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RESUMEN

En las plantaciones forestales se aplican cebos toxicos para el control de hormigas
cortadoras de hojas (HCH) sin tener en cuenta si la aplicacién coincide con las
épocas del afio en las cuales las colonias forrajean, tnico momento en el cual el cebo
es efectivo. La determinacion de cuéles serian los momentos adecuados del afio para
hacer los controles de HCH se debe realizar considerando que las variaciones intra-
anuales en los patrones de forrajeo estan controladas por factores enddgenos (los
ritmos circadianos de actividad regulados por marcadores internos) y factores
exdgenos ambientales sincronizadores de estos ritmos endogenos. El objetivo del
presente trabajo fue estudiar como influyen los factores enddgenos y exdgenos en el
nivel de actividad diario exhibido por HCH del género Acromyrmex durante el ciclo
anual. Durante los experimentos se trabajo con dos poblaciones de obreras de
Acromyrmex lundii provenientes del campo y laboratorio. Las obreras de campo,
como esperado, estaban expuestas a las condiciones naturales de fotoperiodo y ciclo
térmico diario, mientras que las obreras provenientes de laboratorio fueron expuestas
desde su nacimiento a temperatura controlada de 25 °C y fotoperiodo natural. El
ritmo diario de actividad individual se compard en laboratorio entre estas dos
poblaciones, y para las 4 estaciones del afio, en un test con un ciclo diario de luz
natural siguiendo el fotoperiodo anual (Light-Dark, LD) y en un test con oscuridad
24 h (Dark-Dark, DD), ambos a 25 °C. En este trabajo demostramos que existe un
factor regulador superior, el fotoperiodo; y que la variacion anual en el ciclo diario
de luz regula el ciclo anual de actividad en las HCH, independientemente de las
variaciones en la temperatura. Se prueba la existencia de un reloj circadiano
enddgeno que controla patrones de actividad en HCH, las cuales demostraron ser
intrinsecamente diurnas. En verano habria que evaluar si seria recomendable realizar

un control de HCH mediante una validacion a campo.

Palabras clave: Acromyrmex lundii, laboratorio, campo, LD, DD
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Activity rhythms in leaf cutter ants Acromyrmex lundii: effect of thephotoperiod
and daily thermal cycle in its annual variation

SUMMARY

In forest plantations, toxic baits are applied to control leaf cutter ants (LCA)
regardless of whether the application coincides with the times of the year in which
the colonies forage, the only moment in which the bait is effective. Determination of
which would be the appropriate times of the year to carry out LCA controls should
consider that annual variations in foraging patterns are controlled by endogenous
foraging regulation factors (circadian activity rhythms regulated by internal markers)
and exogenous environmental factors that synchronize these endogenous rhythms.
The objective of this work was to study how endogenous and exogenous factors
influence daily activity levels of LCA of the genus Acromyrmex along the annual
cycle. We worked with two populations of Acromyrmex lundii, workers from the
field and lab. The field workers were initially natural conditions of photoperiod and
daily thermal cycle, and the lab workers were under controlled temperature of 25 °C
and natural photoperiod. The individual daily rhythm of activity of these two
populations was compared in the laboratory during the 4 yearly seasons. These
populations were subdivided in two groups. One was submitted to the natural annual
photoperiod (Light-Dark, LD) and the second group to constant darkness 24 h (Dark-
Dark, DD). Ambient temperature in both cases was maintained constant at 25 °C.
The data suggest that there is a higher regulatory factor, the photoperiod; and that the
annual variation in the daily cycle of light regulates the annual rhythm of activity in
LCA, independently of the variations in ambient temperature. The existence of an
endogenous circadian clock that controls activity patterns in LCA, which proved to
be intrinsically diurnal, is supported by the present data. In summer, it would be
necessary to evaluate whether it would be advisable to carry out a LCA control

through field validation.

Keywords: Acromyrmex lundii, lab, field, LD, DD
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1. INTRODUCCION

1.1 LA FORESTACION Y LAS HORMIGAS CORTADORAS DE HOJAS

Las plantaciones forestales totalizaron en 2018 méas de 1.150.000 ha; de esta
forma, los bosques artificiales que antes ocupaban poco mas del 1 % del territorio
nacional ahora cubren un 6,5 % (SPF, 2018). Para mitigar los impactos que estas
plantaciones acarrean y para mejorar el acceso a mercados europeos, mas del 80 %
de los bosques plantados son certificados (SPF, 2018). Los procesos de certificacion
establecen prescripciones y practicas socialmente aceptables, econdémicamente
viables y ambientalmente equilibradas, desde la silvicultura a la cosecha, e incluyen
a la proteccion forestal mediante el establecimiento de prohibiciones y derogaciones
de uso de plaguicidas (Mermot y van Hoff, 2010). En la actualidad, el sector forestal
enfrenta una serie de problemas relacionados con plagas introducidas y autoctonas
que hacen imperiosa la necesidad de estudiar su biologia y formas de manejo en el
area de proteccion forestal. Pero a pesar de que dos nuevas plagas primarias de
Eucalyptus han ingresado a Sudamérica, Thaumastocoris peregrinus y Leptocybe
invasa, estando la primera presente en Uruguay desde 2008 (Martinez y Bianchi,
2010) y la segunda desde 2013 (Jorge et al., 2016), las hormigas cortadoras de hojas
(HCH) constituyen la plaga que puede causar mayores dafios economicos al sector
forestal.

Todas las especies forestales cultivadas en Sudamérica son atacadas por las
HCH del género Atta Fabricius 1805 y Acromyrmex Mayr 1865 (Forti y Boaretto,
1997), las cuales son los herbivoros nativos dominantes en la zona neotropical y se
consideran un componente fundamental de la conformacion de los diferentes
ecosistemas de Sudamérica (McNaughton et al. 1993, Cherrett 1989). Durante el
forrajeo, las obreras cortan material vegetal para cultivar un hongo simbionte del que
se alimenta toda la colonia (Weber, 1972). Debido a este particular habito de
alimentacion, las HCH causan serios perjuicios al sector agricola y forestal y son
consideradas la plaga agricola mas importante de la zona neotropical (Cherrett,

1986). Las pérdidas para cualquier tipo de cultivo recién implantado pueden ascender



hasta el 100 % (Fowler et al., 1990). Calculos realizados estiman que se pierden entre
el 14 y el 14,5 % de arboles por hectarea en el caso de Eucalyptus y Pinus,
llegandose a pérdidas del 40 % de arboles recién plantados (Montoya-Lerma et al.
2012, Pérez et al. 2011, Forti y Boaretto 1997). Dado que las especies forestales son
comercialmente seleccionadas, entre otros factores por su alta tasa de crecimiento,
cominmente poseen una menor concentracion de defensas quimicas y fisicas que
especies de crecimiento lento (Farji-Brener 2001, Vasconcelos y Cherrett 1995).
Ademas, como la mayoria de las especies forestales no son nativas del Neotrdpico,
no coevolucionaron con las HCH y de esta manera no desarrollaron defensas
especificas contra este tipo de hormigas que producen un alto impacto por
defoliacion (Montoya-Lerma et al., 2012). Esto vuelve a las especies forestales
especialmente sensibles al ataque de las HCH, las cuales ocasionan peérdidas
economicas para las empresas forestales tanto por los dafios resultantes de la
defoliacién como por los costos de su control. Se estima que el 75 % del presupuesto
total para el manejo de plagas se utiliza en el control de las HCH (Vilela, 1986). Los
dafos producto de la defoliacion afectan a la resistencia de las plantas y las vuelven
mas susceptibles al ataque de otros insectos, lo que incrementa el riesgo de
mortalidad (Cantarelli et al., 2008).

Las HCH, ademas de causar perjuicios por las pérdidas de éarboles en
plantacion y replantacién, pueden impactar negativamente en la fase de
comercializacion hasta el consumidor final al poner en riesgo el mantenimiento de la
certificacion forestal bajo los criterios especificados por la Forest Stewardship
Council (FSC). La alternativa seria abandonar la certificacion FSC y no modificar la
forma de control. Sin embargo la pérdida del certificado FSC implica la renuncia a
vender a precios diferenciales a sus mercados fundamentalmente europeos. De esta
forma, para las empresas certificadas por el FSC que actualmente operan en Uruguay
no existe la posibilidad de abandonar el control de hormigas, ya que la presencia de
tan s6lo un hormiguero adulto de alguna especie del género Acromyrmex por
hectarea implicaria la pérdida potencial de aproximadamente el 10 % de los arboles
plantados al término de las primeras semanas (Bollazzi, 2012). Por tanto, en el afio

2015 se obtuvo la autorizacion por parte del FSC para continuar utilizando el



ingrediente activo Fipronil, la cual fue otorgada hasta agosto de 2020 (FSC, 2015),
aplazada hasta 2022 debido a la crisis sanitaria mundial (Martin Bollazzi,
comunicacion personal, 15 de marzo de 2021). Una nueva derogacién de la
prohibicion del uso del ingrediente activo Fipronil formulado como cebo toxico al
0,3 %, puede ser obtenida si las empresas demuestran que se estan implementando
medidas para reducir la cantidad de cebo utilizado. Sin embargo, para Uruguay, y en
general para la regién sur de Sudameérica, el conocimiento de las HCH se restringe a
las especies presentes y a escasos estudios de bioecologia y manejo de hormigas
cortadoras (Pérez et al., 2011) que permitan establecer estrategias de manejo
tendientes a reducir la cantidad de cebo sin afectar la eficacia del control (Bollazzi
2012, Forti y Boaretto 1997, Fowler et al. 1990).

1.2 PROBLEMATICA DE ESTUDIO, UN CONTROL INEFICAZ

Las aplicaciones de cebo realizadas durante el control de hormigas son
excesivas y deben ser reducidas. Esto se debe principalmente al método de aplicacion
y a la falta de informacion respecto a cuéles serian las mejores épocas de control, lo
que lleva a una necesidad de repetir las aplicaciones redundando en un uso excesivo
de cebo por hectarea (Zanuncio et al. 2016, FSC 2015).

En primera instancia la aplicacidn resulta en una excesiva disposicion de cebo
a campo porque ésta se realiza de forma sistematica sin localizar los hormigueros
(Bollazzi 2013, Zanetti et al. 2003). En general se aplican dosis de 5-10 g en el suelo,
en un marco de 5 x 5 m (Reis et al. 2016, Zanetti et al. 2002). Por razones
econémicas y operativas, el méetodo de aplicacion sistematico no puede ser
modificado. Entonces, la eficacia del control dependera en primera instancia de que
las HCH encuentren el cebo depositado en el campo y lo transporten al nido, donde
comienza a actuar el ingrediente activo eliminando a la colonia. Dado que un
porcentaje de colonias no son controladas durante el primer control resulta necesario
realizar nuevas aplicaciones, lo que redunda en un uso excesivo de cebo (Della-Lucia
et al. 2013, Montoya-Lerma et al. 2012).



Otro factor que perjudica la efectividad del control es la escasez de
informacidn respecto a las épocas adecuadas para realizarlo. La primera aplicacion
de cebo se realiza en cualquier época, marcada solamente por la necesidad de
controlar al momento de la plantacion, sin considerar cuéles son los meses en que la
mayoria de las colonias de la poblacion a controlar se encuentran forrajeando
(Zanuncio et al. 2016, Zanetti et al. 2014, Della-Lucia et al. 2013, Montoya-Lerma et
al. 2012). Asi, en una poblacién de HCH a controlar existen colonias que estan
visibles para el control, las que forrajean, y un porcentaje de colonias que
permanecen invisibles, las que no forrajean. La maximizacion de la eficacia del
control reduciendo la cantidad de cebo aplicado por hectarea se lograria evitando
nuevas aplicaciones producto de la baja efectividad en el control inicial.

Un mayor nivel de efectividad durante el primer control seria posible si la
aplicacion del cebo ocurre cuando la gran mayoria de los hormigueros se encuentran
forrajeando. La relacion entre el porcentaje de colonias que forrajean y las que no
forrajean va depender de la época del afio, ya que las HCH presentan un ciclo anual
que se refleja en los niveles de forrajeo que exhiben (Nobua Behrmann et al. 2017,
Caldato et al. 2016, Giesel et al. 2013, Bollazzi y Roces 2002, Pilati et al. 1997,
Farji-Brener 1993).

1.3 ;COMO INCREMENTAR LA EFICACIA DEL CONTROL DE HCH?

Para evitar las pérdidas de arboles al momento de la plantacion es necesario
maximizar la eficacia del control pero al mismo tiempo reducir la cantidad de cebo
aplicado por hectarea en cada turno plantacion-cosecha. Una forma de lograr este
objetivo seria determinar las épocas del ciclo anual en la cual la mayoria de las
colonias forrajean y agendar las aplicaciones en ese periodo.

