se ha sugerido que existe un cerebro hormiga “estandar”, con una
composicion evolutivamente muy estable. Este cerebro comprende los LA y los CF en una proporcion
fija de volimenes relativos: en las obreras, los CF son el doble del volumen del los LA, mientras que
en los machos, cuyo repertorio conductual es menor, son del mismo tamafo. Por el contrario, en
hormigas “mas visuales”, existe una relacion CF:LA mayor. En el caso de los LA y los LO, existe una
correlacion negativa que sugiere que las hormigas pueden ser agrupadas en: 1) visuales, con LO y
region del collar de los CF grandes, y 2) olfativas, con LO y collar reducidos, pero con LA y region del
labio de los CF maés grandes (Gronenberg & Hoélldobler, 1999).
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4.6. Correlatos fisiologicos y neurobiologicos de la division del trabajo
4.6.1. Division del trabajo y fisiologia

Diversos estudios han demostrado que existen correlatos fisioldgicos de la division del trabajo, tales

como la sintesis y niveles de hormona juvenil (HJ) y el polietismo temporal en abejas Apis mellifera
(Huang et al., 1994; Robinson, 1987). Conforme una obrera envejece, los niveles de HJ aumentan.
Niveles bajos de HJ estan asociados con el comportamiento dentro del nido. Después de las primeras
tres semanas, la actividad del corpora allata aumenta y los niveles de HJ también aumentan y
comienza la vida forrajera de las abejas. El incremento en los niveles de HJ tiene efectos importantes
en la fisiologia de las abejas: causa la degeneracién de las glandulas hipofaringeas (que producen
alimento para las larvas) y promueve la produccion de feromonas de alarma.
Estos cambios en los niveles de HJ pueden tener efectos dramaticos en la estructura y funcion del SNC
debido a que el cerebro presenta receptores para esta hormona (Robinson, 1992).. Las obreras que se
convierten en forrajeras desarrollan incrementos en el volumen glomerular en los LA: la exposicion
prolongada a olores seleccionados incrementa el tamafio de glomérulos identificables que procesan
esos olores (Sigg et al., 1997). Ademas, no solo el neuropilo glomerular se ve afectado, también
regiones superiores del cerebro, como los CF, incrementan su volumen conforme las abejas envejecen
y se convierten en forrajeras. Withers et al. (1995) demostraron que la HJ esta directamente relacionada
con los cambios en volumen de los CF. Estos cambios modifican el comportamiento y la fisiologia
sensorial provocando que las abejas dejen de realizar tareas internas al nido y comiencen a forrajear.
Aunque estos cambios estan directamente relacionados con la ontogenia, se ven afectados por el estado
de la sociedad, por lo que pueden existir reversiones en los niveles de HJ si es que, por ejemplo, las
nodrizas son retiradas del nido, con lo que las forrajeras regresan del forrajeo al cuidado del nido.

El polietismo temporal de las abejas también est4 asociado con el desarrollo de ritmos circadianos:
las abejas jovenes que cuidan la cria dentro del nido a cualquier hora, son arritmicas, mientras que las
obreras de mayor edad que forrajean presentan ritmos circadianos usados para la navegacion por
compas solar y para la visita de las fuentes de alimento (Bloch et al., 2002). Acompafian a estos
cambios en actividad, la expresion del gen period, un componente molecular del reloj circadiano: las
forrajeras presentan las mas altas oscilaciones en los niveles de expresion de este gen (Toma et al.,
2000). Sin embargo, los cambios en la ritmicidad no estan controlados por la HJ (Bloch et al., 2002).
Cuando las condiciones sociales lo requieren, las forrajeras pueden regresar a cuidar de las crias,
volviéndose arritmicas (Bloch & Robinson, 2001; Bloch et al., 2001).

La sensibilidad a los estimulos también esta relacionada con la casta. Abejas recién eclosionadas que
presentan bajos umbrales de respuesta a la sacarosa se convierten en forrajeras de agua, mientras que
aquellas con umbrales altos se convierten en forrajeras de polen y néctar. Estos umbrales estan
relacionados con el genotipo y la edad (Pankiw & Page, 1999, 2000, 2001b). Sin embargo, Robinson
(1987) no pudo demostrar correlacion entre la casta de abejas y la sensibilidad olfativa antenal a la
feromona de alarma (Robinson, 1987). En contraste, Masterman et al., (2001) demostraron que abejas
criadas selectivamente para comportamientos higiénicos tienen umbrales conductuales y sensoriales
menores que las abejas criadas para comportamientos no-higiénicos.

-47 -



En hormigas existen muy pocos reportes acerca de correlatos fisioldgicos de la casta y de la division
del trabajo. Es posible que en aquellas especies en las que existe division del trabajo por polietismo
temporal, también haya cambios en la ritmicidad individual ya que recientemente se ha demostrado la
presencia de ritmos circadianos en las hormigas individuales (Sharma et al., 2004; L6pez-Riquelme &
Fanjul-Moles, 2006). En cuanto a correlatos de fisiologia sensorial y division del trabajo existen
algunos trabajos. Por ejemplo, Payne et al. (1975) encontraron diferencias sensoriales antenales
(medidas con EAG) entre hembras (reinas u obreras) y machos en la deteccion antenal de la secrecién
de la glandula mandibular pero no en la deteccion de la feromona de alarma. Por su parte, Andryszak et
al. (1990), encontraron que las obreras mayor (no especifican el tamafio) de la hormiga Atta texana
muestran umbrales sensoriales de deteccion (medidos con EAG) de la feromona de alarma menores que
las reinas y los machos. Sin embargo, no encontraron diferencias en los umbrales de deteccién de la
feromona de rastro entre las mismas castas. EStos mismos autores encontraron que las reinas parecen
ser mas sensibles y responsivas a la feromona de rastro que los machos y las obreras. Kleineidam et al.
(2005) encontraron que las obreras de A. vollenweideri presentan respuestas sensoriales antenales
(medidas con EAG) menores que las de A. sexdens a los componentes de la feromona de rastro. A pesar
de que en estos trabajos se explord la fisiologia sensorial, en ninguno de ellos se realizaron
comparaciones entre diferentes castas de obreras, lo cual hubiera podido determinar si existen
diferencias casta-esécificas en la sensibilidad a estimulos relacionados con tareas especificas, como ya
antes ha sido sugerido (Wilson, 1985c; Robinson, 1992).

4.6.2. Division del trabajo y cerebro: plasticidad neuronal y flexibilidad conductual

Es poco probable que la organizacion completa de la complejidad conductual esté codificada
solamente por el genoma. Es mas probable que muchos comportamientos resulten de la modificacion
experiencial de circuitos genéticamente definidos. ElI comportamiento de las hormigas esta
caracterizado por el aprendizaje y la adaptacion, ya que las necesidades cambiantes de la colonia
obligan la plasticidad conductual: el olor del nido debe ser aprendido por las hormigas juveniles para
reconocer a sus comparieros (Jaisson, 1975; Haskins & Haskins, 1974; Carlin & Holldobler, 1987); las
forrajeras pueden recordar la localizacion de fuentes de alimento y de su nido (Wehner & Wehner,
1986; Schatz et al., 1994). En algunas especies, esta habilidad deriva de sefiales visuales aprendidas
como marcas del terreno o del dosel (Rosengren, 1971; Jander, 1957; Jander & Voss, 1963; Holldobler,
1980; Rosengren, 1971). Ademas, las hormigas aprenden estimulos visuales, olfatorios o cinestésicos
(Schneirla, 1929; 1933; Vowles, 1964; 1967; Bernstein & Bernstein, 1969; Schulze-Schencking, 1970;
Dobrzanski, 1971; Stratton & Coleman, 1973; Schatz et al., 1994, 1999; Roces, 1994).

La plasticidad en los glomérulos del LA ha sido demostrada en las abejas (Sigg et al., 1997).
Ademas, partes discretas del caliz aumentan en volumen antes de la transicion conductual de nodriza a
forrajera, lo cual también esta correlacionado con el aumento en los niveles de HJ (Withers et al., 1993;
1995; Fahrbach et al., 1995, 1998, 2003; Durst et al., 1994). Esos cambios plasticos resultan, en parte,
de programas del desarrollo bajo control hormonal (Fahrbach et al., 1997), pero también dependen de
la experiencia y de aferencias sensoriales: en adultos de Drosophila melanogaster y Apis mellifera, la
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exposicion a condiciones diferentes de iluminacion conduce a diferencias significativas en el volumen
del caliz (Fahrbach et al., 1998). En las abejas, la exposicién a la luz cambia dramaticamente cuando
las nodrizas, que residen dentro del oscuro panal, se vuelven guardias en la entrada del nido o forrajeras
fuera de él. De igual manera, el volumen total del cerebro de la hormiga Camponotus floridanus
incrementa hasta en un 20% con la edad. Sin embargo, aunque los LO crecen de igual manera que el
cerebro completo, no todos los compartimientos del cerebro incrementan su tamafo por igual, ya que
los LA y los CF crecen mas rapido que el resto del cerebro, llegando a duplicar su tamafio inicial.
Ademas, las obreras que forrajean pueden incrementar el volumen del neuropilo de los CF hasta en un
50% adicional debido a la experiencia (Gronenberg et al., 1996). En las hormigas Cataglyphis bicolor,
en las que la division del trabajo esta basada en el polietismo temporal, ocurre un incremento mas
dramatico de los CF, principalmente en la region del collar (que recibe aferencias visuales) ya que
ocurre en los seis dias de vida dedicada al forrajeo (tiempo promedio de vida de una forrajera) después
de los 28 dias dedicados a tareas dentro del oscuro nido, con lo que las condiciones de iluminacion
cambian drasticamente (Khiin-Blilmann & Wehner, 2005). En la hormiga Pheidole dentata ocurre
incremento en el namero de sinapsis relacionado con el polietismo temporal: conforme las obreras
envejecen y pasan de realizar actividades dentro del nido al forrajeo fuera de él, los botones
presinapticos en la regién del labio de los CF, crecen y adquieren mas sinapsis y vesiculas, aunque el
numero total de sinapsis en el labio no cambia (Seid et al., 2005). Resultados similares han sido
reportados para diferentes castas temporales en abejas (Coss et al., 1980).

Diversos neurotransmisores también estan relacionados con la division del trabajo. En las abejas se
ha demostrado que las obreras de mayor edad presentan niveles de tres aminas biogénicas (serotonina,
dopamina y octopamina), en los CF y en los LA, més altos que las obreras jovenes que realizan labores
dentro del nido (Schulz & Robinson, 1999; Wagener-Hulme et al., 1999). En la hormiga P. dentata se
ha reportado que los niveles de serotonina y dopamina incrementan con la edad, aunque los niveles de
octopamina no cambian (Seid, et al. 2005). Esto sugiere que el incremento en aminas biogénicas juega
un papel importante en el control de la division del trabajo basada en el polietismo temporal. Las
aminas biogenicas parecen regular el desarrollo conductual influenciando la expresion de diferentes
tipos de comportamiento a través de la modulacion de la sensibilidad olfativa y la respuesta a diferentes
estimulos (Macmillan & Mercer, 1987; Schulz & Robinson, 1999, 2001).

Aunque se ha demostrado que existen variaciones en el tamafio de los diferentes compartimientos
cerebrales relacionadas con la edad y la experiencia, no existen reportes acerca de las diferencias
anatomicas Y fisioldgicas entre castas comparables a aquellas reportadas para las abejas. Incluso, no
solo hay pocos reportes sobre division del trabajo y cerebro en hormigas, sino que ademas existen
pocas descripciones anatomicas y funcionales detalladas del cerebro de las hormigas que permitan
comparar diferentes centros nerviosos entre diferentes especies y/o castas.
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5. HORMIGAS COMO MODELOS NEUROBIOLOGICOS

Los mirmecologos, como ha dicho Chauvin (1969), estamos hechos de diferente material que otros
entomédlogos, ni mejor ni peor, por supuesto. Nuestro interés estriba en entender el misterio de la
organizacion del hormiguero. Generalmente, los mirmecélogos “nacen” cuando accidentalmente
descubren una ciudad de hormigas bajo una piedra o un tronco podrido, en el bosque, en el campo o en
la ciudad. De pronto, ante sus 0jos surge una vision casi mistica, practicamente de otro planeta: cientos
0 miles de diminutas criaturas corriendo de un lado para otro en un espectaculo que parece caotico,
pero al que subyace una compleja organizacion. Esto mismo le pasé a muy temprana edad a muchos
mirmeco6logos como Wheeler, Hoélldobler, Wilson, y por supuesto a mi.

Las hormigas son un grupo importante debido a su abundancia e impacto sobre la biosfera que
ejerce una fuerte accion sobre la vida y evolucion de muchas especies, por lo que son importantes para
el estudio de la variacién y distribucion geogréficas. Por su edad sobre la Tierra, representan un
problema evolutivo acerca de su capacidad de desarrollo social y para sobrevivir a desastres
geoldgicos. Su extraordinario polimorfismo, la partenogénesis y la determinacion del sexo las
convierten en extraordinarios modelos de estudio anatomico, embrioldgico, genético, fisioldgico, asi
como para la biologia molecular. Los sorprendentes casos de parasitismo y simbiosis social son Unicos
en el mundo animal. Por la division del trabajo, las hormigas representan un importante problema para
resolver debido a su comportamiento, su instinto e inteligencia. Con mas de 100 millones de afios de
existencia, las hormigas se han diversificado dentro de un esquema social que, aunque presenta
variaciones, esencialmente se ha conservado. Su organizacion social, en la que la colonia es un
superorganismo, posibilita un estudio comparativo con los metazoarios acerca de los mecanismos de
regulacién, division de labores, especializacion morfofuncional; en resumen, el estudio de la
sociogenesis, proceso analogo a la morfogénesis (Holldobler & Wilson, 1990).

A pesar de su gran valor como objeto de estudio, las hormigas han pasado inadvertidas para muchas
areas del conocimiento. Sin embargo, las hormigas podrian ser uno de los més importantes objetos de
estudio cientifico. Ningin otro grupo de animales presenta tal cantidad de problemas fascinantes para
los bidlogos, psicdlogos, socidlogos, fisicos y matematicos. Dos caracteristicas importantes y de
especial interés en esta tesis, son la organizacion social y la division del trabajo, y por supuesto su
sofisticado y complejo sistema de comunicacion (Gronenberg, 1996). Todas estas propiedades tienen
como sustrato fisico el cerebro hormiga. Es en este diminuto 6rgano donde el comportamiento
individual complejo es generado y controlado. No obstante, no es el comportamiento aislado lo que
hace a las hormigas seres dominantes en la biosfera, sino el comportamiento sistémico de la colonia.
Uno de los principales problemas para los investigadores es establecer los mecanismos mediante los
cuales los individuos colaboran en el complejo comportamiento del superorganismo. El estudio de las
hormigas es fundamentalmente el estudio de los niveles de organizacién y, por supuesto, de los niveles
de seleccion, por lo que puede ayudar a la comprensién del funcionamiento de sistemas bioldgicos
complejos. Las capacidades individuales han evolucionado dentro de un contexto social y es bajo esas
condiciones que debe ser evaluado.
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De esta manera, las capacidades mentales complejas de las hormigas asociadas con la simplicidad
relativa de su sistema nervioso las hacen importantes objetos de estudio en el campo de la conducta
animal, la morfologia y las neurociencias. Los cerebros de los insectos sociales ya habian llamado la
atencion de muchos investigadores en el pasado debido a la complejidad de su comportamiento y a sus
capacidades de aprendizaje. Aunque sus cerebros son grandes comparados con su tamafio corporal, no
es el tamafio absoluto del cerebro la caracteristica importante, sino los tamafios relativos de los
subcompartimientos que lo constituyen.

Debido a su complejidad conductual relacionada con la vida social, las hormigas constituyen
estupendos modelos para los neurobidlogos. Sin embargo existen limitaciones técnicas que hacen
dificil la investigacion neuroetoldgica en hormigas. EI tamafio es una de ellas, por lo que las
investigaciones neuroetoldgicas que se han realizado, quedaron restringidas al nivel del procesamiento
de informacion sensorial o al de respuestas motoras. A pesar de ello, existen estudios sobre la
descripcién anatémica de algunas estructuras neurales, y algunas aproximaciones neuroetoldgicas han
intentado revelar su significado y funcidén. Aunque en las abejas se ha alcanzado un grado considerable
de conocimiento sobre el tema, se conoce muy poco acerca del sistema nervioso de otros himendpteros,
como las hormigas, otras abejas y las avispas (Gronenberg, 1996).

La década de los 90 fue la época de la mayor aceleracion del estudio de los insectos sociales y de la
mirmecologia. En su “Sociobiologia...” (1980a), Wilson pronosticé que las neurociencias se fundirian
con la ecologia conductual y la sociobiologia. Actualmente se estan gestando las bases de lo que ha
sido llamado socioneurobiologia y sociogendmica (Robinson, 1997; 2002). La idea fundamental es que
tanto la estructura y funcion cerebral asi como la expresion genica en el cerebro son sensibles al
contexto social. Se han propuesto vias de comunicacion entre el sistema nervioso y el genoma que
contribuirian al control del comportamiento social. Asi, la informacién adquirida por el sistema
nervioso bajo ciertas condiciones sociales puede inducir cambios en la funcién genémica que, a su vez,
modificarian la estructura y funcion del sistema nervioso. Por lo tanto, uno de los aspectos mas
importantes y trascendentes a la mirmecologia es el estudio del cerebro hormiga, un cerebro social, lo
cual puede mostrarnos los mecanismos neurofisiolégicos del comportamiento social y como la
evolucion social afecta la evolucién cerebral. En cualquier caso, los cerebros de los insectos sociales
pueden ser escrutinados mas alla de las técnicas histologicas ordinarias. Con la nueva tecnologia de
trazadores moleculares, microscopia confocal y fluorescente, nuevas técnicas electrofisiologicas,
moleculares, bioquimicas y de registro conductual, el estudio de las bases neurobiolédgicas del
comportamiento social de las hormigas ha sufrido una aceleracion sin precedentes. Sélo recientemente
la mirmecologia esta popularizandose entre los cientificos y la sociedad.

Como ha dicho Robinson (2002): “Estos son buenos tiempos para la investigacion sobre insectos
sociales ya que aun tenemos mucho que aprender de estos minusculos insectos acerca de su éxito
ecologico, evolutivo, de su comportamiento, de la regulacion entre genes, sistema nervioso y
sociedad”. A final de cuentas, los insectos sociales pueden ensefiarnos mucho acerca del
funcionamiento y de la evolucion de los sistemas sociales, y, por qué no, como lo desearon muchos
mirmecologos del pasado, también podrian ensefiarnos mucho sobre nosotros mismos.

-51-



I1. ESPECIES
SELECCIONADAS



- ESPECIES SELECCIONADAS

Las hormigas de la especie Atta mexicana fueron seleccionadas debido a que el género Arta, y las
Attinas en general como grupo entre las hormigas, tienen uno de los sistemas de castas y de division
del trabajo méas complejo entre las hormigas (Wilson, 1980a,b,c); es una especie altamente polimérfica
y poliética. Las castas de 4. mexicana, minor Y mayor, son altamente especializadas tanto morfologica
como conductualmente, por lo que es de esperar que también en fisiologia sensorial. La importancia de
este grupo de hormigas radica principalmente en que su organizacion social y sistema de castas es una
adaptacion al cultivo de hongos sobre sustrato vegetal. Las caracteristicas que hacen de las hormigas
Atta excelentes insectos sociales para investigacion y de facil manejo en laboratorio son:

- La colonia es facil de cuidar después del periodo critico de fundacion de la colonia.

- El extremo polimorfismo y polietismo de los individuos o grupos de individuos.

- El gran tamaiio de muchos de los individuos (casta soldados) y de sus colonias.

- Conductas altamente estereotipadas tanto en el forrajeo, manejo de sustrato vegetal,
remocion de desperdicios, defensa, etc.

- Facilidad de observacion.

Tabla 1. Especies del género Arta y distribucion. (Hélldobler &

Wilson, 1990).
Especie

Atta bisphaerica
. capiguara
. cephalotes
. colombica
. goiania

. insularis

. laevigata
. mexicana
. opaciceps
. robusta

. saltensis

. sexdens

. silvai

. ltexana

o Qe N SO U NS SO SO NN N N OISO N\ N

. vollenweideri

Distribucion

Brasil

Brasil, Paraguay

Sur de México a Brasil

Guatemala a Colombia

Brasil

Cuba

Colombia a Paraguay

Arizona hasta El Salvador

Brasil

Brasil

Argentina, Bolivia, Paraguay
Costa Rica a Argentina y Paraguay
Brasil

Louisiana, Texas (Estados Unidos)

Argentina, Brasil, Bolivia Figura 13. Distribucion geografica de
A. mexicana. (Modificado de Weber, 1972).
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1.1. Historia natural y taxonomia de Atta

Las hormigas cultivadoras de hongos son criaturas Unicas entre los animales por su capacidad para
hacer crecer hongos sobre sustratos de vegetacion fresca. Las colonias de las hormigas del género Atta
alcanzan tamafios inmensos, llegando a estar constituidas en su madurez por millones de obreras.
Debido a la cantidad de vegetacion que consumen son plagas de agroecosistemas en México, América
Central y del Sur. Sin embargo, también constituyen un elemento clave de los ecosistemas al remover y
grandes cantidades de suelo con lo que hacen circular nutrientes esenciales, ademas de airear el suelo.

La tribu Attini, clasificada dentro de la subfamilia Myrmicinae, contiene 12 géneros y entre 180-200
especies. El género Atta cuenta con 15 especies (tabla 1). Estas hormigas también son conocidas como
hormigas arrieras, hormigas setistas, hormigas parasol, cortahojas, cultivadoras de hongos, y en
regiones rurales como talatas, chicatanas, zompopos, etc.

1.2. Distribucion geogrdfica de Atta mexicana

Todas las Attinas son del Nuevo Mundo. Se les encuentra principalmente en habitats tropicales de
Sudamérica, Centroamérica y México. Sin embargo, algunas especies se encuentran bien adaptadas a
climas mas secos, como Atta mexicana que puede encontrarse en los desiertos de México y el sur de
Arizona; y A. texana que Se encuentra exclusivamente en Texas y Louisiana, en Estados Unidos
(Weber, 1972). Las diferentes especies presentan distribuciones regionales, y aunque muchas especies
coexisten, otras se encuentran distribuidas localmente (figura 13).

Figura 14. a) Reina de Atta mexicana con su jardin de hongos y obreras de una colonia del Laboratorio de
Neurofisiologia Comparada. b) Castas de A#a. Arriba y con alas se muestra el macho. Abajo, la reina junto con un
soldado y una obrera media (Dibujos de Eduardo Pérez, tomados de Jaffe, 1993).

1.3. Organizacion social

Las colonias consisten de una sola y enorme reina (>2 cm) con su progenie de hasta varios millones
de obreras estériles. Las obreras son marcadamente polimorficas, con una variacion de tamafio que va
desde los 2 a los 15 mm, lo cual permite un alto grado de especializacion en la realizacion de tareas.
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Las obreras méas pequefias permanecen dentro del nido y se dedican al cuidado de la cria y del jardin de
hongos; las obreras de mediano tamafio se dedican al forrajeo y al mantenimiento del nido, mientras
que las obreras mas grandes se dedican a la defensa. Ademas, también se presenta polietismo temporal.
El sistema de castas, basado en tamafio y edad, estd constituido por al menos 7 castas de obreras que
realizan mas de veinte tareas distintas (Weber, 1972; Holldobler & Wilson, 1990) (Figura 14 y 15).

A. Cuidadoras de hongo y nodrizas

B. Generalistas del interior
0.5} /

fl'_'_ Forrajeras excavadoras

/D. Detensoras
v v v
06 2.2 36 50

C ANCHO DE CABEZA

Figura 15. (a) Castas de Atta (Modificado de de Hoélldobler & Wilson, 1990). (b) Cabezas de Atta dibujadas a la misma
escala. Fila superior, de izquierda a derecha: reina, macho, soldado (con ocelos). Fila inferior, de izquierda a derecha:
obrera minima, obreras medias, y obrera maxima (Tomado de Weber, 1972). (c) Curvas de polietismo, se grafica la
frecuencia tamafios de obreras observadas en la realizacion de tareas. Las 22 tareas sociales contabilizadas se distribuyen
en cuatro grupos de tamafio de manera parcialmente discreta pero que se traslapan. A lo largo de la variacién continua de
tamarios, existen obreras de una clase particular de tamafio que tienden a realizar ciertas tareas sobre otras (Tomado de
Wilson, 1980b).

FRECUENCIA

Las castas temporales se distribuyen en todos los grupos excepto en las defensoras de mayor
tamario. De esta manera, el sistema de castas de Aza es el siguiente (Wilson, 1980b):

1.- Machos

2.- Reinas
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3.- Obreras

a) Cuidadoras del hongo. Tamafio de cabeza centrado en 1mm. Estan especializadas en
el cuidado de las hifas, implantacion del sustrato al hongo u cuidado de la cria.

b) Generalistas del interior. Tamafio de cabeza centrado en 1.4 mm. Realizan una gran
variedad de tareas, incluyendo la degradacion de la vegetacion antes de su
incorporacion al hongo, reconstruccion de la estructura del hongo, desecho de
desperdicios y cadaveres, transporte de obreras, asistencia de las larvas durante la
ecdisis y cuidado de la reina.

c) Excavadoras-forrajeras. Tamafio de cabeza centrado en 2.2 mm. Estas obreras
exploran y reclutan para la colecta de vegetacion, la cortan y también se dedican a la
excavacion del nido.

d) Defensoras. Corresponden a las obreras de mayor tamafio. Se les puede distinguir
simplemente por su tamafo de cabeza mayor 3 mm. Dentro y fuera del nido, los
soldados son inactivos. Exclusivamente se dedican a la defensa.

No obstante la especializacidn, existe sobrelapamiento en las curvas de polietismo y en los roles, por
lo que los individuos de un mismo tamafio y aun los mismos individuos realizan multiples tareas. Sin
embargo, la probabilidad de que una obrera realice una tarea particular esta en funcion de su tamafio.
Este sistema de castas es una adaptacion para el procesamiento de vegetacion (Wilson, 1980b).

1.3.2. Reproduccion

El comienzo de una nueva colonia y de un nuevo huerto de hongos tiene lugar en el nido materno,
cuando miles de reinas virgenes se lanzan a su vuelo nupcial después de las lluvias. Los nidos maduros
producen cada afio machos y hembras, los cuales, en la temporada de lluvias, vuelan masivamente para
aparearse. En el aire, las reinas se aparean hasta con cinco machos recibiendo mas de 200 millones de
espermatozoides. Los machos mueren después del apareamiento (Hélldobler & Wilson, 1990).

Las reinas virgenes llevan consigo, en el saco infrabucal, un paquete de hongo tomado del nido
materno. Después de la inseminacion, las reinas caen al suelo, se arrancan sus alas y comienzan a cavar
un tdnel hasta llegar a unos 30 cm de profundidad, donde construyen una pequefia camara en la que se
encierran y comienzan su nueva colonia. Alli, ella escupe el paquetito de hongos y comienza a cuidarlo
abonéandolo con materia fecal. Poco tiempo después comienza a ovipositar. Al principio, el crecimiento
de la colonia es muy lento, pero se acelera después del nacimiento de las primeras obreras ya que estas
realizan todas las tareas (Wilson, 1980b,c). La madurez reproductiva colonial se alcanza
aproximadamente a los cinco afios y una reina puede vivir mas de 15 afios.

1.3.3. Estructura del nido

Los nidos establecidos son muy grandes y se extienden muchos metros bajo el suelo. Dentro,
contienen centenares de jardines de hongos en camaras construidas en la tierra. La estructura del nido
es muy compleja y su disefio esta adaptado para controlar el ambiente de los jardines de hongos.
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Construidos bajo la tierra, las camaras de cria y de hongos mantienen condiciones de alta humedad,
favorables para el desarrollo del hongo. Galerias y tuneles constituyen un sistema de ventilacion de
intercambio gaseoso: los tuneles centrales sacan aire de desecho cargado con CO; y calor producidos
por los procesos de descomposicion del hongo, mientras que el aire fresco entra por los tineles de la
periferia. Ademas, existe otro sistema de galerias y tuneles que drenan el agua evitando inundaciones
en la época de lluvias. Por el contrario, en época de sequia, las hormigas reducen las aberturas del nido
y abandonan las galerias superficiales mudandose hacia las humedas profundidades (Weber, 1972).

1.3.4. Sustrato vegetal para el hongo: forrajeo

Al material vegetal que emplean las hormigas para hacer crecer el hongo se le conoce como sustrato.
Debido a que las hormigas Arta prefieren las plantas de cultivares sobre las plantas silvestres,
constituyen una plaga para la agricultura. Ellas prefieren hojas y flores frescas sobre las maduras, hojas
tiernas sobre las duras y aquellas astringentes son evitadas. Las forrajeras salen continuamente al
exterior en caravanas ordenadas hacia arboles y hierbas de los alrededores del nido para traer
fragmentos de materia vegetal. Las forrajeras que cargan los enormes fragmentos de hojas, los sueltan
en las camaras donde son recogidos por obreras de menor tamafio (Weber, 1972).

1.3.5. Cuidado del hongo

El material vegetal es tratado en una serie de pasos por obreras de distintos tamafios. Después de que
las forrajeras han depositado los fragmentos de materia vegetal dentro del nido, son recogidos por
obreras de menor tamafio que los desmenuzan en fragmentos de aproximadamente 1 mm. Después,
hormigas méas pequefias toman estos fragmentos y los trituran formando con ellos pequefias bolitas
humedas que son insertadas en la masa de hongos. Este hongo constituye el Unico alimento de las
hormigas y de las larvas. Obreras mas pequefias, extraen hebras de la masa de hongos y las colocan
sobre el sustrato vegetal recién incorporado. Obreras todavia mas pequefias, patrullan la red de hongos,
examinandolos, lamiéndolos y limpiando su superficie de esporas e hifas de moho extrafio, a la vez que
los abonan con materia fecal. El sustrato ya agotado y viejo es sacado hacia los basureros (Weber,
1972; Holldobler & Wilson, 1990)

1.3.6. El jardin de hongos

Dependiendo de la especie, las camaras pueden ser pequefias, medianas o grandes. Los nidos de A.
mexicana pueden presentar camaras de mas de 60 cm de didmetro llenas con hongo. El aspecto del
hongo depende de la actividad de las hormigas, ya que, cuando el forrajeo es intenso, el jardin de
hongos tiene un aspecto verdoso, mientras que en tiempos de escasez de vegetacion o cuando el
material vegetal tiene tiempo de haber sido insertado, el jardin se observa como una masa esponjosa
blanquecina o grisacea. Las partes superiores del hongo estdn constituidas por cavidades o cdmaras
grandes formadas en el hongo, el cual generalmente tiene un aspecto granular. La parte basal, esta
formada por una masa compacta de hongo de color amarillento a pardo con pequefias camaras. Los
jardines maduros presentan grupos de micelio brillantes que son estructuras fungicas ricas en nutrientes
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y que constituyen la dieta principal de las hormigas de la colonia, aunque las obreras también se
alimentan de la savia de las hojas que cortan. Tanto la reina, como los huevos, larvas y pupas, se
encuentran entre los laberintos de camaras del jardin de hongos (Weber, 1972).

1.3.7. Mutualismo hormigas-hongo

El hongo y las hormigas Ata han establecido una de las relaciones mutualistas mas estrechas
conocidas. El hongo Leucocoprinus gongylophorus no es capaz de existir en otro sitio mas que en los
nidos de las hormigas y bajo sus cuidados, asimismo, la hormiga es incapaz de sobrevivir con una dieta
diferente a la que le proporciona el hongo. ElI hongo proporciona alimento a las hormigas y las
hormigas proporcionan cuidado y aseguran la permanencia y dispersion del hongo a siguientes
generaciones. La simbiosis mutualista trasciende a niveles fisiologicos, ya que el hongo forma parte del
sistema digestivo de la colonia en el proceso de metabolizacion del material vegetal debido a que las
hormigas son incapaces de digerirlo. Asi, el hongo es capaz de degradar la celulosa convirtiéndola en
biomasa, la cual es devorada por las hormigas. Cada obrera proporciona enzimas digestivas presentes
en las gotitas fecales que depositan sobre el hongo, tales como quitinasas, amilasas y proteinasas. Estas
Gltimas se originan en el hongo y pasan a través del sistema digestivo de las hormigas sin alteraciones
de regreso al hongo. Ellas no las alteran evitando secretar sus propias enzimas sobre las del hongo.
Evolutivamente, las hormigas cultivadoras de hongos han perdido enzimas importantes, por lo que
dependen del hongo para adquirir nutrientes (Holldobler & Wilson, 1990).

1.4. Importancia de las hormigas corta-hojas (cultivadoras de hongos)

Debido al cultivo de hongos que realizan a partir de vegetacion fresca y a que sus colonias son muy
numerosas, las hormigas del género Atta'y Acromyrmex constituyen insectos con un alto impacto sobre
el ambiente y los agroecosistemas. En el Nuevo Mundo, las hormigas cortahojas son los principales
herbivoros dominantes de las zonas tropicales: las hormigas del género Arta pueden llegar a colectar
hasta el 12-17% de la produccion vegetal de hojas en bosques tropicales (Holldobler & Wilson, 1990).
No s6lo es la cantidad de material vegetal lo que las hace plagas econdmicamente importantes, sino
también la diversidad de plantas que pueden usar como sustrato para su cultivo, y casi todos los
cultivos son susceptibles de ser depredados ya que estas plantas crecen de manera intensiva en los
agroecosistemas. Ademas, ya que las hormigas Arta seleccionan sitios de anidacion con vegetacion
escasa, la deforestacion necesaria para el desarrollo de los cultivos favorece la proliferacion de
colonias. Aungue se ha desarrollado una industria plaguicida especializada en la eliminacion de estas
hormigas, su eliminacion es complicada debido a que los nidos son gigantescos y pueden llegar a estar
constituidos por millones de obreras y cientos de metros cuadrados de ocupacion.

A pesar de que las pérdidas mundiales causadas por la accion de las hormigas cortahojas podria ser
del orden de los miles de millones de dolares, existe poca investigacion sobre ellas, y los métodos
convencionales de control de plagas son completamente insatisfactorios ya que las colonias son casi
invulnerables al envenenamiento con insecticidas, y las estrategias menos tecnificadas, como la quema
de nidos, resultan indtiles. En México, no obstante que las hormigas cortahojas tienen efectos negativos
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en la agricultura, no se tiene el conocimiento de las pérdidas econdmicas causadas por estos insectos.
Contrario a la erradicacion de las cortahojas, debemos tener la meta de lograr un manejo integral de sus
poblaciones, lo cual sélo se lograra a través de la comprension de su biologia.

1.5. Hormigas carpinteras: Camponotus ocreatus

Las hormigas Camponotus ocreatus fueron seleccionadas para comparar la neuroanatomia de la via
olfativa con la de Atta mexicana y, asi, establecer la organizacion basica deutocerebral para las
hormigas y determinar las adaptaciones especie-especificas a diferentes formas de vida ya que C.
ocreatus €S una especie con una forma de vida menos especializada y un sistema de castas menos
complejo (cuadro 1).

Cuadro 1. Comparacion entre las principales caracteristicas de las formas de vida de Atta y Camponotus

Atta Camponotus
- Conservan el aguijon. - Pérdida del aguijon y sustitucion por la glandula de
- Han perdido el capullo en la etapa de pupacion. veneno.
- El gaster esta tubulado de manera que la distencion es - Pupacioén con capullo.
limitada (no adaptada para el almacenamiento de - El géster no esta tubulado permitiendo la distencién
liquidos). y la alimentacién y almacenamiento de liquidos.
- Son cultivadoras de hongos. - Depredadoras, carrofieras y cuidadoras de pulgones.
- Muy polimorficas. - Dimorficas con tendencia al polimorfismo.
- Forrajean material vegetal. - Vision nocturna y de luz polarizada, orientacién por
- Vision reducida: ojos, LO y collar del céliz pequefios. compas estelar: ojos, LO y collar del céliz
- Dependencia del olfato: LA y labio del caliz grandes. desarrollados.
- La simbiosis entre las hormigas y el hongo que - Plasticidad neural.
cultivan no se limita a la alimentacién, sino que se - Division del trabajo principalmente por polietismo
extiende a la fisiologia y bioquimica. temporal.

Las hormigas Camponotus ocreatus pertenecen a la subfamilia Formicinae, un grupo bastante
homogéneo que predomina en el neoartico y paleoartico, separado por millones de afios de evolucién
de la subfamilia Myrmicinae a la cual pertenece 4. mexicana (figura 16). Las hormigas Formicinae han
perdido el aguijon, el cual esta reemplazado por un aparato que eyecta una mezcla de sustancias,
incluyendo acido foérmico en altas concentraciones. La abertura de esta estructura, llamada acidoporo,
es circular y esta en la punta del gaster. Esta familia esta bien adaptada a la alimentacién de néctar, y
todas las especies tienen un eficiente contenedor para el almacenamiento de alimento liquido, formado
por sépalos que se proyectan hacia adelante dentro del buche desde el proventriculo.
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El enorme y cosmopolita género Camponotus tiene mas de 1,000 especies. Son llamadas hormigas
carpinteras por su habito de horadar los arboles vivos para hacer sus nidos en ellos. Camponotus es uno
de los géneros mas grandes de hormigas, con amplia distribucién y gran tolerancia ecoldgica (Bolton,
1995). Aunque anidan preferencialmente en la madera, muchas especies también lo hacen en el suelo,
bajo piedras o en ramas huecas de arboles. Tienen asociaciones con afidos, cuyas secreciones
azucaradas consumen. Las obreras mayor almacenan sustancias dulces en sus cuerpos. Su actividad es
principalmente nocturna y a temperaturas bajas (Holldobler & Wilson, 1990).

Atta T Camponotus
MYRMICINAE Egmi::ﬁ PSEUDOMYRMEGIMAE  DOLICHODERINAE FORMICINAE
POMERINAE MYRMECIINAE ANEURETINAE NOTHOMYRMECIINAE
plérdida = i |
de capullos I I
marenda ! II
constirlecion I | I
postpeciolar | i |
) {:') reduceitn
P extrema del
,r':-f."‘ T aguijin
mg”;ﬁ glindula

b de vencno
especializada

tubmilacidn del
IV segmento

abddominal .
flimdula

pigidial
antenas v mandibulas

tipo hormiga
t SPHECOMYRMINAE Trace 80 millones de afios

ghindula metaplearal
cusocialidad

VESPOIDE ANCESTRAL

Figura 16. A pesar de la distancia evolutiva y en habitos de vida, Atta'y Camponotus, representantes de las

familias Myrmicinae y Formicinae respectivamente, presentan una similar estructura de los LA
(Modificado de Holldobler & Wilson, 1990).

Las hormigas Camponotus son consideradas “hormigas visuales”, no porque no empleen feromonas
en su sistema de comunicacion, o porque no dependan del olfato para encontrar su alimento, sino
porque, en comparacion con otras hormigas, tienen un sistema visual desarrollado ya que dependen de
la vision para orientarse por compas durante el forrajeo, usando la luz de la luna o de las estrellas
((Holldobler & Wilson, 1990), por lo que presentan grandes ojos y grandes LO (Gronenberg &
Holldobler, 1999). Aunque algunos autores las consideran polimorficas, en general se consideran
dimorficas y con un sistema de division el trabajo basado en el polietismo temporal (Wilson, 1953,
1954, 1974; Holldobler & Wilson, 1990), cuyos individuos tienen desarrolladas capacidades de
aprendizaje (Gronenberg et al., 1996). En el dimorfismo de las hormigas Camponotus se presenta la
coexistencia de obreras minor de proporciones ordinarias, con grandes obreras mayor 0 soldados, los
cuales no solo son mas grandes y pesan mas, Sino que ademas, tienen una cabeza
desproporcionadamente grande, la cual se encuentra bien adaptada para la defensa (figura 17). El
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repertorio conductual de estos soldados también es limitado en comparacion con el de las minor
(Wilson, 1974).

Figura 17. Fragmento de un nido de Camponotus sp. Notese la presencia de obreras
minor 'y obreras mayor. También se observan las pupas con capullo y algunas larvas.
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III. PLANTEAMIENTO DEL
PROBLEMA



- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Aungue el comportamiento de las hormigas se ha estudiado desde hace mucho tiempo, poco se sabe
acerca de la neuroanatomia y neurofisiologia del sistema nervioso central asi como de los mecanismos
neurales que controlan su comportamiento. El estudio del comportamiento involucra la investigacion
sobre la evolucién conductual asi como de los mecanismos neurales (centrales y periféricos) y
neuroendocrinos subyacentes. Para los neuroetdlogos es importante conocer las relaciones causales y
conexiones entre el sistema nervioso y el comportamiento, causas que Hogan (1994) ha denominado
causa eficiente (que incluye la causa motivacional o los efectos de factores inmediatos denominados
estimulos); causa formal (la cual se refiere a la estructura del comportamiento, es decir, la organizacion
neuroanatémica de los sistemas de comportamiento).

Las hormigas son buenos modelos neuroetologicos para estudiar las causas y la estructura del
comportamiento debido a su organizaciéon social y division del trabajo, por sus adaptaciones
conductuales especie-especificas, asi como por su sistema sensorial sofisticado y especializado en la
deteccidén de sefiales comunicativas (Gronenberg, 1996). Estos insectos, como todas las especies
altamente sociales, estan especialmente adaptados a su cambiante ambiente social, por lo que presentan
mecanismos que los capacitan para modificar su comportamiento en respuesta a los cambios del medio
(Robinson et al., 1997). Puesto que las hormigas son hermanas entre si, comparten una gran proporcion
de sus genes, de manera que las diferencias de tamafio entre los individuos provienen principalmente de
diferencias en el crecimiento alométrico relacionadas tanto con la crianza como con sutiles diferencias
geneticas (Parker, 2004). Ademas, las tareas se encuentran distribuidas entre los individuos de difrentes
edades y tamafios (Wilson, 1985a,b).

En la vida social de las hormigas, el olfato es una modalidad sensorial muy importante ya que,
debido a su forma de vida principalmente subterranea, las hormigas viven en un mundo perceptual de
naturaleza quimica y tactil que es procesada en sus cerebros. La percepcion de sefiales quimicas, tanto
provenientes del ambiente como de los otros miembros de la colonia, juega un papel esencial en la
sobrevivencia y organizacion de las sociedades de hormigas. Por lo tanto, su sistema olfativo, desde las
antenas hasta el cerebro, debe ser un sistema elaborado capaz de detectar diversas sefiales y liberar el
comportamiento adecuado de acuerdo con el contexto. Asi pues, el entendimiento del sistema olfativo
de las hormigas es fundamental para la comprension de las bases neurobioldgicas del comportamiento
social y la division del trabajo. Sin embargo, atn se desconoce el detalle de como esté integrada la via
olfativa. Descifrar la organizacion neuroanatdmica de la via olfativa es fundamental para entender los
mecanismos fisiologicos involucrados en el procesamiento olfativo y en el comportamiento guiado por
el olfato.

Determinar los mecanismos que subyacen la diferenciacion de las castas y la division del trabajo
constituye un problema fundamental en el estudio de los insectos sociales. Ya que el olfato es la
modalidad sensorial principal en los insectos sociales, en diversas ocasiones se ha sugerido que la
division del trabajo podria estar basada en diferencias casta-especificas en la sensibilidad olfativa a
estimulos relacionados con tareas especificas (Topoff et al., 1973; Wilson, 1985c; Robinson, 1992). Sin
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embargo, aunque se han realizado algunas investigaciones acerca de correlatos entre fisiologia
sensorial periférica y casta (Payne et al., 1975; Andryszak et al., 1990; Kleineidam et al., 2005), en
ninguna de ellas se compararon las respuestas entre castas de obreras.

Las hormigas cultivadoras de hongos Atta mexicana constituyen un grupo de hormigas de particular
interés debido a su complejo sistema de castas y divisidn del trabajo, ya que representa una adaptacion
a la colecta de material vegetal como sustrato para el cultivo del hongo que constituye su alimento. El
material fresco debe ser cortado en pequefias piezas, masticado y tratado con enzimas, y finalmente
incorporado al jardin de hongos, el cual debe ser atendido constantemente. Las diferentes obreras de
Atta organizan la operacion de cultivo en forma de una linea de ensamblaje en la que castas de obreras
especializadas de distintos tamafios realizan operaciones sucesivas para el procesamiento de vegetacion
fresca (Weber, 1972; Wilson, 1983a,b; 1985a,b). De esta manera, las colonias de Atta presentan un
polimorfismo extremo relacionado con el polietismo, por lo que es plausible suponer que los
mecanismos sensorioperceptuales y los centrales de individuos de diferentes castas, presenten
adaptaciones especializadas para la vida social relacionadas con la division del trabajo.

Se ha sugerido que el comportamiento especializado de los soldados podria estar basado en
capacidades sensorioperceptivas diferentes en relacion con otras castas: las obreras mayor podrian ser
mas sensibles a la feromona de alarma que las obreras minor y serian mas facilmente movilizadas en
caso de necesidad (Topoff et al., 1973; Passera, 1984). Jaisson (1972) ha reportado que las obreras de
diferentes tamafnos de la hormiga Atta laevigata presentan diferentes proporciones de sensilas en sus
antenas. Debido a su reducido repertorio conductual, al tiempo en el que son producidos en la
sociogenesis de una sociedad (Wilson, 1980a), y a que es posible que el polimorfismo en el tamafio del
cuerpo vaya acompafado de un polimorfismo neural, es posible que los soldados constituyan la casta
mas especializada en las sociedades de hormigas, principalmente en las sociedades del género A¢ta. Los
soldados, junto con otros grupos de obreras de reserva, permanecen la mayor parte del tiempo pasivos,
lo cual reduce la energia consumida por la colonia como un todo. En el momento en que estos grupos
de obreras son requeridos, son activadas y movilizadas hacia los sitios adecuados. Las sefiales de tal
requisicion deben involucrar estimulos quimicos y/o mecanicos.

