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RESUMEN

Durante la busqueda de alimentos los individuos necesitan resolver si explotar un
recurso dado o continuar buscando nuevos sitios de alimentacion, que posiblemente
sean mejores. Esta decision se basa principalmente en la recopilacion e integracion de
informacion del ambiente (como la disponibilidad y la rentabilidad de la fuente) e
informacion interna (como, por ejemplo, los requerimientos nutricionales del
individuo). En las especies sociales - caracterizadas por la division del trabajo, la
superposicion de las generaciones y el cuidado cooperativo de las crias - la toma de
decisiones individuales también esta influenciada por el nivel de organizacion social y
las necesidades nutricionales de la colonia, las cuales también pueden variar con el
tiempo y el desarrollo del nido. Mas aun, en avispas sociales la toma de decisiones de
alimentacion incluye un nivel mas de complejidad: las avispas son insectos silvestres
que se alimentan de una variedad de recursos muy diferentes y dinamicos, como la
carrofa, presas de insectos vivos y frutas maduras. Esta diversidad en tipo de recursos
a explotar afecta también las decisiones de alimentacion. Vespula germanica
(Hymenoptera: Vespidae) comunmente conocida como “chaqueta amarilla”, es una
avispa eusocial que ha invadido con éxito la Patagonia Argentina, en donde se la
considera plaga. En esta tesis estudié aspectos del comportamiento y la toma de
decisiones de forrajeo a nivel de colonia y a nivel individual de V. germanica, evaluando

la influencia de la edad, el papel dentro de la colonia y la experiencia previa en tres
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aspectos fundamentales: (1) la explotacion de dos fuentes de alimento disponibles
simultanea y no simultaneamente, (2) el umbral de rentabilidad de un recurso y (3) la

explotacion de fuentes con diferentes aportes nutricionales.

En primer lugar (Capitulo 2), estudié la estrategia de explotacion de la colonia frente a
dos fuentes disponibles. Para esto, primero evalué la preferencia, medida como
numero de visitas y tiempo de latencia, de dos fuentes proteicas ofrecidas
simultaneamente; y segundo evalué la influencia de la experiencia sobre ésta. Encontré
que no existe una preferencia marcada entre las dos fuentes, aun cuando una de ellas
era conocida previamente, sugiriendo que V. germanica, a diferencia de otros insectos
sociales, posee mecanismos que le permiten descubrir y explotar una o mas fuentes

simultaneamente, independientemente de momento de aparicion de estas.

El segundo aspecto que evalué fue la existencia de un umbral de rentabilidad de
recursos proteicos y azucarados, y como éste es influenciando por la edad y la
experiencia previa del individuo (Capitulo 3). Para esto, estimulé antenas y palpos con
distintas soluciones (azucaradas y proteicas) y registré la aceptacion de estas. Observé
que, tanto para soluciones proteicas como soluciones azucaradas, existe un umbral de
rentabilidad, por debajo del cual las avispas no ingieren el recurso, y que este umbral
es similar entre obreras, independientemente de la edad y de la experiencia previa del

individuo.

A lo largo del Capitulo 4, estudié como los requerimientos nutricionales individuales
y de la colonia modifican el comportamiento de forrajeo de la obrera segiin su edad y

su papel dentro del nido. Para esto, expuse a un contraste entre recursos azucarados
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y proteicos (esto es, entrenamiento con un tipo de recurso y prueba con el otro) a
avispas aisladas de la colonia (recién emergidas, de edad conocida y forrajeras) y a
avispas forrajeras en condiciones naturales. Observé que los tres grupos de obreras
que no tenian contacto con la colonia ingerian hidratos de carbono
independientemente de la experiencia previa. Mientras que forrajeras en contacto con
la colonia priorizaron el consumo de recursos proteicos. Por lo tanto, los
requerimientos nutricionales de la colonia influyen fuertemente en las decisiones de

forrajeo y no asi la edad y el rol de cada obrera en la colonia.

Para finalizar, en el Capitulo 5, concluyo que V. germanica posee mecanismos de
explotacion de alimentos altamente flexibles que actiian en dos niveles distintos. Por
un lado, a nivel de colonia, donde observé la existencia de obreras con una fuerte
tendencia a buscar nuevos sitios de recolecciéon y otras que mantienen una fuerte
fidelidad a la fuente. Por el otro, a nivel individual, observé obreras que poseen
umbrales de respuesta flexible que varian segun las demandas de la colonia. Considero
que esta informacién abre un campo prometedor para la investigacion sobre el
aprendizaje y la toma de decisiones a nivel conductual. A su vez, estos conocimientos
son fundamentales para perfeccionar las estrategias de control, basadas en la captura
de obreras y/o en la incorporacion de toxicos a los nidos a través del proceso de

recoleccion de alimentos (estrategia de control mas utilizada en la actualidad).

Palabras clave: toma de decisiones, avispa generalista, insecto invasor, control de

plagas, insectos sociales
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Abstract

During food searching, individuals need to decide whether to exploit a given resource
or to continue looking for new, potentially better resources. This decision is mainly
based on the integration of information from the environment (such as the availability
and profitability of the source) and of the individual (such as the nutritional
requirements). Moreover, the decision making process in social species - those that are
characterized by division of labor, overlapping generations, and the cooperative care
of offspring - is also influenced by the level of group organization and the nutritional
necessities of the colony, which can also vary with time and the nest development.
Moreover, the study of feeding decisions in truly social wasps is even more complex:
scavenger wasps feed on very different resources such as live insects, carrion, and ripe
fruits. Thus, wasp feeding decisions are also affected by the type of resource
encountered. Vespula germanica (Hymenoptera: Vespidae) commonly known as
“yellow jacket wasps”, is an eusocial wasp that has successfully invaded the Patagonia
(Argentina), where it may be regarded as a common pest. In this dissertation, I report
my studies on several behavioral aspects and foraging decision made by V. germanica,
assessing the influence of age, their role in the colony and experience, focusing on
three fundamental aspects: (1) the exploitation of two simultaneous food sources, (2)
the resource’s profitability threshold, and (3) the exploitation of food sources with

different nutritional contributions.
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First (Chapter 2), I studied the exploitation strategy of colonies against two available
food sources. In order to do this, I evaluated worker preference, measured as the
number of visits and latency time, towards two protein sources, which were offered
simultaneously, considering also wasp past experience. I found that there is no
noticeable preference between both food sources, even when one of them was
previously known by the foragers, suggesting that V. germanica, unlike other social
insects, displays behaviors that allow them to discover and exploit one or more sources

simultaneously, regardless of when these became available.

The second aspect I evaluated (Chapter 3) was the existence of a profitability threshold
of protein and sugary resources, and how this threshold is influenced by age and the
individual experience. For this, I stimulated antennae and palps of tethered workers,
with different solutions (protein and sugar-rich solutions), and I tallied acceptance
response. I noted that, for both protein and sugary solutions, there is a profitability
threshold, below which wasps do not consume the resource, and that this threshold is

similar among the workers, independently of age and experience.

Throughout Chapter 4, I studied how both the individual and the colony’s nutritional
requirements modify worker foraging behavior, according to age and role within the
nest. In order to do this, I presented workers with a contrast between sugary and
protein resources (that is, a training with one type of resource and a testing against
the other) to isolated wasps (foragers, freshly emerged, and of a given, known age) and
to foraging wasps in natural conditions. I noted that the three groups of workers that
did not have prior contact with other colony members, ingested carbohydrates,
independently of their experience, whereas the foragers that had contact with the
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colony, prioritized the consumption of protein resources. Therefore, I show that the
nutritional requirements of a colony strongly influence the foraging decisions, but not

the age and the role of each worker in the colony.

Finally, in Chapter 5, I conclude that V. germanica displays a flexible behavior during
food resource foraging, affected by level of organization. On the one hand, at the
colony level, I observed that some workers show a spontaneous impulse to search for
new feeding sites, but others maintain a strong fidelity to a given resource. On the
other hand, at an individual level, I note that workers possess flexible response
thresholds, that vary according to colony demands. I believe that this information
opens a promising field for research on learning and decision making at a behavioral
level. In turn, this knowledge is fundamental to understand and improve current

control strategies.

Key words: decision making, generalist wasps, invasive insects, pest management, social

insects
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CAPITULO

Introduccion general

1.1. Decisiones de forrajeo

La adquisicion de recursos por los seres vivos, es un factor importante que determina
su aptitud reproductiva individual y supervivencia (Pyke et al. 1977). El éxito de un
animal heterotrofo durante el forrajeo esta determinado por tres factores: (1) la
estrategia de busqueda (es decir, donde buscar los recursos), (2) su capacidad cognitiva
(es decir, como reconocer rapidamente los tipos y calidad del recurso), y (3) la toma de
decisiones (es decir, si explotar el recurso encontrado o continuar explorando; Zhang

y Hui 2014).

Para los individuos que forrajean existe un compromiso (“trade off”) entre la
explotacion y exploracion de las fuentes de alimento (Begon et al. 2006). La
distribucion irregular del alimento en el ambiente provoca una obtencion de energia
en “pulsos” y, por consiguiente, una ingesta nula para el forrajero que viaja entre
fuentes. Por lo tanto, cuando un animal forrajea confronta la siguiente situacion: si
deja la fuente inmediatamente después de encontrarla, pasara la mayor parte del
tiempo explorando el ambiente, y si por el contrario solo permanece explotando la

primera fuente encontrada, pasara largos periodos en parches agotados o
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empobrecidos (Begon et al. 2006). Para decidir si explotar o no -de manera de disminuir
al maximo la compensacion explotacion-exploracion- los individuos deben valorar e
integrar varios aspectos. En primer lugar, deben recopilar informacion acerca del
ambiente que los rodea y la disponibilidad de fuentes; en segundo lugar, una vez
identificada la fuente, deben evaluar la rentabilidad de esta en términos absolutos; y
por ultimo, deben relativizar este valor teniendo en cuenta otros aspectos como, por
ejemplo, el aporte nutricional y los requerimientos fisiologicos de determinados
nutrientes (que a su vez, estan influenciados por aspectos del individuo como la edad
o la saciedad; Corley 1999; Figura 1). En esta seccion presento una revision de los tres

factores que modulan la toma de decisiones de explotacién-exploracion.

Valor absoluto:
Rentabilidad de la

. fuente .
Recopilacion de Valor relativo:
informacién del Aporte

ambiente nutricional

EXPLOTACION || EXPLORACION

/N [ ]

Ne=/

Figura 1. Principales aspectos que integra y valora un individuo forrajero en el

momento de tomar la decision de explotar una fuente o continuar explorando otras.

1.1.1. Recopilacion, integracion y procesamiento de informacion ambiental

en la toma de decisiones

Para decidir con eficacia donde forrajear por alimento, los animales necesitan
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informacion sobre las diversas alternativas (Dall et al. 2005). Informacion es cualquier
elemento o factor que reduzca la incertidumbre y, a menos que las condiciones sean
estables, los animales deben intentar recopilar nueva informacién constantemente
(Dall et al. 2005). Hay dos formas en las cuales un animal puede adquirir informacion:
(1) interactuando directamente con el medio ambiente a través de prueba y error
(informacion personal) o (2) monitoreando las interacciones de los demas con el
entorno (informacion social) (Danchin et al. 2004). A su vez la informacion social
puede estar basada en claves emitidas inadvertidamente por los individuos que se
encuentran realizando la actividad (por ejemplo, mejora local o “local enhancement”)
0 puede estar basada en seriales o rasgos seleccionados especificamente para
transmitirla. Esta ultima via de adquisicion de informacion se denomina
comunicacion, y en ella tanto el emisor como el receptor participan activamente

(Danchin et al. 2004).

Las ventajas de la adquisicion constante de informacion personal han sido estudiadas.
Por ejemplo, se han realizado estudios con palomas domésticas expuestas a la eleccion
entre dos fuentes de alimento (una con escasa cantidad de presas ofrecidas de forma
constantes; y otra fluctuante entre alta y baja cantidad de presas) y se observo que las
palomas muestrean constantemente ambas fuentes para rastrear los cambios, aun
cuando estas tienen el mismo valor (por ejemplo, escasa cantidad de presas;
Shettleworth 1988). Sin embargo, si bien en un contexto de forrajeo la adquisicion de
informacion nueva lleva al descubrimiento de nuevas fuentes, posiblemente mas
rentables, también tiene desventajas: para recopilar informacion nueva los animales
deben redirigir recursos como energia y tiempo, a expensas de las demandas biologicas

basicas, como crecimiento y reproduccion (Griter y Leadbeater 2014).

Existen mecanismos para mitigar las desventajas de la adquisicion constante de nueva
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informacion. La informacion ambiental (ya sea personal o social) se presenta en
estimulos de diferentes modalidades sensoriales (esto es, olfativa, gustativa, tactil,
visual, auditiva) que son integradas y procesadas por los animales. El aprendizaje es
la adquisicion de nueva informacion del ambiente (por ejemplo, configuraciones
espaciales; informacién sensorial como caracteristicas visuales, auditivas u olfativas;
asociaciones entre estimulos percibidos y contexto); y se denomina aprendizaje social
cuando la informacion adquirida viene de la observacion de, o la interaccion con otros
individuos (Menzel 1993, Heyes 1994, Giurfa 2007, Dukas 2008). Por lo tanto, el
aprendizaje social es aquel aprendizaje individual que tiene lugar en un contexto
social. La nueva informacién adquirida debe codificarse y almacenarse en forma de
memoria, de manera tal de poder ser recuperada y expresada posteriormente a través
de respuestas comportamentales determinadas (McGaugh y Roozendaal 2008). Asi, a
través del aprendizaje provocado por las experiencias previas, los animales pueden
generar una representacion interna del medio ambiente (memoria) que les permite
extraer reglas y estructuras para anticiparse a los eventos relevantes del entorno y
reducir de este modo la incertidumbre, evitando gastar tiempo y energia en la
recopilacion constante de nueva informacion (Figura 2; Mackintosh 1994). Por ejemplo,
los parasitoides como Asobara tabida toman decisiones de oviposicion en base a la
informacion adquirida sobre la calidad del parche en visitas previas a los mismos, sin
tener en consideracion si en el tiempo transcurrido el parche sufrio alguna

modificacion que alter6 su valor (Thiel y Hoffmeister 2006).

En conclusion, si bien los animales requieren de la adquisicion de informacion sobre
las fuentes disponibles en el ambiente (ya sea de forma personal o social), este proceso
es “costoso”. Por ello, en determinadas situaciones, utilizan la informacién adquirida

de experiencias previas para tomar la decision de que fuente explotar.
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Aprendizaje
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Figura 2. Recopilacion y procesamiento de la informacion. Los individuos pueden
adquirir informacion ya sea interactuando con el ambiente (informacién personal)
u observando la interaccion de otros (informacién social). Una vez adquirida esa
informacion se genera un comportamiento que se procesa como un aprendizaje en
particular que puede ser consolidado como memoria, a la cual pueden acceder los

animales en futuros eventos de forrajeo.

1.1.2. Influencia de la rentabilidad de la fuente: aceptacion o rechazo

Una vez localizadas varias fuentes de alimento, los animales forrajeros deben decidir
cual explotar, dado que no todas ofrecen la misma recompensa. La rentabilidad de una
fuente esta determinada por la calidad del recurso, que a su vez depende de la variedad
de nutrientes que lo componen y la abundancia relativa de cada uno. De esta forma,
una gota de miel y una fruta tienen distinta calidad ya que la variedad y la abundancia
nutrientes es distinta. De igual forma, una gota de aztuicar concentrada y una diluida o
un trozo de carne fresco y uno en descomposicion tienen distinta calidad ya que la
abundancia relativa de los nutrientes es diferente. Varios estudios han demostrado la
influencia de la rentabilidad de la fuente en la explotacion de la misma, por ejemplo,
las larvas de coccinélidos (Coccinella septempunctata) pasan la mayor parte del tiempo

en las hojas con alta abundancia de pulgones, el ave archibebe comun (Tringa totanus)
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se agrupa en parches con mayor densidad de presay el parasitoide Delia radicum tiene
una dependencia directa del porcentaje de ataques al hospedador con su abundancia

(Goss-Custard 1970, Hassell y May 1974, Pacala & Hassell 1991).

Para detectar la calidad de un recurso, el mismo debe ser evaluado a través del gusto.
El sentido del gusto implica la capacidad de detectar moléculas quimicas en estado
liquido o solido; y su morfologia y fisiologia es muy variada entre los animales
(Chapman 2012). En general el contacto de un oOrgano sensorial con el alimento
desencadena una cascada de comportamientos que terminan en la ingestion o rechazo
de este en funcion de si el estimulo censado supera un determinado umbral (Chapman
2012). Por ejemplo, en la mosca Phormia sp., la estimulacion de los quimiorreceptores
del tarso con azucar suficientemente concentrada conduce a la extension de la trompa,
que pone en contacto a los quimiorreceptores con la comida que a su vez hacen que la

mosca extienda las labelas y comience la succion (Chapman 2012).

Sin embargo, se ha demostrado que el aumento en la calidad de la fuente en
determinadas ocasiones genera la disminucion del consumo por parte del individuo,
por ejemplo, una serie de experimentos con murciélagos nectarivoros demostraron
que estos prefieren siempre la mayor concentracion de néctar hasta un maximo de
concentracion, luego del cual la aceptacion comienza a disminuir (Roces y Nufez
1993). Este fenomeno también fue observado en mariposas, abejas, abejorros y
hormigas, quienes prefieren siempre la solucion de mayor concentracion hasta llegar
auna dada concentracion critica por encima de la cual la preferencia disminuye (Roubik
y Buchmann 1984, May 1985, Harder 1986, Josens et al. 1998). En general, la
disminucion en la ingestion se debe a un aumento en el gasto energético requerido
para su explotacion. Por lo tanto, existe un rango 6ptimo en la calidad de una fuente

que genera en el individuo forrajero la maxima motivacion recolectora; por fuera de
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este la ingesta disminuira gradualmente (rechazo).

Figura 3. Respuesta de ingestion
de animales forrajeros frente a la

ACEPTACION rentabilidad de la fuente. Recursos

. . de muy baja calidad no superan el
(maxima rentabilidad)

umbral de percepcion y por lo

ReChaZO ReChaZO tanto no son aceptados, mientras

que recursos mas ricos, requieren
de mas energia para su explotacion
que la energia que proporcionan.
Calidad de la fuente Entre estos dos extremos, se
encuentra un rango de calidad en
el cual la rentabilidad es maxima y

la fuente es aceptada.

1.1.3. Requerimientos nutricionales y relativizacion del valor de la fuente

La decision de que comer y en qué cantidades es de suma importancia en un animal
forrajero para mantener un estado nutricional equilibrado que maximice su aptitud
fisica. Estas estrategias nutricionales afectan profundamente la fisiologia, el
comportamiento y el desempefio de los individuos (Chapman 2012). La nutricion
implica una interaccion compleja entre el comportamiento de alimentacion de un
animal y la oferta del ambiente. Para crecer, mantener los tejidos, reproducirse y
obtener la energia necesaria para llevar a cabo diferentes funciones, los organismos
deben ingerir sustancias quimicas a través de los alimentos adecuados en cantidades

apropiadas y evitar excesos nocivos (Lihoreau et al. 2015).

Para alcanzar el estado nutricional 6ptimo los animales deben seleccionar alimentos e
ingerirlos en cantidades y proporciones apropiadas. Sin embargo, a medida que el

animal se alimenta, su estado nutricional cambia (Chapman 2012). Un animal debe
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evaluar constantemente la calidad del recurso, y en base a sus necesidades
nutricionales decidir si alcanzar su objetivo de ingesta comiendo un solo alimento
nutricionalmente equilibrado o mezclando dos o mas alimentos nutricionalmente
complementarios (Lihoreau et al. 2015). Mientras que, si existe una restriccion a un
alimento nutricionalmente desequilibrado, el animal debe alcanzar un compromiso
entre la ingesta excesiva de algunos componentes alimenticios y la ingestion
insuficiente de otros (Lihoreau et al. 2015). Por lo tanto, segun el estado interno del
animal y la nutricion de este, asi como la oferta del ambiente, cada fuente tomara un
valor relativo. Por ejemplo, Corley (1999) demostr6 que para las hembras parasitoides
de Venturia canescens, el valor de un dado parche de hospedadores es distinto si éste
es el unico parche disponible o si esta inmerso en una matriz de otros parches,
sugiriendo que estos animales resuelven la toma decisiones en funcion del valor

relativo del recurso encontrado.

En conclusion y segin lo expuesto anteriormente, existen diversos factores que
regulan el comportamiento alimentario de los animales forrajeros. Las sefales
recibidas por un individuo desde el medioambiente (factores externos como la
ubicacion yla calidad de una fuente) y las basadas en su estado fisioldgico o motivacion
recolectora (factores internos), que a su vez estan modulados por su experiencia y el
umbral de percepcion, determinan de manera conjunta su respuesta comportamental,

modelando la toma de decisiones durante la busqueda y recoleccion de alimento.

1.2. Forrajeo en insectos sociales

Los insectos constituyen unas de las clases mas abundantes del reino animal. Con

alrededor de 1.000.000 de especies descriptas (Chapman 2012), su gran diversidad en
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estrategias de adaptacion al medio ambiente pareciera ser la clave de su éxito. Dentro
de estas estrategias, se destaca en algunos casos una estructura social de cooperacion,
la eusocialidad, presente en termitas, hormigas (Formicidae), algunos tipos de abejas

(Apoidea) y avispas (Vespidae) (Figura 4).

Figura 4. C(Cladograma

que representa las
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_|: Avispas Tiphiid - Pompilid linajes que contienen
Pompilidae (Avispas araiia)
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— Formicidae* (Hormigas) ——-— <
Wﬂi':UﬁApoi dea® (Avispas spheciformesy abejas) —__ /’% eusociales, pero esto no
P ocurre en todas las
m especies de Vespidae vy
Apoidea. Adaptado de
Johnson et al. (2013).

La eusocialidad esta definida por tres caracteristicas: (1) cooperacion en el cuidado de
la cria, (2) superposicion temporal de al menos dos generaciones capaces de contribuir
en la labor social y (3) diferenciacion reproductiva de los miembros de la colonia en
castas fértiles (reinas y machos) y una casta estéril mucho mas abundante (obreras)
(Michener 1969; Wilson 1971). Estas ultimas se ocupan de las tareas de mantenimiento

del nido y atencion de las crias e individuos reproductores.