Las variaciones anuales en los patrones de forrajeo estan controladas por
factores endogenos, es decir, los ritmos circadianos de actividad regulados por
marcadores internos, y factores exdgenos ambientales como el fotoperiodo y la
temperatura, sincronizadores de los factores endogenos. De la comprension del peso

relativo que estos grupos de factores tienen sobre la regulacion de los patrones de



forrajeo en cada época del afio es que se puede decidir entre recomendar una
determinada época de control con la ayuda de monitoreos de actividad o proceder

con controles calendario.

1.4 RITMOS BIOLOGICOS Y CICLOS AMBIENTALES

Los ritmos bioldgicos se caracterizan por la repeticion temporal de un evento
bioldgico a intervalos regulares y predecibles. Los ritmos bioldgicos diarios, anuales
y lunares, los ritmos de las mareas, entre otros, son fuertemente asociados con ciclos
ambientales que se repiten en el mismo periodo. Precisamente por la coincidencia
temporal que existe entre algunos ritmos bioldgicos y ciclos ambientales, es intuitivo
pensar que estos ritmos son fendmenos pasivos, que surgen de reacciones directas al
entorno ciclico. Segun esta concepcion, un animal nocturno entra en actividad porque
percibe alguna pista ambiental que indica la llegada de la noche. Sin embargo, la
mayoria de los ritmos diarios estudiados hasta la fecha se mantienen incluso cuando
se miden en condiciones constantes de laboratorio, donde se eliminan los ciclos
ambientales; es decir, estos ritmos diarios son fendmenos enddgenos generados
internamente. Ademas, cuando un organismo se mantiene en condiciones constantes
sus ritmos comienzan a presentar su propio periodo, diferente de 24 horas, cuyo valor
depende de la especie estudiada (Pittendrigh y Daan, 1976). Es por esto que estos
ritmos se conocen como ritmos circadianos (del latin: circa = "alrededor”, dies = dia).
La condicion en que un ritmo circadiano expresa su propio periodo,
independientemente de las variables ambientales, se denomina libre curso.

El dia de 24 h y las estaciones del afio, aparte de los previsibles ciclos féticos
que representan (alternancia dia-noche y cambios fotoperiddicos anuales,
respectivamente) generan también una serie de otros ciclos ambientales abidticos
(temperatura, presién atmosférica, etc.) y bioticos (ciclos de disponibilidad de
alimento, de depredacién, social; Moore-Ede et al., 1984). Asi, los organismos se han
adaptado a tales ciclos ambientales incorporando sus propios ritmos enddgenos que,
si bien acomparian, son independientes de los ciclos ambientales (Pittendrigh, 1961).

Este ajuste entre los ritmos enddgenos y los ciclos ambientales es posible por la



sensibilidad de los relojes bioldgicos a las claves ambientales periddicas especificas
para cada especie resultando en la sincronizacion entre organismo y ambiente
externo. De este modo, funciones y comportamientos se manifiestan en los
momentos en que la situacion ambiental es la mas adecuada para su expresion. De
forma general, el ciclo claro-oscuro diario es el principal sincronizador de los ritmos
circadianos (Aschoff, 1960) y las variaciones fotoperiddicas son la principal clave
sincronizadora de los ritmos estacionales (Goldman et al., 2004).

El proceso de sincronizacién puede ocurrir a través de dos mecanismos:
arrastramiento o enmascaramiento. En el caso del arrastramiento, el ciclo ambiental
(“zeitgeber ”: del aleman, Zeit: tiempo y geber: donador, o sea donador de tiempo;
Saunders, 2002) actla directamente sobre el oscilador circadiano, que pasa a oscilar
con el mismo periodo del ciclo y, por lo tanto, el ritmo generado por el oscilador
también manifiesta el mismo periodo. En el caso del enmascaramiento, el ritmo
ambiental actia directamente sobre el ritmo observado, sin afectar al oscilador
propiamente dicho (Marques et al., 2003). En general, los dos procesos actlan
simultdneamente durante la sincronizacion siendo que el enmascaramiento le da un
ajuste fino y de reaccion inmediata al proceso.

La mayor parte de las especies estudiadas hasta ahora presentan algun tipo de
organizacion temporal; entender la misma es esencial para conocer una especie
integralmente. Los insectos presentan ritmos en una amplia variedad de procesos

comportamentales y fisioldégicos (Saunders, 1982).

1.5 FACTORES ENDOGENOS Y EXOGENOS EN LA REGULACION DE
LOS PATRONES DE FORRAJEO EN INSECTOS SOCIALES

Durante el forrajeo, los insectos sociales abandonan el nido coordinadamente
para colectar y transportar alimento hacia alli. La disponibilidad de forraje varia
estacionalmente y los rangos de actividad también estan limitados por factores
climaticos. La coordinacion tanto del inicio como de la terminacion del forrajeo es
vital. Los insectos sociales presentan como adaptacion ritmos diarios y anuales de

actividad que les permiten sincronizar el forrajeo (Tschinkel, 2011).



Los cambios en los niveles de actividad a lo largo del afio en los insectos
sociales estan regulados por factores enddgenos, como ritmos circadianos de
actividad generados por relojes biologicos internos. Estos ritmos, generados
internamente son sincronizados por las estaciones del afio siendo los ciclos de
temperatura asi como el fotoperiodo los factores mas relevantes (Saunders, 2002).
Estos cambios actian como moduladores de los patrones de forrajeo regulando el
inicio, la terminacion y la intensidad del forrajeo, y son conocidos como marcadores
de actividad o Zeitgeber, también llamados sincronizadores. En insectos sociales, los
Zeitgeber o sincronizadores de un ritmo de actividad (de origen end6geno) pueden
ser varios tipos de ciclos ambientales siendo los ciclos de temperatura como el de
luz-oscuridad los mas relevantes. Se distinguen dos grupos de factores reguladores
de la actividad de forrajeo: por un lado los enddgenos internos al individuo, y por el
otro los exdgenos sincronizadores de los ritmos enddgenos a las condiciones

ambientales, los cuales varian con la época del afio (Bloch, 2009).

1.5.1 Factores enddgenos y patrones de forrajeo en HCH

Al dia de hoy existe escasa literatura sobre el efecto de los factores endogenos
en los patrones de forrajeo en HCH. Sin embargo, en un trabajo realizado por
Constantino et al. (2021), en donde se estudio la variacion diaria en la actividad de
forrajeo de 6 colonias de laboratorio de la HCH Atta sexdens en condiciones
controladas de temperatura, humedad relativa y un ciclo luz-oscuridad, se observo
que las obreras que fueron marcadas siendo activas durante la fase diurna o durante
la fase nocturna, repitieron el mismo comportamiento a lo largo de los 5 dias de
observacion. Este resultado podria sugerir que la actividad diaria de forrajeo esta
controlada por un reloj interno sincronizado por el ciclo luz-oscuridad.

Por otro lado, para hormigas del género Camponotus Mayr 1861 se sabe que
los ritmos circadianos de actividad efectivamente se regulan gracias a la presencia de
un reloj enddgeno que controla patrones de actividad (Kay et al. 2018, Mildner y
Roces 2017).



Estudios en numerosas especies de hormigas dan cuenta de la existencia de un
ritmo circadiano fuertemente marcado en la actividad locomotora de obreras aisladas,
evidencia de la existencia de un reloj enddgeno (Sharma et al.2004, North 1987,
McCluskey 1965).

Kay et al. (2018) y Mildner y Roces (2017) reportaron la existencia de un reloj
circadiano endogeno en las obreras de Camponotus floridanus y C. rufipes
respectivamente, que se manifiesta en un ritmo circadiano en la actividad locomotora
de las obreras en condiciones de oscuridad constante. Adicionalmente estos autores
demostraron que estas especies son intrinsecamente nocturnas, ya que manifestaron
una mayor actividad locomotora durante la noche subjetiva en condiciones de
oscuridad constante. Finalmente, las obreras de C. floridanus y C. rufipes
sincronizaron marcadamente sus ritmos de actividad al ser expuestas a un ciclo de 12
h de luz y 12 h de oscuridad, evidenciando asi la importancia del ciclo diario de luz
en la regulacion del reloj circadiano (Kay et al. 2018, Mildner y Roces 2017).

Existe una ausencia de conocimiento respecto al efecto de los factores
enddgenos sobre la actividad de forrajeo en el ciclo anual para las HCH. Al momento
hay una carencia de este tipo de estudios y el trabajo de laboratorio es crucial para el
conocimiento de dichos factores. Por ello, en este trabajo de investigacion, vamos a
estudiar la influencia de los factores endogenos en la regulacion de los ritmos diarios

y anuales de actividad en las forrajeadoras de las HCH.

1.5.2 Factores exdgenos v patrones de forrajeo en HCH

Las condiciones meteoroldgicas son consideradas esenciales en la
determinacion de los patrones de actividad de forrajeo tanto en HCH (Holldobler y
Wilson 2010, Amante 1967) como en otras especies de hormigas (Holldobler y
Wilson, 1990).



1.5.2.1 Ritmos anuales de actividad

La actividad de forrajeo de Acromyrmex crassispinus y Acromyrmex
subterraneus subterraneus en el sur de Brasil (Nickele et al., 2016) se intensifico
durante la estacion de primavera y verano respectivamente. Similarmente en el
desierto del Monte en Argentina, Acromyrmex lobicornis y Acromyrmex striatus
presentaron una mayor actividad de forrajeo durante la estacion de primavera y
verano (Nobua-Behrmann et al., 2017). En ambientes tropicales donde se reconocen
dos estaciones (seca y humeda), Caldato et al. (2016) reportaron forrajeo de Atta
capiguara en ambas estaciones, pero con una mayor actividad en la estacion himeda.
Segun los autores, estos resultados podrian estar explicados por la mayor
disponibilidad de recursos durante la estacion himeda, dado que la vegetacion
presenta un mayor porcentaje de hojas jovenes y tiernas preferidas por las HCH. Por
otro lado, en la hormiga cortadora de gramineas Atta bisphaerica exclusiva de la
region tropical de Brasil se identificaron tres fases diferentes que podrian estar
vinculadas al cambio estacional en el régimen de lluvias local (Lopes et al., 2016).
La primera fase correspondio al inicio de la temporada de lluvias y se caracterizé por
una baja actividad de forrajeo, asi como un bajo esfuerzo de excavacion y
construccion de caminos de forrajeo. La segunda fase, que comenzé en febrero y se
extendié hasta el final de la temporada hiumeda a fines de marzo, se caracterizd por
un intenso esfuerzo de excavacion y construccion de caminos, lo que resulté en una
expansion de las redes de forrajeo. Finalmente, en la tercera fase, que correspondio al
inicio de la estacidn seca, la excavacion de taneles y la construccion de caminos se
estabiliz6 o disminuyd mientras que la actividad de forrajeo siguié aumentando. En
otro estudio de la actividad anual en HCH, Fowler y Robinson (1979), reportaron que
los niveles de actividad en Atta sexdens en un habitat subtropical del Paraguay son

mayores durante los meses calidos.



1.5.2.2 Ritmos diarios de actividad

La mayoria de los estudios sobre los factores que afectan las tasas de forrajeo
en HCH se focalizan en especies que viven en ecosistemas tropicales (Nobua
Behrmann et al., 2017). Los patrones de actividad en las especies tropicales Atta
cephalotes, A. sexdens, Atta laevigata y Atta colombica estan mayormente regulados
por los regimenes de precipitaciones y la disponibilidad de recursos (Farji-Brener
2001, Vasconcelos 1990, Rockwood 1975, Lewis et al. 1974b). Por su parte Hodgson
(1955) reportd que el patrén de forrajeo se ve modificado por las lluvias, pudiendo
extenderse hacia la noche. Caldato et al. (2016) y Hodgson (1955) reportaron que las
precipitaciones cuando llegan a ser intensas detienen completamente la actividad de
forrajeo de las HCH.

En climas templados, los patrones de actividad de las HCH son claramente
dependientes de la variacion de la temperatura de acuerdo con cada estacion en el
ciclo anual donde es comun observar modificaciones de los patrones de actividad de
diurnos a vespertinos o nocturnos en los meses de mayores temperaturas (Mehlhop y
Scott 1983, Brown et al 1979, Mintzer 1979, Gamboa 1976, Whitford y Ettershank
1975). Segun Wetterer (1990) el cambio del patron a nocturno durante el verano
permitiria evitar el estrés por calor y la deshidratacion que las HCH podrian sufrir
durante el dia. Existen algunos trabajos que evidencian lo reportado por Wetterer
(1990); por ejemplo, en el desierto de Sonora la especie Atta mexicana es diurna en
invierno y primavera, y cambia a nocturna en el verano (Mintzer, 1979).
Similarmente, la actividad de forrajeo en A. sexdens y A. cephalotes es mayormente
diurna durante el invierno y nocturna durante el verano en Paraguay (Fowler y
Robinson, 1979) y Costa Rica (Wetterer, 1990). El pasaje de un forrajeo nocturno a
un forrajeo diurno durante los meses frios ha sido reportado también para otras
especies de HCH (Gamboa 1975, Rockwood 1975, Lewis et al. 1974a, b). Para las
especies de Acromyrmex, estudios reportaron que A. versicolor versicolor es
nocturna durante los meses calientes del verano, pero pasa a ser diurna a partir del
otofio en Tempe, Arizona (Gamboa, 1976). Similarmente la actividad de forrajeo de

A. crassispinus fue reportada durante la fase diurna en abril en Paraguay (Fowler y
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Robinson, 1979). La actividad de forrajeo en A. lobicornis es diurna durante otofio e
invierno y nocturna durante primavera y verano, mientras que A. striatus al contrario
de lo reportado por Wetterer (1990), siempre es diurna pero realiza un patron de
forrajeo bimodal en primavera y verano con un pico de actividad en la mafiana y otro
pico en la tarde, mientras que en otofio la actividad de forrajeo se concentra durante
las horas méas calientes del dia (Nobua-Behrmann et al., 2017). Por otro lado, la
actividad de forrajeo anual de A. subterraneus subterraneus fue exclusivamente
nocturna en Vigosa, MG, Brasil (Maciel et al., 1995), mientras que A. balzani
(Mendes et al., 1992) y A. laticeps nigrosetosus (Araujo et al., 1998) fueron

principalmente nocturnas en Minas Gerais, Brasil.