En las colonias de Ara, existen patrones distintivos de variacion en estructuras corporales
relacionados con el tamafio y el comportamiento. Algunos 6rganos, como las glandulas exocrinas y las
espinas corporales, se encuentran maximamente desarrollados en las clases de tamafio que se
especializan en las tareas en las que dicho érgano sirve (Wilson, 1980a). Por lo tanto, el polimorfismo
no solo involucra un cambio de tamafio externo en los individuos. Es necesario tener en mente que
estas caracteristicas de las colonias han evolucionado por seleccion natural, por lo que las variaciones
en tamafio no son un epifendmeno, sino que se deben a complejos mecanismos en los que los
programas de desarrollo individual estan bajo los efectos del estado de la colonia completa: demografia
adaptativa. Asi, seguramente las variaciones en tamafio no son incidentales ni pueden ir solos sin
cambios en la maquinaria neural. De esta manera, es posible que un cambio en tamafio corporal,
relacionado con una mayor probabilidad en la ejecucion de una tarea particular, probablemente incluya
cambios en el sistema nervioso y sensorial que es el sustrato fisico de la conducta.
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El propdsito de este trabajo es estudiar la respuesta sensorial olfativa en tres castas de 4. mexicana a
olores casta-especificos con el objetivo de determinar el papel potencial del sistema sensorial periférico
en la division del trabajo y la seleccion de la tarea. No obstante, aun cuando las diferencias en la
respuesta a los estimulos quimicos no ocurra en el nivel periférico, estas podrian presentarse en el SNC,
ya sea en el primer centro de procesamiento de las sefiales olfativas, el I6bulo antenal (LA), 0 en areas
superiores como los cuerpos fungiformes (CF) o el protocerebro lateral (PL), sitios a donde llaga la
informacion olfativa desde los LA. Por tal motivo, en este trabajo también se examind la morfologia
general del LA vy la topografia antenal aferente en el sistema nervioso central de los soldados de 4.
mexicana, con la finalidad de obtener més informacion acerca de la organizacion de las vias olfativas
en el cerebro de las hormigas. El olfato es una modalidad sensorial en la cual la informacién de las
sefiales moleculares es transformada en patrones de actividad cerebral (Shepherd, 1991). Este proceso
es muy complejo debido a que no existe una organizacion espacial obvia de conexiones neurales como
la que presentan otros drganos sensoriales. Por el contrario, el sistema olfativo sensorial periférico no
extrae propiedades espaciales de un estimulo oloroso. Debido a esto, la via olfativa realiza una serie de
procesos computacionales acerca de la informacion molecular que da sentido a las percepciones
olfativas. En sustitucion de un mapa de la posicion espacial de los estimulos quimicos, el sistema
olfativo debe emplear una segregacion espacial de la informacion sensorial para codificar la cualidad
de un olor (Wong et al., 2002). El principio organizacional es que el procesamiento olfativo involucra
la formacidn de una serie de mapas de actividad (Shepherd, 1991), de tal forma que ha sido sugerido
que si la cualidad de un olor es codificada por patrones de actividad, es posible esperar que exista una
representacion del mapa glomerular en el protocerebro (Wong ez al., 2002). De hecho, se ha reportado
que diferentes grupos de neuronas de los CF de D. melanogaster son activados por diferentes clases de
olores, lo cual sugiere que un mapa topografico de la informacién olfativa esta presente en el
protocerebro (Marin ez al., 2002; Wong et al., 2002). Para entender el proceso de codificacion olfativa,
su papel en el comportamiento guiado por el olfato en insectos dependientes de esta modalidad
sensorial como las hormigas, asi como para poder realizar comparaciones morfologicas y funcionales
en el procesamiento olfativo entre especies de hormigas y entre castas de una misma especie, en esta
tesis también se estudidé de manera exploratoria la estructura del LA y sus vias eferentes hacia los CF.
Con los resultados de este trabajo exploratorio, posteriormente se podran realizar estudios
morfoldgicos, morfométricos y funcionales comparativos en loci especificos del sistema olfativo entre
castas de una misma especiel, asi como entre especies, para determinar como cerebros sutilmente
diferentes procesan los mismos estimulos olfativos para producir comportamientos diferentes.

Ya que los soldados son considerados como una de las castas mas especializadas en el sistema
polimorfico de division del trabajo de estas hormigas, la neuroanatomia del sistema olfativo de A.
mexicana, una especie considerada como “olfativa”, se ha comparado con la de Camponotus ocreatus,
una especie “mas visual”, generalista, filogenéticamente lejana y con un sistema de castas dimorfico,

! Para este trabajo fue considerada la comparacion de la estructura del LA entre diferentes castas de 4. mexicana, tal como
se compard la respuesta sensorial antenal. Sin embargo, debido a dificultades técnicas, descritas en la seccién de resultados,
fue imposible obtener resultados de la estructura del LA de obreras media y minor, por lo que sélo se reportan los obtenidos
para los soldados.
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menos especializado basado en el polietismo temporal (Wilson, 1974; Holldobler & Wilson, 1990;
Gronenberg et al., 1996). Debido a que el amplio rango de adaptaciones conductuales y formas de vida
estd relacionado con diferencias morfologicas marcadas entre las especies, es posible adjudicar
significado funcional a regiones particulares del cerebro correlacionando la morfologia con el
comportamiento de una especie particular. Por lo tanto, las adaptaciones neurofisiologicas de A.
mexicana relacionadas con su especializada forma de vida y con su complejo sistema de castas podrian
estar basadas principalmente en especializaciones de las vias olfativas, por lo que es posible que
algunas partes de esta via estén mas o menos desarrolladas en diferentes castas. De esta manera, la
finalidad de comparar la organizacion del sistema olfativo entre especies es establecer la organizacion
deutocerebral para las hormigas, asi como determinar las adaptaciones a diversas formas de vida, y asi
aportar datos para el entendimiento del papel que juega la estructura y funcién del sistema nervioso en
la generacion y control del comportamiento social especializado. Si la comparacion entre individuos de
una misma especie puede proporcionar informacion acerca de los mecanismos que subyacen a las
diferencias conductuales, la comparacion entre especies proporcionara informacion sobre las
caracteristicas de unidad y diversidad relacionadas con las restricciones del procesamiento sensorial y
de la vida social.

El presente trabajo toma como punto de partida, primero y como es sugerido por el titulo, el mostrar
que las hormigas son excelentes modelos para el estudio neuroetoldgico debido a las diferencias
conductuales en las que se basa la division del trabajo y la complejidad conductual que involucran
desarrolladas capacidades de aprendizaje y memoria, asi como las adaptaciones conductuales
relacionadas con diferencias morfoldgicas entre especies. Este trabajo es un primer paso para iniciar el
estudio socioneurobioldgico en México, en donde la miremcologia es casi inexistente, y el estudio de
los insectos sociales esta restringido a los aspectos biogeograficos y a los productivos y zootécnicos de
las abejas de miel.
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IV. HIPOTESIS



- HIPOTESIS 1

H: La casta tiene influencia sobre la sensibilidad olfativa. La respuesta eléctrica sensorial
(electroantenograma) a diferentes olores es diferente entre las castas. En general, la hipotesis puede
ser representada como sigue de acuerdo con el sistema de hipétesis nula y alternativa:

HO: HEAGsoldados = “EAGfbrrajeras = HEAGsepulturems
Ha: al menos una [Leac: no es igual a las otras

De acuerdo con lo propuesto acerca de la especializacion extrema de los soldados (figura 18):
Ha: La sensibilidad antenal (respuestas EAG en general o respuesta a cualquier dosis de cada
olor) de cada casta es mayor a los olores relacionados con la conducta en la que esta
especializada.
Hb: Puesto que los soldados de A. mexicana son la casta conductual mas especializada,
presentaran una respuesta antenal mayor a olores relacionados con la defensa del nido, o
respuestas menores o nulas a olores relacionados con otras tareas.
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—e— Forrajeras  heptanona oleico flores
== Sepultureras
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Figura 18. Respuesta EAG hipotética de cada casta en respuesta a cada odorante. Se espera
que cada obrera presente respuestas mayores a los odorantes relacionados con la tarea que
realiza y que los soldados presenten respuestas EAG menores a todos los odorantes excepto
al odorante relacionado con la defensa (2-heptanona).
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- HIPOTESIS 2

Ha: La especializacion extrema en el sistema polimdrfico de castas de la especie 4. mexicana
esta correlacionada con caracteristicas neuroanatémicas en los LA, no presentes en la especie C.

ocreatus.
Hb: En ambas especies, las eferencias de los l6bulos antenales se encuentran segregadas en

diferentes regiones de los cuerpos fungiformes de manera que la organizacion de los I6bulos
antenales podria estar representada de manera abstracta en los cuerpos fungiformes.
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V. OBJETIVOS



-OBJETIVOS
1.1. Objetivos generales
El propdsito de este trabajo fue:

1. Estudiar la respuesta sensorial olfativa en tres castas de A. mexicana a olores casta-especificos
con el objetivo de determinar el potencial papel del sistema sensorial olfativo periférico en la
division del trabajo y la seleccion de la tarea.

2. Describir la morfologia general del LA y de la topografia antenal aferente en el sistema
nervioso central de los soldados de A. mexicana y compararla con la de soldados de
Camponotus ocreatus.

1.2. Objetivos particulares

1. ldentificar las castas y seleccionar individuos de tres castas: forrajeras, sepultureras y
soldados, para los estudios de comparacion de la sensibilidad olfativa.

2. Comparar la sensibilidad olfativa (medida mediante la respuesta EAG) de las tres castas
de hormigas a estimulos olorosos relacionados con tareas especificas, para determinar si
las diferentes castas presentan respuestas sensoriales diferentes y especializadas a los
olores relacionados con las tareas que cada una tiende a realizar.

3. Describir y comparar la estructura del l6bulos antenales de los soldados de Atta
mexicana Yy 10s soldados de Camponotus ocreatus.

4. Describir las conexiones nerviosas entre los I6bulos antenales y los cuerpos fungiformes
en las hormigas 4. mexicana'y C. ocreatus.
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VI. ESTRATEGIA
METODOLOGICA



1- INSECTOS Y MANTENIMIENTO

1.1. Colecta de hormigas Atta mexicana

Colonias de Atta mexicana fueron colectadas de Yecapixtla, Morelos, México en mayo de 2002
desenterrandolas de su nido. También se colectaron reinas recién fecundadas después del vuelo nupcial
y se establecieron colonias de laboratorio con ellas.

1.1.1. Colonias de laboratorio

Las colonias desenterradas fueron mantenidas en el laboratorio en contenedores de acrilico
transparente interconectados con tubos de plastico (figura 19). Con las hormigas Atta mexicana se
realizaron experimentos conductuales, electrofisiol6gicos y neuroanatomicos.

Figura 19. Disposicion de los nidos de laboratorio. Se aprecian las tres cdmaras
que componen el nido y los tubos que las interconectan.

1.1.2. Formicarios de laboratorio: alojamiento
Cada nido de laboratorio de Atta mexicana consistié de contenedores de acrilico transparente de 20

x 15 x 18 cm, interconectados mediante tubos de acrilico transparente de 1 cm de didametro. En el fondo
de cada camara se dispuso una capa de yeso para mantener la humedad. Cada colonia tuvo el siguiente
sistema de camaras (figura 20):

i) 1-2 camaras de nidificacion (cultivo de hongo, reina y cria)

i) 1 camara de forrajeo

iii) 1 camara para el deposito de desperdicios y cadaveres

Conforme la colonia fue creciendo (nimero de obreras y biomasa fngica), se fueron afiadiendo mas
contenedores, en los cuales, las hormigas desarrollaron nuevos jardines de hongos.
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FORRAJEO

Figura 20. Los nidos consistieron de tres cAmaras: una de nidificacion en donde se
ubico a la reina, el hongo y a la cria; una de forrajeo en donde se suministré el materia
vegetal, y una para el depdsito de desperdicios o basurero.

1.1.3. Cuidado de la colonia en cautiverio: condiciones de laboratorio

1.1.3.1. Humedad

Aunque las hormigas pueden soportar un amplio intervalo de niveles de humedad siempre y cuando
tengan acceso a agua para beber, el hongo que cultivan necesita una alta y constante humedad,
preferentemente cerca del punto de saturacion (80-100% Humedad Relativa, HR). Sin embargo, el agua
de condensacion es perjudicial para el desarrollo del hongo, por lo que es necesario considerar sistemas
para drenar el exceso de agua, asi como ventilacion para evitar el exceso de condensacion y la
formacion de hongos oportunistas. Con este fin, a cada contenedor se le practicaron 5 perforaciones en
la base para el drenado de exceso de agua. Ademas, se hizo otra perforacion lateral a cada contenedor
por el que se hizo pasar una manguera de acuario de 3 mm de didmetro a la que al final se le conecto
una piedra difusora de acuario. Por medio de esta manguera se inyectdé agua cuando fue necesario.
Ademas, actudé como sistema de intercambio de aire y evaporacion de exceso de humedad. Se mantuvo
una HR de 20-25% en el area de forrajeo, y de 50-70% en las camaras de jardin de hongos. Para evitar
la proliferacion de microorganismos oportunistas, se eliminaron periddicamente los desperdicios
(sustrato vegetal agotado, hormigas muertas, etc.) de la cAmara basurero.

1.1.3.2. Temperatura

Para el adecuado desarrollo del hongo, se recomienda mantener una temperatura de entre 25-27°C.
Es necesario, para que el hongo no se deteriore, evitar la disminucion de la temperatura debajo de los
20°C, asi como evitar llegar a los 30°C. Por su parte, las hormigas soportan bien los cambios de
temperatura: a temperaturas bajas, disminuye el metabolismo de las hormigas y se vuelven lentas,
aunque se recuperan al aumentar la temperatura. Sin embargo, temperaturas por encima de los 35°C
son mortales. Los nidos de laboratorio se mantuvieron a 25 + 2°C.
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1.1.3.3. Luz

Las hormigas soportan bien la luz solar, sin embargo, el hongo jamas debe recibir los rayos directos
del sol. Aunque las camaras pueden recibir iluminacion artificial, esta no debe sobrecalentar aquellas
donde se ubica el jardin de hongos. Los nidos se mantuvieron en fotoperiodo LO 12:12.

1.1.3.4. Sustrato proporcionado para el hongo
Aunque existe una gran variedad de sustrato vegetal que las hormigas aceptan para el cultivo de su
hongo, no es necesario contar con todas ellas para mantener la colonia. A las colonias del laboratorio se
les proporciond el siguiente sustrato (figura 21):
i) Sustrato vegetal fresco o seco: hojas y flores de rosas; hojas de citricos (limén), etc.
ii) Sustitutos de vegetales frescos: cereales comerciales (avena, hojuelas de maiz, salvado de
trigo, etc.).

Figura 21. a) Forrajera cortando una hoja (tomado de Holldobler & Wilson, 1990). b) Aspecto de un nido de

A. mexicana del Laboratorio de Neurofisiologia Comparada de Invertebrados durante el forrajeo. Los

fragmentos de hojas ya se encuentran dentro del nido y listos para ser procesados. Nétese el jardin de hongos.
1.1.3.5. Monitoreo

Cuando fue necesario, las colonias y las hormigas fueron videograbadas.

2.1. Colecta de hormigas Camponotus ocreatus

Fragmentos de colonias de Camponotus ocreatus conteniendo obreras, machos y reinas virgenes
fueron colectadas en Coronado National Forest en las montafias de Catalina, del norte de Tucson,
Arizona, Estados Unidos, y llavadas al laboratorio en los Arizona Research Laboratories Division of
Neurobiology en la Universidad de Arizona, Tucson, Az. Las hormigas se mantuvieron en
contenedores pléasticos bajo fotoperiodo LO 12:12 a 25°C y fueron alimentadas con grillos en trozos y
agua con miel.
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2°PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES I: SELECCION DE LAS CASTAS Y OLORES

Las hormigas se sometieron a uno de los siguientes niveles de estudio: conductual (identificacion de
la casta), electrofisiologia, y neuroanatomia. Para los estudios EAG se seleccionaron las siguientes
castas: forrajeras, sepultureras y soldados. Forrajeras y sepultureras fueron seleccionadas por medio de
criterios conductuales, mientras que los soldados por criterios morfoldgicos.

2.1. Seleccion de las castas
2.1.1. Seleccion de sepultureras

La extrema division del trabajo ha producido individuos que se dedican a tareas muy especializadas
como la remocién de miembros de la colonia que han muerto, un comportamiento altamente
estereotipado y dependiente de estimulos liberadores en las hormigas que es Ilamado necroforesis, y
aquellas hormigas que lo realizan son conocidas como sepultureras (Visscher, 1988; Hoélldobler &
Wilson, 1990; Trumbo et al., 1997). Aunque se han realizado algunos trabajos acerca de la necroforesis
y los estimulos liberadores relacionados en algunas especies de hormigas (Wilson et al., 1958; Haskins
& Haskins, 1974; Howard & Tshcinkel, 1976), se sabe poco sobre este comportamiento en otras
especies. Antes de someter a las sepultureras a las pruebas de sensibilidad antenal (EAG), se realiz6 un
estudio de analisis quimico para determinar la naturaleza de la sefial liberadora de la necroforesis en
Atta mexicana, con el objetivo de seleccionar el olor relacionado con esta tarea. Ademas se realizaron
bioensayos para determinar si esta tarea es realizada por cualquier individuo o si es una conducta que
algunos individuos realizan més frecuentemente. Con base en esto, se determinaron los criterios para
identificar a las sepultureras para los experimentos electrofisioldgicos.

El protocolo de seleccion de sepultureras se usé para definir el criterio para la identificacion de las
hormigas que realizaron el mayor nimero de veces el comportamiento necroforético. Estas obreras se
definieron operacionalmente como sepultureras. Para identificar a las sepultureras se utilizd un
protocolo basado en el empleado y descrito por Julian & Cahan (1999), que consistidé en crear la
oportunidad a las hormigas para que exhibieran el comportamiento necroforético por medio de la
introduccién de una obrera muerta dentro de la cAmara de hongos y cria (figura 22). Se utilizaron
insectos muertos por congelamiento que fueron utilizados como estimulo para evocar la respuesta
necroforetica. Las hormigas muertas se prepararon de la manera siguiente: se sacaron del nido de 10 a
20 hormigas y se metieron en el congelador durante 30-60 minutos. Después de este tiempo, los
insectos fueron sacados del congelador y se les dejé dentro de cajas de acrilico a temperatura ambiente
durante 12-24 horas.

A través de accesos en los contenedores de plastico se introdujo una hormiga muerta en cada prueba
en diferentes lugares de la cdmara de cria cada ocasion. Se marcaron todas las obreras que realizaron el
comportamiento necroforético completo. Después de que cada hormiga hubo soltado el cadaver, se le
captur0 y saco del nido para marcarla. Las hormigas se marcaron con codigos de color sobre térax y
abdomen con pinturas acrilicas no toxicas marca Lodela® (Mega Grupo Industrial S.A. de C.V.,
México, D.F., México) empleadas para aeromodelismo. Una vez marcadas, las hormigas se
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mantuvieron aisladas durante 24 horas en contenedores cerrados con ventilacion y humedad con la
finalidad de que los solventes volatiles se evaporaran, y asi evitar el comportamiento alterado del resto
de los individuos hacia la hormiga marcada al ser reintroducida. En experimentos preliminares, las
hormigas marcadas y reintroducidas antes del tiempo suficiente para el secado de la pintura fueron
tratadas como objetos extrafios y llevadas al exterior del nido. Después del periodo de secado, las
hormigas fueron reintroducidas al nido. Las hormigas pueden portar las marcas por largo tiempo (1-2
semanas) aunque siempre es necesario remarcar a los individuos debido al comportamiento de aseo y
aloaseo (limpieza propia y limpieza entre comparieros de nido respectivamente) que frecuentemente
realizan las hormigas. Durante las pruebas conductuales de identificacion de la casta se registraron los
siguientes datos para cada individuo:

1. Nudmero de veces que una hormiga realizé el comportamiento completo.

2. Latencia: tiempo desde que se introduce el cadaver hasta que la hormiga lo encuentra.

3. Duracion: tiempo desde que la hormiga encuentra el cadaver hasta que lo suelta en la pila de

desperdicios.
4. Si el cadaver fue llevado hasta la pila de desperdicios o no.
5. Destino final del cadaver.

Las pruebas conductuales de identificacion de sepultureras se realizaron tres veces por dia durante
10 dias hasta completar 30 pruebas. Con base en criterios estadisticos de la distribucion de Poisson
(Julian & Cahan, 1999), aquellas obreras marcadas que no se ajustaron a la distribucion probabilistica
de Poisson (Zar, 1999) se consideraron sepultureras.

1 3
Estimulo: Marcaje con codigos de
hormiga color de las hormigas que
miiarta realizaron la necroforesis

completa: sepultureras

4

Reintroduccion al
_ nido de las hormigas
ya marcadas

Figura 22. Esquema del protocolo de seleccién de sepultureras.

2.1.1.1. Andlisis de los extractos de hormigas muertas: seleccion del olor necroforético
En otras especies de hormigas se ha reportado que el acido oleico (Apéndice 1) presente en los
cadaveres de hormigas, actia como estimulo liberador del comportamiento necroforético (Wilson,
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1958; Blum, 1979; Haskins, 1970; Haskins & Haskins, 1974; Gordon, 1983, 1999). Para probar que los
cadaveres de Atta mexicana presentan acido oleico, se realizd un andlisis quimico de extractos de
cadaveres de hormigas.

a) Extractos de cadaveres

Se realizaron tres extractos por separado. Los extractos se realizaron de acuerdo al siguiente
procedimiento. Se sacaron del nido 10 hormigas y se mataron por congelamiento durante 30-60
minutos. Después de este tiempo, los insectos fueron sacados del congelador y se les dejo dentro de
viales de vidrio a temperatura ambiente durante al menos 5-10 horas. Posteriormente, los insectos se
pasaron a viales de vidrio y se cubrieron con 4 mL de hexano y se dejaron incubar durante otras 24
horas a temperatura ambiente para completar la extraccion. Al término de este tiempo, se retiraron los
cadaveres de hormigas y se concentro el extracto con nitrégeno hasta los 200 uL.

b) Analisis quimico

El anélisis de los extractos de hormigas muertas fue realizado en un cromatografo de gases acoplado
a un espectrometro de masas (GC/MS/MS) Varian Saturn 4D modelo 3400 CX GC (Palo Alto,
California). Una columna DB5 (30 m x 0.25 mm de diametro interno) fue programada a una
temperatura de 50°C (mantenida por 2 min) a 250°C a 15°C min’. La temperatura final (250°C) de la
columna fue mantenida por 10 minutos. La temperatura del puerto de inyeccion se mantuvo a 200°C.
La ionizacion fue realizada por impacto de electrones a 70 eV a 230°C, y la identificacion espectral fue
confirmada por comparacion de los tiempos de retencion y el espectro de masas con un estandar de
acido oleico (Sigma-Aldrich Chem. Co., St Louis, Missouri).

b) Bioensayos para comprobar la efectividad del dacido oleico Versus extracto de caddaveres

Se realizaron bioensayos con extractos de cadaveres y con acido oleico puro (Sigma-Aldrich Chem.
Co., St Louis, Missouri) sobre trozos de papel filtro (Whatman No. 1) de 5 mm? de area. Para el
extracto de cadaveres, los trozos de papel filtro fueron mojados con 2 uL de extracto de cadaveres. Se
permitié que el solvente (hexano) se evaporara por algunos segundos (20-30). Como control para el
extracto de cadaveres se utilizaron trozos de papel filtro con 2 uL de hexano. Cada trozo de papel filtro
estuvo marcado con una letra mayulscula escrita con lapiz para su identificacion. Despuées de la
evaporacion del solvente, ambos papeles (control y extracto) fueron introducidos dentro de la cdmara
de la reina al mismo tiempo.

Para el &cido oleico se realiz6 el mismo protocolo, pero en lugar del extracto, se utilizé 1 pL de
acido oleico puro sobre los trozos de papel filtro. Como control para el acido oleico se utiliz6 papel
filtro solo. Al igual que en los experimentos con extracto de cadaveres, ambos papeles, control y con
acido oleico, fueron introducidos simultineamente en la cdmara de la reina. En cada prueba, las
hormigas tuvieron 1 hora para completar la tarea. Este tiempo fue determinado en ensayos preliminares
en los que se observo que tiempo promedio en el que una hormiga muerta es detectada dentro del nido
y llevada a la pila de desperdicios es de 1 hora. Se registro el destino de cada trozo de papel filtro. La
prueba se considerd positiva cuando el papel fue transportado a la pila de desperdicios y negativa
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cuando no (cuando quedaron dentro del nido). La posicion en la que se introdujeron los papeles filtro
en el nido fue cambiada en cada réplica para evitar algin sesgo causado por la posicién. En cada
ensayo se utilizaron trozos de papel-filtro nuevos. Para cada bioensayo (con &cido oleico y con extracto
de cadaveres) se realizaron 10 réplicas (total = 20 pruebas). Se compararon las pruebas positivas de
cada olor versus su control. En estos bioensayos no se marcaron las hormigas que realizaron el acarreo
de los trozos de papel filtro con los estimulos ya que el objetivo fue s6lo determinar la eficacia del
acido oleico como estimulo.

¢) Analisis estadistico de los datos de los experimentos conductuales

Los resultados de los bioensayos fueron analizados por medio de la prueba de X cuadrada para
muestras independientes (tabla de contingencia de 2 x 2), y para la duracién del comportamiento se
utilizo una ¢ de Student (Zar, 1999). Los analisis se realizaron con el programa SPSS.

2.1.2. Seleccion de forrajeras

Las forrajeras también fueron identificadas mediante criterios conductuales. Este protocolo se uso
para identificar a las hormigas que realizan mas frecuentemente el forrajeo. Se suspendid el suministro
de sustrato para el hongo (avena, hojas de plantas, flores), por un periodo de 2 semanas. Después de
este tiempo de privacion, se introdujo sustrato vegetal fresco en la cdmara de forrajeo. Se capturaron y
marcaron los individuos que llegaron al sitio de forrajeo sin reclutamiento y que comenzaron a cortar y
transportar material vegetal. Después de dejar que la pintura secara (24 hrs aprox.), se reintrodujeron al
nido. Este protocolo se repiti6 una vez mas una semana después y las hormigas marcadas que
realizaron el forrajeo dos veces fueron consideradas como forrajeras.

2.1.3. Seleccion de soldados

Los soldados tienen repertorios conductuales reducidos y principalmente se dedican a la defensa del
nido. Fueron identificados por su tamafo: obreras con ancho de cabeza > 3 mm (Wilson, 1980a,b). Se
probo el comportamiento defensivo perturbando el nido y estimulando con 2-heptanona.

2.2. Olores seleccionados para los experimentos electrofisioldgicos
Para los experimentos electrofisioldgicos, se seleccionaron tres olores, comercialmente disponibles,
relacionados con tareas particulares realizadas por cada casta:

i) Acido oleico (Sigma-Aldrich Chem. Co., St Louis, Missouri). Producto de los cadaveres de
los hormigas y que evoca el comportamiento sepulturero (ver seccion de analisis quimico).

i) Esencia de rosas (Belmay Flavours & Fragances Ltd., U.K.). Este olor esta relacionado con la
tarea de forrajeo y con la casta de forrajeras.

iii) 2-heptanona (Sigma-Aldrich Chem. Co., St Louis, Missouri). Este olor esta relacionado con
la tarea de defensa del nido y con la casta de soldados. Los olores de alarma fueron
seleccionados como olores casta-especificos para los experimentos de sensibilidad antenal
debido a que sincronizan la importante tarea de defensa del nido contra los enemigos, y los
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soldados constituyen la casta especializada en esta labor. En el momento de los experimentos
conductuales y electrofisiol6gicos no se tenia identificada la feromona de alarma de Arta
mexicana, asi que se usé 2-heptanona, un compuesto cercano a la mayoria de las feromonas
de alarma que presentan las hormigas y muchos himenopteros (Holldobler & Wilson, 1990).
En muchas especies de Arta, la 4-metil-3-heptanona es el componente principal de la
feromona de alarma, aunque se han encontrado otros componentes como la 2-heptanona.
Moser et al. (1968) encontraron que la 4-metil-3-heptanona y la 2-heptanona en una
proporcion de 4:1 son los componentes principales de la feromona de alarma en las obreras
mayor de Atta texana. Ambas cetonas han sido identificadas en proporciones especie-
especificas en las feromonas de alarma de otras seis especies de Atta, incluyendo Atta
bisphaerica 'y Atta capiguara (Blum et al., 1968; Hughes et al., 2001). De esta manera, la 4-
metil-3-heptanona y la 2-heptanona son componentes extremadamente comunes y se han
encontrado en muchas otras especies de hormigas (Holldobler & Wilson, 1990) y ha sido
usada como sustancia de alarma en otros estudios de sensibilidad antenal medida con EAG en
especies en las que aun no se habia identificado la feromona de alarma (Andryszak et al.,
1990). En pruebas preliminares se comprobd la efectividad de la 2-heptanona como feromona
de alarma y se demostr0 que evoca el comportamiento agresivo: busqueda, apertura de
mandibulas y sujecion de la fuente de 2-heptanona con las mandibulas (Moser et al., 1968).

2.2.1. Efectividad conductual de los olores seleccionados

Cada olor también fue probado en experimentos conductuales para determinar su efectividad en la
liberacion del comportamiento casta-especifico. En este caso, se ha denominado estimulo experimental
a cada olor en los experimentos conductuales. Se utilizé el protocolo de estimulo experimental usando
los olores: flores, acido oleico y 2-heptanona (1 uL) sobre trozos de papel filtro (Whatman No. 1) de 5
mm? de area. Como control, se emplearon trozos de papel filtro limpios. Para cada olor se realizo la
siguiente prueba: ambos papeles, control y con estimulo experimental se introdujeron simultdneamente
dentro del nido. En cada prueba se utilizaron papeles filtro nuevos rotulados con lapiz (C=control;
H=heptanona; O=4cido oleico; F=flores). Se registrd el efecto conductual de cada olor:

1.

Para &cido oleico: se consideraron positivas aquellas pruebas en las que los papeles filtro
con acido oleico fueron transportados hacia los basureros. Se compararon con su control.
Para la 2-heptanona: Se consideraron positivas aquellas pruebas en las que los papeles filtro
evocaron comportamientos defensivos o0 agresivos. Se compararon con su control.

Para esencia de flores: se consideraron positivas aquellas pruebas en las que el papel filtro
con la esencia de rosas fue transportado dentro del nido. Se comparé con su control.

Se realizaron 10 pruebas para cada sustancia con su control. Para el caso de las pruebas con &cido
oleico y esencia de flores, en cada prueba los insectos tuvieron un tiempo de 1 hora para completar la
tarea. Para la 2-heptanona las respuestas resultaron inmediatas durante los primeros 5 minutos de
exposicion a los estimulos. Los datos se analizaron con la prueba de X° cuadrada.
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3: PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES II: ELECTROANTENOGRAMAS

3.1. Técnica de registro EAG

La hipdtesis de que la division del trabajo tiene influencia sobre la sensibilidad olfativa fue probada
examinando la sensibilidad antenal, mediante la técnica EAG, en diferentes castas ante olores
relacionados con tareas casta-especificas. La respuesta antenal de las hormigas de las tres castas de la
hormiga Atta mexicana a los diferentes olores fue determinada por medio del EAG convencional (Malo
et al., 2002) usando el electroantenograma de Syntech (NL 1200, The Netherlands).

3.1.1. Insectos: unidades experimentales seleccionadas

De acuerdo a los criterios conductuales y morfoldgicos ya descritos, se seleccionaron las siguientes
subpoblaciones de hormigas 4. mexicana:

a) Forrajeras: Hormigas que fueron vistas forrajeando al menos 2
veces. Se seleccionaron 18 forrajeras (#orrajeras = 18).

1.- Castas conductuales

- b) Sepultureras: Hormigas que fueron vistas acarrear cadaveres al
menos 2 veces. Se seleccionaron 5 sepultureras (nsepultureras = 5).

2.- Casta morfologica c) Soldados. Hormigas con tamafio de cabeza > 3 mm. Se
seleccionaron 9 soldados (#soldados = 9).

3.1.2. Olores de prueba y concentraciones
Los olores empleados para el registro electroantenografico se prepararon en diluciones seriales
usando aceite de parafina: 1:1000, 1:250, 1:75 y 1:10, resultando en las siguientes concentraciones: 1,
4,13y 100 pg mL™ respectivamente. Los estimulos empleados fueron los siguientes:
a) 2-heptanona
b) Esencia de rosas
c) Acido oleico
d) Como control 1, se uso el vehiculo en el que se disolvi6 cada olor: aceite de parafina.
e) Como control 2 para descartar sensibilizacion y/o deterioro de la preparacion
bioldgica se utilizé hexanol (10 ug mL™)
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3.1.3. Sistema de registro e instrumentacion
3.1.3.1. Electrodos

Se utilizaron tubos capilares de vidrio (de borosilicato) de 75 mm de longitud y 1 mm de diametro
interno llenos de solucidn salina e insertados en un alambre de plata clorurada fijados a un mango de
tungsteno para constituir los electrodos de registro y de referencia. Los capilares se estiraron
manualmente de manera que se redujera el diametro hasta unos 0.5-0.6 mm. Los capilares de vidrio
fueron llenados con solucion Ringer para insectos: 2mmol CaClz-H20; 5 mmol KCI; 2mmol NaHCOs;;
130 mmol NaCl (Kern & Bestmann, 1993). Los electrodos se conectaron a una sonda que lleva la sefial
a un amplificador de alta impedancia (Syntech NL 1200, Hilversum, Netherlands). La sefial fue
desplegada en un monitor de computadora usando el software para el procesamiento de sefiales EAG
(figura 23).

SOPORTE UNIVERSAL PARA
MICRQECOPID

-"'-._ Puks o B
i ara estimulscion

(11T ===!

Snfial de pstimida COMPUTADORA
CON TARJETA
shis o DE INTERFASE

EDFTWARE

CONTROLADOR DE LOS FLULICE DE AMRE
CONTINUG Y DE ESTIMULACIDN

LTI TTTIITIN:,

EDAL PARA IMICIO
EL ESTIMLAC

(=]

Figura 23. Sistema de reqistro v estimulacion EAG

3.1.3.2. Montaje experimental

Se utilizaron insectos completos, lo cual permitié tener preparaciones de larga duracion. En
experimentos convencionales de EAG se emplean antenas aisladas que proporcionan respuestas
confiables a corto plazo ya que se deterioran mucho mas rapido que preparaciones de insectos
completos. La amplitud del EAG obtenida a partir de antenas aisladas o de cabezas de insectos, puede
disminuir hasta en un 50% en 30 minutos (Malo et al., 2000). Por el contrario, en experimentos
preliminares realizados para esta tesis, se encontr6 que la amplitud del EAG registrado a partir de
insectos completos se mantiene constante por al menos durante 3 horas. Para su montaje, las hormigas
se anestesiaron con frio para inmovilizarlas y facilitar su manipulacion. Al sacarlas de la camara de
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hielo, las patas fueron cortadas para evitar que, con ellas, las hormigas interfirieran o desconectaran los
electrodos. El electrodo de referencia fue insertado en un pequefio agujero practicado en la espina
occipital de la céapsula cefélica, esto inmovilizé y proporciond soporte y sujecion a la hormiga. El
electrodo de referencia, montado en un micromanipulador, se conectd con la punta de la antena (sélo
hasta hacer contacto con la solucién Ringer). Como ayuda Optica se utiliz6 un microscopio
estereoscopico de diseccidn para posicionar el electrodo de registro. La antena se mantuvo intacta sin
cortar segmentos. Las sefiales generadas por la antena fueron pasadas a través de un amplificador de
alta impedancia y procesadas en el software para sefiales EAG (Syntech).

a) Sistema de estimulacion

El sistema de estimulacion consistié de tres partes (figura 23): 1) un controlador del flujo de aire
(CFA) para la estimulacion que, por un lado mantiene un flujo continuo de aire humidificado (1.7 L
min'l) a través de un tubo de pléastico conectado a un tubo de vidrio de 10 mm diametro cuya salida se
mantiene a 10 mm de la antena; 2) el CFA utiliza un segundo flujo de aire para la estimulacién, el cual
Se conecta a otro tubo que hace pasar una corriente o pulso de aire de 0.5 L min* durante 1 segundo y
que se activa al accionar un botén o un pedal; 3) este tubo se conecta con el cartucho de estimulacion,
el cual consistio de una pipeta Pasteur en cuyo interior se colocd un trozo de papel filtro de 5 mm?
conteniendo el producto o estimulo a evaluar. Para probar cada olor, alicuotas de 5 uL de las diluciones
de cada compuesto (1, 4, 13y 100 g mL'l) se depositaron en trozos de papel filtro (Whatman No. 1)
de 5 mm?. Las cargas finales de los olores en los cartuchos de estimulacion fueron: 0.005, 0.02, 0.06 y
0.5 ug. Para cada concentracion y olor se prepararon nuevos cartuchos con papel filtro nuevo. El aire
del laboratorio fue continuamente ventilado hacia fuera a través de un extractor.

b) Entrega del estimulo.

Al inicio cada experimento, se conecto el flujo continuo para adaptar a los mecanorreceptores y se
mantuvo el flujo de aire durante todo el experimento. Cada olor fue probado pasando el pulso de aire a
través del cartucho de estimulacion. La punta de la pipeta del cartucho de estimulacion fue puesta
dentro un orificio localizado a 10 mm del final del tubo de vidrio de 10 cm de diametro dirigido hacia
la antena. Debido a que el pulso de estimulacion de un segundo afiade un cambio de presion en el flujo
continuo, la respuesta de los mecanorreceptores de la antena se suma a la de los quimiorreceptores en el
EAG. Este valor de los experimentos control debe ser sustraido de los valores EAG en respuesta a
cualquier sustancia de prueba (ver analisis de datos EAG).

3.1.4. Diserio experimental

Después de haber montado cada hormiga para el registro, se permitié la estabilizacion y adaptacion
de la preparacion durante 10 minutos. Después de este tiempo, se aplicé el tren de estimulacion que
consistio en la estimulacion con los controles correspondientes y los diferentes olores en sus diferentes
concentraciones. En cada experimento, la antena fue estimulada primero con el estimulo control 1 que
consistio en papel filtro con 5 uL de aceite de parafina, que fue el solvente en el que se diluyeron los
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compuestos (en pruebas preliminares se determind que el aceite de parafina en el papel filtro produce
respuestas iguales a la estimulacién con papel filtro limpio o aire). Después, se aplicé el estimulo
control 2 que consistié en papel filtro con 5 uL de hexanol (10 ug mL™). Esto fue seguido por la
estimulacion con cada olor (&cido oleico, 2-heptanona y esencia de rosas) en orden creciente de
concentracion. Al final de cada serie de concentraciones para cada olor se volvié a estimular con
hexanol, lo que permitié monitorear la preparacion antenal. El tiempo interestimulos fue de 3 minutos,
con lo cual se permitié que la antena recuperara su sensibilidad al 100 % (figura 24).

Control (aceite) Control 2
MONTAJE 10 mins. 3 mins. [
DE LA E— —_— L~
HORMIGA AGL 0358 my EAG=-1837 mV
Oleico 1:1000 Oleico 1:250 Oleico 1:75 Oleico 1:10
3 mins. | 3 mins. 3 mins. | 3 mins.
FAG=-)503 m\/ EAG=-).505 mV SAG=-N RNA m\/ FAG=-N RRR m\/
Control 2
3 mins.
. ——
FAG=1 R27 m\/
2-heptanona 2-heptanona 2-heptanona 2-heptanona
3 mins. 3 mins. 3 mins. | 3 mins.
_ —_— | > >
FAG=-)590 mV/ FAR=.A 707 m\/ SAG=-10R7 mV/ FAG=.1 40R m\/
Control 2
3 mins.
, o
EAG=-1.860 mV
Rosas 1:1000 Rosas 1:250 Rosas 1:75 Rosas 1:10
3 mins. | 3 mins. | 3 mins. | 3 mins.
FAG=-1520 m\/ FAG=.1712 m\/ FAG=-0 RA1 m\/ EAG=-).991 mV
Control 2
3 mins.
—
EAG=-1.812 mV

Figura 24. Disefio experimental EAG.
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3.1.4.1. Controles y periodo de lavado. eliminar efectos acarreados

En muchos estudios de EAG en los que probaron diferentes dosis, la serie de estimulacion fue
presentada en dosis crecientes (Glancey & Dickens, 1988; Kern & Bestmann, 1993; Masterman et al.,
2001; Sheridan et al., 1996), mientras que en otros estudios las dosis se administraron en orden
aleatorio (Krishnan et al., 1999; Malo et al., 2000). Aunque en este trabajo las mediciones se realizan
en los mismos sujetos, y los tratamientos (es decir, los estimulos) se aplicaron en 6rdenes fijos a todos
los individuos, esto no implica una mayor correlacién ni covarianza entre las mediciones adyacentes.
Cuando se realiza una aleatorizacion de los tratamientos a las unidades experimentales, dicho disefio
solo representa una muestra aleatoria de todos los experimentos posibles que pudieran realizarse al
aleatorizar los tratamientos. De esta manera, aleatorizar no elimina la correlacion entre las
observaciones. Sin embargo, la correlacion esperada entre las unidades experimentales puede
considerarse constante con todas las aleatorizaciones posibles. Asi, si varianzas y correlaciones son
constantes, las covarianzas tendrén el mismo valor constante (simetria compuesta) (Kuehl, 2001).

2.0

-
(o]
1

-
N
1

Respuesta EAG (mV)
o
(0 0]

o
N
1

o
o

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Tiempo (minutos)
Figura 25. En la gréfica se muestra la recuperacion de la respuesta EAG a la 2-heptanona de la antena
de una obrera A. mexicana. En el tiempo 0 se realizd el primer estimulo. Medio minuto después (en
tiempo 0.5) se estimulé nuevamente. Un minuto después de esta estimulacion, en el minuto 1 se realizé
una nueva estimulacién; dos minutos después (en el minuto 3), se estimulé nuevamente; posteriormente
se estimuld 3 minutos después (en el minuto 6), y asi sucesivamente. Como se observa en la gréfica,
tres minutos es suficiente tiempo para aue la respuesta EAG se recupere.

Si consideramos que las varianzas y correlaciones son constantes, la presentacion de los estimulos
en dosis crecientes y en orden fijo, junto con el periodo de lavado, no implica efectos acarreados (ver
mas adelante), ni correlacion entre mediciones (es decir, no-independencia de los datos) ya que la
correlacion se elimina con el periodo interestimulo (o de lavado) que permite la recuperacion de la
sensibilidad de la antena al 100%. Si el tiempo interestimiulo es suficiente para que la recuperacion sea

del 100%, entonces podemos considerar que las mediciones realizadas en el mismo sujeto a diferentes
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dosis son estadisticamente independientes. En los experimentos, cada estimulacion estuvo separada
temporalmente de la otra por un periodo de 3 minutos (tiempo interestimulo 6 “lavado”) con la
finalidad de permitir la recuperacion de la respuesta antenal al 100% con lo que las mediciones pueden
considerarse estadisticamente independientes y, asi, se eliminan los efectos acarreados (figura 25).

En algunos trabajos sobre EAG el periodo interestimulos usado ha sido de 30 segundos (Krishnan et
al., 1999) en otros ha sido suficiente con 1 minuto (Brockmann & Bruckner, 1998; Sheridan et al.,
1996), otros han dejado transcurrir 2 minutos entre estimulos (Masterman et al., 2001; Robinson,
1987); en otros trabajos se ha establecido un tiempo entre estimulos de 3 minutos (Glancey & Dickens,
1988), y en otros mas hasta 4 minutos de intervalo entre estimulos (Kern & Bestmann, 1993), ya que la

recuperacion de la sensibilidad depende del insecto y del estimulo usado.

2.0
O o-————= K—“O —————————— 3

—
% 1.5 A [
(D / Minuto de EAGhexanol (mV)
< / estimulacion
[ﬂ 1.0 1 // Vo 3 1.837
47 J / 18 1.827
= e {} — 33 1.860
& 0.5 1 oo a8 1.812
O A
e

0.0 T T T T T T T T T T T T T

0 3 6 9 121518 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48 51
Tiempo (mins)

—®—— 4cido oleico (concentraciones en pug: 0.005, 0.02, 0.06, 0.5)

— —v —  2-heptanona (concentraciones en ug: 0.005, 0.02, 0.06, 0.5)

— —B—— esencia de rosas (concentraciones en pg: 0.005, 0.02, 0.06, 0.5)
——-0-——control 2 (hexanol 0.005u9)

—&A—— control 1 (aceite de parafina)

Figura 26. Secuencia de respuestas EAG a la estimulacidn en un tren de estimulacion para una obrera de 4. mexicana. En
el tiempo 0 se estimula con el control 1 que es el aceite de parafina, tres minutos después (tiempo de lavado), se estimula
con el control 2 (hexanol), tres minutos después (en el minuto 6) se inicia el tren de estimulacion para el 4cido oleico con
la dosis mas baja (0.005 ug). Después de otros 3 minutos de lavado (minuto 9) se estimula con la siguiente concentracion
de &cido oleico (0.02 ng) y asi sucesivamente con las siguientes concentraciones del &cido oleico. Al finalizar el tren de
estimulacién con la dltima concentracidn de acido oleico (0.5 ug), y después de tres minutos de lavado, se estimula con el
control 2 (hexanol), y asi sucesivamente para cada olor. Como puede verse en la gréfica, la respuesta EAG a la
estimulacién control 2 se mantiene lo suficientemente constante, lo cual descarta efectos acarreados, adaptacion,
sensibilizacion y deterioro de la preparacion biologica. La tabla de la derecha muestra la amplitud de las respuestas EAG
al control 2 de hexanol y el tiempo en el que fueron realizadas durante el experimento. Promedio de las respuestas EAG al
hexanol: 1.83 + .01 mV.
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Este periodo de lavado o descanso que transcurre antes de suministrar el siguiente tratamiento
elimina los efectos del tratamiento anterior, lo cual es importante ya que los efectos de ciertos tipos de
tratamientos pueden transferirse al siguiente tratamiento cuando se administran en secuencia a los
sujetos. Estas transferencias pueden sesgar severamente las estimaciones de las medias de tratamiento
debido a que los tratamientos suministrados en periodos anteriores influyen en el efecto del tratamiento
aplicado en periodos sucesivos. Si el periodo de lavado (interestimulos) se aplica correctamente
basandose en el conocimiento del sistema bajo estudio, los efectos acarreados pueden evitarse (Kuehl,
2001).

Para asegurarse que se han eliminado los efectos acarreados, se hicieron pruebas EAG preliminares
de recuperacién de la respuesta que permitieron establecer un tiempo confiable entre estimulaciones de
manera que la sensibilidad antenal quedara recuperada al 100%. Ademas, durante los experimentos, al
final del tren de estimulacion de diferentes dosis de cada olor, se aplicé un estimulo con el control 2
(hexanol), lo que permitié comprobar experimentalmente que no hay efectos acarreados (figura 26-30).
Asi pues, tanto el orden de estimulacion en orden creciente, como el periodo de lavado de 3 minutos y
las estimulaciones controles con hexanol que monitorean la respuesta al final de la estimulacion de
cada olor, permiten afirmar que en este disefio experimental se han eliminado los efectos acarreados y
la correlacion sesgada entre las mediciones.