Dentro de la casta de las obreras puede existir una division de tareas adicional
denominada polietismo etario o temporal, de modo que cada edad esta caracterizada
por realizar cierto tipo de tareas (Figura 5). Generalmente, los individuos mas jovenes

son los encargados de la atencion y cuidado de las hembras reproductivas (reina o
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reinas), huevos y pupas; los de mediana edad cuidan a las larvas, y por ultimo los de
mayor edad son los encargados de las tareas en el exterior del nido como la recoleccion
de recursos y la guardia (Jaffé y Sanchez 1984, Busher et al. 1985, Holldobler y Wilson
1990, Cassil y Tshinkel 1999, Braendle et al. 2003). Sin embargo, la distribucion de
roles y tareas entre obreras tiene cierta flexibilidad y puede cambiar segin las
condiciones particulares de la colonia. Por ejemplo, se ha demostrado que colonias de
abejas y abejorros, en las que se han manipulado las reservas de nutrientes,
modificaron el nimero total de recolectores de cada tipo de recurso para equilibrar los
nutrientes en la colonia (Rotjan et al. 2002, Hendriksma et al. 2019). Contrariamente,
en otros insectos sociales como algunas avispas sociales el polietismo es menos

marcado.
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1.2.1.1. Recopilacion, integracion y procesamiento de informacion ambiental en

insectos sociales

En todos los insectos sociales la realizacion de tareas responde a los requerimientos
de la colonia como una unidad funcional, y su organizacion y coordinacion se basa en
las decisiones individuales junto con un eficiente sistema de comunicacion entre los
individuos (Seeley 1989, O "Donnell y Bulova 2007, Holldobler y Wilson 2008). Para
encontrar una fuente de alimento una obrera forrajera puede, al igual que cualquier
animal forrajero, (1) adquirir nueva informacion personal (buscando nuevos sitios de
forrajeo), (2) adquirir nueva informacion social disponible en la colonia u externa a ella
(siguiendo las sefiales producidas por otros forrajeros hacia nuevas fuentes de
alimentos descubiertas), o (3) recurrir a la informacion personal que ya ha obtenido,
ya sea individual o socialmente, a través de la experiencia previa (visitando las fuentes

de alimentos que ya conoce).

En una colonia, todos los individuos comparten los mismos intereses: el éxito y
supervivencia de la colonia. Por lo tanto, las sefnales sociales informativas
(comunicacion) deben ser sumamente confiables (los emisores también se benefician
al proporcionarla) lo que favorece la evolucion del aprendizaje social (Griiter 2014).
Las estrategias de comunicacion en insectos sociales han evolucionado repetidamente
hasta alcanzar los sofisticados sistemas descriptos a la fecha, que incluyen senales
tactiles (por ejemplo, contactos entre antenas), quimicas (como feromonas),
vibracionales y la combinacion de todas ellas para formar comportamientos complejos

como por ejemplo la danza de las abejas meliferas (Jarau y Hrncir 2009).

Recurrir a la informacion personal adquirida de la experiencia previa o a la informacion

brindada por companeras disminuye los tiempos y la energia invertida en la busqueda,
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dado que la ubicaciéon de la fuente rentable es conocida generando una explotacion del
recurso mas rapida y eficaz (Griiter 2014). Sin embargo, sin exploracion es probable
que no se descubran nuevas fuentes alimenticias que podrian ser mejores o
simplemente reemplazar a las existentes cuando se agoten. En consecuencia, a pesar
de los costos potenciales de tiempo, energia y riesgo de depredacion, la exploracion de
nuevas fuentes de alimentos podria incrementar el éxito individual y de las colonias
en un entorno cambiante (Griiter 2014). Por lo tanto, los costos y beneficios de
depender de la informacion personal, la informacion social y la exploracion son muy
variables y especificos del contexto, y ninguna de las tres opciones es sistematicamente

mas adaptativa.

1.2.1.2. Rentabilidad y requerimientos nutricionales: valoracion de la fuente de

alimento en insectos sociales

En insectos sociales la obtencion de alimento recae sobre las obreras forrajeras (un
grupo dentro de todos los individuos de la colonia). Cuando una obrera exploradora o
“scout”, encuentra una nueva fuente de alimento, recoge una parte del recurso y
regresa al nido. Una vez alli descarga el alimento, que sera distribuido entre diversos
miembros de la colonia y -en aquellas especies que realizan recoleccion en forma
grupal- comienza a motivar a otras forrajeras a través de diferentes vias de
comunicacion (quimica, vibratoria, tactil). Es asi como las forrajeras inactivas pueden
ser incentivadas a la explotacion de nuevas fuentes de alimento. Luego, en la medida
en que la fuente tenga una buena productividad, la obrera (ya sea la exploradora o la
reclutada) regresara a la fuente de alimento, realizando asi cada forrajera sucesivos

ciclos de recoleccion (Holdobler y Wilson 1990).

La eusocialidad, suma a los individuos forrajeros un desafio mas en el momento de la
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recoleccion de alimentos. Ademas de encontrar una fuente que sea de buena calidad y
que responda a sus requerimientos nutricionales, las forrajeras de una colonia deben
responder a las demandas de ésta. La division del trabajo, que conlleva a la asignacion
del forrajeo solo a un subconjunto de miembros, y la superposicion de generaciones
compuestas de individuos maduros e inmaduros con diferentes requerimientos de
nutrientes, adiciona el desafio de recolectar alimentos que satisfagan sus propios
requisitos nutricionales y, al mismo tiempo, las necesidades nutricionales de los otros
miembros de la colonia, incluida la reina, las larvas y las demas obreras (Holdobler y

Wilson 1990, Cassill y Tschinkel 1999).

En conclusion, en insectos sociales la decision de una obrera forrajera de recolectar un
alimento encontrado esta determinada por factores externos (por ejemplo, la oferta
del ambiente) e internos (por ejemplo, los requerimientos nutricionales), pero que
ocurren tanto a nivel individual como a nivel de colonia. A nivel individual, la condicion
fisiologica actual (por ejemplo, en abejas la tendencia a recolectar polen o néctar) y la
experiencia previa pueden provocar un comportamiento de busqueda determinado vy,
ademas, el atractivo del alimento encontrado puede verse afectado por la
disponibilidad y/o la abundancia relativa percibida (Stein et al. 1990, Hahn y Wheeler
2002, Kay 2004). A nivel de la colonia, es importante la retroalimentacion relacionada
con las demandas nutricionales de las larvas y reproductivos (especialmente de
proteinas), transmitida a través de una “cadena de demanda” creada por el intercambio
de alimentos entre los miembros de la colonia (Cassill et al. 1998, Cassill y Tschinkel
1999, Behmer 2009). Sumado a esto, la fuerza de las sefiales internas y externas que
dirigen las decisiones de alimentacion de las obreras forrajeras puede variar
temporalmente, lo que complica la tarea de explotacion, especialmente frente a

posibles deficiencias de recursos (por ejemplo, variacion estacional en la
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disponibilidad de recursos).

1.2.2. Las avispas eusociales

Aunque hay miles de especies de Véspidos, solo unas 800 especies son sociales o
subsociales. Este comportamiento ha evolucionado independientemente dos veces en
la familia Vespidae en tres subfamilias distintas: Stenograstrinae, Polistinae y Vespinae
(Figura 6; Hines et al. 2007). De las 800 especies sociales o subsociales, 23 pertenecen
al género Vespula (Vespidae: Vespinae; Archer 2012). Comparados con otros insectos
sociales (hormigas y abejas principalmente), las avispas son el grupo mas pobre en
términos de investigaciones y publicaciones cientificas relacionadas con el

comportamiento de alimentacion.

Las avispas sociales difieren de la mayoria de las especies de otros grupos de insectos
eusociales en varios aspectos que influyen el comportamiento de forrajeo. Sus nidos
estan construidos principalmente de materiales forrajeados, tipicamente algiin tipo de
fibra vegetal; la dieta es principalmente carnivora y obtienen practicamente todos sus
requerimientos proteicos de fuentes animales, aunque también requieren
carbohidratos; ademas, no almacenan alimento dentro del nido, por lo que deben salir
a forrajear cada dia; y por ultimo, los mecanismos de comunicaciéon que caracterizan
a la mayoria de los otros grupos de insectos sociales, son débiles o hasta incluso

inexistentes en algunos grupos (Jeanne y Taylor en Jarau y Hrncir 2009).
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Las colonias de avispas del género Vespula spp se caracterizan normalmente por un
ciclo de vida anual y la alternancia de fases solitarias y sociales, el cual implica la
produccion de nuevas reinas y machos cada otono. Las reinas abandonan el nido para
aparearse con uno o varios machos y luego buscan un sitio adecuado para hibernar.
En primavera, las reinas emergen para establecer nuevas colonias. Los nidos
normalmente son subterraneos, aunque pueden iniciarse y crecer también en otros
sitios poco convencionales (por ejemplo, cobertizos, cavidades en paredes, espacios en
techos o entretechos, colmenas, vegetacion densa, huecos de arboles y troncos en
descomposicion; Spradbery 1973). Una vez elegido el sitio de anidacion, la reina
fundadora comienza la construccion del nido con sus estantes (“combs”) y coloca un
huevo en cada celda (Akre et al. 1982). Aproximadamente un mes después emergen las
primeras obreras (Figura 7). Cuando estas comienzan a aprovisionar el nido, la reina
deja de buscar comida y se dedica a la oviposicion (Matsuura y Yamane 1990). A
medida que aumenta el nimero de obreras el nido se agranda, se agregan celdas a los

estantes y se rodea todo por una fina capa de celulosa. Cuando el nido es subterraneo,
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el suelo se extrae para agrandar la cavidad y acomodar el nido en expansion (Figura 8).
Asi las colonias crecen desde una sola reina en primavera a varios miles de obreras

durante el verano.

3

- - = ik A
)T @s@&
P

(d) ¢ ¢

Figura 7. Ciclo de vida tipico de las avispas del género Vespula spp. Luego del

invierno, la reina comienza la construccion del nido (a). Una vez fundada la colonia
la reina se encarga de todo hasta el nacimiento de las primeras obreras (b). Las
obreras contintan con la construccién del nido, su mantenimiento y su defensa,
asi como también con la provision de alimento a las larvas y la reina (c). Hacia
finales del verano, cuando la abundancia de obreras es maxima (d), la reina
comienza a producir los individuos reproductivos (zanganos y futuras reinas; e),
los cuales abandonan el nido en otono para reproducirse (f). Posteriormente, las
nuevas reinas fecundadas buscan algun lugar protegido para hibernar hasta la
primavera siguiente (g), mientras que las obreras y los zanganos mueren

gradualmente y el nido queda abandonado.
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1.3. Modelo de estudio: La avispa social Vespula germanica

(“chaqueta amarilla”)

Tres especies de avispas sociales conocidas como “chaqueta amarilla” se han
establecido fuera de su area de distribucion nativa, dos de ellas se han convertido en
plagas en Argentina: la avispa comun (Vespula vulgaris) y la avispa alemana (V.
germanica). Ambas especies pertenecen al orden Hymenoptera (familia Vespidae) y
son especies eusociales originarias de Europa, Asia y norte de Africa cuya distribucion
nativa abarca una gran variedad de ambientes eco-climaticos, desde el calido norte
africano hasta los bosques de la tundra (Lester y Beggs 2018). En el ultimo siglo, estas
avispas han invadido diferentes regiones templadas del mundo, mostrando una gran
plasticidad para su establecimiento (Figura 9). El primer reporte de la presencia de V.

germanica en Argentina es del afio 1980 mientras que el de V. vulgaris del 2010
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(Willink 1980, Masciocchi et al. 2010). Desde su arribo a la fecha, ambas especies se
han convertido en uno de los insectos mas abundantes en la region PatagoOnica

Argentina (Farji-Brener y Corley 1998, Beggs et al. 2011, Masciocchi y Corley 2013).

Dada su dieta generalista y el comportamiento depredador, estas avispas poseen un
gran impacto sobre diferentes actividades productivas rurales y urbanas. En cuanto a
la apicultura, es comun el ataque a Apis mellifera, afectando negativamente hasta un
10% de las colmenas (Clapperton et al. 1989, Masciocchi datos sin publicar). Ademas,
tanto la ganaderia como la actividad forestal se ven afectadas, generando en ocasiones
pérdidas econdmicas por disminucion en cantidad y calidad de la leche e interferencia
con operarios forestales (Yeruham et al. 2002, MacIntyre y Hellstrom 2015). Las
actividades al aire libre a su vez pueden verse afectadas durante los meses de alta
abundancia de avispas (febrero-marzo en Patagonia) y a finales del verano y principios
de otofio (marzo-abril), ya que el final del ciclo de vida de la colonia y la escasez de
alimento producen un incremento en la conducta agresiva generando aun mayores
problemas sanitarios ante posibles picaduras producidas cuando se sienten agredidas.
El veneno que inoculan al picar es de alta toxicidad y en los seres humanos puede
producir desde una leve hinchaz6n hasta un choque (“shock”) anafilactico. La presencia
de la especie en la Patagonia Argentina ha deteriorado la calidad de vida de los

habitantes de zonas rurales y urbanas (Sackmann y Corley 2007).

Las obreras de estas especies, como muchos otros insectos depredadores, poseen
mandibulas de corte grandes y poderosas para capturar, someter y procesar presas,
ojos grandes para detectar potenciales presas y la capacidad de volar (Sapradbery
1973). Ademas, poseen bandas amarillas y negras en el abdomen, patas amarillas que
se pliegan al volar, antenas color negro y casi no tiene pelos en sus patas y cuerpo

(Figura 10; Sapradbery 1973). El abdomen abultado posee en la parte final un aguijon
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que utilizan para defensa a través de una picadura por donde inoculan el veneno
(Figura 10.e). El aguijon no es utilizado para someter ni capturar presas y a diferencia
de las abejas, que tienen aguijon con rebarbas, poseen un aguijon liso el cual no
pierden al momento de picar. Es por eso por lo que una misma avispa puede atacar

varias veces a su victima. El aparato masticador, constituido por mandibulas de gran

poder triturador, le atribuye una mordedura poderosa (Sapradbery 1973).

Figura 9. Distribucion global de Vespula germanica, obtenida de registros
publicados. Los simbolos verdes representan el rango nativo y los rojos el rango

de invasion. Adaptado de Lester y Beggs (2018).

Figura 10. Chaqueta
amarilla Vespula
germanica. (a) Vista
lateral. (b) Vista
dorsolateral de la
avispa con
primordios de nido.
(c) Vista dorsal. (d)
Vista frontal. (e)
Vista lateral con

aguijon expuesto.
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Las colonias de la chaqueta amarilla, como las de los otros insectos sociales, presentan
diferentes castas: reinas, obreras y zanganos (machos). Generalmente hay una tnica
reina encargada de poner los huevos y regular las actividades de la colonia; muchas
obreras, responsables de la recoleccion del alimento y el mantenimiento del nido; y
algunos zanganos cuya funcion es meramente reproductiva y aparecen al final de la
temporada (Sapradbery 1973). En general, las colonias de chaqueta amarilla presentan
polietismo etario débil con transicion entre sub-castas poco marcada. Se pueden
identificar principalmente 4 grupos de obreras que realizan distintas tareas segun su
edad: (1) nodrizas (alimentacion y cuidado de las crias y la reina), (2) defensoras
(ataque frente a agresiones externas al nido), (3) forrajeras (busqueda de recursos en
el exterior del nido; esto es, pulpa, fluidos como agua o néctar, y carne) y (4) guardianas

(monitoreo de la entrada al nido) (Potter 1964, Edwards 1980).

Figura 11. Polietismo
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(1980).

Numero de dias despues de la emergencia

Luego del invierno, las reinas post-hibernantes comienzan la construccion del nido en
sitios secos y protegidos, y solamente durante este periodo es posible verlas en el
exterior. Las colonias son fundadas en primavera y la reina se encarga de todas las

tareas hasta el nacimiento de las primeras obreras. Las obreras contintlan con la
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construccion del nido, su mantenimiento y su defensa, asi como también con la
provision de alimento a las larvas y a la reina (Sapradbery 1973). Hacia el final del
verano, la reina comienza a producir los individuos reproductivos (zanganos y futuras
reinas), los cuales abandonan el nido para reproducirse. Posteriormente, las nuevas
reinas buscan algun lugar protegido para hibernar hasta la primavera siguiente,
mientras que las obreras y los zanganos mueren gradualmente y el nido queda
abandonado (Figura 12; Sapradbery 1973). Al comenzar el otofo, el nido presenta su
mayor desarrollo en tamafo y en numero de individuos (cada nido puede generar mas
de 250 nuevas reinas y hasta 10.000 obreras; Sapradbery 1973). Excepcionalmente, en
areas invadidas, las colonias pueden sobrevivir el invierno, alcanzando poblaciones
hasta 20 veces mayores (Harris 1996, Lester y Beggs 2018).

Pico de actividad en el nido, seguido nuevas reinas y zanganos
0 emergencia y apareamiento, luego la muerte de la antigua reina y los trabajadores

A
Alta
9 Emergencia de reinas,
) primeras cohortes de trabajadores .
e Nuevas reinas Baja
hibernando Abundancia
relativa de

Ene | Feb | Mar | Abr [ May [ Jun | Jul  Ago | Sep | Oct | Nov | Dic |avispas

Figura 12. Linea de tiempo con la dinamica poblacional de Vespula germanica en
el hemisferio Sur. El ciclo de vida esta compuesto principalmente por tres fases:
(1) el pico poblacional durante los meses de febrero y marzo, laliberacién de reinas
virgenes y zanganos entre marzo y abril, (2) la fecundacion e hibernacion de las
reinas y (3) la formacion del nido en primavera (septiembre). Figura adaptada de

Lester y Beggs (2018).
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1.3.1. Estrategias de busqueda y explotacion de alimentos en V. germanica

En la chaqueta amarilla, al igual que en otras avispas sociales, la determinacion del
tipo de recurso a forrajear y la frecuencia de los viajes estan determinados por las
demandas de la colonia (Jeanne y Taylor en Jarau y Hrncir 2009). Tanto la necesidad
de recursos para la construccion y reparacion del nido, las demandas de la cria y la
influencia de la reina; como las caracteristicas genéticas, fisiologicas y la edad del
individuo afectan la decision de la obrera forrajera para abandonar en nido en un vuelo
de forrajeo. Sin embargo, una vez que la avispa decide iniciar un viaje de recoleccion,
lo hace con un objetivo especifico: la obtencion de pulpa de madera, liquido (agua o

néctar) o proteina (Jeanne y Taylor en Jarau y Hrncir 2009).

Las obreras forrajeras de V. germanica utilizan una variedad de mecanismos para
localizar y elegir recursos. Por un lado, adquieren informaciéon personal utilizando
cualquier combinacion de sefiales que proporcione la mayor cantidad de informacion
(Jeanne y Taylor en Jarau y Hrncir 2009). En una primera etapa de busqueda, las
obreras se guian principalmente por sefales visuales, mientras que las sefales
olfativas son utilizadas posteriormente para el aterrizaje sobre un recurso dado
(Moreyra et al. 2006). Por otro lado, la adquisicion de informacioén social también
contribuye a la busqueda exitosa de recursos alimenticios; las forrajeras de V.
germanica se sienten atraidas por la presencia de conespecificos en las fuentes de
alimentos (mejora local; D’Adamo et al. 2003). Dentro del nido, la informacion es
obtenida a través de claves no intencionales como el olor de los recursos ingresados
y/0 a través de mecanismos de comunicacion, como las vibraciones gastrales ( “gastral

drumming”) y el reclutamiento (Lozada et al. 2016, Taylor y Jeanne 2018).

La decision de cada individuo esta influenciada por experiencias pasadas de busqueda
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y tienen la capacidad de aprender puntos de referencia a través de vuelos de
orientacion y de asociar rapidamente colores y olores con recompensas de alimentos
(Raveret-Richter 2000). Si bien V. germanica es una especie generalista, sobre la base
de sus habilidades cognitivas, las forrajeras regresan a los sitios de alimentacion donde
han tenido éxito y pueden alimentarse repetidamente del mismo recurso, actuando
como especialistas facultativos (es decir, que adaptan su estrategia a la explotacion de
un unico sitio mientras este sea rentable; Raveret-Richter, 2000). Esta fidelidad al sitio
de alimentacion puede persistir también después de que se agote la fuente de alimento
(Spradbery 1973). La frecuencia de retorno parece depender de sus recompensas
anteriores y la extincion de esta memoria esta relacionada con el numero de visitas
realizadas anteriormente (Free 1970, Lozada y D’Adamo 2006). Por otro lado, aunque
la evidencia empirica es débil, se ha informado que algunas forrajeras muestran
fidelidad al sitio, mientras que otras no son constantes a una ubicacion determinada,
en cambio parecen buscar en areas muy separadas (Akre et al. 1975). Una vez que han
descubierto la comida, las forrajeras pueden mostrar un comportamiento agresivo
(dirigido a los conespecificos o heteroespecificos) con el fin de monopolizar el recurso

(Spradbery 1973, Grangier y Lester 2011).

Tanto V. germanica como V. vulgaris son tipicamente generalistas. Estas especies se
caracterizan por habitos necr6fagos y carroiieros que las distinguen de otras especies
de Vespulay avispas sociales ya que tienen la capacidad de alimentarse practicamente
de cualquier invertebrado que puedan vencer, obtener carne de animales con los que
luchan, beber sangre de heridas de vertebrados, hurgar en carrofia y también
alimentarse de frutas y otras fuentes de carbohidratos como los exudados de afidos
(Greene 1991, Sackmann et al. 2000). Ademas, dados sus habitos antropicos también

consumen una amplia gama de alimentos procesados (Figura 13; Spradbery1973).
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La amplia dieta de la chaqueta amarilla varia de acuerdo con los requerimientos de la
colonia. En aquellos periodos de altos requerimientos energéticos (por ejemplo,
durante la construccion del nido o frente a bajas temperaturas) su dieta consiste
principalmente en carbohidratos; mientras que el consumo de proteinas es mayor
cuando las obreras deben alimentar a las larvas y crias (D’adamo and Lozada 2005).
Esta avispa puede tolerar bajas temperaturas, lo que le permite realizar la busqueda
de alimento en un amplio rango diario y estacional. Otros factores abioticos que
reducen la actividad diaria de alimentacion de la chaqueta amarilla incluyen la lluvia,
el viento, las temperaturas extremas (bajas o altas) y la intensidad luminica (por

ejemplo, dias con niebla) (Archer 2004).

Figura 13. Obreras de Vespula
germanica forrajeando en
diversas fuentes alimenticias.
Como recursos azucarados
pueden explotar nectarios extra
florales (a), exudados de afidos
(b), frutos maduros (c) y miel o
soluciones azucaradas (d).
Como recursos proteicos
pueden explotar insectos

muertos (e) o carrona (f).
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Las habilidades perceptivas y mecanismos de adquisicion de informacién de V.
germanica junto con sus importantes habilidades cognitivas, la diversidad en la
alimentacion, la capacidad de desplazamiento de las reinas, 1os pocos requerimientos
para sitios de nidificacion, la fecundacion pre-hibernacion de las reinas y su
comportamiento agresivo para defenderse y acaparar recursos, son algunas de las
caracteristicas que confieren a esta especie su gran poder invasor. Actualmente el
control de las poblaciones en la Patagonia Argentina se basa en la reduccion de las
colonias mediante la destruccion manual de nidos y la utilizacion de cebos toxicos
caseros, los cuales consisten en un alimento atractivo con un téxico adicionado
(Sackmann et al. 2007, Beggs et al. 2011, Masciochi et al. 2019). Sin embargo, las
limitadas herramientas disponibles para su manejo tienen un éxito muy variable,

dejando en evidencia brechas en el conocimiento de su biologia y ecologia.
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1.4. Objetivos y estructura del trabajo de tesis

El objetivo general de la tesis es conocer cuales son y como interaccionan los factores
que modulan la toma de decisiones de forrajeo en obreras de una avispa social
carrofiera y oportunista. Para cumplir con el objetivo general y tomando como modelo
de estudio a la avispa eusocial, V. germanica (chaqueta amarilla) evaltio situaciones
que reflejan la motivacion recolectora (individual y de la colonia), y ponen en evidencia

la toma de decisiones de forrajeo bajo este marco conceptual.

