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Resumen de la tesis que presenta Le Roy Anthony Sankey Alamilla como requisito parcial para la
obtencidn del grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientacidon en Biologia
Ambiental

Estructura genética y filogeografia de la hormiga Myrmecocystus sp. en las dunas costeras de la
peninsula de Baja California

Resumen aprobado por:

Dra. Fadia Sara Ceccarelli
Directora de tesis

En la filogeografia se estudian los procesos que rigen la distribucion de los linajes. Por ejemplo, se
pueden encontrar distribuciones discontinuas en organismos adaptados a vivir Unicamente en dunas
costeras. La peninsula de Baja California cuenta con dunas costeras a lo largo de sus costas y la mayoria
de ellas no han sido estudiadas en términos geomorfoldgicos. Existen estudios de la flora y fauna de
algunas dunas costeras bajacalifornianas, pero carecen estudios profundizados sobre un grupo de
suma importancia: los artropodos terrestres, en particular las hormigas. En un estudio previo de la
diversidad de hormigas de la peninsula de Baja California, se encontraron especies sin describir
restringidas a dunas costeras, una de ellas nombrada Myrmecocystus sp. BCA-2. Debido a que no se
conoce bien la distribucién total de esta especie, se recolectaron hormigas del género Myrmecocystus
en siete dunas costeras del Pacifico bajacaliforniano, encontrando ejemplares en seis de ellas. Se
utilizaron secuencias del gen mitocondrial Citocromo Oxidasa subunidad | (COI) para corroborar la
identificacion de los individuos recolectados en campo y mediante una filogenia Bayesiana
determinamos en cuales dunas se encontraba la especie Myrmecocystus sp. BCA-2, siendo estas las
cuatro mas nortefias. Para los analisis genético-poblacionales y filogeograficos Unicamente de
Myrmecocystus sp. BCA-2, ademas del gen COlI, se utilizaron secuencias de cinco marcadores nucleares
para estimar el nUmero de poblaciones con métodos Bayesianos, y para calcular diversos valores de
diversidad y diferenciacion genética. Ademas, se calcularon las edades de divergencia de cada
poblacién, tamafios efectivos poblacionales (Ne) y el flujo génico actual e histdrico. En las cuatro dunas
costeras, existen 3 poblaciones, las cuales no presentaron flujo génico estadisticamente significativo.
La primera poblacién en divergir fue la de Punta Mazo y la que presenté un menor Ne fue la de Santa
Rosaliita. Concluimos que Myrmecocystus sp. BCA-2 es endémicas de la peninsula de Baja California,
que sus poblaciones estan aisladas una de otra y que siendo algunas poblaciones mds antiguas que los
ecosistemas dunares que habitan, lo mas probable es que las hormigas existian en paleodunas y
colonizaban los nuevos sistemas conforme se formaba el ecosistema.

Palabras clave: Filogeografia, dunas costeras, hormigas, genética de poblaciones



Abstract of the thesis presented by Le Roy Anthony Sankey Alamilla as a partial requirement to obtain
the Master of Science degree in Life Sciences with orientation Environmental Biology.

Genetic structure and phylogeography of the ant Myrmecocystus sp. in the coastal dunes of the
Baja California peninsula

Abstract approved by:

Dra. Fadia Sara Ceccarelli
Thesis Director

In phylogeography, the processes that govern the distribution of lineages are studied. For example,
discontinuous distributions can be found in organisms adapted to living only in coastal dunes. The Baja
California peninsula has coastal dunes along its coasts and most of them have not been studied in
geomorphological terms. There are studies of the flora and fauna of some Baja Californian coastal
dunes, but there are no in-depth studies on a very important group: terrestrial arthropods, particularly
ants. In a previous study of ant diversity in the Baja California peninsula, undescribed species restricted
to coastal dunes were found, one of them named Myrmecocystus sp. BCA-2. Because the total
distribution of this species is not well known, ants of the genus Myrmecocystus were collected in seven
coastal dunes of the Pacific Baja California, finding specimens in six of them. Sequences of the
mitochondrial gene Cytochrome Oxidase subunit | (COIl) were used to corroborate the identification of
the individuals collected in the field and through a Bayesian phylogeny we determined in which dunes
the species Myrmecocystus sp. BCA-2 was found, these being the four most northern. For population-
genetic and phylogeographic analyzes only of Myrmecocystus sp. BCA-2, in addition to the COI gene,
sequences of five nuclear markers were used to estimate the number of populations with Bayesian
methods, and to calculate various values of genetic diversity and differentiation. In addition, the
divergence ages of each population, effective population sizes (Ne) and current and historical gene
flow were calculated. In the four coastal dunes, there are 3 populations, which did not present
statistically significant gene flow. The first population to diverge was that of Punta Mazo and the one
that presented a lower Ne was that of Santa Rosaliita. We conclude that Myrmecocystus sp. BCA-2 is
endemic to the Baja California peninsula, its populations are isolated from each other and since some
populations are older than the dune ecosystems they inhabit, it is most likely that the ants existed in
paleodunes and colonized the new systems according to the ecosystem was formed.

Keywords: Phylogeography, coastal dunes, ants, population genetics.
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Glosario

Alelo: Un alelo es cada una de las dos o mas variantes de un gen. Un individuo diploide hereda dos
alelos para cada gen, uno del padre y el otro de la madre. Los alelos se encuentran en la misma posicion
dentro de los cromosomas homalogos. Si los dos alelos son idénticos, el individuo es homocigoto para

este gen.

Aridificacion: El cambio gradual de una regién de un clima mas himedo a uno mas seco.

Biogeografia: Ciencia, rama de la geografia general que estudia la distribucién de los seres vivos
(fendmenos bioldgicos) sobre la superficie terrestre, las causas de dicha distribucion, las relaciones

locales de los seres vivos entre siy con su ambiente, y su evolucidn en el tiempo.

Casta: Miembros de una determinada especie que cumplen diferentes funciones dentro de la

comunidad.

Cebadores: Una secuencia corta de oligonucleétidos que se utiliza en la reaccién en cadena de la

polimerasa (PCR) para la creacién de moléculas mas largas de ADN.

Cuello de botella: Drastico descenso en el nimero de miembros de una poblacidn.

Divergencia: dos 0 mas organismos con un antepasado comun cambian algunos de sus rasgos comunes

segun transcurren las generaciones.

Ecorregiones: Unidades geograficas con flora, fauna y ecosistemas caracteristicos.

Endémico: Las especies endémicas son aquellas que sélo habitan en un lugar determinado. Sin
embargo, el término es relativo porque una especie puede ser endémica de un continente, un pais,
una region, un bioma (comunidad de organismos que ocupan un area muy amplia) o de una localidad

de unas cuantas hectareas.

Especialista: Corresponde a aquellas que se alimentan de una sola especie o unas pocas, en un

estrecho rango de condiciones ambientales, con lo que su nicho potencial es de tamafo pequeo.



xii
Especies cripticas: Especies poco diferenciadas en su morfologia o comportamiento, dificiles de

distinguir entre si, pero reproductivamente aisladas.

Exones: Secuencia codificante de ADN. El exdn es la regidon de un gen que no se separa durante el

proceso de splicing (corte y empalme) manteniéndose en el ARN mensajero.

Filogenética: Ciencia de construir y evaluar hipdtesis acerca de los patrones histdricos de descendencia

en forma de arboles evolutivos.

Genoma: El genoma es la secuencia total de ADN que posee un organismo en particular.

Genotipos: Constitucidon genética de un organismo o célula; se refiere también al grupo especifico de

alelos heredados en un locus.

Grupo monofilético: Un grupo es monofilético si todos los organismos incluidos en él han
evolucionado a partir de una poblacidn ancestral comun, y todos los descendientes de ese ancestro

estan incluidos en el grupo.