1.5.2.3 Temperatura y humedad relativa

La temperatura del aire y la humedad relativa generalmente son reportadas
como los factores principales en la determinacion de los ritmos de actividad de
forrajeo (Holldobler y Wilson 2010, Amante 1967). De los factores exdgenos
estudiados por Marschner et al. (1993) -temperatura del suelo y humedad relativa del
aire- el primero tuvo una mayor influencia en la actividad anual y en la tasa de corte
de A. striatus. De la misma forma, segun Fowler (1978) la tasa de corte de A.
crassispinus exhibe una mayor correlacion con la temperatura que con la humedad
relativa. Similarmente, segiin Nobua Behrmann et al. (2017) la actividad de forrajeo
responde a los cambios diarios y estacionales en la temperatura del suelo, el cual
constituye el factor exdgeno mas importante en la regulacion del comportamiento de
las HCH. De acuerdo con estos autores la temperatura es un buen predictor del
timing o la medida del tiempo en la activacion de las colonias (inicio y fin) y en la
intensidad de la actividad (cantidad de obreras forrajeando). Otros autores como
Gamboa (1976) sostienen que la actividad de corte de A. versicolor esta muy
influenciada por la temperatura, que, asociada con la humedad relativa y otros
factores, puede conducir a un aumento o disminucion de la actividad de corte. De

acuerdo con Caldato et al. (2016), el patron de actividad de forrajeo de Atta
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capiguara depende significativamente tanto de la temperatura del aire como de la

humedad relativa.

1.5.2.4 Fotoperiodo

A pesar de que Nobua-Behrmann et al. (2017) sostiene que la luz o la radiacion
directa no seria un factor importante en la regulacién de la actividad de las HCH,
Caldato et al. (2016) sostienen por el contrario que es probable que la variacién en
otros factores exdgenos como el fotoperiodo (Amor et al. 2011, Narendra et al. 2010,
Hodgson 1955), y factores enddgenos como los requerimientos nutricionales de la
colonia influyen en los niveles de actividad de las HCH, asi como las variaciones
diarias y estacionales de la temperatura y la humedad relativa frecuentemente
estudiadas.

Weber (1941) sugiere que la actividad de forrajeo esta determinada por la
intensidad de la luz, mientras que Rockwood (1975) mantiene una postura clasica
sobre la base de estudios prolongados y sostiene que la actividad de forrajeo es
estacional y se ve afectada por diversos factores abioticos como la temperatura y las
precipitaciones. Lutz (1929) observé inactividad en colonias de A. cephalotes antes
de la salida y después de la puesta del sol y concluyé que la luz es la variable
ambiental que inicia y finaliza la actividad diaria. Sin embargo, en otros trabajos
(Weber 1946, 1941, Walcott 1933) se reportd a la misma especie en un habitat
similar siendo activa durante la noche.

El conocimiento de los efectos del fotoperiodo en HCH es escaso, y solamente
podemos referirnos a un trabajo realizado por Hodgson (1955). Segun el autor, el
fotoperiodo seria el factor principal en la regulacién de los patrones de forrajeo. A
partir de un estudio de la actividad de obreras de un nido de A. cephalotes de una
duracion menor a un mes y tomando dos dias de ese periodo como los mas
representativos, sugirié que la cantidad de luz que llega al suelo es el Unico factor
medido que muestra una correlacién con cualquier parte del ciclo de forrajeo. El
inicio y el fin de la actividad de forrajeo estaria regulado por la intensidad luminica

que llega al nido y a los caminos de forrajeo. Adicionalmente reportd que las
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hormigas no abandonaban el nido hasta que la luz lo alcanzara en una determinada
intensidad, sugiriendo que el egreso inicial de la colonia por parte de las obreras
ocurriria en respuesta a una determinada intensidad luminica.

El movimiento de las obreras hacia los orificios de salida del nido antes del
amanecer indicaria un ritmo diurno endogeno, aparte de los efectos de la luz o
cualquier otro factor exdgeno que pudiese estar operando fuera del hormiguero
(Hodgson, 1955). Segun el autor, la actividad enddgena de las hormigas seria
suficiente para salir del hormiguero, pero pareceria que la salida de las obreras en
oscuridad seria menos acelerada en comparacion a cuando las hormigas reciben luz.

Hasta el momento casi todos los trabajos de investigacion acerca de los
patrones de forrajeo en HCH han sido producto de estudios realizados
exclusivamente a nivel de campo en ambientes naturales (Nobua-Behrmann et al.
2017, Caldato et al. 2016, Nickele et al. 2016, Viana et al. 2004, Pilati et al. 1997,
Farji-Brener 1993, Marschner et al. 1993, Pintera y Zorrilla 1981, Fowler y Robinson
1979, Hodgson 1955) y urbanos (Jofre y Medina, 2012).

De esta manera, los trabajos de investigacion sobre la variacion diaria y anual
de actividad en las HCH han sido correlacionados casi exclusivamente con los
parametros ambientales temperatura y humedad relativa (Nobua-Behrmann et al.
2017, Caldato et al. 2016, Nickele et al. 2016, Viana et al. 2004, Marschner et al.
1993, Fowler y Robinson 1979). No obstante, el factor exdgeno del fotoperiodo, no
ha sido estudiado experimentalmente, a pesar de que se reconoce a partir de un
articulo que trabaja con una sola colonia y sin réplicas, como el factor principal en la
regulacion de los patrones de forrajeo en las HCH (Hodgson, 1955).

Asi pues, existe una brecha de conocimiento acerca del efecto de otros factores

exogenos como el fotoperiodo en las HCH, que deberia estudiarse in vitro.

1.5.3 ;Existe un factor requlador superior?

Tradicionalmente, las predicciones respecto a la actividad de forrajeo de las
HCH han intentado ser explicadas por factores exdgenos medioambientales de origen

climatico como la temperatura y la humedad relativa (Nobua-Behrmann et al. 2017,
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Caldato et al. 2016, Nickele et al. 2016, Viana et al. 2004, Pilati et al. 1997, Farji-
Brener 1993, Marschner et al. 1993, Pintera y Zorrilla 1981, Fowler y Robinson
1979). En este trabajo buscamos determinar si existe un factor regulador superior, el
fotoperiodo, o sea: determinar si la variacion anual en el ciclo diario de luz regula el
ciclo anual de actividad en las HCH independientemente de las variaciones en la

temperatura.

1.6 HIPOTESIS

1. Las hormigas cortadoras de hojas presentan un ritmo circadiano de actividad

controlado por un reloj endogeno.
2. Las hormigas cortadoras de hojas son intrinsecamente diurnas.

3. Elnivel de actividad de forrajeo varia estacionalmente.

1.7 OBJETIVOS

1.7.1 Obijetivo general

Estudiar en hormigas cortadoras de hojas del género Acromyrmex cOmMo
influyen los factores enddgenos y los factores exdgenos en el nivel de actividad

diario exhibido durante el ciclo anual.

1.7.1.1 Objetivos especificos

1. Establecer si las obreras de Acromyrmex lundii exhiben un ritmo de actividad
controlado por un reloj enddgeno, y en qué medida éste es influenciado por

los ciclos diarios de luz y térmico.

2. Determinar si las obreras de Acromyrmex lundii son intrinsecamente diurnas

comparando los niveles de actividad dia/noche.
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3. Establecer si existen diferencias entre los niveles de actividad de obreras de
Acromyrmex lundii entre las diferentes estaciones del afio y determinar en qué
medida estan influenciadas por las variaciones inter estacionales en los ciclos

diarios térmico y de luz (fotoperiodo).
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2. MATERIALES Y METODOS

Durante los experimentos se trabajé con dos poblaciones de obreras,
provenientes ya sea de colonias de campo o de laboratorio, 0 sea que se
diferenciaban en el tipo de ciclos ambientales a los que fueron expuestas previo a los
registros en el Laboratorio. O sea, las obreras de campo fueron expuestas desde su
nacimiento a condiciones naturales de fotoperiodo y ciclo térmico diario, es decir,
experimentaron los ciclos diarios de temperatura y su variacion anual, asi como la
variacion natural en el ciclo diario de luz (fotoperiodo). Por otro lado las obreras de
laboratorio fueron expuestas desde su nacimiento a temperatura controlada a 25 °C y
fotoperiodo natural; en otras palabras la unica variacion que experimentaron fue la
dada por el fotoperiodo en nuestra latitud a lo largo del afio. En Laboratorio se
comparo el ritmo diario de actividad individual de estas dos poblaciones expuestas a
temperatura ambiental constante (25 °C). En los registros de actividad en
Laboratorio, las hormigas fueron sacadas de su medio social y de otras variables
ambientales como humedad, precipitaciones, etc. Cada poblacion fue subdividida en
dos grupos. Uno expuesto al ciclo luz-oscuridad natural siguiendo el fotoperiodo
natural de las 4 estaciones (Light-Dark, LD) y un segundo grupo expuesto a
oscuridad constante (Dark-Dark, DD). La comparacion de los niveles de actividad
diarios, entre las condiciones de LD y de DD de las obreras provenientes de campo y
de laboratorio, durante las 4 estaciones del afio permite determinar si las obreras
exhiben ritmicidad (objetivo 1), en qué medida son intrinsecamente diurnas o
nocturnas (objetivo 2) asi como si presentan variacion anual (objetivo 3) en funcion
de su sincronizacion previa. Por otro lado conociéndose cudl es el efecto del
fotoperiodo (obreras provenientes de laboratorio) o del fotoperiodo en conjunto con
el ciclo térmico diario (obreras provenientes de campo) se puede discutir cuéles son

algunos de los factores exdgenos que podrian regular el ritmo de actividad.
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2.1 ESPECIE DE ESTUDIO

Para este trabajo se utiliz una de las especies mas representativas del género
Acromyrmex, la especie Acromyrmex lundii (hormiga negra comun) (Figura 1). Es
una de las especies mas abundantes en la region sur del pais. Pueden atacar casi todas
las especies cultivadas, cortar y llevarse desde hojas, flores e incluso frutos. Los
nidos normalmente son subterrdneos, de modo que se vuelven imperceptibles a

simple vista, salvo por los caminos de forrajeo y los orificios de salida o entrada del
nido (Figura 2).

Figura 1. Acromyrmex lundii de cuerpo entero en vista lateral y detalle de la cabeza.
(Imagen Nobile, 2008).
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Figura 2. Nido subterraneo de Acromyrmex lundii. El nido solo se evidencia por los
caminos (flechas) que finalizan en los orificios de entrada (estrellas). Foto: M.

Bollazzi.

2.2 COLECTA DE OBRERAS

Se utilizaron obreras de dos poblaciones: obreras provenientes del campo y
obreras procedentes de laboratorio. Las obreras de campo provinieron del predio de
la Facultad de Agronomia (34° 50" 13" S /56° 13' 16" W). Se identificd la especie de
interés siguiendo la clave de Gongalves (1961) y se localizaron y numeraron las
colonias presentes en el parque de la Facultad para posteriormente colectar obreras
sobre los caminos de forrajeo. Por otro lado se trabajé con obreras procedentes de
tres colonias adultas criadas en laboratorio desde la reina fundadora durante 7 afios,
por lo que todas las obreras nacieron en laboratorio (Figura 3). La reina fundadora se
colectd en las inmediaciones de Barker; departamento de Colonia (34° 15'45" S/ 57°
27' 57" W).