En la primera de las situaciones (Capitulo 2) propongo, por un lado, evaluar como
resuelve una colonia la explotacion de mas de un recurso alimenticio, considerando
como influye la experiencia previa en esta resolucion. Para ello, en un primer
experimento ofrezco a una colonia dos fuentes de alimento en forma simultanea, y en
un segundo experimento, las mismas fuentes son ofrecidas secuencialmente, de forma
tal que la primera sea descubierta y aprendida como fuente rentable. En el Capitulo 3
analizo y describo las capacidades perceptivas vinculadas a la modalidad gustativa de
la chaqueta amarilla, a la vez que evaluo si estas son moduladas por la experiencia
previa y la ontogenia del individuo. Para esto, estimulo los dos 6rganos principales en
la quimio-recepcion de contacto con soluciones de distinta naturaleza y calidad, en
avispas recién emergidas, avispas forrajeras y avispas de 28 dias de edad. En la ultima
situacion (Capitulo 4) evalio el rol de la edad y las necesidades nutricionales
(individuales y de la colonia) en la explotacion de recursos de distinta naturaleza. Con
este fin, entreno a avispas aisladas de la colonia bajo condiciones controladas de
laboratorio y a avispas en contacto con la colonia bajo condiciones naturales a una
fuente de alimento que posteriormente es intercambiada por otra de distinta

naturaleza (contraste de recursos).
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Al principio de los capitulos 2, 3 y 4 adelanto un breve resumen de cada uno y luego
desarrollo con mayor profundidad el marco conceptual, la importancia del estudio de
cada situacion elegida, los objetivos particulares, las hipotesis, la metodologia, los

resultados y una breve discusion de ellos.

Finalmente, en el Capitulo 5 realizo una sintesis de (1) los patrones comunes que
surgen del estudio de estas tres situaciones, (2) los factores que determinan la
explotacion de una fuente alimenticia en V. germanica, (3) las estrategias que utilizan
las avispas eusociales para resolver la explotacion-exploracion de fuentes de alimento
y (4) la importancia de estos resultados en la aplicacion del mejoramiento de los
métodos de control actualmente utilizados. Para concluir, comento los desafios y
dificultades resueltos a lo largo de la tesis y las posibles investigaciones a realizar en

el futuro.



CAPITULO

Consenso y simetria en la explotacion de recursos.

Influencia de la experiencia individual

Resumen

La flexibilidad conductual en la busqueda y recoleccion de alimentos confiere a las
especies una gran ventaja adaptativa en respuesta a los cambios ambientales. En
insectos sociales, la retroalimentacion positiva lograda a través del reclutamiento y
aprendizaje podrian actuar como mecanismos a distintos niveles (colonia e individuo)
que subyacen esta flexibilidad. En este capitulo propongo, por un lado, evaluar de qué
forma las colonias de avispas eusociales resuelven la explotacion de mas de un recurso
alimenticio (esto es, a través de reclutamiento o de flexibilidad en el aprendizaje
individual), y por el otro, estudiar como influye la experiencia previa en esta resolucion.
Para esto utilicé a la avispa V. germanica como modelo de estudio y evalué la
explotacion, medida como numero de visitas y tiempo de latencia, de dos fuentes
proteicas que fueron ofrecidas de forma simultanea o no simultanea (experiencia
previa). Los resultados sugieren que no existe un consenso de explotacion entre dos
fuentes, aun cuando una de ellas es conocida previamente, sugiriendo que V.
germanica, a diferencia de otros insectos sociales, posee mecanismos a nivel de colonia
que le permiten descubrir y explotar una o mas fuentes simultaneas,

independientemente de momento de aparicion de estas.
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Palabras clave: reclutamiento lineal, flexibilidad conductual, chaqueta amarilla, insecto social

2.1. Introducciéon

Algunos insectos construyen estructuras sociales complejas con nidos comunes que
regulan su estado interno, asignan individuos a tareas especificas y responden de
manera adaptativa a los cambios ambientales (Seeley 1995, Holldobler y Wilson 2008).
Los mecanismos subyacentes que sostienen la eusocialidad en los insectos son
complejos, variados y en gran medida aun inciertos. Sin embargo, existen indicios que
sugieren que las decisiones tomadas por los insectos sociales no son la mera suma de
las elecciones individuales, sino que resultan de complejas interacciones entre los
miembros de la colonia, ninguno de los cuales posee la informacion global (Seeley

1986, Bonabeau et al. 1997, Sumpter 2010).

En muchas especies de insectos sociales, la retroalimentacion positiva lograda a través
de la comunicacion - transmision de informacion a través de seriales seleccionadas
especificamente para tal fin - dentro del nido es el mecanismo central para la toma de
decisiones en las colonias (Detrain y Deneubourg 2008). En los insectos sociales, los
sistemas de comunicacion relacionados con la motivacion a explotar una determinada
fuente alimenticia van desde pobres (o incluso ausentes) hasta muy sofisticados (Jarau
y Hrncir 2009). Muchas especies de abejas sociales, como los abejorros y algunas
abejas sin aguijon (por ejemplo, la tribu Meliponini) transmiten informaciéon sobre
caracteristicas de la fuente como el olor y la calidad, pero no comunican sobre la
ubicacion de ésta. Otras abejas sin aguijon comunican la distancia de las fuentes
utilizando sonidos o, al igual que algunas hormigas, dejan rastros de feromonas para
guiar a las companeras (Biesmeijer y Slaa 2004, Nieh 2004). Finalmente, las abejas

meliferas poseen uno de los comportamientos mas avanzados, un “baile” donde a
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través de una caminata en forma de “8” acompanada con vibraciones del abdomen, las
recolectoras que regresan de una fuente de alimento rentable transmiten informacion
sobre la presencia, el olor y la calidad, pero también sobre la ubicacion de dicha fuente
a sus companeros. Este sistema particular de reclutamiento es unico entre los insectos
sociales ya que permite a las forrajeras exitosas comunicar dentro de la colmena la
ubicacion de un recurso (von Frisch 1967). Se considera reclutamiento a cualquier
comportamiento mediante el cual una obrera que regresa al nido transmite
informacion y convoca a otras compafneras a un sitio de interés con una ubicacion
particular (por ejemplo, una fuente de alimento o un sitio para anidar; Wilson 1971).
Los sistemas de reclutamiento, en diferentes especies de insectos sociales, difieren en
el contenido de informacion transmitida y en las modalidades utilizadas para su

transmision.

El reclutamiento hacia fuentes alimenticias confiere a las especies que lo poseen una
gran ventaja en la explotacion del ambiente ya que permite que las colonias se
alimenten de manera eficiente en un entorno en el que los recursos se distribuyen
irregularmente o son demasiado grandes para ser explotadas por organismos
individuales (Beckers et al. 1990, Beekman y Ratnieks 2000, Detrain y Deneubourg
2002). Asi, aquellas sociedades de insectos que recolectan alimento de forma social
(esto es, donde existe una transferencia de informacion sobre la ubicacion de las
fuentes rentables) pueden explotar un area mucho mayor y de modo mas eficiente, que

aquellas que carecen de tales mecanismos (Beekman y Dussutour 2009).

La forma en que los potenciales reclutas son dirigidos a una fuente de alimento varia
dentro de los insectos sociales. Hay tres tipos basicos de comportamiento de
reclutamiento durante la recoleccién de alimento: (1) carrera en tdndem, en la cual la

exploradora guia a una sola recluta hacia el alimento (por ejemplo, la caminata en
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tandem descripta en hormigas); (2) reclutamiento grupal, en el cual la exploradora guia
a un grupo de companeras a la comida (por ejemplo, la danza de las abejas meliferas);
y (3) reclutamiento masivo, en el cual un rastro trazado por la reclutadora mientras
regresa al nido guia a las reclutas a la comida (por ejemplo, el reclutamiento por
senderos de feromonas en hormigas; Figura 14; Holldobler y Wilson 1990, Cogni y

Oliveira 2004, Jarau y Hrncir 2009).

Figura 14. Principales
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grupos que presenta cada una
de las estrategias (abejas de
la miel, hormigas, véspidos,

abejorros, abejas sin aguijon).

Mientras que el objetivo del reclutamiento, en todos los casos, es explotar de forma
rapida y eficaz la fuente de alimento mas rentable (sin necesidad de una visita y
comparacion individual de cada forrajera), en la naturaleza es frecuente encontrarse
con fuentes de igual calidad en simultaneo. Varios estudios postulan que, frente a esta

situacion la estrategia utilizada depende del tipo de reclutamiento. Aquellas colonias
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que concentran todo el esfuerzo de forrajeo en una sola de las fuentes, generalmente
poseen mecanismos de reclutamiento no lineales (por ejemplo, el marcado de
senderos), es decir que llegan a un consenso o “ruptura de simetria” en la explotacion
de dos fuentes; mientras que las colonias de especies con reclutamientos lineales (por
ejemplo, la danza o las caminatas en tandem) distribuyen el esfuerzo de forrajeo de
manera tal de explotar simétricamente a ambas (Beckers et al. 1992, Sumpter y Pratt

2003, Latty y Beekman 201 3).

El consenso alcanzado en los reclutamientos no lineales es consecuencia del aumento
exponencial en el reclutamiento a una fuente a medida que aumenta el nimero de
reclutadoras a ésta (Figura 15. a.; Detrain y Deneubourg 2008, Sumpter 2010). Se ha
observado el consenso en la explotacion de fuentes en una variedad de animales
sociales, siendo el ejemplo mas comun el reclutamiento por marcado de senderos
(reclutamiento en masa) de las hormigas. En este tipo de reclutamiento una pequena
diferencia en la concentracion de feromonas conduce a una clara preferencia por el
sendero mas fuerte (Sumpter y Beekman 2003). Sin embargo, es interesante notar que
en ocasiones el consenso alcanzado a través del reclutamiento puede ir en contra de
la maximizacion de la eficiencia energética, dado que, independientemente de la
calidad de los alimentos, el resultado del reclutamiento se correlaciona con el niimero
de reclutas que se encuentran explotando previamente una fuente de alimentos (Figura

15. ¢; Beckers et al. 1990, Schmidt et al. 2006).

Por otro lado, la simetria en la explotacion de varias fuentes, descripta para las
colonias con reclutamientos lineales, es consecuencia de la linealidad entre la
probabilidad de reclutar hacia una fuente y el nimero de reclutadoras activas (Figura
15.b.; Camazine y Sneyd 1991, Sumpter y Beekman 2003, Lanan et al. 2012). La danza

de las abejas (reclutamiento en grupo) es un ejemplo de este tipo de reclutamiento
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donde un potencial recluta s6lo asiste a un baile a la vez, y otros bailes no refuerzan
esta senal (Seeley y Towne 1992). Los estudios en abejas meliferas sugieren que las
colonias asignan el numero de recolectoras de acuerdo con la calidad del alimento
ofrecido, y que rapidamente reasignan el esfuerzo cuando se altera la calidad relativa
del mismo (Seeley et al. 1991, Granovskiy et al. 2012). Por otro lado, se ha demostrado
que las hormigas de la especie Temnothorax rugatulus - con reclutamiento en tandem
- distribuyen su esfuerzo de forrajeo cuando ambas fuentes son de igual calidad, sin

llegar a un consenso de explotacion (Shaffer et al. 2013).

A pesar de estas generalidades, existen especies que responden de forma inesperada.
Las colonias de, la hormiga Myrmica sabuleti, para la cual no se ha descripto el tipo de
reclutamiento, alcanzan un consenso en la explotacion de dos fuentes de igual calidad,
pero cuando se encuentran explotando previamente una fuente alimenticia muestran
la flexibilidad suficiente para cambiar rapidamente a otra de mejor calidad (de Biseau
etal 1992). Por lo tanto, aunque existen excepciones y sin bien no hay muchos estudios
que contemplen la explotacion simétrica de dos fuentes (Tabla 1), los conocimientos
hasta el momento permiten inferir que en respuesta a los cambios ambientales en la
calidad de la fuente o en la oferta de nuevas fuentes, las especies con reclutamientos
en grupo o en tandem (reclutamientos lineales), podrian redistribuir el esfuerzo de
forrajeo de manera mas flexible que las colonias con reclutamientos en masa (Figura

15.d.).

Dentro de los insectos sociales, el reclutamiento en las avispas ha sido muy poco
estudiado. No hay estudios que evaluen como estas distribuyen el esfuerzo de forrajeo
frente a la disponibilidad de varias fuentes de alimento y tampoco como influye la
experiencia previa en la explotacion. Si bien anteriormente se pensaba que las avispas

no poseian reclutamiento intra-nido, recientemente se ha demostrado en algunas



CAPITULO 2. Consenso y simetria en la explotacién de recursos.

especies su existencia (Santoro et al. 2014, Lozada et al. 2016). La estrategia utilizada
por las reclutadoras aun no se ha dilucidado, pero se ha sugerido la utilizacion de
vuelos piloto. En este reclutamiento, analogo a las caminatas en tandem de las
hormigas, las exploradoras guian a las reclutas mediante el pilotaje parcial o completo
desde el nido hasta la fuente de alimento. Se ha indicado que los vuelos piloto, al igual
que las carreras en tandem, podrian usarse en combinacién con marcas de feromonas

(Aguilar et al. 2005, Santoro et al. 2014, Lozada et al. 2016).
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Figura 15. Representacion grafica del consenso o la simetria en la explotacion de
varias fuentes alimenticias. Independientemente del tipo de reclutamiento, si dos
fuentes de distinta calidad aparecen en forma simultanea la fuente mas rica es la
mas explotada (a y b, fuente pobre vs fuente rica). Cuando dos fuentes de igual
calidad se encuentran disponibles, aquellas especies con reclutamiento en masa
(no lineal) llegan a un consenso de explotacién de una unica fuente (a, fuente rica

vs fuente rica), mientras que aquellas especies con reclutamiento en grupo o en
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tandem (lineal) explotan ambas fuentes por igual (b, fuente rica vs fuente rica). Sin
embargo, cuando una de las fuentes se encuentra disponible previamente, las
especies con reclutamiento en masa explotan la fuente conocida, aunque la nueva
fuente sea de mejor calidad (c); mientras que las especies con reclutamiento en
grupo o en tdndem explotan siempre la fuente mas rica (sin importar si es una

fuente previamente conocida o una fuente desconocida) (d).

Tabla 1. Consenso o simetria en la explotacién de dos fuentes alimenticias en
insectos eusociales. Generalmente las especies con reclutamiento en masa llegan a
un consenso de explotacion de una unica fuente, y siempre se mantienen
explotando la fuente conocida; mientras que las especies con reclutamiento en
grupo o en tdndem explotan simétricamente varias fuentes y pueden redistribuir
rapidamente el esfuerzo de forrajeo hacia una fuente mas rica. Esta generalizacion
no es rigida, dado que existen algunas excepciones a esta regla (sombreadas en

gris) y que faltan datos experimentales de algunas situaciones (*).

Explotacion de fuentes de igual
calidad

SIN
EXPERIENCIA
PREVIA

CON
EXPERIENCIA
PREVIA

GRUPO ESPECIE RECLUTAMIENTO FUENTE

Lasius niger Marcado de CONSENSO Fuente Beckers et al.
HORMIGAS sendero conocida 1990
Pheidole Marcado de Presuntamente  Fuente mas Latty y
megacephala  sendero CONSENSO* rica ggiléman
Pheidole Marcado de Presuntamente  Fuente mas Latty y
longicornis sendero CONSENSO* rica Beekman
(parcialmente) 2013
Tetramorium  Marcado de CONSENSO con Fuente mas Beckers et al.
caespitum sendero flexibilidad rica 1990
Temnothorax  En tandem SIMETRIA Fuente mas Shaffer et al.
rugatulus rica 2013
Rhytidoponera Sin reclutamiento Presuntamente Fuente Latty y
metallica CONSENSO* conocida Beekman
2013
Argonectes Sin reclutamiento  Presuntamente  Fuente Latty y
longiceps CONSENSO* conocida ggiléman
Notoncus Sin reclutamiento  Presuntamente  Fuente Latty y
ectatomoides CONSENSO* conocida Beekman
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2013
Myrmica No se ha CONSENSO con Fuente mas de Biseau et
sabuleti descripto flexibilidad rica al. 1992
ABEJAS Trigona Marcado de hojas  Presuntamente  Fuente Schmidt et
recursa CONSENSO* conocida al. 2006
Apis mellifera Danza SIMETRIA Fuente mas Velthuis
rica 1977
Seeley y

Levien 1987

2.1.1. Aprendizaje y experiencia en el forrajeo

El aprendizaje, definido como la modificacion de la conducta individual debido a la
experiencia previa, contribuye a la capacidad de los recolectores de responder a los
cambios en la calidad o disponibilidad de los recursos (Papaj y Prokopy 1989, Eliassen
et al. 2009, Johnston y Pietrewicz 2014). El aprendizaje no ocurre en todas las especies
de animales e, incluso en especies que tienen capacidad de aprender, no ocurre en
cualquier situacion. El aprendizaje es crucial para maximizar la explotacion de los
recursos en entornos impredecibles; sin embargo, existen determinadas respuestas
inflexibles especificas de la especie que impiden el aprendizaje de ciertas tareas (Krebs

y Davies 2009, Minoli et al. 2018)

El condicionamiento es el tipo de aprendizaje mas comun en el comportamiento de
busqueda de alimentos y difiere segiin la influencia de la experiencia en la serie
estimulo-respuesta (Papaj y Rausher 1983). Un animal "aprende a ver" el item de
busqueda a través del condicionamiento de la percepcion (cuando el umbral de
percepcion a un set de estimulos disminuye como resultado de presentaciones
repetidas del estimulo) y "aprende a preferir' el mejor item a través del
condicionamiento de la respuesta (cuando la probabilidad de que un animal presente

una determinada respuesta aumenta o disminuye con la presentacion repetida del
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estimulo). Por lo tanto, el aprendizaje proporciona un aumento en la eficiencia de
alimentacion al disminuir los tiempos de manipulacion y busqueda favoreciendo las
fuentes que visitan los recolectores en funcion de su propia experiencia previa (Giurfa
2007, Raine y Chittka 2007, Reid et al. 2010). En entornos cambiantes el aprendizaje
podria ser beneficioso siempre y cuando permita una respuesta rapida y flexible
independientemente de su experiencia previa (Bell 1990); de lo contrario puede tener
una influencia negativa considerable en la busqueda de alimento en ese contexto

(Stephens 1991, Graham et al. 2007, Zhang y Hui 2014).

Numerosos estudios sobre mecanismos de aprendizaje y memoria han sido realizados
en una gran cantidad de himenopteros sociales (abejas, abejorros, avispas y hormigas).
Particularmente, estudios previos en avispas sociales han demostrado que, en
ocasiones, los individuos de estas colonias pueden tener un comportamiento poco
flexible. Por ejemplo, en V. germanica la experiencia previa individual bajo ciertos
contextos con claves visuales u olfativas sobresalientes dificulta la deteccion de sitios
de forrajeo mas favorables. Sin embargo, si el desplazamiento del alimento es
acompanado por las claves contextuales asociadas a éste, la deteccion del recurso

desplazado se ve facilitada (Lozada y D’Adamo 2011, D’Adamo y Lozada 2014).

En conclusion, tanto el reclutamiento lineal (en grupo o en tandem) como el
aprendizaje podrian actuar como mecanismos no excluyentes, que subyacen a la
flexibilidad conductual en la alimentacion, confiriendo a las especies que los poseen
una ventaja adaptativa en respuesta a los cambios ambientales (Fisher et al. 2018). Sin
embargo, ambos actiian a distinto nivel, el primero es un mecanismo de la colonia y el

segundo un mecanismo individual.
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2.1.2. Objetivos e hipotesis

En este capitulo propongo, por un lado, evaluar de qué forma las colonias de avispas
eusociales resuelven la explotacion de mas de un recurso alimenticio (esto es, a través
de reclutamiento lineal o de flexibilidad en el aprendizaje individual; Objetivo 1), y por
el otro, estudiar como influye la experiencia previa en esta resolucion (Objetivo 2).
Como modelo de estudio utilicé a la avispa eusocial invasora V. germanica. Estudios
previos sugieren que esta avispa utiliza algun tipo de reclutamiento (posiblemente en
tandem) hacia las fuentes de alimento y que posee obreras forrajeras con una conducta
de recoleccion poco flexible, modulada por fuertes habilidades cognitivas con gran
influencia de la experiencia previa en el comportamiento de busqueda y explotacion,
pero que a nivel de colonia posee mecanismos de explotacion altamente flexibles
(Lozada et al. 2016, Moreyra et al. 2016.a., Moreyra et al. 2016.b., Moreyra y Lozada
2018). Por lo tanto, la hipotesis del trabajo propone que V. germanica explota de
manera simétrica dos fuentes simultaneas de igual calidad (tipica respuesta de un
reclutamiento lineal); pero si una fuente aparece previamente (es decir, disponibilidad
de fuentes secuencial) la asignacion del esfuerzo de forrajeo estara sesgada hacia el

condicionamiento previo individual.
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2.2. Materiales y métodos

2.2.1. Identificacion y extraccion de nidos

La metodologia de identificacion, extraccion y cria de nidos fue la misma a lo largo de
toda la tesis. Debido al ciclo de vida anual de la avispa, cada afno (2017, 2018 y 2019)
durante los meses de enero y febrero busqué, georreferencié y marqué en los
alrededores de la ciudad de San Carlos de Bariloche, Argentina (41°9'0" S, 71°18'0" O;
Figura 16) aproximadamente 220 nidos silvestres de V. germanica que fueron los

utilizados para todos los experimentos del trabajo.

El método utilizado para la deteccion de nidos es visual. Este método se basa
principalmente en la observacion del comportamiento de las avispas. Cuando una
colonia se encuentra forrajeando activamente se pueden ver a los individuos volando
a aproximadamente 45° de la linea del suelo (esto es porque generalmente a nivel del
suelo se encuentra la boca del nido), en linea recta en direccion ascendente y
descendente (entrando y saliendo del nido). Es importante destacar que se requiere de
un numero significativo de avispas entrando y saliendo para poder detectar la entrada

del nido.
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En la Patagonia Argentina se encuentran establecidas dos especies de Vespidos muy
similares entre si: V. germanica y V. vulgaris. Descarté los nidos de V. vulgaris del
muestreo. El método utilizado para la deteccion de nidos no permite determinar a
priori la especie, por lo que para esto capturé individuos de la entrada del nido y
observé la presencia o ausencia de determinadas caracteristicas distintivas de cada

especie.