Haploide: La mitad del numero diploide o normal de cromosomas en una célula somatica. Coincide
con el nimero de cromosomas en un gameto (6vulo o espermatozoide), que son 23 en el ser humano;

un cromosoma de cada par.

Haplotipos: Conjunto de alelos contenidos en un locus (o en varios loci) de una misma dotacion
haploide. El haplotipo podemos referirlo a un solo locus o a un genoma completo, pero siempre se

refiere a uno de los dos alelos de cada gen.

Interglaciar: Que esta comprendido entre dos glaciaciones consecutivas.

Intrones: Secuencia no codificante de ADN que se transcribe a ARN mensajero (ARNm) en su estado

inmaduro, pero es escindida del mismo al transformarse en ARNm maduro antes de la traduccion.

Linaje: Un linaje evolutivo es una secuencia de especies que forman una linea directa de descendencia,

siendo cada nueva especie el resultado directo de la evolucidn desde una especie ancestral inmediata.

Morfometria: Estudio de la covariacion de la forma con factores subyacentes.
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Mutualismo: Consiste en una interaccion entre dos individuos de la misma especie o de especies

diferentes que resulta beneficiosa para ambos.

Nativas: Especie que se encuentra dentro de su area de distribucidn natural u original (histérica o

actual) de acuerdo con su potencial de dispersion natural.

Necuazcatl: Del Nahuatl, “Hormiga de miel”.

Paleoduna: Son formas de acumulacién de los granos de arena y de granulos de limos, sedimentados
por la disminucion de la velocidad del viento que transportaba los materiales detriticos (arenas y
limos), proceso de transporte y deposicion edlica (masas de aire como agente de transporte)
inexistente en la actualidad y que conformaba, unas acumulaciones de sedimentos areno-limosos,

constituidas por una cresta principal y dos flancos o pendientes bien definidas a ambos lados de esta.

Polimoérfico: La existencia simultdnea en una poblacién de genomas con distintos alelos para un locus

determinado.

Pristinos: Que se mantiene inalterado, puro, tal como era en su forma primera u original.

Provincia fisiografica: Una provincia fisiografica es una regidon geografica con una geomorfologia

caracteristica y, a menudo, un tipo especifico de roca del subsuelo o elementos estructurales.

Recombinacién: Intercambio de un segmento de ADN entre dos cromosomas homadlogos durante la
meiosis (aungue en algunas ocasiones se puede dar en mitosis), cuyo resultado es una combinacion

nueva de material genético en el gameto.

Regresion marina: Retraccion marina es la retirada duradera del mar de una zona anteriormente

sumergida.

SNPs: Variacion en la secuencia del ADN (con respecto a una secuencia consenso) que afecta a una
Unica base (A,T,G,C) en posiciones concretas del genoma (1 cada 1000 bases en promedio), y que se

observa en la poblacién con una frecuencia de al menos 1%.
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Terrazas marinas: Accidente geografico que consiste en una plataforma que ha sido expuesta como
resultado de la combinacién de dos fendmenos: variaciones del nivel del mar y cambios tecténicos de

alzamiento y subsidencia a lo largo de la costa.

Topologia filogenética: Forma en que se ramifica un arbol.

Transgresion marina: Evento geoldgico por el cual el mar ocupa un terreno continental, desplazandose

la linea costera tierra adentro.



Capitulo 1. Introduccidn

La filogeografia es una rama de la biogeografia en la que se estudian los procesos de diversificacién en los
distintos linajes intraespecificos, contemplando los eventos geolégicos y climaticos en la distribucidn
actual de las especies (Avise, 2000). El objetivo de quienes llevan a cabo estudios de filogeografia, de
acuerdo con Arbeldez (2012) es el de comprender los procesos y patrones de diversificacidon de los linajes
intraespecificos en el tiempo y en el espacio. Los estudios filogeograficos se basan en el analisis de
diferentes secuencias de ADN de diferentes individuos de una misma especie, al comparar estas
secuencias entre poblaciones con diferente distribucidn, se puede construir la historia de la especie en un
contexto geografico (Avise et al, 1987). Las secuencias de ADN son uno de los numerosos tipos de

marcadores moleculares que existen.

Los marcadores moleculares pueden ser regiones del genoma (ya sea ADN nuclear o mitocondrial) de
algun individuo, son muy vastos y con muchas aplicaciones que dependen del objetivo del trabajo. Existen
marcadores moleculares con la capacidad de conservar informacidn a través de las generaciones, los
cuales resultan utiles en estudios filogenéticos y filogeograficos. Un ejemplo es el gen mitocondrial
Citocromo Oxidasa subunidad |, el cual presenta un nivel de variacidon asociado a la acumulacién de
mutaciones adecuado para estudios de poblaciones (Avise et al, 1987; Grover y Sharma, 2016). Dicho
marcador es ampliamente utilizado en estudios filogenéticos y genealdgicos debido a su elevada tasa
mutacional, herencia casi siempre matrilineal (con excepcion de algunas plantas) y a la ausencia de
recombinacion (Avise 1986, 1994; Ballard y Whitlock, 2004; Cardoso et al, 2011) como sucede con el ADN
nuclear. Algunos autores como Kawakami y colaboradores (2007) recomiendan combinar genes nucleares
y mitocondriales para inferencias filogenéticas y genealdgicas mas confiables. A pesar de las
recomendaciones de combinar datos mitocondriales con nucleares, el gen COIl ha sido ampliamente
utilizado para identificar y delimitar especies de animales incluyendo hormigas (Ng’endo et al, 2013; Ojha
et al, 2014; Chen y Zhou, 2017; Siddiqui et al, 2019; Serracanta, 2022). Actualmente, también se utilizan
datos gendmicos como SNPs (polimorfismos de nucledtido Unico) que son marcadores distribuidos por

todo el genoma y se aplican en estudios genético-poblacionales y de filogeografia (Peterson et al, 2012).

Una de las mayores ventajas de la filogeografia es la de poder visualizar patrones y procesos que explican
el origen de la diversidad en zonas de alta riqueza de especies, un ejemplo de esto serian los diferentes
estudios de la regidn Neotropical (Solomon et al., 2008; Carnaval et al., 2009). Otra aplicacién de la

filogeografia es el analisis genético de las poblaciones que habitan ecosistemas aislados (o muy separados
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entre si) debido a que se puede evaluar si existe un flujo genético entre estas poblaciones o bien, si estan
totalmente aisladas, explicar hace cuanto ocurrié este fenédmeno (Hedrick, 2009). Un ejemplo idéneo de

ecosistemas aislados son las dunas costeras de la peninsula de Baja California.

La peninsula de Baja California se formd a partir de una serie de eventos geoldgicos, sin embargo, son dos
los eventos que mas destacan (Stock y Hodges, 1989); El primero fue la extension del protogolfo (de
California) el cual ocurrié en el Mioceno, hace aproximadamente 12 millones de afios (Moore y Buffington,
1968) y el segundo fue el desarrollo del limite de la placa del Pacifico Norteamericano, evento el cual inicié
durante el Plioceno hace aproximadamente 5 millones de afios y continta hasta hoy en dia (Larson et al.,
1968). Referente a los eventos climaticas histdricas de la peninsula de Baja California, la que mas destaca
es la glaciacién del Cuaternario, la cual inicid hace 2.58 millones de afios y que se extiende hasta la
actualidad (Gradstein, 2004). Dentro de este periodo, en el planeta hubo una serie de procesos glaciares
e interglaciares en las cuales el nivel del mar retrocedia en el punto mas frio de la glaciacion y avanzaba
tierra adentro en los interglaciares mas calidos (Penck y Bruckner 1909; Walker y Thompson, 1968,
Rockwell et al, 1989; Muhs et al, 1992). Lo anterior conduce al inevitable desplazamiento de los

ecosistemas que dependen de la linea de costa, como las dunas costeras.