Las obreras provenientes de campo y de laboratorio se diferenciaban por las
condiciones a las que fueron expuestas previamente. Por un lado, las obreras de
campo fueron expuestas desde su nacimiento a condiciones naturales de fotoperiodo
y ciclo térmico diario, es decir, experimentaron cambios de temperatura a lo largo del
afio asi como la variacién fotoperiddica. Por otro lado las obreras de laboratorio

fueron expuestas desde su nacimiento a temperatura controlada de 25 °C
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(temperatura 6ptima) y fotoperiodo natural, por lo que la Unica variacién que
experimentaron fue la dada por el fotoperiodo en nuestra latitud a lo largo del afio.
La colecta de obreras provenientes del campo se realiz6 cuando éstas se
encontraban forrajeando por los caminos, en cada una de las estaciones antes de
comenzar con los registros de actividad. Se utilizé una pinza blanda para evitar dafar
los individuos. Para su transporte, se colocaron los insectos en frascos de plastico
recubiertos con vaselina para evitar que pudiesen escapar. Para que la muestra de
obreras de campo fuera representativa de la especie se intento variar de colonia en
cada colecta. En el caso de las obreras provenientes de laboratorio, en cada uno de
los experimentos, se utilizaron hormigas de cada una de las tres colonias existentes.

Asi mismo, las obreras de laboratorio fueron colectadas en cada una de las estaciones

antes de comenzar con los registros de actividad.

Figura 3. Colonias adultas de Acromyrmex lundii criadas en laboratorio desde la

reina fundadora durante 7 afios. Catedra de Entomologia. Foto: G. Katzenstein.

2.3 CONDICIONES EXPERIMENTALES

Los experimentos fueron llevados a cabo en condiciones de Laboratorio. Para
estudiar los ritmos de actividad individual de las obreras —provenientes tanto de
campo como de laboratorio- se acondicionaron dos laboratorios. En ambos casos la

temperatura permanecio controlada a 25 °C. En un laboratorio se llevo a cabo el Test
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con ciclo diario de luz natural (Light-Dark, LD), variable de acuerdo a la estacion del
afio. Esto se consiguié simplemente por ventanas de vidrio presentes en el
laboratorio. En el otro laboratorio se realizd el Test con oscuridad constante (Dark-
Dark, DD). El laboratorio donde estaba el sistema de registro permanecié a oscuras
durante la totalidad del proyecto de investigacion. En ambas condiciones (LD y DD),
se registraron los ritmos diarios de actividad de obreras provenientes del campo y del
laboratorio en simultdneo durante las 4 estaciones del ciclo anual. De esta forma las
obreras provenientes del campo expuestas a LD vieron modificado el ciclo térmico
diario, no asi el de luz. Mientras que para las obreras procedentes de laboratorio, el
Test en LD oficié como un control, dado que no vieron modificado ningun factor
exogeno (el ciclo térmico diario ni el fotoperiodo). Con respecto a la condicion DD,
las obreras provenientes de campo vieron modificado tanto el ciclo térmico diario
como el ciclo diario de luz. En el caso de las obreras procedentes de laboratorio
cuando colocadas en DD unicamente vieron modificado el ciclo diario de luz, no asi

la temperatura (Figura 4).
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Figura 4. Esquema del disefio experimental. Las barras representan el ciclo diario de
luz experimentado por las obreras para cada caso. La parte amarilla representa la fase
diurna (luz) y la parte negra la fase nocturna (oscuridad). En LD el ciclo
luz/oscuridad varia de acuerdo con la estacion del afo, mientras que en DD la
oscuridad permanece constante las 24 h. La temperatura experimentada por las
hormigas en cada estadio experimental es representada en forma de onda sinusoidal

(temperatura variable) o linea recta (temperatura constante).
2.4 MONITORES DE ACTIVIDAD

Para estudiar los ritmos diarios de actividad de las HCH se utilizaron los
monitores de actividad TriKinetics (www.trikinetics.com). Estos monitores estan

especialmente capacitados para registrar la actividad individual de hasta 32 hormigas

en simultaneo (Figura 5). Estan equipados con una serie de sensores infrarrojos que
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detectan el movimiento de las obreras. En cada capsula de registro se coloca un tubo
de ensayo con dos puntas que funcionan de alimentadores. En cada tubo se coloca
Unicamente una obrera. De esta manera, un monitor completo contendrd 32

hormigas.

Figura 5. Monitor de actividad TriKinetics con 32 capsulas de registro. La actividad
individual de las hormigas se registrd de forma aislada del contexto social a través de

sensores infrarrojos en el centro de los tubos de vidrio. Foto: S. Mildner.

Los monitores de actividad TriKinetics se conectan a una computadora y
mediante el software DAMSystem308 se registra la actividad locomotora. Tan
pronto se abre el programa, los monitores comienzan a registrar. EI software necesita
por unica vez que el usuario determine el namero de monitores a utilizar asi como
también, especificar el lapso entre cada registro de actividad. Los monitores estan
numerados para que sean identificados por el software. En este trabajo contamos con
4 monitores de actividad TriKinetics. Los monitores #1 y #2 permanecieron en el
Test LD y fueron utilizados para registrar la actividad de obreras provenientes de

laboratorio y campo respectivamente (Figura 6). Mientras que los monitores #3 y #4
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permanecieron en el Test DD y fueron utilizados para registrar la actividad de
obreras procedentes de laboratorio y de campo respectivamente. Por otro lado el

lapso entre cada registro de actividad fue de 10 minutos.

B

Figura 6. Monitoreo de actividad bajo un ciclo diario de luz (LD). Un monitor
con 32 obreras provenientes de laboratorio y otro monitor con 32 obreras

provenientes de campo. Foto: G. Katzenstein.

2.5 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

La duracion de cada monitoreo de actividad fue de 8 dias, y se realizaron al
menos 3 por estacion durante el ciclo anual para obreras provenientes de campo y
laboratorio en el test LD y DD. El procedimiento a seguir en cada monitoreo de
actividad es igual en cada escenario (obreras de laboratorio en LD, obreras de campo
en LD, obreras de laboratorio en DD y obreras de campo en DD) y es el siguiente:
Dia 1:

1. Colectar 32 obreras.
2. Colocar cada una en el monitor de actividad Trikinetic.
3. Alimentar cada una de las obreras.

4. Iniciar registro de actividad (encender DAMsystem308).
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Dia 8: Fin registro de actividad (finalizar DAMsystem308).

Las obreras fueron alimentadas dia por medio durante los 8 dias del monitoreo
de actividad. EI alimento consistié en agua azucarada obtenida a partir de la dilucién
de 10 g de azucar en 100 ml de agua. La dosis de agua azucarada suministrada a cada
obrera fue de 0,1 ml, repartida en 0,05 ml en cada extremo del tubo de vidrio.

Para mantener la humedad relativa por encima del 70 % y evitar asi la
deshidratacion y muerte de las hormigas, se mantuvo una toalla himeda por debajo
de los monitores y se coloco una caja de plastico transparente por encima de ellos
durante el tiempo del monitoreo de actividad (Figura 6).

Una vez finalizado el monitoreo de actividad, el usuario debe darle finalizar al
software DAMSystem308. Dentro de la carpeta del programa existe una carpeta
donde se alojan los archivos de texto que se generan luego de cada monitoreo de
actividad. A partir de un monitor de actividad se genera un archivo de texto con el

registro de la actividad individual de cada una de las obreras.

2.6 ANALISIS DE DATOS

La variable medida en los experimentos fue la actividad diaria individual de
obreras de Acromyrmex lundii expresada en actogramas (Figura 7). A partir de la
actividad individual se determiné la existencia de ritmicidad, se comparo la actividad
diurna con la actividad nocturna y se comparé el nivel de actividad entre estaciones
en el ciclo anual. El primer dia del monitoreo de actividad se consider6 como un dia
de ajuste de las obreras a las condiciones experimentales, por lo que se descart6 para
el analisis de los datos. Para la determinacion de ritmicidad se necesitaron los 7 dias
atiles, mientras que para la comparacion entre actividad diurna y nocturna y la
comparacion del nivel de actividad entre estaciones, por convencién se utilizé el dia
2. En este estudio el n es el individuo, es decir una obrera, por tanto para que los
datos sean confiables se necesitd de un n minimo de 30 obreras tanto de laboratorio
como de campo para cada test (LD y DD) en cada estacion del afio.

Para determinar la existencia de un ritmo diario de actividad en HCH se utilizo

el software estadistico ActogramJ (https://bene51.github.io/ActogramJ/). Con éste, se
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midio el periodo de cada individuo mediante el Lomb-Scargle-method (o = 0,5). De
esta manera podemos saber si tienen un periodo cercano a 24 h, lo que indicaria un
ritmo diario de actividad. Posteriormente para determinar en qué medida la
ritmicidad es influenciada por los factores exdgenos ciclo diario de luz (fotoperiodo)
y ciclo térmico diario (temperatura), se realizé un Chi-cuadrado (X2 test, P = <0,001)
entre las obreras de laboratorio y las obreras de campo para cada test (LD y DD) en
cada estacion del afio.

El ActogramJ permite visualizar actogramas de la actividad diaria de cada
obrera monitoreada. En un actograma de un organismo ritmico se puede apreciar una
fase de mayor actividad seguido de una fase de menor actividad -o viceversa segun el
habito diurno o nocturno de la especie (Figura 7). En LD el ciclo completo tiene una
duracion de 24 h y eso se repite dia tras dia indicando una sincronizacion al ciclo luz-
oscuridad al que estad expuesto, mientras que en DD el ciclo tiene una duracion

aproximada a 24 h (ritmos circadianos).
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OBRERAS PROVENIENTES DEL LABORATORIO

Tiempo (h)

Tiempo (h)

| | | | |

—t—t—+— —t—Ft
0 12 24 36 48 0 12 24 36 48

Figura 7. Actogramas de ploteado duplo de obreras provenientes de laboratorio
(panel superior) y de campo (panel inferior) expuestas a LD (panel izquierdo) y DD
(panel derecho) durante los 7 dias del monitoreo de actividad. En A y C se visualiza

claramente un ritmo diario de actividad-inactividad, con la mayor concentracion de
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actividad ocurriendo durante la fase clara del ciclo dia-noche. Las barras amarillas
representan la fase diurna y las barras negras la fase nocturna. En B y D se visualiza
claramente un ritmo circadiano de actividad, con la mayor concentracion de actividad
ocurriendo durante la fase diurna subjetiva. Las barras grises representan el dia
subjetivo y las barras negras la noche subjetiva.

Para determinar si las HCH son intrinsecamente diurnas o nocturnas, se
compararon los niveles de actividad dia/noche de obreras provenientes de
laboratorio y obreras provenientes de campo para cada Test (LD y DD) en cada
estacion del afio utilizando el test de Student para datos pareados en caso de que se
constate una distribucion normal de los datos, y utilizando el test de Wilcoxon Signed
Rank Test (P = <0,001) en caso de que el Test de Shapiro-Wilkinson determinara que
las distribuciones no se ajustaban a la distribucion normal.

Para determinar si el nivel de actividad de forrajeo varia estacionalmente, se
compararon los niveles de actividad entre estaciones en el ciclo anual en obreras de
laboratorio y obreras de campo para cada Test (LD y DD) mediante el test de
Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks, y el test post-hoc de Dunn
(P =<0,001).

Para determinar el poder de la ritmicidad, el cual compara dentro de cada dia la
diferencia entre el maximo y minimo nivel de actividad registrado, se utilizé el
software estadistico ActogramJ mediante el Lomb-Scargle-method (o = 0,5).
Posteriormente para determinar si el poder de la ritmicidad varia estacionalmente, se
compararon los niveles de poder entre estaciones en el ciclo anual en obreras de
laboratorio y obreras de campo para cada Test (LD y DD) utilizando el software
estadistico SigmaPlot mediante el test de Kruskal-Wallis One Way Analysis of
Variance on Ranks y el test post-hoc de Dunn (P = <0,001).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 RITMICIDAD

Aproximadamente el 50 % del total de las obreras procedentes de laboratorio y
mantenidas en DD exhibié un ritmo circadiano de actividad a lo largo del afio
(Figura 8). Lo mismo ocurrid con las obreras procedentes de campo cuando
expuestas a oscuridad constante. Del total de obreras monitoreadas en cada estacion,
un porcentaje de aproximadamente 50 % exhibié un ritmo circadiano de actividad
(Figura 8).

Estos valores de ritmicidad en obreras de laboratorio y obreras de campo son
similares a los registrados en estudios anteriores realizados en una especie de
hormiga no cortadora Camponotus rufipes, en donde aproximadamente el 50 % de
las obreras exhibio un ritmo circadiano de actividad en DD (Mildner y Roces, 2017).

Las obreras procedentes de laboratorio y de campo presentan entonces un ritmo
circadiano de actividad adn ante la ausencia de la sefial externa mas potente; el ciclo
diario de luz (Saunders, 2002). Estos resultados estarian indicando la existencia de
un reloj endégeno que controla patrones de actividad en las HCH. De esta manera se
cumple con la primera parte del objetivo 1 y se responde la hipotesis 1.

Resultados similares fueron reportados en numerosas hormigas no cortadoras,
donde obreras aisladas exhibieron un ritmo circadiano fuertemente marcado en la
actividad locomotora, evidenciando la existencia de un reloj endégeno (Sharma et al.
2004, North 1987, McCluskey 1965). Del mismo modo Kay et al. (2018) y Mildner y
Roces (2017) reportaron la existencia de un reloj circadiano endoégeno en las obreras
de Camponotus floridanus y C.rufipes.