Una vez identificados los nidos disponibles, cada temporada de muestreo realice la
extraccion de estos. Para los experimentos de este capitulo en particular, excave y
extraje del suelo 20 de los nidos georreferenciados durante los meses de febrero y
marzo de 2017 y 2019 (12 y 8 nidos respectivamente). Para ello anestesié con éter
etilico (98% de pureza; Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) a todos los individuos del
nido y procedi a su remocion (Figura 17). Inmediatamente después, coloqué el nido en
una caja cubica de aluminio de 30 x 30 x 30 cm, conectada a un tubo de plastico de 25
cm de longitud y 2,5 cm de diametro, con el fin de permitir que las avispas circulen
dentro y fuera de la caja (Figura 18). La parte superior de la caja poseia una tapa de

vidrio para poder observar el desarrollo y funcionamiento de éste sin producir
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perturbaciones en el funcionamiento de la colonia. Las paredes restantes eran de
aluminio y toda la caja estaba aislada con espuma de poliestireno de alta densidad (2,5

cm) para evitar cambios bruscos de temperatura.

Una vez ubicados los nidos en las cajas, los trasladé al predio del IFAB (Figura 16, area
amarilla), donde permanecieron en condiciones naturales hasta el comienzo de los
experimentos. Ensayos previos demostraron que las avispas normalmente reanudan

sus actividades después de unos dias y adaptan el nido a sus nuevas condiciones de

vivienda (obs. pers.).

Figura 17. Extraccion de
nidos subterraneos de V.
germanica. (a) Aplicacion
de anestésico (éter etilicio)
para adormecer a las
avispas dentro del nido.
(b)  Excavado de las
inmediaciones del agujero
de ingreso y egreso de los
individuos para alcanzar
la ubicacién real del nido
que generalmenete esta
alejado del orificio. (c)

Extraccion manual de nido

de V. germanica.
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Figura 18. Cajas con nidos experimentales. (a) Esquema explicativo las cajas
metalicas utilizadas para mantener los nidos durante los ensayos. (b) Imagen real
de la caja experimental contenedora del nido. (c) Avispa saliendo de la caja

experimental a través de la manguera de entrada v salida.

2.2.2. Protocolo experimental

Con la finalidad de asegurar que los individuos observados forrajeando en las fuentes
experimentales pertenecieran al nido experimental (Figura 19), antes de comenzar cada
ensayo trasladé un nido a un predio libre de otros nidos en un radio de 200 m. Tras
esta perturbacion, las avispas disminuyen su actividad de forrajeo y se predisponen al

ataque, por lo que mantuve al nido sin disturbios durante al menos 90 minutos para

su aclimatacion.

Figura 19. Obrera forrajera de
V. germanica a punto de
ingresar al nido experimental
con un trozo de jamoOn
recolectado de la fuente

experimental.
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2.2.2.1. Obejtivo 1: Explotacion de dos fuentes simultdneas

Con el objetivo de evaluar como distribuye V. germanica el esfuerzo de forrajeo frente
a dos fuentes de alimento de igual calidad que se encuentran disponibles en
simultaneo, ofreci dos alimentadores con recursos proteicos (5gr de jamoén) a 30 cm y
60 cm de la boca del nido (Figura 20). La distancia fue determinada en ensayos previos
como la distancia 6ptima para que la fuente sea encontrada por los individuos en un
tiempo prudencial antes de que pierda su atractividad. Registré cada 15 minutos el
numero de avispas visitando cada fuente durante 5 minutos hasta completar 45
minutos (3 mediciones por fuente). Posteriormente renové las fuentes, ya que la
exposicion al sol y el viento disminuyen la calidad y atractividad del recurso, y
nuevamente durante los siguientes 45 minutos registré el numero de visitas de la
misma manera (3 mediciones de 5 minutos, cada 15 minutos). Antes de finalizar cada
bloque de 45 minutos, tome un registro mas de la misma forma (en total, 4 mediciones

de 5 minutos para cada bloque en cada fuente; Figura 21. a.).

Figura 20.Fotos de disefio experimental a campo. (a) Vista superior y (b) vista
lateral del ensayo montado. (c) Detalle de obreras alimentandose de la fuente

ofrecida. (d) Detalle de la fuente ofrecida y la salida del nido.
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2.2.2.1. Obejtivo 2: Influencia de la experiencia previa

Con el objetivo de evaluar si el conocimiento previo de una fuente alimenticia rompe
con la simetria de explotacion de fuentes, entrené a avispas hacia una fuente de
alimentacion proteica (5gr de jamoén) durante 45 minutos, y registré el numero de
visitas en 5 minutos cada 15 minutos. Una vez finalizado el entrenamiento inicié la
fase de prueba, para lo cual coloqué frente al nido otra fuente de igual calidad a 30 cm
de la fuente original. Para asegurar que la misma calidad en ambas fuentes, reemplacé
el cebo utilizado en la fase de entrenamiento por uno nuevo. Nuevamente durante 45
minutos registré el numero de visitas en 5 minutos para cada fuente; esto se realizo

cada 15 minutos y los 5 minutos previos a la finalizacion de cada etapa (Figura 21. b.).

" "
DISENO EXPERIMENTAL v
(a) NIDO
Fuentes [l o aa
simultaneas r=3 -
121 12
0 15 30 “°:45 60 75 * tiempo
RENOVACION DEL (minutos)
RECURSO
(b) |ENTRENAMIENTO TESTEO |
NIDO ¢
Experiencia n in n ]
previa o
i2
T T T T : 77| 7’
0 15 30 “”:45 60 75 * tiempo
RENOVACION DEL (minutos)

RECURSO

Figura 21.Diseflo experimental para evaluar la asignacion del esfuerzo de forrajeo
de colonias de V. germanica en la explotacion de dos fuentes simultaneas de
iguales caracteristicas (a) y la influencia de la experiencia previa en esta asignacion
(b). El eje “x” indica el tiempo al cual registré el numero de visitas durante 5
minutos. Antes de finalizar cada etapa registré nuevamente el numero de visitas
durante 5 minutos (a los 40 y 90 minutos). Las lineas punteadas indican esta

medicion y el degradé de color representa la pérdida de atractividad del recurso.
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2.2.1. Analisis estadistico

Para evaluar si hay diferencias en el niimero de visitas (variable respuesta) en cada
fuente alo largo del tiempo (variable explicatoria) utilicé un modelo lineal generalizado
mixto de medidas repetidas en el tiempo con distribucion de Poisson considerando al
nido como factor aleatorio (funcion “glmer” del paquete “lIme4”). Todos los analisis

estadisticos los realicé en el software Rstudio, Version 1.2.1335, 2019.

Por otro lado, a partir de las visitas a cada fuente calculé un indice de probabilidad
(IP), estimado como la diferencia de visitas entre la fuente 1 y la fuente 2, sobre el total
de visitas a ambas fuentes. Este indice toma valores entre 1 (solo visitas a la fuente 1)
y -1 (solo visitas a la fuente 2), siendo igual a O cuando la cantidad de visitas a ambas
fuentes es la misma. Posteriormente con este indice realicé un “test t” para comparar
la media de cada tiempo con el cero (funcion “t.test” del paquete “stats”). Todos los
analisis estadisticos los realicé en el software ya mencionado, Rstudio, Version

1.2.1335, 2019.

Con el fin de evaluar si la experiencia previa modifica el tiempo hasta encontrar una
nueva fuente, comparé con un “test t” las medias de los tiempos de latencia (esto es,
tiempo desde que la fuente esta disponible hasta el primer aterrizaje) entre ambas
fuentes para cada uno de los experimentos (funcion “t.test” del paquete “stats”). Para
los estimadores con distribucion t de Student evalué los supuestos de normalidad y
homocedasticidad. Todos los analisis estadisticos los realicé en software ya

mencionado, Rstudio, Version 1.2.1335, 2019.
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2.3. Resultados

2.3.1. Obejtivo 1: Explotacion de dos fuentes simultdneas

El nimero de visitas a una fuente durante 5 minutos vario de 0 a 54 visitas, con un
promedio de 7 visitas/5 min. No observé un patréon claro en la explotacion de las
fuentes a lo largo del tiempo (P uempo=0.001, P 1ente<0.001, P interaccion<0.001; Figura 22. a),
ni una diferencia en la probabilidad de explotacion de cada una de las fuentes durante
los 90 minutos evaluados (pw-=0.59, Pwi5=0.05, Pw=3=0.69, Pr%=0.59, P-ss=0.68,
P=60=0.39, pirs=0.11, pse=0.09; Figura 22.b). Por otro lado, tampoco observe diferencias
en el tiempo en que ambas fuentes fueron encontradas y explotadas desde su

colocacion (P iuendar:2=0.22; Figura 24. a).

2.3.2. Obejtivo 2: Influencia de la experiencia previa

El nimero de visitas a una fuente durante 5 minutos vari6 de 0 a 72 visitas, con un
promedio de 4 visitas/5 min. No observé un mayor numero de visitas a la fuente
aprendida, por el contrario, en algunos momentos (esto es, a los 45 y 90 minutos)
observé una mayor explotacion de la fuente desconocida (tss P r.r=0.001, to P rr <
0.001, P tempo<0.001, P 1uente<0.001, P interacion=0.39; Figura 23. a). Sin embargo, al analizar
la probabilidad de explotacion de ambas fuentes, no encontré diferencias a lo largo de
los 90 minutos evaluados (pP.ss=0.48, Prso=0.95, prs=0.29, p=0.98; Figura 23. b), asi
como tampoco observé diferencias en el tiempo hasta encontrar una u otra fuente (p

latencia F1.F2=O.62; Figura 24b)
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Figura 22. Esfuerzo de forrajeo asignado por colonias de V. germanica a la
explotacion de dos fuentes proteicas de igual calidad (5 gr. de carne picada)
ofrecidas simultaneamente (n=8). (a) Numero de visitas de obreras de V. germanica
a cada fuente durante 5 minutos. El asterisco negro indica diferencias
significativas (p<0.05) entre ambas fuentes para ese tiempo. Los asteriscos de
colores indican diferencias significativas (p<0.05) entre tiempos para cada fuente.
(b) Indice de probabilidad (IP) de explotaciéon de cada fuente. No se encontraron
diferencias significativas para cada tiempo entre el IP y el cero. En ambos graficos

(ay b)los puntos indican la media y las barras el error estandar para cada tiempo.
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Figura 23. Influencia de la experiencia previa en la asignaciéon de esfuerzo de
forrajeo a la explotacion de dos fuentes proteicas (5gr de carne picada) (n=12). (a)
Numero de visitas de V. germanica a cada fuente durante 5 minutos. Letras
distintas indican diferencias significativas (p<0.05). Las letras del mismo color
indican diferencias entre los tiempos para cada fuente (en rosa la fuente 1 y en
amarillo la fuente 2) y letras de distintos colores indican diferencias entre fuentes.
(b) Indice de probabilidad (IP) de explotaciéon de cada fuente durante los ultimos
45 minutos del ensayo. No se encontraron diferencias significativas para cada
tiempo entre el IP y el cero. En ambos graficos (a y b) los puntos indican la media

y las barras el error estandar para cada tiempo.
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Figura 24. Tiempo transcurrido (latencia) hasta el aterrizaje de la primera obrera
en dos fuentes: ambas desconocidas (fuentes simultaneas, n=8) y, una conocida y
una desconocida (experiencia previa, n=12). Para el caso en que ambas fuentes son
desconocidas (fuentes simultaneas) se informa la latencia a partir del minuto cero
y cuando una de las fuentes es conocida (experiencia previa) se informa la latencia
a partir del minuto 45 (inicio de la fase de prueba). No se encontraron diferencias
significativas en los tiempos entre las fuentes independientemente del momento

de apariciéon de cada una.
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2.4. Discusion

Las colonias de la avispa social V. germanica resuelven la explotacion de dos fuentes
de alimento asignando el esfuerzo de forrajeo de manera simétrica,
independientemente de que ambas fuentes sean novedosas o que una de ellas sea
conocida y explotada previamente por algunos miembros de la colonia. Si bien los
mecanismos por los cuales esta especie recluta a sus companeros del nido ain no han
sido dilucidados, mis resultados aportan evidencias de una explotacion simétrica del
recurso como la observada para reclutamientos lineales en grupo y en tandem. Estos
resultados son concordantes con estudios recientes en donde se ha propuesto, como
una posible hipotesis al mecanismo de reclutamiento, que las obreras de V. germanica
y V. vulgaris realizan vuelos pilotos en donde obreras naive (sin experiencia previa)
encuentran el camino hacia una fuente de alimento siguiendo a compafieros con
experiencia (Santoro et al. 2016, Lozada et al. 2018). En este tipo de reclutamiento, al
igual que en la danza de las abejas y el reclutamiento en tandem de hormigas, un
individuo “potencial recluta” solo realiza un vuelo piloto a la vez, y otros vuelos no
refuerzan esta sefal, por lo tanto, la probabilidad de reclutar a una fuente es la misma

independientemente de cuantos reclutadores hacia otra fuente estén activos.

La respuesta individual de obreras de V. germanica durante el comportamiento de
relocalizacion de una fuente de alimento ha sido ampliamente estudiada y los
resultados indican que cuando las avispas localizan un alimento en cierto sitio
continlan su busqueda incluso cuando el recurso ya no se encuentra disponible
(Lozada y D’Adamo 2006, 2011; D’Adamo y Lozada 2014). Estos descubrimientos
indican que la experiencia pasada individual, bajo cierto contexto, puede dificultar la
deteccion de sitios de alimentacion mas favorables. Contrariamente a lo esperado, mis

resultados sugieren que, frente a la aparicion de una nueva fuente, las colonias de V.
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germanica lo explotan rapida e independientemente del esfuerzo asignado a la fuente
anterior. Por lo tanto, si bien los individuos de esta especie podrian estar sesgados por
su experiencia previa, las colonias de V. germanica han adquirido otros mecanismos
que contrarrestan estas limitaciones haciendo mas eficiente la explotacion de

ambientes dinamicos.

Otro resultado relevante de este capitulo indica que las avispas demoran el mismo
tiempo en encontrar y aceptar (latencia) dos fuentes ricas de alimento. La informacion
sobre roles de forrajeo en V. germanica es escasa, sin embargo, segun Biesmeijer (2001)
en insectos sociales con forrajeo social, el descubrimiento de nuevas fuentes de
alimentos puede ser de forma activa a través de obreras exploradoras (naive y/o
experimentadas) que inician la busqueda de forma espontanea, o accidental a través
de obreras reclutas que pierden la guia. Mis resultados apoyan esta vision ya que, como
mencioné anteriormente, se ha demostrado que V. germanica presenta una importante
fidelidad al sitio por lo que puede identificar un micrositio y continuar regresando a
¢l aun en ausencia de alimento (Lozada y D’Adamo 2014). Por lo tanto, si bien las
obreras no fueron individualizadas en los experimentos aqui descriptos, es probable
que el descubrimiento de cada fuente haya sido realizado por distintos individuos
potenciales reclutadores. La ausencia de diferencias entre los tiempos de latencia
observada en el objetivo 2 refuerzan esta idea. Es probable que la estrategia utilizada
por las colonias de V. germanica involucre tanto el reclutamiento intra-nido como la
conservacion de individuos con un fuerte impulso espontaneo por la busqueda de

nuevas fuentes de alimento (exploradoras).

La innovacion en la metodologia experimental utilizada para esta especie retardo los
tiempos de busqueda, obtencion y mantencion con vida de los nidos, y me condiciono6

a utilizar todos los nidos encontrados dentro de un mismo grupo experimental para
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evitar disminuir el tamafio muestral. A futuro, seria importante realizar un disefio
bloqueado para evaluar el efecto de variables (como por ejemplo el tamafio y la etapa
ontogénica del nido) que, en otros insectos sociales, influyen en los mecanismos de

reclutamiento y por lo tanto en las estrategias de explotacion (Planqué et al. 2010).

En los experimentos solo se evalu6 la respuesta de la colonia frente a recursos
proteicos. Esta decision se basO en que ésta especie obtiene principalmente las
proteinas de carrona que es un recurso muy inestable, que puede cambiar su ubicacion
o desaparecer rapidamente y las avispas deben ser flexibles en la explotacion de
nuevas fuentes (Akre y MacDonald 1986). En contraste, los recursos carbohidratados
son obtenidos de frutos maduros, néctar de flores, exudados de insectos homopteros
o colmenas de abejas, entre otros, siendo estas fuentes mas estables y confiables
(Giganti 1980). Plantear los mismos objetivos con fuentes azucaradas podria arrojar

resultados reveladores.

Se ha descripto que el éxito invasivo de una especie esta afectado, entre otras cosas,
por el desafio de afrontar la supervivencia en ambientes dinamicos, impredecibles y
cambiantes. V. germanica se ha establecido convirtiéndose en plaga en muchas
regiones del mundo. Siendo éste el primer estudio de las estrategias de explotacion de
varias fuentes de alimento en una avispa social a nivel de colonia, este capitulo suma
evidencias a la flexibilidad conductual en la alimentacion de esta especie. La
flexibilidad conductual podria conferir a V. germanica una gran ventaja adaptativa en
respuesta a los cambios ambientales. Ademas, pone de manifiesto que dicha
flexibilidad conductual no se explica como una propiedad emergente de reglas
individuales simples sino como una compleja red de interacciones entre los individuos.
Los métodos de control utilizados a la fecha se basan principalmente en la aplicacion

de alimentos atractivos con toxicos adicionados, los cuales muchas veces no logran
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competir con la oferta del ambiente, perdiendo su eficacia. Comprender como resuelve
V. germanica la explotacion de varias fuentes alimenticias resulta crucial para entender

y resolver este fen6meno, aumentando asi la eficacia de estos métodos de control.



CAPITULO

Diferencias en la percepcién gustativa entre
obreras de V. germanica: influencia de la calidad,

del tipo de recurso y de la experiencia previa

Resumen

Una de las principales caracteristicas de los insectos sociales es la division del trabajo,
dentro de la casta obrera, cada sub-casta realiza diferentes actividades comunales
dentro y fuera del nido. Los mecanismos que subyacen a la division de tareas todavia
estan siendo estudiados, pero se ha demostrado que la nutricion, la edad y el estado
reproductivo interactian modulando la percepcion de los estimulos apetitivos. En este
capitulo describo y analizo la capacidad perceptiva de la avispa eusocial V. germanica
vinculada a la modalidad gustativa y como influye sobre ésta la edad de las obreras.
Para esto, estimulé los principales organos de percepcion en insectos (antenas y
palpos), con distintas soluciones (azucaradas y proteicas) y registré la aceptacion o
rechazo de las mismas. Observé que, tanto para soluciones proteicas como soluciones
azucaradas, existe un umbral de rentabilidad, por debajo del cual las avispas no
ingieren el recurso, y que este umbral es similar entre obreras, independientemente de

la edad.

Palabras clave: umbral de respuesta al azucar, division del trabajo, chaqueta amarilla, insecto
social
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3.1. Introduccién

El sentido del gusto se ha desarrollado como un regulador dominante y conductor del
comportamiento alimentario en animales (Yarmolinsky et al. 2009). Cuando un insecto
encuentra un potencial alimento, primero lo evaliia con las antenas, patas y piezas
bucales en busca de compuestos nutricionalmente relevantes y/o nocivos. Luego,
segun las sustancias detectadas, se disparan comportamientos innatos que conducen
a la aceptacion o rechazo de éste (Yarmolinsky et al. 2009, Chapman 2012). Sin
embargo, la percepcion de diferentes sustancias quimicas puede variar en funcion de
diversos factores. Las sefales recibidas por un individuo desde el medioambiente
(factores externos) y las basadas en su estado fisiologico o motivacion (factores
internos), producto de su experiencia y su percepcion, determinan de manera conjunta
su salida comportamental, modelando la toma de decisiones durante la busqueda y
recoleccion de alimentos. Esto lleva a que la aceptacion o rechazo de un alimento, al
igual que lo que ocurre con el comportamiento durante la ingestion, no solo dependa
de las caracteristicas intrinsecas del alimento, sino que también sea modulado por el
estado fisiologico del animal (esto es, estado-dependencia; McNamara y Houston 1996,

Bodin et al. 2009).

En los insectos sociales las actividades dentro y fuera del nido se realizan de forma
comunal. Para ello deben existir individuos aptos para llevar a cabo cada una de las
tareas, ya sea por la formacion de grupos de obreras especializadas en una tarea en
particular, o mediante una poblacion no especializada que por lo tanto sea apta para
realizar la mayor parte del trabajo necesario. Dentro del nido, la amplia diversidad de
tareas que deben realizar las obreras incluye la distribucion y provision de alimento a
las larvas, la limpieza de las celdas y manutencion del nido, la creacion de corrientes

de aire para enfriar el nido y la defensa de la colonia. Fuera del nido, las actividades
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pueden incluir la recoleccion de alimentos (desde la succion de liquidos azucarados
hasta la captura de presas), la recoleccion de materiales para la construccion y

reparacion del nido o la recoleccion de agua para el enfriamiento de este.

La division del trabajo entre las obreras se considera una de las principales razones
del éxito ecologico de los insectos eusociales (Oster y Wilson 1978). En el polietismo
temporal o etario las obreras pueden cambiar de tarea de acuerdo con su edad y el
grado de especializacion es muy variable dentro de los distintos grupos de insectos
sociales (Oster y Wilson 1978). En algunos casos, como por ejemplo en el género
Bombus spp., no se ha encontrado evidencia de especializacion ni division del trabajo;
en otros casos como en las avispas sociales, en algunas hormigas y en las abejas sin
aguijon, si bien existe polietismo etario, el pasaje de una sub-casta a otra no es muy
marcado (Spradbery 1973, Edwards 1980). Por ultimo, hay casos como la abeja de la
miel A. mellifera, donde se evidencia especializacién y una division de tareas muy

definida y bien estudiada (Seeley 1982).

En la mayoria de los insectos sociales con polietismo mas o menos marcado se pueden
reconocer al menos 2 sub-castas dentro de la casta obrera. La sub-casta de nodrizas,
conformada por obreras naive recién emergidas que permanecen dentro del nido
distribuyendo el alimento, limpiando, defendiendo y reconstruyendo el mismo; y la
sub-casta forrajera conformada por obreras de varios dias de edad que se inician en
la busqueda y recoleccion de recursos en el exterior para toda la colonia (Detrain et al.

1999).

Los mecanismos que subyacen a la division de tareas en insectos sociales todavia estan
siendo estudiados, pero en abejas por ejemplo, se ha demostrado que la nutricion, la

edad y el estado reproductivo interactuan para regular el comportamiento de las
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obreras (Amdam et al. 2004). Se sabe que la edad a la cual una abeja comienza a
forrajear se ve afectada por el estado nutricional de la colonia y esto se correlaciona
con cambios en la expresion de genes implicados en el comportamiento de
alimentacién (Amdam et al. 2007, Ament et al. 2008). Asimismo, los cambios en el
estado nutricional individual hacen que las forrajeras sean mas sensibles a las sefales
apetitivas lo que se traduce en la respuesta exagerada a los estimulos nutricionales

(Toth et al. 2005, Ament et al. 2008, Mengoni et al. 2016).

Los modelos de umbrales de respuesta simples suponen que cada obrera responde a
un estimulo dado cuando la intensidad de ese estimulo excede el umbral de la obrera.
En este sentido, uno de los aspectos mas estudiados en abejas, hormigas, abejorros y
abejas sin aguijon es la estimacion del umbral de respuesta al azucar (URA) de los
individuos, dado que éste se considera una medida de la capacidad de respuesta
gustativa y del estado nutricional de los mismos (Page et al. 1998, Pankiw et al. 2004,
Martinez y Farina 2008). A partir de la estandarizacion de este protocolo se han
abordado numerosos estudios al respecto. Entre otros resultados, se ha demostrado
que las forrajeras de A. mellifera a menudo muestran una alta capacidad de respuesta
a la sacarosa, mientras que en las abejas jovenes y de mediana edad, sucede lo

contrario (Scheiner et al. 2004).