Las dunas costeras son ecosistemas altamente dindmicos debido a las condiciones climaticas extremas,
incluso las condiciones meteoroldgicas pueden cambiar repentinamente a lo largo del dia, lo que demanda
un alto grado de adaptacion por parte de las especies que las habitan (Pedroza et al, 2013). De acuerdo
con Maun (2009), estos ecosistemas consisten en un sistema de monticulos de arena (o arena con arcilla)
que fue transportada y depositada en ese sitio por medio de la accidn conjunta del mar (al erosionar rocas
y transportar sedimento) y del viento (al transportarlo en la atmésfera y depositarlo en la duna). Cuentan
con un alto nimero de organismos especialistas y endémicos, ademads, son las encargadas de proteger
contra la erosiéon marina a los ecosistemas tierra adentro (Martinez y Psuty, 2004). Martinez (2009)
menciona que durante el periodo cambrico (hace 500 millones de afios) pudieron haber existido dunas
costeras, pero los registros geoldgicos mas confiables datan del terciario temprano (hace 65 millones de
afios). Las dunas costeras que existen hoy en dia se formaron durante el pleistoceno tardio y el holoceno,
distribuidas a lo largo de las distintas franjas costeras y con tamafios muy variables que dependen
principalmente de las condiciones climaticas y de las caracteristicas geoldgicas de la region (Martinez y

Vazquez, 2009).

En Baja California, las dunas costeras se encuentran distribuidas discontinuamente a lo largo de toda la

costa, tanto del lado del Pacifico como del Golfo de California, algunas estan muy separadas entre si (mas
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de 50km) mientras que algunas se encuentran muy cerca una de otra (menos de 5 km). En tamaiio,
también son muy variables, por ejemplo, las dunas costeras de Guerrero Negro son consideradas las mas
grandes de México con una extensién de 8,000 km? (Inman et al, 1966), mientras que las dunas costeras
de Santa Rosaliita son pequefios manchones dispersos de aproximadamente 2 km2. En 2017, Peterson y
colaboradores realizaron una datacidn de las dunas costeras mas grandes de la peninsula, Guerrero Negro
y Bahia Magdalena. En esta datacién encontraron que los nucleos mas antiguos de Guerrero Negro
databan de hace 99.8 * 9.4 miles de afios, mientras que los de Bahia Magdalena databan de hace 72.5 +
18.6 miles de afios. Sin embargo, el sistema de dunas costeras actual de Guerrero Negro se estima que tan

solo tiene 1,800 afos (Inman et al, 1966).

Debido a las condiciones tan dindmicas de las dunas costeras, se forma un habitat Unico y peculiar para
plantas y animales que no podrian habitar el ecosistema que les rodea, por lo que las dunas costeras son
consideradas “Islas biogeograficas” (MacArthur y Wilson, 1963; Garrido-Pérez, 2020). Para evaluar si el
aislamiento geografico afecta a los organismos especializados a vivir en este habitat, se pueden realizar
analisis filogeograficos a especies con capacidad reducida de dispersion, como los son los artropodos de

suelo.

Jiménez y colaboradores (2015) afirman que el orden de artropodos mds abundante en dunas costeras es
Hymenoptera (hormigas, abejas y avispas), seguido de Lepiddptera (mariposas). Dentro de los artrépodos
de suelo de las dunas costeras, las hormigas (Hymenoptera: Formicidae) son los artréopodos de suelo que
mayor presencia tienen en este tipo de ecosistemas. Cuentan con importantes interacciones con plantas
y otros artrépodos (Martinez, 2009; Chen et al, 2015; Jiménez et al, 2015), lo que las vuelve un organismo
sumamente importante en este tipo de ecosistemas. Ademas, son las que poseen una menor capacidad

de dispersién debido a que no todos los individuos de una colonia tienen la capacidad de volar.

Las hormigas (Hymendptera: Formicidae) son insectos con una alta organizacién social y con una
diversidad que, hasta 2023, alcanza las 16 mil especies, de acuerdo con lo publicado por AntWeb (2023).
Son sumamente importantes para la mayoria de los ecosistemas terrestres debido a la gran cantidad de
servicios ecosistémicos que llevan a cabo, como lo son la dispersidn de semillas, el control de plagas, la
remocidn de materia organica, la ventilacidn del suelo, las relaciones mutualistas con otras especies tanto

vegetales como animales, entre otras (Noss, 1990; Bonte et al, 2003; Cuautle et al, 2005).

Existen hormigas con adaptaciones especiales para habitar zonas aridas, como lo es la peninsula de Baja

California (Johnson y Ward, 2002), estas hormigas han evolucionado a partir de la aridificacién de diversas
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regiones donde habitaban, como es el caso del género Myrmecocystus (van Elst et al, 2021). El género de
hormigas Myrmecocystus Wesmael 1838 actualmente cuenta con 29 especies registradas (16 nativas de
Baja California) y se distribuye ampliamente en Norteamérica, con un mayor nimero de especies nativas
en el Norte de México y Sur de Estados Unidos (Guenard et al, 2017). Las especies de este género estan
presentes en una variedad de habitats, sin embargo, se reporta una mayor concentracién en zonas aridas
con suelo preferentemente muy sélido, esto para evitar derrumbes y proteger los almacenes de alimento
(Snelling, 1976, 1982; Guenard et al, 2017). La mayor diversificacion del género de hormigas
Myrmecocystus ocurrié en el periodo de aridificacién del suroeste de Estados Unidos y norte de México
que inicié lentamente desde el Mioceno, hace 14.08 millones de afios (Ma) (Snelling 1976; van Elst et al,

2021).

Snelling (1976) dividié al género en tres subgéneros llamados Myrmecocystus, Eremnocystus vy
Endiodioctes. Las hormigas del subgénero Myrmecocystus se caracterizan por ser especies estrictamente
nocturnasy de colores claros, las del subgénero Eremnocystus por poseer especies mayormente pequeiias,
de colores uniformemente oscuros. Por Ultimo, las hormigas del subgénero Endiodioctes son especies con
cabeza y tdrax de tipo ferruginosos y con gaster mas oscuros. Snelling (1976) explicd que las subdivisiones
entre estos subgéneros se dieron por los habitos nocturnos versus los habitats diurnos, de esta manera

diferentes especies surgieron a partir de estos diferentes habitos.

La especie mds ampliamente estudiada de este género es Myrmecocystus mexicanus, debido a que es la
hormiga mielera mas conocida entre las culturas nativas de las regiones donde habitan (conocida como
Necuazcatl, en nahuatl) y, por lo tanto, la mas explotada y consumida (Snelling, 1972). Los fluidos dulces
almacenados provienen principalmente del néctar de algunas plantas angiospermas, exudados de agallas

y secreciones de pulgones y otros hemipteros (Snelling, 1976).

En 2002, Johnson y Ward detectaron la presencia de dos especies no descritas de Myrmecocystus en Baja
California, las cuales llamaron momentdneamente como Myrmecocystus sp. BCA-1 y Myrmecocystus sp.
BCA-2. Posteriormente, Kronauer y colaboradores (2004) realizaron una filogenia de todo el género
basandose en el gen COIll mitocondrial y en el tRNA nuclear, aqui encontraron que efectivamente esas dos
especies son nuevas y diferentes entre si, ademds, destacan algo muy importante al mencionar que la
hormiga llamada M. sp. BCA-2 se le encontré en dunas costeras, para ser preciso, se encontré en las dunas
costeras ubicadas al norte de Guerrero Negro, lo que podria indicar que esta hormiga, al no aparecer en
otros ecosistemas dentro de los muestreos realizados, podria tratarse de una especialista de dunas

costeras.