La figura 26 muestra las respuestas EAG en secuencia del disefio experimental y la secuencia de
estimulacién. En la figura 27 se muestran las respuestas EAG promedio de las forrajeras al estimulo
control de hexanol que se presentd al final de cada tren de estimulacion de cada olor.

1.6

forrajeras

_T— +1.96*Std. Err.
[ +1.00*Std. Err.
a

Mean

1.0

hexanoll hexanol2 hexanol3 hexanol4

Figura 27. Respuestas promedio EAG al control de hexanol para forrajeras. A los 3 minutos después de haber
estimulado con el control de aceite de parafina, se realizo la primera estimulacion con el control de hexanol
(hexanol 1). A los 18 minutos, después del tren de estimulacion con el acido oleico, se realizd la segunda
estimulacién con el control de hexanol (hexanol 2). A los 33 minutos, después del tren de estimulacién con la 2-
heptanona, se realizo la tercera estimulacion con el hexanol (hexanol 3). Finalmente, a los 48 minutos se realizo la
Gltima estimulacidn con el control de hexanol (hexanol 4). No hay diferencias significativas entre las medias (" =
0.131; df = 68; P=0.94).
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En la figura 28 para sepultureras y en la figura 29 para soldados. En la figura 30 se grafican las
medias de la respuesta EAG al control de hexanol de todas las castas para su comparacion. En las
figuras se observa que la respuesta EAG al control 2 de hexanol se mantiene constante, con lo que se
asegura que la antena se encuentra en buen estado y que los estimulos previos no alteran la respuesta
EAG de los estimulos subsiguientes.

2.0
sepultureras

1.8 T

6 T

— I _[ +1.96*Std. Er.

CJ +1.00*Std. Err.
0.4 1 »

Mean

hexanoll hexanol2 hexanol3 hexanol4

Figura 28. Respuestas promedio EAG al control de hexanol para sepultureras. No hay diferencias significativas
entre las medias (£ = 0.032; df = 16; P = 0.99).

1.05
soldados

1.00

—T +1.96*Std. Err.
e [ #1.00*Std. Err.
_ 0 Mean

0.65

hexanoll hexanol2 hexanol3 hexanol4

Figura 29. Respuestas promedio EAG al control de hexanol para soldados. No hay diferencias significativas entre las
medias (F = 0.081; df = 32; P=0.97).
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Figura 30. Respuestas promedio EAG a los controles de hexanol para todas las castas

3.2. Analisis de los datos del EAG
3.2.1. Obtencion del valor de EAG quimiosensorial

El valor absoluto del EAG obtenido al estimular con el control fue sustraido de cada valor asoluto de
EAG en respuesta a cada olor y concentracion. EI EAG en respuesta al estimulo control representa la
respuesta de los mecanorreceptores a la presion adicional de aire introducida al flujo continuo de aire
que llega a la antena. Como en todas las estimulaciones con los olores de prueba existe este
componente mecanosensorial, es necesario restarlo del valor EAG ya que cada registro EAG obtenido
contiene la suma de la respuesta mecanica y la quimiosensorial (Visscher et al., 1995). Asi, a cada
valor EAG de una corrida se le resté el valor de la respuesta EAG control (figura 31).

duracion
del estimulo

0.5 mV‘

1 Sag EA unimiosensorial = EAG - EAGcontrol

Ay

control
M 2-heptanona

Figura 31. A cada registro de EAG en respuesta a los olores de prueba, se les sustrajo el valor de la
respuesta EAG al estimulo control, la cual representa la respuesta mecanosensorial de la antena. Como
puede apreciarse, la respuesta control puede representar una gran proporcién de la respuesta EAG.
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El valor EAGguimiosensoriar Yepresenta la respuesta real de los quimiorreceptores antenales. Para
cumplir los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas (homocedasticidad), los datos de
EAG fueron transformados elevandolos a la 0.58 potencia (x°'58) cuando fue necesario. Los datos
control o de respuesta mecanosensorial también fueron transformados para estabilizar varianzas (x'1'2°6)

3.2.2. Analisis estadistico
Los analisis se realizaron con el paquete SPSS (Inc., Chicago, Illinois). Los datos de EAGyuimiosensorial
fueron sometidos a un analisis de varianza (ANOVA) de tres vias con todos los valores fijos,
asumiendo un disefio factorial con tres factores (casta, olor y dosis) y diferentes niveles, seguido de una
prueba de Tukey para comparaciones multiples:
a) casta (factor cualitativo) = 3 niveles
i. forrajeras
ii. sepultureras
lii. soldados
b) olor (factor cualitativo) = 3 niveles
i. 2-heptanona
ii. acido oleico
Iii. esencia de rosas
¢) dosis (factor cuantitativo) = 4 niveles
i. 0.005 ug
ii. 0.02 ug
iii. 0.06 ug
iv. 0.5 ug

Los datos se organizaron en una base de datos de la siguiente forma:

Olor 1: 2-heptanona Olor 2: Acido oleico | Olor 3: Esencia de flores
b 0| Dosis | Dosis | Dosis D;’“"" D‘;"‘ D;’j‘"‘ Dosis | P O | Dosis | Dosis | Dosis
CASTA | 5 “‘:;)2 3’}?[‘5’06 4‘£’J 0.005 | 002 | 0.06 4‘# g” 0005 |* Z;}Z 3 ‘{:f’ﬁ 4’} ‘2‘5
ug ug | wug ug ug
Forrajeras
1 K | K | Xig | X | Ko | Koy | Xigs | X Xng | X | X | X
2 Ko | Koy | o | s | o | Koip | Koiog | Xore Kom | Ko | Ko | Kora
KXnave | Xnabe KXo | Xvave | Xnape | Xnae | Xnabe | Anawe nabe KXo | Xoabe | Xnane
Sepultureras
1 Xiou | XYoo | Xios | Xiows X | Xz | Xz | Xioos Xz Xizz Xizgz | KXo
2 Xoou | Xooo | Xoos | Xooua Koo | Xoooo | Xooos | Xooos Xoza1 Xoozo Xozss | Xoosa
Kra Krat Koot Koate | Xoat Koo | Ko Koo Koo Kra Koo Koo
Soldados
1 Mo | Ko | Yo | M | Xian | Ko | Xigw | Xiam Mam | Mg | Mg | Mg
2 Xoau Xoa1o Xoaig Xoais Xosn | KXoz Xozz Xozos Xozs1 Xoaz Xozgz | Xosu
Xoabe | Xnabe Xoae | Xnae | Xnave | Xnabe | Xnave | Xnabe KXnabe Xoabe | Xnave | nabe

Para cada olor se construyeron curvas dosis-respuesta, y un analisis de regresion fue empleado para
obtener un despliegue visual. Ademas, se realiz0 un analisis estadistico adicional para probar
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diferencias estadisticamente significantes entre coeficientes de correlacion. En este analisis, el
coeficiente de correlacion () fue transformado a un valor z de Fisher, con lo que, posteriormente, se
calculd el valor de X°-cuadrada. Cuando se detectaron diferencias significativas por medio de ji-
cuadrada, se obtuvo un valor de ¢ en una prueba de Tukey para comparaciones multiples, lo cual
determina las diferencias entre coeficientes de correlacién (Zar, 1999).

Para comparar los coeficientes de correlacion de la relacion dosis-respuesta EAG de los estudios
electrofisiologicos se siguié el procedimiento descrito en Zar (1999). A continuacion se describe
brevemente. Si k£ muestras se han obtenido y se ha calculado una » para cada una de ellas, el objetivo de
la comparacion entre coeficientes de correlacion es concluir si las muestras provienen de poblaciones
que tienen idénticos p’s, es decir, si Ho: pr = p» = p3 = -+ = pr noO se rechaza, entonces todas las
muestras deben combinarse y debe calcularse un valor de » para estimar el p poblacional. Para probar
esta hipdtesis, cada valor de » debe ser transformado a un valor z de Fisher.

Entonces, el valor de ji-cuadrada con k— 1 grados de libertad sera:

[>,-3)z, ]2
Z(ni - 3)

Para transformar cada »en un valor z, se realiza el siguiente célculo:

X2 =>(n;i— 3)21'2 -

z=051In %—t

Si Ho no se rechaza, entonces todos los coeficientes de correlacion de las muestras & deben ser
sumados y estimar un p de la poblacion. Un »“comun” puede ser obtenido a partir de la transformacion
del valor z

> (ni— 3)°
> (n;—3)

Zyw —

A partir del valor z,, se calcula la» comin ¢ ry, de la siguiente manera:

e’ — |
=1

ryw —

Por el contrario, si Ho se rechaza, se determina cuales de los & coeficientes de correlacion son
diferentes de los otros. Esto se realiza usando otra vez la transformacién z de Fisher, de manera que se
prueba cada par de coeficientes de correlacion, rs y r4, mediante la prueba de Tukey:

Z4 —ZB

SE
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en donde, Si n4 = ng:

SE =

Pero si n4 # na:

1+1W

172 14— 3 nB—3J

Si ¢ > qoos, &, €XiSte diferencia entre los coeficientes de correlacion que se comparan, es decir, se
rechaza Ho: ps = pa.

SE

3.2.3. Fluctuaciones aleatorias y analisis complementarios
De acuerdo con el modelo lineal:

i=1,2,..,a

iUt T e
Yij ij =12, .n

en donde y; es la (if)esima observacion, p es un parametro comun a los tratamientos o la media, t; €s un
pardmetro Unico al iesimo tratamiento llamado el efecto del tratamiento, y &; es el componente de error
aleatorio, dentro del cual tenemos los siguientes factores:
= Tamafo. Las castas tienen diferentes tamafios y diferentes tamafios antenales: hay una
relacion lineal entre el EAG vy la longitud de la antena (Roelofs, 1984).
= Edad de las hormigas. No se conoce y aunque podria tener implicaciones en la respuesta
EAG y conductual, todos los individuos sometidos al experimento fueron adultos (coloracién
oscura de la cuticula).
= Variaciones imperceptibles en el montaje experimental, por ejemplo la forma de los
electrodos, la ubicacion sobre la antena, etc.

Asi, como el valor absoluto del EAG en mV podria variar entre las antenas debido a las
fluctuaciones aleatorias mencionadas, ademas del anélisis a los datos crudos, se realizaron anélisis
complementarios con los datos escalados, también llamados normalizados, para una conveniente
comparacion y para contrastar los analisis realizados con los datos crudos. Los analisis
complementarios fueron los siguientes:

1. Indice 1 = EAGys - EAGy.0s, que representa el rango de los datos crudos: la diferencia entre
la medida de EAG a mayor concentracion y la de menor concentracion para cada olor.
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2. Indice 2 = EAGIEAGmax, escalamiento o normalizacién. Cada valor EAG de una corrida fue
dividido entre el valor maximo de dicha corrida.

3. Indices 3pic = (EAG/EAGmaX)o,5 - (EAG/EAGmaX)o,oos. Este indice representa el rango
obtenido a partir de los datos normalizados.

4. Comparacion entre coeficientes de correlacion para datos normalizados.

3.2.3.1. Andlisis complementarios I (Rango): Indice 1r46 = EAGos - EAGo.005
Se obtuvo el rango a partir de los datos crudos. Al valor de EAG de la dosis mas alta para cada olor
(0.5 ng) de cada corrida, se le sustrajo el valor de EAG para la dosis més baja del mismo olor (0.005

ug):

Indice 1516=EAGqs - EAGo0s

Este rango indica la diferencia entre la respuesta EAG a la mayor concentracion y la menor
concentracion de un olor, de manera que proporciona informacion acerca de la sensibilidad a los
cambios en la concentracion del estimulo. Los indices fueron transformados a la potencia 0.508
[(Indice 1£46)*°"] para cumplir con los supuestos de homocedasticidad y asi someterlos al ANOVA de
2 vias (factor 1: casta y factor 2: olor) y se organizaron en una base de datos como la siguiente:

Olor 2: Acido

. Olor 3: Flores
oleico

CASTA | Olor 1: 2-heptanona

Forrajeras

1

EAGhepta, s-EAGhepta 4o5

EAGoleico, 5-EAGoleicog o5

EAGflor, s-EAGTlor 05

2

EAGhepta, .-EAGhepta 495

EAGoleico, s-EAGoleicog 445

EAGflor, s-EAGTlor s

EAGhepta, .-EAGhepta, ;.

EAGoleico, .-EAGoleicoy, ;..

EAGﬂorO‘S-EAGrorQOOS

Sepultureras

1

EAGhepta, s-EAGhepta 4o5

EAGoleico, 5-EAGoleicog o5

EAGflor, 5-EAGTlor 05

2

EAGhepta, .-EAGhepta 495

EAGoleico, s-EAGoleicog 445

EAGflor, s-EAGTlor s

EAGhepta, s-EAGheptay ogs

EAGoleico, 5-EAGoleicog p5

EAGflor, s-EAGTlor o5

Soldados

1

EAGhepta, ;-EAGhepta 495

EAGoleico, 5-EAGoleicog 4o5

EAGflor, s-EAGTlor o5

2

EAGhepta, s-EAGhepta; og5

EAGoleico, s-EAGoleicog 4o5

EAGflor, s-EAGflor o5

EAGhepta, .-EAGhepta, . EAGoleico, .-EAGoleico EAGflor, .-EAGflor ..

0.005

3.2.3.2. Analisis complementarios II: Escalamiento o normalizacion

La amplitud de las respuestas relativas a un estandar particular pueden ser altamente reproducibles
con diferentes antenas (Roelofs, 1984). El valor estdndar empleado en esta tesis fue el valor EAG
méaximo de cada corrida, por lo que cada valor de EAG de cada corrida fue dividido entre el valor de
EAG de mayor amplitud de dicha corrida, obteniéndose el siguiente indice:
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Indice 2546 = EAGIEAGmax

Para cumplir los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas (homocedasticidad), estos
datos también fueron transformados elevandolos a la 0.58 potencia (x°'58). Estos datos se sometieron a
un andlisis de ANOVA de 3 vias con los mismos factores y niveles. Los datos se organizaron en una
base de datos de la siguiente manera:

Olor 1: 2-heptanona Olor 2: Acido oleico Olor 3: Esencia de flores
CASTA Dosis 1: | Dosis 2: | Dosis 3: | Dosis 4: | Dosis 1: | Dosis 2: | Dosis 3: | Dosis 4: | Dosis 1: | Dosis 2: | Dosis 3: | Dosis 4.
0.005ug | 0.02ug | 0.06 ug | 0.5ug |0.005ug | 0.02ug | 0.06 ug 05ug |0.005ug | 0.02ug | 006 ug | 0.5 ug
Forrajeras
1 EAG/EAG | EAG/EAG | EAG/EAG | EAG/EAG | EAG/EAG | EAG/EAG | EAG/EAG | EAG/EAG | EAG/EAG | EAG/EAG | EAG/EAG | EAG/EAG
maxyn maxi112 max1113 maxi114 max1121 max1122 max1123 maxi124 max1131 max113p max1133 max1134
2 EAG/EAG | EAG/EAG | EAGEAG | EAG/EAG | EAG/EAG | EAG/EAG | EAG/EAG | EAG/EAG | EAG/EAG | EAG/EAG | EAG/EAG | EAG/EAG
maxa111 maxa112 maxz113 maxa114 maxp121 maxa122 maxg123 maxg124 max213] maxp132 maxg133 maxa134
EAG/EAG | EAG/EAG | EAG/EAG | EAG/EAG | EAG/EAG | EAG/EAG | EAG/EAG | EAG/EAG | EAG/EAG | EAG/EAG | EAG/EAG | EAG/EAG
mdaXnabc max nahe maxnah Mmaxnahc maxnahc Mmaxnahc maxnahc maxpahc maxnah MmaxXnahc mdXnabc max nahc
Sepultureras
1 EAG/EAG | EAG/EAG | EAG/EAG | EAG/EAG | EAG/EAG | EAG/EA EAG/EA | EAG/EAG | EAG/EAGm | EAG/EAG | EAG/EAG | EAG/EAG
max1211 max1212 max1213 maxi214 max121 | Gmax1292 | Gmax123 | maxi4 ax1231 max123p max1233 max1234
2 EAG/EAG | EAG/EAG | EAG/EAG | EAG/EAG | EAG/EAG | EAG/EA EAG/EA EAG/EAG | EAG/EAGm | EAG/EAG | EAG/EAG | EAG/EAG
maxa11 maxg212 max 213 maxg214 maxgp1 | Gmaxzpp | Gmaxgpes | maxpoos ax231 maxg23p max233 max234
EAG/EAG | EAG/EAG | EAG/EAG | EAG/EAG | EAG/EAG | EAG/EA EAG/EA | EAG/EAG | EAG/EAGm | EAG/EAG | EAG/EAG | EAG/EAG
MdXnabc max nabe mdaXnpabe MmdaXnabe MdXnabc Gmaxpape | Gmaxpahe Max nabe AXnabc Mdaxnabe MdaXnabc max nabe
Soldados
1 EAG/EAG | EAG/EAG | EAG/EAG | EAG/EAG | EAG/EAG | EAG/EA EAG/EA | EAG/EAG | EAG/EAGm | EAG/EAG | EAG/EAG | EAG/EAG
maxi31) maxi31p | maxizz maxi3ia maxy3p1 | Gmaxizpp | Gmaxy3ps | maxy3ps ax1331 max)33) max1333 max1334
2 EAG/EAG | EAG/EAG | EAG/EAG | EAG/EAG | EAG/EAG | EAG/EA EAG/EA | EAG/EAG | EAG/EAGm | EAG/EAG | EAG/EAG | EAG/EAG
max31] max312 max 313 max314 max321 Gmaxp3zpp | Gmax)323 maxz3na ax3s] maxz33p max3a; max334
EAG/EAG | EAG/EAG | EAG/EAG | EAG/EAG | EAG/EAG | EAG/EA EAG/EA | EAG/EAG | EAG/EAGm | EAG/EAG | EAG/EAG | EAG/EAG
maxnabc max nabc maxnabc maxnabe maxnabc Gmaxnabe Gmaxnabe max nabc axnabc maxnabc maxnabc max nabc

3.2.3.3. Andlisis complementarios III (Rango) : Indice 3
Finalmente, se realiz6 un Gltimo analisis a partir de la obtencion de un tercer indice que representa el
rango a partir de los datos normalizados:

Indices 3146 = (EAGIEAGma Jos — (EAG/EAGa Jooos

CASTA | Olor 1: 2-heptanona | Olor 2: Acido oleico | Olor 3: Flores
Forrajeras
1 Indice3EAG, ¢y anona Indice3EAG ;.. Indice3EAG,,, .,
2 Indice3EAG;.peptanona Indice3EAG yico Indice3EAG f4res
IndiceBEAGz_hgmnona Indice3EAG ;. Indice3EAG,, .,
Sepultureras
1 Indice3EAG, ¢y anona Indice3EAG ;. Indice3EAG,, .,
2 Indice3EAGZ_heplanona Indice3EAG i, Indice3EAG,,,
Indice3EAG, 1 o anom Indice3EAG ;. Indice3EAG,, .,
Soldados
1 Indice3EAGZ_h£pI_anona Indice3EAG .., Indice3EAG,, .
2 IndiceSEAGZ_hﬂmnona Indice3EAG i, Indice3EAG,,,
Indice3EAG2_thona Indice3EAG ... Indice3EAG,, .
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4: PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES 11I: EXPERIMENTOS NEUROANATOMICOS

4.1. Estructura de los lobulos antenales (LA)

El arreglo espacial de los glomérulos en el LA es altamente estereotipado en cada especie de insecto
ademaés de que la posicion es lo suficientemente invariante como para realizar estudios comparativos.
En Drosophila melanogaster, Manduca sexta Y Apis mellifera, 10s glomérulos se han contado y
mapeado, permitiendo identificar cada glomérulo y realizar estudios comparativos y funcionales
(Galizia et al, 1999a). Los glomérulos primarios pueden identificarse basandose en su forma, tamafio y
posicion relativa a marcas estereotipadas del LA como tractos mayores, mientras que los glomérulos
secundarios se identifican en relacion segln su posicion relativa a los glomérulos primarios (Rospars &
Hildebrand, 1992).

Para hacer visibles los glomérulos en el microscopio confocal, se realizo un trazado masivo desde el
nervio antenal (NA). El propdsito del trazado neuronal es la descripcion de las conexiones anatémicas
del sistema nervioso. El trazado neuronal puede ser realizado por medio de una gran variedad de
técnicas. En esta tesis se realizo el trazado neuronal in vivo con neurobiotina. La neurobiotina o
biocitina es una vitamina que actia como componente de enzimas especificas que catalizan
carboxilaciones. La neurobiotina puede ser usada como un trazador anterégrado y retrogrado por
microinyeccion o por medio de la colocacion de cristales sobre neuronas en las que se ha realizado
algun dafio. Debido a su pequefio tamafio y bajo peso molecular (PM = 286), la neurobiotina es
transportada efectiva y rapidamente en el medio intracelular. Para revelar su localizacion intraneural
después del trazado, las preparaciones se tratan con avidina, una glicoproteina que se presenta en
abundancia en la clara de huevo, o estreptavidina, producida por Streptomyces avidinii. La neurobiotina
tiene una alta afinidad por la avidina y la union resultante es altamente resistente debido a la formacion
de enlaces covalentes. Se ha sugerido que la presencia de avidina en el huevo funciona como un
antibidtico que termina con la presencia de biotina en el ambiente (Metzler, 2001). La avidina
empelada para revelar la localizacion intraneural de la neurobiotina estuvo conjugada con rojo Texas o
fluoresceina, colorantes fluorescentes.

Se utilizaron soldados (obreras mayor) de 4. mexicana y C. ocreatus para determinar la estructura
del LA. Se intent0 el trazado con castas de tamafios menores, pero debido al procedimiento quirdrgico
y al tamafio de las antenas, los NA sufrieron dafios que impidieron que el trazado tuviera éxito, por lo
que para este trabajo sélo se reportan datos para las castas mayor. La reconstruccion se realiz6 a partir
de secciones Opticas adquiridas con microscopia confocal. Los individuos se inmovilizaron en cera al
igual que las antenas (figura 32). La inmovilizacion de las antenas debe ser realizada con sumo cuidado
ya gque el NA puede ser dafiado impidiendo el trazado neuronal.

A continuacion se expuso la parte del NA que corre dentro del escapo (en este punto todos los
axones de las neuronas olfativas se encuentran juntos). Con cortes de capas delgadas de cuticula es
posible exponer el NA sin causar dafio. De esta manera, puede obtenerse un excelente trazado masivo
con lo que los glomérulos captan una gran cantidad del trazador. En la fotografia pueden observarse los
dos nervios que conforman el NA (figura 33).
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Figura 32. a) Inmovilizacién de una hormiga reina Camponotus ocreatus en cera. b) Inmovilizacion
de una reina Atta mexicana.

r'?_-.-r

Figura 33. Con cortes de capas delgadas de cuticula es posible exponer el NA sin causar dafio. De esta manera, puede
obtenerse un excelente trazado masivo con lo que los glomérulos captan una gran cantidad del trazador. (a) Antena de C.
ocreatus 'y (b) antena de 4. mexicana, en donde pueden observarse los dos nervios que conforman el NA (flecha).

Una vez expuesto el NA, se colocaron algunos cristales de neurobiotina y se rompio el NA, después
de lo cual, la antena se cubri6 con vaselina o silicdn para evitar la desecacion. Los insectos se dejaron
entre 12 y 24 horas en incubacion en camaras himedas a temperatura ambiente (del laboratorio).

Figura 34. Para obtener el cerebro, después de un periodo de incubacion en el que se
permite que el trazador viaje desde el sitio de colocacion (el NA), se abre una ventana

en la capsula cefélica, se remueven las glandulas y traqueas y se bafia en
formaldehido 4% y, después de 15 minutos, se saca el cerebro completamente.
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Después del tiempo de incubacién, los cerebros fueron disecados: se abrid una pequefia ventana en
la capsula cefalica (figura 34), se retird tanto como se pudo las trdqueas y glandulas y se inyectd
formaldehido al 4% dentro de la capsula cefalica. Esta fijacion in siru se realizd para reducir la
distorsion del cerebro que puede ocurrir al sacar el cerebro sin fijacion previa. Después de 15 minutos
de prefijacion in situ, el cerebro fue retirado y transferido a viales con formaldehido 4% donde
permanecieron por 2 horas mas en fijacion. A continuacién, los cerebros se lavaron: en Buffer de
fosfatos 4 veces de 30 minutos cada una; agua destilada, 2 de 15 minutos; dimetoxipropano (10
minutos); alcohol etilico 50% (10 mins); agua destilada (10 mins); buffer (20 mins); 15-30 mins en
solucion digestiva (1 mg/ml hialuronidasa, 1 mg/ml colagenasa, 0.1 % triton en solucién de buffer de
fosfatos) para eliminar lamela y perineuron y permitir que los reveladores lleguen mas facilmente al
cerebro.

Después de la solucion digestiva, los cerebros se pasaron nuevamente a Buffer (2-3 veces, 30 mins
cada una) y después a solucion de avidina conjugada con rojo Texas en buffer de fosfatos
(concentracién 0.0025% del conjugado) con 0.5% de triton-X. Los cerebros fueron dejados incubando
en esta solucion con el conjugado toda la noche (12 horas aproximadamente). Posteriormente se
lavaron nuevamente: con buffer de fosfatos 4 veces de 30 minutos cada uno; agua destilada (2 de 15
mins); dimetoxipropano (10 mins). Estos cerebros se montaron en portaobjetos concavos en salicilato
de metilo y cubiertos con cubreobjetos. A partir de las preparaciones de cerebro completo se realizan
las secciones Opticas en microscopio confocal (20X) a 2 um. Las imagenes del confocal se procesaron
en Adobe Photoshop para el mejoramiento de la imagen. Los contornos de cada glomérulo y tracto del
NA se trazaron y los poligonos resultantes se procesaron nuevamente en Adobe Photoshop.

4.2. Contribuciones sensoriales a los cuerpos fungiformes

Las neuronas en los LA se marcaron anterégradamente usando trazadores fluorescentes para revelar
las relaciones aferentes de los CF. El trazado anterdgrado (marcando neuronas aferentes desde su
region de origen a sus terminales en los calices) se utilizo para determinar si las aferencias al céliz estan
mapeadas topoldgicamente y si las aferencias olfatorias a la region del labio estan segregadas en
subcompartimientos.

Los experimentos de trazado se hicieron localmente aplicando diferentes fluorocromos a la region
cerebral respectiva con microelectrodos capilares usando inyeccidn pasiva. Los trazadores usados
fueron pequefias moléculas de dextran (PM 3000-10000) acopladas a fluoresceina o Rojo Texas, las
cuales han sido usadas exitosamente en cerebros de hormigas (Gronenberg 1999). Los dextranes son
polisacaridos hidrofilicos producidos por la bacteria Leuconostoc, caracterizados por su alto peso
molecular, buena solubilidad en agua, baja toxicidad, ademas de ser relativamente inertes. Estas
propiedades hacen de los dextranes efectivos acarreadores de colorantes solubles en agua. Ademas, son
resistentes a la ruptura intracelular por glucosidasas endégenas. Los dextranes pueden ser utilizados por
microinyeccién, fusion vesicular, electroporaciéon, asi como por la incorporacion de materiales externos
por fagocitosis y endocitosis o como cristales colocados en sitios especificos. Estos cristales son
incorporados por neuronas en las que se ha practicado algin grado de dafio. Inmediatamente después de
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su incorporacion, los dextranes son transportados principalmente en direccion anterdgrada, aunque
también de manera retrograda. En esta tesis se empelaron dextranes de peso molecular de 3000, los
cuales se transportan intracelularmente mas rapido que aquellos con pesos moleculares mas altos. Los
fluorocromos conjugados a los dextranes fueron rojo Texas con una absorbancia maxima en 595 nmy
una emision méxima en 625 nm, y fluoresceina con una absorbancia méxima en 494 nm y una emision
méaxima en 521 nm.

N\ 44

Figura 35. Después de haber eliminado el exceso de hemolinfa (a), se inserta el electrodo con el colorante
en los LA (b). LO, lébulo éptico; PC, protocerebro.

Para preparaciones permanentes con alta resolucion de detalle fino, la neurobiotina se aplico de la
misma forma que los trazadores fluorescentes. Después de fijar e inmovilizar a la hormiga, se abrié una
pequefia ventana en la capsula cefalica de manera que el cerebro quedara expuesto, principalmente en
la region de los LA. Posteriormente se procedié a secar con papel la hemolinfa que bafia al cerebro para
evitar que los colorantes se disolvieran en la hemolinfa antes de llegar al LA. Una vez seco el cerebro,
se cargo un microelectrodo con uno de los colorantes y se inserto la punta del electrodo con el
colorante en el LA (figura 35). Lo mismo se hizo con el otro colorante. Después de esto, se coloco el
trozo de cuticula cortada previamente para evitar desecacion del cerebro. Las hormigas se colocaron en
camaras humedas a temperatura ambiente (de laboratorio) y se dejaron incubar por 12-24 horas.
Después, los cerebros fueron disecados, fijados en formaldehido, incluidos en pléstico y seccionados a
15-20 um y observados por medio de microscopia epifluorescente.

Los cerebros marcados con Neurobiotina o marcadores fluorescentes se procesaron de acuerdo a
Gronenberg & Peeters (1993) y Gronenberg (1999): fijacion en aldehido, uso del kit vectorstain ABC
para cerebros marcados con Neurobiotina, embebido en pléstico, seccionado en serie (15-20um),
microscopia epifluorescente para marcadores fluorescentes. Para detalles, ver parrafos anteriores.

Debido al dafio neuronal que se practica en el tejido para que los trazadores (neurobiotina o
dextranes) sean incorporados, existe un estrecho balance en el tiempo de incubacion del trazado y la
sobreviviencia de la proyeccion neural. Si el tiempo de incubacion es demasiado corto, los trazadores
podrian no haber alcanzado las terminales nerviosas, pero si el tiempo es demasiado largo, las
proyecciones neurales podrian haber degenerado y el trazado podria perderse.
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VII. RESULTADOS



1: RESULTADOS I: ANALISIS QUIMICO Y BIOENSAYOS

1.1. Liberador quimico y especializacion conductual de la necroforesis en Atta mexicana
1.1.1. Descripcion del comportamiento necroforético.

A partir de la introduccion de cadaveres de hormigas muertas en el nido, se observé y videograbo el
comportamiento necroforético, el cual se describe a continuacion. EI comportamiento en Atta mexicana
consta de las siguientes pautas conductuales (figura 36):

Figura 36. Secuencia de etapas del comportamiento necroforético. En (a) la flecha larga indica el
cadaver introducido en el nido; hacia la izquierda del cadaver, se observa la obrera sepulturera, indicada
con la flecha de cabeza grande en todas las imagenes. La flecha larga en (f) indica la pila interna de
desperdicios. Imagenes tomadas de un video. Ver texto.
1) Aproximacion. La obrera se acerca lentamente al cadaver con las antenas extendidas hacia
adelante.
2) Contacto y antenacion. En esta fase, las obreras realizan antenaciones sobre el cadaver y lo
examinan. Después de un periodo de exploracion, el cual puede variar en duracion, las

obreras pueden extender sus lenguas sobre el cadaver y pueden o no subirse sobre él.
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3) Sujecion y levantamiento del cadaver con las mandibulas. En esta fase, las obreras buscan
una parte del cadaver por el cual levantarlo. Esta parte corporal de los cadaveres puede ser
la cabeza, las patas, el peciolo, las mandibulas, la cabeza, etc.

4) Acarreo del cadaver hacia la pila de desperdicios. En esta fase, las hormigas, llevando el
cadaver en las mandibulas, comienzan su marcha hacia la pila de desperdicios con la cabeza
levantada y las antenas hacia los lados y realizando antenaciones sobre el suelo y el
ambiente. Esta marcha puede durar desde unos segundos en las obreras mas especializadas,
hasta mas de 60 minutos. Las obreras siempre siguen la misma ruta hacia la pila de
desperdicios y cuando esta Ultima es cambiada de sitio, las sepultureras cambian de ruta con
facilidad. En ocasiones, las sepultureras son seguidas por grupos de otras obreras.

5) Abandono del cadaver. Cuando las sepultureras han llegado a la salida del nido o al
basurero, estas pueden, simplemente soltar el cadaver o bien acomodarlo en la pila de
desperdicios, proceso que puede llevarles varios minutos.

No obstante que Howard & Tschinkel (1976) mencionan que no ocurre orientacion de las obreras de
Solenopsisi saevissima hacia los cadaveres antes del contacto con ellos, en este trabajo se observo que
las obreras de Atta mexicana se orientan hacia los cadaveres antes de hacer contacto con ellos (figura
37). Las hormigas muestran un comportamiento similar hacia los trozos de papel filtro con extracto de
cadaveres y a aquellos con &cido oleico (ver mas adelante). Después del primer contacto, las hormigas
no dejan de tocar los cadaveres hasta que comienza su marcha hacia la pila de desperdicios.

1.1.2. Identificacion de sepultureras especializadas
En las 30 observaciones realizadas, s6lo 12 hormigas (el 0.6%) de las 2000 aproximadamente,
realizaron el comportamiento necroforético completo al menos una vez.

Tabla 2. Obreras que realizaron la necroforesis

Porcentaje del total de

Hormiga Cédigo de color No. ocasiones
observaciones
1 Amarillo-rojo 1 3.33
2 Amarillo-azul 15 50
3 Amarillo-verde 2 6.67
4 Amarillo-blanco 1 3.33
5 Blanco 1 3.33
6 Rojo 2 6.67
7 Blanco-azul 1 3.33
8 Rojo-blanco 1 3.33
9 Blanco-rojo 2 6.67
10 Blanco-verde 2 6.67
11 Azul 1 3.33
12 Verde 1 3.33
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Figura 37. Secuencia de imégenes tomadas a partir de una videograbacion del comportamiento necroforético. La flecha
grande en (a) indica la hormiga sepulturera. La flecha pequefia de cabeza ancha en todas las imégenes indica otra hormiga que

se aproxima al cadaver que transporta la sepulturera. Como puede observarse, esta hormiga que se aproxima lleva las antenas
extendidas y orientadas hacia el cadaver. Incluso desde mucho antes de aparecer en cuadro, esta hormiga llevaba sus antenas
extendidas. En (a), la hormiga que se aproxima realiza antenaciones direccionadas hacia el cadaver. En (b) y (c), la hormiga
aun realiza antenaciones sin hacer contacto con el cadaver. Finalmente, en (d), se observa que la hormiga hace contacto fisico
con el cadaver. ElI comportamiento de las sepultureras al aproximarse al cadaver es similar: orientan sus antenas hacia el
cadaver, se aproximan a él y finalmente hacen contacto, después de lo cual, levantan el cadaver y lo transportan hacia la pila
de desperdicios. Un comportamiento similar fue realizado por las sepultureras hacia papeles filtro con acido oleico.

De estas, la obrera marcada con el codigo de color amarillo-azul, realizé en 15 ocasiones el
comportamiento completo, es decir, la mitad de las veces que se realizé la prueba (tabla 2). El resto de
las ejecuciones esta repartido entre las otras 11 obreras, de las cuales, cuatro obreras: amarillo-verde,
rojo, blanco-rojo Y blanco-verde 10 realizaron en 2 ocasiones. De las 12 hormigas, cinco de ellas (el
0.25%) lo realizaron dos 0o mas ocasiones, y 7 (0.35%) lo realizaron sélo una ocasién. De las cinco
obreras que realizaron la necroforesis dos 0 mas veces, cuatro (el 0.2%) lo realizaron dos veces, y una
(el 0.05%) realizd el comportamiento 15 ocasiones; es decir que el 50% del total de observaciones
efectuadas de este comportamiento fue realizado por un solo individuo (la sepulturera amarillo-azul).
Aquellas hormigas que realizaron mas de dos veces la necroforesis, se dirigieron directo al basurero,
depositaron el cadaver y de inmediato regresaron al interior del nido y comenzaron de nuevo a patrullar
las camaras y taneles. El resto de las hormigas presentes en la colonia no participaron ni realizaron el
comportamiento necroforético, aun cuando muchas tuvieron la oportunidad de hacerlo.

En la grafica de la figura 38, se muestra la distribucién del comportamiento necroforético por obrera
para todas las obreras observadas comparada con la distribucion de Poisson que representa la
distribucion esperada del comportamiento si este fuese realizado al azar entre todas las obreras de la
colonia. En la grafica se observa que aquellas obreras que realizaron la necroforesis mas de dos veces

no se ajustan a la distribucién probabilistica de Poisson, por lo que, el criterio para identificar a las
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sepultureras se baso en estos resultados. Asi, las sepultureras se definieron operacionalmente como
aquellas obreras que realizaron dos o méas veces el comportamiento necroforético completo. Estas
obreras son, ademas, las mas rapidas en el desplazamiento dentro del nido y hacia la pila de
desperdicios una vez que han encontrado y levantado un cadaver (figura 39).
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Figura 38. Distribucion del comportamiento necroforético observado comparado con la curva
probabilistica de Poisson. Se observa que las obreras que realizaron mas de dos veces el
comportamiento necroforético salen de la distribucién de Poisson que representa los eventos

esperados si el comportamiento fuese realizado al azar.

Tabla 3. Promedios de latencia y duracion de la necroforesis (en segundos)

Obreras 1 vez Obreras 2 veces Obreras 15 veces

Promedio Desv. Estandar  Promedio  Desv. Estandar Promedio Desv. Estandar
Latencia 665.71 663.32 297.75 266.15 559.33 871.68
Duracion 470.57 380.60 106.87 28.73 131.66 60.75

En la figura 39 estan graficadas las latencias y duracion de la tarea entre las obreras que realizaron la
necroforesis completa una vez, 2 veces y la obrera que la realizdé 15 veces (tabla 3). Las obreras que
realizaron la tarea una sola vez tienen la latencia y duracion promedio mas altas, mientras que las
obreras que realizaron la tarea dos veces, las mas bajas, y la obrera que realizo la necroforesis 15 veces
tiene una latencia promedio similar a aquella de las obreras que realizaron la necroforesis una sola vez,
pero con una duracion promedio similar a la de las obreras que realizaron la necroforesis en dos
ocasiones. Una vez definido el criterio para la identificacion de sepultureras, para los experimentos
electrofisiologicos se realizaron bioensayos introduciendo hormigas muertas en el nido y todas aquellas
obreras que realizaron la necroforesis completa dos 0 méas veces fueron sometidas al EAG.
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Figura 39. Gréfica de latencia y duracion de las obreras que realizaron la necroforesis completa
categorizadas en tres grupos: 1) las que la hicieron una vez (media de latencia = 11.09 + 4.18 mins;
media de duracion = 7.84 + 2.4 mins); 2) las que la hicieron 2 veces (media de latencia = 4.96 + 1.57
mins; media de duracion = 1.78 + 0.17 mins), y 3) la que lo hizo 15 veces (media de latencia = 9.32 +
3.75 mins; media de duracién = 2.19 + 0.26 mins).

1.1.3. Analisis de los extractos de hormigas muertas

La figura 40a muestra un cromatograma de gas de 100 ng de estandar de acido oleico, y en la figura
40b un cromatograma de extracto de hormigas muertas. En (@) se observa un pico para el estandar de
acido oleico que eluye a los 17.2 minutos, y en (b), el cromatograma del extracto de cadaveres muestra
un pico que aparece al mismo tiempo de retencion que el del acido oleico.
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Figura 40. (2) Cromatograma de 100 ng pL ™ del estandar de 4cido oleico. (b) Cromatograma de gas tipico de extracto de
cadaveres. Los picos 1, 2, 3 y 4 probablemente correspondan a compuestos hidrocarbonados de cuticula. El pico 5 eluye al
mismo tiempo que el estandar de &cido oleico, sugiriendo que es acido oleico.
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Ademas de presentar acido oleico (pico 5 en la figura 40b), el extracto presenta muchos
hidrocarburos (los picos 1, 2, 3y 4), los cuales parecen ser méas volatiles ya que eluyen rapidamente. Es
posible que estos hidrocarburos pudieran ser componentes volatiles de la cuticula, quiza implicados en
el reconocimiento de compafieros de nido (olor de la colonia). Los resultados del analisis demuestran la
presencia de acido oleico en los extractos de cadaveres de las hormigas Atta mexicana, compuesto que
otros autores encontraron en cadaveres de Pogonomyrmex badius 'y Solenopsis invicta (Wilson et al.,
1958; Blum, 1970; Howard & Tschinkel, 1976), de manera que el acido oleico debe estar involucrado
en la identificacion de los individuos muertos en diferentes especies de hormigas.

1.1.4. Resultados de los bioensayos conductuales con el extracto y el dacido oleico

En los bioensayos que se realizaron con los trozos de papel filtro con extracto de cadaveres y acido
oleico, se observd que las hormigas realizan las mismas pautas conductuales que cuando se encuentran
un cadaver de hormiga. Sin embargo, la fase de sujecién y levantamiento del papel filtro con las
mandibulas presenta diferencias evidentes con la sujecion de un cadaver de hormiga ya que la forma
del papel es muy diferente a la de una hormiga. Sin embargo, los trozos de papel filtro son mas
facilmente sujetados y levantados que las hormigas, ya que las sepultureras realizan diferentes
maniobras para acomodar el cadaver sobre sus cabezas. En los bioensayos, todos los trozos de papel
filtro con el extracto de cadaveres que fueron introducidos en el nido, fueron transportados a la camara
de desperdicios, significando que el extracto es 100% efectivo liberando el comportamiento
necroforético. Todos los controles (papeles filtro limpios) permanecieron dentro del nido (figura 41).
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Figura 41. NUmero de veces que se observé el comportamiento necroforético al utilizar como
estimulo papel filtro impregnado con extracto de cadaveres; como control se utiliz6 papel filtro con
hexano.
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Resultados similares fueron encontrados para los bioensayos en los que se introdujeron papeles filtro
con &cido oleico (figura 42). Aunque soélo siete pruebas fueron positivas usando acido oleico como
estimulo, se encontraron diferencias significativas comparadas con sus controles (X2 =7.9; P<0.005).
Los controles (trozos de papel filtro tratados con hexano) no fueron transportados fuera del nido. Al
final, horas después del tiempo de prueba aquellos papeles filtro con &cido oleico que no fueron
sacados durante la prueba, finalmente fueron transportados también hacia la pila de desperdicios. Sin
embargo, estos datos no fueron considerados por el limite de tiempo de cada prueba definido
previamente en ensayos con cadaveres de hormigas. Por el contrario, todos los papeles filtro control
permanecieron dentro del nido, e incluso fueron tratados como sustrato vegetal, incorporandolos al
jardin de hongos.
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Figura 42. NUumero de veces que se observé el comportamiento necroforético al utilizar como
estimulo papel filtro impregnado con &cido oleico; como control se utiliz6 papel filtro limpio.

La figura 43 muestra el tiempo en el que se completod la remocion de los papeles filtro con extracto
de cadaveres y con acido oleico. En la prueba de #student no se encontraron diferencias significativas
(r = 0.553; P = 0.58) enre el tiempo en el que se completa el transporte de los trozos de papel con acido
oleico y el tiempo de transporte de trozos de papel con extracto de cadaveres, por lo que puede
considerarse los papeles con extracto de cadaveres y aquellos con &cido oleico se remueven en el
mismo tiempo. Estos resultados demuestran que el acido oleico libera el comportamiento necroforético
en una forma similar a los extractos de cadaveres.
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Figura 43. Tiempo en el que se completd la remocion del estimulo experimental (acido oleico vs.
extracto de cadaveres). Tiempo promedio de remocion para el &cido oleico = 56.2 + 11.6 minutos;
tiempo promedio de remocion para el extracto de cadaveres = 49.9 + 11.6 minutos.
1.2. Casta forrajeras
Las forrajeras fueron identificadas mediante criterios conductuales. Las hormigas que se usaron para
los protocolos experimentales de electrofisiologia fueron aquellas a las que se les observé forrajeando
mas de 2 veces. Se utilizaron 18 forrajeras para los experimentos EAG.

1.3. Casta soldados
Como se menciono antes, los soldados fueron identificados por su tamarfio: obreras con ancho de
cabeza > 3 mm (Wilson, 1980a,b). Se seleccionaron 9 soldados.

1.4. Efectividad conductual de los olores
1.4.1. Acido oleico. La figura 42 muestra las frecuencias observadas para el oleico y su control.

1.4.2. 2-heptanona.

En los bioensayos en los que se empled la 2-heptanona, se encontrd que esta fue 100% efectiva al
liberar el comportamiento agresivo: los insectos se levantan en sus patas, caminan con las mandibulas
abiertas y se dirigen contra cualquier objeto que se mueva a sus alrededores mordiéndolo de inmediato
y si es la fuente de la 2-heptanona, lo muerden y dificilmente lo sueltan espontdneamente. Solo después
de transcurridos algunos minutos, los insectos responden menos al estimulo. Posiblemente ocurra un
proceso de adaptacion. La figura 44 muestra los resultados de respuesta conductual de los soldados a la
2-heptanona. Como puede observarse, las hormigas fueron agresivas al 100% de las pruebas. La dosis
usada fue 1 uL de 2-heptanona pura sobre papel filtro. Los trozos de papel filtro control fueron tratados
como sustrato vegetal y transportados hacia el nido e incorporados como sustrato al jardin de hongos.
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Figura 44. NUmero de ocasiones en las que se observé comportamiento agresivo de soldado
hacia trozos de papel filtro con 1 pL de 2-heptanona.

1.4.3. Esencia de rosas.

Los resultados de los bioensayos con el olor de flores se muestran en la figura 45. Como puede
observarse, las obreras acttan ante el estimulo control como al de prueba con el comportamiento de
forrajeo, por lo que no se encontraron diferencias entre ambos estimulos (X2 = 0; P>0.999).
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Figura 45. Resultados de las pruebas conductuales para la esencia de rosas. No hay diferencias
significativas (X2 = 0; P>0.999). Ver texto.
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Debido a que el papel filtro estd hecho de celulosa, probablemente resulta atractivo como sustrato
para el hongo. Asi, el papel filtro limpio actia como un falso control por sus caracteristicas propias. Por
tal motivo, se sustituyo el material utilizado como vehiculo del estimulo de forrajeo por parafilm
impregnado con el olor de prueba. El parafilm impregnado con esencias ha sido exitosamente
empleado como sustituto de sustrato vegetal en otras hormigas cortadoras de hojas como Acromyrmex
lundi (Roces, 1990; 1993). En los bioensayos se encontrd que la esencia de rosas es efectiva como olor
de forrajeo (figura 46).
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Figura 46. Ocasiones en las que el parafilm con esencia de rosas evoco el comportamiento de
forrajeo, en comparacion con parafilm solo como control.
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2- RESULTADOS II: EXPERIMENTOS ELECTROFISIOLOGICOS '~ |

La figura 47 muestra registros tipicos de hormigas de cada casta en respuesta a los olores de prueba

a la méxima carga en el papel filtro (0.5 ng). Los valores del EAG para las hormigas sometidas a los
experimentos se encontraron entre 0.05y 2.5 mV.
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Figura 47. Registros electroantenograficos (EAG) tipicos de hormigas de cada casta en respuesta a 0.5 ug de los odorantes
empleados sobre el papel filtro. El primer registro para cada obrera (en rojo) corresponde a la respuesta EAG al estimulo
control (aceite de parafina). La duracidn del estimulo (1 segundo) se representa con la barra negra.