De acuerdo con los resultados obtenidos en las condiciones DD, seria de
esperarse que, en LD un porcentaje mayor de obreras presentara un ritmo diario de
actividad, puesto que, segin Saunders (2002), el ciclo diario de luz constituye la
sefial ambiental mas potente sincronizadora de los relojes biolégicos enddgenos.
Efectivamente, en nuestro estudio mas del 70 % de las obreras procedentes de

laboratorio expuestas a las condiciones LD exhibieron un ritmo diario de actividad
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en cada estacion del afio (Figura 8). En el caso de las obreras de campo expuestas a
LD, los resultados fueron similares. Mas del 80 % de las obreras de campo
exhibieron ritmicidad en cada estacion del afio (Figura 8). Estos valores son similares
a un estudio realizado por Mildner y Roces (2017) con la hormiga no cortadora C.
rufipes. Los autores reportaron que del total de obreras expuestas a un ciclo luz-
oscuridad LD (12:12), aproximadamente el 60 % exhibié un ritmo diario de
actividad.

Bajo el efecto exdgeno del ciclo diario de luz, la expresion de ritmicidad por
parte de las HCH aumenta significativamente. Estos resultados evidenciarian la
importancia del factor exdgeno del ciclo claro-oscuro en la sincronizacion de los
factores endogenos en HCH. La importancia del fotoperiodo en la regulacion del
reloj circadiano habia sido reportada en hormigas no cortadoras del género
Camponotus (Kay et al. 2018, Mildner y Roces 2017).
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Figura 8. Porcentaje de individuos que expresaron ritmicidad en obreras
provenientes del laboratorio (panel superior) y de campo (panel inferior) expuestos a
condiciones de oscuridad constante (DD; paneles izquierdos) y a ciclos dia-noche

(LD; paneles derechos). Lomb-Scargle-method, significance level a = 0,5;
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ActogramJ. Dentro de las barras negras y barras blancas se observa el valor absoluto

del total de obreras que fueron ritmicas o arritmicas respectivamente.

Para determinar en qué medida la ritmicidad es influenciada por los ciclos
diarios de luz y de temperatura, se realizé un Chi-cuadrado (X2 test, p = 0,001) entre
las obreras de laboratorio y las obreras de campo para cada test (LD y DD) en cada
estacion del afio. Los resultados no dieron diferencias significativas entre las obreras
de campo Y las obreras de laboratorio a pesar de los casos puntuales marcados en gris
(Cuadro 1).

Origen: Laboratorio Campo Laboratorio Campo
Condiciones previas: Ciclo de luz Cictlgrf;!f Y1 Ciclo de luz Cictlzr(:;(:lzz y
ex(p:)zt:i(::zz:;:s: bD LD

Ritmicidad: Si No Si No Si No Si No

Verano 50 | 50 | 39 | 61 77 23 | 89 11

Otofio 52 | 48 | 57 | 43 94 6 92 8

Invierno 63 | 37 | 53 | 47 84 16 | 78 22
Primavera 34 66 49 51 80 20 82 18

Cuadro 1. Porcentajes de ritmicidad de obreras provenientes del laboratorio y de
campo en LD y DD. Chi-cuadrado entre las obreras de laboratorio y las obreras de
campo para cada test (LD y DD) en cada estacion del afio. Dentro de un mismo Test
DD o LD, las celdas marcadas (gris) presentaron diferencias significativas

laboratorio vs campo, X2 test, p = 0,001.

De acuerdo con el analisis estadistico, no existieron diferencias entre las
obreras de laboratorio y las obreras de campo a excepcion de la estacion de
primavera en DD y verano en LD. Esto significa que, las diferencias experimentadas

en el ciclo térmico diario durante las condiciones previas a las condiciones
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experimentales entre las obreras provenientes del campo y las obreras procedentes de
laboratorio no marcaron diferencias en la expresién de la ritmicidad. Por tanto el
ciclo luz-oscuridad seria el factor exdgeno mas importante en la regulacién de la
ritmicidad. Con estos resultados se cumplio la segunda parte del objetivo 1.

Hasta el momento, Unicamente contdbamos con estudios puntuales que
intentaban correlacionar los factores exdgenos, temperatura y humedad relativa con
la actividad de las HCH (Nobua-Behrmann et al. 2017, Caldato et al. 2016, Nickele
et al. 2016, Viana et al. 2004, Marschner et al. 1993). De esta manera, no existia
ningun trabajo que hubiese estudiado los factores endégenos involucrados en los
ritmos circadianos de actividad en HCH. La Unica excepcion de la que tenemos
conocimiento es un trabajo reciente de Constantino et al. (2021), donde se observé
que las obreras presentaron un ritmo diario de actividad en condiciones controladas
de temperatura, humedad relativa y un ciclo luz-oscuridad (12:12); a partir del cual
se podria suponer que la actividad diaria de forrajeo estaria controlada por un reloj
interno sincronizado por el ciclo luz-oscuridad.

En este trabajo se prueba la existencia de un reloj biolégico endégeno que
controla patrones de actividad en HCH. Las HCH presentan un ritmo circadiano de
actividad y el ciclo luz-oscuridad es el factor exdgeno mas importante en la
regulacion de la ritmicidad, asi como la sefial externa mas potente sincronizadora del

reloj circadiano.

3.2 DIA VS NOCHE

Las obreras procedentes de laboratorio, en condiciones de DD fueron
significativamente méas activas durante el dia subjetivo en otofio e invierno, con
excepcion de la estacion de verano y primavera donde no hubo diferencias
significativas entre el dia subjetivo y la noche subjetiva (Figura 9). En ninguna
estacion existié una mayor actividad durante la noche subjetiva.

Lo mismo sucedid con las obreras provenientes de campo, y colocadas en DD.
Las obreras de campo fueron mas activas durante la fase que previamente habia

correspondido a la fase clara del LD en cada estacién del afio, con excepcién del
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verano donde no hubo diferencias significativas entre el dia subjetivo y la noche
subjetiva (Figura 10). En ninguna estacién existio una mayor actividad durante la
noche subjetiva.
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Figura 9. Nivel de actividad (promedio) en dia subjetivo y noche subjetiva. Test
DD. Obreras provenientes delaboratorio. Wilcoxon Signed Rank Test, Verano: Zz; =
-1,217, P = 0,230; Invierno: Zs, = -5,091, P = <0,001; Primavera: Zs = -1,633, P =
0,105. Otofio: Paired t-test, too= 5,198, P = <0,001.
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Figura 10. Nivel de actividad (promedio) en dia subjetivo y noche subjetiva. Test

DD. Obreras de provenientes decampo. Paired t-test, Verano: tg = 0,823, P = 0,418;
Otofio: to1 = 2,985, P = 0,007; Invierno: ts3 = 4,762, P = <0,001; Primavera: t3g =

4,884, P = <0,001.
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Estos resultados tienen una gran relevancia dado que, sin estar percibiendo el
ciclo diario de luz, las HCH manifestaron un mayor nivel de actividad en el dia
subjetivo, lo que las haria intrinsecamente diurnas. De esta manera, se cumplié con el
objetivo 2 y se respondié la hipotesis 2. Asi pues, en este trabajo se prueba por
primera vez que el habito diurno registrado en las HCH estaria controlado por
factores enddgenos.

En estudios similares realizados en hormigas no cortadoras, Kay et al. (2018) y
Mildner y Roces (2017) demostraron que las obreras de Camponotus floridanus y C.
rufipes son intrinsecamente nocturnas al manifestar una mayor actividad locomotora
durante la noche subjetiva en DD. A partir de un estudio de la actividad de obreras de
un nido de Atta cephalotes de una duracion menor a un mes y tomando dos dias de
ellos como los més representativos, Hodgson (1955) habria sugerido la existencia de
un ritmo diurno inherente en las HCH al observar un movimiento de las obreras
hacia los orificios de salida del nido antes del amanecer.

De acuerdo a los resultados en condiciones de oscuridad, las HCH serian
intrinsecamente diurnas, por lo que seria de esperarse que cuando expuestas a LD, la
actividad de las obreras fuera mayor durante la fase clara. Y es exactamente lo que
sucedio con las obreras procedentes de laboratorio en el test LD. En cada estacion del
afio se evidenciaron diferencias significativas entre el nivel de actividad de la fase
diurna y el nivel de actividad de la fase nocturna, siendo las obreras, mas activas
durante el dia a lo largo del ciclo anual (Figura 11).

Del mismo modo, las obreras provenientes de campo en el test LD fueron mas
activas durante la fase clara en todas las estaciones del afio, a excepcion del verano
cuando el nivel de actividad promedio de la fase nocturna supero al de la fase diurna
(Figura 12).
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Figura 11. Nivel de actividad (promedio) diurno y nocturno. Test LD. Obreras

provenientes de laboratorio. Wilcoxon Signed Rank Test, Verano: Zs; = -4,802, P =
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37



50

VERANO

45 -

40

35 4

20 ~

Activity (beam crosses/10min)

R

0

Dia

MNoche

INVIERNO

45

40 A

35 4

30 4

25

Activity (beam crosses/10min)

* Rk

Dia

MNoche

Activity (beam crosses/10min)

Activity (beam crosses/10min)

50

OTONO

45 4

40

35 4

30 4

! &k k

T

50

45

40 A

35 4

30 4

25

Dia Noche
PRIMAVERA
k¥
*
4
v 3
Dia Noche

Figura 12. Nivel de actividad (promedio) diurno y nocturno. Test LD. Obreras de
campo. Wilcoxon Signed Rank Test, Verano: Zs; = 3,143, P = 0,002; Otofo: Zss = -
5,885, P = <0,001; Invierno: Zgs = -8,522, P = <0,001; Primavera: Zi24 = -8,038, P =

<0,001.

38



Bajo el estimulo exdgeno del ciclo luz-oscuridad (Test LD), tanto en obreras
provenientes de laboratorio como en obreras provenientes de campo, las diferencias
entre los niveles de actividad diurna y nocturna fueron més marcadas que cuando en
oscuridad constante en el ciclo anual (Figura 9, 10, 11 y 12), a excepcion de la
estacion de verano.

En este caso, el ciclo térmico diario experimentado durante las condiciones
previas a las condiciones experimentales en las obreras provenientes de campo
podria anular el efecto del ciclo diario de luz provocando que las forrajeadoras pasen
a ser nocturnas en verano, cuando siempre son diurnas. Posiblemente sea una
estrategia de supervivencia para evitar las altas temperaturas registradas durante la
fase diurna del dia. A pesar de que en Laboratorio estaban en condiciones de
temperatura constante, la fase clara en la estacion de verano provocaria una
disminucion de la actividad de las obreras provenientes de campo durante el dia.

Asi pues, el factor exdgeno de la temperatura podria provocar una
contraposicion con el habito diurno intrinseco de las HCH, pasando a ser nocturnas
durante la estacion de verano. Varios trabajos en HCH realizados en ambientes
naturales (Mehlhop y Scott 1983, Brown et al 1979, Mintzer 1979, Gamboa 1976,
Whitford y Ettershank 1975) sugirieron que, en climas templados, los patrones de
actividad de las HCH son claramente dependientes de la variacion de la temperatura
de acuerdo con cada estacion en el ciclo anual donde es comun modificar los
patrones de actividad de diurnos a vespertinos o nocturnos en los meses de mayores
temperaturas. Segun Wetterer (1990), en verano las obreras son mas activas durante
la noche para evitar el estres por calor y la deshidratacion que podrian sufrir por las
altas temperaturas ocurridas durante la fase diurna del dia.

En un trabajo similar, obreras de C. floridanus y C. rufipes sincronizaron
marcadamente sus ritmos de actividad al ser expuestas a un ciclo de 12 horas de luz y
12 de oscuridad, evidenciando asi, la importancia del ciclo diario de luz en la
regulacion del reloj circadiano (Kay et al. 2018, Mildner y Roces 2017).
Similarmente obreras de A. sexdens que fueron marcadas siendo activas durante la
fase diurna o durante la fase nocturna, repitieron el mismo comportamiento a lo largo

de los 5 dias de observacion en condiciones controladas de temperatura, humedad
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relativa y un ciclo luz-oscuridad (12:12) (Constantino et al., 2021). De esta manera,
el ciclo diario de luz parece ser el factor exdgeno mas importante en la
sincronizacion de los ritmos diarios de actividad.

De acuerdo a los resultados, en este trabajo se prueba por primera vez que las
HCH serian intrinsecamente diurnas. Asi pues, el habito diurno estaria controlado
por factores enddgenos, sincronizados por el ciclo luz-oscuridad, el factor exdgeno
mas importante en los ritmos circadianos de actividad (variacion diaria) de las HCH.

3.3 PATRON ESTACIONAL DE ACTIVIDAD

Las obreras procedentes de laboratorio expuestas a oscuridad constante,
exhibieron un nivel de actividad base sin diferencias significativas entre estaciones
en el ciclo anual (Figura 13). Resultados similares fueron obtenidos en las obreras
procedentes de campo en el test DD (Figura 13).