1.1 Antecedentes

1.1.1 Estudios de Myrmecocystus en Baja California

Johnson y Ward (2002) realizaron una investigacién para determinar la distribucion y el endemismo de las
hormigas de Baja California, este trabajo fue llevado a cabo mediante el uso de diversas colecciones de
museo y por caracteres morfoldgicos, representa el primer gran estudio de hormigas de la peninsula. En
su trabajo mencionan que existen al menos 4 especies de Myrmecocystus aun sin describir y que son
aparentemente endémicas de Baja California (M. sp. cf. flaviceps ; M. sp. cf. mendax , M. sp. BCA-1 , M.
sp. BCA-2 ). Kronauer y colaboradores (2004) realizaron una filogenia utilizando ADN mitocondrial del
género Myrmecocystus y reportaron la presencia de las especies M. sp. BCA-1 y M. sp. BCA-2, esta ultima
ubicada al Norte de Guerrero Negro, Baja California Sur, donde el ecosistema predominante es de dunas
costeras, En el trabajo realizado por Kronauer y colaboradores (2004), se observa que M. sp. BCA-1 y M.
sp. BCA-2 forman un grupo monofilético con la hormiga M. wheeleri, lo que sugiere que estas hormigas

sin describir pertenecen a la subfamilia Endiodioctes al igual que M. wheeleri.

En 2021, van Elst y colaboradores realizaron la primera filogenia completa del género Myrmecocystus
mediante el uso de marcadores moleculares UCE (Elementos Ultraconservados en espafiol), en el cual
encontraron la presencia de especies cripticas, describieron el proceso de diversificacion durante la
aridificacion del suroeste de Estados Unidos hace unos 14 millones de afios y develaron que el proceso
temprano de busqueda de alimento pudo haber sido mediante habitos nocturnos, adaptacion que seria
consistente al habitar en zonas tan aridas, sin embargo, aqui no se incluyeron las especies sin describir M.

sp. BCA-1y M. sp. BCA-2.

1.1.2 Estudios previos de estructura genética en hormigas de dunas costeras

Cardoso y colaboradores (2014, 2015) realizaron un estudio filogenético de la hormiga (Hymenoptera:
Formicidae) Mycetophylax simplex la cual es endémica de las dunas costeras del este de Brasil. En este
estudio se reconoce la importancia de las glaciaciones en la distribucidn de especies con preferencias por
habitats no boscosos. Se utilizé el gen mitocondrial COly el gen nuclear Wingless para evaluar la estructura
genética de la especie en toda su distribucidon conocida, sugiriendo que la especie sufrid cambios de

expansién y contraccién opuestos a las especies de habitats boscosos durante las diferentes glaciaciones.
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También encontraron una estructura filogeografica superficial con un aislamiento por distancia. La
estructura genética de la poblacidn marca una clara distincién entre poblaciones nortefias y surefias. En
este estudio los autores demostraron la importancia del nivel medio del mar en la expansién demogrifica
de estas hormigas de dunas costeras, argumentando que pudieron haber vivido interconectadas durante

las expansiones costeras del cuaternario, cuando descendié el nivel del mar.

En diversos estudios donde se analiza la estructura genética de hormigas se utilizan diferentes marcadores
moleculares, sin embargo, cabe mencionar que para analisis filogeograficos el marcador mitocondrial mas
utilizado es el Citocromo ¢ Oxidasa Subunidad | (COIl), este marcador es muy util para la identificacion de
especies a nivel molecular, pertenece al gran proyecto que tiene como objetivo registrar toda la vida del
mundo llamado “Cdédigo de barras de la vida” (Barcode of Life, BOL) propuesto por Hebert y colaboradores
(2003) y Savolainen y colaboradores (2005) pero también se suelen utilizar otros marcadores
mitocondriales como lo es el CytB y COIl. Al agregar datos nucleares, los resultados pueden ser mas
robustos. Dentro de los marcadores nucleares, los mas ampliamente utilizados en estudios de hormigas
son Wingless, Lw Rh y tRNLeu (Kronauer et al, 2004; Shoemaker et al, 2006; Mehdiabadi et al, 2012;
Schmidt, 2013; Cardoso et al, 2014, 2015).

En 2013, Stroher y colaboradores propusieron el uso de marcadores moleculares basados en las regiones
intrénicas del ADN para estudios filogeograficos de hormigas, a estos marcadores se les denomina “EPIC
markers” (Exon Primed Intron Crossing) los cuales utilizan una regidn exdnica para ser cebada y la regién
intrénica para ser secuenciada (Lessa 1992; Slade et al. 1993; Palumbi, 1996). Las regiones intrénicas que
se flanquean desde los exones son regiones con una alta tasa de acumulacidon de mutaciones, mucho mas
que las regiones transcritas (Graur y Li, 2000). Stroher y colaboradores (2013) evaluaron distintos
marcadores EPIC en hormigas genéticamente muy distantes entre ellas y demostraron su aplicabilidad a
diferentes taxones, asegurando que son aptos para realizar estudios de genética de poblaciones y
filogeografia. Hasta la fecha sélo se ha publicado un trabajo relacionado con este tipo de marcadores en
hormigas, sin embargo, se utilizdé un solo marcador EPIC para evaluar su fiabilidad en las inferencias

filogenéticas (Oliveira et al, 2017), mas no en los analisis de genética poblacional.

1.2 Justificacion

Las dunas costeras son ecosistemas importantes por albergar un gran nimero de especies endémicas y

altamente especializadas (Maun,2009; Pedroza, 2013). Lamentablemente, también son altamente fragiles
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a los disturbios antropogénicos, por lo que son habitats propensos a degradarse con mucha facilidad. Por
esta razén, impera realizar estudios ecoldgicos y evolutivos sobre poblaciones de flora y fauna que las
habitan, con el fin de evaluar los niveles de diversidad genética y de flujo génico entre poblaciones en
diferentes dunas. En este sentido, las hormigas representan un buen objeto de estudio al ser abundantes
en ese tipo de ecosistemas y por su papel ecoldgico en los servicios ecosistémicos que brindan. Dado que
las hormigas Myrmecocystus sp. BCA-2 se han encontrado sélo en dunas costeras del Pacifico
Bajacaliforniano, se esperaria que la estructura genética se encuentre relacionada con esta distribucion
discontinua, lo que sugiere que cada duna costera albergaria una sola poblacién y que existe también un
reducido flujo genético entre poblaciones. Por Ultimo, se espera que el origen de esta especie se encuentre

relacionado con la formacién de las dunas costeras.

1.3 Hipotesis

Dado que las hormigas Myrmecocystus sp. BCA-2 se han encontrado sélo en dunas costeras del Pacifico
bajacaliforniano, se esperaria que la estructura genética se encuentre relacionada con esta distribucién
discontinua, lo que sugiere que cada duna costera albergaria a una sola poblacidn y que existe también un
reducido flujo genético entre poblaciones. Por ultimo, se espera que la divergencia de cada poblacién se
encuentre relacionada temporalmente con la formacidon de cada duna costera respectiva durante el

holoceno.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Evaluar la estructura genética de las poblaciones de Myrmecocystus sp. BCA-2 en las dunas costeras de

Baja California y relacionar su historia demografica con eventos geo-climaticos del pasado.

1.4.2 Objetivos especificos

1. Determinar los limites geograficos de la especie Myrmecocystus sp. BCA-2 en la peninsula de Baja

California, mediante el marcador molecular mitocondrial Citocromo Oxidasa I.
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2. Determinar el nimero de poblaciones de Myrmecocystus sp. BCA-2 en dunas costeras de Baja

California utilizando COIl y marcadores nucleares.