2.1. Respuesta EAG de las obreras al aire

La respuesta EAG al control representa la respuesta de los mecanorreceptores antenales al pulso de

aire extra que se incorpora al flujo principal de aire cuando se activa el estimulador.
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Figura 48. Medias = SE (error estdndar) de la respuesta EAG al estimulo control de las tres castas

(nforrajeras =18; Psepultureras = 5; Psoldados = 9) EAGforrajeras = 0.304 £ 0.047 mV; EAGsepuItureras =0.289 =
0.057 MV; EAG qjgaqoe = 0.195 % 0.022 mV/.
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Para la estimulacion control, la respuesta EAG promedio de las forrajeras fue mayor (figura 48),
aunque el andlisis de varianza de una via (ANOVA de un factor cualitativo: casta con tres niveles,
forrajeras, sepultureras y soldados) no detecto diferencias significativas (F' = 0.34; df = 2; P = 0.71).
Para datos normalizados (Indicersc = EAGeonro/lEAGmax) de la respuesta EAG al estimulo control
tampoco se encontraron diferencias significativas entre castas (F = 2.62; df = 2; P = 0.09).

2.2. Respuestas EAG de las castas a los olores: curvas dosis-respuesta
2.2.3. Curvas dosis-respuesta graficadas por olor

Tanto en forrajeras como en sepultureras, los tres olores, principalmente la 2-heptanona, produjeron
una relacion dosis-respuesta logaritmica, caracteristica de los sistemas sensoriales de alta resolucién
(figura 49, 50 y 51). En los soldados, esta relacion logaritmica sélo fue observada en respuesta a la 2-
heptanona y, debilmente, a la esencia de rosas.
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Figura 49. Curva dosis-respuesta en donde se presenta la amplitud EAG como una
funcion de la dosis del odorante 2-heptanona. Cada linea representa una casta (sforajres =
18; Mgepuitureras = 5 Msoldados = 9)- Las barras representan el error estandar.

Como puede observarse en la figura 49, la 2-heptanona produjo la més alta actividad eléctrica en las
antenas de las hormigas de las tres castas en todas sus concentraciones. Ademas, las curvas dosis-
respuesta de las tres castas para este olor presentan un comportamiento muy similar y se encuentran
méas o menos sobrelapadas. Las respuestas antenales de los soldados en todas las dosis de la 2-
heptanona, mostraron las menores desviaciones estandar comparadas con aquellas de las forrajeras y
sepultureras (tabla 5), sugiriendo que los soldados son un grupo mas homogéneo. Forrajeras y
sepultureras mostraron desviaciones estandar similares entre ellas.
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Tabla 5. Medias de la respuesta EAG y desviaciones estandar (mV) a la 2-heptanona de las tres castas

Dosis: 0.005 pg Dosis: 0.02 pg Dosis: 0.06 pg Dosis: 0.5 pg
Castas
Media  Desv. Stndr. Media  Desv. Stndr.  Media  Desv. Stndr. Media  Desv. Stndr.
Forrajeras (n = 18) 0.192 0.115 0.270 0.142  0.553 0.290 0.709 0.344
Sepultureras (n = 5) 0.220 0.114 0.280 0.198 0.416 0.260 0.617 0.361
Soldados (n=9) 0.130 0.090 0.204 0.108 0.295 0.105 0.555 0.186

En el caso del acido oleico, sélo la respuesta EAG de las forrajeras y sepultureras muestra un
comportamiento logaritmico, aunque con una pendiente no tan definida como la que presentan estas
mismas castas en respuesta a la 2-heptanona (figura 50).
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Figura 50. Curva dosis-respuesta de las respuestas EAG de las tres castas (ngmajres = 18;
Psepultureras = D; Msoldados = 9) @l &cido oleico. Las barras representan el error estandar.

En los soldados el acido oleico no produce una relacion dosis-respuesta logaritmica y la pendiente es
cero (figura 50), de manera que puede decirse que en los soldados el acido oleico no provoca
incremento en las respuestas EAG ni aun con las dosis més altas, indicando que la deteccion del acido
oleico en los soldados es nula. Como ocurre para la 2-heptanona, los soldados también presentan las
menores desviaciones estandar de la respuesta EAG al acido oleico. Aungue en las sepultureras hay una
caida en la respuesta EAG en la dosis 0.06 ug, las curvas dosis-respuesta de forrajeras y sepultureras
muestran una tendencia tan similar que estan casi sobrelapadas, excepto porque la variacién es mayor
en las forrajeras que en las sepultureras (tabla 6).
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Tabla 6. Medias de la respuesta EAG y desviaciones estandar (mV) al acido oleico de las tres castas

Dosis: 0.005 pg Dosis: 0.02 pg Dosis: 0.06 pg Dosis: 0.5 pg
Castas

Media  Desv. Stndr. Media  Desv. Stndr.  Media  Desv. Stndr. Media  Desv. Stndr.

Forrajeras (n = 18)

0.130 0121  0.155 0144 0191 0168  0.252 0.205
Sepultureras (1 =5) 115 0080  0.154 0126  0.088 0056 0.222 0.119
Soldados (1= 9) 0.098 0148 0077 0114  0.056 0.093  0.088 0.075

Las respuestas EAG de las tres castas a la esencia de rosas (figura 51), muestran una relacion
logaritmica con la dosis; sin embargo, en los soldados esta relacion es muy débil. Forrajeras y
sepultureras tienen curvas dosis-respuesta similares, aunque antes de la dosis 0.06 g, la curva de las
sepultureras se encuentra por encima de la curva de las forrajeras, y después de esta concentracion se
invierte y esta por debajo. La curva dosis-respuesta de las forrajeras presenta la pendiente mas clara en
comparacion con las otras castas. Para este olor, soldados y sepultureras mostraron las menores
desviaciones estandar, mientras que las forrajeras presentaron las mayores (tabla 7).
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Figura 51. Curva dosis-respuesta construida a partir de las respuestas EAG de las tres
castas (Mrorrajres = 18; Meepuitureras = 95 Msoldados = 9) @ la esencia de rosas. Las barras
representan el error estandar.
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Tabla 7. Medias de la respuesta EAG y desviaciones estindar (mV) a la esencia de rosas de las tres castas

Dosis: 0.005 pg Dosis: 0.02 pg Dosis: 0.06 pg Dosis: 0.5 pg
Castas
Media  Desv. Stndr. Media  Desv. Stndr.  Media  Desv. Stndr.  Media  Desv. Stndr.

Forrajeras (n = 18)

0.175 0152 0222 0173  0.329 0234 0416 0.243
Sepultureras (n =5) 4 196 0.096  0.248 0125 0195 0034 0295 0.162
Soldados (= = 9) 0.102 0107  0.140 0102  0.144 0126  0.197 0.121

2.2.4. Curvas dosis-respuesta graficadas por casta

En esta seccién se muestran las curvas dosis-respuesta a cada olor graficadas por casta. Las
forrajeras (figura 52) presentaron las mas altas respuestas EAG a la 2-heptanona, intermedias a la
esencia de flores y menores al acido oleico.

0.8 - :
forrajeras

o
o
1

o
()
1

Respuesta EAG (mV)

0.0

0005 0.2 0.06 05

—e— 2-heptanona H
v acido oleico Dosis (Mg)

&-— esencia de rosas
Figura 52. Curvas dosis-respuesta de las forrajeras a los tres odorantes.

Asimismo, las desviaciones estandar de las respuestas antenales de las forrajeras fueron mayores
para la 2-heptanona, intermedias para la esencia de flores y las mas bajas para el &cido oleico. En este
mismo orden también disminuye la pendiente de las curvas dosis-respuesta. Como puede observarse en
la gréfica, las respuestas EAG a los tres olores incrementan claramente con el incremento en la dosis.

Las sepultureras (figura 53) también presentan las mayores respuestas EAG a la 2-heptanona,
intermedias a la esencia de rosas y las mas bajas al acido oleico. La respuesta EAG a la 2-heptanona
claramente incrementa con la dosis, aunque las desviaciones estandar son mayores comparadas con las
respuestas a los otros olores. Las curvas dosis-respuesta a la esencia de flores y al acido oleico
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muestran un comportamiento muy similar. Para los olores de flores y acido oleico, las desviaciones
estandar de las sepultureras son menores que aquellas para la 2-heptanona.

0.8 -

sepultureras

o
o
1

Respuesta EAG (mV)

o
o

0.005 0.02 0.06 0.5

—e— 2-heptanona DOSiS (ng)
~-w-- 4cido oleico
@-- esencia de rosas

Figura 53. Curvas dosis-respuesta EAG de las sepultureras a los tres odorantes.
Los soldados (figura 54) muestran un claro incremento en la respuesta EAG al aumento de la

concentracion de la 2-heptanona, por lo que la relacion logaritmica dosis-respuesta es muy clara para

este olor.

%81 soldados

o
(op}
1

Respuesta EAG (mV)

0.0 - . .
0.005 0.02 0.06 0.5

—e— 2-heptanona H
v acido oleico Dosis (“g)

8- esencia de rosas
Figura 54. Curvas dosis-respuesta EAG de los soldados a los tres odorantes.
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Como en todos los sistemas sensoriales de alta resolucion, la respuesta EAG aumenta rapidamente
con la dosis del olor de alarma. La esencia de flores, por otro lado, produce una muy débil curva
ascendente con el incremento en concentracion. Por el contrario, el acido oleico no produce incremento
en la respuesta EAG al aumentar la dosis, por lo que las antenas de los soldados parecen no responder a
los cambios en la concentracion de este olor. Para los tres olores, las desviaciones estdndar son
pequefas, comparadas con las de las otras castas.

2.3. Respuestas EAG de las castas a los olores: resultados de ANOV A

Como puede verse en las curvas dosis-respuesta graficadas por olor, las forrajeras presentan las
mayores respuestas EAG a los tres olores, las sepultureras las intermedias y los soldados las menores.
El andlisis de varianza (ANOVA) revelo que los efectos principales de casta (F = 20.8; df = 2; 348; P <
0.001); olor (F = 48.1; df = 2, 348; P < 0.001) y dosis (F = 18.5; d.f. = 3, 348; P < 0.001) son
estadisticamente significativos, mientras que los efectos de interaccion de casta x olor (F = 0.356; df =
4; P =0.840) y de casta x dosis (F = 0.225; df = 6; P = 0.293) no son significativos, pero el efecto de
interaccion olor x dosis si es significativo (F = 3.494; df = 6; P = 0.293). El ANOVA también mostrd
que el efecto de interaccion casta x olor x dosis (F = 0.147; df = 12; P = 1) no es significativo.

Para olores (figura 55 y tabla 8), la prueba post-hoc de Tukey mostrd que las respuestas EAG
producidas por los tres olores son significativamente diferentes (P < 0.001), siendo la 2-heptanona el
olor que produce las respuestas EAG mayores en todas las casas comparada con las respuestas
producidas por la esencia de flores y el acido oleico (P < 0.001). En el caso de efecto de castas (figura
56 y tabla 9), un anélisis post-hoc de Tukey para comparaciones multiples mostrd que la respuesta
EAG para todos los olores de las forrajeras (EAGforrajeras: 0.3 £ 0.01 mV) es similar (P = 0.530) a la de
las sepultureras (EAGsepuitureras: 0.25 £ 0.02 mV).
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2-heptanona flores &cido oleico

Figura 55. Amplitud media de EAG + SE de todos los insectos en respuesta a los tres

odorantes graficada por odorantes (» = 128 por cada odorante). Letras diferentes
indican diferencias significativas.
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Tabla 8. Respuestas EAG promedio por olor

Olor Medias de EAG (mV)  Desviacion estandar (mV)  Error estindar (mV)
2- heptanona (n = 128) 0.386 0.287 0.025
Acido oleico (n = 128) 0.147 0.148 0.013
Esencia de rosas (n = 128) 0.238 0.192 0.016

Tabla 9. Respuestas EAG promedio por castas

Casta Medias de EAG (mV) Desviacion estindar (mV)  Error estindar (mV)
Forrajeras (n = 216) 0.300 0.262 0.018
Sepultureras (n = 60) 0.254 0.206 0.026
Soldados (» = 108) 0.174 0.173 0.016

Por su parte, las respuestas EAG de los soldados (EAGsoidades: 0.17 £ 0.01 mV) fueron
significativamente diferentes (P < 0.001) de las respuestas de las forrajeras (EAGtomajeras: 0.3 £ 0.01
mV) y de las sepultureras (EAGsepultureras: 0.25 £ 0.02 mV). Las desviaciones estandar de los soldados
fueron las menores, sugiriendo que constituyen un grupo mas homogéneo conductual vy
fisiologicamente: presentan respuestas sensoriales bajas y poco variables.
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forrajeras sepultureras soldados

Figura 56. Medias + error estdndar de las respuestas EAG a todos los olores graficados por

casta EAG (nforrajeras = 216, I’lsepul[ureras = 60, Msoldados — 108) LetI’aS dlfel‘entes |nd|Can
diferencias significativas (P < 0.001).

2.4. Respuestas EAG de las castas a los olores: comparacion entre coeficientes de correlacion

Debido a que el analisis ANOVA no revel6 interaccion estadisticamente significativa de casta x olor
x dosis, se realizd un andlisis adicional para comparar los coeficientes de correlacion dosis-respuesta
EAG entre castas por olor y entre olores por cada casta.
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Los soldados mostraron una alta correlacion (r = 0.784) entre la amplitud del EAG producida por la
2-heptanona y la dosis; una correlacion menor (» = 0.287) entre la amplitud de la respuesta EAG
producida por la esencia de flores y la dosis y nula (» = 0.03) entre el &cido oleico y la dosis. En las
forrajeras, el coeficiente de correlacién entre respuesta EAG y la dosis para la 2-heptanona (» = 0.64)
también fue el més alto; un poco menor para la esencia de flores (» = 0.42) y para el acido oleico (r =
0.275) fue el méas bajo. En las sepultureras, el coeficiente de correlacion para la 2-heptanona también
fue el mas alto (» = 0.556); para el acido oleico (» = 0.335) es menor, y el mas bajo fue para la esencia
de flores (r = 0.28).

Interesantemente, comparando los coeficientes de correlacion por olor entre castas, las castas
especializadas en la tarea relacionada con dicho olor presentaron los mayores coeficientes de
correlacion (figura 57), por ejemplo, para la 2-heptanona el coeficiente de correlaciéon mayor lo
presentaron los soldados (» = 0.784); para el acido oleico, el coeficiente de correlacion mayor lo
presentaron las sepultureras (» = 0.335), y para la esencia de flores, las forrajeras presentaron el mayor
coeficiente de correlacion (» = 0.42). Sin embargo, comparando los coeficientes de correlacion entre
olores por casta, en todas las castas los mayores coeficientes siempre fueron para la 2-heptanona. Sélo
los soldados presentaron un coeficiente de correlacion mayor al olor relacionado con su especializacion
conductual de defensa (2-heptanona). Por el contrario, forrajeras y sepultureras no mostraron los
mayores coeficientes de correlacion para el olor relacionado con su “especializacion conductual”. Sin
embargo, el analisis de comparacion de coeficientes de correlacion no detectd diferencias significativas
entre las castas (P > 0.05).

Los resultados de la comparacion de coeficientes de correlacion entre castas para cada olor son
consistentes con los resultados del ANOVA. Debido a que no se detectaron diferencias entre los
coeficientes de correlacion entre castas para cada olor, se calculd el coeficiente de correlacion comun
(Zar, 1999) para cada olor en el que se combinan los coeficientes de correlacion de las tres castas (tabla
10), donde el coeficiente de correlacion mayor es para la 2-heptanona y el menor para el acido oleico.

Al comparar los coeficientes de correlacion entre olores para cada casta, se pueden observar algunas
evidencias de especializacion sensorial relacionada con la especializacion conductual. Para
sepultureras, el analisis estadistico no revel6 diferencias significativas en el coeficiente de correlacion
entre olores (X2 =1.11; P > 0.05), por lo que se calculd el coeficiente de correlacion comun (z,, = 0.42;
rw = 0.397). En las forrajeras, los coeficientes de correlacion para los tres olores, mostraron diferencias
estadisticamente significativas (X2 =7.98; P < 0.02). La prueba post-hoc de Tukey revel6 diferencias
significativas entre los coeficientes de correlacion de las forrajeras para la 2-heptanona y para el acido
oleico (go.0s, », 3 = 3.314 < g = 3.94), pero no entre la 2-heptanona y la esencia de flores (go.05, «, 3 =
3.314 > ¢ = 2.56), ni entre los coeficientes de correlacion para la esencia de flores y el &cido oleico
(go.05, =, 3 = 3.314 < ¢ = 1.37). En los soldados, también se encontraron diferencias significativas entre
los coeficientes de correlacion de los olores (X° = 18.7, P < 0.001). La prueba post-hoc de Tukey reveld
diferencias entre los coeficientes de correlacion para la 2-heptanona y el acido oleico (go.os, , 3 = 3.314
> ¢ =5.89), y entre la 2-heptanona y la esencia de flores (go.0s, «, 3 = 3.314 > ¢ = 4.37), pero no detectd
diferencias entre la esencia de flores y el acido oleico (go.0s, «, 3 = 3.314 > g = 1.52).
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Tabla 10. Coeficientes de correlacién comunes para los tres olores

Olor Iw ™
(coeficiente de correlacion comiin)
2-heptanona (» = 128) 0.820 0.675
Acido oleico (n = 128) 0.221 0.218
Esencia de flores (» = 128) 0.382 0.364

2.5. Subpoblaciones de forrajeras

Las respuestas EAG de las forrajeras a la 2-heptanona y a la esencia de flores pueden ser divididas
en dos grupos de acuerdo con la magnitud de la respuesta: i) Forrajeras de baja respuesta (FBR; » = 6),
y ii) Forrajeras de alta respuesta (FAR; » = 12). Para la 2-heptanona, la amplitud promedio de la
respuesta EAG de las FBR fue de 0.192 + 0.024 mV; mientras que para las FAR fue de 0.545 £ 0.046
mV. El ANOVA detect6 efecto de subgrupo (F = 84.86; df = 1; P < 0.001) (figura 58), dosis (F =
25.81; df = 3; P < 0.001) e interaccién subgrupo x dosis (£ = 10.27; df = 3; P < 0.001).

0.8
2-heptanona

o
o
_|

EAG mV

0.0 -

FBR FAR

Figura 58. Diferencia en la respuesta EAG a la 2-heptanona entre las forrajeras de alta
respuesta (FAR; n = 24) y las forrajeras de baja respuesta (FBR; n = 48). ANOVA detectd
efecto de subgrupo (F = 84.86; df = 1; P < 0.001). Barras representan el error estandar.

La prueba post-hoc de Tukey mostro que hay diferencias (P = 0.0001) entre la respuesta EAG de las
FBR'y la de las FAR a la concentracion 0.06 ug mL™ (EAGrsr = 0.226 + 0.034 mV; EAGkar = 0.716
+ 0.057 mV) y a la concentracién 0.5 ug mL* (EAGrer = 0.272 £ 0.039 mV; EAGrar = 0.903 + 0.067
mV) de la 2-heptanona (figura 59 y tabla 11).
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Figura 59. Curva dosis-respuesta EAG de los subgrupos de forrajeras (nggr = 6; ngar =
12) en respuesta a la estimulacion con 2-heptanona. ANOVA detectd efecto de
interaccion subgrupo x dosis (F = 10.27; df = 3; P < 0.001); simbolos indican diferencias
significativas (P = 0.0001). Barras representan el error estandar.

En el caso de las respuestas EAG a la esencia de flores, la amplitud promedio del EAG para las FBR
fue de 0.129 £ 0.017 mV; mientras que para las FAR fue de 0.364 + 0.032 mV (figura 60).
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Figura 60. Diferencia de la respuesta EAG a la esencia de flores entre las forrajeras de baja

respuesta (FBR; » = 6) y las forrajeras de alta respuesta (FAR; » = 12). ANOVA detecto
diferencias significativas (& = 30.5; df = 1; P < 0.001). Barras representan el error estandar.
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Tabla 11. Respuesta EAG promedio a la 2-heptanona de los subgrupos de forrajeras (mV)

Forrajeras de Baja Respuesta (FBR) Forrajeras de Alta respuesta (FAR)

Dosis Media EAGggr Desv. Stndr. Media EAGgAg Desv. Stndr.
0.005 0.845 0.067 0.246 0.093
0.02 0.183 0.142 0.314 0.126
0.06 0.226 0.085 0.716 0.197
0.5 0.272 0.095 0.903 0.233

El ANOVA detectd efecto de subgrupo (F = 30.5; df = 1; P < 0.001) (figura 60) y dosis (F = 4.74;
df = 3; P<0.001), pero no detectd efecto de interaccion subgrupo x dosis (F = 1.17; df = 3; P = 0.326)
(figura 61). En la tabla 12 se presentan los valores de EAG promedio para los subgrupos de forrajeras
en respuesta a la esencia de flores.
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esencia de flores
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— -v — forrajeras de alta respuesta (FAR) DOS|S Mg

Figura 61. Curva dosis-respuesta EAG de los subgrupos de forrajeras (nggg = 6; near = 12) €en
respuesta a la estimulacion con esencia de flores. No hay diferencias signficatiavas. Barras
representan el error estandar.

Tabla 12. Respuesta EAG promedio a la esencia de flores de los subgrupos de forrajeras (mV)

Forrajeras de Baja Respuesta (FBR) Forrajeras de Alta respuesta (FAR)

post Media EAGrgr Desv. Stndr. Media EAGrar Desv. Stndr.
0.005 0.080 0.111 0.222 0.151
0.02 0.103 0.037 0.282 0.184
0.06 0.146 0.091 0.420 0.321
0.5 0.185 0.070 0.531 0.214
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2.6. Respuestas EAG de las castas a los olores: ANOVA del Indice 1g46 (EAGos— EAGo.005)

El indice 14 muestra la diferencia que hay entre el promedio de la amplitud EAG en respuesta a la
méaxima dosis (0.005 ug) de un olor y el promedio de la amplitud EAG en respuesta a la minima dosis
(0.5 ug) para cada casta, de manera que representa la sensibilidad de la antena ante los cambios en la
concentracion del estimulo. La tabla 13 muestra los datos del Indice 1z4c.

Tabla 13. Medias del Indice 1 £16 = (EAGq 5 s —EAG 95 ,,,) Y desviaciones estindar (mV)

2-heptanona Acido oleico Esencia de rosas
Castas

Media  Desv. Stndr. Media  Desv. Stndr.  Media  Desv. Stndr.

Forrajeras (n = 18)

0516 0295 0121 0212 0241 0.170
Sepultureras (n =5) 397 0254  0.109 0064  0.099 0.163
Soldados (n = 9) 0.424 0173  0.008 0113  0.095 0.118

La figura 62 muestra los datos del Indice 1rsc graficados por casta y para cada olor. Puede
apreciarse que la mayor sensibilidad a los cambios en la concentracion de tres olores corresponde a las
forrajeras, mientras que los soldados presentan las menores diferencias entre la respuesta EAG a la
mayor concentracion y la menor concentracion para el &cido oleico y la esencia de flores. Las barras
indican el error estandar. Los soldados mostraron los indices menores, excepto para la 2-heptanona.
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Figura 62. Indice 1£4c graficado para cada casta por odorante.
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ANOVA detectd que el efecto de olor (£ = 21.83; df = 2; P < 0.001) y el efecto de casta (F = 4.72;
df = 2; P = 0.011) son estadisticamente significativos, mientras que la interaccién casta x olor (F =
1.07; df = 4; P=0.377) no es significativo. La prueba post-hoc de Tukey para comparaciones multiples
detecté que el Indice 1r4c para todos los olores para las forrajeras (0.293 + 0.03 mV) y el indice para
los soldados (0.176 + 0.04 mV) son significativamente diferentes (P = 0.01) (figura 63), asi como el
Indice 1£4c para sepultureras (0.202 + 0.066 mV) también es diferente del de los soldados.
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Figura 63. Medias + error estandar del Indice I1:4c a todos los odorantes graficados por casta
EAG (tomsjeras = 541 Msepuitureras = 155 Msoiqados = 27). Letras diferentes indican diferencias
significativas (P < 0.001).
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Figura 64. Indice 1;,; * SE de todos los insectos en respuesta a los tres odorantes graficada

por odorantes (» = 128 por cada odorante). Letras diferentes indican diferencias
significativas.

-124 -



Para el efecto de olor (figura 64), la prueba de Tukey revelo diferencias significativas entre todos los
olores: entre 2-heptanona (0.472 + 0.048 mV) y &cido oleico (0.087 £ 0.031 mV) (P < 0.001); entre 2-
heptanona y esencia de flores (0.177 £ 0.029 mV) (P < 0.001), y entre &cido oleico y esencia de flores
(P =0.03).

2.7. Respuestas EAG de las castas a los olores: ANOV A de datos normalizados

Aunque los resultados presentados en las secciones anteriores son confiables debido al control de las
condiciones experimentales, es posible que la respuesta absoluta antenal en mV varie de un individuo a
otro y es posible que sea afectada por la temperatura, la velocidad del flujo de aire, la yuxtaposicion del
tubo de aire a la antena, etc. De cualquier manera, se realiz6 una normalizacion al obtener respuestas
relativas a una medicién estandar para contrastarlos con los analisis de los resultados de los datos
crudos.

Al comparar las curvas dosis-respuesta de los datos crudos contra los datos normalizados para la 2-
heptanona (Indice 2r4c = EAG/EAGmax, para cada dato) puede apreciarse que la relacién logaritmica de
las curvas para cada obrera se conserva muy similar, aunque se sobrelapan en mayor grado en los datos
normalizados: las posiciones relativas se conservan (figura 65). En la tabla 14 se presentan las medias y
las desviaciones estandar del [ndice 246 para las diferentes dosis de la 2-heptanona. De manera
interesante, las sepultureras muestran los mayores indices a las dosis menores.

2 1 heptanona

1.0 /g

0.8 1
0.6

0.4

EAG/EAG pax
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—e— forrajeras i
v sepultureras Dosis Hg

#-— soldados
Figura 65. Curva dosis-respuesta (en la forma del (Indice 2;,;) = EAGIEAG,,,). Notese la
clara relacion logaritmica entre la dosis y la respuesta. Cada linea representa una casta (#forrajres =
18; Msepuitureras = B Msoldados = 9)- Las barras representan el error estandar.
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Tabla 14. Medias del indice EAG/EAG nax y desviaciones estandar (en mV) a la 2-heptanona de las tres castas

Dosis: 0.005 pg Dosis: 0.02 pg Dosis: 0.06 pg Dosis: 0.5 pg
Castas
Media  Desv. Stndr. Media  Desv. Stndr.  Media  Desv. Stndr.  Media  Desv. Stndr.
Forrajeras (n=18) (575 0159  0.404 0.245  0.720 0180 0.929 0.119
Sepultureras (n =5) 419 0362  0.418 0181 0622 0.092 0,911 0.130

Soldados (== 9) 0.238 0132  0.367 0137 0542 0.130 1 0

Para el acido oleico, las curvas dosis-respuesta (figura 66) de las diferentes castas también
conservan su forma asi como sus posiciones relativas entre si, aunque las medias de las sepultureras
para cada dosis (excepto para la dosis 0.06 ng), se colocan muy ligeramente sobre las medias de las
forrajeras. Las desviaciones estdndar aumentan un poco en todas las castas, principalmente en las
sepultureras. Como ocurre con los datos crudos, forrajeras y sepultureras presentan una relacion
logaritmica entre dosis y respuesta, mientras que los soldados no presentan cambio alguno al
incremento en dosis. En la tabla 15 se muestran los datos de las tres castas para el &cido oleico.

124 . _
acido oleico
1.0 -
0.8 -
0.6 -

0.4

EAG/EAGmax

0.2 1

0.0 - . . .
0.005 0.02 0.06 0.5

—e— forrajeras Dosis ug
v sepultureras

= - soldados
Figura 66. Curva dosis-respuesta construida a partir del /ndice 2y, de las tres castas (somajres
= 18; nsepultureras = D; 7soldados = 9) €N respuesta al acido oleico. Las barras representan el error
estandar.
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Tabla 15. Medias de la respuesta EAG/EAG.x y desviaciones estandar (mV) al acido oleico de las tres castas

Dosis: 0.005 pg Dosis: 0.02 pg Dosis: 0.06 pg Dosis: 0.5 pg
Castas
Media  Desv. Stndr. Media  Desv. Stndr. Media  Desv. Stndr. Media  Desv. Stndr.
Forrajeras (n = 18) 0.193 0195 0214 0227 0284 0294 0337 0.281
Sepultureras (1 =5) 919 0251  0.258 0251  0.129 0.042  0.400 0.317

Soldados (== 9) 0.137 0209  0.119 0175 0.083 0133  0.159 0.147

Para la esencia de flores (figura 67), la forma de las curvas dosis-respuesta para el Indice 2z
cambian un poco, con las sepultureras con las mayores respuestas en las primeras dos dosis, aunque las
desviaciones estandar también aumentaron, principalmente en las sepultureras. Para las tres castas se
mantiene la relacion logaritmica entre la dosis y la respuesta. En la tabla 16 se presentan los datos
obtenidos para el Indice 2r4c en respuesta a la esencia de flores.

1.2 -
flores
1.0
<
<
g 0.8 1
2
0 0.6 -
3
0.4 A
<
sa
02 - %
0.0 T T T T
0.005 0.02 0.06 0.5
—eo— forrajeras i
v sepultureras Dosis hg
#-— soldados

Figura 67. Curva dosis-respuesta construida a partir del /ndice 2, de las tres castas
(nforrajres = 18; Mseputtureras = 5; Msoldados = 9) €N respuesta a la esencia de rosas. Las barras
representan el error estandar.
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Tabla 16. Medias de la respuesta EAG/EAGa y desviaciones estindar (mV) para esencia de rosas de las tres castas

Dosis: 0.005 pg Dosis: 0.02 pg Dosis: 0.06 pug Dosis: 0.5 ug
Castas
Media Desv. Stndr. Media Desv. Stndr.  Media  Desv. Stndr. Media  Desv. Stndr.
Forrajeras (n = 18) 0.233 0180 0314 0192  0.466 0268 0573 0.238
Sepultureras (2 =5) 5 399 0298  0.490 0336 0414 0258 0522 0.302

Soldados (x = 9) 0.178 0189 0273 0.225 0.281 0.295  0.386 0.281

El ANOVA de los datos normalizados (Indice 24c) fue consistente con el ANOVA para los datos
crudos, ya que reveld que existe efecto de olor (F = 66.84; df = 2; P < 0.001); casta (F = 12.71; df = 2;
P <0.001); dosis (F = 23.73; df = 3; P < 0.001), y efecto de la interaccion de olor x dosis (F = 4.18; df
=6; P <0.001).

0.6

05 - a a

0.4 - b

0.3 1

0.2 -

EAG/EAGmax

0.1 1

0.0 . . .

forrajera  sepulturera soldado

Figura 68. Medias + error estandar del Indice 2g4 para todos los odorantes graficados por
casta EAG (Momajeras = 216, Msepuitureras = 60; 7Msoiqados = 108). Letras diferentes indican
diferencias significativas (P < 0.001). Barras indican error estandar.

Sin embargo, como en el caso de ANOVA para los datos crudos, no se encontr0 efecto de
interaccion de olor x casta (F = 1.73; df = 4; P = 0.142), ni casta x dosis (F = 1.153; df = 6; P = 0.331),
ni efecto de interaccién de casta x olor x dosis (F = 0.302; df = 12; P < 0.99). Para el efecto de casta,
nuevamente se encontrd que los soldados presentan los valores mas bajos del Indice 24 para todos los
olores y todas las dosis (0.314 + 0.029). La prueba post-hoc de Tukey revel6 que el Indice 24 de los
soldados es significativamente diferente del de las sepultureras (0.436 + 0.04; P < 0.001) y del de las
forrajeras (0.412 + 0.021; P < 0.001). Aunque el valor del indice 2r4c de las sepultureras es un poco
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mayor que el de las forrajeras, la prueba de Tukey no detecto diferencias significativas entre ambos (P
= 0.654) (figura 68).

Para el efecto de olor (figura 69), la prueba de Tukey detect6 diferencias entre el /ndice 24 para
todos los olores: entre la 2-heptanona (0.572 + 0.027) y el acido oleico (0.219 £ 0.02) (P < 0.001);
entre la 2-heptanona y la esencia de flores (0.373 £ 0.023) (P < 0.001), y entre el acido oleico y la
esencia de flores (P < 0.001).

0.7

0.6 - T

0.5 1

04 T T

0.3 - ¢

0.2 1

EAG/EAGmax

0.1 1

0.0 . . ;
2-heptanona  flores oleico

Figura 69. Indice 2p4c = SE de todos los insectos en respuesta a los tres odorantes
graficada por odorantes (» = 128 por cada odorante). Letras diferentes indican diferencias
significativas.

2.8. Respuestas EAG de las castas a los olores: comparacion entre coeficientes de correlacion (datos
normalizados)

Como se hizo para los datos crudos (figura 57), también para los datos normalizados se obtuvo el
coeficiente de correlacion y se realizd la comparacion entre coeficientes de correlacion entre castas por
olor y entre olores por cada casta (figura 70). Los soldados presentaron el mayor coeficiente de
correlacion entre la respuesta y la dosis para la 2-heptanona (» = 0.892), las forrajeras presentaron un
valor intermedio (r = 816), y las sepultureras el valor mas bajo (» = 684). En el caso del cido oleico,
las forrajeras presentaron el mayor valor de coeficiente de correlacion (r = 222), las sepultureras un
valor intermedio (» = 205) (contrario a lo que se obtuvo para los datos crudos en donde las sepultureras
presentaron el mayor coeficiente de correlacion para el acido oleico), y los soldados presentaron el
valor més bajo (» = 0.023). Para la esencia de flores, las forrajeras presentaron el mayor coeficiente de
correlacion (» = 0.516), los soldados el intermedio (» = 0.284) y las sepultureras el menor (r = 0.121).

Con excepciodn de las sepultureras, con los datos normalizados los coeficientes de correlacion para
cada olor también fueron mayores en las castas especializadas en la tarea relacionada con dicho olor:
para la 2-heptanona el mayor coeficiente de correlacion lo presentaron los soldados (» = 0.892) y para
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la esencia de flores, fueron las forrajeras la casta con el mayor coeficiente de correlaciéon (» = 516).
Para el &cido oleico, fueron las forrajeras (r = 0.222) y no las sepultureras (» = 0.205), las que
obtuvieron el mayor coeficiente de correlacion. Sin embargo y consistente con los resultados anteriores
(de ANOVA y de comparacion entre coeficientes de correlacion de los datos crudos), el andlisis
estadistico de comparacion entre coeficientes de correlaciéon para los datos normalizados no detect6
diferencias significativas entre las castas por olor (P > 0.05), por lo que se calcul6 el coeficiente de
correlacion comun de las tres castas para cada olor (tabla 17), de los cuales, el de la 2-heptanona es el
mayor, el de la esencia de flores intermedio y el del acido oleico el menor, como ocurre con los
resultados de la tabla 10.

Tabla 17. Coeficientes de correlacion comunes para los tres olores (datos normalizados)

r,

w

Olor Tw
(coeficiente de correlacion comin)
2-heptanona (n = 128) 1.180 0.827
Acido oleico (n = 128) 0.164 0.162
Esencia de flores (n = 128) 0.429 0.404

Se compararon los coeficientes de correlacién entre olores para cada casta. Los resultados son
consistentes con la comparacion de coeficientes de correlacién para los datos crudos. En las
sepultureras, el analisis no detectd diferencias significativas entre coeficientes de correlacion de los
diferentes olores (X* = 5.177; P > 0.05; coeficiente de correlacién comin r,, = 0.37, a partir de la z,, =
0.388). Para las forrajeras se encontraron diferencias significativas entre los coeficientes de correlacién
para los diferentes olores (X2 = 29.71; P < 0.001). La prueba post-hoc de Tukey detect6d diferencias
entre los coeficientes de correlacion para la 2-heptanona y el &cido oleico (go.0s, « 3 = 3.314 < g = 7.63);
entre los coeficientes de correlacion para la 2-heptanona y la esencia de flores (go.05,,3 = 3.314 < ¢ =
4.77), a diferencia del andlisis para los datos crudos. Sin embargo, no se encontraron diferencias entre
los coeficientes de correlacion para la esencia de flores y el &cido oleico ((go.0s,«, 3 = 3.314 < g = 2.87).
Para los soldados se encontrd que existen diferencias significativas entre los coeficientes de correlacion
para los distintos olores (X2 = 37.56; P < 0.001). La prueba de Tukey detecto diferencias entre los
coeficientes para la 2-heptanona y el acido oleico (goos, », 3 = 3.314 < g = 8.154), y entre los
coeficientes de correlacion para la 2-heptanona y esencia de flores (go.os, », 3 = 3.314 < g = 6.55), pero
no entre los coeficientes para la esencia de flores y el &cido oleico (go.05,« 3 = 3.314 < g = 1.6).
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2.9. Respuestas EAG de las castas a los olores: ANOVA del Indice 3g4c

Este indice indica la capacidad de respuesta de la antena (a mayor indice mayor incremento en la
respuesta antenal a los cambios en la dosis). En la figura 71 se grafican estos mismos datos por casta y
para cada olor. Como puede observarse, las posiciones relativas de las medias cambian con respecto a
la figura 62. Para los soldados el valor del indice para la 2-heptanona es de 0.761 + 0.044 (comparado
con el de las forrajeras que es de 0.66 £ 0.047; mientras que para las sepultureras es de 0.518 + 0.143).
En el caso de acido oleico, las sepultureras presentaron el valor promedio mayor: 0.187 + 0.037
(comparado con el de las forrajeras: 0.144 £ 0.066; y el de los soldados: 0.055 * 0.068). Para la esencia
de flores, las forrajeras presentaron el mayor valor promedio 0.34 £+ 0.05 (sepultureras: 0.123 £ 0.185;
soldados: 0.207 + 0.081) (tabla 18).

1.0

(EAG/EAGmaXmaX)O_5 - (EAG/EAGmaX)0.005
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—e— Forrajeras .
v sepultureras NEPTANONA  Oleico flores

@8- Soldados

Figura 71. Indice 3rac graficado para cada casta por odorante. Las barras indican el
error estandar. La grafica superpuesta corresponde a la hipétesis. Ver texto.

Tabla 18. Medias y desviaciones del Indice 2546 [(EAG/EAGuu0)05,5 — (EAG/ EAG pay )o 005 el

2-heptanona Acido oleico Esencia de rosas
Castas
Media  Desv. Stndr. Media  Desv. Stndr. Media Desv. Stndr.
Forrajeras (n =18) ) 55g 0200 0.144 0280 0341 0.216
Sepultureras (n=5)  (5p1 0320  0.187 0084 0.123 0.414
Soldados (= 9) 0.761 0132 0.055 0205  0.207 0.243
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El analisis de ANOVA detectd efecto de olor (F = 33.1; df = 2; P < 0.001), pero no efecto
significativo de casta (F = 1.16; df = 2; P = 0.32), ni interaccion casta x olor (F = 1.6; df = 4; P = 0.18)
(figura 72). Para el efecto de olor (figura 73), la prueba de Tukey detectd diferencias significativas
entre todos los olores: entre 2-heptanona (0.655 + 0.037) y &cido oleico (0.126 + 0.042) (P < 0.001);
entre 2-heptanona y esencia de flores (0.27 £ 0.047) (P < 0.001), y entre esencia de flores y acido
oleico (P =0.045).
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Figura 72. Medias * error estandar del Indice 3, a todos los odorantes, graficados por casta
EAG (#forrajeras = 54 nsepuitureras = 15; nsoldados = 27). Letras similares indican que no hay
diferencias significativas. (Indice 35, forrajeras: 0.381 £ 0.03; Indice 3, Sepultureras: 0.278 £
0.06; Indice 3r4c soldados: 0.341 £+ 0.04).
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Figura 73. Indice 35, + SE de todos los insectos en respuesta a los tres odorantes graficada por
odorantes (» = 128 por cada odorante). Letras diferentes indican diferencias significativas.
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3 RESULTADOS I11: NEUROANATOMIA

3.1. Estructura de lobulos antenales

Los resultados neuroanatémicos, para determinar la estructura del LA y las conexiones hacia los CF,
se obtuvieron a partir del procesamiento de 166 cerebros de C. ocreatus y 150 de A. mexicana.

A partir de las secciones dpticas se determiné la estructura general de los LA de las hormigas Atta
mexicana Y Camponotus ocreatus. Debido a que el procedimiento quirdrgico para colocar la
neurobiotina en el nervio antenal (NA) requiere de exponerlo y sacarlo fuera del escapo de la antena, en
muchas preparaciones el NA sufri6 dafios irreversibles que impidieron que el trazador entrara en los
axones y llegara a las terminales nerviosas en el LA. Cuando se inmoviliza la hormiga en la cera
caliente, las antenas también deben inmovilizarse para poder sacar el NA. Cualquier exceso de
temperatura al calentar la cera o exceso de fuerza en la manipulacion de las antenas o durante su
inmovilizacion o durante el corte de la cuticula del escapo puede romper el NA en su parte mas
proximal (hacia el LA), de manera que, ain logrando inmovilizar la antena y aun logrando colocar los
cristales de neurobiotina, estos podrian ingresar en el NA si continla vivo, pero su transportacion
interna hacia las terminaciones nerviosas se veria interrumpida antes de llegar al LA, por lo que no se
lograria tincion en los glomerulos del LA. Si esto ocurre, solo puede saberse hasta que los cerebros son
procesados en su totalidad. Es por esto que no se pudo determinar la estructura del LA de obreras de
menor tamafo que las soldados, mucho menos de las obreras minor, las cuales fueron consideradas
como individuos importantes en la comparacion neuroanatdmica con las obreras de mayor tamafio.
Debido a que sus antenas son tan delgadas y fragiles, no pudo mantenerse el NA vivo que transportara
exitosamente el trazador hasta el cerebro. Asi, la descripcion de la estructura del LA se realizd solo
para soldados.

La inmersion de los cerebros deshidratados en metil salicilato produjo cerebros con una alta
transparencia, ideales para el “seccionado” Optico por microscopia confocal a partir de los cerebros
completos y sin necesidad del seccionado tradicional. Sin embargo, se ha reportado que este
procedimiento podria encoger el tejido en un 10-20% (Galizia et al., 1999a). Para la determinacion de
la estructura del LA, este encogimiento no es relevante, ni siquiera cuando se practica morfometria ya
que esta se realizaria con cerebros procesados de la misma manera. En este trabajo no se realizo
morfometria debido a la baja resolucion de muchas series de las imagenes confocal.

La aplicacion de neurobiotina al NA y su posterior marcaje o revelado con avidina conjugada con
rojo Texas proporciond una fuerte tincion de todos los glomérulos del LA y de la region del CMMA.
En todas las preparaciones, el NA estuvo fuertemente marcado y con apariencia muy brillante. Debido
a que el marcaje proviene de los axones de las NRO, en algunas preparaciones solo la corteza de los
glomérulos presenta fluorescencia ya que las terminales sinapticas llegan a la corteza y es ahi donde se
conectan con las neuronas centrales. En las iméagenes puede observarse claramente la corteza de los
glomérulos tefiida y el centro oscuro, sin tincion fluorescente (figura 74).
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Figura 74. Detalle de la vista de los glomérulos en secciones Opticas obtenidas mediante microscopia confocal. En la
parte superior se muestran glomérulos de A. mexicana, mientras que en la parte inferior para C. ocreatus. Las cabezas de
flecha blancas indican uno de los tractos en los que se divide el NA. Las flechas negras indican la zona de la corteza de
los glomérulos. Las flechas negras con terminaciones en punto indican el centro de los glomérulos. Las flechas blancas
indican axones que salen del tracto y que pasan rodeando los glomérulos hasta que mandan terminaciones hacia ellos.

Los glomérulos individuales estan rodeados de una capa de procesos gliales que no puede
observarse en las preparaciones realizadas con trazadores fluorescentes pues sélo las terminales de las
NRO han sido tefiidas. Sin embargo, la tincion y la resolucién de las imagenes permite identificar a los
glomérulos como unidades discretas de neuropilo asi como al patrén de inervacion: los centros de los
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glomérulos permanecieron sin tincion y oscuros (en la mayoria de las preparaciones), pero la corteza,
que puede tener 5-10 um de grosor, se marco intensamente debido a las ramificaciones de las neuronas
marcadas (las NRO). Como se observa en la figura 74, de los tractos que se forman a partir del NA
emergen axones que pasan entre los glomérulos hasta llegar a alguno de ellos.

En A. mexicana el patron de tincidn es variable de un individuo a otro. Probablemente esto se deba a
algun artefacto del procedimiento experimental, por lo que podria no haber relacion con la arquitectura
del glomérulo (figura 75) ya que la tincién que proporciona el procedimiento de trazado a partir de la
colocacion de cristales de neurobiotina en el NA proviene de las terminaciones axénicas de las NRO
que se dirigen hacia la corteza de los glomérulos en donde establecen sinapsis con neuronas centrales
(NP y NL). Las imagenes también muestran los tractos en los que se divide el NA y que inervan
distintos grupos de glomérulos. Estos tractos, al provenir del NA, también se marcaron fuertemente vy,
en la mayoria de las preparaciones, se observan muy brillantes.

Figura 75. Detalle del patrén de tincion de los glomérulos del LA de A. mexicana 'y C. ocreatus. Aunque
todos los individuos de C. ocreatus mostaron el mismo patrdn de tincidn, en A. mexicana este patrén presentd
variaciones con los individuos, por lo que podria deberse a un artefacto del procedimiento y no de la
arquitectura neural de los glomérulos.

3.1.1. Organizacion general de los LA

A pesar de pertenecer a subfamilias distantes, Atta mexicana y C. ocreatus presentan una
organizacion similar de los LA (distribucion de fibras desde las NRO, distribucion e inervacion de los
glomérulos, etc.), lo cual sugiere una importante homogeneidad estructural en Formicidae e incluso en
los himenopteros aculeatos (ver mas adelante).