3.1.2. Alimentacion y aparato bucal de V. germanica

Las forrajeras de avispas sociales recolectan dos tipos principales de alimentos:
carbohidratos y proteinas. Los carbohidratos o azucares, incluidos los azucares
simples, el almidon y otros polisacaridos, son componentes importantes de la dieta ya
que son el combustible respiratorio, se pueden almacenar como lipidos, participan en

la sintesis de aminoacidos y forman parte esencial de la cuticula (Champan 2012). La
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avispa chaqueta amarilla obtiene los carbohidratos mediante la succion o el lamido de
exudados de homopteros o afidos, frutas maduras, néctar de flores o savia de arboles.
Los aminoacidos por su parte son necesarios para la produccion de proteinas que se
utilizan con fines estructurales, como enzimas para el transporte y el almacenamiento,
y como moléculas receptoras. Ademas, algunos aminoacidos estan involucrados en la
morfogénesis, otros son neurotransmisores y varios se usan como combustible
respiratorio. V. germanica obtiene aminoacidos principalmente de carrofia u otros
insectos, succionando fluidos o cortando trozos de las partes blandas, manipulandolos
con la ayuda de las mandibulas y las patas y convirtiéndolos en una bola de la cual se
alimentan las larvas del nido (Berland 1928, Schremmer 1962, Matsuura y Yamane

1990).

Las obreras de V. germanica también utilizan las piezas bucales para cortar y raspar
las fibras vegetales durante la construccion del nido, para remover el suelo y pequehas
piedras al colonizar cavidades subterraneas, y para la captacion de agua. Por lo tanto,
las piezas bucales estan en contacto con una diversidad de sustancias quimicas y son
utilizadas como un conjunto de herramientas para diferentes tipos de tareas:

succionar, cortar, triturar, sujetar, limpiar, acicalar y lamer (Figura 25).
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Figura 25. Detalle del aparato
bucal de V. germanica en
condiciones naturales para los
comportamientos de acicalado y
limpieza (a), reposo (b), ingesta
de liquidos (c) y captura/corte
de solidos (d).

(1

Si bien, la anatomia y morfologia del aparato bucal de V. germanica es compleja,
existen cuatro estructuras principales involucradas en la quimio-recepcion de
contacto: (1) el labrum o labro (Ib) impar delante de la boca, (2) las mandibulas (ma),
(3) las maxilas (mx) pares y (4) el labium o labio (1) impar (Figura 26; Chapman 2012).
El labro, que esta oculto por el clipeo (cl), tiene una zona sensorial conformada por
numerosos pelos y la epifaringe. Por debajo del labro y el clipeo se encuentran las
mandibulas, un par de piezas fuertes, muy esclerotizadas especialmente en los
extremos o en sus bordes internos que se presentan dentados o aserrados y que poseen
movimientos transversos destinados al corte y a la masticacion. Entre las mandibulas
se encuentra un complejo caracteristico del orden Hymenoptera, el complejo maxilo-
labial (Figura 27). Este esta formado por componentes del labio y la maxila, y es
utilizado para succionar y lamer (por ejemplo, néctar u otros fluidos). Entre las
estructuras que forman este complejo, se encuentran los palpos (maxilares y labiales),
los mismos son los apéndices sensoriales utilizados para examinar y evaluar los

alimentos. El complejo maxilo-labial, junto con las mandibulas con mordida bien
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desarrollada, atribuyen al aparto bucal de las avispas sociales la gran versatilidad

funcional mencionada anteriormente (Spradbery 1973).

Figura 26. Foto del aparato bucal de Vespula germanica en vista frontal (a), vista
latero-frontal (b) y detalle (c). Se pueden apreciar las antenas segmentadas, las
mandibulas fuertemente esclerotizadas y aserradas (ma; c.i), el complejo maxilo-
labial extendido (gl/pa; c.ii) y los palpos labiales y maxilares (Ip y mxp

respectivamente; c.iii: vista lateral, c.iv: vista frontal).
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Figura 27 . Esquema de la
cabeza de Vespula Spp.
Coloreado indico las
estructuras del aparato bucal
implicadas en este capitulo. (a)
Vista lateral, (b) vista frontal,
(c) vista ventral, (d) corte
coronal. Adaptado de
Spradbery (1973).

Labio (1) - Mandibula (ma)

3.1.2. Objetivos e hipotesis

Dada la variedad de recursos alimenticios que forrajean las avispas sociales y el escaso
conocimiento sobre los factores que modulan la aceptacion de esos alimentos, en este
capitulo propongo describir y analizar la capacidad perceptiva de la avispa eusocial V.
germanica vinculada a la modalidad gustativa y como influye sobre ésta la experiencia
previa y la edad de la obrera. La hipotesis que subyace a los experimentos es que
existen distintos umbrales de respuesta para cada estimulo gustativo por encima del

cual se desencadena en la obrera la respuesta de alimentacion. A su vez, estos
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umbrales estan influenciados por la percepcion individual que puede ser modificada

por distintos factores como la experiencia previa o la edad.

Los objetivos particulares son, en primer lugar, evaluar la respuesta de las obreras
ante la estimulacion con soluciones apetitivas, identificando la existencia de una
respuesta refleja (capaz de ser evaluada sin ambigiiedad) frente a la estimulaciéon en
dos estructuras de percepcion distintas (palpos y antenas) y como influye la
experiencia previa en esta. A partir de la identificacion del tipo apropiado de
estimulacion, el segundo objetivo es evaluar si la respuesta refleja puede ser modulada
por la estimulacion consecutiva de estas estructuras. El tercer y ultimo objetivo
especifico se desprende de los dos anteriores y consiste en evaluar la respuesta
gustativa de obreras de V. germanica a alimentos ricos en hidratos de carbono y

alimentos ricos en proteinas en obreras de distintas edades.
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3.2. Materiales y métodos

3.2.1. Respuesta refleja de alimentacion

Dependiendo del modelo animal, se han establecido distintas formas de medir la
respuesta a estimulos gustativos de manera controlada en el laboratorio. Existen
protocolos estandarizados para medir el umbral de respuesta al azucar (URA) en
moscas y abejas (Edgecomb et al. 1987, Sudlow et al. 1987, Page et al. 1998, Scheiner
et al. 2004). El valor URA, fue definido originalmente para abejas y es aquella minima
concentracion de solucion azucarada capaz de evocar en una obrera la respuesta
innata de extension de la proboscis (Pankiw y Page 2000). El procedimiento se realiza
con las abejas encepadas; esto es, abejas amarradas que solo pueden mover libremente
las antenas y las piezas bucales. Si bien, como mencione, el valor URA fue definido
para abejas, también se ha utilizado esta técnica en otras especies modelo. En moscas,
por ejemplo, los umbrales se miden mediante la extension de la proboscide tras la
estimulacion en patas o piezas bucales (Edgecomb et al. 1987, Sudlow et al. 1987,
Scheiner et al. 2004). En hormigas, sin embargo, dado que no existe una proboscide, el
URA se evalua mediante la extension del complejo maxilo-labial como respuesta a la
estimulacion de palpos o antenas (o MaLER por su significado en inglés: “Maxilo-

Labium Extension Response”; Guerrieri y d’Ettorre 2010, Falibene y Josens 2012).

3.2.2. Obtencion de animales

3.2.2.1. Naive

Durante enero y febrero de 2018 y 2019 busqué, georreferencié y extraje nidos de V.
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germanica segun la metodologia explicada en el capitulo 2 seccion 2.2.1. Antes de
colocar el nido en las cajas de experimentacion extraje estantes de celdas con pupas
de obreras y los coloqué en contenedores plasticos. Mantuve los estantes en
incubadoras bajo oscuridad absoluta y temperatura controlada (30°C). Cada dia extraje
los individuos recién emergidos, los enumeré como explico a continuacion y los evalué

con el protocolo correspondiente acorde al grupo experimental asignado al azar.

3.2.2.2. Avispas de edad conocida

Luego de cosechar a las avispas emergidas de los estantes (0-24 hrs de edad) las
anestesié con frio (-18 C°) durante aproximadamente 5 min y las etiqueté en el torax
con un numero unico para tener un registro de la edad de cada individuo. Luego de
realizar el protocolo experimental correspondiente, embebi a cada avispa con miel
diluida para promover la aceptacion de esta por las companeras y la introduje en la
misma colonia de la cual extraje el estante originalmente. Monitoreé cada una de estas
colonias todos los dias para confirmar la supervivencia y la actividad de forrajeo de

las avispas etiquetadas.

Después de 28 dias (final de la temporada), anestesié a las colonias con éter etilico
(98% de pureza; Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) y capturé a las avispas etiquetadas
para evaluarlas nuevamente bajo la misma serie experimental con las que las evalué a

los O dias de edad.

3.2.2.3. Avispas forrajeras (edad desconocida)

En febrero y marzo de 2018 y 2019, ofreci alimentadores con recursos ricos en

carbohidratos o proteinas en diferentes sitios proximos a la ciudad de San Carlos de
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Bariloche, Argentina (41°9'0" S, 71°18'0" 0O), donde V. germanica se encuentra
establecida. Capturé obreras forrajeras a medida que iban aterrizando en el
alimentador vy las trasladé al laboratorio del IFAB, donde permanecieron con agua ad
libitum, en condiciones controladas de baja temperatura (5°C) y oscuridad con el
objetivo de inducir una disminucién en el metabolismo del individuo (Kafer et al.
2012). Unos minutos antes de la realizacion de los experimentos retiré a los individuos

y los coloqué bajo condiciones naturales para su aclimatacion.

3.2.3. Protocolo experimental

Con el fin de preparar a las avispas (naive, de edad conocida o forrajera) para su
evaluacion, las anestesié con frio (-18°C) durante aproximadamente 5 min, tiempo
después del cual las encepé en un tubo de plastico en el que solo las antenas y los
elementos bucales podian moverse libremente (Figura 28; Bitterman et al. 1983).
Posteriormente las coloque en oscuridad y temperatura ambiente entre 60 y 90
minutos para su aclimatacion. Una vez finalizada la aclimatacion realicé alguno de los

siguientes experimentos, todos entre las 10 y las 19 hrs.

3.2.3.1. Objetivo 1: Respuesta refleja a la estimulacion gustativa

Para probar si existe una respuesta refleja de extension del complejo maxilo-labial
frente a la estimulacién gustativa y si ésta depende del 6rgano receptor (antena o
palpo) estimulé a avispas forrajeras tocando la antena o el palpo con un capilar

embebido en agua o solucion de sacarosa 50% p/p.

Por otro lado, para evaluar si la respuesta se ve influenciada por la experiencia previa

opuesta, en una segunda etapa estimulé a cada avispa con la misma solucion en el
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organo opuesto al que habia sido estimulada previamente, por ejemplo, si primero

habia tocado la antena entonces posteriormente estimulé el palpo y viceversa.

Para evitar los efectos de la sed, ofreci agua corriente a cada obrera al principio de

cada serie experimental y entre cada ensayo. Registré la proporcion de avispas que

extendieron el complejo maxilo labial luego de ser tocadas en cada tratamiento.

3.2.3.2. Objetivo 2: Modulacion de la respuesta refleja

Figura 28. Técnica de

encepado de obreras
utilizada en los
experimentos de

estimulacion gustativa. La
misma consiste en colocar a
las avispas en un tubo (a) y
aprisionarlas con cinta (b)
de manera tal que
Unicamente queden con
movimiento libre las
antenas y las piezas bucales
(c: vista superior; d: vista

frontal).

Por otro lado, con el fin de evaluar si esta respuesta se modifica tras la estimulacion

consecutiva (experiencia previa), realicé tres series experimentales segiin detallo en la
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Tabla 2. Para esto utilicé el mismo paradigma de extension refleja del complejo Maxilo-
Labial mencionado en la seccion 3.2.1 del presente capitulo. Cada avispa forrajera fue
estimulada en la antena (segun resultados obtenidos del obejtivo 1 del presente
capitulo) durante una de las tres series experimentales. Para evitar una posible
extincion de la respuesta, después del ensayo, recompensé a toda avispa que respondio
positivamente con la misma solucion con la cual la estimulé. Para evitar los efectos de
la sed ofreci agua a cada obrera al principio de cada serie y entre cada ensayo. Descarté
los individuos que respondieron negativamente a la estimulacion con sacarosa 50%

p/p debido a la posible incapacidad de extender el complejo.

Tabla 2. Diagrama del protocolo experimental realizado para cada tratamiento
(agua, sacarosa y peptona de carne) para evaluar el efecto de la estimulacion

consecutiva en la respuesta de extension del complejo maxilo-labial de avispas

forrajeras.
Numero de ensayo 1 2 3 4 5
Agua agua agua agua agua Sac.>50%
Sacarosa (p/p) 3% 3% 3% 3%  Sac. 50%
Peptona de carne Sac. 50%

3% 3% 3% 3%
(p/p)

3.2.3.3. Objetivo 3: Capacidad de respuesta gustativa

Con el objetivo de evaluar la respuesta gustativa individual a distintos nutrientes y
utilizando el mismo paradigma mencionado en la seccion 3.2.1 del presente capitulo
estimulé en la antena a avispas naive, de 28 dias de edad o forrajeras durante una serie
experimental con concentraciones ascendentes de soluciones de sacarosa o peptona

de carne segun el esquema indicado en la Tabla 3.
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Después de cada ensayo recompensé a cada avispa con la misma solucion para evitar
una posible extincion de la respuesta y para evitar los efectos de la sed le ofreci agua
al principio de cada serie y entre cada ensayo. Al final de la serie experimental obtuve
un score o puntaje para cada individuo. Esta puntuacion se basa en si cada individuo
respondio6 a las diferentes concentraciones o no lo hizo (Scheiner et al. 2001, Pankiw
et al. 2004). La respuesta se cuantifica arbitrariamente con puntuaciones del uno al
cuatro, donde uno (1) representa una avispa que soOlo responde a la mayor
concentracion (por ej. 50% para el tratamiento 1 con sacarosa), y cuatro (4) representa

una avispa que responde a todas las concentraciones evaluadas (Figura 29).

Tabla 3. Diagrama del protocolo experimental seguido en cada tratamiento
(sacarosa 1, sacarosa 2 y peptona de carne) para evaluar el efecto de la calidad del
recurso en la respuesta de aceptacion de este en avispas naive, avispas de 28 dias

de edad y avispas forrajeras.

Numero de ensayo 1 2 3 4 TIPO DE OBRERA
Sacarosa (p/p)

Tratamiento1 3% 10% 20% 50% 0 Naive / Forrajeras

Tratamiento 2 3% 5% 10% 15% =————p Naive/Forrajeras/28 dias

Peptona de carne (p/p) 3% 5% 10% 15% ==————> Naive/Forrajeras

En todos los casos, consideré positiva a la respuesta cuando las avispas lamieron el
capilar luego de la estimulacion. Exclui del analisis a aquellas avispas que, durante la
serie experimental, morian o se encontraban dudosas (por ejemplo, no movian sus
antenas). También exclui a aquellas avispas que respondian positivamente a todas las

soluciones y al agua debido a la posible falta de capacidad perceptiva.



CAPITULO 3. Percepcién gustativa y rentabilidad de la fuente.

sy Figura 29. Puntuacion
PROTOCOLO EXPERIMENTAL X (score) asignada a cada

obrera segun la respuesta

PUNTUACION A 3 2 1

S?;i;ﬁqsi:rssz) & @ 10% & 20% @50% extiende el complejo frente

a la presentacion de una

observada. Una avispa que

Sacarosa (p/p) solucién 3% p/p recibe un

Tratamiento 2 & ‘ @ 5.% @ 10% (_‘5 15%

score de 4, mientras que una

Peptona de o que solamente responde a
carne (p/p) & , 4 5% @) 10%@) 1SA) soluciones de 15% o 50 %

Ensayo 1 2 3 4 (p/p) recibe un score de 1.

3.2.4. Analisis estadistico

Para evaluar si la respuesta refleja de extension del complejo Maxilo-Labial frente a la
estimulacion con agua o sacarosa (50% p/p) se ve influenciada por el oOrgano
estimulado (antena o palpo) o por la experiencia previa, realicé un modelo lineal
generalizado con distribucion Poission. Por otro lado, el efecto de la estimulacion
consecutiva lo evalué con un modelo lineal generalizado con distribucion Bernoulli.
Consideré "solucion" y "ensayo” como efectos fijos e "individuo” como un efecto
aleatorio. Cada nivel fue contrastado a posteriori con una prueba de Tuckey (en ambos
casos, funcion “glmer” del paquete “Ime” para la seleccion del modelo y funcion “glht”
del paquete “multcomp” para los contrastes). Todos los analisis estadisticos los realicé

en el software Rstudio, Version 1.2.1335, 2019.

Para analizar el efecto del tipo de obrera sobre la capacidad de respuesta gustativa,
estimada a través de la asignacion de una puntuacion como expliqué anteriormente,
realicé un modelo lineal generalizado con distribucion Conway-Maxwell-Poisson dado
que registré subdispersion (funcion “glmmTMB” del paquete “glmmTMB”). Cuando fue

necesario realicé un contraste a posteriori con una prueba de Tuckey (funciones
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Yemmeans” y “cld” de los paquetes “emmeans” y “multcompView” respectivamente).
Todos los analisis estadisticos los realicé en el entorno estadistico Rstudio, Version

1.2.1335, 2019.
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3.3. Resultados

3.3.1. Objetivo 1: Respuesta refleja a la estimulacion gustativa

En obreras forrajeras la respuesta de extension del complejo no dependi6 del 6rgano
estimulado, en todos los casos la respuesta a la sacarosa fue mayor que la respuesta
al agua (P 6rgano=0.092, P o1ci6n<0.001, P ineraccion=0.194; Antena Paguasac =0.027; Palpos Pagua
«=0.004). Sin embargo, individuos con una experiencia previa de estimulacion en los
palpos, cuando fueron tocados en la antena equipararon su respuesta a la respuesta
correspondiente de los individuos estimulados con agua, mientras que los individuos
con experiencia previa de estimulacion antenal y posteriormente evaluacion en palpos
no mostraron un cambio es su respuesta (Antena Pagaexp. prev =0.463, P sacexp. prev =0.574;

Palpos pagua-exp.prev=0-003, p sac-exp. prev =0999, Figura 30)

100 a a b b ab b Figura 30. Porcentaje

de individuos que, tras

- la estimulacion en las
antenas o los palpos,

12

Respuesta extendieron el complejo

[ Noedende . i1o Tabial. Respuesta
Extiende i divi i

L de individuos sin

experiencia previa

13

MaLER (%)
()]
o

25

- Hl=

Antena Palpo Antena Palpo  Antena Palpo 50 p/p (b) y con
Tratamiento

frente a la presentaciéon

de agua (a) o sacarosa

experiencia previa
frente a la presentacion de sacarosa 50% p/p (c). Cada avispa de este grupo recibio6
los dos tipos de estimulaciones, pero en distinto orden: un grupo fue estimulado
primero en los palpos y en segundo lugar en las antenas (antena) y el otro grupo
recibio las estimulaciones en el orden inverso (palpo). Se indica en el interior de
las barras el nimero absoluto de individuos con cada respuesta. Letras distintas

indican diferencias significativas (p<0.05).
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3.3.2. Objetivo 2: Modulacion de la respuesta refleja

La respuesta de extension no se vio modificada tras sucesivos eventos de estimulacion,
sin embargo, se observd una diferencia en la respuesta a cada soluciéon utilizada (p
ensayo=0.256, P somcion=0.019, P interacicn=0.158). Si bien, tanto la sacarosa como la peptona no
provocaron una respuesta distinta a la del agua (p=0.814 y p= 0.328 respectivamente),
la respuesta a la sacarosa fue marginalmente mayor que la respuesta a la peptona (p=
0.045). En todos los casos, la estimulacion con sacarosa en mayor concentracion (50 %
p/p) condujo a un aumento en la respuesta de aceptacion de esta (Agua p.s <0.01,

Sacarosa p.s<0.01, Peptona p.s<0.01; Figura 31).

100

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Numero de ensayo

Figura 31. Efecto de la estimulacién repetida en el reflejo de extension del
complejo maxilo-labial. Se observa el porcentaje de respuestas positivas
(extension) de obreras forrajeras frente a la estimulaciéon con dos soluciones de
baja concentracion con distinto aporte nutricional (sacarosa, n=38; y peptona,
n=45) y con agua (n=19=, durante 4 ensayos consecutivos. El ensayo numero 5
corresponde a un control positivo con solucion de sacarosa 50% p/p. Letras

distintas indican diferencias significativas.
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3.3.3. Capacidad de respuesta gustativa

Del total de las avispas evaluadas con la secuencia ascendente 3%, 10%, 20% y 50%
sacarosa (p/p), mas del 70% respondieron positivamente a partir de la solucion 10%
(Naive 72.7%, Forrajeras 73%) y el porcentaje mas alto de aceptacion fue para la
solucion 50%, a la cual respondieron el 84% de las naive y 93.2% de las forrajeras. Estos
valores no difirieron significativamente de los valores observados para la solucion 20%
(Naive p=0.51, Forrajeras p=1; Figura 32a). No encontré diferencias en la puntuacion
de respuesta entre obreras forrajeras y obreras naive, ambos grupos presentaron una

puntuacion media de 3 (p=0.61; Figura 32b).
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Tipo de obrera

Figura 32. (a) Porcentaje de respuestas positivas de extension del complejo maxilo-
labial (MaLER) segun la concentracion de solucion ofrecida (agua, 3%, 10%, 20% vy
50% de sacarosa p/p) para obreras naive (circulos rosado claro, n=44) y forrajeras
(cuadrados rosado oscuro, n=74). Las letras “ns” indican que no se encontraron
diferencias significativas entre los distintos tipos de obreras y letras distintas
indican diferencias significativas (p < 0.05) entre las respuestas a las
concentraciones. (b) Valor medio de la puntuacién obtenida en para cada tipo de

obrera. Los bigotes representan en error estandar.
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Por otro lado, cuando evalué la respuesta en un rango mas preciso entre las
concentraciones del ensayo anterior donde comienzan a responder mas del 60% de los
individuos (es decir, avispas evaluadas con la secuencia ascendente 3%, 5%, 10% y 15%
sacarosa), observé que el 60% o mas respondieron positivamente a partir de la solucion
5% (Naive 58%, Forrajeras 76%) y el porcentaje mas alto de aceptacion fue para la
solucion 15%, a la cual respondieron el 75.8% de las naive y 89.7% de las forrajeras.
Estos valores no difirieron significativamente de los valores observados para la
solucion 10% (Naive p=0.1, Forrajeras p=0.93; Figura 33a). No encontré diferencias en
las puntuaciones de respuesta entre obreras naive y obreras forrajeras, ambos grupos
presentaron un valor medio de 2.5 y 3 respectivamente (p=0.19; Figura 33b). Sin
embargo, obreras que fueron marcadas al nacer, colocadas nuevamente en su nido y
evaluadas 28 dias después, difirieron en su respuesta. De 115 avispas marcadas y
colocadas en el nido, sobrevivieron unicamente 9. De estas, el 66% respondieron
positivamente a las soluciones 10% y 15% (p=0.1; Figura 33a. Linea amarilla) por lo
tanto presentaron una puntuacion media de 2, este valor no difiri6 significativamente
de la media observada para avispas naive pero si para obreras forrajeras recolectadas
en el campo (Naive-28 dias p=0.114, Forrajeras-28 dias p=0.023; Figura 33b. rombo
amarillo). Es interesante resaltar que durante el monitoreo visual de estas avispas
durante los 28 dias nunca observé que salieran del nido en vuelos de forrajeo o

realizando alguna otra actividad.
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Figura 33. (a) Porcentaje de respuestas positivas de extension del complejo maxilo-
labial (MaLER) segun la concentracion de solucion ofrecida (agua, 3%, 5%, 10%y 15%
de sacarosa p/p) para obreras naive (circulos rosado claro, n=62), forrajeras
(cuadrados rosado oscuro, n=68) y obreras de 28 dias de edad (rombos amarillos,
n=9). Las letras “ns” indican que no se encontraron diferencias significativas entre
los distintos tipos de obreras y letras distintas indican diferencias significativas
(p < 0.05) entre las respuestas a las concentraciones. (b) Valor medio de la
puntuacién obtenida en para cada tipo de obrera. El asterisco indica diferencias

significativas (p<-0.05). Los bigotes representan en error estandar.