3. Maedir la estructura poblacional y el flujo génico actual e historico de Myrmecocystus sp. BCA-2 en

dunas costeras.

4. Estimar edades de divergencia poblacional y procesos demograficos para relacionar la estructura
poblacional y el flujo génico actual e histérico de Myrmecocystus sp. BCA-2 en dunas costeras con
eventos geo-climaticos del pasado, en particular relacionados con la formacién del ecosistema de

las dunas costeras.



Capitulo 2. Metodologia

2.1 Trabajo de campo

Se seleccionaron siete dunas costeras del Pacifico bajacaliforniano. De acuerdo con Morrone (2019) estas
dunas se encuentran en la provincia fisiografica de la Planicie costera de Baja California. Las provincias
biogeograficas reconocidas en México (Morrone et al, 2017) indican que las dunas costeras estudiadas se
encuentran principalmente en la Provincia de Baja California, a excepcién de la duna costera de Punta

Mazo, las cuales se encuentras en la Provincia Californiana.
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Figura 1. Mapa del drea de estudio. Dunas costeras de la Peninsula de Baja California con costa en el Océano Pacifico.

Se realizé un muestreo directo de las poblaciones de hormigas Myrmecocystus sp. en las dunas costeras

de la peninsula de Baja California utilizando un artefacto que, por medio de la succién bucal, aspira a las
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hormigas del suelo y las deposita en un tubo de tipo cdnico marca Falcon®. La colecta se realizé del 21 al
28 de agosto de 2021. Los sitios muestreados (Figura 1), de norte a sur, fueron: 1) Lengiieta Arenosa
(Municipio de Ensenada, B.C.), 2) Punta Mazo (municipio de San Quintin, B.C.), 3) Playa Maria (Santa
Rosaliita, Municipio de San Quintin, B.C.), 3) Guerrero Negro (Municipio de Mulegé, B.C.S.), 5) Punta
Abreojos (Municipio de Mulegé, B.C.S.), 6) Las Barrancas (Municipio de Comondu, B.C.S) y 7) Bahia
Magdalena (Municipio de Comondu, B.C.S).

Los ejemplares colectados fueron fijados en EtOH 96%. Las hormigas fueron limpiadas de agentes externos
como tierra, ramas e incluso de otros artréopodos, posterior a esto, se les realizé un cambio de EtOH 96%
por uno limpio. Después, las muestras colectadas ya limpiadas, se conservaron en hielo hasta su adecuada

disposicion en un congelador de laboratorio.

2.2 Analisis en laboratorio

2.2.1 Identificacion morfolégica

Tabla 1. Resumen de colecta de hormigas del género Myrmecocystus capturadas en las dunas costeras del Pacifico
bajacaliforniano.

Coordenadas Hormigas
Sitio de estudio Latitud Longitud capturadas
Ensenada 31.7689232 -116.6237386 0
Punta Mazo 30.424333° -116.012529° 60
Santa Rosaliita 28.93/3796° -114.488113° 50
Guerrero Negro 28.048205° -114.033533° 50
Punta Abreojos 26.719174° -113.559251° 110
Las Barrancas 25.990841° -112.194048° 35
Bahia Magdalena 24.604968° -111.789952° 9
TOTAL 314
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En laboratorio, se separaron entre 9y 25 individuos por sitio (ver Tabla 1) para andlisis genéticos, los cuales
fueron resguardados en un congelador a -209C. Otros individuos fueron montados para su identificacién
con caracteres morfolégicos bajo un microscopio estereoscopio (marca Nikon® modelo “SMZ 745T”) y con
claves dicotémicas (Fisher y Cover, 2007) para corroborar que los organismos se traten efectivamente del

mismo género de hormigas (Myrmecocystus) antes de ser analizadas genéticamente.

2.2.2 Procedimiento de analisis genético

Se realizé la digestion y extraccion de ADN con el DNeasy blood and tissue kit de la compaiiia Qiagen a 10
hormigas de cada sitio, utilizando el individuo completo e intacto (sin perforaciones o mutilaciones), esto
debido a que los ejemplares seran utilizados en otros estudios morfométricos. Antes de iniciar el proceso
de digestidn, se colocaron a las hormigas individualmente en cuadros de papel aluminio de 3 cm x 3 cm,
esto, con la finalidad de secar todo el EtOH 96% del exoesqueleto y también para que estén a temperatura
ambiente antes de ser puestas en digestion. El proceso de digestion se realizé utilizando tubos Eppendorf
de 1.5 ml, en donde se colocd a cada hormiga junto con 20l de Proteinasa K y 180uL de Buffer ATL. Los
tubos preparados fueron sometidos a vortex durante 15 segundos y se pusieron en incubacién a 562C

durante 12 horas en un Termomixer sin mezclar.

La extraccion de ADN se llevd a cabo agregando 200uL de EtOH 96% y 200l de Buffer AL a cada muestra
ya digerida, posteriormente, se realizé un vortex durante 15 segundos antes de poner a incubar durante
15 min a 562C. Luego, con la ayuda de pipetas, se colocd todo el liquido obtenido (con todo y precipitados)
en una columna de extraccién Eppendorf con tubo de recoleccién de 2 ml. Los organismos a los cuales se
les extrajo el ADN fueron resguardados en EtOH70% en un congelador a -202C. Las columnas listas se
centrifugaron a 8,000 rpm durante 1 min, se desech¢ el liquido de los tubos de recoleccién y se colocé la
columna sobre un nuevo tubo de 2 ml. Se agregd 500pL de Buffer AW1 a cada columna y se centrifugaron
a 8,000 rpm durante 1 min, se desech¢ el liquido del tubo de 2 ml y se colocé la columna en un nuevo
tubo. Se agregaron 500uL de Buffer AW2 y se centrifugaron a 14,000 rpm durante 3 min, se desech¢ el
liqguido del tubo de 2 ml y se colocd cada columna en un tubo Eppendorf de 1.5 ml, posteriormente, se
agregaron 50l de agua ultrapura al centro de la membrana de la columna de extraccidny se centrifugaron
a 8000 rpm durante 1 min, se repitié dos veces este paso. El ADN obtenido se guardé en un congelador a

-159C.
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Se realizaron distintas amplificaciones del ADN mediante la técnica de la reacciéon en cadena de la
polimerasa (PCR). Las PCR para la amplificacion del gen mitocondrial COIl se realizaron mediante el uso de
los cebadores RON (GGATCACCTGATATAGCATTCCC, Simon et al 1994) vy NANCY
(CCCGGTAAAATTAAAATAAACTTC, Simon et al 1994). Para la amplificacién de los genes nucleares se
experimentd con 15 pares de cebadores (Anexos 1), basados en Stroher y colaboradores (2013). Para este
estudio fueron de utilidad 5 de esos cebadores (Tabla 2) debido a que mostraron buen producto de PCR
para Myrmecocystus sp. y ademas tienen la resolucidon necesaria para estudios genético-poblacionales.
Los reactivos utilizados para las PCRs fueron: 12.3uL de agua ultrapura, 5uL de Buffer 5X, 2uL de MgCl2,
1ul de cada cebador, 0.2ulL de Taq polimerasa y se utilizdé 3uL de ADN. Para el gen mitocondrial se utilizd
un protocolo de termociclador que realizé 30 ciclos de 452C por 45s y 722C por 1 min, con una temperatura
estabilizadora de 952C por 3.5 min. Los genes nucleares se amplificaron con un termociclo de 5 min a 95°C,
35 ciclos de 92°C por 1 min, 58-60 °C durante 1 min y 70 °C durante 2 min, seguido de extensién final a

72°C durante 6 min.