Los axones aferentes sensoriales de las NRO llegan juntos al LA a través del NA. Una vez que ha
llegado al deutocerebro, el NA se divide en tractos que se distribuyen hacia diferentes regiones del LA,
inervando diferentes grupos de glomérulos. Tanto en 4. mexicana, como en C. ocreatus, €l NA se
divide en 8 tractos principales que llegan al LA desde las antenas, dos de los cuales se dirigen hacia el
CMMA y al protocerebro y, probablemente como en las abejas, hacia el ganglio subesofagico (aunque
estos tractos no se pudieron observar en las imagenes obtenidas), mientras que los otros 6 se
distribuyen por todo el LA. La figuras 76 y 77 muestran el centro motor y mecanosensorial (CMMA)
tanto de C. ocreatus, como de A. mexicana. EI CMMA se encuentra en la parte mas posterior del LA 'y
es inervado por su propio tracto, el cual se encuentra separado del tracto que forman los axones de las
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NRO desde el escapo. En 4. mexicana, este tracto se separa del NA inmediatamente después de entrar
al LA rodeandolo por la parte lateral y terminando en el 16bulo dorsal. En C. ocreatus, el tracto hacia el
CMMA se encuentra hacia la parte central del LA y aparentemente es mucho mas grueso.

CMMA
mérulos

F
S —
100 wm

tracio del

CMMA

100 um

Figura 76. a) Composicion de imagenes confocal del LA de A. mexicana. Se muestra el CMMA y el tracto que lo inerva y
que proviene del NA. Se indican los ejes de orientacion: d, dorsal; v, ventral; /, lateral; m, medial. En A. mexicana, €l tracto
del CMMA, termina en 4-6 estructuras de tipo glomerular que presentan una marcada tincion. b) Seccidn dptica confocal del
LA de C. ocreatus el nivel del CMMA.

tracto del
CMMA

i

IS

v ——— 100 pm

100 pm

Figura 77. Composicion de imagenes confocal del LA de soldados de A. mexicana. Se observa el CMMA y su tracto.
Notese la particular estructura de este centro en esta especie comparado con C. ocreatus (fig 76).
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ElI CMMA en las hormigas esta bien desarrollado, como en todas las especies con antenas grandes,
largas y altamente mdviles. El neuropilo de este centro estd separado en dos partes, una mas dorsal que
es sensorial, y una hacia ventral que es el area motora (Bullock & Horridge, 1965). En A. mexicana el
neuropilo del CMMA presenta algunas estructuras de tipo glomerular brillantemente tefiidas, pero sin
las caracteristicas de los glomérulos (corteza fluorescente y centro oscuro). En C. ocreatus, el neuropilo
del CMMA presenta una apariencia de tipo glomerular, pero de mucho menor tamafio, probablemente
estas estructuras correspondan a los microglomérulos descritos para otras especies (Rospars, 1988) y
que podrian corresponder a las terminales sinapticas mecanosensoriales y motoras.

El LA de las hormigas estudiadas tiene un centro fibroso sin glomérulos, un area ocupada por los
procesos neurales de las neuronas centrales (NP, NL, NC) y por los axones de las NRO que forman los
tractos que provienen del NA. Rodeando a esta region, se encuentra el neuropilo sinaptico que forma
los glomérulos. Finalmente, en la periferia del LA se encuentra la capa de somas neuronales y gliales.

Los soldados de A. mexicana presentaron un promedio de 305 + 4 glomeérulos (» = 3) en el LA,
mientras que los soldados de C. ocreatus presentaron 380 + 4 glomérulos (n = 3). Estos glomérulos se
distribuyen en 6 grupos de glomérulos inervados por los 6 tractos en los que se divide el NA en el LA.
Los grupos de glomérulos se han definido en términos, no sélo de posicion, sino principalmente en
términos del tracto que los inerva. Asi, un grupo de glomérulos es aquel grupo inervado por su propio
tracto nervioso derivado directamente del NA cuando entra al LA.

En la figura 78 se esquematiza la posicién de los grupos de glomérulos. La numeracion de estos
grupos de glomérulos y sus respectivos tractos en las hormigas 4. mexicana y C. ocreatus se ha
realizado basandose en la nomenclatura de los LA de las abejas (Suzuki, 1975; Arnold et al., 1985;
Arnold et al., 1988; Galizia et al., 1999a).

Sin embargo, en las abejas s6lo se han descrito 4 grupos de glomérulos y 4 tractos que los inervan
(T1-T4), y en las hormigas estudiadas en esta tesis se encontraron 6 grupos y 6 tractos (T1-T6).
Probablemente la organizacion del LA en abejas sea homdloga a la de las hormigas, sugiroendo una
homogeneidad estructural entre los himendpteros aculeatos. Los tractos T1-T4 de las abejas pueden
reconocerse en las hormigas aproximadamente en las mismas posiciones relativas, pero ademas, en las
hormigas dos tractos mas se reconocieron: un quinto gran tracto (T5) que se forma en la parte mas
frontal y ventral del LA, justo cuando el NA entra al LA, y que recorre la parte central del LA
dividiéndolo en porcion izquierda y porcion derecha e inervando un gran grupo frontal y lateral de
glomérulos; y un sexto tracto (T6) méas delgado que se forma al entrar el NA en su parte méas posterior,
o caudal, y ventral y que inerva un grupo posterior de glomérulos. En esta regién caudal y ventral, el
NA se divide en dos tractos, el T1 y el T3. El T3 se dirige frontalmente para inervar al grupo 3 de
glomérulos que se encuentra en la parte intermedia y frontal medial del LA. En las abejas, Arnold et al.
(1985; 1988) distinguieron diferentes regiones en el LA que corresponden con los tractos aferentes del
NA.
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Figura 78. Izquierda. Dibujos realizados a partir de las
secciones Opticas, en las que se muestran los grupos
principales de glomérulos y sus respectivos tractos en
cadigos de color. En el recuadro de la izquierda, se indica
la posicidn de los grupos de glomérulos (anterior = frontal;
posterior = caudal). Se han descrito, tanto en A. mexicana
como en C. ocreatus, 6 grupos principales de glomérulos.
L = region lateral del cerebro; M = regién medial. Derecha
y arriba. La microfotografia de microscopia electrénica de
barrido de la derecha muestra un cerebro de Camponotus
con la finalidad de ubicar las regiones medial y lateral, y
anterior y posterior (modificado de Gronenberg, 1996b). El
esquema abajo de la fotografia, indica el plano dorsal y
ventral de los dibujos de la izquierda (ventral = hacia el
NA,; dorsal = hacia el protocerebro).



Sin embargo, en las hormigas estas regiones no corresponden adecuadamente con los grupos y
tractos debido a la presencia de dos tractos y dos grupos de glomérulos més. Ademas, las regiones
encontradas en los LA de las hormigas estan relacionadas con las conexiones hacia el protocerebro, por
lo que, en las hormigas se definieron las siguientes regiones:

1. Regidn posterior. Es la region mas caudal, y puede dividirse en:
a) Region posterior y medial. Comprende el tracto T6 y al grupo 6 de glomérulos.
b) Region posterior intermedio-medial. Comprende el tracto T2 y el grupo glomerular 2.

2. Regidn anterior. Esta compuesta por dos regiones:

a) Region intermedio-dorsal y central. Contiene los tractos T1y T4,y los grupos
glomerulares 1 y 4. El grupo 1 esta situado dorsalmente, mientras que el grupo 4 esta
se encuentra hacia lateral.

b) Region anterior y ventral. Esta es la region mas anterior, donde los tractos T3 y T5,
asi como los grupos glomerulares 3 y 5 se encuentran ubicados.

3.1.2. Grupos de glomérulos y tractos

Los grupos de glomérulos del LA tienen diferente tamafio y nimero de glomérulos. Sin embargo, el
numero de glomérulos por grupo no se logré contabilizar debido a la baja resolucion de muchas de las
secuencias de imagenes confocal. Sin embargo, la posicion de los grupos glomerulares y la trayectoria
de los tractos pudieron determinarse claramente. Exclusivamente por criterios morfologicos y
topogréficos, los grupos de glomérulos y los tractos que los inervan pueden clasificarse en dos: 1)
Grupos de glomérulos inervados por tractos que atraviesan el LA por el centro de neuropilo: T1, T2 y
T4; y 2) Grupos de glomérulos inervados por tractos que rodean el centro de neuropilo y a los
glomérulos: T3, TS5y T6. Las caracteristicas de los tractos y grupos de glomérulo son las siguientes:

1. Tracto T1 y grupo 1. Aunque no es el primer tracto anterior ni posterior, tiene esta
nomenclatura debido a los trabajos previos realizados por otros autores en abejas ya
mencionados. El tracto T1 es un tracto muy grande y grueso que atraviesa
diagonalmente el LA por su centro de neuropilo y en la region intermedia, desde su
origen en la parte ventral y lateral, hasta llegar al grupo 1 de glomérulos que es el grupo
mas dorsal y mas grande. Tanto el T1 como el grupo 1 son tan grandes que pueden
distribuirse en gran parte del volumen del LA. En su parte mas frontal y ventral, el T1 se
localiza junto con el T4, formando parte de un grueso tracto que se forma a partir del
NA después de entrar al LA. Inmediatamente después de ingresar al LA, este grueso
tracto se divide para formar los tractos T1y T4.

2. Tracto T2 y grupo 2. El tracto T2 se encuentra también en la region intermedia, pero mas
posterior al T1. Es un tracto también grueso y largo que también atraviesa
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diagonalmente el LA por su centro de neuropilo desde su origen ventral y ligeramente
lateral, que se forma a partir del NA cuando este entra al LA. En esta parte del LA, el T2
forma un paquete mayor muy corto compuesto también por el tracto que se dirige hacia
el CMMA y que se separa inmediatamente después de que el NA entra al LA. ElI T2
recorre diagonalmente el LA hasta inervar al grupo 2 que se encuentra hacia la parte
dorsal y medial. Este grupo de glomérulos también es grande y se encuentra distribuido
en gran parte del LA.

3. Tracto T3 y grupo 3. El tracto T3 se forma en la region frontal y medial a partir del NA
cuando ingresa al LA, y se encuentra en la region anterior y ventral del LA. Aungue en
su porcién mas distal se encuentra unido a la base del tracto T5, se separa
inmediatamente de él y se dirige hacia la parte medial del LA y corre en la periferia
rodeando e inervando al grupo 3 de glomérulos (no atraviesa el centro del LA), el cual
es un grupo muy pequefio, localizado en la region frontal y medial del LA.

4. Tracto T4 y grupo 4. Como se mencion0 antes, el T4 se encuentra unido en su base con el T1
justo cuando el NA entra al LA en la region intermedia. ES un corto pero grueso tracto
claramente distinguible del T1 que se separa rapidamente de este ultimo y que recorre
una corta distancia por el centro neuropilar del LA en su regién intermedia lateral que
pronto distribuye axones a los glomérulos del grupo 4. Este grupo de glomérulos
también es grande y se ubica en la region intermedia lateral, frontalmente al grupo de
neuronas centrales lateral (GNC lateral; véase mas adelante).

5. Tracto T5 y grupo 5. Tanto el tracto T5 como el grupo 5 no han sido descritos en abejas, por lo
que es probable que sea exclusivo de las hormigas. En su origen, cuando el NA entra al
LA, estd unido al T3, el cual se separa y se dirige hacia la periferia de la region medial
del LA. Por el contrario, el T5 continGa en linea recta y se separa en pequefios tractos, el
principal de ellos recorre la parte central del LA dividiéndolo en mitades izquierda y
derecha; la otra porcion del T5 se dirige hacia la periferia de la region lateral. Las dos
porciones del T5 inervan al grupo 5 de glomérulos, el cual es el méas frontal de los
grupos y se localiza en la region anterior y ventral.

6. Tracto T6 y grupo 6. Tampoco han sido descritos en abejas. Es un delgado tracto que se forma
a partir del NA y se dirige hacia la region mas posterior y recorre la periferia del LA en
su region medial. Inerva al pequefio grupo 6 que se localiza en la region ventral y
posterior y hacia medial, muy cerca del CMMA.
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3.1.3. Grupos de neuronas centrales del LA

Se encontraron cinco principales grupos de somas neuronales en el LA de A. mexicana y de C.
ocreatus (figura79, 80y 81): 1) Grupo de Neuronas Centrales Medial-posterior; 2) Grupo de Neuronas
Centrales lateral; 3) Grupo de Neuronas Centrales medial; 4) Grupo de Neuronas Centrales dorsal (el
mas grande), y 5) Grupo de Neuronas Centrales anterior (el mas pequefio).

GNC M-posterior
100 pm 100 um

Figura 79. Secciones 6pticas confocal mostrando los grupos de neuronas centrales (GNC) indicados por los contornos
de lineas blancas en el LA de soldados de A. mexicana. NA, nervio antenal; d, dorsal; v, ventral,; /, lateral; m, medial.

100 um 100 pm

Figura 80. Secciones dpticas confocal donde se muestran los grupos de neuronas centrales (GNC) mas frontales de
soldados de 4. mexicana. NA, nervio antenal; d, dorsal; v, ventral; /, lateral; m, medial.
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Figura 81. Secciones 6pticas confocal del LA de un soldado de C. ocreatus. Se muestran los grupos de neuronas centrales
(GNC). M, medial; L, lateral.
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3.1.4. Lobulos antenales de soldados de Atta mexicana

Aunque la organizacion de los LA en A. mexicana 'y C. ocreatus €s muy similar, existen diferencias
importantes. En A. mexicana hay menos glomeérulos y estos son menos uniformes, con glomerulos
pequefios y glomérulos grandes, mientras que en C. ocreatus los glomérulos son mas uniformes.

100 Lum

Figura 82. LA de obreras de A. mexicana. Se trata del LA izquierdo. La posicion relativa de los grupos de glomérulos se
mantiene constante entre los soldados. En esta figura se observan los grupos 2y 3y algunos glomérulos del grupo 1, 4y 5.

soldado

100 pm

Figura 83. Grupo 4. En esta figura se muestra el grupo glomerular 4 (en amarillo). Puede apreciarse que, como en C.
ocreatus, en su base hacia la parte anterior, el tracto 3, en su parte mas ventral, se une al tracto 1, y al 4 y que innerva al
grupo 4.
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Ademas, como se observa en las figuras 84 y 85 en los soldados de 4. mexicana se observo la
presencia de 3-4 glomérulos aparentemente mas grandes en los grupos 3y 5.

10 pm

Figura 84. En esta figura se muestra el principio del dltimo grupo de glomérulos, el grupo 5, con su tracto correspondiente,
el tracto T5. Este tracto y el tracto 3, se separan inmediatamente al entrar al LA y se dirigen mas hacia la parte anterior,
innervando grupos de glomérulos diferentes. El tracto 5 innerva a un grupo anterior de glomérulos que pueden verse en la

parte central del LA. El tracto 3 se divide para dar lugar a una parte que se dirige hacia la regién medial e innerva al grupo 3.
Las flechas indican los macroglomérulos.

100 pm

Figura 85. Se observan los grupos 3 y 5. Comparando el tamafio aparente de la mayoria de los glomérulos en A.
mexicana, se observan algunos glomérulos mas grandes (flechas) en el grupo 3 y 5. No se consideran macroglomérulos
sensu stricto sino, probablemente que los otros glomérulos se encuentran ligeramente atrofiados, mientras que estos se

enceuntran bien desarrollados y agrandados probablemente debido al procesamiento de sefiales especializadas
relacionadas con la tarea de defensa.
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3.1.5. Lobulos antenales de soldados de Camponotus ocreatus

Los glomérulos del LA de C. ocreatus son ven mas uniformes y los tractos mas gruesos y brillantes.
Ademas, hay mayor nimero de glomérulos, los cuales se ven mas uniformes, excepto por un gran
glomérulo en el grupo glomerular 4 y otro en el 5 (figura 87 y 89).

Figura 86. Seccién Optica y dibujo donde pueden apreciarse los grupos glomerulares 1, 2, 6 con sus respectivos tractos
T1, T2y T6. Se observan, ademas, algunos glomérulos del grupo 4 cuyo tracto T4 no se distingue en este nivel.

soldado

Figura 87. En esta figura se observa el grupo 3 y comienzan a observarse glomérulos del grupo 5. El grupo 3 es
innervado por un tracto que se separa del resto de las fibras del NA inmediatamente despues de haber entrado al LA.
La base del tracto T1 estd unida al tracto T4, el cual se observa, aunque corto, grueso y brillante. Se observan los
glomérulos del grupo 4 y un glomérulo mas grande (flecha).
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Debe tenerse en cuenta que los resultados neuroanatdmicos presentados para C. ocreatus provienen
de soldados, los cuales también presentan un grado de especializacion conductual, pero no de la misma
magnitud que la de los soldados de A. mexicana.

soldado

Figura 88. En esta figura se muestra los grupos 1y 4. Se observa la union de los tractos T1 y T4. En el grupo 4 se observa
un gran glomérulo (flecha) cerca del tracto T1 y del grupo 1.

soldado

| Hp m

i

Figura 89 En esta figura se muestra grupo de glomérulos nimero 5, con su tracto correspondiente, el tracto T5. Este tracto
el tracto T3, se separan inmediatamente al entrar al LA. El tracto 5 innerva a un grupo anterior de glomérulos que pueden
verse en la parte central del LA. El tracto 3 se dirige hacia medial e innerva al grupo 3. El grupo 5 muestra un glomérulo
mas grande hacia la parte lateral (flecha).
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3.2. Conexiones desde los LA hacia los CF
3.2.1. Vias eferentes desde los LA hacia los CF en A. mexicanay C. ocreatus

La mayoria de las vias eferentes del LA terminan en el protocerebro, y aunque se conocen tractos
que proyectan hacia el LA contralateral (Arnold, 1985), no se encontraron en este trabajo. A partir de
los estudios con trazadores desde los LA, se encontrd que los axones eferentes del LA se dirigen hacia
el protocerebro ipsilateral a través de diferentes tractos, de los cuales 3 son los principales: 1) TACI; 2)
TACE, y 3) TACM. De estos, los dos primeros contienen la mayor cantidad de axones por lo que su
apariencia es mas gruesa y brillante (adquirieronmas fluorocromos), ademas de que son los principales
tractos que inervan los CF. Ademas, se encontrd que las eferentes del LA hacia los CF se segregan y
terminan en diferentes regiones particulares de los célices. Por lo tanto:

a) En el labio existen al menos tres capas o subcompartimientos donde terminan las aferencias
desde el LA.

b) Pueden distinguirse al menos dos rutas de los axones que entran al caliz y se dirigen hacia
el labio.

En las figuras 90 y 91, se observa una seccion frontal del cerebro de una hormiga soldado C.
ocreatus a través de microscopia de fluorescencia. Se ha colocado el trazador en el deutocerebro y se
observan marcados los principales tractos que relevan la informacion desde el LA hacia el
protocerebro. Se observa el TACI hacia la parte medial de la seccién, y el TACE hacia la parte lateral.
Ambos tractos consisten de axones de NP cuyos somas se encuentra distribuidos en grupos dentro del
LA. La parte receptora dendritica de estas neuronas de proyeccion hace contacto sinaptico, en los
glomérulos, con las terminaciones axonicas de las NRO que provienen de las sensilas ubicadas en las
antenas.

Las neuronas de proyeccion que dejan el LA, se dirigen hacia el protocerebro y terminan en el labio
(que recibe aferencias exclusivamente olfatorias) pasando por el anillo basal (que recibe aferencias
tanto olfatorias como visuales). Como se observa en esta figura, las NP mandan axones ya sea por el
TACE o por el TACI. Si lo hacen por el TACI, los axones se dirigen directamente hacia el labio del
caliz de los CF y de ahi envian colaterales hacia el PL, mientras que si lo hacen por el TACE, se
dirigen primero hacia el PL y después de hacer un relevo ahi, se dirigen hacia el labio protocerebral.
Ademas, en la figura 90 también se observan las tres capas que componen al labio. Estas tres capas
reciben aferencias segregadas desde el LA (ver mas adelante). Este es el primer reporte en el que se
describe la segregacion de las aferencias olfativas provenientes de los LA en los CF. En las mismas
fotografias se muestran las tres capas bien distinguibles en las que las aferencias olfativas terminan: 1)
capa externa; 2) capa media, y 3) capa interna. Aunque el procedimiento de trazado es bastante grueso,
se pudo marcar diferencialmente cada una de las capas en distintas preparaciones.
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Figura 90. Fotomicrografia de la mitad derecha del cerebro de un soldado C. ocreatus. Se ha marcado anterégradamente
la via sensorial desde los LA hasta el labio del céliz de los CF. Pueden verse los tractos antenocerebrales que conectan los
LA con los CF. En la imagen pueden apreciarse también las tres capas en las que se divide el labio, recibiendo aferencias
segregadas desde los LA, indicando un procesamiento diferencial en dicha parte del cerebro. El grosor de la seccion es de
20 pm. Las fotografias de la derecha muestran los calices de los CFs marcados anterégradamente desde los LA. Pueden
apreciarse tres distintas capas o subcompartimientos en el labio que constituyen las aferencias desde los LA. El grosor de
la seccion es de 20 pm.
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200 um

Figura 91. Micrografias de epifluorescencia de secciones de cerebro de soldados de C. ocreatus tefiidas con
trazadores desde el LA en donde se aprecian las diferentes capas en donde terminan las eferentes de los LA.

De las tres capas, la mas gruesa es la interna, seguida por la capa externa, mientras que la mas
delgada es la capa media, la cual es dificil de marcar por separado de la capa interna (figura 91), lo cual
sugiere que los grupos de glomérulos que envian aferentes desde el LA hasta estas dos capas del labio,
se encuentran muy proximos espacialmente. De esta manera, como no pudo determinarse el origen de
la capa media por separado de la interna, en lo sucesivo se considerardn como una sola capa, la capa
interna (o la capa interna + media). Por el contrario, la capa interna + media es facil de separar de la
capa externa, lo cual sugiere que los grupos de glomérulos que envian aferentes ya sea hacia la capa
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interna + media o0 hacia la capa externa del labio se encuentran menos préximos. Estos resultados
tienen implicaciones importantes en el entendimiento de la formacion del codigo olfativo y su posterior
procesamiento en los CF (véase méas adelante). En la misma figura 90 también se observa el TACM
que se dirige directamente hacia el protocerebro lateral sin pasar por los CF como lo hacen los otros
dos tractos. Este delgado tercer tracto, el TACM, recorre la parte medial junto al TACI dividiéndose en
dos ramas, una de las cuales se dirige hacia el PL por la parte ventral a los pedinculos, mientras que la
otra se dirige hacia los CF, tal y como ocurre en las abejas (Rospars, 1988).

3.2.2. Relacion grupo glomerular-tracto antenocerebral-capa labial en el caliz: el mapa odotopico

Colocando el trazador (dextranes acoplados con rojo Texas) en diferentes lugares del LA, se
encontrd que la segregacion de los axones de las NP en las capas del labio de los CF tiene una relacién
con los grupos de glomérulos.

3 14

a | 200 um posterior

Figura 92. Izquierda. Micrografia del cerebro de C. ocreatus en la que se muestra la capa externa del labio de los CFs
marcada con la fluorescencia y el TACI. Derecha: se muestra un detalle de la zona marcada con el recuadro amarillo de la
capa externa con fluorescencia en rojo. Abajo, se muestran los grupos glomerulares 2 y 6 con fluorescencia. Los otros
grupos 1, 3, 4 y 5 no se encuentran tefiidos. Ver texto.
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Figura 93. Micrografia de secciones Opticas del cerebro de un soldado de A. mexicana. Se
muestra la relacion entre la capa externa del céliz y los grupos glomerulares 2 y 6. Se observa el
TACI aue lleaa a los CF v de ahi hacia el PL.

Ademas, las vias eferentes desde el LA hasta los CF también estan separadas, dirigiéndose a los
calices por uno de los diferentes tractos que conectan los LA con los CF.
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Figura 94. Los CFs de 4. mexicana presentan
también una organizacion en capas de las
aferencias provenientes del LA. Izquierda. Seccion
Optica del cerebro de una hormiga A. mexicana en
donde se muestra la capa medial y la interna del
labio de los CF tefiidas. Ademas, también se
observa que los grupos de glomérulos 1, 3, 4y 5
estan tefiidos, pero no los grupos 2 y 6. Comparar
con figura 95 de C. ocreatus. Arriba. Detalle del
caliz de los CF de A. mexicana en donde se muestra
la capa externa.

Tonm posterior

A partir de los estudios con trazadores, podemos hacer una sintesis:

a) Los grupos glomerulares 2 y 6 (regién posterior) mandan axones a través del tracto antenocerebral
interno (TACI) y terminan en la capa externa del labio y anillo basal del caliz (figuras 92 y 93).

b) Los grupos 1, 3, 4 y 5 (region anterior) mandan axones a través del tracto antenocerebral externo
(TACE) y terminan en las capas medial e interna'y medial del labio y anillo basal del céliz (figuras
94y 95).
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Figura 95. Se muestra la capa interna, la medial y el TACE tefiidos de C. ocreatus. Se
observa cémo el TACE inerva primero el PL. Abajo se muestran los grupos de glomérulos 1,
3, 4 y 5 tefiidos, pero no los grupos 2 y 6.

En las figuras 92 y 93 se muestra la relacion entre los grupos glomerulares mediales 2 y 6 y sus
conexiones hacia la capa externa del labio del caliz de los CF en C. ocreatus y A. mexicana. Muchas
neuronas del GNC-lateral y del GNC M-posterior han sido tefiidas lo que sugiere que envian dendritas
que hacen contacto con los glomérulos de los grupos 2 y 6. Los axones de estas neuronas se dirigen
hacia los CF via el TACI y llegan primero al caliz medial donde mandan terminaciones primero a la
capa externa del labio del caliz medial. De ahi, se dirigen hacia el caliz lateral donde también mandan
terminaciones a la capa externa del labio, de donde salen colaterales que terminan en el PL. Notese que

- 154 -



los glomérulos mas anteriores (de los grupos 1, 3, 4 y 5) no estan tefiidos, asi como tampoco los grupos
de neuronas centrales GNC dorsal, GNC anterior Y GNC medial.

En la figura 94 y 95, se muestra la relacion entre los grupos de glomérulos 1, 3, 4 y 5 del LA y sus
conexiones hacia los CF. Muchas neuronas del GNC-lateral, GNC medial, GNC dorsal y GNC
anterior, se encuentran tefiidas con los fluorocromos, lo cual sugiere que estas neuronas mandan sus
dendritas hacia los grupos de glomérulos 1, 3, 4y 5; mientras que sus axones son enviados a traves del
TACE inervando primero el PL. De ahi, los axones contintdan hacia los célices terminando en la capa
interna (capa interna + media) del labio de ambos célices, primero al lateral y luego al medial. Notese
cémo ni los grupos 2 y 6, ni el grupo de neuronas centrales GNC M-posterior se observa fluorescente.
Para ambas especies, 4. mexicana 'y C. ocreatus, €l patron de conexiones es el mismo.

Estos resultados demuestran, de manera general y por primera vez, que la organizacion en grupos de
glomérulos de los LA, se encuentra representada de manera gruesa en las capas del labio mediante la
segregacion de las aferencias provenientes de las NP, formando una clase de mapa odotopico.
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VIII. DISCUSION



1. DISCUSION I: LIBERADOR QUIMICO Y ESPECIALIZCION EN LA NECROFORESIS

1.1. Necromonas: olores para la identificacion de los muertos

Desde el trabajo de Wilson et al. (1958) en el que se postulé que la necroforesis y los liberadores de
la necroforesis se encuentran ampliamente distribuidos entre las hormigas, pocos trabajos se han
realizado desde entonces sobre la remocidén de cadaveres a pesar de ser uno de los patrones
conductuales méas conspicuos y estereotipados entre los himenopteros sociales (Holldobler & Wilson,
1990). Los estudios acerca del comportamiento necroforético se han realizado principalmente en abejas
(Trumbo & Robinson, 1997; Trumbo et al., 1997; Masterman et al., 2001) y en algunas hormigas
(Wilson et al., 1958; Howard & Tschinkel, 1976; Gordon, 1983; Julian & Cahan, 1999).

En el presente trabajo se ha demostrado que los cadaveres de hormigas A. mexicana contienen acido
oleico y que este compuesto actia como un indicador de compaferos de nido muertos y como un
efectivo liberador de la conducta necroforética. Después de que Wilson et al. (1958) demostraran que
en Pogonomyrmex badius Yy en Solenopsis saevissima el &cido oleico actia como liberador de la
necroforesis, Blum (1970a) confirmd que de la fraccién rica en acidos grasos de los extractos de
cadaveres de hormigas Solenopsis saevissima, 10s &cidos miristoleico, palmioleico, oleico y linoleico
son los que tienen efectos necroforéticos. Howard & Tschinkel (1976) encontraron que el acido oleico
también actla en la necroforesis en Solenopsis invicta. Haskins & Haskins (1974) demostraron que
incluso en las hormigas primitivas Myrmecia vindex el acido oleico también actia como estimulo
liberador de la necroforesis. Posteriormente, Gordon (1983) demostr6 que en P. badius, el
comportamiento necroforético liberado por el acido oleico depende del contexto, es decir, si el estimulo
es situado dentro o fuera del nido y dependiendo de qué tareas se encuentren realizando las obreras:
mantenimiento o forrajeo. Por su parte, Rollo et al., (1994) encontraron &acido oleico, linoleico,
palmitico y estearico en extractos de cucarachas muertas, y demostraron que los primeros dos
compuestos tienen un efecto repelente en las cucarachas vivas.

Los &cidos grasos presentes en los cadaveres podrian ser sefiales de reconocimiento de la muerte
ampliamente distribuidas entre los insectos y explotados principalmente en las sociedades de insectos
ya que incluso los acidos grasos de una especie pueden tener efectos sobre otra (Wilson et al., 1958).
Estos compuestos tienen importantes propiedades que los hacen efectivos indicadores de cadaveres
debido a su estabilidad y baja volatilidad, lo cual permite que se acumulen sobre los insectos muertos
(Wilson et al., 1958). La baja volatilidad de estos &acidos grasos ha llevado a sugerir que el
reconocimiento de los cadaveres se lleva a cabo por medio de quimiorrecepcién por contacto (Howard
& Tschinkel, 1976). No obstante, en este trabajo se ha encontrado que las sepultureras orientan sus
antenas hacia los cadaveres (figura 37) y hacia los trozos de papel filtro tanto con extracto de cadaveres
como con acido oleico. Asi pues, es posible que la baja volatilidad de los acidos grasos involucre una
quimiorrecepcién a una distancia muy proxima a la fuente. El espacio activo del acido oleico, aunque
reducido, se extenderia a una cierta distancia del cadaver, y debido a su baja volatilidad, actuaria como
un atrayente de larga duracion. Ademas, existe evidencia de que la deteccidn antenal del acido oleico
puede ocurrir a través de moléculas transportadas por el aire: en los experimentos de EAG (ver seccion
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de resultados), se encontrd que las forrajeras y las sepultureras muestran una relacion logaritmica entre
la amplitud de la respuesta EAG y el incremento en la concentracion del &cido oleico usado como
estimulo, lo cual indica que los receptores responden a los incrementos en la concentracion del acido
oleico en el aire (figuras 50, 52 y 53). Sin embargo, aunque las antenas respondan a las moléculas de
acido oleico transportadas por el aire, es posible que tanto otros compuestos volatiles que emanan de
los cadaveres, como la quimiorrecepcion por contacto, puedan también estar involucrados en la
deteccion de las hormigas muertas. Seria importante determinar el efecto fisiolégico y conductual de
los otros compuestos volatiles encontrados en los extractos de cadaveres (figura 40Db).

En los experimentos conductuales realizados se ha demostrado que la efectividad del &cido oleico
como liberador de la necroforesis en 4. mexicana es equivalente a la de los extractos de cadaveres tanto
en tiempo como en el destino final (figuras 41, 42 y 43). Aunque se cree que los acidos grasos
involucrados en la necroforesis comienzan a generarse después de la muerte, aun se desconocen los
procesos por medio de los cuales se generan estas sustancias. Howard & Tschinkel (1976) demostraron,
al calentar a 100°C las hormigas muertas usadas como estimulo experimental, que el incremento de los
niveles de la sefial necroforética es independiente de la actividad enzimatica endégena de las hormigas.
Sin embargo, se ha reportado que las cucarachas P. americana pueden convertir enzimaticamente acido
oleico en acido linoleico (Rollo et al., 1994), el cual es diez veces mas repelente que el &cido oleico. En
las hormigas, aun no se ha determinado si el incremento en &cidos grasos en los cadaveres se debe al
catabolismo autolitico que acompafia a la necrobiosis 0 a la actividad hidrolitica de bacterias que
abundan en los cadaveres de los insectos y que podrian rapidamente hidrolizar triglicéridos generando
altas concentraciones de acidos grasos (Blum, 1970a). Muchos triglicéridos de plantas y animales
contienen uno o varios tipos de acidos grasos de cadena larga en sus tres residuos, y su hidrélisis puede
liberar estos residuos incrementando la concentracion de acido oleico (Voet & Voet, 2004). Ademas,
muchos lipidos, hidrocarburos y acidos grasos se encuentran presentes en la cuticula de los insectos
(Hackman, 1974). De estos, los hidrocarburos pueden llegar a comprender hasta el 50-90% de los
lipidos cuticulares, aunque los triglicéridos y los esteroides también son comunes. Los acidos grasos
libres mas comunes son aquellos con una longitud de cadena de entre 14 y 20 carbones (C14 — C2)
tanto saturados como insaturados (Gilby, 1980), y los principales son el acido palmitico y el acido
oleico (Gilmour, 1961). En cualquier caso, la sefial necroforética requiere de tiempo para aparecer, ya
que las hormigas recién muertas no son llevadas a los basureros sino hasta que han transcurrido algunas
horas durante las cuales se generan los acidos grasos que proporcionan a las obreras una sefial olfativa
que inicia una serie de respuestas que resultan en el transporte de la hormiga muerta hacia la pila de
desperdicios (Blum, 1970a; Howard & Tschinkel, 1976).

Probablemente las sustancias que desencadenan el comportamiento necroforético estan restringidas
en mayor grado a los acidos grasos ya mencionados (Blum, 1970a). Si estas sustancias son el producto
de la descomposicion bacteriana de los cadaveres, serian el indicativo de la aparicion o proliferacion de
microorganismos, por lo que el estereotipado comportamiento de sacar del nido la fuente de acido
oleico tiene como consecuencia eliminar el centro de proliferacion de microorganismos. Esto significa
que los acidos grasos liberados por los cadaveres son sefiales ubicuas de deteccion de la muerte entre
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los insectos sociales, lo cual podria tener un significado adaptativo ya que constituirian parte de un
mecanismo para evitar las enfermedades infecciosas.

Aungue el acido oleico puede ser suficiente como para evocar la necroforesis (figura 41), incluso
sobre hormigas vivas embadurnadas con este &cido graso (Wilson et al., 1958), el contexto social puede
jugar un papel importante en las respuestas al acido oleico que emana de los cadaveres. Ademas, €s
posible que existan otras sefiales que informen a la sepulturera en qué sitio levantar cadaveres y en que
otro sitio dejarlos. EI comportamiento necroforético, entonces, es un comportamiento que podria ser
desencadenado por un estimulo (el acido oleico), pero siempre en un contexto social particular
(probablemente el olor del nido, el estado de la colonia, etc.), en donde la combinacion de sefiales
quimicas con sefiales de otras modalidades sensoriales pueden ajustar el comportamiento de los
individuos. Por ejemplo, Haskins & Haskins (1974) demostraron que, aunque las obreras de Myremcia
vindex responden al acido oleico transportando aquello que lo contenga hacia los basureros incluyendo
las pupas, esto no ocurre cuando las larvas son embadurnadas con 4cido oleico. La sefial necroforética,
en este caso, es enmascarada, o la respuesta conductual inactivada por el olor de la larva.

Es posible que existan otros componentes en los cadaveres que participen en el reconocimiento de
los cadaveres. Sin embargo, el acido oleico es un componente mayoritario que es suficiente para que
los cadaveres sean transportados hacia los basureros. No obstante, dentro del analisis quimico, aun es
necesario determinar la proporcion de acido oleico en el extracto de cadaveres y, ademas, determinar, a
través de cromatografia de gases acoplada con electroantenografia (GC-EAD), la presencia de otros
compuestos bioactivos que pueden estar involucrados en el comportamiento necroforético.

1.2. Sepultureras: especializacion conductual en la necroforesis

Howard & Tschinkel (1976), en su estudio sobre la necroforesis en Solenopsis invicta, concluyeron
que este comportamiento no es realizado por obreras de una clase de tamario particular. Sin embargo,
para las hormigas Atta sexdens, Wilson (1980b) encontr6 que el polimorfismo esta correlacionado con
la ejecucion de tareas determinadas, y las sepultureras constituyen un grupo de obreras de mediano
tamario clasificadas como parte de las generalistas del interior (Wilson, 1980D).

En este trabajo, se encontré que algunas obreras, definidas como sepultureras, presentan una
tendencia a realizar la necroforesis mas frecuentemente que otras obreras. Existe evidencia que sugiere
que, en las abejas, el genotipo esta involucrado en la determinacion de la casta sepulturera (Giray &
Robinson, 1996; Page et al., 1989; Page et al., 1998; Pankiw & Page, 2001a; Robinson, 1991,
Robinson & Page, 1988; Robinson & Page, 1989; Robinson & Page, 1995; Robinson et al., 1989;
Rothenbuhler & Page, 1989). Cada vez hay mas reportes en los que se presentan evidencias de que en
las hormigas los genotipos tienen influencia sobre el comportamiento de las obreras y su propension a
la realizacion de ciertas tareas o incluso en el desarrollo de castas fisicas (Stuart & Page, 1991; Snyder,
1993; Fraser, et al., 2000; Hughes et al., 2003; Sirvi0 et al., 2006). De cualquier manera, la evidencia
presentada en los estudios conductuales de esta tesis sugiere que la necroforesis no es realizada por
cualquier obrera, aun cuando todas tengan oportunidad de hacerlo: s6lo el 0.6% del total de las obreras
de la colonia de laboratorio de A. mexicana realizé al menos una vez el comportamiento necroforético
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completo, mientras que s6lo el 0.25% lo realiz6 méas de dos ocasiones de un total de 30 observaciones.
Esto revela que algunos individuos tienen una alta predisposicion para realizar la necroforesis, mientras
que la mayoria (el restante 99.4%) no participa en esta tarea aun cuando tenga la oportunidad de
hacerlo, por lo que la necroforesis es una tarea especializada en Atta mexicana (figura 38 y tabla 1),
como ocurre en otras especies: en las hormigas Lasius niger entre un 3 'y 6% se dedican repetidamente
a la remocion de cadaveres, aunque, en general, un 37% de los individuos puede realizar el acarreo de
cuerpos al menos una vez en su vida (Ataya, citado en Passera, 1984). Sin embargo, aunque todos los
comportamientos necroforéticos fueron realizados por las sepultureras marcadas con cédigos de color,
no fue posible determinar si su repertorio conductual involucraba otras tareas.

El comportamiento sepulturero en las hormigas es plastico, ya que si todas las sepultureras son
retiradas, algunas obreras no-sepultureras se vuelven sensibles a los estimulos que provienen de los
cadaveres y, entonces, ellas toman el lugar de las sepultureras en la remocion de los individuos
muertos. Asi pues, el comportamiento necroforético es una especializacion, pero las sepultureras asi
como muchas otras obreras, son lo suficientemente plasticas como para cambiar de acuerdo a las
situaciones sociales y demogréaficas de la colonia. Sin embargo, la especializacion conductual es
importante ya que, por ejemplo, Hart & Ratnieks (2001, 2002) encontraron que en Atta colombica
existe una estricta division del trabajo entre forrajeras y obreras manejadoras de desperdicios sin
posibilidades de cambio de sepulturera a forrajera 0 a nodriza. Incluso, el sistema de manejo de
desperdicios se encuentra organizado espacial (por rutas diferentes) y temporalmente (la remocién de
desperdicios es constante y arritmica, pero el forrajeo es circadiano), de manera que el forrajeo (y otras
actividades) se encuentra separado del manejo de desperdicios, reduciendo las probabilidades de que
las forrajeras se contaminen, disminuyendo, a su vez, la probabilidad de transmision de enfermedades.

A diferencia del trabajo realizado por Julian y Cahan (1999) en el que se consideré necroforesis al
acarreo de cadaveres por al menos 3 centimetros, en este trabajo se consider6 como necroforesis el
comportamiento completo que involucra desde el encuentro con el cadaver hasta su abandono en la pila
de desperdicios y no sélo el acarreo temporal. Esto es importante ya que los individuos que realizan la
necroforesis completa méas veces de lo que se esperaria por azar (distribucion de Poisson), han sido
considerados en esta tesis como sepultureras especializadas que deben cumplir varios requisitos:

a. Patrullar el nido con lo que aumentan la probabilidad de encontrarse con los estimulos
relacionados con la necroforesis.

b. Detectar dichos estimulos al pasar a cierta distancia, de tal manera que puedan dirigirse a la
fuente aun cuando no hayan realizado contacto fisico con ella.

c. Optimo desplazamiento dentro del nido antes y después de haber encontrado el cadaver.
Esto es muy importante ya que desplazarse dentro del nido puede resultar dificil en colonias
con varios miles de obreras en las camaras y en los tuneles. Las sepultureras deben, pues,
ignorar a las otras obreras y dirigirse hacia la salida. Si ademés las forrajeras traen alimento
hacia el nido, esto dificulta aun mas la tarea de las sepultureras ya que las entradas pueden
estar saturadas de hormigas que entran acarreando material vegetal. Ademas, la orientacion
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dentro del nido es fundamental, ya que para optimizar el gasto energético, las sepultureras
deben dirigirse lo antes posible hacia el sitio adecuado.

Las hormigas que realizaron mas de 2 veces la tarea, se dirigieron directo hacia la salida y de ahi,
directo hacia el basurero, depositaron el cadaver y de inmediato regresaron al interior del nido y
comenzaron de nuevo a patrullar las camaras y tlneles. Aquellas hormigas que realizaron una sola vez
la necroforesis, tardaron mas tiempo en dirigirse hacia las pilas de desperdicios, incrementando la
probabilidad de soltar el cadaver dentro del nido (figura 39). Esto sugiere que, en cuanto la sepulturera
encuentra el estimulo liberador, sélo se dedica, entre este momento y el momento en que suelta el
cadaver, a desplazarse hacia la pila de desperdicios y la variacion temporal entre una ocasion y otra
(tabla 3) depende del sitio del nido en el que encuentra al cadaver, la actividad del nido, etc., por
mencionar algunos factores que podrian estar involucrados. Asi, aunque una sepulturera especializada
no sea mas rapida que las otras en encontrar un cadaver, si es mas rapida que las otras al transportarlo
hacia fuera del nido (figura 39), lo cual sugiere que las sepultureras podrian ser mas eficientes
desplazandose dentro del nido. En resumen, las obreras mas especializadas en la remocion de cadaveres
son aquellas hormigas que realizan dos 0 més veces la necroforesis, esto es, mas frecuentemente de lo
esperado que si las obreras realizaran dicha conducta por azar (distribucion de Poisson).

Estos resultados sugieren que la predisposicion a la realizacion del comportamiento necroforético no
es la misma entre los individuos ya que muchos de los miembros de la colonia (méas de 2000 obreras)
tuvieron la misma probabilidad de encontrar los cadaveres. Esto puede indicar que la especializacion
sepulturera puede estar determinada, al menos en gran medida, por causas internas como sucede en las
abejas (Robinson & Page, 1988, 1995; Trumbo & Robinson, 1997; Trumbo et al., 1997; Visscher,
1983, 1988). EI comportamiento necroforético en las hormigas parece ser una tarea especializada, quiza
principalmente en aquellas especies en las que es muy importante evitar la proliferacion de
microorganismos, como en el caso de las hormigas cultivadoras de hongos, ya que estas hormigas
deben mantener el cultivo de hongos libre de agentes patogenos (Currie, 2001).
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2. DISCUSION I11: ESPECIALIZACION OLFATIVA EN LOS SOLDADOS

2.1. Respuesta EAG de las obreras al aire

La respuesta ‘mecanorreceptiva puede constituir un gran porcentaje de las respuestas EAG
registradas para los diferentes olores empleados (figura 47), el cual ha sido sustraido de las respuestas
EAG a los olores para obtener la respuesta quimiosensorial (figura 31). Esto sugiere que las hormigas
tienen una alta capacidad de respuesta mecanica al incremento en la presion del aire introducido en la
corriente principal del montaje experimental cuando se acciona el mecanismo de estimulacion para
entregar el estimulo oloroso. Para muchos insectos la deteccion de corrientes de aire es muy
importante. Sin embargo, la importancia bioldgica de las corrientes de aire depende del nicho ecoldgico
y los habitos del insecto ya que el efecto es diferente en insectos voladores y terrestres. Las corrientes
de aire generadas cuando una hormiga obrera corre sobre el sustrato no son considerables como para
generar un estimulo sobre sus mecanorreceptores, pero resultan muy importantes cuando una reina o un
macho vuelan durante el vuelo nupcial. Sin embargo, esto es muy relativo entre las diferentes formas
de vida de los insectos ya que insectos como algunos escarabajos, requieren de una minima velocidad
del viento de 0.15 metros/segundo para generar una respuesta de orientacion (Schwartzkopff, 1974).
Las sensilas responsables de esta mecanorrecepcion se encuentran sobre la antena, principalmente en su
base y en el pedicelo, y en otras regiones del cuerpo del insecto (Schwartzkopff, 1974; Romoser &
Stoffolano, 1994). En las hormigas Aa, la elevada sensibilidad a las corrientes de aire podria estar
relacionada con las corrientes de aire generadas dentro de los nidos a manera de sistema de ventilacion
gque mantienen tanto la temperatura como las concentraciones de diferentes gases (como el CO2) en
niveles estables. Estas corrientes de aire son generadas por la manera en que las hormigas construyen
sus tlneles y las aberturas de estos hacia el exterior (Wilson, 1971; Kleineidam et al., 2001). La
elevada sensibilidad a los estimulos mecanicos podria constituir informacién valiosa para las obreras
que excavan y construyen los taneles y las salidas de los nidos. Las termitas, insectos sociales que
también construyen nidos complejos en los que se generan corrientes de aire que mantienen
temperatura y gases en niveles constantes, son muy sensibles a las débiles corrientes de aire que se
presentan dentro de las galerias (Wilson, 1971). EI mantenimiento de los niveles de temperatura y
gases es parte fundamental de la homeostasis social (Holldobler & Wilson, 1990). Ademas, otros
estimulos importantes que generan cambios de presion en el aire son aquellos generados por la
perturbacion de los nidos y la respiracion de vertebrados depredadores que, ademés contiene CO», gas
al cual las hormigas son también altamente sensibles (Kleineidam & Tautz, 1996).