En cuanto a la respuesta observada para la estimulacion con peptona de carne (3%, 5%,
10%y 15% p/p) el 60% o0 mas de las obreras naive respondieron positivamente a partir
de la solucion 3%, mientras que las forrajeras lo hicieron a partir de la solucion 10%
(Naive 62.5%, Forrajeras 64%). Si bien la aceptacion maxima alcanzada en obreras naive
fue del 77.5% a la solucion 15%, estos valores no difirieron significativamente de los
valores observados para ninguna de las otras soluciones; por otro lado las obreras

forrajeras demostraron un 75% de aceptacion para esta solucion y solo difirieron
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significativamente en la aceptacion a la solucion 3% (Naive piss3=0.832, Pis.5=0.987,
Pis s 10=1; Forrajeras pis.s3<0.01, pis.5=0.065, pis10=0.944; Figura 34a). No encontré
diferencias en las puntuaciones de respuesta entre obreras naive y obreras forrajeras,

ambos grupos presentaron un valor medio de 2 y 3 respectivamente (p=0.10; Figura

34b).
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Figura 34. (a) Porcentaje de respuestas positivas de extension del complejo maxilo-
labial (MaLER) segun la concentracion de solucion ofrecida (agua, 3%, 5%, 10%y 15%
de peptona de carne p/p) para obreras naive (circulos rosado claro, n=40) y
forrajeras (cuadrados rosado oscuro, n=56). Las letras “ns” indican que no se
encontraron diferencias significativas entre los distintos tipos de obreras y letras
distintas indican diferencias significativas (p < 0.05) entre las respuestas a las
concentraciones. (b) Valor medio de la puntuacion obtenida en para cada tipo de

obrera. Los bigotes representan en error estandar.
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3.4. Discusion

En este capitulo profundizo en el conocimiento sobre las capacidades perceptivas
vinculadas a la modalidad gustativa de V. germanica, sugiriendo que existe una
respuesta refleja a la estimulacion apetitiva tanto en antenas como en palpos, que la
respuesta no es modulada por la repeticion del estimulo, y que existe un umbral tanto
para soluciones proteicas como azucaradas por debajo del cual las obreras no logran

discriminar entre éstas y agua.

Si bien los insectos poseen quimiorreceptores en todo el cuerpo, la mayor densidad de
estos se encuentra en las piezas bucales y en las antenas; por lo tanto, estas dos
estructuras se consideran las principales involucradas en la quimio-recepcion de
contacto (Chapman 2012). Los resultados del objetivo 1 de este capitulo muestran que
las obreras de V. germanica perciben estimulos gustativos con ambos Organos y
responden a ellos de forma refleja disponiendo sus piezas bucales para la
alimentacion. Sin embargo, este reflejo al estimulo en las antenas disminuye si
previamente la avispa contact6 el alimento con los palpos. Una explicacion posible a
este resultado es que, si bien ambas estructuras son utilizadas para censar una
potencial fuente de alimento, éstas actuan en niveles distintos (Chapman 2012). Al
igual que el comportamiento descripto en el capitulo 1 seccion 1.1.2 para Phormia sp.
en donde la estimulacion con azucar de los quimiorreceptores del tarso conduce a una
cascada estimulo-respuesta que finaliza en la ingestién, muchos otros insectos poseen
secuencias esencialmente similares (Chapman 2012). Cuando un insecto se aproxima
a una fuente de alimento, en una primera etapa realiza una valoracion de ésta a partir
de la informacion obtenida por el contacto con las antenas y posteriormente, mas
proximo a ser ingerido, el alimento es valorizado nuevamente a través del contacto con

los palpos. De ésta manera el insecto puede analizar el alimento para evitar alimentarse
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de una fuente toxica y al mismo tiempo elegir aquellas que le resulten mas nutritivas

(Chapman 2012).

Sumado a la variacion observada dependiente de la experiencia previa, el umbral de
respuesta también puede cambiar dentro del mismo individuo segin el 6rgano
estimulado. En moscas, el umbral de respuesta al azucar es mayor en los tarsos que
en las piezas bucales (Sudlow et al. 1987). En abejas, sin embargo, la mayor respuesta
se obtiene a partir de la estimulacion de las antenas y en hormigas la respuesta al
azucar varia enormemente entre especies, aun dentro del mismo género (Page et al.
1998, Falibene y Josens 2012). En este estudio sugiero que en V. germanica el umbral
de respuesta es independiente del 6rgano estimulado, pero puede ser modificado por
la experiencia previa a corto término (uno a varios minutos). Estos hechos remarcan la
importancia de identificar el sitio apropiado de estimulacién para cada especie en

particular.

Una respuesta refleja no siempre ocurre automaticamente de la misma forma ante la
presentacion repetida del mismo estimulo, dado que, en determinadas circunstancias
la experiencia previa puede ocasionar un cambio conductual. Este cambio puede
observarse como una disminucion (fatiga motora, adaptacion sensorial o habituacion)
0 como un incremento en la respuesta (sensibilizacion; Maldonado 2008). Los
resultados del objetivo 2 muestran que en V. germanica la experiencia previa no genera
tal cambio conductual, sino que la avispa vuelve a censar y elaborar cada respuesta
independientemente de la experiencia anterior. La fatiga motora, la adaptacion
sensorial, la habituacion y la sensibilizacion son rasgos fundamentales en todas las
especies y sistemas de respuesta que actian como mecanismo frente a los
innumerables estimulos del ambiente con el fin de reducir la reactividad a los que se

vuelven irrelevantes o aumentarla a los que se vuelven altamente peligrosos
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(Maldonado 2008). Estos resultados son previsibles si consideramos que las antenas
son uno de los principales 6rganos involucrados en la percepcion de contacto, que ésta
es una de las principales vias de adquisicion de informacién para la toma de decisiones
de alimentacion y que algunos alimentos pueden resultar incluso toxicos. Por lo tanto,

generalizar una respuesta en base a la experiencia previa no parece adaptativo.

Por otro lado, las obreras de V. germanica, independientemente de la tarea que realicen
en la colonia, son capaces de detectar la presencia de azucares y de proteinas en
soluciones a partir de una concentracion de 5%y 10% p/p respectivamente. En abejas,
la sensibilidad de respuesta al azucar esta relacionada con una disposicion del sujeto
a responder a estimulos de diferentes modalidades sensoriales. Esta propension para
responder esta asociada a un estado de activacion general (“arousal”). Es por esto por
lo que la medida de sensibilidad gustativa al azucar es utilizada en innumerables
estudios como un indicador del estado interno de los individuos (Pankiw y Page
1999,2000, 2001,2003; Guerrerri y d’Ettorre 2010, Falibene y Josens 2012, Mengoni et
al. 2016, Ruedenauer et al. 2019). En este capitulo sugiero que los mismos parametros
ampliamente utilizados en otras especies pueden ser aplicados a una avispa eusocial,
habilitando el camino para el estudio de muchas situaciones en las cuales una

respuesta comportamental se encuentre modulada por el estado interno del individuo.

La discriminacion de soluciones con diferente concentracion ha sido sugerida en
algunos insectos, por ejemplo, recientemente se ha demostrado que los individuos de
Bombus terrestris son capaces de detectar distintas concentraciones de aminoacidos
en una solucion, pero no logran discriminar entre diferentes aminoacidos (Ruedenauer
et al. 2019). Si bien este fenémeno podria estar ocurriendo en V. germanica dado que
los umbrales de respuesta obtenidos entre azucares y proteinas son similares, descarto

esta situacion ya que las curvas observadas son distintas, 1o que indica una valoracion
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diferente a ambas soluciones.

Una de las limitaciones de los experimentos, consiste en que la comparacion lineal
entre soluciones proteicas y azucaradas es inverosimil dado el escaso conocimiento en
el campo de la percepcion y valoracion gustativa de aminoacidos en insectos. A pesar
de esto, este estudio representa un avance en este sentido, ya que es el primer trabajo
que pone a punto y compara la respuesta para ambos nutrientes en un insecto social.
Mis resultados muestran que, si bien en esta avispa el patron de respuesta para
concentraciones ascendentes de azucares es similar al patron informado para otros
insectos, la respuesta a soluciones proteicas es mucho menos pronunciada (Bitterman
et al. 1983). Encuentro dos posibles explicaciones a este hecho. Por un lado, podria
deberse a que el rango de concentraciones utilizadas no fue el indicado para observar
estas respuestas; o que la diferencia en el tipo de alimento, y por lo tanto en el tipo de
nutriente que ofrece, podria estar relacionado con el comportamiento que
desencadena cada uno. Para futuros estudios seria interesante relacionar estos

umbrales con el comportamiento observado en la naturaleza.

El estudio de la percepcion del gusto en insectos sociales permite relacionar la biologia
individual con aspectos de la biologia social y la organizacion de la colonia (Chapman
2012). Es asi como en abejas, gracias a la existencia de un protocolo bien estandarizado
para medir umbrales, se ha podido estudiar la relacion entre los umbrales de respuesta
con el genotipo, el rol del individuo en la colonia, el estado nutricional o la calidad de
alimento circulante en la colonia, entre otros (Page et al. 1998, Pankiw y Page 1999,
2000; Pankiw et al. 2001, 2004; Martinez y Farina 2008). Si bien en el resto de los
insectos sociales hay algunos estudios relacionados con este topico, ain no se han
llegado a estandarizar estos protocolos. Particularmente en avispas, si bien existen

varias limitaciones metodologicas por resolver, este es el primer trabajo donde se
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aborda la percepcion del gusto no solo para soluciones azucaradas, sino también para
soluciones proteicas. Las obreras de las avispas sociales constituyen un modelo de
estudio unico dado que recolectan tanto azucares, como proteinas y agua con el
aparato bucal. Incluir a las avispas sociales en estudios de sensibilidad gustativa
ayudara a un mejor entendimiento de muchos aspectos relacionados con las funciones
individuales, la toma de decisiones de forrajeo, la estructura social, la organizacion del

grupo, patrones de interaccion y relaciones entre individuos en insectos sociales.



CAPITULO

Requerimientos nutricionales: influencia de la edad
y las demandas de la colonia en la valoracion del

recurso

Resumen

Los animales deben ingerir los alimentos adecuados en cantidades apropiadas para el
crecimiento, la reproduccion y la obtencion de energia. En insectos sociales, las obreras
forrajeras deben relacionar sus propias necesidades nutricionales con las necesidades
de la colonia considerando que estas son distintas para cada individuo que la compone.
Con el objetivo de comprender como las forrajeras de avispas sociales resuelven la
explotacion de recursos con distintos aportes nutricionales (azucarados y proteicos),
evalué como el cambio inesperado de un recurso por otro (contraste) modifica el
comportamiento de ingestion de la obrera segin su edad, el rol desempefnado dentro
de la colonia y las demandas de esta. Para esto, entrené a avispas aisladas de la colonia
(recién emergidas, de edad conocida y forrajeras) y a avispas forrajeras en condiciones
naturales con un tipo de recurso y testeé la respuesta a otro. Observé que los tres
grupos de obreras que no tenian contacto con la colonia ingerian hidratos de carbono
independientemente de la experiencia previa. Mientras que forrajeras en contacto con
la colonia priorizaron el consumo de recursos proteicos. Por lo tanto, la edad y el rol

de cada obrera dentro de la colonia no modifican las decisiones de forrajeo, mientras
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que los requerimientos nutricionales de la colonia influyen fuertemente en la

valorizacion de los recursos explotados.

Palabras clave: chaqueta amarilla, contraste de recursos, insecto social, valor relativo

4.1. Introduccion

Todos los organismos necesitan incorporar moléculas especificas para el crecimiento
y mantenimiento de tejidos, para la reproduccion y para la obtencion de energia. La
gran mayoria de estas moléculas se obtienen con los alimentos, por lo tanto, los
animales deben ingerir los alimentos adecuados en cantidades apropiadas y evitar
excesos nocivos de toxinas o nutrientes. Lograr una nutricion Optima implica una

interaccion compleja entre sus necesidades individuales y la oferta del ambiente.

Para regular su nutricion y elaborar respuestas conductuales y fisiologicas 6ptimas, un
animal, necesita (i) determinar la calidad nutricional de las fuentes de alimento
disponibles (estudiado en el capitulo 3); (ii) evaluar su estado nutricional en relacion
con su estado deseado e (iii) integrar sus requerimientos nutricionales con la
disponibilidad de fuentes (Lenard y Berthoud 2008, Simpson y Raubenheimer 2012).
Los alimentos ofrecen mezclas complejas de nutrientes y a su vez, cada nutriente tiene
su propia implicancia funcional para el animal. Por ejemplo, en general un alto
rendimiento reproductivo y una larga vida util tienen 0ptimos nutricionales diferentes.
En insectos, las dietas ricas en carbohidratos benefician la vida util (por ejemplo,
longevidad), mientras que las dietas altas en proteinas favorecen la reproduccion, pero

reducen drasticamente la vida util (Simpson y Raubenheimer 2012).
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La cantidad de nutrientes, y el equilibrio requerido es especifico de cada especie
(Behmer 2009). En general, los insectos solitarios no son igualmente atraidos por cada
nutriente en particular, pueden compensar los cambios en la composicion de los
alimentos y son capaces de seleccionar entre alimentos nutricionalmente
complementarios para lograr un "objetivo de ingesta" nutricional. En los insectos
sociales, la regulacion de la ingesta de nutrientes es mucho mas compleja que en los
solitarios. En estos, la recoleccion de alimentos la realizan principalmente las obreras
forrajeras (que representan aproximadamente del 10% al 20% de la colonia) y, en
consecuencia, el éxito de la colonia depende en gran medida de la eficacia de ellas para
obtener recursos y compartirlos con los compaferos del nido menos moviles
(Holldobler y Wilson 1990). En consecuencia, una forrajera debe relacionar sus propias
necesidades nutricionales con las necesidades de la colonia considerando ademas que
los requerimientos nutricionales de algunos individuos dentro de la colonia son

diferentes (Sorensen et al. 1985, Dussutour y Simpson 2009, Feldhaar 2014).

Los individuos de una colonia de insectos sociales tienen necesidades nutricionales
que varian segun su etapa de crecimiento (esto es, larva, pupa o adulto), su edad y/o
su rol dentro la sociedad (Sorensen et al. 1985, Dussutour y Simpson 2009, Cook et al.
2010, Feldhaar 2014). Las obreras adultas, como las nodrizas y las forrajeras, en su
mayoria necesitan carbohidratos como fuente de energia, mientras que las larvas y la
casta reproductiva dependen en gran medida de proteinas para el crecimiento o para
la produccion de huevos, respectivamente (Holldobler y Wilson 2009). En la abeja
melifera, por ejemplo, las obreras se alimentan principalmente de néctar, recurso rico
en carbohidratos, mientras que las larvas se alimentan casi exclusivamente de polen,

un alimento rico en proteinas (Brodschneider y Crailsheim 2010).

Por lo tanto, una obrera forrajera debe realizar su propia evaluacion independiente de



CAPITULO 4. Requerimientos nutricionales.

la rentabilidad de la fuente, integrando la informaciéon de su propio estado fisiol6gico
(que depende entre otras cosas de la edad) con las condiciones fisiologicas de la
colonia, la de los sistemas sensoriales (la cual puede estar sesgada por la percepcion y
la preferencia innata que determinan, en cierta forma, el rol de la obrera) y la memoria.
En base a esto es que tomara la decision sobre como asignar los esfuerzos de
alimentacion (Howard y Tschinkel 1980, Seeley et al. 1991, Sola et al. 2013, Ruedenauer

etal 2019).

Vespula germanica es una avispa eusocial que, a diferencia de otras especies de
Véspidos que solo se alimentan de presas vivas, es carrofiera y generalista. Se alimenta
de recursos ricos en carbohidratos y proteinas, como la carrofia que generalmente es
impredecible e inestable (los animales muertos se pueden encontrar al azar, se
descomponen pronto y son explotados por otras especies) (Akre et al. 1986, Pereira
2016). A su vez, las obreras forrajeras de V. germanica proporcionan alimento a las
larvas en desarrollo dentro del nido, mientras que las larvas las recompensan a traves
de trofalaxia (intercambio de soluciones boca a boca) con saliva rica en azucares y
algunos aminoacidos (Kasper et al. 2004). Las necesidades de proteinas de las colonias
aumentan hacia fines del verano y otono debido al crecimiento en la abundancia de

larvas dentro de la colonia (Sackmann et al. 2000, Richter 2000, Taylor et al. 2012).

4.1.2 OBJETIVOS E HIPOTESIS

Con el proposito de comprender como las avispas sociales resuelven decisiones de
alimentacion entre recursos con distintos aportes nutricionales (azucarados y
proteicos), evalué como el cambio inesperado de un recurso (contraste) modifica las
decisiones de explotacion-exploracion de las obreras de V. germanica segun su edad,

el rol desempenado en la colonia y las demandas de ésta. Bajo la hipotesis que, en cada
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evento de forrajeo las obreras de V. germanica deben decidir si explotar una fuente en
funcion de la demanda de la colonia dado el comportamiento trofalactico que ocurre
en el nido, espero que la ingestion de recursos proteicos sea priorizada sobre la

ingestion de recursos azucarados.
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4.2. Materiales y métodos

Todos los ensayos de laboratorio (correspondientes a las secciones 4.2.1 y 4.3.1) los
llevé a cabo durante la temporada de mayor actividad de las avispas (es decir, marzo
y abril en la Patagonia Argentina) del afio 2019 de 1:00 p.m. a 8:00 p.m. Mientras que
todos los experimentos de campo (correspondientes a las secciones 4.2.2 y 4.3.2) los
realicé en los afios 2018 y 2019 en entornos naturales al aire libre en diferentes sitios
cerca de la ciudad de Bariloche, Argentina; en dias soleados, tranquilos y en los cuales
las avispas eran atraidas a recursos azucarados y proteicos a la vez (es decir, en

marzo), de 11:00 a.m. a 8:00 p.m. (Potter 1964, Archer 2004).

4.2.1. Decisiones de alimentacion en avispas aisladas: efectos de la edad y

del rol dentro de la colonia

4.2.1.1. Obtencion de animales

Durante los meses de enero y febrero de 2019 busqué, georreferencié y marqué nidos
de V. germanica en los alrededores de la ciudad de Bariloche, Argentina (41°9'0" S,
71°18'0" O) como se indica en el capitulo 2 seccion 2.2. De los nidos identificados, 4
fueron excavados y colocados en cajas experimentales utilizando el procedimiento
indicado en el mismo capitulo y seccion. Las cajas experimentales con sus nidos en el

interior fueron trasladadas al predio del IFAB, para su monitoreo constante.

Para evaluar el efecto de la edad y el papel dentro de la colonia en la decision de
explotacion de un recurso colecté, por un lado, obreras naive (recién emergidas, 0-24hs
de edad) a partir de la cria bajo condiciones controladas (30°C y oscuridad absoluta)

de estantes de celdas con pupas de obreras de los 4 nidos experimentales mencionados
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anteriormente (para mas detalle ver capitulo 3 seccion 3.2.2.2). Por otro lado, capturé
obreras forrajeras que se encontraban explotando alimentadores con recursos
azucarados o proteicos. Ofreci los alimentadores en sitios proximos a la ciudad de

Bariloche. (para mas detalle ver capitulo 3 seccion 3.2.2.3).

4.2.1.2. Protocolo experimental

Con el objetivo de evaluar si el cambio inesperado de un recurso por otro modifica la
respuesta gustativa de avispas obreras, entrené a avispas naive y forrajeras con una
solucion azucarada o proteica que luego intercambié por la opuesta. El entrenamiento
consistio en cuatro estimulaciones antenales consecutivas ya sea con una solucion de
sacarosa (15% p/p; de ahora en adelante solucion azucarada) o una solucion de peptona
de carne (10% p/p; de ahora en adelante soluciéon proteica). Utilicé estas
concentraciones dado que los resultados del capitulo 3 seccion 3.3.3 mostraron una
respuesta positiva por parte de la mayoria de los individuos para ambas soluciones. La
prueba consistio en una unica estimulacion antenal con la misma solucion que la del
entrenamiento o con la solucion opuesta (contraste) segun el grupo experimental
asignado (Figura 35). Antes de cada evaluacion encepé y aclimaté a las avispas para ser
evaluadas bajo el paradigma de extension refleja del complejo maxilo-labial (MaLER)

de la misma forma que describi en el capitulo 3 seccion 3.2.3.
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Figura 35. Disefno experimental para evaluar los efectos de la edad y del rol dentro
de la colonia en la decision de explotaciéon de un recurso. “T1, T2, T3, T4 y T5”
indican en numero de ensayo, los cubos amarillos indican estimulacion con
solucion rica en carbohidratos (“C”, sacarosa 15% p/p), los cubos morados indican
estimulacion con solucion rica en proteinas (“P”, peptona de carne 10% p/p), la

gota indica la estimulacion con agua.

Después de cada estimulacion, recompensé a las avispas con la misma solucion para
evitar una posible extincion de la respuesta. Para evitar los efectos de la sed, la
sensibilizacion o la habituacion (por la estimulacion repetida) evalué la respuesta de
las avispas al agua antes de cada estimulacion (control negativo). Ademas, para
confirmar la ausencia de fatiga motora y adaptacion sensorial, estimulé a las avispas
que respondieron negativamente en la fase de prueba con la solucion opuesta (por
ejemplo, entrenamiento y prueba con solucion proteica, respuesta negativa a la prueba,
control positivo con solucion azucarada). En todos los casos, consideré la respuesta
positiva si la avispa lamia el capilar. Todas aquellas avispas que murieron o no
movieron sus antenas durante una serie experimental, aquellas que no respondieron a

los controles positivos y aquellas que respondieron positivamente una unica vez en
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toda la serie, fueron excluidas de los analisis por posible deficiencia perceptiva. No
hubo avispas que respondieran positivamente a todas las soluciones y al agua, asi

como positivamente solo al agua (y negativamente a las soluciones).