Tabla 2. Cebadores nucleares utilizados para andlisis genético-poblacionales de Myrmecocystus sp. BCA-2

Cebador Secuencia
Ant.1076F AAAATCTNATGTGGAACACGGTCA
Ant.1076R CCGTATCTGATYTCCATGTAGCA
Ant.1281F GACGCAGGTTGYAACGAAATCAC
Ant.1281R GCCRCTAATATCCAGCTTCACGAG

Ant.1F CCTTCGTGCCTAYGAGAATAGYGTTAC
Ant.1R AACGACGTCSGACGGTTCCAT
Ant.202F CCYATCAACTCTGTTAATATCGAACG
Ant.202R GACACAATGTTGGAAGCCCTTG
Ant.389F ACGGACCCCACATTGAGAAGAAC
Ant.389R CYTTACCCACCTCCTCCACCA

Se comprobd la calidad de las PCR mediante el uso de geles de agarosa (al 1.4%), los cuales usan un flujo
de electricidad constante para separar los diferentes fragmentos de ADN obtenidos y asi visualizar la
calidad del producto amplificado antes de enviarse a secuenciar. Los geles se elaboraron con 0.6 g de

agarosa y 40 ml de TAE 1X (procedimiento en Anexos 2).
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La cdmara se configurd para realizar una “corrida” de 20 minutos a 120V. Se utilizé un fotodocumentador
marca Bio-Rad® y el software Imagelab para visualizar el resultado de los geles. Los productos obtenidos
de las PCR fueron enviados al laboratorio MacroGen Inc., Corea, para ser purificados y secuenciados
mediante el método Sanger con los mismos cebadores en las dos direcciones que se utilizaron para

amplificar los 6 genes.

2.3 Analisis de datos

Las secuencias de ADN fueron analizadas y editadas mediante el software Sequencher® versién 4.1.6
(2018), en el cual se elimind cada extremo anterior y posterior de cada cebador utilizado, los extremos
eliminados variaron entre 5 y 25 bases segun la calidad de la secuencia. Se detectaron y corrigieron
posibles errores de lectura en las secuencias de ADN y se ensamblaron los contigs de las secuencias
forward y reverse mediante los siguientes pardmetros de ensamblaje: Porcentaje minimo de coincidencia
= 60%; Sobreposicion minima = 20. Se realizé una edicién manual de aquellos sitios donde los cebadores
no concordaban con la lectura de los mismos nucledtidos, utilizando la secuencia de mejor calidad para
definir el nucledtido que esta siendo leido de manera errdnea en la otra secuencia y asi poder modificarlo.
En los casos donde ambas fueron de buena calidad y no concordaban los nucledtidos, entonces se

considerd como un sitio polimérfico, evidencia de dos alelos heterocigotos en los marcadores nucleares.

Se construyeron los alineamientos con el programa MAFFT (Katoh et al 2009) para cada marcador
molecular por separado mediante una estrategia: Automatico (FFT-NS-1, FFT-NS-2, FFT-NS-i o L-INS-i) con
los siguientes pardmetros: Matriz de puntuacién para secuencias de aminoacidos: BLOSUMG62; Matriz de
puntuacion para secuencias de nucledtidos: 200PAM/k=2; Penalizacion por apertura de hueco: 1.53 y un

Valor de compensacion = 0. Se obtuvo un archivo con secuencias alineadas y gaps (-) por cada marcador.

Para la edicion de las secuencias alineadas con gaps, se utilizd el programa MEGA11l (Molecular
Evolutionary Genetics Analysis version 11, Tamura et al, 2021) en donde se construyd primero un
alineamiento utilizando el algoritmo MUSCLE (Edgar, 2004). Las secuencias alineadas y con gaps fueron
modificadas manualmente, primero, se elimind cada extremo que tuviera gaps. Por ultimo, se tomé la
decisién de conservar o modificar cada sitio polimérfico al comparar las diferentes secuencias modificadas

en el programa Sequencher 4.1.6.
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2.3.1 Identificacion molecular

Se utilizaron las secuencias nucleotidicas obtenidas del gen COIl para realizar una busqueda en BLAST

(https://blast.nchi.nlm.nih.gov/) con el fin de identificar molecularmente a la especie dentro de la base de

datos (GenBank) que ofrece NCBI (National Center for Biotechnology Information, por sus siglas en inglés).
El proceso consiste en colocar la secuencia nueva en el motor de busqueda de BLAST, de este modo se
compara con las secuencias mas parecidas en la base de datos, para determinar cual es la secuencia
(especie) con el porcentaje de identidad de nucleétidos mas alto, es decir que involucra procesos
estadisticos donde el resultado es una lista de los nombres de las especies con sus respectivos valores de
identidad. Este proceso corresponde a lo propuesto en el proyecto taxondmico de identificacién molecular
basada en la regién Citocromo Oxidasa subunidad | (COI) llamado “Barcoding animal life” (Hebert et al,
2003), aunque dentro de la plataforma también se pueden someter diversas regiones del ADN, tanto

nuclear como mitocondrial.

2.3.2 Limites geograficos de la hormiga Myrmecocystus sp. BCA-2

Con el fin de determinar los limites geograficos de la especie Myrmecocystus sp. BCA-2 y evaluar si entre
las hormigas muestreadas se encontraron especies cripticas (es decir, aquellas que no se pudieron
delimitar con base en la morfologia) se utilizaron métodos Bayesianos para la reconstruccion filogenética.
El programa PartitionFinder (Lanfear et al., 2017) fue utilizado para seleccionar el esquema de particidn y
el modelo de sustituciéon nucleotidico mdas adecuado. Posteriormente se utilizé el software MrBayes
version 3.2.6 (Ronquist et al., 2012) para la reconstruccion filogenética del gen COI, agregando a la matriz
de datos las secuencias del gen COl obtenidas en el GENBANK (ID entre paréntesis) de otras 5 especies del
género Myrmecocystus: M. mimicus (EU143036), M. yuma (EU143041, M. kennedyi (EU143014), M.
wheeleri (EU143027) y M. flaviceps (EU143012), las cuales también se distribuyen en la region floristica de
California. Como grupo externo (y para enraizar el arbol COI) se agregé una secuencia de la hormiga Lasius
paralineus (LT977532), la cual, de acuerdo con lo encontrado en NCBI BLAST y con filogenias previas, es el
género de hormiga que mas se asemeja a Myrmecocystus (Snelling, 1976; Bolton, 1994). Se realizaron 2
corridas de 4 cadenas Markovianas por 20 millones de generaciones (MCMC), muestreando un arbol por
cada 2,000 generaciones. Se evalué la calidad de las corridas mediante los valores del PSRF y los ESS de los
pardmetros, y se verificé que las dos corridas hayan convergido mediante el comando “sump”. De los
arboles resultantes, se descarté el primer 25% y se compild un arbol consenso mediante el comando

“sumt”, el cual fue editados con el software FigTree v 1.4.4 (Rambaut, 2007).


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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2.3.3 Analisis filogeografico

Una vez determinado cuales individuos pertenecian a la especie Myrmecocystus sp. BCA-2, se agregaron
a los datos del COI las secuencias de los genes nucleares para los andlisis genético-poblacionales y
demograficos de esta especie. Con el programa DnaSP (Rozas et al., 2017) se determinaron los haplotipos
de la matriz de datos del alineamiento del marcador mitocondrial COI. Se aplicé el algoritmo de PHASE
(Stephens et al., 2001; Stephens y Donnelly, 2003) con los parametros: Numero de iteraciones= 1,000,
Intervalos de adelgazamiento= 1 e Iteraciones de quemado= 1,000 para obtener los haplotipos de los
marcadores nucleares con sitios polimorficos, por tener alelos distintos en individuos heterocigotos. Para
evaluar la diversidad genética de la especie, se calcularon para cada marcador, la diversidad nucleotidica

(m) y la diversidad haplotipica (Hd).