Estos resultados demostrarian que la actividad de las HCH esta controlada por
factores exdgenos. Si en DD, la actividad no es diferente entre las estaciones,
significa que es un nivel basal, en el que no hay ningun factor endégeno que
provogue que una estacion se diferencie mostrando mayores niveles de actividad. O
sea que, todo dependeria del factor exdgeno del fotoperiodo.

A partir de un estudio de la actividad de obreras de un nido de Atta cephalotes
realizado por Hodgson (1955), el autor habia sugerido la existencia de una actividad
inherente en las HCH, sosteniendo que la misma seria suficiente para salir del
hormiguero, pero pareceria que la salida de las obreras en oscuridad seria menos
acelerada en comparacién a cuando las hormigas perciben luz.

En el test con ciclo diario de luz (LD), las obreras provenientes de laboratorio
exhibieron diferencias significativas en el ciclo anual. La estacion de verano registro
un nivel de actividad menor que el resto del afio. En verano los niveles de actividad
fueron bajos y similares a los registrados cuando expuestas a las condiciones DD
(Figura 13).

En las obreras procedentes de campo expuestas a las condiciones de LD los

resultados fueron similares (Figura 13). Se observaron diferencias significativas en
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los niveles de actividad entre estaciones. La estacion de verano se diferencié
significativamente del resto del afio, registrando los menores valores de actividad en
el ciclo anual, similares a los valores registrados cuando fueron expuestas a DD. Si
bien no existieron grandes diferencias en el resto del afio, existiria una leve tendencia
hacia una mayor actividad durante la estacion de otofio. Con estos resultados se

cumplié con el objetivo 3y se respondio la hipotesis 3.
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(izquierda) y expuestas a ciclos luz-oscuridad (LD) (derecha). Kruskal-Wallis One

Way Analysis of Variance on Ranks, Dunn’s post-hoc test (P = <0,001).

Dado que los resultados cuando las hormigas estaban expuestas a un ciclo luz-
oscuridad fueron similares entre las obreras provenientes de laboratorio y aquellas
provenientes del campo con condiciones previas diferentes en el ciclo térmico diario
no asi en el fotoperiodo, el patrén estacional de actividad puede ser explicado
exclusivamente por el factor exdgeno fotoperiodo. En ambos casos (individuos
provenientes del laboratorio y del campo) el nivel de actividad durante la estacién de
verano fue bajo y menor que en el resto del afio, algo a priori inesperado. El nivel de
actividad en DD es igual en todas las estaciones del afio. Las diferencias se expresan
solo bajo LD, es decir, cuando perciben el ciclo diario de luz. Estos resultados tienen
una gran relevancia dado que demuestran el papel protagonico del factor exdgeno
medioambiental del fotoperiodo en la regulacion de los ritmos anuales de actividad
en las HCH. De esta manera se cumple con la segunda parte del objetivo 3.

Como sostiene Tschinkel (2011), la principal adaptacion al forrajeo que
presentan los insectos sociales es la existencia de ciclos diarios y anuales de
actividad, lo que les permite sincronizar con las épocas de mayores recursos
ambientales y los momentos del dia que ofrecen los mejores rangos de actividad, y
no forrajear indiscriminadamente durante todo el dia, ni todo su ciclo anual como
quedo6 demostrado en las HCH. No obstante, el nivel de actividad registrado por las
obreras de A. lundii durante la estacién de verano fue menor que en el resto del afio,
algo a priori inesperado teniendo en cuenta que en el verano hay una mayor oferta de
material vegetal en comparacion con el invierno.

Tradicionalmente, las predicciones respecto a la actividad de forrajeo de las
cortadoras han intentado ser explicadas por factores exdgenos medioambientales de
origen climéatico como la temperatura y la humedad relativa (Nobua-Behrmann et al.
2017, Caldato et al. 2016, Nickele et al. 2016, Viana et al. 2004, Pilati et al. 1997,
Farji-Brener 1993, Marschner et al. 1993, Pintera y Zorrilla 1981, Fowler y Robinson
1979). No obstante, el fotoperiodo, no habia sido estudiado experimentalmente hasta

este trabajo, a pesar de que se reconoce a partir de un articulo que trabaja con una
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sola colonia y sin réplicas como el factor principal en la regulacion de los patrones de
forrajeo en las HCH (Hodgson, 1955).

En este trabajo demostramos por primera vez que existe un factor regulador
superior, el fotoperiodo; y que la variacion anual en el ciclo diario de luz regula el
ciclo anual de actividad en las HCH, independientemente de las variaciones en la
temperatura.

Ya que efectivamente el fotoperiodo es el factor exdgeno con mayor peso en la
regulacion de los ritmos diarios y anuales de actividad en las HCH, se recomendaria
planificar controles calendario para el manejo de las HCH. Dado que el fotoperiodo
no es variable como la temperatura, podriamos saber con exactitud en que meses del
afio las HCH presentarian mayor actividad de forrajeo (otofio, invierno y primavera)
y en qué meses se encontrarian inactivas (verano). De esta manera, se podrian
establecer estrategias de manejo tendientes a reducir la cantidad de cebo sin afectar la
eficacia del control, aplicando durante los meses de mayor actividad, desde otofio a
primavera, donde todo el cebo aplicado seria levantado por las obreras, sin necesidad
de reaplicar. En verano habria que evaluar si seria recomendable realizar un control
de HCH mediante una validacion a campo.

Los resultados obtenidos al analizar el poder de la ritmicidad fueron idénticos a

los observados en el nivel anual de actividad y se presentan en el Anexo I.

44



4. CONCLUSIONES

Se prueba que las HCH presentan un ritmo circadiano de actividad controlado
por un reloj end6geno y el ciclo luz-oscuridad es el factor exdgeno méas importante
en la regulacion de la ritmicidad.

Consecuentemente se prueba que las HCH serian intrinsecamente diurnas. Asi
pues, el habito diurno estaria controlado por factores endégenos, sincronizados por el
ciclo dia-noche, el factor exégeno méas importante en los ritmos circadianos de
actividad (variacion diaria) de las HCH.

Por ultimo, los niveles de actividad de forrajeo en HCH varian
estacionalmente. Se demuestra que existe un factor regulador superior, el
fotoperiodo; y que la variacion anual en el ciclo diario de luz regula el ciclo anual de
actividad en las HCH, independientemente de las variaciones en la temperatura. De
acuerdo con los resultados, se recomienda planificar controles calendario para el
manejo de las HCH. En verano habria que evaluar si seria recomendable realizar un

control de HCH mediante una validacion a campo.
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6. ANEXOS

6.1 PODER DE LA RITMICIDAD

Se evalud el poder de la ritmicidad tanto en obreras de laboratorio como
obreras de campo en LD y DD, el cual compara dentro de cada dia la diferencia entre
el méximo y minimo nivel de actividad registrado.

Las obreras provenientes de laboratorio cuando mantenidas en DD no
evidenciaron diferencias significativas respecto al poder en el ciclo anual (Figura 14).
Resultados similares ocurrieron con las obreras procedentes de campo. En oscuridad
constante se observa un nivel base en el poder de la ritmicidad.

Estos resultados concuerdan con los niveles de actividad registrados en DD.
Las HCH mantienen un nivel de actividad base sin diferencias en el ciclo anual en
ausencia del ciclo luz-oscuridad, observandose asi un nivel base en el poder de la
ritmicidad sin diferencias en el ciclo anual.

Estos resultados demostrarian que la actividad de las HCH esta controlada por
factores exdgenos. Si en DD, el poder de la ritmicidad no es diferente entre las
estaciones, significa que es un nivel basal, en el que no hay ningan factor enddgeno
que provogue que una estacion se diferencie mostrando mayores niveles de poder. O
sea que, todo dependeria del factor exdgeno del fotoperiodo.

A partir de un estudio de la actividad de obreras sobre los caminos de forrajeo
de un nido de Atta cephalotes, Hodgson (1955) sugiri6 la existencia de una actividad
inherente en las HCH, sosteniendo que la misma seria suficiente para salir del
hormiguero, pero pareceria que la salida de las obreras en oscuridad seria menos
acelerada en comparacién a cuando las hormigas reciben luz.

En condiciones de LD, el poder de la ritmicidad en obreras provenientes de
laboratorio se diferencié significativamente en el ciclo anual del mismo modo que
sucedié con las obreras procedentes de campo (Figura 14). La estacion de verano
registré los menores niveles de poder en el ciclo anual, con valores similares a los

registrados en DD.
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Figura 14. Poder de la ritmicidad. Obreras provenientes de laboratorio (panel
superior) y obreras provenientes del campo (panel inferior), expuestas a oscuridad
constante (DD) (izquierda) y expuestas a ciclos luz-oscuridad (derecha). Kruskal-

Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks, Dunn’s post-hoc test (P = <0,001).
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Dado que los resultados en LD fueron similares en ambas poblaciones
(procedentes de laboratorio y de campo) con condiciones previas diferentes en el
ciclo térmico diario no asi en el fotoperiodo, el poder de la ritmicidad puede ser
explicado exclusivamente por el factor exdgeno fotoperiodo.

A pesar de que el factor exdgeno del fotoperiodo no ha sido estudiado
experimentalmente, y la actividad de forrajeo ha intentado ser explicada por los
factores exdgenos temperatura y humedad relativa (Nobua-Behrmann et al. 2017,
Caldato et al. 2016, Nickele et al. 2016, Viana et al. 2004, Pilati et al. 1997, Farji-
Brener 1993, Marschner et al. 1993, Pintera y Zorrilla 1981, Fowler y Robinson
1979), segun Hodgson (1955), el fotoperiodo seria el factor principal en la regulacion
de los patrones de forrajeo en HCH.

Estos resultados guardan una estrecha relacion con la variacion anual en los
niveles de actividad. De la misma forma que sucedid en el patron estacional de
actividad, la estacion de verano registré los menores niveles de poder en el ciclo
anual cuando expuestas a LD. Existe una baja magnitud entre la maxima actividad y
la minima actividad, y esto se refleja en un bajo nivel de actividad (Figura 13, Test
LD). En otofio, invierno y primavera, el poder de la ritmicidad es alto y mayor que en
verano, lo mismo que sucede con los niveles de actividad registrados en dichas
estaciones (Figura 13, Test LD).

Asi pues, estos resultados indicarian que el fotoperiodo seria efectivamente el

factor exdgeno mas importante en la regulacion de los patrones de forrajeo en HCH.
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Katzenstein G, Martinez G, Bollazzi M

Abstract

The determination of which would be the appropriate times of the year to carry out leaf cutter
ants (LCA) controls should be carried out considering that the intra-annual variations in forag-
ing patterns are controlled by endogenous foraging regulation factors (circadian activity
rhythms regulated by internal markers) and exogenous environmental factors synchronizing
these endogenous rhythms. The objective of this work was to study how endogenous and
exogenous factors influence the level of daily activity exhibited by LCA of the genus Acromyr-
mex during the annual cycle. During the experiments we worked with two populations of
Acromyrmex lundii, workers from the field and lab. The field workers were "entrained" under
natural conditions of photoperiod and daily thermal cycle, and the lab workers were "en-
trained" from birth at a controlled temperature of 25 °C and natural photoperiod. The daily
rhythm of individual activity was compared in the laboratory between these two populations,
and for the 4 seasons of the year, in a test with a daily cycle of natural light following the an-
nual photoperiod (Light-Dark, LD) and in a test with darkness 24h (Dark-Dark, DD), both at
25 °C. In this work we show that there is a higher regulatory factor, the photoperiod; and that
the annual variation in the daily cycle of light regulates the annual cycle of activity in LCA,
independently of the variations in temperature. The existence of an endogenous circadian
clock that controls activity patterns in LCA, which proved to be intrinsically diurnal, is proven.

Keywords: Acromyrmex lundlii, lab, field, LD, DD

Resumen

La determinacion de cuales serian los momentos adecuados del afio para hacer los controles
de hormigas cortadoras de hojas (HCH) se debe realizar considerando que las variaciones
intra-anuales en los patrones de forrajeo estan controladas por factores endégenos de regu-
lacion del forrajeo (ritmos circadianos de actividad regulados por marcadores internos) y fac-
tores exdgenos ambientales sincronizadores de estos ritmos enddgenos. El objetivo del pre-
sente trabajo fue estudiar como influyen los factores endogenos y exdgenos en el nivel de
actividad diario exhibido por HCH del género Acromyrmex durante el ciclo anual. Durante los
experimentos se trabajo con dos poblaciones de obreras de Acromyrmex lundii provenientes
del campo y laboratorio. Las obreras de campo fueron “entrenadas” bajo condiciones natura-
les de fotoperiodo y ciclo térmico diario, y las obreras de laboratorio fueron “entrenadas” des-
de su nacimiento a temperatura controlada a 25°C y fotoperiodo natural. El ritmo diario de
actividad individual se compar6 en laboratorio entre estas dos poblaciones, y para las 4 esta-
ciones del afio, en un test con un ciclo diario de luz natural siguiendo el fotoperiodo anual
(Light-Dark, LD) y en un test con oscuridad 24h (Dark-Dark, DD), ambos a 25°C. En este
trabajo demostramos que existe un factor regulador superior, el fotoperiodo; y que la variacién
anual en el ciclo diario de luz regula el ciclo anual de actividad en las HCH, independiente-
mente de las variaciones en la temperatura. Se prueba la existencia de un reloj circadiano
enddgeno que controla patrones de actividad en HCH, las cuales demostraron ser intrinse-
camente diurnas.