4.2.2. Decisiones de alimentacion de avispas en contexto natural: efectos de

las demandas de la colonia

4.2.2.1. Obtencion de animales

Durante marzo de 2018 y 2019 identifique 15 sitios (8 en 2018 y 7 en 2019) con gran
abundancia de obreras forrajeras de V. germanica, donde las avispas eran atraidas a
recursos azucarados y proteicos a la vez. Para esto realicé una prueba preliminar
ofreciendo alimentadores con ambos recursos durante 15 a 30 minutos. En cada sitio

realice el protocolo experimental detallado a continuacion.

4.2.2.2. Protocolo experimental

Para establecer si el cambio inesperado de un recurso por otro modifica la decision de
explotacion en obreras que responden a las demandas de la colonia, realicé una fase
de entrenamiento y una de prueba en cada sitio seleccionado. Coloqué
simultaneamente dos estaciones de entrenamiento hacia recursos azucarados (miel
85% p/p; Figura 36. a.) y dos estaciones de entrenamiento hacia recursos proteicos (25
g de carne picada; Figura 36. b.). Cada plato de plastico se encontraba como minimo a
15 mts de distancia de otro. Durante 20 minutos (fase de entrenamiento), marque a
cada avispa que aterrizo en cada estacion de entrenamiento (hasta 100 avispas por
estacion) en el torax con pintura acrilica para su posterior identificacion (Eckles et al.

2008). Identifiqué a las forrajeras de cada estacion con distinto color. Inmediatamente
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después de la fase de entrenamiento, reemplacé los alimentadores y di comienzo a la
fase de prueba: cambié los platos por otros dos con el mismo recurso (controles) y dos
con un recurso opuesto (Figura 37). Durante los siguientes 20 minutos (fase de prueba),
contabilicé y succioné cada avispa marcada que aterrizaba en cada estacion con un
aspirador de avispas para evitar contarla nuevamente. Por observaciones previas
determine 20 minutos como un tiempo considerable para marcar la mayoria de las
avispas que explotaban cada alimentador. Consideré a cada estacion independiente de
la otra, porque nunca observé en un alimentador el aterrizaje de avispas marcadas con
el color correspondiente a otra estacion. Para evitar los posibles efectos del momento
del dia y/o la diferente abundancia de avispas en cada micrositio, los cuatro ensayos
comenzaron al mismo tiempo. Antes de cada ensayo evalué que tanto los recursos

proteicos, como los azucarados sean atractivos para las avispas.

Figura 36. Alimentadores ofrecidos a campo con recursos azucarados (a) y recursos

proteicos (b).
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4.2.3. Analisis estadistico

4.2.3.1. Decisiones de alimentacion en avispas aisladas

Para probar el efecto del nido y del tratamiento, en las fases de entrenamiento y prueba
planteé un modelo lineal generalizado con una distribucion de errores Bernoulli. En la
fase de entrenamiento, descarté el efecto a la estimulacion consecutiva y la
estimulacion con agua mediante un modelo lineal generalizado con distribucion
Bernoulli y comparé cada nivel mediante una prueba de Tuckey. Consideré
"tratamiento” y "ensayo” como efectos fijos e "individuo” como un efecto aleatorio
(funcion “glmer” del paquete “Ime” para la seleccion del modelo y funcion “glht” del
paquete “multcomp” para los contrastes). Para evaluar las diferencias entre las

respuestas de los individuos en la fase de prueba (variable respuesta) segun el



CAPITULO 4. Requerimientos nutricionales.

tratamiento (variable explicatoria) realicé una prueba de hipotesis de proporciones con
distribucion Bernoulli. Consideré "exitoso" a un evento cuando el complejo maxilo-
labial fue extendido y se produjo la ingesta de la solucion, y un "fracaso" cuando esta

respuesta no sucedio.

4.2.3.1. Decisiones de alimentacion de avispas en contexto natural

Evalué el efecto del tratamiento sobre el porcentaje de avispas que aterrizaron en la
estacion de prueba para cada recurso con un modelo lineal generalizado con
distribucion de error Cuasi-binomial (detecté sobredispersion) y realicé comparaciones
de Tuckey (funcion “glmer” del paquete “Ime” para la seleccion del modelo y funcion

“glht” del paquete “multcomp” para los contrastes).

Todos los analisis estadisticos los realicé con el software estadistico Rstudio (R

Development Core and Team, Version 1.2.1335, 2019).
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4.3. Resultados

4.3.1. Decisiones de alimentacion en avispas aisladas: efectos de la edad y

del rol en la colonia

4.3.1.1. Obreras naive (avispas recién emergidas, sin rol definido y sin contacto con la

colonia)

Durante la fase de entrenamiento, la respuesta de las avispas al agua fue menor que la
respuesta a cualquier otra solucion, con excepcion del ensayo 3 en el grupo respuesta
a los carbohidratos (“PC”) en el cual no se observaron diferencias (Figura 38, lineas
punteadas). No se observo interaccion entre los ensayos y el tratamiento, ni un efecto
de las estimulaciones consecutivas (P meracion = 0.807, D ensayos = 0.555, P watamiento = 0.792).

Tampoco hubo efecto del nido (p naw = 0.621, P vatamieno = 0.007).

El porcentaje de obreras naive que respondieron positivamente a la solucion azucarada
fue el mismo independientemente del recurso ofrecido durante el entrenamiento (PC=
87.5% vs CC = 88.8%, p = 1); sin embargo, la respuesta a la solucion proteica disminuyo
cuando las obreras naive habian sido entrenadas con recursos azucarados (CP= 61.1%

vs PP=100%, p = 0.011; Figura 38, Fase de prueba).
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Figura 38. Porcentaje de obreras naive que responden positivamente en cada
ensayo. En la fase de entrenamiento, las lineas continuas indican el porcentaje de
obreras de V. germanica que responden a la estimulacién con recursos azucarados
0 recursos proteicos segun el grupo experimental; mientras que las lineas
punteadas indican el porcentaje que responden a la estimulacién con agua. El color
amarillo representa la soluciéon azucarada (sacarosa 15% p/p), vy el color morado
representa la solucién proteica (peptona de carne 10% p/p). En la fase de
entrenamiento no se encontraron diferencias entre los ensayos, ni interaccion
entre los ensayos y el tratamiento. Las letras "NS" indican que no se encontraron
diferencias significativas y el asterisco indica diferencias significativas (p <0.05).
En la fase de prueba el nimero entre paréntesis indica la cantidad de repeticiones
para cada tratamiento y el nimero dentro de las barras indica el valor absoluto de

obreras que responden positiva (en negro) o negativamente (en blanco).
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4.3.1.2. Obreras forrajeras (avispas con rol definido y sin contacto con la colonia)

Durante el procedimiento experimental la mitad de los 400 individuos recolectados se
perdieron (por ejemplo, murieron o escaparon). Para la fase de entrenamiento, la
respuesta al agua fue significativamente menor que a cualquier solucion para todos
los ensayos (Figura 39, lineas punteadas). No hubo interaccion entre cada ensayo y el
tratamiento, pero si hubo un efecto de la estimulacion consecutiva unicamente para el
grupo de respuesta a las proteinas (“CP”) entre el ensayo 1 y el ensayo 4 (Piteraccion =0.787,
P ensayos = 0.0001, P watamiento = 0.002, P ensayos-grupoce = 0.017). No hubo efecto del nido (P i =

0232, P vatamiento = 0007)

Por otro lado, de manera similar a 1o observado en las obreras naive, la respuesta de
las forrajeras a la solucion azucarada es la misma independientemente del recurso
ofrecido durante el entrenamiento (PC = 86.2% vs CC = 92.8%, p = 0.683), mientras que
la respuesta a la solucion proteica disminuye cuando las avispas fueron entrenadas a

azucares (CP = 46.9% vs PP = 73%, p = 0.039; Figura 39, Fase de prueba).
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Figura 39. Porcentaje de obreras forrajeras que responden positivamente para cada
ensayo. En la fase de entrenamiento, las lineas continuas indican el porcentaje de
obreras de V. germanica que responden a la estimulacioén con recursos azucarados
0 recursos proteicos segun el grupo experimental; mientras que las lineas
punteadas indican el porcentaje que responden a la estimulacién con agua. El color
amarillo representa la soluciéon azucarada (sacarosa 15% p/p), vy el color morado
representa la solucién proteica (peptona de carne 10% p/p). En la fase de
entrenamiento no se encontraron diferencias entre los ensayos, ni interaccion
entre los ensayos y el tratamiento. Las letras "NS" indican que no se encontraron
diferencias significativas y el asterisco indica diferencias significativas (p <0.05).
En la fase de prueba el nimero entre paréntesis indica la cantidad de repeticiones
para cada tratamiento y el nimero dentro de las barras indica el valor absoluto de

obreras que responden positiva (en negro) o negativamente (en blanco).
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4.3.2. Decisiones de alimentacion de avispas en contexto natural: efectos de

las demandas de la colonia

El porcentaje de avispas aterrizando a las fuentes azucaradas disminuye cuando estas
son entrenadas a fuentes proteicas (PC = 28.1 + 3.9% vs. CC = 61.4 + 5.7%, media =+ SE;
p <0.001), mientras que el porcentaje de aterrizajes en fuentes proteicas es igual
independientemente de los recursos ofrecidos durante el entrenamiento (CP = 30.1 +

5.2% vs. PP = 40.8 + 4.9%, media + SE; p = 0.48; Figura 40).
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Figura 40. Porcentaje de obreras forrajeras que aterrizaron en la estacion de
prueba para cada grupo experimental. Las barras amarillas indican el porcentaje
de forrajeras de V. germanica que aterrizaron en la estacion con carbohidratos
(miel 85% p/p) y las barras moradas indican el porcentaje de forrajeras que
aterrizaron en la estacion con proteinas (25 gr de carne picada). Las letras "NS"
indican que no se encontraron diferencias significativas y el asterisco indica
diferencias significativas (p <0.05). Los bigotes indican el error estandar. El
nimero entre paréntesis indica el niimero de replicas (sitios de experimentacion)

para cada tratamiento.
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4.4. Discusion

Los resultados de este capitulo sugieren que las obreras de V. germanica exhiben un
comportamiento flexible cuando se alimentan. Cada decision individual esta
fuertemente influenciada por las demandas de la colonia, en oposicién a su interés
individual. Los resultados sugieren que las avispas aisladas del nido disminuyen la
aceptacion a los recursos proteicos (es decir, que aumentan su umbral de aceptacion)
si tuvieron una experiencia previa con recursos azucarados, pero los alimentos
azucarados siempre son aceptados. Sin embargo, las avispas inmersas en un contexto
social (contacto con el nido y tareas comunales) prefieren no recolectar carbohidratos
si antes habian consumido proteinas (es decir, que aumentan su umbral de aceptacion
de recursos azucarados), y aceptan alimentos con proteinas, independientemente de

lo que habian estado buscando antes.

El éxito de la colonia en los insectos sociales depende en gran medida de la eficiencia
de la casta obrera. La decision de las obreras de recolectar ciertos recursos esta
determinada por su experiencia previa, sus preferencias innatas (como, por ejemplo,
la preferencia por recursos azucarados), la calidad de la fuente y las necesidades
nutricionales (individuales y de la colonia). En general, los carbohidratos representan
energia rapida utilizada para alimentar el vuelo y el mantenimiento del cuerpo,
mientras que las proteinas y los lipidos son mas importantes a nivel de la colonia, ya
que son esenciales para la metamorfosis larval (Wheeler 1992, Week et al. 2004). Por
lo tanto, para las avispas sociales cuyo comportamiento de alimentacion esta
fuertemente influenciado por las necesidades de la colonia, los alimentos proteicos
podrian adquirir un valor relativo mayor. Ademas, aunque los mecanismos no estan
claros, las larvas recompensan a las avispas que regresan al nido con una fuente rica

en proteinas y azucares, y esto podria aumentar aun mas el valor relativo de dichos
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recursos.

Los resultados muestran que cuando las avispas se encuentran aisladas de su contexto
social natural, prefieren alimentarse con carbohidratos, mientras que cuando el
contacto social esta presente, se alimentan de proteinas independientemente de su
experiencia previa. Es importante tener en cuenta que todos los experimentos se
llevaron a cabo en el momento de maxima actividad de las avispas, que es cuando la
ingesta de proteinas se vuelve mas importante debido al aumento del tamafo de la

colonia y a la necesidad de alimentar a las larvas y futuros reproductivos.

La preferencia a los recursos ricos en carbohidratos por las avispas individuales
aisladas podria estar sugiriendo la necesidad de sobrevivir dada la ausencia de la
recompensa social. Se ha demostrado que la restriccion dietética (principalmente de
proteinas) durante el desarrollo de insectos holometabolos adultos extiende la
longevidad, a costa de la reproduccion, como un mecanismo que permite al organismo
resistir las limitaciones nutricionales ambientales y poder reproducirse cuando las
condiciones ambientales mejoran (Kaspi Yuval 2000, Carey et al. 2008). Las obreras
de los insectos sociales no son individuos reproductivos, por lo que la ingestion de
una dieta rica en proteinas es innecesaria y una mayor longevidad, producto de una
restriccion dietética, da como resultado una mayor eficiencia en la busqueda de
alimentos (Nestel et al. 2016). Por el contrario, las deficiencias nutricionales durante la
alimentacion y el desarrollo de las larvas se han asociado con un tamafno adulto mas
pequeno, resistencia al estrés ambiental y capacidad reproductiva reducida, por lo
tanto, en un contexto de alimentacion social, la dieta rica en proteinas es necesaria

para un nido exitoso (Nestel et al. 2016).

El valor relativo de un recurso dado percibido por cualquier recolector no solo esta
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determinado por los requerimientos nutricionales (individuales o de la colonia) sino
que también, se ha demostrado que el esfuerzo de explotacion invertido, las
experiencias pasadas y las expectativas sobre el recurso influyen en decision de
explotacion o exploracion (Roces 1993, Brosnan y de Waal 2003, Guerrieri et al. 2005,
Lydall et al. 2010, Aw et al. 2011, Oberhauser y Czaczkes 2018). Por ejemplo, las
hormigas forrajeras de la especie Lasius niger han mostrado una aceptacion diferente
a la misma solucion de azucar, dependiendo de la concentracion a la que hayan sido
entrenados (Wendt et al. 2018, 2019). En insectos sociales se ha observado que la
influencia social afecta la percepcion relativa de los recursos como, por ejemplo, las
hormigas Camponotus mus ingieren un alimento que es toxico cuando estan
respondiendo a un llamado social (Josens et al. 2016). Los resultados de este capitulo
sugieren que las obreras de V. germanica perciben el mismo recurso de manera
diferente segun su experiencia previa y la informacion disponible sobre otras posibles

fuentes.

La confiabilidad a la fuente de alimento también podria modular el comportamiento
de explotacion de las avispas. En la naturaleza, las fuentes de carbohidratos y proteinas
varian mucho en cuanto a la previsibilidad. Para la recoleccion de alimentos proteicos,
que son una fuente menos confiable porque pueden aparecer y desaparecer
repentinamente, un comportamiento flexible en el que se prioriza la exploracion
podria ser beneficioso. Sin embargo, para los carbohidratos, que son mas confiables y
predecibles espacial y temporalmente (por ejemplo, flores y frutos), un
comportamiento en el que se involucre la memoria y la experiencia previa podria
favorecer la explotacion. El experimento de campo mostré que el namero de avispas
que aceptan fuentes ricas en carbohidratos es mayor cuando se les ha alimentado con

la misma fuente, en comparacion con aquellos que habian tenido experiencia previa
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con proteinas (tratamientos “PC”versus “CC”). Este hallazgo concuerda con un estudio
previo que sugiere que la fidelidad de las avispas depende del tipo de recurso visitado:
las avispas que buscan fuentes proteicas tienen menos lealtad a las fuentes azucaradas
que las avispas que buscan carbohidratos (Wilson-Rankin 2015). El efecto de este

comportamiento no puede ser descartado en los resultados obtenidos.

En el proceso de invasion, la especie debe pasar por varias etapas para lograr el
establecimiento (es decir, transporte desde el habitat nativo, introduccion a un nuevo
habitat, establecimiento y crecimiento de la poblacion en el sitio de introduccion
original e invasion a nuevos sitios) y la flexibilidad conductual juega un papel
importante en facilitar las invasiones (Wright et al. 2010). Asi, las especies introducidas
con alta flexibilidad conductual tendrian la capacidad de expandir o cambiar su nicho
ecologico durante la invasion mediante la explotacion de nuevos alimentos, refugios o
habitats (Duncan et al. 2003; Price et al. 2008). En este capitulo, sugiero que las obreras
de V. germanica no responden a un comportamiento fijo, sino que, por el contrario,
exhiben un comportamiento altamente flexible donde integran la composicion del
recurso y la asignacion de los nutrientes de este en la decision de alimentacion

(explotacion-exploracion).

Este es el primer estudio que evalua la flexibilidad en la respuesta de alimentacion para
recursos de distinta naturaleza en V. germanica, a nivel individual (sin contacto con la
colonia) y a nivel de colonia (en un contexto natural), utilizando el protocolo de
respuesta de extension del complejo maxilo-labial (MaLER). Se realizaron estudios
previos con hormigas y abejas utilizando enfoques similares (respuesta de extension
de proboscide y MaLER respectivamente), sin embargo, evaluaron la respuesta de las
obreras solo a los recursos azucarados (Bitterman et al. 1983, Guerrieri y d'Ettorre

2010). Mis resultados sugieren que las demandas de las colonias tienen una fuerte
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influencia en el comportamiento de busqueda de las forrajeras, lo que sugiere que la
flexibilidad es una de las caracteristicas que podrian promover el éxito de la invasion
de esta avispa social. Las herramientas disponibles hasta la fecha para el manejo de la
poblacion de V. germanica en todo el mundo se limitan al uso de cebos toxicos
(alimento atractivo con un toxico agregado), por lo que los recolectores ingresan al
nido este "alimento toxico" y lo distribuyen por trofalaxia al resto de los miembros de
la colonia (Sackmann 2007, Rust y Su 2012). Por lo tanto, conocer en detalle el
comportamiento de forrajeo de esta avispa invasora es una fase importante en la
implementacion de las estrategias de control basadas en cebos toxicos. Los resultados
de este estudio proporcionan una mejor comprension del comportamiento de
busqueda de alimentos para mejorar la eficiencia de las estrategias de control. Subrayo
la importancia de la dependencia del contexto de forrajeo y la plasticidad del
comportamiento de alimentacion de V. germanica, sin embargo, se justifica mas
investigacion sobre el comportamiento de alimentacion y las preferencias de la especie

objetivo.
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CAPITULO

Discusidén general y conclusiones principales

5.1. Discusién

En los ambientes naturales donde se desempefan los organismos heterotrofos, la
oferta de recursos variaen tiempo y espacio, afectando profundamente distintos
aspectos relacionados con la obtencion de alimento. Para animales sociales como
algunos insectos himenopteros, los cambios en la conducta y en la toma de decisiones
por los individuos que forrajean, no solo afectan a los individuos en si, sino que
impactan también sobre las reservas de alimento, la estructura y la organizacion social
de la colonia a la que pertenecen (Sudd y Sudd 1985, Porter 1988, Porter y Tschinkel
1993, Dussutour y Simpson 2008, Mailleux et al. 2011). El éxito ecologico de una
colonia de insectos sociales depende entonces de la habilidad de los individuos para
ajustar las estrategias de forrajeo frente a los cambios ambientales, en base a la
informacion disponible relacionada con la oferta y los requerimientos nutricionales,
tanto propios como de la colonia (Detrain y Deneubourg 2002, Holldobler y Wilson,

2008).

El objetivo de esta tesis fue evaluar como la recopilacion de informacion ambiental, la
rentabilidad de las fuentes ofrecidas y los requerimientos nutricionales (de los
individuos y de la colonia) influyen en la toma de decisiones de forrajeo de obreras de

V. germanica, una avispa eusocial generalista, y estudiar como estas decisiones se ven
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moduladas por la experiencia previa, la edad y su papel dentro de la colonia (Capitulo
1). En base a los resultados obtenidos bajo tres diseflos experimentales distintos,
sugiero que V. germanica soluciona la toma de decisiones de explotacion en ambientes
cambiantes y con recursos diversos, conservando dentro de la misma colonia
individuos con comportamientos rigidos e individuos con comportamientos flexibles.
De esta forma, a nivel colonia, logran explotar varias fuentes de alimento
simultaneamente de forma rapida a través de la transferencia de informacion dentro
del nido y de forma variada manteniendo individuos con un fuerte impulso espontaneo
por la busqueda de nuevas fuentes. Por otro lado, a nivel individuo, las obreras de V.
germanica presentan una respuesta innata de ingestion de determinados recursos que
superen un umbral de aceptacion determinado. Los resultados ademas sugieren que
este umbral no varia con la edad, pero que puede ser modulado por otros factores
como, por ejemplo, las demandas de la colonia. Mas aun las necesidades de la colonia
son primordiales incluso cuando estas van en contra de los requerimientos
individuales. Para relacionar el comportamiento de forrajeo a nivel individual y de
colonia, aborde el estudio desde una perspectiva ecoldgica y fisiologica, ya que
considero que la interaccion entre estas dos ramas del estudio de la biologia de los
animales es esencial para lograr la comprension de procesos emergentes que
observamos en la naturaleza. La relacion entre el nivel colonia y el nivel individuo es
la base de la cual emerge la compleja organizacion de las tareas colectivas que

presentan los insectos sociales (Seeley 1989, Holldobler y Wilson 2008).

5.1.1. Recopilacion de informacion sobre nuevos sitios de alimentacion

Las colonias de V. germanica distribuyen su esfuerzo de forrajeo de forma tal de

explotar en simultaneo dos fuentes alimenticias, a pesar de poseer informacion previa
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sobre una de ellas (Capitulo 2). Para decidir con eficacia donde alimentarse los
animales necesitan informacion sobre las diversas alternativas mas aun cuando las
condiciones no son constantes. La informacion puede ser adquirida de forma
individual o de forma social, cuando esta ultima se basa en sefiales seleccionadas con
tal fin se dice que existe un proceso de comunicacion. Las modalidades de
comunicacion son muy variadas en insectos sociales donde el forrajeo es social y
muchos trabajos han focalizado su estudio en la importancia que dan las obreras al
uso de esta informacion por sobre la informacion personal. En las colonias de insectos
sociales la informacion recibida de otros compafieros dentro del nido cobra tal
importancia que puede llegar al punto de perjudicar al receptor. Por ejemplo, en
hormigas se ha demostrado que una obrera ingiere una fuente con el mismo olor al
que ha recibido por su compafera dentro del nido, aun cuando esta resulta toxica
(Josens et al. 2016). V. germanica presenta mecanismos de transferencia de
informacion dentro del nido y algun tipo de reclutamiento, aunque mis resultados
demuestran que estos mecanismos no cobran gran fortaleza ya que existen obreras
que continuan recopilando informacion ambiental para la busqueda y recoleccion de

fuentes alternativas.