Para evaluar si se cuenta con una buena representaciéon de haplotipos para cada marcador, se crearon
curvas de acumulacion de haplotipos con paquetes de R (R core team, 2020). Se utilizaron las paqueterias
“seqinr” (Charif y Lobry, 2007), “adegenet” (Jombart, 2008; Jombart y Ahmed, 2011) y “spider” (Brown et
al, 2012). Se utilizé un método “random” con 1,000 permutaciones para la obtencidn de las curvas con sus

intervalos de confianza.

Para comprender y visualizar las relaciones entre genotipos individuales a nivel de poblacién, se utilizé el
software popArt (Qt versidon 4.8.5; Leight y Bryant, 2015), el cual crea redes de haplotipos a partir de
secuencias nucleotidicas alineadas y sin sitios heterocigotos (esto se realizd con el programa DnaSP). Este
software proporciona una implementacién integral de métodos de redes de haplotipos, herramientas de
visualizacidn filogeografica y pruebas estadisticas estdndar. Se utilizé el algoritmo “Median Joining” sin
parametro épsilon (propuesto por Bandelt y colaboradores, 1999) el cual construye redes a partir de datos

de poblacién.

Para determinar el nimero de poblaciones de Myrmecocystus sp. BCA-2 presentes en el drea de estudio,
se utilizé el programa computacional Structure (Pritchard, 2000), el cual tiene como algoritmo las
iteraciones de cadenas Markovianas de Monte Carlo (MCMC). El programa implementa un modelo basado
en un método de “clusters” para inferir la estructura de la poblacién usando datos genotipicos
provenientes de marcadores moleculares. Para estimar la K adecuada (nimero de poblaciones) el
programa reconoce la frecuencia alélica de cada individuo y calcula la probabilidad de que un individuo
pertenezca a cada K. Se utilizdé un burn-in period de cien mil con un millén de pasos en la cadena de Monte

Carlo, con el modelo ancestral Admixture model (LOCPRIOR) y frecuencias alélicas correlacionadas. En este
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mismo programa se inicié el trabajo con un agrupamiento de K entre 1y 8 (repeticiones con cada set de
K) con 10 iteraciones, de esta manera se obtuvo el mejor Delta K (mayor probabilidad de K) que explica la
estructura de la poblacidn de M. sp. BCA-2. En el archivo de entrada para Structure se juntaron todos los
marcadores codificados como genotipos. El software omite a los individuos con datos faltantes al
momento de hacer los andlisis, este principio es apropiado cuando la probabilidad de tener locis faltantes
es independiente del alelo del individuo, ademas, el nimero de datos faltantes no afecta el andlisis de
asignacion de K a menos que sean demasiados los individuos sin datos (Pritchard et al, 2010). Una vez
gue se establecieron el numero de poblaciones, se utilizé el software DnaSP para obtener los
valores del indice de fijacidn (Fst) de cada marcador (global) y entre las poblaciones (Fst pareados),

con el fin de medir la estructuracidn genética de las poblaciones (Weir y Cockerham, 1984).

2.3.4 Tiempos de divergencia

Para determinar los tiempos de divergencia, y el tamano efectivo de la poblacion actual e histérico, asi
como las tasas de migracién entre las poblaciones especificadas, se utilizd el software IMa3 (Hey et al,
2018). Dicho programa, ademas de utilizar datos de secuencia alélica por fases y un algoritmo de MCMC
(Metropolis acoplada a una cadena Markov, basado en el Método Monte Carlo) con modelos de mutacion
(Hey y Nielsen, 2004), también permite estimar la topologia del arbol filogenético para las poblaciones o
especies muestreadas. IMa3 proporciona la estimacién de la probabilidad posterior de la topologia
filogenética de la poblacion mediante el uso de un nuevo tipo de aumento de datos llamado "genealogia
oculta" (Hey, et al. 2018). La primer corrida se realizd utilizando los siguientes pardmetros: -j0 (genealogia
oculta), -L (duracién de la corrida) = 1,000,000, -b (duracién de la grabacién) = 1,000, -m (valor previo de
migracion) = 1, -q (maximo para parametros de tamafio de poblacion) = 10, -t (tiempo maximo de la
division de la poblacidn) = 1.5 y -hn (nimero de cadenas)= 20. Los resultados. Arrojados fueron utilizados
para la segunda corrida, la cual se realizé con los pardmetros: -j 12, -L 100,000, -b 10,000, -m 0.5, -q 4, -t

2, -hn 40y -ha 0.993, utilizando la topologia de arbol con la probabilidad posterior estimada mas alta.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Trabajo de campo e identificacion

Se colectaron e identificaron con claves dicotémicas (Fisher y Cover, 2007) un total de 314 hormigas
pertenecientes al género Myrmecocystus en 6 de las 7 dunas costeras muestreadas, el Unico sitio sin
presencia de esta hormiga fueron las dunas costeras de Ensenada, ubicadas en la lenglieta arenosa del
Estero de Punta Banda. Del total de hormigas capturadas, se utilizaron 79 para delimitar a la especie M.
sp. BCA-2, establecer sus limites geograficos y estudiar su genealogia. Las dunas costeras de Punta
Abreojos registraron un mayor nimero de individuos colectados, mientras que Bahia Magdalena fue el

sitio con menor cantidad de individuos colectados.

De acuerdo con las claves dicotdmicas propuestas por Snelling (1976, 1982) las hormigas del género
Myrmecocystus capturadas en todas las dunas costeras pertenecerian a una sola especie por sus
caracteristicas morfoldgicas practicamente iguales. Sin embargo, 1) No se define bien a que especie
pertenece debido a que en un punto las claves guian a una especie llamada Myrmecocystus intonsus, en
este caso, las caracteristicas morfolégicas no concuerdan en su totalidad con las caracteristicas
morfoldgicas de las hormigas capturadas en las dunas costeras en este estudio; 2) Las caracteristicas
morfoldgicas (color principalmente) de Myrmecocystus yuma y Myrmecocystus creightoni se asemejan

mas a esta hormiga, pero Myrmecocystus sp. BCA-2 es significativamente mas pequeiia.

Con las secuencias del gen COI se identificd molecularmente a las hormigas Myrmecocystus de 4 de las 6
dunas muestreadas, las cuales, de acuerdo con la base de datos que ofrece NCBI BLAST, presentan entre
un 98 y un 100% de identidad en sus secuencias (con una cobertura entre el 91 y el 100% y un valor E de
0.0) a una especie aun sin describir Ilamada temporalmente como Myrmecocystus BCA-2 por Kronauer y
colaboradores en 2004 quienes mencionan que la encontraron cerca de Guerrero Negro (en su texto
mencionan B.C.N.). Myrmecocystus wheeleri es la especie descrita con mayor identidad (92.94%) en las
secuencias del gen COIl con las hormigas de las cuatro dunas norteias. Considerando un umbral de
identidad comuinmente aceptado del 3-4% para hormigas (Wang y Yamane, 2017), el porcentaje de
identidad de las secuencias que muestra BLAST es demasiado baja para considerarla la misma especie. Las
secuencias del COI de los individuos de las dunas costeras de Las Barrancas y de Bahia Magdalena tuvieron

un 97.04% de semejanza con una especie de identidad dudosa (Myrmecocystus cf. mendax) y un 95.44%
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con M. kathjuli, lo cual también es considerado demasiado bajo para ser de la misma especie. A partir del

apartado 3.2 se mostraran los resultados de acuerdo con cada objetivo planteado.