2.2. Respuestas EAG de las castas a los olores

Los estudios sobre los sistemas de comunicacion en las hormigas se han enfocado principalmente en
la identificacion de feromonas, asi como en la determinacion de los efectos conductuales de diversos
semioquimicos. Hasta ahora, este trabajo es el primer estudio sistematico realizado en hormigas de la
especie Atta mexicana en el que se compara la respuesta olfativa antenal de diferentes castas a
estimulos relacionados con tareas casta-especificas. Aunque existen investigaciones en las que se han
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realizado estudios electrofisiol6gicos del sistema olfativo en diferentes especies de hormigas (Payne,
1975; Glancey & Dickens, 1988; Andryszak et al., 1990; Kern & Bestman, 1993; Sheridan et al., 1995;
Kleineidam et al., 2005), en ninguno de ellos se realizaron comparaciones entre castas de obreras a
pesar de que en repetidas ocasiones se ha sugerido que podrian existir diferencias casta-especificas en
la sensibilidad a estimulos relacionados con la especializacion conductual (Topoff et al., 1973; Passera,
1988; Wilson, 1985c; Robinson, 1987, 1992; Schulz & Robinson, 1999).

2.2.1. Respuestas al olor de alarma

Aunque la deteccion de feromonas sociales es especie-especifica, las feromonas de alarma parecen
ser los menos especificos de las clases de liberadores quimicos, lo cual se debe a que muchas especies
pueden emplear la misma feromona o compuestos relacionados (Blum, 1970). Sin embargo, cuando
esto ocurre, la respuesta a la feromona de otra especie siempre presenta una sensibilidad diferente.
Cuando son excitadas, las obreras de la hormiga Atta texana, liberan dos alcanonas, la 4-metil-3-
heptanona y la 2-heptanona en proporcion 4:1 de sus glandulas mandibulares. Mientras que la 4-metil-
3-heptanona es altamente excitadora de la respuesta de alarma, la 2-heptanona lo es en menor
proporcion (Moser et al., 1968). De acuerdo con Moser (1970) y Moser et al. (1968), la respuesta a la
2-heptanona en Atta texana es similar a la respuesta a la verdadera feromona de alarma, 4-metil-3-
heptanona, pero con un umbral de deteccién mayor: el umbral de alarma para la 4-metil-3-heptanona es
3.3 X 10° moléculas/cm® mientras que el umbral para la 2-heptanona es de 5.3 X 10° moléculas/cm?®,

Asi pues, la 2-heptanona puede ser usada confiablemente como un indicador de la respuesta de
alarma de Atta mexicana debido a la cercania molecular entre estos compuestos. De hecho, la 2-
heptanona ha sido usada como sustancia de alarma en experimentos conductuales y electrofisioldgicos
de sensibilidad olfativa en especies en las que no habia identificado la verdadera feromona de alarma
(Moser et al., 1968; Andryszak et al., 1990) Aunque la composicion quimica de la feromona de alarma
en Atta mexicana no se ha identificado, las hormigas de esta especie respondieron bien, tanto en el
nivel sensorial antenal (figura 49) como en el conductual (figura 44), a la 2-heptanona un compuesto
muy cercano a muchas feromonas de alarma que presentan muchas especies de hormigas y de abejas.

Las tres castas estudiadas presentaron una relacién logaritmica dosis-amplitud del EAG tipica de los
sistemas sensoriales de alta resolucion (figura 49). Estos sistemas tienen una relacién amplia entre alta
sensibilidad de deteccion y amplio rango de deteccion, de manera que son capaces de discriminar de
forma fina a bajas intensidades del estimulo, y responder aln a altas intensidades del estimulo en la
saturacion (en la saturacion, los receptores son incapaces de discriminar entre estimulos). Esta
propiedad, “comprime” el extremo de altas intensidades, ampliando el rango de discriminacion. Asi,
estos sistemas sensoriales proporcionan una constante sensibilidad relativa a pesar de la intensidad del
estimulo, ademas de tener altas intensidades de saturacion. Aunque algunos receptores sensoriales se
apartan de esta relacion logaritmica, las intensidades de estimulo que se dan normalmente en el medio
ambiente se encuentran generalmente dentro de la porcion logaritmica de la relacion entrada-salida
(Randall, 2002).
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Lo anterior parece indicar que las obreras de las tres castas de Atta mexicana son capaces de
discriminar entre cambios minimos en la concentracién de la 2-heptanona, como lo indica el /ndice
1E4a, el cual representa el incremento en la respuesta EAG que hay en la curva dosis-respuesta entre la
estimulacion con la menor dosis y la mayor (figuras 62, 65 y tabla 13), y como también lo indican los
altos coeficientes de correlacion entre la dosis de la 2-heptanona y la amplitud de la respuesta EAG
(figuras 57 y 70). Y ya que las respuestas EAG representan la respuesta de un gran nimero de neuronas
receptoras, es decir, la integracion de las sefiales sensoriales de muchas sensilas sobre la antena, la
relacion sefial/ruido se optimiza, con lo que se logra una mayor discriminacion del estimulo. Esto se
observa claramente con los resultados del analisis del Indice 1EAG. Como se observa en las curvas
dosis-respuesta de la figura 62, las tres castas presentan incrementos significativos en la respuesta EAG
con los aumentos en la dosis de la 2-heptanona en comparacion con los otros olores. Esto resulta muy
importante en las colonias de hormigas, ya que estos insectos comunican rapidamente las
perturbaciones del nido mediante la secrecion de feromonas de glandulas exocrinas. Estas feromonas
de alarma siempre son moléculas pequefias y altamente volatiles de manera que generan rapido una
sefial de alarma sin ser altamente persistentes, lo cual se refleja en el hecho de que la 2-heptanona haya
producido las significativamente mayores respuestas EAG en comparacion con los otros olores (figuras
55 y 64). Asi pues, aungue las feromonas de alarma son poco o nada especie-especificas, las hormigas
tienen un grado de agudeza olfativa que las capacita para responder con el comportamiento de alarma
aln en bajas concentraciones y seguir respondiendo con el incremento en la concentracion (Blum,
1970a). Esto es muy importante porque las feromonas de alarma producen diferentes respuestas a
diferentes concentraciones.

Es importante que los sistemas sensoriales para las feromonas de alarma tengan la capacidad de
discriminar cambios de concentracién aun cuando se encuentren dentro de una nube de feromonas, por
lo que este sistema de deteccién debe ser de adaptacion lenta. Esto corresponderia con las fases
conductuales de respuesta a diferentes concentraciones que Moser et al. (1968) describieron para la
hormiga Atta texana: 1) deteccion a concentraciones subumbrales; 2) atrayente a concentraciones un
poco mayores; 3) agresion a concentraciones altas (con el comportamiento tipico de agresion:
mandibulas abiertas, abdomen levantado, etc., como el observado en los soldados al estimular con los
trozos de papel filtro con 2-heptanona, figura 44); 4) repelente a muy altas concentraciones.

Aunque se esperaba que los soldados presentaran la amplitud de EAG mas alta en respuesta a la 2-
heptanona, ya que algunos autores han propuesto que los soldados de las hormigas en general serian
mas sensibles a las sefiales de alarma (Topoff et al., 1973), no es un hallazgo raro que las sepultureras y
forrajeras también presentaran respuestas altas a este compuesto y que no se detectaran diferencias
significativas, ya que, aunque la respuesta antenal sea similar, la respuesta conductual a las feromonas
de alarma varia entre las diferentes castas (Blum, 1970b). Esto separaria el nivel de deteccion periférico
del integrador-efector, por lo que las diferencias conductuales tendrian como sustrato el SNC ya que,
ademas, la respuesta conductual a las feromonas de alarma también puede variar segln el contexto
(Blum, 1970b). No obstante que los soldados mostraron una tendencia a presentar un coeficiente de
correlacion mayor entre la dosis de la 2-heptanona y la respuesta EAG, no se encontraron diferencias
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significativas en las respuestas a la 2-heptanona entre las tres castas, lo cual podria indicar que todos
los individuos estan equipados con la misma capacidad sensorial, quiza mismos tipos sensilares
expresando los mismos receptores a las feromonas de alarma en las membranas de las NRO.

De esta manera, las hormigas de las tres castas detectarian igualmente las sefiales quimicas de
alarma. Esto es muy importante ya que resulta ventajoso que todas las obreras reaccionen ante las
sefiales de alarma debido a que es necesario movilizar las diferentes fuerzas laborales no s6lo hacia el
sitio donde se ha originado la perturbacién o donde se encuentra el peligro (donde se encuentra mas
concentrada la feromona), sino también lejos de ella ya sea movilizando los recursos, como las crias o
la reina misma, hacia cdmaras mas profundas o lejos del peligro. Mientras tanto, otras obreras se
dirigen hacia el sitio bajo perturbaciébn comenzando un ataque masivo en contra del enemigo.
Generalmente, las obreras pequefias acttan en contra de enemigos pequefios como artrépodos y otras
hormigas, mientras que las obreras soldado gigantes generalmente atacan a enemigos grandes como
vertebrados (Whitehouse & Jaffe, 1996). Asi pues, la eficiencia que proporciona la division del trabajo
incluso es ventajosa en situaciones en las que pareciera que el caos impera durante el ataque de un
depredador. Por lo tanto, es posible que el olor que elicite respuestas sensoriales antenales diferentes en
los soldados comparados con otras castas, no sea la feromona de alarma, sino otros, tal vez el COs.

En las diferentes especies de hormigas se ha observado que las reacciones conductuales ante la
presencia de feromonas de alarma naturales o sintéticas incluyen tanto el ataque como el transporte de
la cria, e incluso el comportamiento de excavacién, por lo que tanto la concentracidn, como el contexto
aportarian el significado de la sefial de alarma (Blum, 1970b). A bajas concentraciones las respuestas
conductuales pueden ser sutiles solo alertando a las hormigas o incrementando la velocidad de su
marcha, mientras que en altas concentraciones las respuestas generadas pueden ser de panico
generalizado en donde los miembros de la colonia completa huyen del estimulo o corren por todos
lados de manera erratica con la posibilidad de que llegue a ser evacuado el nido. Asi, la proximidad y
similitud entre las curvas de las tres castas, sugieren mecanismos periféricos similares de deteccion,
pero no necesariamente un procesamiento central similar de las sefiales sensoriales.

Las respuestas a las sefiales de alarma dependen de la concentracion, del contexto, de la casta, etc.
Muchas sefiales de alarma son multicomponentes y tipicamente consisten de una o mas feromonas
ademas de incluir sefiales acusticas como la estridulacion que refuerza la atraccion. Asi pues, aunque
las diferentes castas respondan de manera similar en el nivel sensorial periférico, la misma sefial podria
liberar diferentes comportamientos, como ha sido reportado para otros insectos sociales (Robinson,
1987), lo cual podria depender de diferencias en el procesamiento central de la informacién sensorial,
como ocurre en las abejas, en las que la respuesta olfativa es modulada por aminas biogénicas
(Robinson, 1987; Schulz & Robinson, 1999, 2001; Wagener-Hulme et al., 1999). En las hormigas
Pheidole dentata, una especie altamente polimorfica, los niveles de aminas biogénicas incrementan
conforme las obreras envejecen, estas obreras de mayor edad se dedican princpalmente al forrajeo, por
lo que niveles altos de aminas biogénicas se correlacionan con el forrajeo (Seid et al., 2005).
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2.2.2. Respuestas al acido oleico

La pequefia magnitud del EAG en respuesta al acido oleico registrado en las tres castas podria
deberse a la baja volatilidad de este acido graso. De hecho, el acido oleico produjo las mas bajas
respuestas EAG en todas las castas y en todas las dosis (figuras 55 y 64), asi como los menores
cambios en la respuesta EAG con los incrementos en la dosis (figuras 62 y tabla 13). Aunque se ha
sugerido que las sepultureras identifican a los cadaveres solo por quimiorrecepcion por contacto
(Howard & Tschinkel, 1976), los resultados de esta tesis muestran que, tanto las forrajeras como las
sepultureras presentan una débil relacion logaritmica entre la amplitud del EAG (para los datos crudos,
para los normalizados y para los coeficientes de correlacion) y la concentracion del &cido oleico, lo
cual indica la deteccion antenal de moléculas de acido oleico transportadas por el aire (figuras 50, 57 y
66). En otros estudios (Sheridan et al., 1996) no se encontraron respuestas EAG a los estimulos
lipidicos de semillas, pero si encontraron efectos cuando estos estimulos se aplicaron directamente
sobre las antenas. En esta tesis, los resultados de los estudios conductuales y de los electrofisioldgicos,
sugieren que las moléculas de acido oleico volatilizadas pueden ser detectadas por las antenas. En los
bioensayos se observo que las obreras, primero orientan sus antenas hacia los cadaveres, después de lo
cual se aproximan a él y finalmente hacen contacto con él (figura 37). Las hormigas mostraron un
comportamiento similar en los bioensayos en los que se emplearon trozos de papel filtro embebidos
con 4&cido oleico o con extracto de cadaveres. Por lo tanto, los resultados conductuales y
electrofisiologicos demuestran que las antenas de las hormigas responden a las moléculas de acido
oleico transportadas por el aire.

Los resultados sugieren una cierta sensibilidad al acido oleico en las forrajeras, lo que confiere a esta
casta una amplia capacidad de discriminacién. Si no existen diferencias entre la sensibilidad antenal al
acido oleico entre forrajeras y sepultureras a nivel periférico, es posible que las diferencias
conductuales entre castas se deban a diferencias en el nivel central y que algin olor particular evoque
respuestas conductuales diferentes en distintos individuos y en distintas situaciones, como ocurre en el
caso de la hormiga Pogonomyrmex badius 'y su respuesta conductual al acido oleico segln el contexto
(Gordon, 1983). Una de estas diferencias conductuales es la tendencia de las sepultureras a desplazarse
dentro del nido (observacion personal) con lo que ellas buscan activamente la oportunidad de
enfrentarse con el estimulo liberador de la necroforesis. Ya a cierta distancia, las sepultureras detectan
el estimulo liberador, el cual las atrae hacia la fuente, y posteriormente desencadena la secuencia de
patrones conductuales que culminan con el abandono del cadaver en la pila de desperdicios (figuras 36
y 37). Asi pues, las sepultureras no sélo se caracterizan por la sensibilidad al olor, sino también por la
ejecucion de la tarea. Aungue los resultados de esta tesis no permiten afirmar que las sepultureras
tienen su sistema sensorio-perceptual especializado en la deteccion de estimulos necroforéticos o que
su sensibilidad es mayor que la de otras obreras, si ha quedado demostrado que conductualmente hay
algunos individuos con una alta especializacion y eficiencia en la localizacion y el transporte de
comparieros del nido muertos hacia la pila de desperdicios.

No obstante que las curvas dosis-respuesta EAG de las sepultureras y forrajeras en respuesta al
acido oleico muestran un comportamiento logaritmico y casi idéntico, los soldados no mostraron un
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incremento en la respuesta EAG al incremento en la concentracion del acido oleico. Esto demuestra
gque no son capaces de detectar esta sustancia, ni, mucho menos, de discriminar los cambios de
concentracion de este compuesto (figuras 50, 54, 57, 62 y 66).

Es interesante el hecho de que las forrajeras también respondan al &cido oleico, pues parece
confirmar que, aunque la division del trabajo implica especializacion, también es plastica. Las
proporciones de obreras que realizan diferentes tareas cambian continuamente de acuerdo con las
condiciones sociales (Holldobler & Wilson, 1990; Wilson, 1985a,b) y gracias a la flexibilidad
conductual de los individuos. Por lo tanto, si las sepultureras especializadas en la remocion de
cadaveres desaparecen en un momento dado, los cadaveres no se acumularan dentro del nido, sino que
otras obreras ocuparan el lugar de las obreras desaparecidas y realizaran tal labor, tal y como ocurre en
las abejas (Robinson, 1992). Asi, una obrera, dependiendo de las restricciones impuestas por la
anatomia y/o fisiologia, puede cambiar de tareas conforme las circunstancias lo requieren.

2.2.3. Respuestas al olor de forrajeo

Las curvas dosis-respuesta de las forrajeras y sepultureras en respuesta a la esencia de flores (figura
51) muestran un comportamiento logaritmico, lo cual indica una discriminacion entre las diferentes
concentraciones de este olor. Sin embargo, la curva que muestra una mayor pendiente es la de las
forrajeras. Los soldados, por su parte, presentan una curva dosis-respuesta plana con una pendiente no
significativa al acido oleico, y casi nula a la esencia de flores. Para los datos normalizados, la Unica
curva dosis-respuesta con una relacion logaritmica entre la concentracion y la respuesta EAG fue la de
las forrajeras. A pesar de que, como con los otros olores, no se detectaron diferencias significativas
entre las respuestas EAG de las tres castas en respuesta a la esencia de flores, las forrajeras mostraron
una tendencia a presentar los mayores valores de respuesta a este olor, lo que sugiere la existencia de
ciertas variaciones en la respuesta a este estimulo entre las castas (figura 62).

2.3. Diferencias significativas no, tendencias st

Aunqgue el ANOVA no detectd diferencias significativas por olor entre las castas para los datos
crudos, los datos normalizados, los indices, y aunque tampoco se detectaron diferencias significativas
entre los coeficientes de correlacion, puede apreciarse una tendencia tanto en los coeficientes de
correlacion, los cuales indican la intensidad de la asociacion entre dos variables (figuras 57 y 70), como
en las curvas dosis-respuesta y los resultados estadisticamente significativos de ANOVA para el efecto
de casta: las forrajeras y sepultureras presentaron las mayores respuestas a todos los olores, mientras
que los soldados tuvieron siempre las menores respuestas para los olores, excepto para el olor de
alarma (figuras 56 y 63).

En los coeficientes de correlacion de los datos crudos, no obstante que el analisis de comparacion no
revelo diferencias significativas entre castas por olor, se aprecia que para la 2-heptanona, los soldados
tuvieron el mayor coeficiente de correlacion (» = 0.784); para el acido oleico, las sepultureras tuvieron
el coeficiente de correlacion mayor (» = 0.335), y para la esencia de flores, las forrajeras presentaron el
mayor coeficiente de correlacion (» = 0.42). Ademas, la de soldados fue la Unica casta en la que el
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coeficiente de correlacidn para el olor relacionado con la especializacién conductual, la 2-heptanona,
fue significativamente mayor con respecto a los otros olores.

2.4. Forrajeras: generalistas disponibles para cualquier tarea

Contrario a lo que ocurre con los soldados (ver mas adelante), las forrajeras constituyen una casta de
generalistas que pueden participar en una amplia gama de tareas. Esto se ve reflejado en las respuestas
EAG a los diferentes olores, presentando para todos los olores respuestas mayores EAG (figuras 56, 63,
57 y 70) y una relacion logaritmica entre la concentracion y la amplitud de la respuesta EAG, lo cual
sugiere que estas obreras son muy sensibles a los cambios en la concentracién de cualquiera de los tres
olores usados como estimulo. Estas obreras de tamafio intermedio pueden cambiar de tarea a cualquiera
de las que realizan las obreras de diferentes tamafios (Wilson, 1980b). Se ha sefialado que estas
hormigas deben poseer una capacidad olfativa muy desarrollada ya que es necesario que evalten la
calidad de las hojas que colectan por medio del olfato y el gusto, proceso en el que interviene una
forma de condicionamiento olfativo (Roces, 1990), ademas de la capacidad de seguir rastros olorosos
dejados por otras obreras (Holldobler & Wilson, 1990). Es posible que este condicionamiento esté
involucrado en la rapida respuesta al forrajeo observada en los experimentos conductuales, ya que las
obreras consideradas como forrajeras fueron aquellas que acudieron a la camara de forrajeo sin
reclutamiento. Sin embargo, las respuestas sensoriales antenales de las forrajeras siempre fueron las
mayores para todos los olores y con una tendencia a ser las mayores para el olor de flores comparada
con las respuestas de las otras castas a este mismo olor. De esta manera, el hecho de que se haya
encontrado que las forrajeras responden bien a todos los olores, sugiere que estas obreras, al menos las
seleccionadas para los experimentos electrofisioldgicos, constituyen un grupo heterogéneo de
generalistas disponibles para la realizacion diversas tareas cuando sea requerido.

2.4.1. ;Subpoblaciones de forrajeras?

Como puede observarse en las graficas de regresion de las figuras 57 y 70, la dispersion de los datos
de las forrajeras en respuesta a los tres olores es considerable, comparada con los de las otras castas.
Asi, basados en los valores de las medias del EAG en respuesta a la 2-heptanona y a la esencia de
flores, las forrajeras de Atta mexicana pueden clasificarse en dos diferentes subgrupos, uno de alta
respuesta (FAR) y otro de baja respuesta (FBR). Para ambos olores las obreras de cada grupo son las
mismas (figuras 58, 59, 60 y 61). Las respuestas diferentes entre forrajeras podrian sugerir que existen
subpoblaciones que responden a diferentes clases de estimulos y que podrian estar relacionadas con
algun tipo de especializacion conductual como ocurre con otros insectos (Pankiw & Page, 2000).
Pankiw & Page (2000) encontraron variacion fisioldgica sensorial en la percepcion de las abejas de 1
dia de edad a la sacarosa correlacionada con su comportamiento de forrajeo 2-3 semanas después. Ellos
pudieron demostrar que las forrajeras pueden ser clasificadas en subgrupos especializados (como
forrajeras de agua, néctar o polen) por medio de sus umbrales de respuesta a la sacarosa. Por su parte,
Wilson (1980c) pudo demostrar que la eficiencia del forrajeo esta correlacionada con el tipo de
material recolectado y la eficiencia energética. Asi, pudo clasificar dos tipos de forrajeras, uno mas
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especializado en la colecta de material vegetal suave y otro en la colecta de material vegetal mas duro.
La eficiencia energética descrita por Wilson, indica que aquellas obreras con un rango de ancho de
cabeza mas estrecho (centrado aproximadamente a los 2.2 mm de ancho de cabeza), son
energéticamente mas eficientes en cortar material vegetal duro, mientras que en general, casi todas las
obreras podrian cortar material vegetal suave. Sélo las obreras con un tamafio de cabeza superior a 1.6
mm son capaces de cortar material vegetal duro. Esto, evidentemente, depende del tamafio de las
mandibulas, cuyo tamario esta correlacionado con la talla de la hormiga.

Ademas, debe considerarse que las FAR que tienen respuestas EAG altas a la 2-heptanona, también
tienen altas respuestas a la esencia de flores, mientras que las FBR a la 2-heptanona también tienen
bajas respuestas a la esencia de flores. En Atta texana se ha reportado que las obreras que acarrean
hojas o desperdicios 0 que atienden al hongo responden poco a la presencia de altas concentraciones de
feromona de alarma. Probablemente exista una relacion entre la respuesta a los olores y la particion de
tareas, ya que el forrajeo puede incluso dividirse en aquellas forrajeras que cortan hojas dejandolas caer
al suelo, mientras que son otras las que las transportan hasta el nido (Weber, 1972; Hélldobler &
Wilson, 1990; Ratnieks & Anderson, 1999). Es posible que las FBR sean aquellas que acarrean el
material vegetal hacia el nido y que su baja respuesta a la feromona de alarma se deba a que fuera del
nido hay muy poco que proteger salvo la vida misma (las abejas forrajeras, por ejemplo, también
presentan un comportamiento defensivo bajo cuando estan colectando alimento lejos del nido). Por otra
parte, la baja respuesta a la esencia de flores probablemente se deba a una subespecializacion del
forrajeo: tal vez estén especializadas en la colecta de flores u otro material que sirva de sustrato al
hongo. En contraste, las FAR podrian estar especializadas en la deteccion de nuevas fuentes de
alimento y en la evaluacion de su calidad como sustrato. Aunque es posible clasificar las forrajeras de
A. mexicana en diferentes subgrupos de acuerdo a las respuestas EAG, solo es posible especular sobre
el significado conductual y social de esas diferentes respuestas antes de que alguna hipdtesis sea
confirmada en experimentos conductuales y de EAG.

2.5. Soldados: la casta mds especializada

El patrén de las curvas dosis-respuesta de los soldados (figura 54), principalmente aquellas para el
acido oleico, asi como el hecho de que mostraran respuestas EAG significativamente menores a las
respuestas de las forrajeras y las sepultureras (figura 56) podria deberse a las propiedades de las antenas
de los soldados. Esto determinaria su baja capacidad para detectar compuestos no relacionados con la
tarea que ellos realizan, lo que indica especializacion en el sistema sensorial periférico. Sin embargo,
esta casta mostro una alta relacion dosis-respuesta en el caso de la 2-heptanona, lo que significa una
alta resolucion sensorial (figuras 57 y 70). EI ANOVA revel6 efecto de casta entre los soldados y las
otras dos castas, con las menores respuestas EAG para los primeros. Estos resultados fueron
consistentes tanto para los datos crudos como para los datos normalizados, asi como para el Indice
Ieac. Sin embargo, para el Indice 3eac no se detectd efecto significativo de casta, probablemente
debido al procedimiento para obtener dicho indice. La consistencia de los resultados de todos los
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analisis, asi como la baja variabilidad de las respuestas EAG de los soldados, hace confiables las
interpretaciones sobre las respuestas EAG.

Ademas, aungue cada casta presento coeficientes de correlacion mayores para el olor relacionado
con sus tareas especificas, el analisis de comparacion de los coeficientes no detectd diferencias
significativas para los coeficientes de correlacion entre castas por olor. Lo mismo se encontrd para los
coeficientes de correlacion de los datos normalizados, excepto para las sepultureras. Sin embargo,
comparando los coeficientes de correlacion entre olores por casta, se encontré evidencia de que los
soldados presentan especializacion sensorial ya que el coeficiente de correlacion para la 2-heptanona,
tanto para los datos crudos como para los datos normalizados, fue significativamente mayor que los
coeficientes de correlacion para el acido oleico y para la esencia de flores. Esto indica una alta
correlacion entre la concentracion de la feromona de alarma y la respuesta EAG, demostrando que los
soldados discriminan muy bien los cambios en las concentraciones de la 2-heptanona, mientras que no
discriminan bien los cambios en concentracion de los otros dos olores (&cido oleico y esencia de
flores), cuyos coeficientes correlacion son estadisticamente similares (figuras 57 y 70). Esto coincide
con los resultados de ANOVA del Indice Ir4c en el cual se compara el rango de respuesta EAG para
los diferentes olores, es decir, el rango de discriminacion de cambios en la concentracion de los olores.
Los resultados del rango (/ndice Irac, figura 62), al igual que los de ANOVA (figura 63 y 68)
demuestran que los soldados constituyen la casta con las menores respuestas EAG a todos los olores y
dosis. Ademas, en todos los analisis realizados, los soldados presentaron las menores variaciones,
sugiriendo que constituyen un grupo fisiolégicamente homogéneo. Juntos, estos resultados sugieren
que los soldados son una casta altamente especializada, con una pobre capacidad para detectar otros
olores diferentes que aquellos relacionados con la tarea que tienden a realizar. Estas sefiales no serian
las Unicas que los soldados de Affa no pudieran detectar, ya que se ha encontrado que los soldados
muestran una muy baja respuesta a las vibraciones producidas por la estridulacion que realizan las
obreras en combinacion o no de otras sefiales (Markl, 1983, citado en Holldobler, 1999). Esto resulta
interesante ya que la estridulacion constituye una sefial de atraccion durante el forrajeo y de excavacion
anexa a las sefiales quimicas de alarma que producen las obreras de Aza.

Esta limitada discriminacién a los olores podria estar basada en la proporcién de diferentes clases de
sensilas presentes sobre las antenas de los soldados. Jaisson (1972) reportd que diferentes clases de
sensilas varian de acuerdo con el tamafio de las obreras en Atta laevigata: la sensila celoconica
disminuye en nimero sobre las antenas conforme disminuye el tamafio de las obreras; de la misma
manera, la sensila ampulacea aumenta en nimero con el tamafio corporal, por lo que existe un mayor
numero de sensilas del tipo ampuléacea en los soldados. Diferencias en la proporcién de otras sensilas
también han sido reportadas para otras especies de hormigas (Renthal et al., 2003). Es posible, pues,
que los soldados no respondan mas a la feromona de alarma porque tengan mayor sensibilidad a estas
sustancias, ni porque tengan mayor cantidad de sensilas responsables de la deteccion de dichas
feromonas, sino, tal vez responden preferentemente a estos olores porque tienen menos sensilas de
otros tipos en sus antenas, lo cual los haria menos sensibles a otros olores diferentes a los de alarma. Si
esto es asi, estaria relacionado con los resultados neuroanatomicos descritos en esta tesis en los que se
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encontré que una gran parte de los glomérulos del LA de los soldados parecen pequefios o atrofiados,
quiza debido a la reducida aferencia de axones de las NRO del pequefio nimero de sensilas antenales.
El presente trabajo presenta evidencia de que el sistema sensorial periférico de Atta mexicana podria
estar involucrado en la division del trabajo, al menos con relacion a la reducida capacidad de los
soldados para detectar otras sefiales diferentes a aquellas relacionadas con la defensa de la colonia. Asi
pues, los soldados podrian constituir una adaptacion tanto morfolégica como fisioldgica cuya tarea
principal es la defensa. Por lo tanto, aunque muchos autores habian supuesto que los soldaos
presentarian una sensibilidad mayor a las feromonas de alarma (Wilson, 1985c, Topoff et al., 1973)
comparadas con otras obreras, en realidad, los soldados presentan una mayor sensibilidad a las
feromonas de alarma en comparacion con otros olores: no es que los soldados respondan a las
feromonas de alarma mas que otras obreras, sino que responden menos a otros olores. El reducido
espectro olfativo de los soldados esta relacionado con su reducido repertorio conductual, el cual esta
limitado exclusivamente a la defensa del nido, aunque la defensa del nido no es una actividad exclusiva
de los soldados ya que la mayoria de las obreras puede participar para proteger al nido. Sin embargo,
cuando una sociedad presenta polimorfismo, las obreras realizan las tareas para las que estan mejor
adaptadas en tamafio, forma y conducta. Los especializados soldados son costosos de producir por lo
que en las sociedades polimorficas, sélo son producidos en estados avanzados de desarrollo y no son
tan numerosos como otras obreras ya que a mayor tamafio de los soldados, menor es su nimero en la
colonia (Weber, 1972). De acuerdo con el concepto de superorganismo, los soldados constituirian los
componentes mas especializados del sistema cuya forma, fisiologia y conducta solo tienen significado
en relacion con la sobrevivencia de la colonia. La mayoria de las obreras en una sociedad forman parte
del grupo de generalistas que realizan la mayoria de las tareas puediendo cambiar de una a otra
conforme sea requerido. De esta manera, los individuos generalistas son necesarios, mientras que los
especialistas son valiosos pues su especializacién morfoldgica y fisioldgica ayuda en la construccién de
la sociedad, aunque depende de la reduccion de ciertas capacidades generales individuales. Aunque los
soldados constituyen una casta muy especializada morfolédgica, conductual y fisiologicamente, es
probable que no sea la Unica casta que muestre especializacion en su fisiologia sensorial periférica. Las
cuidadoras de hongos podrian ser otra casta especializada, pero esto aun necesita ser probado.

2.6. Sepultureras

Las obreras sepultureras no presentaron tendencias claras en los experimentos electrofisiologicos, de
manera que, aunque fueron identificadas como especialistas, probablemente constituyan un grupo
heterogéneo en el que podrian estar incluidos individuos con predisposiciones para la necroforesis e
individuos que han tenido mayor experiencia realizando esta tarea. Esto se debe a que esta casta es
dificil de identificar pues, como puede deducirse a partir de el nimero de sepultureras sometidas al
EAG y de las que se obtuvieron resultados, las obreras especializadas en la necroforesis (aquellas que
realizan la necroforesis dos 0 mas veces) se encuentran en reducidas cantidades en las colonias de
hormigas. Asi pues, se requieren de mas estudios que involucren otras aproximaciones para determinar
las causas o correlatos de la especializacion necroforética en las sociedades de hormigas.
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3. DISCUSION I1I: ESTRUCTURA DE LOS LA Y CONEXIONES HACIALOS CF

3.1. Lobulos antenales
3.1.1. Organizacion de los lobulos antenales

En este trabajo se describe por primera vez la organizacion del LA para las hormigas 4. mexicana'y
C. ocreatus. Las principales aferencias que provienen de las antenas estan constituidas por los axones
de las NRO que terminan en los glomérulos, y de mecanorreceptores que terminan en el CMMA.
Juntos, los axones quimio y mecanosensoriales, ademas de los axones de las motoneuronas que se
dirigen hacia los musculos antenales, forman el nervio antenal (NA).

La organizacion espacial gruesa del LA descrita en este trabajo es muy similar a la descrita en las
abejas (Arnold et al., 1985, 1988; Galizia et al, 1999a), otros himenoptreros y la pollilla Manduca sexta
(Homberg et al., 1989): glomérulos rodeando una zona aglomerular de neuropilo, con grupos de somas
neuronales en la periferia del LA. En otras especies de insectos, como en las cucarachas Periplaneta
americana, los glomérulos se encuentran distribuidos por todo el LA (Homberg et al., 1989). En la
distribucion espacial del arreglo glomerular, los LA son mas parecidos a los de las abejas, en las cuales
se han descrito 4 grupos de glomérulos inervados por 4 tractos (T1-T4) provenientes del NA (Arnold et
al. 1985, 1988; Galizia et al., 1999a). Otros dos tractos (T5 y T6) han sido descritos en las abejas que se
separan del resto dirigiéndose hacia el CMMA (Galizia et al., 1999a). En este trabajo, en los soldados
de A. mexicana y de C. ocreatus, se encontraron 6 grupos de glomérulos, cada uno inervado por una
ramificacion del NA llamada tracto (T1-T6). En las hormigas estudiadas dos tractos (T7 y T8) aparte
de los 6 que inervan los grupos de glomerulos se dirigen hacia el CMMA, por lo que en total, en
hormigas se encontraron 8 tractos, comparados con los 6 que se conocen en las abejas. En esta tesis se
han denominado T5 y T6 a los otros dos tractos que arriban al LA provenientes del NA, por lo que no
deben confundirse con los tractos que, en las abejas, se dirigen hacia el CMMA. Sin embargo, de
acuerdo con caracteristicas morfologicas y topograficas, tanto los tractos T1-T4, como los grupos de
glomérulos 1-4, parcen ser homologos en abejas y hormigas. El tracto T5 de los LA de las hormigas
parece formarse, en su base, a partir de la union con el T3 en la region mas anterior del deutocerebro
(figuras 78, 85y 89). EI T6 de los LA en hormigas parece separarse inmediatamente del NA al entrar
en él, y dirigirse rapidamente hacia la region posterior (figuras 82 y 86). Estos dos tractos (T5 y T6)
inervan los grupos de glomérulos 5 y 6 respectivamente y es importante notar que parte de la
importante diferencia entre los LA de abejas y hormigas es su tamafio relativo y nimero de glomérulos
presentes, ya que las abejas son insectos “visuales”, y las hormigas son insectos “mas olfativos”.
Mientras que en las hormigas Arta los LA pueden llegar a representar hasta el 12 % del total del
cerebro y en Camponotus hasta el 10%; en las abejas, los LA apenas alcanzan un 3% Yy estd compuesto
por entre 156 y 166 glomerulos (Gronenberg & Hoélldobler, 1999). En este trabajo, se encontrdé que los
LA de los soldados de 4. mexicana pueden llegar a tener entre 305-313 glomérulos, mientras que los de
C. ocreatus entre 376-385. Esto hace una diferencia importante, ya que se ha considerado a las
hormigas como insectos altamente olfativos, comparados con las abejas. Ademas, en las abejas se han
descrito tres grupos de somas de neuronas centrales (Rospars, 1988; Homberg et al., 1989), mientras
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qgue en las hormigas estudiadas en este trabajo se encontraron cinco grupos de neuronas. Es muy
probable que si existe mayor nimero de glomérulos en los LA de las hormigas, también haya mas
neuronas centrales que establezcan las conexiones entre glomérulos y entre estos y el protocerebro.

La organizacion de los seis grupos de glomérulos dos regiones, anterior y posterior, cada una
conectada al caliz por NP ya sea a traves del tracto antenocerebral interno (TACI) o el tracto
antenocerebral externo (TACE), podria tener algun significado funcional en el que las regiones pueden
representar especializacion en el procesamiento diferencial de olores.

Ademas, existe una gran similitud entre los LA de las abejas y los de las hormigas, lo cual sugiere
una considerable homologia estructural en los himenopteros aculeatos. Es posible que esta conservada
organizacion tenga un significado funcional, relacionado a la generacion del cédigo olfativo y la vida
social. Cada glomérulo recibe aferencias de uno o muy pocos tipos de NRO, las cuales, a su vez,
expresan un solo gen receptor olfativo, es decir, presentan un tipo de proteina receptora. Por lo tanto,
cada glomérulo responde con una mayor actividad a determinados olores, aquellos a los que sus NRO
son sensibles, es decir, al RRM de las NRO (Galizia & Menzel, 2000b). Pero el cddigo olfativo
comprende el patron de actividad glomerular del LA: un olor es codificado en la actividad de varios
glomérulos, y varios glomérulos pueden participar en la codificacion de diferentes olores (Sachse et al.,
1999). Los glomérulos vecinos, frecuentemente tienen perfiles de respuesta similares, de manera que es
posible que los grupos de glomérulos respondan a familias de olores o que participen en la codificacion
de olores. Esto es posible ya que, en las abejas, se ha encontrado que algunas familas de olores s6lo son
detectadas por determinados grupos de glomérulos, aunque estos mismos grupos de glomérulos puedan
ser activados por otros olores (Sachse et al., 1999). Si cada tracto del LA inerva un grupo de
glomérulos, posiblemente este reciba las aferencias de NRO con patrones de respuesta similares y que
expresen proteinas receptoras sensibles a dichas familias de olores. Posiblemente, la importancia y
numero de las aferencias sensoriales de las NRO esté representada en el tamafio de los glomérulos,
mientras que el nimero de glomérulos por grupo glomerular sea un reflejo de las proporciones de los
tipos de NRO en las antenas, como en el caso de los 3-4 macroglomérulos encontrados en los soldados
de 4. mexicana (figuras 84 y 85), o los dos encontrados en C. ocreatus (figuas 87-89). Por lo tanto, la
organizacion del LA contendria una representaciéon funcional de las diferentes poblaciones de NRO
sobre la antena, aunque no seria el unico aspecto de su significado organizacional. Se ha sugerido que
la importancia de la cercania de glomérulos que responden a olores similares, se basa en la posibilidad
de que esta vecindad refleje un arreglo espacial 6ptimo para un mecanismo de inhibicion lateral que
permitiria aumentar la resolucion de perfiles de respuesta (Galizia & Menzel, 2001). Sin embargo,
debido a que no siempre los glomérulos activados son vecinos, el significado de la organizacion en
grupos de glomérulos del LA y la formacién del codigo olfativo requiere de mas investigacion
fisiolégica y morfoldégica. En cualquier caso, estudios de imagen en vivo de la actividad del LA
demuestran que la organizacion fisiologica bésica es similar en hormigas y abejas (Galizia et al.,
1999b), lo cual ha sido confirmado con los resultados neuroanatémicos presentados aqui.
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3.1.2. Comparacion entre lobulos antenales de Atta mexicana y Camponotus ocreatus

La homologia entre los LA de Atta mexicana Yy Camponotus ocreatus, eSpecies pertenecientes a
subfamilias distintas (separadas por mas de 60 millones de afios de evolucion), sugiere que la estructura
general de los LA se ha conservado, por lo que debe tener alguna importancia en la vida social basada
en el olfato, ya que otros insectos no-sociales pero olfativos (Homberg et al., 1989; Laissue et al., 1999)
no presentan una organizacion glomerular como la de los himendpteros. En los himendpteros sociales,
los estimulos quimicos son los mas importantes ya que la comunicacion ocurre dentro de los oscuros
nidos y estd basada en la emision y recepcion de mezclas complejas de feromonas que regulan el
comportamiento del superorganismo.

En las dos especies de hormigas estudiadas, tanto los tractos T1-T6 como los grupos de glomérulos
mantienen la misma distribucion topogréafica (figuras 82-85 y 86-89). Sin embargo, A. mexicana tiene
unos 80 glomérulos menos que C. ocreatus (cuyo LA tiene unos 380). Esto sugiere una mayor
especializacion de los soldados en el sistema de castas de A. mexicana en comparacion con los
soldados en el sistema de castas de C. ocreatus, es decir, que el sistema de castas de 4. mexicana
produce individuos mas especializados y adaptados a funciones mas especificas dentro de la sociedad.
Esto es posible tomando en cuenta los conteos realizados para otras especies de hormigas de la tribu
Attini como Acromyrmex octospinosus que presenta 120 glomérulos (Rospars, 1988); obreras minor de
Atta vollenweideri presentan 178 mientras que las obreras mayor presentan 243; obreras minor de Atta
sexdens presentan 223, y obreras mayor presentan 189 (Kleineidam et al., 2005). Por el contrario, los
conteos para otras especies del género Camponotus, indican en general un mayor ndmero de
glomérulos, por ejemplo en Camponotus vagus hay 200 glomérulos (Rospars, 1988) y en C. floridanus
los soldados presentan un promedio de 452 (Kleindeidam et al., 2008). De esta manera, es posible que
la especializacion del sistema de castas de Arta se refleje en el reducido nimero de glomérulos en el
LA, lo cual estaria relacionado con la especializacion conductual, morfoldgica y fisioldgica.

Debe considerarse que Atta mexicana'y Camponotus ocreatus, Son especies con formas de vida muy
disimiles, ya que en la primera, el sistema de castas estd basado en el polimorfismo como una
adaptacion al cultivo de hongos a partir de sustrato vegetal (aunque también existe polietismo
temporal), mientras que en Camponotus ocreatus, aunque existen obreras mayor con enormes cabezas
que son llamadas soldados y obreras de diferentes tamafios, en realidad, el género Camponotus, €s
considerado dimorfico (Wilson, 1953, 1954, 1974; Hoélldobler & Wilson, 1990) méas que polimorfico,
cuya division del trabajo esta basada en el polietismo temporal con individuos con desarrolladas
capacidades de aprendizaje y memoria como otras Camponotus (Gronenberg et al., 1996; Holldobler &
Wilson, 1990). Las hormigas Camponotus dependen més de la vision que las hormigas Atta, las cuales
son consideradas como hormigas olfativas. Lo anterior no quiere decir que las Camponotus tengan
atrofiado su sistema olfativo, sino que las Arta tienen atrofiado su sistema visual, de manera que su
principal sistema sensorial es el olfato. A primera vista esto parece contradecir los resultados de esta
tesis ya que C. ocreatus presenta mas glomérulos en el LA que A. mexicana. Sin embargo, la
clasificacion de “hormigas visuales” versus “hormigas olfativas”, se refiere a la relacién que existe
entre las regiones del cerebro que procesan sefiales visuales u olfativas. De esta manera, en
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Camponotus, 10s LO y la region del collar (que recibe aferencias visuales) de los CF son grandes,
mientras que en Arta, estas regiones estan reducidas, pero los LA y la region del labio (que recibe
aferencas olfativas de los LA) de los CF son relativamente mas grandes (Gronenberg & Hdolldobler,
1999). Ademas, la poblacion de glomérulos de los LA de los soldados de A. mexicana es heterogénea:
la mayoria de los glomérulos se observan pequefios comparados con los 3-4 glomérulos
desproporcionadamente grandes de los grupos 3y 5. En contraste, en los soldados de C. ocreatus existe
una relativa uniformidad en los glomeérulos del LA.

Debido a que el neuropilo de los glomérulos esta compuesto por las aferencias de las NRO (ademas
de neuritas y axones de las neuronas centrales), es posible que el aparente tamafio reducido de la
mayoria de los glomérulos se deba la relativa baja densidad de aferencias de las NRO que responden a
diversos olores, es decir, estos glomérulos presentarian un grado de atrofia; mientras que los
macroglomérulos podrian presentar una mayor cantidad de aferencias provenientes de una poblacion
alta de NRO sensibles a olores casta-especificos presentes sobre la antena. Lo anterior puede estar
relacionado con las diferentes proporciones de sensilas que describid Jaisson (1972). Esto significaria
que los macroglomérulos de las obreras mayor de A. mexicana podrian estar especializados en el
procesamiento de olores particulares, probablemente feromonas de alarma u otros olores importantes
para los soldados. De hecho, Yamagata et al., (2006) han encontrado un pequefio subgrupo de
glomérulos en los LA de Camponotus obscuripes especializados en el procesamiento de feromonas de
alarma. Probablemente este grupo de glomérulos especializados en el procesamiento de feromonas de
alarma pertenezcan al grupo de glomérulos nimero 1. Kleineidam et al., (2005) describieron un
glomérulo agrandado en forrajeras de Atta vollenweideri, que participa en la deteccion de la feromna de
rastro. Estos macroglomérulos pueden influir directamente en el patron generalizado de activacion del
LA vy, por supuesto, también del protocerebro, es decir, en la codificacion de los olores y asi,
determinar el comportamiento dependiente del olfato.

Estas interpretaciones requieren de otros experimentos conductuales, morfoldgicos, morfométricos,
electrofisiologicos, asi como de la comparacion de la estructura del LA entre las diferentes castas de 4.
mexicana (principalmente las obreras minor), para ser probadas. En cualquier caso, el reducido nimero
de glomérulos en el LA, la aparente atrofia de la mayoria de los glomérulos, la presencia de algunos
glomérulos desproporcionadamente grandes, y los resultados electrofisiologicos de sensibilidad antenal
descritos en este trabajo, sugieren fuertemente una alta especializacion morfofisioldgica de los soldados
relacionada con su comportamiento. Recuérdese que tanto el nimero como el tamafio de los
glomérulos podria estar relacionado con la capacidad de discriminacion olfativa.