Los resultados aqui descritos son esperables si consideramos que la informacion social
puede ser una inversion de energia innecesaria en determinados casos como, por
ejemplo, si los recursos son comunes y faciles de ubicar. En este tipo de ambientes el
costo de la exploracion probablemente sea mas bajo en comparacion con el costo
potencial del seguimiento a un recurso que podria estar superpoblado o agotado. Esta
situacion suele ser muy habitual en los ambientes naturales de forrajeo de V.
germanica. La gran mayoria de los sitios de alimentacion de esta especie implican

incertidumbre ya que, por ejemplo, dado el habito carrofiero de esta avispa, una fuente
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alimenticia localizada puede ser desplazada o removida, cambiando de esta manera
las claves contextuales asociadas a ese recurso (Lozada y D’Adamo 2011, D’Adamo y
Lozada 2014). Ademas, la modificacion y el desplazamiento de claves contextuales
asociadas al alimento también son una experiencia frecuente debido a su habito peri-
urbano (Lozada y D’Adamo 2011, D’Adamo y Lozada 2014). Por lo tanto, conservar
individuos que mantengan un impulso espontaneo por la adquisicion de informacion
personal y la busqueda de nuevas fuentes puede resultar adaptativo en ambientes

impredecibles.

5.1.2. Evaluacion de la rentabilidad de las fuentes disponibles

En insectos sociales los modelos de umbral de respuesta simple suponen que cada
obrera responde a un estimulo dado cuando la intensidad del estimulo excede su
umbral. Asi, los individuos de bajo umbral realizan determinada tarea a un nivel de
estimulo mas bajo que los individuos de alto umbral. Teniendo en cuenta este marco
tedrico cuando un insecto encuentra un potencial alimento, primero lo evalua y luego,
dependiendo de si las sustancias detectadas superan el umbral necesario, se disparan
comportamientos innatos que genera su aceptacion o rechazo (Yarmolinsky et al. 2009,
Chapman 2012). Las obreras de V. germanica presentan una respuesta refleja tanto
para recursos azucarados como para proteicos y, contrariamente a lo esperado, el
umbral de respuesta a cada uno no depende la edad de la obrera (Capitulo 3). Este
resultado difiere ademas de lo observado para las obreras de la abeja de la miel, en
donde obreras mas jovenes tienen un umbral de respuesta a la sacarosa mayor que

obreras forrajeras (Scheiner et al. 2004).

No obstante, ninguna de las obreras de V. germanica evaluadas 28 dias después de su

emergencia fue observada realizando actividades fuera del nido lo que podria estar
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correlacionado con la disminucion del umbral de respuesta a la sacarosa observado
entre estas y obreras naive y forrajeras. La técnica de marcado (previa evaluacion de
umbrales) de obreras recién emergidas con etiquetas que deben ser pegadas en el
abdomen y posterior introduccion en la colonia, si bien es muy utilizada en abejas,
rara vez se utiliza en avispas como modelo de estudio (Gary y Page 1978, Cox y Wilson
1984, Elekonich et al. 2001, Oxley et al. 2010). Esta técnica requiere un mayor estudio

para lograr conclusiones robustas.

El polietismo etario aun no es claro en Vespula spp.; los resultados obtenidos por
distintos autores son contradictorios (Spradbery 1973, Edwards 1980, Hurd et al. 2007,
Santoro et al. 2019). La ausencia de una marcada diferencia entre los umbrales de
percepcion de azucares y proteinas de obreras de distintas edades es una explicacion
posible a estas contradicciones. Es posible que el principal mecanismo por el cual las
obreras de V. germanica realizan una u otra tarea no esté relacionado con los umbrales
de percepcion. Santoro et al. (2019) muestran que dentro de las colonias de V. vulgaris
hay individuos sumamente especializados e individuos generalistas para la tarea de
recoleccion de recursos, una evaluacion de umbrales diferenciando estos dos grupos
podria ser concluyente en este aspecto. La usencia de una marcada diferencia de
umbrales entre obreras, sumado a la diversidad de estrategias de recoleccion dentro
de las forrajeras, apoyan la idea de que V. germanica es una especie altamente plastica

sin una estrategia de forrajeo definida.

5.1.3. Valoracion relativa de las fuentes disponibles: influencia de los

requerimientos nutricionales

Las decisiones de forrajeo de los animales sociales pueden estar sujetas a
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consideraciones no solo del estado nutricional y del aporte de nutrientes de un
individuo, sino también del grupo social en el que viven. En los insectos eusociales, las
decisiones de forrajeo son tomadas por las obreras considerando tanto sus propias
necesidades nutricionales como las de la colonia. Las obreras de V. germanica (naive y
forrajeras) asignan a cada fuente un valor relativo segun si el evento de forrajeo
responde a las necesidades nutricionales propias o de la colonia, adquiriendo un mayor
valor relativo las soluciones proteicas para este ultimo caso, y las soluciones

azucaradas en caso contrario.

Dos nutrientes criticos que influyen en el comportamiento y el rendimiento de la
busqueda en un insecto son las proteinas y los carbohidratos (Cassill et al. 1998; Cassill
y Tschinkel 1999). Para un insecto solitario, la menor parte de las proteinas son
necesarias para la produccion de enzimas o neurotransmisores, mientras que la gran
mayoria esta involucrada en procesos metabolicos relacionados con el crecimiento y
la puesta de huevos; estos ultimos procesos no son realizados por una obrera en
insectos sociales (Chapman 2012). Por lo tanto, los requerimientos nutricionales
individuales de proteinas son escasos. Asi mismo, se sabe que las obreras de insectos
sociales al regresar al nido entregan el alimento recolectado a las larvas quienes lo
procesan, digieren y retribuyen nuevamente a las obreras via trofalaxia (intercambio
de soluciones entre individuos boca a boca). En avispas, este procesado retribuido es
rico en aminoacidos y carbohidratos (Chapman 2012). Es probable que esta sea la
razon por la cual las obreras que mantienen una comunicacion con el nido asignen un
valor relativo mayor a fuentes proteicas. En un contexto social, los recursos ricos en
proteinas podrian cumplir una doble funcion: asegurar el crecimiento de la colonia y

mantener un reservorio de azucares brindados por la regurgitacion de las larvas.

En contraposicion, los azucares constituyen la principal fuente de energia esencial para
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mantener la actividad y, para un insecto social forrajero, el consumo de azucares es
importante dados los grandes gastos metabolicos involucrados en los viajes de
forrajeo y la carga de alimentos por grandes distancias. Por lo tanto, como se observa
en los resultados del Capitulo 4, para un insecto que se encuentra aislado de la colonia,
los azucares adquieren un valor relativo mayor que las proteinas. En este contexto, la
explotacion y consumo individual de soluciones azucaradas en la naturaleza estaria
restringido a los grandes viajes de alimentacion donde deban recargar energia durante

el trayecto.

Estos resultados suman evidencias contundentes a la idea de que V. germanica es una
especie altamente plastica. Por un lado, a nivel de colonia, manteniendo individuos con
distintas respuestas comportamentales (Capitulo 2 y 3), y por otro a nivel individual
con obreras capaces de integrar informacion externa e interna, asignar un valor relativo
al recurso encontrado y en base a esto tomar la decision de explotar o seguir

explorando un dado recurso (Capitulo 4).

5.2. Restricciones y problemas encontrados

Gran parte de la informacion referida al comportamiento de forrajeo disponible sobre
avispas sociales, particularmente Vespinae, provienen del estudio de un numero
limitado de especies y de réplicas. La mayoria de los trabajos en Vespula spp se han
visto restringidos por los desafios impuestos por ser una especie silvestre y por su
ecologia especifica. Uno de los factores que dificultan su estudio es que la actividad de
las colonias se concentra en una ventana de tiempo relativamente estrecha (Lester y
Beggs 2018). Sumado a esto, la motivacion recolectora de las avispas varia

considerablemente por la influencia de factores ambientales como viento, nubosidad
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o lluvia (como también se observo con otros himenopteros, incluidas las abejas
meliferas (von Frisch 1967). Por ejemplo, en dias de viento para V. germanica, la
actividad de las colonias experimentales disminuia a 1 o 2 avispas por minuto entrando
y saliendo del nido, mientras que en dias calmos y soleados estos valores alcanzaban

entre 20 a 25 avispas por minuto (obs. pers.).

Ademas, las reinas comienzan sus nidos solas y las colonias tempranas son pequenas,
fragiles y dificiles de localizar, lo que disminuye atin mas la ventana temporal para la
realizacion de experimentos (Donovan 1991). En el curso de esta tesis, mis intentos de
establecer colonias de laboratorio a partir de reinas fecundadas no tuvieron éxito,
coincidiendo mis dificultades con las encontradas por investigadores anteriores que
utilizaron unidades de cria en interiores (Ross et al. 1981; Leathwick 1997). El tiempo
limitado disponible en cada verano y la metodologia de busqueda, extraccion, traslado
y manutencion de nidos en laboratorio, sumado al hecho de la compleja estructura de
los nidos de V. Germanica, dificulto la cria masiva de colonias e individuos con historia
conocida. Por ejemplo, la extraccion de estantes con cria mas de una vez durante el
desarrollo del nido es casi imposible; una vez que el nido estaba adaptado a una caja
experimental, el dafio y estrés generado por una sucesiva extraccion de pupas
debilitaba a la colonia hasta llevarla a la muerte. Es por esto por lo que la mayoria de
los estudios sobre el comportamiento de busqueda y explotacion de recursos se han
realizado principalmente en obreras de colonias situadas en lugares desconocidos con
historia de vida desconocida, con las limitaciones que este enfoque tiene (por ejemplo,

D'Adamo et al. 2000, Lehrer y Campan 2004, Lozada y D'Adamo 2011).

Existe la posibilidad de que en este trabajo el rendimiento a nivel de colonia e
individual esté subestimado ya que la inevitable manipulacion de los nidos de

experimentacion implica la pérdida de parte de las obreras y ademas el cambio en la
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ubicacion original, la anestesia de la colonia con éter y la manipulacion del nido
posiblemente provoquen un efecto negativo en el desarrollo general de las colonias.
Dado que una colonia se reproduce generando mas reinas que fundaran nuevas
colonias el numero de reproductivos al final del ciclo es una variable utilizada para
estimar el éxito y la salud de la colonia. Durante mi trabajo de tesis, gran parte de las
colonias experimentales que eran mantenidas adentro de las cajas produjo al final de
la temporada celdas reales con pupas de reinas y zanganos. Estos resultados son un
indicio para creer que la manipulacion experimental de las colonias no afect6 su

desarrollo de modo sustancial.

Otro desafio en la realizacion de este trabajo lo present6 la dificultad de entrenar
obreras a sitios de alimentacion. Un experimento de estimacion del area de forrajeo
del nido utilizando la técnica de captura, marcado y recaptura (ampliamente utilizada
en el estudio de otros insectos) realizado durante el primer afno de la tesis tuvo que
ser abandonado por el poco éxito de las técnicas probadas. Por otro lado, el
entrenamiento se vio limitado a causa del débil reclutamiento de las avispas, en
comparacion con abejas meliferas u hormigas (observacion personal, Santoro 2016).
Por otro lado, los métodos de identificacion de individuos como el pintado del térax
mientras forrajean requiere que las avispas muestren una gran motivacion recolectora
para que esta técnica no modifique su comportamiento. Sumado a esto, si las fuentes
de entrenamiento de hidratos de carbono no son monitoreadas constantemente otros
insectos nectivoros (principalmente hormigas, abejas o abejorros) las monopolizan,

disminuyendo la atractividad para las avispas.

Por otro lado, los experimentos con cebos protéicos y de hidratos de carbono hechos
a campo también presentaron grandes desafios. Ademas del disturbio ya mencionado

que ocasiona el marcado de individuos con baja motivacion recolectora, el
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entrenamiento a dos recursos de distintas propiedades nutricionales puede fracasar
puesto que, en la especie estudiada, se observa una marcada preferencia estacional por
uno u otro recurso a lo largo del ciclo de vida. Los experimentos requieren ser
realizados dentro la corta ventana temporal durante la cual ambos cebos son

igualmente atractivos para las colonias.

Por ultimo, el hecho de que V. germanica posea una picadura venosa que podria
despertar una peligrosa reaccion alérgica, obliga a trabajar utilizando traje, guantes,
calzado y escafandra. Estos elementos de seguridad dificultan la vision y motricidad

fina del operador durante la manipulacion de los insectos.

5.3. Investigaciones a futuro

Esta tesis aporta avances significativos relacionados por un lado con la cria y el
mantenimiento de colonias de Vespula spp en ambientes experimentales, y por el otro
con la comprension del comportamiento de forrajeo de la avispa chaqueta amarilla.
Sobre la base de las metodologias y los resultados aqui presentados, se abren nuevos

interrogantes que alientan posteriores esfuerzos de investigacion.

Dada la biologia carrofera y oportunista de V. germanica, los recursos protéicos que
recolecta generalmente estan distribuidos en parches inestables e impredecibles, como
por ejemplo lo es un trozo de carrona. Sin embargo, si bien esta especie se alimenta
de azucares de origen antropico, la mayor parte de su ingesta la obtiene de frutas
maduras, de las excreciones de los arboles o de exudados de afidos. Se desconoce si la
estrategia de explotacion de fuentes estables e inestables difiere entre ellas, por
ejemplo, no seria inesperado que frente a un recuso que permanece en el tiempo y

espacio el reclutamiento cobre mayor importancia para una explotacion mas eficiente.
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Considero que evaluar la respuesta de esta avispa a la explotacion de fuentes
azucaradas y fuentes de distintas calidades ayudaria en la comprension de la

flexibilidad de explotacion de las colonias de V. germanica.

Por otro lado, otros estudios han sugerido que bajo un contexto natural las obreras de
V. germanica, al igual que la mayoria de los himenopteros, poseen fuertes habilidades
cognitivas. La estandarizacion de un método de evaluacion de la respuesta apetitiva
que puede ser medido sin subjetividades como el logrado en esta tesis abre las puertas
a mas investigaciones que indaguen en como la historia de vida del individuo modifica
estas habilidades o cuales otras capacidades perceptivas se encuentran asociadas a
esta modalidad. Por ejemplo, evaluar los umbrales de respuesta a sacarosa y peptona
en avispas con distinto grado de inanicion, podria complementar los resultados de esta
tesis, en los que propongo que la respuesta de cada obrera esta determinada por su
motivacion recolectora. Otra idea interesante por evaluar a partir de la puesta a punto
de la técnica de MaLER es, sila division de trabajo entre obreras forrajeras se relaciona
con una diferencia en los umbrales de respuesta entre las diferentes sub-castas (esto

es, recolectoras de hidratos de carbono, de proteinas o de agua).

Por ultimo, si bien los grandes avances en materia de busqueda, obtencion y
mantenimiento de nidos en un entorno controlado posibilitan una infinidad de
caminos hacia el estudio de esta avispa en todos los campos, otros avances que
considero interesantes a realizar en materia metodologica y siguiendo en el marco del
forrajeo es la implementacion de una antecamara para observar las interacciones entre
avispas que arriban al nido tras una recoleccion exitosa y avispas que se encuentran

inactivas a la espera de estimulos.
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5.4. Conclusiones principales

Frente a la disponibilidad de mas de una fuente alimenticia las colonias de V.
germanica aumentan el esfuerzo de forrajeo (nimero de visitas a la fuente) de
manera tal de explotar ambas simétricamente (reclutamiento lineal).
Contrariamente a lo esperado, el conocimiento previo de una de las fuentes no
le confiere a esta un valor adicional. Aun teniendo informacion sobre la
presencia, la calidad y la ubicacion de una fuente rentable, las obreras de V.
germanica continlian recopilando informacioén ambiental sobre otras fuentes

(Capitulo 2).

Las obreras de V. germanica, independientemente de su edad, presentan una
respuesta refleja de extension de las piezas bucales frente a la estimulacion
apetitiva en antenas y palpos, censando y evaluando el alimento todas las veces
que el mismo contacta estos Organos (independientemente de la experiencia
previa). Por otro lado, esta respuesta es provocada tanto por soluciones
azucaradas como por soluciones proteicas, siempre y cuando superen a la

concentracion umbral (10% y 5% p/p respectivamente) (Capitulo 3).

Las obreras de V. germanica responden al cambio en las propiedades
nutricionales de una fuente de alimento de manera distinta segiin si cuentan
con retroalimentacion de la colonia. Los resultados muestran que obreras
aisladas de la colonia (naive y forrajeras) priorizan la ingestion de soluciones
azucaradas mientras que obreras que se encuentran en un contexto de forrajeo
natural, y por lo tanto en contacto con la colonia, forrajean proteinas,

independientemente de su experiencia (Capitulo 4).
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Implementar a V. germanica como modelo de estudio trae aparejadas varias ventajas.
Al ser insectos con alta sociabilidad presentan un tipo de organizacion sumamente
compleja que se refleja en el repertorio de comportamientos registrados a la fecha, asi
como en sus canales de comunicacion. La gran diversidad de comportamientos de
forrajeo y comunicacion que presentan las 800 especies de avispas sociales las
posicionan como candidatos ideales para la realizacion de estudios comparados. A
diferencia de las abejas y hormigas, las avispas no son un modelo universal y
generalmente no se dispone de protocolos unificados. La unificacion de protocolos y
la incorporacion de estas avispas como modelo de estudio de procesos de aprendizaje,
incluso los que incluyen la mediacion de un companero (aprendizaje social), permiten
poner a prueba teorias sobre la fisiologia del aprendizaje en insectos. En lo que
respecta a estudios de comunicacion, la avispa chaqueta amarilla permite el estudio de
topicos relacionados con la integracion de informacion de diferentes modalidades
sensoriales y la evaluacion de la influencia de procesos plasticos como el aprendizaje

en dichas vias de comunicacion.

Finalmente, la avispa V. germanica es una especie con gran poder invasor que ha
logrado establecerse en la Patagonia Argentina, donde se ha convertido en un problema
ecologico y es responsable de importantes pérdidas econdémicas en actividades como
la apicultura, fruticultura, cria de ganado y turismo (Beggs 2001, Rust y Su 2012). Se
ha sugerido que las invasiones biologicas son uno de los principales disturbios de
origen antropico que contribuyen al cambio global, pudiendo afectar ademas
negativamente tanto el funcionamiento de los ecosistemas como las interacciones que
lo forman (Didham et al. 2005, Traveset y Richardson 2006, Crowl et al. 2008). Hasta
el momento, en Argentina, solamente se utilizan estrategias de control quimico

mediante cebos toxicos, los cuales han demostrado un detrimento de su efectividad
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bajo situaciones variadas. El éxito de un cebo téxico depende fundamentalmente de la
aceptacion y traslado al nido por las obreras, por lo tanto, resulta imprescindible
comprender cuales son los mecanismos que regulan la aceptacion o rechazo del mismo
para poder mejorar la efectividad y reducir la magnitud de aplicacion, con los

consiguientes beneficios ambientales.

Comprender las estrategias de recoleccion de los insectos sociales resulta
indispensable para mejorar el manejo de estos, tanto cuando resultan benéficos como
perjudiciales para las actividades humanas. Los resultados obtenidos a lo largo de esta
tesis, los cuales sugieren principalmente que V. germanica es una especie con un
comportamiento de forrajeo altamente plastico, pueden ser utilizados para explicar la
variacion en la eficacia de la administracion de toxicos en alimentos para su control.
Esto proporciona el punto de inicio para poder predecir el comportamiento de las

avispas y lograr mejorar las técnicas utilizadas.

Como se observa en esta tesis, la motivacion recolectora de las obreras forrajeras, y
por lo tanto la aceptacion y recoleccion de cebos, es dependiente de diversos factores
que fluctian constantemente. Cuando la oferta de fuentes naturales es alta, la
aceptacion de cebos toxicos puede verse disminuida, reduciendo asi la eficiencia del
tratamiento de control. Entonces, bajo condiciones fluctuantes es necesario distinguir
cuando la motivacion recolectora se encuentra en altos niveles para asi garantizar una
mayor aceptacion e ingestion del toxico. En el control quimico a nivel domiciliario, es
posible medir la motivacion recolectora indirectamente mediante una evaluacion
rapida de las respuestas comportamentales de las forrajeras (por ejemplo, evaluando
umbrales de aceptacion o rechazo de una solucion muy diluida). De esta tesis surge la
necesidad de considerar dentro de los métodos de control, parametros que reflejen la

motivacion del individuo que, en el caso de insectos sociales, esta intimamente ligada
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al estado interno de la colonia en general.

Para concluir, esta tesis abarca el estudio del comportamiento de forrajeo de un insecto
social considerando la interacciéon de dos enfoques distintos; uno es un enfoque
ecologico en donde cobra mayor importancia las respuestas a nivel de colonia, y otro
es un enfoque fisiologico en el cual el foco se pone en los procesos individuales. Si bien
la seleccion natural actiia a nivel de colonia por la variacion entre colonias y no entre
individuos, la accion de las obreras determina si una colonia tendra o no suficientes
recursos para producir mas reinas. Esta relacion es indispensable para comprender
como actuan las sociedades de insectos. En particular, los resultados obtenidos
sugieren que V. germanica es una especie que no mantiene, durante el forrajeo, un
patron comportamental rigido, sino que tiene una conducta altamente plastica y

flexible que le permite adaptarse a los distintos contextos ambientales (Figura 41).
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Figura 41. Resumen del marco teorico abordado en la tesis con los principales
resultados obtenidos. La avispa eusocial V. germanica soluciona la toma de
decisiones de explotacion y exploraciéon en ambientes cambiantes y con recursos
diversos conservando dentro de la misma colonia individuos con comportamientos

altamente rigidos e individuos con comportamientos altamente flexibles.
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“Los ecologos a menudo intentamos predecir lo que sucederd con un organismo, una
poblacion, una comunidad o un ecosistema bajo un conjunto particular de
circunstancias: y sobre la base de estas predicciones, intentamos controlar la situacion.
Intentamos minimizar los efectos de las plagas de langosta prediciendo cudndo es
probable que ocurran y tomando las medidas adecuadas. Tratamos de proteger los
cultivos prediciendo cudndo las condiciones serdn favorables para el cultivo y
desfavorables para sus enemigos. Intentamos mantener las especies en peligro de
extincion prediciendo la politica de conservacion que les permitira persistir. Intentamos
conservar la biodiversidad para mantener los "servicios" de los ecosistemas, como la
proteccion de la calidad quimica de las aguas naturales. Algunas predicciones y
controles pueden llevarse a cabo sin explicacion o entendimiento. Pero solo se pueden
hacer predicciones confiables, predicciones precisas y predicciones de lo que sucedera
en circunstancias inusuales cuando podamos explicar lo que esta sucediendo. El
modelado matematico ha desemperiado, y continuard desemperiando, un papel crucial
en el desarrollo de la ecologia, particularmente en nuestra capacidad para predecir
resultados. Pero lo que nos interesa es el mundo real, y el valor de los modelos
siempre debe juzgarse en términos de la luz que arrojan sobre el funcionamiento

de los sistemas naturales”

BEGON, HARPER Y TOWNSEND (2006).
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