Palabras clave: Acromyrmex lundii, laboratorio, campo, LD, DD
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Resumo

A determinagao de quais seriam as épocas do ano adequadas para a realizagao do controle
da formiga cortadeira de folhas (FCF) deve ser realizada considerando que as variagoes in-
tra-anuais nos padrdes de forrageamento sdo controladas por fatores endogenos de regu-
lacdo de forrageamento (ritmos circadianos de atividade regulados por marcadores internos)
e fatores ambientais exdgenos que sincronizam esses ritmos enddgenos. O objetivo deste
trabalho foi estudar como fatores endégenos e exégenos influenciam o nivel de atividade
diéria exibido por FCF do género Acromyrmex durante o ciclo anual. Durante os experimen-
tos, trabalhamos com duas populagdes de trabalhadores do Acromyrmex lundii do campo e
do laboratorio. Os trabalhadores de campo foram "treinados" em condigdes naturais de foto-
periodo e ciclo térmico diario, e os trabalhadores de laboratério foram "treinados" desde o
nascimento a uma temperatura controlada de 25 ° C e fotoperiodo natural. O ritmo diario de
atividade individual foi comparado em laboratorio entre essas duas populagdes, e para as 4
estagdes do ano, em um teste com um ciclo diario de luz natural seguindo o fotoperiodo anual
(Light-Dark, LD) e em um teste com escuridéo 24 h (Dark-Dark, DD), ambos a 25 ° C. Neste
trabalho mostramos que existe um fator regulatorio superior, o fotoperiodo; e que a variagao
anual do ciclo diario de luz regula o ciclo anual de atividade no FCF, independentemente das
variagdes de temperatura. Esta comprovada a existéncia de um reldgio circadiano endégeno
que controla os padrdes de atividade do FCF, que se mostrou intrinsecamente diurno.

Palavras-chave: Acromyrmex lundii, laboratério, campo, LD, DD.

observed that the workers that were
marked being active during the diurnal

1. Introduction

Changes in activity levels throughout the
year in social insects are regulated by
endogenous factors, such as circadian
activity rhythms controlled by internal
markers, but synchronized by seasonal
changes in climatic and environmental
conditions, such as temperature and pho-
toperiod(™).

To date, there is little literature on the ef-
fect of endogenous factors on foraging
patterns in leaf cutter ants (LCA). Howev-
er, in a work carried out by Constantino
and others@, where the daily variation in
the foraging activity of 6 laboratory colo-
nies of LCA Atta sexdens was studied
under controlled conditions of temperature,
relative humidity and photoperiod, it was

Agrociencia Uruguay AAAA;VV(N®)

phase or during the night phase, they re-
peated the same behavior throughout the
5 days of observation. This result could
suggest that daily foraging activity is con-
trolled by an internal clock synchronized by
the photoperiod.

On the other hand, for ants of the genus
Camponotus Mayr 1861 it is known that
the circadian rhythms of activity are effec-
tively regulated thanks to the presence of
an endogenous clock that controls activity
patterns(®),

Weather conditions are considered essen-
tial in determining foraging activity patterns
both in LCA®)®) and in other ant species ().
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In temperate climates, the LCA activity
patterns are clearly dependent on the vari-
ation in temperature according to each
season in the annual cycle, where it is
common to observe modifications of the
activity patterns from day to evening or
night in the months of higher tempera-
tures@®@(10)(11)(12), According to Wetterer(13)
the change of the pattern to nocturnal dur-
ing the summer would allow to avoid the
heat stress and the dehydration that the
LCA could suffer during the day.

To date, almost all the research work on
foraging patterns in LCA has been the
product of studies carried out exclusively
at the field level in natural environ-
ments(14(15)(16)(17)(18)(19)(20)(21)(22)(23) and ur-
ban(?), In this way, research works on the
annual rhythms (annual variation) and
circadian rhythms (daily variation) of LCA
activity have been correlated almost exclu-
sively with the environmental parameters
of temperature and relative humidi-
ty(14(15)(16)(171)(20)22), However, exogenous
factors, such as the photoperiod, have not
been studied experimentally, although it
has long been recognized as the main
factor in regulating foraging patterns in
LCA@3),

Thus, there is a gap in knowledge about
the effect of other exogenous factors such
as the photoperiod on LCA, which should
be studied in vitro.

In this work we seek to determine if there
is a higher regulatory factor, the photoperi-
od, that is, to determine if the annual varia-
tion in the daily light cycle regulates the
annual cycle of activity in LCA regardless
of variations in temperature.

According to the review, the hypothesis is
that LCA have a circadian rhythm of activi-
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ty controlled by an endogenous clock, are
intrinsically diurnal and their level of forag-
ing activity varies seasonally. According to
the hypothesis, the general objective is to
study in LCA of the genus Acromyrmex
how endogenous and exogenous factors
influence the level of daily activity exhibited
during the annual cycle.

2. Materials and Methods
2.1 Study species

For this work, one of the most representa-
tive species of the genus Acromyrmex, the
species Acromyrmex lundii (common black
ant), was used. It is one of the most abun-
dant species in the southern region of the
country. They can attack almost all culti-
vated species, cut and carry from leaves,
flowers and even fruits. Nests are normally
underground, so they are invisible to the
naked eye, except for foraging trails and
nest entry or exit holes.

2.2 Collection of workers

Workers from two sources were used: field
workers and lab workers. The field workers
came from the campus of the Facultad de
Agronomia (34 ° 50 13 "S / 56 ° 13' 16"
W). The species of interest was identified
following the Gongalves key®@ and the
colonies present in the University park
were located and numbered to later collect
workers on the foraging trails. On the other
hand, we worked with workers from three
adult colonies raised in the lab since the
founding queen for 7 years, so all the
workers were born in the lab. The founding
queen was collected in the vicinity of Bark-
er; Colonia department (34 ° 15 '45' 'S /
57°27'57"W).
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Field and lab workers differ in their en-
trainment. On the one hand, the field
workers were entrained from birth under
natural conditions of photoperiod and daily
thermal cycle, that is, they experienced
temperature changes throughout the year
as well as natural variation in the daily light
cycle. On the other hand, the lab workers
were entrained from birth at a controlled
temperature of 25 °C (optimal tempera-
ture) and natural photoperiod, so the only
variation they experienced was that given
by the photoperiod in our latitude along the
year.

The collection of field workers was carried
out when they were foraging on the trails.
A soft clamp was used to avoid damaging
the individuals and plastic jars coated with
vaseline on the walls so that the collected
workers could not escape. In order for the
sample of field workers to be representa-
tive of the species, it was tried to vary from
colony in each collection during the exper-
iments. In the case of lab workers, workers
from each of the three existing colonies
were used in each experiment.

2.3 Experimental conditions

The experiments were carried out under
laboratory conditions (Figure 1). Two la-
boratories were set up to study the endog-
enous activity rhythms of the workers (both
the field and lab workers). In both cases
the temperature remained controlled at
25 °C. In one laboratory was carried out
the Test with a daily cycle of natural light
(Light-Dark, LD), variable according to the
season of the year. In the other laboratory
was carried out the Test with 24 h dark-
ness (Dark-Dark, DD). In both Tests (LD
and DD) the daily activity rhythms of field
and lab workers were studied simultane-
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ously during the 4 seasons of the annual
cycle.
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Figure 1. Scheme of the experimental
design. The bars represent the daily light
cycle experienced by the workers for each
case. The yellow bar represents the day-
time (light) phase and the black bar the
nighttime (dark) phase. In LD, the light /
dark cycle varies according to the season
of the year, while in DD the darkness re-
mains constant 24 h.

2.4 Activity monitors

The  TriKinetics  activity  monitors
(www.trikinetics.com) were used to study
the daily activity rhythms of the LCA.
These monitors are specially trained to
record the individual activity of up to 32
ants simultaneously (Figure 2). They are
equipped with a series of infrared sensors
that detect the movement of the workers. A
test tube with two tips that function as
feeders is placed in each recording cap-
sule. Only one worker is placed in each
tube. In this way, a complete monitor will
contain 32 ants. Four TriKinetics activity
monitors were available for this study.
TriKinetics activity monitors are connected
to a computer and locomotive activity is
recorded using the DAMSystem308 soft-
ware. The time between each activity rec-
ord was 10 minutes.
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Figure 2. (A) TriKinetics activity monitor
with 32 recording capsules. (B) Test tube
with feeders attached at both ends. Photo:
G. Katzenstein.

2.5 Experimental procedure

The duration of each activity monitoring
was 8 days, and at least 3 were carried out
per season during the annual cycle for field
and lab workers in the LD and DD tests.
The workers were fed every other day
during the 8 days of activity monitoring.
The food consisted of sugar water ob-
tained from dilution of 10 g of sugar in 100
ml of water. The dose of sugar water sup-
plied to each worker was 0.1 ml, distribut-
ed in 0.05 ml at each end of the glass
tube. To keep the relative humidity above
70% and thus avoid dehydration and death
of the ants, a damp towel was kept under
the monitors and a plastic box was placed
above them during the time of the activity
monitoring. After the activity monitoring is
finished, the user must stop the DAMSys-
tem308 software. Inside the software there
is a folder where text files are generated
after each activity monitoring. From an
activity monitor, a text file is generated with
the record of the individual activity of the
workers.
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2.6 Data analysis

The variable measured in the experiments
was the daily activity of individual workers
of Acromyrmex lundii. From individual
activity, the existence of rhythmicity was
determined, daytime activity was com-
pared with nighttime activity, and the level
of activity between seasons in the annual
cycle was compared. The first day of ac-
tivity monitoring was considered as a day
of adjustment of the workers to the exper-
imental conditions, so it was discarded for
the data analysis. For the determination of
rhythmicity, the 7 days were needed, while
for the comparison between day and night
activity and the comparison of the level of
activity between seasons, by convention
day 2 was used. In this study, n is the indi-
vidual, that is, a worker, therefore, for the
data to be reliable, a minimum n of 30 lab
and field workers were needed for each
test (LD and DD) in each season of the
year. To determine the existence of a cir-
cadian rhythm of activity in LCA, the statis-
tical software ActogramJ
(https://bene51.github.io/ActogramJ/)  was
used. With this, the period length of each
worker was measured using the Lomb-
Scargle-method (a = 0.5). In this way we
can know if they have a period length
close to 24 h, which would indicate a cir-
cadian rhythm of activity. Subsequently, to
determine to what extent rhythmicity is
influenced by exogenous photoperiod and
temperature factors, a Chi-square (X2 test,
P = <0.001) was performed between lab
and field workers for each test (LD and
DD) in each season of the year. To deter-
mine if LCA are intrinsically diurnal or noc-
turnal, the day / night activity levels of lab
and field workers were compared for each
Test (LD and DD) in each season of the
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year using the statistical software Sig-
maPlot by Paired t-test or Wilcoxon Signed
Rank Test (P = <0.001). To determine if
the level of foraging activity varies season-
ally, the levels of activity between seasons
in the annual cycle in lab and field workers
were compared for each Test (LD and DD)
using the statistical software SigmaPlot by
the Kruskal-Wallis One Way Analysis of
Variance on Ranks and Dunn’s post-hoc
test (P = <0.001).

3. Results
3.1 Rhythmicity

Approximately 50 % of all workers from the
lab in the 24 h dark test (DD) exhibited a
circadian rhythm of activity throughout the
year (Figure 3). The same occurred with
the workers from the field in the 24 h dark
test (DD). Of the total of workers experi-
enced in each season, approximately 50%
exhibited a circadian rhythm of activity
(Figure 3). More than 70% of the workers
from the lab in the daily light cycle test
(LD) exhibited a circadian rhythm of activi-
ty in each season of the year (Figure 3). In
the case of field workers in the daily light
cycle test (LD), the results were similar.
More than 80% of field workers exhibited
rhythmicity in each season of the year
(Figure 3). To determine to what extent
rhythmicity is influenced by exogenous
photoperiod and temperature factors, a
Chi-square (X2 test, p = 0.001) was per-
formed between lab and field workers for
each test (LD and DD) in every season of
the year. The results did not give signifi-
cant differences between field workers and
laboratory workers despite the specific
cases marked in gray (Table 1).
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Figure 3. Percentage of rhythmicity in lab
and field workers in the 24 h dark test (DD)
and in the daily light cycle test (LD). Lomb-
Scargle-method, significance level a = 0,5;
ActogramJ.