Es posible que la vida social imponga restricciones y requerimientos a la maquinaria neural y al
procesamiento de feromonas sociales. Las variaciones en la estructura de los LA estarian relacionadas
con las particulares formas de vida de ambas especies. Asi, las hormigas Ata representan un gradiente
de complejidad social incrementada respecto al tamafo de las colonias, a su polimorfismo y el sistema
de comunicacién gquimica, con individuos que tienen sistemas olfativos mejor desarrollados: LA mas
grandes que los LO (Jaffe & Perez, 1989; Gronenberg & Holldobler, 1999). Las especies del género
Atta presentan sociedades altamente complejas, en las que las habilidades de aprendizaje y otras
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capacidades “mentales” individuales parecen estar reducidas o atrofiadas, quizd como una
consecuencia del extremo polimorfismo en el que los individuos estan especializados morfoldgica y
fisiolégicamente para construir una sociedad compleja a expensas de las capacidades generales de los
individuos: el superorganismo. De esta manera, la diferenciacion neural de las castas de obreras no es
uniforme, por lo que la presencia de estos macroglomérulos indica un desarrollo alométrico diferencial
en el LA de las castas de 4. mexicana, quiza regulado en el nivel social. Asi pues, es muy posible que
en la sociogénesis de cada especie haya evolucionado un patrén particular de diferenciacion y
especializacion neural entre sus castas de obreras (Jaffe & Perez, 1989).

3.2. Un mapa olfativo en los cuerpos fungiformes: la odotopia

Contrario al sistema visual, el mapa de las sefiales primarias olfatorias hacia el SNC se encuentra
organizado de manera discontinua y puntuada. Los LA son el primer centro de procesamiento olfativo
en los insectos; y los CF, con los cuales se conecta, son sitios de procesamiento multimodal
involucrados en el control y generacion del comportamiento complejo y en el aprendizaje y memoria.

Determinar la estructura general de los LA, y de sus conexiones eferentes hacia el caliz de los CF ha
sido la meta de muchos investigadores (por ejemplo, Miiller et al., 2002). Los resultados presentados en
este trabajo son un primer paso para entender la I6gica de la distribucion topografica de las vias
olfativas, y, como una consecuencia, comprender la generacion del codigo olfativo. Las eferentes de los
LA se conectan con al menos tres capas diferentes en la region del labio del céliz de los CF de acuerdo
con el grupo glomerular. Cada capa labial es inervada por diferentes tractos y recibe axones de
diferentes grupos de glomérulos y de diferentes poblaciones de neuronas centrales. Estos resultados
sugieren que los grupos de glomérulos estan representados topograficamente en la region labial de los
CF (figura 90). A pesar de las capas encontradas y descritas en este trabajo, podria haber una
segreacion mas fina de las NP hacia el labio de los CF, como lo sugiere el nimero de capas encontradas
en otros estudios con trazadores (Gronenberg, 2001; Gronenberg & Lopez-Riquelme, 2006). Yamagata
et al. (2007), de hecho, han demostrado que los glomeérulos que procesan olores de alarma, estan
conectados por NP hacia el caliz en donde los axones terminan en el labio, pero ellos no se dieron
cuenta de que dichas terminaciones se encuentran en la capa externa.

Si consideramos que durante la introduccion del electrodo cargado con el colorante se esta causando
dafo principalmente a las neuronas de una region particular, entonces son esas neuronas las que
principalmente estan incorporando el colorante y son esas neuronas las que aparecen tefiidas en sus
sitios de aferencia o eferencia. Si se estan dafiando diferentes NP que tienen dendritas en diferentes
glomérulos, entonces, esto podria significar que el patrdn de tincion en el labio corresponde a grupos de
glomérulos, tal y como lo muestran los resultados (figuras 92, 93, 94 y 95). Esto es muy probable, ya
que en muchos estudios se ha demostrado que muchas NP envian dendritas a un solo glomérulo
(Galizia & Menzel, 2000; Wang et al., 2001) Asi, glomérulos vecinos tienen dendritas de NP que
mandan axones a uno de los subcompartimientos del labio, en donde el LA podria estar representado
en, al menos, tres capas 0 subcompartimientos. Lo anterior estaria de acuerdo con el hecho de que
glomérulos vecinos con perfiles similares de respuesta estan representados en la misma capa del labio
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del céliz protocerebral (Galizia & Menzel, 2000b). Si la codificacién de los olores en el LA se basa en
el patron de actividad de diferentes glomérulos, el labio podria codificar de manera convergente y
abstracta este patron de actividad glomerular en actividad diferencial de las tres 0 méas capas de las que
esta constituido. Si vemos al labio como una unidad estructural y funcional, la codificacion de la
actividad glomerular podria ser descrita como ondas de actividad conformadas por la actividad de las
diferentes capas que constituyen al labio. De hecho se ha reportado que existen oscilaciones de
actividad de alrededor de los 20 Hz en los CF evocadas por la estimulacion olfativa en el nivel antenal
(Laurent, 1996), asi como oscilaciones similares en los LA (Galizia & Menzel, 2000b). Este mapa
odotopico caracterizado por la convergencia espacial, permitiria la integracion de las sefiales olfativas,
desde las antenas, hasta el protocerebro.

Asi pues, en esta tesis se reporta la existencia de una representacion espacial del LA en insectos, no
obstante que existen otros reportes de algun tipo de representacion espacial del LA en el protocerebro
en otros insectos: Drosophila melanogaster (Marin et al., 2002; Wong et al., 2002) y en Apis mellifera
(Abel et al., 2001).

De acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo, parece que la informacién procesada por los
CF podria ser mas compleja y especifica, pues como no habia evidencia de que existiera segregacion,
se suponia que la distribucion de las terminaciones provenientes del LA era amplia y sin patron
aparente, por lo que se asumia que estos centros antenales no estaban necesariamente involucrados en
la discriminacion olfativa, aunque ya se habia demostrado por medio de experimentos funcionales y
morfoldgicos que los CF constituyen centros de procesamiento mdltiple en paralelo (Strausfeld, 1991).
Estos resultados sugieren que los grupos de glomérulos estan representados topograficamente en la
region labial de los CF, probablemente estableciendo alguna clase de gruesa odotopia. Esto,
probablemente signifique que las subpoblaciones de células Kenyon estan especializadas en la
recepcion de aferencias de grupos particulares de glomérulos, y, de, por lo tanto, informacion olfativa
diferencial, la cual es posteriormente integrada y las sefiales adecuadas dirigidas hacia los 16bulos o y
B. Es posible que diferentes clases de olores activen las diferentes capas que componen el labio de los
CF, implicando, primero, una modulacion méas compleja de las neuronas eferentes de los CF y segundo,
que cada capa procesa una clase de informacion importante segin el contexto. La relacion de
conexiones seria: NRO especializadas convergen en glomérulos particulares probablemente de un
grupo glomerular especifico y estos grupos convergen, a su vez, en alguna o algunas de las capas del
labio del caliz. En Drosophila melanogaster, se ha reportado que diferentes olores activan subgrupos
de somas de neuronas intrinsecas de los CF, lo cual sugiere que las neuronas de tercer orden, células
Kenyon, estan espacialmente segregadas en su respuesta a diferentes olores (Marin et al., 2002; Wong
et al., 2002). Los grupos de NP estan segregadas inervando grupos de glomérulos por separado y
enviando axones por vias separadas, ya sea a tavés del TACI, el TACE o el TACM. Esto es importante
ya que se ha encontrado evidencia de que, en Camponotus obscuripes, determinadas NP sensibles a
feromonas de alarma inervan un sélo glomérulo (Yamagata et al., 2006).

Esto podria jugar un papel importante en el aprendizaje y la memoria y en el procesamiento de
informacion multimodal. Faber & Menzel (2001) encontraron en registros optofisiologicos que la
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region del labio se activa al estimular olfativamente a las abejas, y que esta activacion se incrementa
con el condicionamiento. Ademas, debido a las diferencias en los LA encontradas entre especies, €s
posible que existan diferencias morfometricas (volumen de las regiones labiales, niUmero y forma de
dendritas y sinapsis, etc.), de arquitectura neural asi como funcionales en esta representacion del LA en
los CF que deben comprobarse en experimentos futuros, y que estarian relacionadas con los estimulos
gue son importantes en el ambiente y organizacion social de cada especie.

No obstante que aun se desconoce cémo es codificada la informacion olfativa en los centros
superiores del cerebro, el hallazgo de este mapa odotopico puede representar un paso importante en esa
direccion debido a la importancia de la segregacién de aferencias olfativas en los CF, los cuales son el
centro fundamental de procesamiento de informacion multimodal. El significado de este mapa
odotopico sblo puede ser explicado con futuros experimentos neuroanatomicos, morfométricos,
funcionales y conductuales apropiados.
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IX. CONCLUSIONES



- CONCLUSIONES

1.1. Analisis quimico y bioensayos

1.

El comportamiento necroforético de la hormiga Atta mexicana, descrito en este trabajo, es
altamente estereotipado y dependiente de liberadores quimicos, los cuales, de acuerdo con las
observaciones realizadas, producen orientacioin olfativa: las sepultureras orientan sus antenas
hacia los cadaveres de compafieras del nido antes de hacer contacto con ellos.

Hay obreras, llamadas sepultureras, que tienden a realizar el comportamiento necroforético mas
frecuentemente que otras obreras.

Los cadaveres de hormigas de 4. mexicana presentan acido oleico, sustancia que actda como
indicador de hormigas muertas y como liberador de la necroforesis (necromonas).

Los soldados de la hormiga 4. mexicana responden con comportamiento agresivo a la 2-
heptanona, compuesto que forma parte de la secrecion de alarma de otras especies de hormigas
del género Atta, y de muchos himendpteros sociales.

1.2. Fisiologia sensorial

1.

El olor de alarma (2-heptanona) produce las mayores respuestas EAG en las obreras de las tres
castas seleccionadas, forrajeras, sepultureras y soldados; la esencia de flores produce respuestas
intermedias, y el acido oleico, las menores.

Forrajeras y sepultureras presentaron las mayores respuestas EAG, mientras que los soldados
presentaron respuestas significativamente menores a las respuestas de las otras castas.

Ninguna casta estudiada presentd respuestas significativamente mayores al olor relacionado con
su especializacion conductual.

Las diferencias conductuales a los olores probablemente se deban a diferencias en el
procesamiento de las sefiales olfativas en el SNC, probablemente en los LA, en el protocerebro
0 en ambos.

Se encontraron dos subgrupos de forrajeras segun sus respuestas EAG a la 2-heptanona y a la
esencia de flores: un grupo con altas respuestas y el otro con bajas respuestas. Es posible que
existan subpoblaciones de forrajeras especializadas en la colecta de diferentes sustratos
vegetales o que realicen diferentes funciones durante el forrajeo.

Las altas respuestas de las forrajeras a todos los olores sugieren que esta casta es heterogénea,
pudiendo estar constituida por individuos generalistas capaces de cambiar de tarea cuando es
necesario.

Los soldados presentaron un coeficiente de correlacion entre la dosis de la 2-heptanona y la
respuesta EAG significativamente mayor que el coeficiente de correlacion entre la dosis de los
otros dos olores y sus respectivas respuestas EAG.

Las respuestas significativamente menores de los soldados a los olores, excepto a la 2-
heptanona, sugieren que esta casta tiene una capacidad olfativa disminuida a los olores no
relacionados con la defensa, haciendo de esta, la casta mas especializada.
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9.

Aunque las sepultureras son las obreras que realizan mas frecuentemente la necroforesis, y
aunque el nimero de ocasiones que la realizan es mayor que si este comportamiento fuera
realizado por azar al encontrar los estimulos relacionados con esta tarea (los cadaveres), las
sepultureras no presentaron mayores respuestas EAG que las otras dos castas, lo cual sugiere
que las diferencias conductuales con las otras dos castas se deban a diferencias en el nivel
central.

1.3. Neuroanatomia: estructura de los LA y conexiones hacia los CF

1.

2.

Los somas de las neuronas centrales se encuentran distribuidas en 5 grupos en la periferia del
LA.

A. mexicana presenta en promedio 305 + 4 glomérulos, mientras que C. ocreatus presenta 380 +
4 glomérulos.

Los soldados de A. mexicana y C. ocreatus presentan la misma organizacion general del LA:
existen 6 grupos principales de glomérulos en los LA de las hormigas 4. mexicana y C.
ocreatus, Yy 6 tractos (T1-T6) en los que el NA se divide al entrar al LA. Cada tracto inerva a un
grupo de glomérulos.

Los soldados de 4. mexicana, presentan glomérulos menos uniformes, con la mayoria de los
glomérulos de tamafio reducido y con 3-4 glomérulos agrandados en los grupos glomerulares 4
y 5.

Los soldados de C. ocreatus presentan glomérulos de tamafio mas uniforme con un glomérulo
agrandado en el grupo 4 y uno en el grupo 5.

Las eferentes de los LA se conectan con al menos tres capas diferentes en la region del labio del
caliz de los CF.

Existe una segregacion en las vias eferentes del LA hacia los CF, de manera que cada capa
labial recibe axones de diferentes grupos de glomérulos, por lo que los grupos de glomérulos
estan representados topograficamente en la region labial de los CF estableciendo u mapa
odotdpico del LA en el protocerebro:

a) Los grupos 2 y 6 (posteriores) estan inervados por neuronas de proyeccion de los
grupos de neuronas centrales GNC-lateral Yy GNC M-posterior que envian sus axones a
través del TACI hacia la capa externa del labio y del anillo basal, y de ahi hacia el PL.

b) Los grupos 1, 3, 4 y 5 (anteriores) estan innervados por neuronas de proyeccion de los
grupos de neuronas cenrales GNC-lateral, GNC medial, GNC dorsal y GNC anterior
que envian sus axones a traves del TACE hacia el PL y de ahi hacia la capa interna
(interna + medial) del labio y del anillo basal.

8) No existen diferencias entre las especies 4. mexicana y C. ocreatus en las vias generales de

conexién de los LA con los CF.
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Figura 96. El LA representa un mapa olfativo de las diferentes familias
de odorantes, y este mapa olfativo esta representado a manera de un mapa
odotdpico en el labio de los CF (Modificado de Gronenberg, 1996b).

1.4. Discusion general

El sistema nervioso y sensorial de las hormigas parece estar bien adaptado a la vida social ya que
gran parte de su maquinaria neural ha sido liberada de los compromisos de la vida en solitario, es decir,
la busqueda de pareja, la construccion de nido, la evasion de depredadores, la oviposicion, el cuidado
de la cria, etc. Con la liberacion de tales tareas de la vida en solitario debido a la division del trabajo y a
la cooperacidn, el sistema nervioso de las hormigas fue sometido a las presiones de la vida en sociedad.
Ya que el éxito y sobrevivencia de cada hormiga depende de su capacidad de funcionar
coordinadamente en el superorganismo para lograr la reproduccion de la reina, es fundamental que su
susceptibilidad a responder a estimulos sociales esté bien desarrollada. Probablemente la evolucion del
sistema nervioso en insectos sociales haya conducido hacia la complejificacion y especializacion de los
centros cerebrales que participan en la comunicacion: 1) sistemas sensorioperceptuales que involucran
a los dérganos sensoriales periféricos y/o a las areas involucradas en el procesamiento de las sefiales
comunicativas (antenas y lébulos antenales), y 2) areas de asociacion y procesamiento de informacion
multimodal y de generacion, coordinacion y control de patrones motores y conductuales complejos
(cuerpos fungiformes). De hecho, se ha sugerido que la tendencia evolutiva general hacia la
complejidad social implica una tendencia hacia el mayor tamafio de los I6bulos antenales y los CF
(Jaffe & Perez, 1989; Cole, 1985; Gronenberg & Holldobler, 1999). Esto se debe principalmente a la
dependencia de la vida social de las hormigas en la comunicacidn quimica por lo que es posible que las
estructuras neurales implicadas en estos procesos sociales se hayan visto sujetas a fuertes presiones de
seleccion dentro de la sociedad. Ya que el olfato es la principal modalidad sensorial en las hormigas y
aquella en la que estd basada la organizacién social, las adaptaciones neurofisioldgicas podrian estar
basadas principalmente en especializaciones de las vias olfativas, por lo que es posible que algunas
partes de esta via estén mas o menos desarrolladas en diferentes castas y especies.
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L.5. Conclusion general

El &cido oleico parece ser una sefial de identificacion de los cadaveres distribuida entre las
hormigas. Quiza haya evolucionado por su relacion con la proliferacion de microorganismos durante la
descomposicion de las hormigas muertas, por lo que probablemente actuaron fuertes presiones
selectivas en favor de la deteccion de dichos productos de la descomposicion bacteriana.

De acuerdo con los resultados obtenidos en esta tesis, en la division del trabajo de la hormiga Atta
meciana 10s soldados parecen ser una de las castas mas especializadas ya que presentaron respuestas
EAG mayores al olor de alarma en comparacion con las respuestas a los otros olores. Por otra parte,
todas las obreras estudiadas presentaron respuestas similares a este olor, por lo que las diferencias
conductuales entre castas podrian deberse a diferencias en el procesamiento central de la informacion
sensorial, ya sea en los LA o en los CF (en la arquitectura neural o en niveles de hormonas o
neurotransmisores). Forrajeras y sepultureras no presentaron respuestas mayores a los olores
relacionados con sus respectivas tareas, por lo que las diferencias conductuales, asi como la
especializacién conductual de las sepultureras, también deben ocurrir en el SNC.

La organizacion de los LA, asi como las vias antenocerebrales han sido descritas en este trabajo. Los
resultados muestran que la organizacion del LA en las hormigas, e incluso en los himenopteros, es
conservada, por lo que esto podria tener un significado funcional en la generacion del codigo olfativo vy,
quizd, con la organizacion social. Ademas, es posible que en las castas de hormigas especializadas,
como A. mexicana, algunas estructuras y funciones nerviosas se encuentren hipertrofiadas, mientras
que otras atrofiadas, y que estas caracteristicas estén relacionadas con la especializacién conductual.

Los resultados de los estudios de las vias antenocerebrales, muestran una convergencia de las
sefiales olfativas, desde las antenas hasta los CF del protocerebro, las cuales estan segregadas de
manera que existe una representacion o mapa funcional de la informacion olfativa en cada relevo
neural. Este mapa odot6pico también podria estar relacionado con el procesamiento central del codigo
olfativo y respuestas apropiadas segun las mezclas de feromonas y olores y de acuerdo con el contexto,
asi como en la memoria y aprendizaje olfativos. La profundizacion en el conocimiento de la
arquitectura neural y funcion de este mapa, permitird la comprension del proceso de percepcion
olfativa.

Con las descripciones neuroanatdmicas presentadas en este trabajo, pueden disefiarse experimentos
conductuales, fisiologicos y morfoldgicos comparativos entre especies de hormigas y entre castas de
una misma especie, con la finalidad de comprender la neurobiologia del comportamiento guiado por el
olfato de las obreras individuales y su relacion con la division del trabajo y la eleccion de tareas.
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- APENDICE 1: Perspectivas neuroanatomicas. Dimorfismo sexual en la organizacion de los
I6bulos antenales de Camponotus ocreatus

En diversas especies de insectos existe dimorfismo sexual en el sistema olfativo, y esta
especializacion estd relacionada con el procesamiento de feromonas sexuales involucradas en la
deteccidon de las hembras por parte de los machos durante el apareamiento (Rospars, 1988 y de
Homberg et al., 1989). En las hormigas, el apareamiento o al menos la deteccion de la hembra,
generalmente ocurre en el aire. Los machos detectan a las hembras por medio de sefiales visuales y
quimicas, siendo estas Ultimas las mas importantes para el acoplamiento y la evitacion de la
hibridizacion (Holldobler & Wilson, 1990). En diversas especies se conocen estructuras en el LA,
Illamadas macroglomérulos, que estan especializadas en el procesamiento de sefiales feromonales
detectadas por NRO que responden Unicamente a feromonas sexuales (Rospars, 1988; Homberg et al.,
1989; Hanson & Anton, 2000). En este trabajo se realiz6 una comparacion de los LA entre sexos de la
hormiga C. ocreatus, y con la perspectiva de completar este estudio realizando la misma comparacion
entre los sexos de 4. mexicana, cuyos individuos sexuados sélo pueden colectarse cada afio durante el
vuelo nupcial de apareamiento.

- Hipotesis
H1: Se espera que exista dimorfismo sexual en la estructura del 16bulo antenal, con la presencia
de alguna estructura glomerular hipertrofiada en los machos como ocurre en otras especies en la
que estas estructuras estan relacionadas con el procesamiento de feromonas sexuales.

* Objetivos

1.- Realizar un estudio anatdémico comparativo entre los LA de reinas y machos de C. ocreatus.
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Apl. 1. Resultados: lobulos antenales de reinas de C. ocreatus

Las reinas usadas en los estudios neuroanatomicos fueron reinas virgenes (figuras Apl-1 — Apl-5).
La organizacion del LA y del CMMA de reinas es similar a la de las obreras. Las diferencias entre los
LA de reinas y obreras no son tan obvias como las que existen entre hembras y machos.

Figura Apl-1. LA izquierdo de reina C. ocreatus. La fotografia y el dibujo corresponden a una seccién muy posterior en
donde aparece el grupo glomerular 6. La parte mas fluorescente corresponde al a la parte del NA que se dirige
directamente hacia el CMMA, que en el dibujo se representa en el trazo en negro (notese la organizacién microglomerular
del CMMA).

Figura Ap1-2. En esta fotografia y dibujo, pueden apreciarse los grupos 1, 2, 3, 4 y parte del 5. Recuérdese, al comparar
estas imagenes con las de obreras, que las fotografias de los LA de las reinas corresponden al LA izquierdo. Para referencia
es necesario tomar en cuenta las indicaciones de medial (M) y lateral (L) que indican la posicién relativa de los grupos de
glomérulos con respecto a la orientacion del cerebro y el LA fotografiado.
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Sin embargo, también existen diferencias entre reinas y obreras. Las reinas presentan un glomérulo
agrandado en el grupo glomerular 5, el mismo grupo en el que los machos presentan macroglomerulos
(figuras Ap1-3 y Apl-4). Los grupos de neuronas centrales (GNC) son los mismos que en las obreras
asi como la organizacion general de los glomérulos en 6 grupos inervados por 6 tractos. Las reinas
presentan mas de 400 glomérulos.

i .Jp m

Figura Ap1-3. En esta figura se muestra el Gltimo grupo de glomérulos, el grupo 5, con su tracto T5. Este tracto, y el
medial, el tracto 3, como se explico ya antes para las obreras, se separan inmediatamente al entrar al LA. Obsérvese el
gran glomérulo en el grupo 5 (flecha).

Figura Apl-4. En esta figura se ve claramente el tracto 5 innervando al grupo 5, y al tracto 3 innervando al grupo 3. La
flecha indica el glomérulo agrandado.
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El patron de tincién fue marcadamente diferente entre las reinas y machos, lo cual podria indicar
diferencias en la arquitectura neural de los glomérulos, pero también podria ser un artefacto del
procedimiento (figura Apl1-5).

Figura Apl-5. Patron de tincion en los glomérulos del LA en C.
ocreatus. En A. mexicana el patron de tincién también es variable. El
namero de la derecha indica la seccién Optica.

Apl.2. Resultados: lobulos antenales de machos

Los LA de los machos son mas pequefios que los de las reinas y obreras. No obstante la
organizacion glomerular es la misma con 6 grupos de glomérulos con 6 tractos que los inervan. Los
grupos de neuronas centrales (GNC) son iguales que aquellos que presentan las obreras (figura Ap1-6).
Se encontro dimorfismo sexual en la estructura de los LA: ademés de los 235-240 glomérulos, los
machos presentan de 3-5 macroglomérulos en el grupo glomerular 5. Las secciones Opticas y sus
dibujos correspondientes muestran el LA izquierdo un macho de C. ocreatus (figuras Apl-7 — Ap1-10).

La distribucion de las NL es la misma que en las obreras y reinas: 5 grupos de somas en la periferia del
LA.

Apl.3. Resultados generales de los estudios de dimorfismo sexual en los LA
Existe dimorfismo sexual en los l6bulos antenales en las hormigas Camponotus ocreatus.

a) Los machos presentan menos glomeérulos que las obreras.

b) Los machos presentan de 3 a 5 macroglomérulos.

¢) Las hembras (reinas y obreras) no presentan macroglomérulos.

d) Las reinas tampoco presentan macroglomérulos, aunque presentan un glomérulo
agrandado en el mismo grupo glomerular en el que los machos presentan
macroglomérulos (grupo 5).
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Figura Apl-6. Secciones Opticas de microscopia confocal del LA de un macho de C. ocreatus. Se muestran los principales
grupos de neuronas centrales (GNC) del LA. Se indica, ademas, el eje de orientacion: d, dorsal; v, ventral; /, lateral; m, medial.

Apl.4. Discusion: dimorfismo sexual en los LA

Los macroglomérulos encontrados podrian estar implicados en el procesamiento olfativo de
feromonas sexuales importantes para la identificacion de la hembra durante el vuelo nupcial. Aunque
los machos presentan grandes ojos y grandes LO, es posible que la identificacion y localizacion de la
hembra dependa princpalmente de sefiales quimicas que podrian iniciar una serie de acontecimientos
conductuales que desembocarian en la cépula. EI nimero de glomeérulos en los machos es muy
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reducido en comparacion con las hembras, tal y como ocurre en las abejas (Arnold et al., 1985). Las
obreras de C. ocreatus presentan aproximadamente 145 glomérulos mas en el LA, lo cual indica la alta
especializacion de los machos en su funcion reproductiva ya que no participan en la realizacion de
tareas en el nido (Holldobler & Wilson, 1990). Sin embargo, la organizacién general de los glomérulos
es similar: en 6 grupos de glomérulos inervados cada uno por su propio tracto.

Figura Apl-7. LA izquierdo de un macho de C. ocreatus. La posicion relativa de los grupos de glomérulos se
mantiene constante en obreras, reinas y machos, pero la presencia de macroglomérulos marca la diferencia entre sexos.

En esta figura se observan los grupos 1, 2, 6y algunos glomérulos del grupo 4.

Figura Ap1-8. En esta figura se ve mas claramente el grupo 1 y su tracto T1; el grupo 4 y parte de su tracto T4.
También se observan algunos glomérulos del grupo 5y parte del tracto T5 y algunos glomérulos del grupo 3.
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Figura Ap1-9. En esta figura puede verse mas claramente el grupo 5 y parte de su tracto. Lo mas interesante de esta
figura y de la Ap1-10, es que se ven claramente, hacia el centro del LA izquierdo, los macroglomérulos (flecha)
relacionados con el dimorfismo sexual.

Jum

Figura Ap1-10. Se observa claramente el grupo 5 y su tracto innervando glomérulos individuales. Obsérvese el gran
macroglomérulo (flecha) que ocupa gran parte del centro del LA.

Como se esperaba a partir de estudios con otros insectos, en los machos de hormigas existen
estructuras glomerulares de gran tamafio comparables a los macroglomérulos de otras especies como
las abejas (Arnold, 1984). A partir de las secciones, pueden contarse entre 3-5 estructuras similares a
macroglomérulos. Aunque se esperaban estos resultados, no existen reportes acerca de la presencia de
macroglomérulos en hormigas.
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Figura Apl-11. Fotografia confocal y dibujo donde se muestran los macroglomérulos del LA de machos de C.
ocreatus. En la fotografia, la flecha negra indica el sitio donde se ubican los macroglomérulos, y la flecha blanca
indica los somas de las neuronas centrales, pueden, incluso, observarse los ndcleos neuronales del grupo neuronal
dorsal. N4, nervio antenal
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Ademas, se encontrd6 un glomérulo desproporcionadamente grande en el LA de las reinas.
Resultados similares han sido reportados en reinas de abejas (Arnold et al., 1988), en las cuales se
presenta una estructura macroglomerular. En este trabajo se encontrd un glomérulo mas conspicuo que
los otros enel LA de las reinas. Este macroglomérulo puede ser homélogo a aquellos de los machos ya
gue se encuentran en la misma posicion. Es posible que este macroglomérulo esté implicado en el
procesamiento de informacion sexual o en el procesamiento de otro tipo de sefiales olfativas de
importancia biologica como el olor de la colonia por ejemplo.
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- APENDICE 2: Necroforesis. Remocion de los caddveres
Ap2.1. Division del trabajo y la higiene dentro del nido

Aunque la construccion de nidos encerrados en cavidades contribuy6 a la expansion geografica de
los insectos sociales debido al control ambiental, también implicé la necesidad de incrementar las
conductas de limpieza como la remocién de los cadaveres con lo que se disminuye la probabilidad del
surgimiento de enfermedades (Trumbo & Robinson, 1997; Visscher, 1988). La transmisién de
enfermedades infecciosas (no transportadas por el viento) y parasitos depende del nimero de contactos
entre los individuos de una poblacion, y por lo tanto, de la densidad de esta (Begon, 1988). Las
sociedades de insectos al vivir en grupos densos y en constante interaccion, mantienen altas frecuencias
de encuentros interindividuales, por lo que aumenta la probabilidad de dispersién de las enfermedades.

Los interiores de los nidos de los insectos sociales, y principalmente las camaras de cria, son
mantenidos limpios, ya que el suelo de casi cualquier lugar estd infestado de una gran variedad de
microorganismos. Asi, la remocion de hormigas muertas y de otros materiales en descomposicion juega
un importante papel en la higiene de la colonia. EI comportamiento de remocion de cadaveres es
Illamado necroforesis y las obreras que lo realizan son conocidas como sepultureras (Hélldobler &
Wilson, 1990). Las hormigas Ata tienen varios basureros, una gran parte se encuentra bajo tierra en
forma de camaras y la otra parte se encuentra en el exterior, en los alrededores de las entradas al nido.
En estos basureros se encuentran desperdicios de la materia vegetal que ha servido como sustrato para
el crecimiento del hongo que cultivan, y cadaveres de hormigas (Weber, 1972).

Ap2.2. Necromonas

Aunque la identificacion de la muerte no es considerada como comunicacion, tiene caracteristicas
similares, particularmente respuestas estereotipadas disparadas por estimulos quimicos especificos. Las
hormigas reconocen a los los muertos a través de sefiales quimicas. Wilson et al. (1958) estudiaron la
naturaleza del estimulo liberador del comportamiento necroforético en Pogonomyrmex badius y
Solenopsisi saevissima. Ellos encontraron que de las sustancias que actian como sefiales quimicas para
la muerte son subproductos comunes de la descomposicién de los cadaveres de insectos. De estos, s6lo
los é&cidos grasos de cadena larga, principalmente el acido oleico, estan involucrados en el
desencadenamiento de la respuesta necroforética. Estudios realizados en otras especies de hormigas,
como Solenopsis invicta (Blum, 1970), Myrmecia vindex (Haskins, 1970; Haskins & Haskins, 1974), y
P. badius (Gordon, 1983, 1999), y en cucarachas (Rollo et al., 1994) han confirmado que el acido
oleico también actia como sefial de la muerte. Estas sustancias liberadoras de la necroforesis
comienzan a aparecer gradualmente tiempo después que las hormigas han muerto (Howard &
Tschinkel, 1976). Gordon (1983, 1999) demostrd, en P. badius, que la necroforesis depende del
contexto y del estado conductual de los individuos. Estas sustancias que identifican a los cadaveres han
sido llamadas necromonas (Rollo et al., 1994), y estdn ampliamente distribuidas y quiz& hayan sido
seleccionadas por su efectividad al evidenciar cadaveres en descomposicion con la ventaja de evitar la
proliferacion de microorganismos.
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- APENDICE 3: Electroantenogramas
Las técnicas electrofisioldgicas han sido muy utiles en el aislamiento, identificacién y elucidacion
de la funcion conductual y fisiologica de los semioquimicos asi como de la funcién de los sistemas de
quimiorrecepcion de los insectos. Entre los métodos electrofisioldgicos se encuentran:
1) El electroantenograma (EAG), empleado para el registro de las antenas completas de los
insectos.
2) Registro de células unitarias, técnica empleada para registrar la actividad de neuronas
receptoras individuales.
3) Técnica de registro para sensilas quimiorreceptoras olfatorias con electrodos de tungsteno.
4) Técnica de registro para sensilas quimiorreceptoras de contacto.

La técnica EAG fue desarrollada originalmente por Schneider (1957) para medir las respuestas
electrofisioldgicas de la antena de los machos de la polilla Bombyx mori a compuestos volatiles de la
feromona sexual de las hembras. EI EAG mide la respuesta de las células receptoras de la antena de los
insectos en respuesta a compuestos bioldgicamente activos. EI EAG es, como el electroolfatograma y el
electrorretinograma, un registro de la respuesta de muchas neuronas receptoras a la presentacion de un
estimulo oloroso, que proporciona informacion acerca del espectro cualitativo y de la relacion
intensidad de estimulo-respuesta de un gran nimero de unidades sensoriales (Yamada, 1970). ElI EAG
es un indicador util para el bioensayo de sustancias biolégicamente activas (Schneider, 1957), que mide
la respuesta de las células receptoras, en la antena de los insectos, a tales compuestos. Schneider (1957)
sugirio que el EAG es la suma de muchos potenciales receptores olfatorios registrados mas o menos
simultaneamente por un electrodo localizado en el epitelio sensorial. EI mismo interpretd el potencial
negativo de esas reacciones eléctricas de las dendritas en las células olfatorias como una
despolarizacion de la membrana receptora. En los registros EAG, una sola y gran despolarizacion se
observa después de la estimulacion. Las respuestas antenales tipicamente se encuentran entre 1-10 mV.
El potencial negativo, que inicia unos 100-300 ms después de la estimulacion, se ha interpretado como
una despolarizacion de la membrana receptora. La forma del EAG depende de los componentes
odoriferos de la corriente de aire y la amplitud de la concentracion o, si la concentracién es constante,
de la velocidad del movimiento de aire. Ademas, no sélo la amplitud de la respuesta, sino también la
frecuencia de los impulsos nerviosos generados incrementa con aumentos en las concentraciones del
estimulo quimico hasta que el nivel de saturacion es alcanzado (Roelofs, 1979, 1984).

Asi, la respuesta EAG es una integracion de potenciales de un gran nimero de quimiorreceptores.
Un modelo de los receptores olfatorios incluye una via de corriente transepitelial a través de las células
sensoriales y otra a través de las células auxiliares de alrededor. Un estimulo oloroso causa una
deflexion negativa del potencial transepitelial: el potencial receptor, el cual incrementa relativamente
rapido y declina mas lentamente después del final del estimulo (Roelofs, 1984). El potencial receptor
de cada unidad sensorial se dispersa electrotonicamente a través de las dendritas y el soma celular de
las neuronas sensoriales olfatorias y producen PAs en las fibras nerviosas.
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Pero no solo los potenciales receptores de las sensilas determinan la amplitud y forma del EAG.
Nagai (1983) propuso que el epitelio sensorial de una antena puede ser considerado como un centro
conductor, es decir, un cilindro de fluido conductor (la hemolinfa) rodeado por una capa de medio
conductor (la linfa del receptor) y separados unos de otros por una capa de alta resistencia eléctrica (la
capa de células epiteliales con uniones septadas). Ahora bien, los espacios de la linfa receptora de
sensilas vecinas se encuentran aislados de las demas, de manera que un gran potencial inducido a través
de una sensila tiene solo una pequefia influencia en el potencial de una sensila vecina. Asi, el potencial
inducido a lo largo del centro de hemolinfa de la antena podria ser inducido debido a que los
componentes celulares de la sensila se encuentran organizados de manera que las membranas
basolaterales estan dirigidas proximalmente y las cavidades de la linfa receptora dirigidas distalmente
(figura Ap3-1). De esta manera, cada sensila deberia ser un dipolo local el cual influencia el potencial
del centro de hemolinfa. No obstante, los potenciales de campo introducidos por la gran abundancia de
axones en la parte proximal (comparada con la parte distal) de la antena, podrian contribuir también al
gradiente de potencial en el centro de hemolinfa. El potencial del fluido subcuticular también es
alterado por los cambios en el potencial de la linfa del receptor, es decir, por los potenciales receptores
extracelulares de la sensila en la vecindad de los electrodos. La influencia de las sensilas lejanas
depende de la constante de espacio del epitelio. Por lo tanto, la forma y amplitud del EAG depende
tanto de los potenciales receptores de las sensilas como de otros parametros como la constante de
espacio del epitelio o la distribucién de las sensilas especializadas.

Jze 32
-

‘Rh ‘Rh Rh Rh Rh

Figura Ap3-1. Estructura epitelial de la antena. Z2, impedancia a través de una sensila (debida a la combinacion
R2-C2); R, resistencia entre el espacio de la linfa del receptor y el fluido subcuticular; R1, resistencia del fluido
subcuticular el cual, junto con la impedancia a través de las células no-sensilares en el epitelio (Ze) y la
resistencia del centro de hemolinfa de la antena, determinan la constante de espacio y de tiempo epitelial.
Tomado de Jan de Kramer & Hemberger, 1987.

El EAG registra una diferencia de potencial entre el electrodo de registro, ubicado en la parte distal
de la antena, y el de referencia. Nagai (citado en Roelofs, 1984) encontrd una relacion casi linear entre
la rdpida carga negativa inicial y la longitud de la antena; él sugirié que el potencial se suma so6lo en la
direccion proximal y es el resultado de una interaccion de la rapida carga negativa inicial debida a los
receptores sensoriales excitados y a los lentos potenciales electrotonicos en desarrollo que se dispersan
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a partir de las células estimuladas hacia unidades vecinas a través de capas de células epiteliales de alta
resistencia eléctrica. La dispersion electrotonica en la direccion proximal deberia incrementar la
amplitud total de la respuesta.

Son varios los parametros que pueden proporcionar informacion segln los objetivos de cada estudio,
pero, como en este trabajo, generalmente la amplitud maxima del EAG es el Gnico pardmetro de interés
(figura Ap3-2).

fin de estimulacion
recuperacion

A
v

duracion
del estimulo = | seg

tiempo para alcanzar
el pico maximo

amplitud

adaptacion
(estimulacion sostenida)

Figura Ap3-2. Ejemplo de un EAG registrado en una obrera Atta mexicana en respuesta a hexanol (1ug/ml). Se
indican los parametros que pueden ser medidos segun el interés del estudio. Estos pardmetros varian segun el
estimulo y la especie. Para este ejemplo la amplitud es de —1.927 mV.

Este maximo es alcanzado, si la estimulacion es rapida, en unos pocos milisegundos después de que
la nube del olor ha alcanzado la antena (Bjostad & Roelofs, 1980). Aunque el pico maximo de un EAG
dura apenas unos milisegundos, el regreso a la linea basal después de la estimulacion, es decir al estado
de “reposo”, es muy lento (Roelofs, 1984; Schneider, 1957). Por ejemplo, la respuesta EAG de muchos
lepidopteros alcanza el méximo en unos pocos milisegundos, pero el regreso a la linea basal puede
tomar un segundo o0 mas. Este regreso incluye componentes de frecuencia en el orden de 1 Hz (Bjostad
& Roelofs, 1980).

El EAG ha sido empleado por diversos autores en los insectos sociales. En abejas, por ejemplo,
estan los trabajos de Brockmann & Briickner (1998), Adler et al. (1971); Thiery et al. (1990); Visscher
(1995); Robinson (1987), y Masterman, et al. (2001). En estos dos ultimos trabajos, el de Robinson
(1987) y el de Mastermann et al. (2001), se realizaron pruebas EAG para determinar diferencias
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sensoriales periféricas entre diferentes castas. En hormigas, trabajos como los de Glancey & Dickens,
1988; Kern & Bestman (1993), y el de Sheridan et al. (1995), utilizaron la respuesta EAG para
determinar la respuesta sensorial periférica antenal a diferentes clases de estimulos olorosos como las
larvas, feromonas de rastro o compuestos de semillas. Payne (1975) realiz experimentos EAG para
determinar la sensibilidad de las castas de la hormiga Camponotus pensylvanicus a las feromonas de
los machos, mostrando que las reinas responden fuertemente a las feromonas de los machos, mientras
que las obreras responden menos fuerte y los propios machos escasamente. Esto fue interpretado como
la ausencia de receptores para esta feromona en las antenas de los machos. Ademas, estos autores
encontraron que las antenas de obreras mayor y de machos son 10 veces mas sensibles que las reinas.
Andryszak et al., realizaron experimentos de EAG en hormigas Atta texana, probando feromonas de
rastro y de alarma en machos, reinas y obreras. Estos autores encontraron que las obreras mayor
presentan la mayor sensibilidad y menores umbrales EAG a las feromonas de alarma, mientras que las
reinas mostraron ser mas sensibles a la feromona de rastro. Por su parte, Kleineidam, et al., 2005,
realizaron experimentos de EAG encontrando evidencia de que la sensibilidad a la feromona de rastro
es diferente en diferentes especies de Arta.
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- APENDICE 4: Abreviaciones empleadas

- AMPc: Adenosina monofosfato ciclico

- CF: Cuerpos fungiformes, cuerpos pedunculados
- CMMA: Centro motor y mecanosensorial antenal
- d. dorsal

- DAG: Diacil glicerol

- EAG: Electroantenograma

- EM: Espectrometria de masas

- GC: Cromatografia de gases, del inglés, gas chromatography
- GMPc: Guanina monofisfato ciclico

- GNC: Grupo de neuronas centrales del LA

- HJ: Hormona juvenil

- IPs: Inositol trifosfato

- L (/): Lateral (region lateral del cerebro)

- LA: Lébulo antenal o 16bulos antenales

- LO: Lébulos 6pticos

- M (m): Medial (region medial del cerebro)

- NA: nervio antenal

- NC: Neuronas centrifugas del LA

- NL: Neuronas locales del LA

- NP: Neuronas de proyeccion

- NRO: Neuronas receptoras olfativas

- OBP: Proteinas que unen odorantes; del inglés odour binding proteins
- PA: Potencial de accion

- PBP: Proteinas que unen feromonas, del inglés, pheromone binding proteins
- PL: Protocerebro lateral

- RRM: Rango receptivo molecular

- SNC: Sistema nervioso central

- SNP: Sistema nervioso periférico

- SNV: Sistema nervioso visceral

- TAC: tracto antenocerebral

- TACE: Tracto antenocerebral externo

- TACI: Tracto antenocerebral interno

- TACM: Tracto antenocerebral medial

- v: ventral
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- APENDICE 5: Publicaciones y congresos
ApS.1. Congresos

- Noviembre, 2005. Society for Neuroscience 35" Annual Meeting, Washington, D.C., EEUU, con
el trabajo en cartel: Lopez-Riquelme, G.O., Malo-Rivera, E.A., Cruz-Lépez, L. & M.L. Fanjul-
Moles. “Antennal olfactory responsivenness to task related odors of three castes of the leaf cutting
Atta mexicana”. Program No. 205.5.2005. Abstract Viewer/ltinerary planner. Washington, D.C.:
Society for Neuroscience.

- Octubre, 2005. Society for Neuroscience 34™ Annual Meeting, San Diego, Ca., EEUU, con el
trabajo en cartel: Lépez-Riquelme, G.O., Gronenberg, W. & M.L. Fanjul-Moles. “Organization of
the antennal lobes and their efferent conections to the muschroom bodies in the ants Camponotus
ocreatus and Atta mexicana”. Program No. 414.18.2006. Abstract Viewer/ltinerary planner.
Washington, D.C.: Society for Neuroscience.

- Febrero 18, 2005. Life Science Poster Sesion, Graduate Studies in Life Sciences, The University
of Arizona, Tucson, Az., EEUU, con el poster: “Mushroom Bodies in Hymenoptera — Centers of
Multisensory Convergence”. Autores: Gronenberg, W., Lopez-Riquelme, G.O. & B. Ehmer.

- Agosto 2004. 7" International Congress of Neuroethology, Nyborg, Dinamarca, con el trabajo en
cartel: Gronenberg, W., Lépez-Riquelme, G.O. & B. Ehmer. 2004. “Muschroom bodies in
Hymenoptera — Centers of multisensory convergence”.

- Agosto 2004. XLVII Congreso Nacional de Ciencias Fisiologicas, Boca del Rio, Veracruz,
México con el trabajo en cartel: “Diferente respuesta olfativa ante olores casta especificos en tres
castas de la hormiga Atta mexicana”. Autores: Lopez-Riquelme G.O., Fanjul-Moles, M.L. &
Malo, E.

- Septiembre 2002. XLV Congreso Nacional de Ciencias Fisiologicas Colima, México con el
trabajo en cartel: “Estructura de los l6bulos antenales y conexiones eferentes hacia los cuerpos
fungiformes en la hormiga Camponotus ocreatus”. Autores: Lopez-Riquelme, G.O., Gronenberg,
W. & M.L. Fanjul-Moles.

ApS.2. Publicaciones

- Lopez-Riquelme, G.O., Gronenberg, W. & M.L. Fanjul-Moles. 2008. Mushroom body odotopic
afferent representation of the glomerular antennal lobe organization in ants (Hymenoptera:
Formicidae). En elaboracion.

- Lodpez-Riquelme, G.O. & W. Gronenberg. 2008. Sexually dimorphic olfactory glomeruli in the
antennal lobe of the ant Camponotus ocreatus (Hymenoptera: Formicidae). En elaboracion.

- Lopez-Riquelme, G.O., Malo, E.A., Cruz-Ldpez, L. & M.L. Fanjul-Moles. 2006. Antennal
olfactory sensitivity in response to task related odours of three castes of the ant Atta mexicana
(Hymenoptera: Formicidae). Journal of Physiological Entomology, 31:353-360.

- Gronenberg, W. & G.O. Lo6pez-Riquelme. 2004. Multisensory convergence in the mushroom
bodies of ants and bees. Acta Biologica Hungarica, 55(1-4):31-37.
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Abstract

Olfaction is the mainly sensorial modality in ants because of their dependence on chemical signals for
communication, social organization and orientation. Here we describe the organization of antennal
lobes (AL), the first central region for processing olfactory information coming from antennae, as well
as the neuronal pathway to the mushroom bodies (MB), central neuropils involved in processing
multisensory information, that receive direct olfactory input in their calyx region. We found six clusters
of glomeruli innervated by six antennal tracts (T1-T6) originated from the antenal nerve when arrives
to the AL. This glomeruli clusters are grouped in two gross regions, anterior and posterior, each of
which is connected to the calyx by projection neurons (PN) that leave the AL either via inner
antenocerebral tract (IACT) or the outer antennocerebral tract (OACT). In addition, we found that soma
of central neurons in the AL are grouped in 5 clusters of central neurons (CNC): a) CNC anterior, b)
CNC dorsal, c) CNC medial, d) CNC lateral, and €¢) CNC medial posterior. We also found that
olfactory input is layered in the lip of the calyx of the MB: several lip layers can be discriminated that
correspond to six clusters of glomeruli and terminals from PN in the AL, perhaps corresponding to
different classes of odors. Anterior glomeruli clusters (1, 3, 4 and 5) innervated by PN from CNC
lateral and CNC medial posterior send their axons through IACT to the outer layers of the lip and from
there to de lateral protocerebrum (LP), while posterior glomeruli clusters (2 and 6) innervated by PN
from CNC lateral, CNC medial, CNC dorsal and CNC anterior send their axons through OACT to the
LP, and then to the inner layer of the lip. These results suggest that glomeruli clusters, probably
processing of different kinds of odors, are represented topographically in the MB lip region, probably
establishing some kind of coarse odotopy.
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Running title: Antennal lobe sexual dimorphisim in ants
Key Words: ants, olfaction, macroglomerulus, sexual dimorphism

In insects, olfactory information detected by antennae is processed in the antennal lobe (AL), the first-
order olfactory center in the brain which receives input directly from olfactory receptor neurons (ORN)
housed in sensilla on antennae. ORN project their axons through the antennal nerve (AN) to a single
spheroidal structure of neuropil called glomerulus in the ipsilateral AL (Rospars, 1988; Homberg et al.,
1989). When AN enters to the AL, ORN axons segregate forming different tracts that innervate
different glomeruli clusters (LOpez-Riquelme et al., 2004) generating a topographic map of the
peripheral receptor distribution and activity where odor quality is coded (Hanson & Anton, 2000;
Galizia & Menzel, 2001).