Origin: LAB FIELD LAB FIELD
Entrainment: Light cycle therma | Light cycle thermal |

Test: Do LD
Rhythmicity: yes [ no | yes | no | yes | no | yes | no
Summer 50 50 39 61 77 23 | 89 11
Autumn 52 a8 57 a3 94 6 92 8

Winter 63 37 53 47 84 16 | 78 22

Spring 34 | 66 49 l 51 80 20 82 18

Table 1. Chi-square between laboratory
workers and field workers for each test (LD
and DD) in each season of the year. Within
the same DD or LD Test, the marked cells
(gray) showed significant differences be-
tween lab and field, X2 test, p = 0.001.

3.2 Day vs night

Workers from lab in the 24 h dark test (DD)
were significantly more active during the
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daytime phase in autumn and winter, with
the exception of the summer and spring
season, where there were no significant
differences in the average diurnal activity
level and nocturnal (Figure 4). The same
happened with workers from field in the 24
h dark test (DD). Field workers were more
active during the daytime phase in each
season of the year, with the exception of
the summer where there were no signifi-
cant differences between the daytime and
nighttime phases (Figure 5).
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Figure 4. Activity level (average) day and
night. Test DD. Lab workers. Wilcoxon
Signed Rank Test (P = <0,001).

Figure 5. Activity level (average) day and
night. Test DD. Field workers. Paired t-test
(P =<0,001).

Lab workers in the daily light cycle test
(LD) showed significant differences be-
tween the level of activity in the daytime
phase and the level of activity in the
nighttime phase, with the workers being
more active during the daytime phase
throughout the annual cycle (Figure 6).
Similarly, workers from the field in the daily
light cycle test (LD) were more active dur-
ing the daytime phase in all seasons of the
year, with the exception of summer where
field workers were more active during the
nighttime phase (Figure 7).
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3.3 Seasonal pattern of activity

Lab workers in the 24 h dark test (DD),
exhibited a base activity level without sig-
nificant differences between seasons in
the annual cycle (Figure 8). Similar results
were obtained in the workers from the field
in the test with constant darkness (DD)
(Figure 8).

In the daily light cycle test (LD), lab work-
ers exhibited significant differences in the
annual cycle. Summer season registered
lower level of activity than the rest of the
year. In summer, the activity levels were
low and similar to those recorded in the 24
h dark test (DD) (Figure 8). The results in
the daily light cycle test (LD) were similar
in field workers. Significant differences
were observed in activity levels between
seasons. Summer season was significantly
different from the rest of the year, register-
ing the lowest activity levels in the annual
cycle, similar to the values recorded in the
24 h dark test (DD). Although there were
no major differences in the rest of the year,
there would be a slight trend towards
greater activity during the autumn.
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Figure 8. Total activity accumulated in the
annual cycle. Lab workers and field work-
ers in Test with 24 h dark (DD) and in Test
with daily light cycle (LD). Kruskal-Wallis
One Way Analysis of Variance on Ranks,
Dunn’s post-hoc test (P = <0,001).

4. Discussion
4.1 Rhythmicity

The rhythmicity values in the DD test in lab
workers and field workers are similar to
those recorded in previous studies carried
out in a species of non-cutting ant Cam-
ponotus rufipes, where approximately
50 % of the workers exhibited a circadian
rhythm of activity in the 24 h dark test
(DD)@. Lab and field workers then present
a circadian rhythm of activity even in the
absence of the most powerful external
signal; the daily cycle of light(Y). These
results would indicate the existence of an
endogenous clock that controls activity
patterns in LCA. Similar results were re-
ported in numerous non-cutter ants, where
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isolated workers exhibited a strongly
marked circadian rhythm in locomotor
activity, evidencing the existence of an
endogenous clock2)@(28). Similarly, Kay
and others® and Mildner and Roces®
reported the existence of an endogenous
circadian clock in the workers of Cam-
ponotus floridanus and C. rufipes. Accord-
ing to the results obtained in the 24 h dark
test (DD), it would be expected that, in the
daily light cycle test (LD), a higher per-
centage of workers would present a circa-
dian rhythm of activity, since, according to
Saunders("), the daily light cycle consti-
tutes the most powerful environmental
signal synchronizing endogenous biologi-
cal clocks. And it is exactly what happened
in this study. The rhythmicity values in the
LD test in lab workers and field workers
were similar to a study carried out by Mild-
ner and Roces® with the non-cutting ant
C. rufipes. The authors reported that of the
total number of workers experienced in the
LD test (12:12), approximately 60% exhib-
ited a circadian rhythm of activity. Under
the exogenous effect of the daily light cy-
cle, the expression of rhythmicity by LCA
increases  significantly. These results
would show the importance of the exoge-
nous factor of the photoperiod in the syn-
chronization of endogenous factors in
LCA. The importance of the photoperiod in
regulating the circadian clock had been
reported in non-cutter ants of the genus
Camponotus®®), According to the statisti-
cal analysis, there were no differences
between lab workers and field workers
except for the spring season in DD and
summer in LD. The differences experi-
enced in the daily thermal cycle during the
entrainment between field workers and lab
workers did not mark differences in the
expression of rhythmicity. Therefore, the
photoperiod would be the most important
exogenous factor in the regulation of
rhythmicity. So far, we only had specific
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studies that attempted to correlate exoge-
nous factors, temperature and relative
humidity =~ with  the  activity in
LCA(4(15(16)(17)20), Thus, there was no
work that had studied the endogenous
factors involved in the circadian rhythms of
activity in LCA. The only exception that we
are aware of is a recent work by Constan-
tino and others®@, where it was observed
that the workers presented a circadian
rhythm of activity under controlled condi-
tions of temperature, relative humidity and
photoperiod (12:12); from which it could be
assumed that the daily foraging activity is
controlled by an internal clock synchro-
nized by the photoperiod. In this work, the
existence of an endogenous biological
clock that controls activity patterns in LCA
is proven. LCA present a circadian rhythm
of activity and the photoperiod is the most
important exogenous factor in the regula-
tion of rhythmicity, as well as the most
powerful external signal synchronizing the
circadian clock.

4.2 Day vs night

The LCA showed a diurnal habit, without
perceiving the daily cycle of light, which
makes them intrinsically diurnal. Thus, this
work proves for the first time that the diur-
nal habit recorded in LCA would be con-
trolled by endogenous factors. In similar
studies with a non-cutter ants, Kay and
others® and Mildner and Roces* showed
that workers of Camponotus floridanus and
C. rufipes are intrinsically nocturnal as they
show greater locomotor activity during the
nocturnal phase in a 24 h dark Test (DD).
Based on a study of the activity of an Atta
cephalotes nest lasting less than a month
and taking two days of them as the most
representative, Hodgson® would have
suggested the existence of an inherent
diurnal rhythm in the LCA by observing a
movement of the workers towards the exit
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holes of the nest before dawn. According
to the results in the test with 24 h dark
(DD), LCA are intrinsically diurnal, so it
would be expected that in the test with
daily light cycle (LD), the activity of the
workers would be greater during the day
phase. And this is exactly what happened
with the lab and field workers in the daily
light cycle test (LD). Under the exogenous
stimulus of the light-dark cycle (Test LD),
both in lab workers and in field workers,
the differences between the levels of diur-
nal and nocturnal activity were more
marked than in DD in the annual cycle,
except for summer. In this case, the daily
thermal cycle experienced during the en-
trainment in field workers could cancel out
the effect of the daily light cycle, causing
foragers to become nocturnal in summer,
when they are always diurnal. It is possibly
a survival strategy to avoid the high tem-
peratures recorded during the daytime
phase of the day. Thus, the exogenous
factor of temperature could cause a con-
trposition with the intrinsic diurnal habit of
LCA, becoming nocturnal during summer.
Several works on LCA carried out in natu-
ral environments (Mehlhop and Scott®),
Brown and others®), Mintzer('), Gam-
boa("), Whitford and Ettershank('?) sug-
gested that, in temperate climates, LCA
activity patterns are clearly dependent on
variation of the temperature according to
each season in the annual cycle where itis
common to modify the activity patterns
from daytime to evening or nighttime in the
months of higher temperatures. According
to Wetterer('3), in summer the workers are
more active at night to avoid heat stress
and dehydration that they could suffer from
the high temperatures that occur during
the daytime phase of the day. In a similar
study, workers of C. floridanus and C.
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rufipes markedly synchronized their activity
rhythms when exposed to a cycle of 12 h
of light and 12 h of darkness, thus evidenc-
ing the importance of the photoperiod in
regulating the circadian clock®)). Similarly
workers of A. sexdens that were marked
being active during the daytime phase or
during the nighttime phase, repeated the
same behavior throughout the 5 days of
observation under controlled conditions of
temperature, relative humidity and photo-
period (12:12)@. In this way, the photoper-
iod seems to be the most important exog-
enous factor in the synchronization of the
daily rhythms of activity. According to the
results, this work proves for the first time
that LCA are intrinsically diurnal. Thus, the
daytime habit would be controlled by en-
dogenous factors, synchronized by the
photoperiod, the most important exoge-
nous factor in the circadian rhythms of
activity (daily variation) of LCA.

4.3 Seasonal pattern of activity

According to the results, the activity of the
LCA is controlled by exogenous factors. If
in DD, the activity is not different between
seasons, it means that it is a basal level, in
which there is no endogenous factor that
causes a season to differ showing higher
levels of activity. In other words, everything
would depend on the exogenous factor of
the photoperiod. From a study of the activi-
ty of workers in an Atta cephalotes nest
carried out by Hodgson(@3), the author had
suggested the existence of an inherent
activity in LCA, arguing that it would be
sufficient to leave the nest, but it would
seem that the exit of the workers in dark-
ness would be less accelerated compared
to when the ants perceive light. Given that
the results in the daily light cycle test (LD)
were similar in lab workers and field work-
ers with different entrainment in the daily
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thermal cycle, but not in the photoperiod,
the seasonal pattern of activity can be
explained exclusively by the exogenous
factor photoperiod. In both cases (lab and
field) the level of activity during the sum-
mer was low and lower than in the rest of
the year, something a priori unexpected.
The level of activity in DD is the same in all
seasons of the year. Differences are ex-
pressed only under LD, that is, when they
perceive the daily light cycle. These results
are highly relevant since they demonstrate
the leading role of the exogenous envi-
ronmental factor of the photoperiod in the
regulation of annual activity rhythms in
LCA. As Tschinkel@ argues, the main
adaptation to foraging that social insects
present is the existence of daily and annu-
al cycles of activity, which allows them to
synchronize with the times of greatest
environmental resources and the times of
the day that offer the best ranges of activi-
ty, and not forage indiscriminately
throughout the day, nor its entire annual
cycle as demonstrated in the LCA. How-
ever, the level of activity registered by A.
lundii workers during summer was lower
than in the rest of the year, something a
priori unexpected considering that in sum-
mer there is a greater supply of plant ma-
terial compared to winter. Traditionally,
predictions regarding foraging activity of
LCA have tried to be explained by exoge-
nous environmental factors of climatic
origin such as temperature and relative
humidity(14)(15)(16)(17)(18)(19)(20)(21)(22)_ Howev-
er, the photoperiod had not been experi-
mentally studied until this work, although it
has long been recognized as the main
factor in the regulation of foraging patterns
in LCA@3), In this work we show for the first
time that there is a higher regulatory factor,
the photoperiod; and that the annual varia-
tion in the daily cycle of light regulates the
annual cycle of activity in LCA, inde-
pendently of the variations in temperature.
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Since effectively the photoperiod is the
exogenous factor with the greatest weight
in regulating the daily and annual rhythms
of activity in LCA, it would be recommend-
ed to plan calendar controls for the man-
agement of LCA. Given that photoperiod is
not variable like temperature, we could
know exactly in which months of the year
LCA have the highest foraging activity
(autumn, winter and spring) and in which
months they are inactive (summer). In this
way, management strategies could be
established to reduce the amount of bait
without affecting the effectiveness of the
control, applying during the months of
greatest activity, from autumn to spring,
where all the bait applied would be lifted by
the workers, without need to reapply. And
on the other hand, avoid applying during
summer, since LCA remain inactive, oth-
erwise, the bait would remain in the ground
without being lifted, which would result not
only in an economic waste but in an inef-
fective and polluting management.

5. Conclusions

LCA are shown to have a circadian rhythm
of activity controlled by an endogenous
clock and photoperiod is the most im-
portant exogenous factor in the regulation
of rhythmicity. Consequently, LCA are
shown to be intrinsically diurnal. Thus, the
daytime habit would be controlled by en-
dogenous factors, synchronized by the
photoperiod, the most important exoge-
nous factor in the circadian rhythms of
activity (daily variation) of LCA. Lastly,
foraging activity levels in LCA vary sea-
sonally. It is shown that there is a higher
regulatory factor, the photoperiod; and that
the annual variation in the daily cycle of
light regulates the annual cycle of activity
in LCA, independently of the variations in

Agrociencia Uruguay AAAA;VV(N®)

Activity rhythms in leaf cutter ants Acromyrmex lundii

temperature. According to the results, it is
recommended to plan calendar controls for
the management of LCA In summer it
would not be advisable to carry out an ant
control.
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