In some insect species that use sex pheromones for sexual attraction during mating behavior, have
been observed that exist sexual dimorphism in glomerular structure of antennal lobe: despite of
isomorphic glomeruli, the male of these species contain one or several enlarged glomeruli, which
receive input from olfactory receptor neurons on antennae that are pheromone-sensitive (Rospars,
1988; Homberg et al., 1989; Hanson & Anton, 2000).

Here we describe and compare the antennal lobe structure of males and queens of the ant
Camponotus ocreatus, by applying neurobiotin directly to the cut antennal nerve. Neurobiotin-stained
material was reacted with avidin (Vectorstain ABC kit) after fixation and processed according to
Lépez-Riquelme et al., 2004. Images of these preparations were taken with confocal lasser scanning
(Nikon PCM 2000) at 2 um optical section thickness.

Organization of AL of workers of C. ocreatus has been previously described (Lépez-Riquelme et
al., 2004). We found that organization of AL is similar in queens and males. Like workers, AL of
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gueens and males are organized into 6 glomeruli clusters, each innervated by their own tract (T1-T6)
and distributed into the next regions: 1) Posterior region (with tract T2 and T6 and the glomeruli cluster
2 and 6; 2) Anterior region, divided into: a) intermediate region, with tracts T1 an T4 and glomeruli
clusters 1 and 4, and b) anterior region, with tracts T3 and T5 as well as glomeruli clusters 3 and 5.
Also, as in workers, central neurons of AL are distributed in 5 groups: 1) medial-posterior; 2) lateral; 3)
medial; 4) dorsal, and 5) anterior.

In AL of queens we counted more than 380 while males have 244 + 5 (n = 3) In addition to ordinary
glomeruli, we found that females have one enlarged glomerulus in the cluster number 5, which is
situated in the anterior and ventral region, at the entrance of AN into the AL. In bees have been
described the presence of one MG, but in a different position (Arnold et al., 1988). C. ocreatus soldiers
lack of this enlarged glomerulus in such a position, although they present an enlarged glomerulus in the
same glomerular group, but in lateral position, at the periphery of AL (Lopez-Riquelme et al., 2004).
Males have lesser and smaller glomeruli than queens and workers. However, 3-5 sexually dimorphic
MG was found to be present at the anterior region of antennal lobe in the same glomeruli cluster
number 5 forming a big complex in the center of AL. These MG are formed by the merging of several
glomeruli. In addition, another MG, smaller than the central, was to be found situated at the medial
region of the antennal lobe, which is part of the glomeruli cluster number 3.

MG found in males could be involved in olfactory processing of pheromonal sexual signals from
queens, important in detection of females during nuptial flight. Although ant males have large eyes and
optic lobes (Gronenberg & Holldobler, 1999), detection and identification of females on air during
nuptial flight mainly depends on sexual pheromones that could initiate a series of behavioral acts that
culminate in mating and copulation (Holldobler & Wilson, 1990).

Glomeruli number in AL of males is reduced compared with queens and workers, which could
reflect the highly specialized function of males in reproduction: males do not participate in any task
inside of the nest (Holldobler & Wilson, 1990). The enlarged glomerulus in females is possible
involved in some olfactory signals of social and biological importance like colony odor, but its function
must to be studied in appropriate physiological and behavioral experiments.
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Abstract. The relationship between scent composition and antennal sensitivity in
different castes of Atfa mexicana is investigated under laboratory conditions.
Extracts of dead ants are analysed by gas chromatography-mass spectrometry to
identify the compounds presumably responsible for the specific undertaking behav-
iour. Oleic acid is identified as one compound that triggers undertaking behaviour.
To determine differences in odour reception between workers of different castes
(i.e. foragers, undertakers and soldiers), further antennal sensitivity to task-related
odours is tested using electroantennographic techniques. Soldiers are the most spe-
cialized caste because of their low response to all odours, except odourants related
to alarm pheromones. The behavioural specialization of soldiers and their reduced
behavioural repertoire are discussed.

Key words. Ants, caste specialization, division of labour, electroantennogram,

odourants, olfaction.

Introduction

Atta mexicana is a fungus-growing ant, widely distributed in
Mexico and, as with other fungus growers, its importance is
based on a habit of collecting fresh vegetable material on
which to grow the fungus. These ants cause serious damage
to crop plants, and are an important economic pest (Weber,
1972). The fungus-growing habit makes these ants a key spe-
cies to investigate division of labour and behavioural differ-
entiation because, phylogenetically, they have the most
advanced caste system and division of labour among ants
(Wilson, 1980). Fresh leaves and petals require a series of
special operations before they can be converted into sub-
strate. The ants incorporate them into the fungus garden after
cutting and chopping them into fine pieces, as well as chew-
ing and treating them with enzymes. Thus, the Affa caste sys-
tem is a specialization evolved to perform the successive
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operations for fresh vegetation processing. The Atta genus is
highly polymorphic and polyethic, and these traits are a mor-
phological adaptation to collect fresh vegetation as a fungal
substrate, but behavioural differentiation among middle size
organisms also occurs (Wilson, 1980; Holldobler & Wilson,
1990).

The major castes can be characterized broadly according
to their roles as garden-nurses, within-nest generalists, foragers-
excavators, and defenders or soldiers. Garden-nurses grow
fungus in the fungus garden and care for the brood; within-
nest generalists perform a variety of tasks, including degra-
dation of vegetation, refuse disposal, and transport of other
workers and the queen; foragers-excavators collect fresh
vegetation and excavate the nest; and, finally, defenders in-
clude the largest individuals specialized in the defense of the
nest when it is disturbed (Wilson, 1980). Because of this
caste specialization, and based on new insights about genetic
involvement of caste polymorphism in other fungus growers
(Hughes et al., 2003), it would be expected that, in spite of
individual behavioural plasticity, different individuals that
engage in particular specialized tasks differ not just in size
and/or age, but also in the function and/or structure of the
neural machinery that generates and controls behaviour.
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Workers of different size probably differ in their behavioural
repertoire because of caste-specific differences in sensory
perception and/or behavioural responses to task-related stim-
uli (Robinson, 1992). Workers, which take care of the brood
and the fungus, as well as those performing undertaking,
should respond to different odourant stimuli than soldiers who
perform colony defense and alarm each other of any danger.
Atta mexicana foragers, using flowers petals (especially rose
petals) to maintain the fungus should respond to floral odour-
ants, whereas odourant releasers, such as dead nest-mates and
alarm pheromones, should comprise the behavioural releasers
of the undertakers and defenders, respectively.

The chemical composition of alarm pheromones in
A. mexicana remains unknown. However, 4-methyl-3-
heptanone is a major alarm pheromone in many Atta species,
and the other components found in ants is 2-heptanone. Moser
et al. (1968) found that 4-methyl-3-heptanone and
2-heptanone at a ratio 4 : 1 are the principal components in
major workers of Atta texana. These ketones are also identified
at species-specific ratios in the alarm pheromones of six other
species of Atta, including Atta bisphaerica and Atta capiguara
(Blum ef al., 1968; Hughes et al., 2001). In this way, 4-methyl-
3-heptanone and 2-heptanone are extremely common alarm
compounds and are found in a number of other ant species
(Holldobler & Wilson, 1990). Hence, the present study aims to
correlate the olfactory sensitivity of three castes of A. mexicana
to three task-related odours: (i) foragers to rose essence;
(ii) undertakers to oleic acid; and (iii) soldiers to 2-heptanone.

Materials and methods
Ants

Atta mexicana mature colonies were collected from
Yecapixtla, Morelos State, Mexico in the dry season (May
2002) and kept in the laboratory in plastic containers (20 X
15 x 18 cm), interconnected by plastic tubes. Each labora-
tory nest had one or two fungus and nest chambers, one for-
aging chamber and one waste chamber where ants deposited
the debris and the ant corpses. A layer of plaster to preserve
nest moisture covered the bottom of each chamber. Nests
were maintained under an LD 12 : 12 h photoperiod, at 60—
70% relative humidity, at a temperature of 25 £ 2 °C. Fresh
leaves or substitutes (e.g. oat meal) were offered to the col-
ony in the foraging chamber.

Caste selection

Foragers, undertakers and soldiers of the laboratory colony
were selected for study. The morphological polymorphism of
A. mexicana results in ant soldiers larger than the rest of the
workers performing the majority of the previously mentioned
tasks. Thus, soldiers were selected by size criteria: workers
with a head width >3 mm (Wilson, 1980). To classify the
division of labour of ant workers, which arises due to task
specialization, behavioural criteria were employed (Howard

& Tschinkel, 1976; Holldobler & Wilson, 1990; Cahan &
Julian, 1999; Hart & Ratnieks, 2001) using a modified proto-
col based on that described by Julian & Cahan (1999). Briefly,
the opportunity for undertaking behaviour was created by
placing a dead nest-mate (frozen and thawed) within the fun-
gus chamber. The identity of all workers that encountered the
dead ant and/or performed undertaking was recorded for as
long as it took the dead ant to be removed completely from
the interior of the nest to the debris pile in the waste chamber.
These ants were captured and marked with colour codes using
nontoxic acrylic paint (Luella, Mega Grupo Industrial SA de
CV, Mexico, DF, Mexico) and reintroduced to the nest when
the paint was dry. Thus, for each marked individual, the
number of times it encountered a dead ant was recorded, as
well as how many times it picked up and removed a dead ant.
The total time of each removal was recorded, starting from
when a dead ant was placed in the chamber, until it was re-
moved completely from the colony. Trials were performed
three times a day over 10 days until 30 trials were completed.
For each marked ant, the number of occasions in which un-
dertaking behaviour was performed, and the duration of corpse
transport to the refuse pile was recorded. Based on the statisti-
cal criteria used by Julian & Cahan (1999), the marked work-
ers that performed the complete necrophoric behaviour at least
twice were designated as undertakers. Foragers were identi-
fied also by behavioural criteria: the fresh vegetation supply
was suspended for 2 weeks, and offered again within the for-
aging chamber. All workers that arrived to the vegetable ma-
terial without recruitment were captured and marked, and then
reintroduced into the colony. The protocol was repeated once
more 1 week later, and the marked workers that performed
foraging twice were considered as foragers. Soldiers were se-
lected only by size criteria: workers with head width >3 mm
(Wilson, 1980). Based on these selection criteria, 18 foragers,
five undertakers and nine soldiers were selected.

Odourants for electrophysiological experiments

On the basis of task-related odours, three commercially avail-
able odourants were chosen: (i) flower extract (roses) (Belmay
Flavours & Fragrances Ltd., U.K.), which is an odour related to
A. mexicana foraging behaviour; (ii) oleic acid (Sigma-Aldrich
Chem. Co., St Louis, Missouri), which is related to necrophoric
behaviour (see below); and (iii) 2-heptanone (Sigma-Aldrich
Chem. Co.), which is a compound closely related to many alarm
pheromones in other ant species (Holldobler & Wilson, 1990).
Serial dilutions were prepared from each odourant using paraf-
fin oil (1 : 1000, 1 : 250, 1 : 75 and 1 : 10); this resulted in con-
centrations of 1, 4, 13 and 100 g mL™!, respectively. The odour
related to necrophoric behaviour was determined by chemical
analysis of dead ants.

Extracts of A. mexicana corpses

The necrophoric behaviour releaser is not known for
A. mexicana, but reports for another species (Wilson et al.,
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1958; Howard & Tschinkel, 1976; Gordon, 1983; Rollo
et al., 1994) suggest that oleic acid, a fatty acid, is a possible
releaser of undertaking behaviour. To test this hypothesis in
the case of A. mexicana, three separate extracts of corpses
were analysed. Ten workers were frozen for 30-60 min, and
these dead ants were placed into closed vials at room tem-
perature for 5—10 h. After this time, the vials were filled with
4 mL of hexane and incubated at room temperature for 24 h
to complete extraction.

Chemical analysis

Analysis of the extract of dead ants was performed in a
Varian Star model 3400 CX GC (Palo Alto, California). A DB-
5 column (inner diameter 30 m x 0.25 mm) was temperature
programmed from 50 °C (held for 2 min) to 250 °C at 15 °C
min~!. At the end temperature (250 °C), the column was main-
tained for 10 min. The injection port temperature was main-
tained at 200 °C. The GC was coupled to a Varian Saturn 4D
mass spectrometer and integrated data system. lonization was
performed by electron impact at 70 eV at 230 °C, and mass
spectral identifications were confirmed, by comparison of re-
tention times and mass spectra with an oleic acid standard.

Behavioural experiments to test the extract and oleic acid

Bioassays were conducted with ant corpse extract as well
as with pure oleic acid. Square-shaped filter paper frag-
ments (5 mm? in area) were soaked either with 2 pL of the
extract of ant corpses or 1 wL of pure oleic acid. The sol-
vent (hexane) was allowed to evaporate for few seconds.
Filter paper squares with hexane were used as controls.
Each could be identified by a capital letter written on them
in pencil. After solvent evaporation, the filter paper frag-
ments were placed into the nest queen chamber at the same
time. The destination of each piece of paper during 1-h
period in which the corpse was removed to the refuse pile
was recorded in preliminary assays. The trial was consid-
ered to be positive when the paper was transported to the
refuse pile and negative when it was not. The position of
baited filter paper was rotated after each replication to
avoid positional bias. Bioassays using corpse extracts or
oleic acid with the respective control were replicated ten
times each (20 trials)

Electroantennograms

Antennal sensitivity of A. mexicana workers of three dif-
ferent castes was determined by conventional electroanten-
nographic (EAG) methods (Malo er al., 2004). Intact insects
provided long-lasting antennal preparations. The reference
glass capillary electrode was inserted into a small hole on the
occipital spine of the cephalic capsule; this immobilized and
provided support for the ant. The distal end of the intact an-
tennae was inserted into the recording glass capillary elec-
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trode. Capillaries were filled with insect saline solution
(Kern & Bestmann, 1993). Signals generated by antennae
were passed through a high-impedance amplifier (Syntech
NL 1200, the Netherlands) and displayed on a monitor using
Syntech software. To test odourants, 5 L aliquots of the di-
lutions of each compound (i.e. 1, 4, 13 and 100 pg mL™)
were deposited on 5 mm? filter paper squares. The final com-
pound loads on the stimulation cartridges were: 0.005, 0.02,
0.06 and 0.5 pg. Each filter paper square was placed in a
Pasteur pipette, which was then used as an odourant car-
tridge. For each insect tested, a new cartridge was prepared.
A current of humidified pure air (1.7 L min™") was directed
constantly onto the antennae through a glass tube 10 mm in
diameter. Each chemical compound was tested by blowing
pure air (0.5 L min! for 1 s), through the Pasteur pipette
(containing the chemical). The tip of this pipette was placed
into a hole located at the midpoint of the glass tube, which
was placed approximately 10 mm from the end of the tube.
In each experiment, the antennae were first given a control
stimulus, consisting of a pipette containing a filter paper with
paraffin oil alone. This was followed by stimulation with
each odourant (oleic acid, 2-heptanone and rose essence) in
an increasing order of concentration at 3-min intervals. Air
was drawn continuously by vacuum and vented outside of
the laboratory. Each ant was stimulated with all the dilutions
of the three chemical compounds.

Statistical analysis

All statistical analyses were performed with the compu-
ter package SPSS (SPSS Inc., Chigao, Illinois). When nec-
essary, electrophysiological data were transformed to meet
the assumptions of normality and homogeneity of vari-
ances. Bioassay results were analysed by the chi-square test
(Zar, 1999).

Electrophysiological data were also analysed. From the
EAG peaks, only the absolute values of the EAG amplitude
(mV) were used. First, the absolute EAG value obtained from
the control stimulation was subtracted, which represents the
mechanoreceptor responses to the additional air pressure in-
troduced into the main airstream. After subtracting this value,
the real chemosensory response to the tested stimulus was
obtained. Electoanntenogram data were subjected to a three-
way analysis of variance (ANOVA) (all factors were fixed)
assuming a factorial design with three factors (caste, odour
and dose) and different levels (caste = 3 levels; odour = 3
levels and doses = 4 levels) followed by a post-hoc Tukey
test for multiple comparisons. For each odour, dose-response
curves were constructed, and a regression model analysis
used to render a visual display. Additional statistical analysis
was undertaken by testing for statistically significant differ-
ences, between correlation coefficients, and a post-hoc Tukey
test was employed for multiple comparisons among correla-
tion coefficients. In this analysis, the correlation coefficient
(r) was transformed into a Fisher’s Z-value and then the chi-
square value was calculated. Whenever the chi-square test
revealed a difference, a ¢ in the Tukey test of multiple
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comparisons was obtained, which determines differences be-
tween correlation coefficients (Zar, 1999).

Results
Dead ant extract composition and behavioural bioassays

A typical gas chromatogram of the extract of dead ant is
shown in Figure 1. Atta mexicana corpses contained oleic
acid, and the gas chromatogram of the extract (Fig. 1b)
showed a peak eluting at 17.2 min, which coeluted with oleic
acid standard (Fig. 1a). The extract comprised mainly hydro-
carbons (peaks 1, 2, 3 and 4) and oleic acid (peak 5).

In the bioassays, all the filter paper strips with the extract
of corpse that were placed inside the nest were transported to
the refuse chamber, meaning that corpse extract is 100% ef-
fective in releasing necrophoric behaviour and significantly
different from controls (x> = 16.2, P < 0.001). Similar re-
sults were found for the filter paper strips immersed in oleic
acid. Although only seven trials were positive using oleic
acid as stimulus, significant differences were found com-
pared with controls (x> = 7.9; P < 0.005). Controls (filter
papers strips treated with hexane or clean filter paper strips)
were not transported outside the nest. These results demon-
strate that oleic acid released necrophoric behaviour in a
similar way to that of the corpse extract, suggesting that oleic
acid might be involved in the identification of dead nest-
mates in different ant species.

Electroantennograms

Typical EAG recordings from individual ants of each caste
in response to odourants at the highest load on the filter
paper (0.5 ng) are shown in Figure2(a). It appears that re-
sponses to each odourant differ between castes and by
odourant in the same caste. The amplitude of EAG responses
to odourants was, on average, higher in foragers than in other
castes. Interestingly, in both foragers and undertakers, the
three odourants used produced a logarithmic dose—response
relationship characteristic of high-resolution sensory systems
(Fig.3a). However, in soldiers, this logarithmic relationship

a 5

f

was observed only in response to 2-heptanone and to flower
essence but, in this case, a weak slope can be observed. By con-
trast, in soldiers, oleic acid did not produce this logarithmic
relationship. ANOVA revealed a statistically significant
effect of caste (F = 20.8; d.f. = 2; 348; P < 0.001), odour
(F = 48.1; d.f. = 2, 348; P < 0.001) and doses (F = 18.5;
d.f. = 3, 348; P < 0.001) and a nonsignificant caste X
odour, caste x dose, odour x dose and caste X odour X dose
interaction (P > 0.05). In the case of castes, a post-hoc
Tukey test showed that the EAG response of foragers (EAG
foragers: 0.3 4+ 0.01 mV) was similar to that of undertakers
(EAG undertakers: 0.25 £ 0.02 mV). However, EAG re-
sponses of soldiers (EAG soldiers: 0.17 = 0.01 mV) were
significantly different (P < 0.001) from the responses of for-
agers (EAG foragers: 0.3 &= 0.01 mV) and undertakers (EAG
undertakers: 0.25 4+ 0.02 mV) (Fig.2b, left). For odour, the
statistical post-hoc test (P < 0.001) showed that 2-heptanone
elicited the highest significant response (P < 0.001) in all
workers compared with flower essence and oleic acid
(Fig.2b). All three castes tested for 2-heptanone showed a
logarithmic dose—response relationship (Fig. 3a).

ANOVA analysis did not reveal a statistical interaction
effect of caste x odour x dose. Thus, an additional regression
analysis was performed comparing correlation coefficients
between castes by odour and between odourants for each
caste. Interestingly, soldiers showed a high logarithmic cor-
relation between the EAG amplitude elicited to 2-heptanone
and the dose (r = 0.78), but not between the EAG amplitude
response elicited to flower essence and dose (r = 0.28) or
oleic acid and dose (r = 0.03) (Fig.3b). Although foragers
and undertakers showed the highest correlation values be-
tween 2-heptanone dose and EAG amplitude (r = 0.64; r =
0.55, respectively), both castes showed higher values to oleic
acid (r = 0.27 and r = 0.33, respectively) than soldiers (r =
0.03). In the case of flower essence, only foragers showed
higher values (r = 0.42) than soldiers (r = 0.28) and under-
takers (r = 0.28). This, as well as the differences between
the average of the highest and lowest EAG amplitude values
found for the three castes studied, indicated that soldiers
showed the highest differential sensitivity to 2-heptanone
(Table 1).

Statistical analysis for correlation coefficient comparisons
did not detect any significant differences between castes for

b 2

Detector Response

Fig. 1. (a) Chromatogram of 100 ng pL™!
external standard, oleic acid. (b) Typical
gas chromatogram of the extract of dead
ant. Peaks 1, 2, 3 and 4 probably corre-

5 10 15 20
min

T spond to hydrocarbon compounds. Peak 5
25 was eluted at same time as the oleic stan-
dard, suggesting that it is oleic acid.
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lmVL w

Fig. 2. (a) Typical electroantennographic
(EAG) recordings from ants of each caste
in response to odourants used at 0.5 pg.
The first recording for each worker corre-
sponds to the EAG response to the control
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duration
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,_\/_,AW W oleic acid
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plotted by odours (n = 128 by each odou- 5 01
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no statistically significant difference. Further M

explanation is provided within the text.

each odourant (i.e. for 2-heptanone, oleic acid and flower es-
sence) (P > 0.05). This corroborates the results of the
ANOVA. Thus, the correlation coefficients between odour-
ants for each caste were compared. In undertakers, statistical
analysis did not reveal significant differences in correlation
coefficients between odourants (x> = 1.11; P > 0.05). In for-
agers, the 2-heptanone correlation coefficient was higher than
those for flower essence and oleic acid, showing a statisti-
cally significant difference (x> = 7.98, P < 0.02). Tukey’s
test revealed significant differences between 2-heptanone and
oleic acid correlation coefficients (¢ = 3.94), but not between
2-heptanone and flower essence (¢ = 2.56), and between
flower essence and oleic acid (¢ = 1.37). In soldiers, signifi-
cant differences were found between each odourant (x> =
8.7, P < 0.001). The post-hoc Tukey test showed differences
between 2-heptanone and oleic acid (¢ = 5.89), and between
2-heptanone and flower essence (¢ = 4.37), but not between
flower essence and oleic acid (¢ = 1.52) (Fig. 3b).

The EAG responses of foragers could be divided into two
groups according to the magnitude of the EAG amplitude re-
sponse to 2-heptanone: (i) foragers with low responses (FLR)
(0.84 £ 0.01 mV, n = 6) and (ii) foragers with high responses
(FHR) (0.93 £ 0.01, n = 12). Statistical analysis revealed an
effect of subgroup (F = 97.1; d.f. = 1, 64; P < 0.001) and
dose (F = 30.6; d.f. = 3, 64; P < 0.001), but no subgroup—
dose interaction (P > 0.05). In addition, the EAG response of
foragers to flower essence could also be divided into two
groups: (i) foragers with low responses (0.32 4+ 0.06 mV,
n = 6) and (ii) foragers with high responses (0.57 &= 0.04 mV,
n = 12). Statistical analysis revealed an effect of subgroup
(F = 35.7,df =1, 64; P < 0.001) and dose (F = 6.6;
d.f. = 3, 64; P < 0.001), but no subgroup—dose interaction
(P > 0.05).

© 2006 The Authors
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Discussion

The results of the present study demonstrate that A. mexicana
workers are able to recognize dead nest-mates, demonstrat-
ing an undertaking behaviour that indicates oleic acid acts as
a necrophoric releaser. This behaviour is one of the most
conspicuous and stereotyped patterns of social behaviour
(Holldobler & Wilson, 1990). Although there are different
reports on undertaking specialization, mainly in bees
(Trumbo & Robinson, 1997; Trumbo et al., 1997; Masterman
et al., 2001), and some in ants (Wilson et al., 1958; Howard &
Tschinkel, 1976; Gordon, 1983; Julian & Cahan, 1999), al-
most nothing is known about necrophoric releasers. Wilson
et al. (1958) found that the necrophoric behaviour releaser in
Pogonomyrmex badius is a fatty acid: oleic acid. In addition,
Gordon (1983) demonstrated that necrophoric behaviour re-
leased by oleic acid in P. badius depends on the context,
namely whether the stimulus is placed inside or outside of
the nest depending on what the task of the workers: mainte-
nance or feeding. Rollo et al. (1994) found oleic and linoleic
acids in the extracts of roach corpses. They demonstrated
that both compounds are repellent to live roaches. The
present study is the first to show that A. mexicana corpses
contain oleic acid, as reported in other ant species (Wilson
et al., 1958) and insects (Rollo ef al., 1994). Oleic acid may
represent a major compound in dead ants that acts as an indi-
cator of dead nest-mates, and is exploited by social insects as
a necrophoric releaser.

The lowest EAG responses of all workers to oleic acid
may be caused by the low volatility of oleic acid, an 18-
carbon fatty acid with one double bond. Although it has been
suggested that undertakers identify the corpses only by con-
tact chemoreception (Howard & Tschinkel, 1976), the results
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Fig. 3. (a) EAG amplitude as a function of odourant dose, plotted by odourant and caste (n = 18, N jorakers = 95 Morgiers — 9)- Bars repre-

foragers

sent the standard error. (b) Insets show linear regressions and correlation coefficients for each caste and odourant. Note the clear logarithmic
relationship between dose and electroantennographic amplitude of all castes in response to 2-heptanone (see text).

of the present study show, both in foragers and undertakers,
a low logarithmic relationship between the EAG amplitude
and oleic acid concentration introduced into the air main-
stream air current, which indicates antennal detection of oleic
acid molecules transported by air. Other studies (Sheridan
et al., 1996) find no differences between oleyl-based lipids as

introduced stimuli and controls in EAG experiments, but
have found a direct effect on the antennae. In behavioural
assays, workers first orientate their antennae to the corpse,
and then they approach it and finally make contact with it
(personal observation). The ants show similar behaviour to
filter paper pieces soaked in oleic acid or corpse extract.
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Table 1. Difference between mean electroantennographic response (mV)
to the lowest and highest concentrations for each caste and odour.

MeanEAG e~ MeanEAG, 5 e
Caste 2-Heptanone Oleic acid Flower essence
Foragers 0.517 0.122 0.241
Undertakers 0.397 0.11 0.099
Soldiers 0.425 0.009 0.095

Although the present study shows that ant antennae respond
to oleic acid molecules transported by air, other volatile
compounds that emanate from corpses, as well as contact
chemoreception, could also participate in the identification
of dead ants.

The chemical composition of alarm pheromones in
A. mexicana is unknown. In the present study, 2-heptanone was
used, a compound closely related to many alarm pheromones
in other ant species and in some bees (Holldobler & Wilson,
1990). Moser (1970) and Moser et al. (1968) demonstrated
that the alarm pheromone in A. fexana is 4-methyl-3-hep-
tanone; this species also produces 2-heptanone and responds
to it in the same way, but showing higher detection thresh-
olds. In the present study, all three castes tested for 2-hep-
tanone show a logarithmic dose-EAG amplitude relationship
typical of high-resolution sensory systems. This indicates
that A. mexicana has a higher ability to discriminate between
minimal changes in pheromone concentration than similar
changes in floral or oleic concentration. An EAG represents
the response of a large number of receptor neurones; thus, it
integrates the sensory input of many sensilla on the antenna
(Schneider, 1957). The similarity and the proximity between
the curves constructed for the three castes suggest similar pe-
ripheral detection mechanisms, but not necessarily a similar
central regulation of sensory processes. Recent reports dem-
onstrate differences in the antennal lobes related to sex in
A. mexicana (Lépez-Riquelme et al., 2004) and nonsexual
related differences in A. vollenweideri (Kleineidam et al.,
2005). Thus, although castes respond in similar ways at pe-
ripheral sensory level, the same signal could release different
behaviours, as reported for other insect species (Robinson,
1987). The pattern of dose-response curves of soldiers,
mainly those of oleic-acid, as well as the finding that they
showed significantly lower EAG responses than foragers and
undertakers both to floral and oleic odourants, may be due
either to their antenna physical property or to their lower
capacity to detect compounds unrelated to the tasks they per-
form, suggesting some specialization. The present results
suggest a similar dose-response relationship in the case oleic
acid and flower essence in soldiers. However, they always
show a higher dose-response relationship in the case of
2-heptanone.

ANOVA analysis reveals a caste effect between soldiers
and the two other castes, suggesting that soldiers are a spe-
cialized caste with a poor ability to detect odourants other
than those related to the task that they tend to perform. This
does not mean that soldiers cannot respond to different kinds
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of odourants, but only that soldiers would be less sensitive in
detecting odourants other than those related to their special-
ized task, with their reduced behavioural repertoire. In such a
case, soldiers could constitute both a specialized morphologi-
cal and physiological adaptation with limits in behavioural
and sensorial physiology, meaning that their peripheral sen-
sory system has less resolution in response to odourants un-
related to tasks that they tend to perform, as shown by the
apparent different functions of the dose-response curves.
The limited discrimination to odourants could be based on
the proportion of different kinds of sensilla available on the
antennae of soldiers, as proposed elsewhere for male and fe-
male workers in other species of ants (Renthal et al., 2003).

Although speculative, the EAG differential responses be-
tween foragers implies that they are subpopulation of forag-
ers who respond differently to diverse kinds of foraging
stimuli, suggesting a behavioural specialization, as reported
for other species of Atta (Hart & Ratnieks, 2001). Based on
the mean values of the EAG, it is tempting to classify
A. mexicana forager ants into different subgroups, but the
small sample size, as well as the lack of behavioural data and
social meaning of these different responses, does not support
this classification prior to being confirmed in additional
behavioural and EAG experiments.

An increasing number of studies indicate that individual
differences [physiological (Bloch et al., 2001), neurological
(Farbach et al., 2003) or genetic (Robinson & Page, 1989;
Page et al., 1998; Pankiw & Page, 1999; Hughes er al., 2003;
Whitfield ez al., 2003)] play a significant role in labour divi-
sion. Because social insects live in densely populated colo-
nies, they encounter many kinds of stimuli that elicit different
behaviours. The present study presents evidence that the pe-
ripheral olfactory sensory system in A. mexicana could be in-
volved in the division of labour, at least with respect to the
reduced ability of soldiers to detect recognition cues other
than those related to colony defense. It is probable that sol-
diers are not the only caste that shows sensory specialization.
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The mushroom bodies, central neuropils in the arthroped brain, are involved in leamning and memory and
in the control of complex behavior. In most insects, the mushroom bodies receive direct olfactory input
in their calyx region. In Hymenoptera, olfactory input is layered in the calyx. In ants, several layers can
be discriminated that correspond to different clusters of glomeruli in the antennal lobes, perhaps corre-
sponding to different classes of odors. Only in Hymenoptera, the mushroom body calyx also receives
direct visual input from the optic lobes, In bees, six calycal layers receive input from different classes of
visual intemeurons, probably representing different parts of the visual field and different visual proper-
ties. Taken together, the mushroom bodies receive distinct multisensory information in many segregated
input layers,

Kevwords: Neuroanatomy — leamning — memory — insects — multimodal information

INTRODUCTION

Social Hymenoptera (social bees, social wasps and all ants) are characterized by
division of labor and they feature remarkable behavioral performances. Extra-
ordinary learning and memory abilities have been demonstrated in honeybees [6, 15],
bumblebees [10] and ants [2, 17]. Behavioral abilities and plasticity are controlled by
the mushroom bodies, a pair of higher brain centers [4, 18] that are particularly large
in Hymenoptera.

Hymenopteran mushroom bodies are composed of many (ca. 170,000 in honey
bees) intrinsic neurons (Kenyon cells) whose dendrites form a cup-like input region
called the calyx. An axon extends from each dendritic tree through the peduncule to
branch in two lobes (the vertical and medial lobes; [19]). Calyces receive collateral
input from olfactory projection neurons originating from the antennal lobe on the
same side of the brain [13]. Only in Hymenoptera, the calyces also receive substan-
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tial input from the optic lobes on both sides of the brain [3, 7, 8, 16]. In honey bees,
ants and paper wasps, the calyx is concentrically subdivided into three compart-
ments: the lip receives input from the antennal lobes; the collar receives visual input;
the basal ring is divided into two layers [7, 13, 16], one receiving visual and the other
one antennal input [3]. The current study describes multimodal input to the calyx.

MATERIAL AND METHODS

Carpenter ant workers (Camponotus ocreatus) were collected locally and kept in the
laboratory. Honey bee foragers (Apis mellifera) were collected from flowers.
Animals’ head capsules were cut open and particular parts of the optic lobes or anten-
nal lobes were filled with Dextran-coupled fluorescent dyes (Texas Red and
Fluorescein, MW 3000, Molecular Probes) or with biocytin (Fig. 1b) to label senso-
ry afferents into the mushroom bodies. Glass capillary microelectrodes with broken
tips were used to inject tracers or to deposit tiny tracer crystals in the tissue. After
dye diffusion (4—12 hours), brains were aldehyde-fixed, embedded and sectioned
according to [3]; biocytin-stained material was reacted with avidin (Vectorstain ABC
kit) after fixation and processed according to [9]. Sections were viewed and pho-
tographed using brightfield (biocytin-labeled material) or epifluorescent microscopy
and the appropriate filters.

RESULTS
Antennal input to the calyx

In honey bees, antennal lobes comprise about 150 glomeruli arranged in four clusters
that are defined by the tributary of the antennal nerve and by their position in the
antennal lobe [5]. In carpenter ants (Camponotus ocreatus), we counted about 199
glomeruli distributed in five clusters: a large anterior cluster (cluster 1; Fig. 1d, f) and
four smaller clusters situated more posteriorly (Fig. le, f), each of which receives a
branch of the antennal nerve that enters the antennal lobe from the antenna.
Projection neurons connect the antennal lobe and the mushroom bodies’ calyx [13].
In ants and in honey bees, these projection neurons run in two major tracts: the lat-
eral antenno-cerebral tract (Fig. 1a, ) projects laterally with respect to the mushroom
body lobes. It gives off blebbed collaterals to the dorso-lateral protocerebrum, the so-
called lateral horn (Fig. 1a) before continuing to the calyces. Projection neurons of
the inner antenno-cerebral tract project medially with respect to the mushroom body
lobes, give off collaterals to the calyces, and have a recurrent branch that terminates
in the lateral horn (Fig. 1a).

When injecting tracer into many antennal lobe glomeruli simultaneously, the
entire lip region is stained, although not homogeneously, and appearing striated (Fig.
1b). The staining intensity of the different layers reflects the amount of dye taken up
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by individual glomeruli and projection neurons. In the lip of ants, 3-6 layers can be
discriminated in different preparations (Fig. 1b); in honey bees, at least three layers
are discernable (not shown).

Tracing in ants a small number of projection neurons originating from only one or
two clusters of glomeruli reveals that different layers in the lip region receive input
from different glomeruli clusters (Fig. 1f). In specimens where projection neurons
from the postero-median glomeruli cluster (cluster 4; Fig. 1e) were filled, the narrow
outer layer of the lip was stained exclusively (Fig. 1g, h). In contrast, projection neu-
rons originating from the postero-dorsal glomeruli cluster 2 (Fig. 1e) terminate in the
median layers of the lip (Fig. 1i, j). Projection neurons mainly originating from the
anterior-most glomeruli cluster (cluster 1; Fig. 1d) terminate in medium and inner lip
layers but not in the outermost one (Fig. 1¢). Taken together, glomeruli clusters 1-3
supply middle and inner lip layers via the lateral antenno-cerebral tract whereas the
outer lip layer is supplied by glomeruli clusters 4 and 5 via the inner antenno-cere-
bral tract (Fig. 1m). Our evidence is not sufficient to assign a single lip layer to each
of the five glomeruli clusters because we were not able to fill each cluster individu-
ally without tracer leakage into neighboring clusters. However, we suggest that
glomeruli clusters do indeed supply individual layers in the lip. Compared to bees,
the organization of the lip region appears to be more complex in ants.

Visual input to the calyx

Neurons originating from the lobula and medulla supply the calyx’ collar. In honey
bees, five outer layers of the collar (Fig. 1k) receive alternating input from neurons
originating from the dorsal or ventral medulla, respectively. Each layer in the collar
is supplied by a different class of medulla neuron that differ not only in their dorso-
ventral distribution but also in the length of their dendritic branches probing the
medulla [3]. Axons of these medulla neurons form the anterior superior optic tract
(asot) and the anterior inferior optic tract (aiot; [16]; Fig. 1k, m). The innermost layer
of the collar, marked by an asterix in Fig. 1k, is supplied by neurons originating from
the lobula and carried by the lobula tract (lot; Fig. 1m). These visual interneurons are
described in more detail in [3].

In all ants, the collar is smaller and the lip region is larger compared to honey bees,
corresponding to the much smaller optic lobes in ants. In carpenter ants, the collar
comprises only three layers (Fig. 1m): two receiving input from the medulla and one
receiving input from the lobula. The layers receiving input from the medulla are less
well separated compared to the layers in bees, hence segregation of input from the
dorsal vs. ventral medulla is gradual with considerable overlap. We did not find an
anterior inferior optic tract (aiot) in ants. Like the entire visual system, visual input
to the mushroom bodies is analogous yet reduced and less complex in ants compared
to honey bees.

The basal ring is characterized by coarser neuropile texture compared to the lip
and collar. In bees (Fig. In), it receives segregated input from the antennal lobes
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(inner half), the lobula (middle layer) and the medulla (outer layer). In ants the basal
ring is sometimes hard to discern. It also receives visual and antennal input, but it is
not clear whether input from the medulla and lobula are segregated.

DISCUSSION

The mushroom bodies are involved in integration of multimodal information, learn-
ing and memory, and motor control [reviewed in 11, 18]. In most insects, they receive
olfactory input from the antennal lobes. Direct visual input to the mushroom bodies
is only prominent in Hymenoptera, and it is likely that it corresponds to the visual
learning and orientation abilities of many bees, wasps and ants. Visual information is
kept segregated at the input level of the calyx (at least 6 different visual input chan-
nels in the bees’ collar). In the absence of physiological evidence and judging from
behavioral experiments [14] we suggest that different layers in the collar process dif-
ferent visual qualities, such as texture, color or movement.

Like the collar, the lip is subdivided and comprises at least three layers in bees and
probably more in ants. Together, the design and stratification pattern of the calyx
reflects a species’ behavior and sensory environment: bees and wasps fly and strong-
ly rely on vision; their optic lobes and their mushroom body collars are large and
comprise many different layers [the latter has only been demonstrated for honey bees
[3. 9] and bumblebees]. In contrast, ant workers do not fly and in most species rely
much less on vision than on olfaction and touch. Correspondingly, their optic lobes
and collar regions are small but their lip regions are large and more complex.

In no case do we know about the functional differences between neurons supply-
ing different calyx layers. Obviously, all visual input neurons respond to simple light
and some to movement stimuli, but more complex stimuli have not been tested [7].
Likewise, most antennal lobe projection neurons in bees respond to odors and many

—

Fig. 1. Antennal lobe input to the lip region in . ocreatus (a—j). a Two major tracts, the lateral (facr) and
the inner antenno-cerebral tract {iact) connect the antennal lobe af to the calyx’ fea) lip region. b
Antennal input to the lip is layered: ¢ injecting tracer in the anterior glomerular custer (cluster 1 in d)
only stains the inner part of the lip. Antennal lobe glomerular clusters /-3 shown in d (anterior section)
and e (posterior section). f Schematic showing glomerular clusters 1-3 connecting to the inner part of the
lip and clusters 4 and 5 to the outer layers. g Filling glomeruli cluster 4 results in labeling of the outer lip
layer (lip enlarged in h). i Filling glomeruli cluster 2 results in labeling of middle layers of the lip (lip
enlarged in j). k Terminals of visual interneurons in the honey bee’s collar co are labeled from the dor-
sal (grev terminals) and ventral medulla (white terminals). Arrows indicate cell bodies of some of the
medulla neurons; asterisk denotes part of collar that receives input from the lobula (not labeled); asor
anterior superior optic tract, 1 Lip and collar of a carpenter ant’s calyx; layers in collar labeled from the
medulla and lobula; m Schematic showing major tracts supplying the honey bee's calyx ca with input
from the optic lobes medulla me and lobula /o (aior anterior inferior optic tract, /or lobula tract) and from
the antennal lobe (facy, faer lateral and inner antennal cerebral tract, respectively;). m Different input lay-
ers in the calyx’ lip, collar and basal ring. b.r: basal ring; pe peduncle, m/ median lobe, cal calyx; scale
bars 50 pm
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also to mechanosensory stimuli or to sugar water [13], but general differences
between neurons originating from different glomeruli clusters are not know except
for sex-specific macroglomerular complexes which process pheromone information
(reviewed in [12]). It is not even known whether the clustering of glomeruli has any
functional significance; one study suggests that similar odors may be processed, but
that temporal aspects are different between different glomeruli clusters [1]. In analo-
gy to visual input segregation we suggest that antennal input to the lip may be seg-
regated according to broad odor classes that may have different biological meaning,
such as food odor, pheromones or aversive odors. In summary, we think that input to
the mushroom bodies is not only modality specific but is segregated into many dif-
ferent, behaviorally relevant channels of sub-modalities that may support the asso-
ciative function ascribed to the mushroom bodies, such as linking a particular color
or pattern with food odor. The basal ring receives collaterals from the same neurons
that supply the lip or collar, hence it does not process different kinds of sensory infor-
mation. However, the basal ring comprises a different set of Kenyon cells [19], which
are postsynaptic to the sensory input neurons. The basal ring might thus extract dif-
ferent information from the same input neurons (such as stimulus quality or ampli-
tude, temporal aspects or coincidence of input).

ACKNOWLEDGEMENTS

We thank James Averill for technical assistance. This work was supported by the National Science
Foundation (IBN-0083163).

REFERENCES

1. Abel, R., Rybak, J., Menzel, R. (2001) Structure and response patterns of olfactory interneurons in
the honeybee, Apis mellifera. J Comp. Neurol. 437, 363-383.

2, Collett, T. ., Collett, M., Wehner, R. (2001) The guidance of desert ants by extended landmarks.
J Exp. Biol. 204, 1635-1639,

3. Ehmer, B., Gronenberg, W. (2002) Segregation of visual input to the mushroom bodies in the honey
bee (Apis mellifera). J Comp. Neurol. 431, 362-373.

4. Erber, 1., Masuhr, T., Menzel, R. (198(0) Localization of short-term memory in the brain of the bee,
Apis mellifera. Physiol. Ent. 5, 343-358.

5. Flanagan, D., Mercer, A. R. (1989) An atlas and 3-D reconstruction of the antennal lobes in the work-
er honey bee Apis mellifera L. Hymenoptera: Apidae. Int. J. Insect Morphol. Embryol. 18, 145-159.

6. Frisch, von K. (1967) Dance language and orientation of honeybee. Harvard University Press,
Cambridge Mass.

7. Gronenberg, W. (1986) Physiological and anatomical properties of optical input-fibres to the mush-
room body in the bee brain. J. fesect Physiol. 32, 605-704.

B. Gronenberg, W. (1999) Modality-specific segregation of input to ant mushroom bodies. Brain,
Behav. Evol. 54, 85-95,

0, Gronenberg, W. (2001) Subdivisions of hymenopteran mushroom body calyces by their afferent sup-
ply. J Comp. Newrol. 436, 474-489.

10. Heinrich, B. (1979) Bumblebee economics. Harvard University Press, Cambridge,

El

Acta Biologica Hungarica 33, 2004



Mushroom body convergence 37

11.

12.

13.

14.

15.
16.

17.

18.

19.

Heisenberg, M. (1998) What do the mushroom bodies do for the insect brain? An introduction.
Learning and Memory 3, 1-10.

Hildebrand, J. G., Shepherd, G. {1997) Mechanism of olfactory discrimination: converging evidence
for common principles across phyla. Anmw. Rev. Newrosei. 20, 595-631.

Homberg, U. (1984) Processing of antennal information in extrinsic mushroom body neurons of the
bee brain, J Comp. Flvsiol A 154, 825-836.

Lehrer, M. (1998) Looking all around: Honeybees use different cues in different eve regions. J. Exp.
Biol. 201, 3275-3292.

Menzel, R., Erber, J. (1978) Learning and memory in bees. Sci. Am., 239, 102-110.

Mobbs, P. G. (1982) The brain of the honeybee Apis mellifera. I. The connections and spatial orga-
nization of the mushroom bodies. Phil. Trans. R Soc. Lond B 298, 309-354.

Rosengren, R. (1971) Route fidelity, visual memory and recruitment behaviour in foraging wood ants
of the genus Formica (Hymenoptera, Formicidae). Acta Zool. Fennica 133, 1-106.

Strausfeld, N. 1., Hansen, L., Li, Y., Gomez, R. 5., Ito, K. (1998) Evolution, discovery, and interpre-
tation of arthropod mushroom bodies. Learning and Memory 5, 11-37.

Strausfeld, N. J. (2002) Organization of the honey bee mushroom body: representation of the calyx
within the vertical and gamma lobes. J. Comp. Newrol. 450, 4-33.

Acta Biologica Hungarica 55, 2004



	Portada
	Índice General
	Resumen
	I. Introducción
	II. Especies Seleccionadas
	III. Planteamiento del Problema
	IV. Hipótesis
	V. Objetivos
	VI. Estrategia Metodológica
	VII. Resultados
	VIII. Discusión
	IX. Conclusiones
	Referencias
	Apéndices