3.2 Limites geograficos de la hormiga Myrmecocystus sp. BCA.2

Para la determinacién de los limites geogréficos de la hormiga Myrmecocystus sp. BCA-2, de las 79 PCR
que se realizaron del gen COlI, se utilizaron 41 secuencias (debido a la calidad de los cromatogramas) y se
agregaron 7 taxones pertenecientes al género Myrmecocystus con segmentos de 439 pares de bases y con
los modelos de evolucién de maxima verosimilitud mds apropiados, por posicién de cada coddn, obtenidos
con el programa PartitionFinder; Posicién 1: TRNEF+l, posicion 2: F81 y posicién 3: HKY+G para la
reconstruccion filogenética mediante la creacién de un arbol con ayuda del software MrBayes (Figura 2 ).

B tvatorral Costero Rosetdfilo

Desierto Central

Desierto de Vizcaino
I Fiznicies de Magdslena

Punta Mazo

Santa Rosaliita
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Figura 2. Reconstruccion filogenética Bayesiana de individuos colectados en dunas costeras de la PBC del género
Myrmecocystus a partir del andlisis del gen mitocondrial COIl. Los colores indican 1) Las hormigas que fueron
colectadas en este estudio y 2) Los sitios donde fueron colectados los cuales tienen las abreviaciones: PM= Punta
Mazo (azul), SR=Santa Rosaliita (amarillo), GN= Guerrero Negro (verde), PA=Punta Abreojos (rojo), LB=. Las Barrancas
(naranja), BM= Bahia Magdalena Morado). Las areas encerradas con lineas punteadas representan el grupo de
individuos (en el arbol) que pertenecen a dicha area geografica (mapa). Los nimeros en los nodos indican la
probabilidad posterior. Arbol enraizado con la hormiga Lasius paralienus Seifert, 1992.

En la topologia del arbol basado en el gen COI, el cual cominmente se ha usado para la delimitacién de
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especies, las hormigas del género Myrmecocystus que se encuentran distribuidas en las cuatro dunas
costeras nortefias, desde Punta Mazo (Latitud: 30.424333°, Longitud: -116.012529°) hasta Punta Abreojos
(Latitud: 26.719174°, Longitud: -113.559251°), forman un clado con la hormiga Myrmecocystus sp. BCA-2
del estudio de Kronauer et al. (2004). En cambio, las hormigas de las dos localidades mas surefias forman
un clado con M. wheeleri, filogenéticamente separado de M. sp. BCA-2, a pesar de estar geograficamente

relativamente cercanas.

3.3 Analisis genético-poblacionales y filogeograficos

Con el fin de determinar el nUmero de poblaciones de Myrmecocystus sp. BCA-2, medir su estructura
poblacional actual e histérica y estimar las edades de divergencia de las poblaciones, se realizaron analisis
genético-poblacionales y filogeograficos utilizando los datos del gen COI y agregandole cinco marcadores
nucleares, Unicamente para los individuos de las cuatro dunas nortefias. En la Tabla 3 se muestra el
numero de secuencias utilizadas por cada marcador y cada sitio de donde provenian los individuos

secuenciados.

Tabla 3. Informacion del tamafio y nimero de secuencias de ADN de Myrmecocystus sp. usados para inferencia
filogeografica y analisis genético—poblacionales.

Marcador Tamaiio del Total de
Guerrero  Punta Punta Santa syl .

molecular / marcador (pares Negro Abreoios Mazo  Rosaliita individuos por

Cebador (primer)  de bases) g ) marcador

COl 439 10 12 9 10 41

Ant.1 337 8 7 7 8 30

Ant.202 327 9 6 7 9 31

Ant.389 473 9 9 10 10 38

Ant.1076 566 8 10 10 10 38

Ant.1281 357 7 10 9 7 33

El marcador con mayor nimero de sitios nucleotidicos fue Ant.1076 con 566 pares de bases, mientras que
el de menor nimero de sitios nucleotidicos fue Ant.202 con 327 pares de bases. El marcador mitocondrial
COl fue el que registré un mayor nimero de secuencias Utiles para los analisis genéticos con 41 individuos,
mientras que el marcador nuclear Ant.1 fue el que menos secuencias de este tipo registré con 30

individuos.
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El nimero de haplotipos recuperados con las 10,000 iteraciones (y 1,000 generaciones de burn-in) de los
genes nucleares (con sitios polimadrficos) y del gen COl en el programa DnaSP, asi como la diversidad de

nucledtidos, se muestran en la Tabla 4.

El marcador EPIC Ant.1076 fue el mas grande con 566 pares de bases (pb), mientras que Ant.202 fue el
mas pequefio con 327 pb. El marcador EPIC que registré un menor nimero de secuencias fue Ant.1 con

31 individuos secuenciados.

Tabla 4. Analisis de polimorfismos en 5 marcadores nucleares y en el gen COl mitocondrial, nimero de sitios variables
(S), haplotipos por cada marcador molecular (H), diversidad nucleotidica (i), diversidad haplotipica (Hd) y el indice
de fijacion global (Fst) de los marcadores moleculares utilizados en M. sp. BCA-2 obtenidas en DnaSP.

Marcador Total

molecular H " Hd For

COl 41 5 3 0.00476 0.5354 0

Ant.1 30 5 4 0.00055 0.3977 0.23746

Ant.202 31 5 4 0.00098 0.4547 0.03306

Ant.389 38 3 6 0.00220 0.6575 -0.04652
Ant.1076 38 7 12 0.00248 0.7495 0.40563

Ant.1281 33 3 4 0.00333 0.6615 0.71749

El marcador con un mayor nimero de sitios variables fue Ant.1076 con 7, de los que resultaron 12
haplotipos, mientras que los marcadores con menos sitios variables fueron Ant.1 y Ant.202 con 2 sitios

respectivamente, de los que resultaron 4 haplotipos de cada uno.

El gen COI fue el que resultd con una mayor diversidad nucleotidica sobre todos los demds con un valor
de 0.00476; De los marcadores nucleares, Ant.1281 fue el marcador con mayor diversidad nucleotidica. El
marcador nuclear Ant.1 fue el que obtuvo el valor mas bajo de diversidad nucleotidica con 0.00074. En
cuanto a la diversidad haplotipica, el marcador Ant.1076 resultd ser el mas diverso con un valor de 0.7495
y Ant.1 el menos diverso con un valor de 0.1833. El marcador con el indice de fijacion (Fsr) global mas alto
fue Ant.1281 con un valor de 0.71749 mientras que el mas bajo fue Ant.389 con un valor de -0.04652.
Todas las curvas de acumulacion presentaron una asintota, esto quiere decir que el tamafio de muestra es
bueno para la cantidad de haplotipos que se encontraron (Anexo 3). En la figura 3 se muestran tanto las

redes de haplotipos como la distribucion de estos.
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Figura 3. Mapas de la distribucion de los diferentes haplotipos con sus respectivas redes. Los colores en las graficas
de pastel del mapa representan la porcién de un haplotipo en cada duna costera, mientras que, en las redes, los
colores representan a la porcién de individuos que posee cierto haplotipo. Las lineas que conectan a los haplotipos
(redes) cuentan con otras lineas pequefias y perpendiculares, las cuales indican los pasos mutacionales entre un
haplotipo y el otro. El tamafio de los circulos representa la cantidad de individuos por sitio y por haplotipo.
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En la red de haplotipos basada en el gen COIl se puede ver cuatro pasos mutacionales entre el haplotipo 1
y el haplotipo 2 y solo uno entre el haplotipo 1 y el haplotipo 2. Los tres haplotipos se dividen
geograficamente, dividiendo las dos dunas mas nortefas de las dos surefias. Para el marcador Ant.1, de
los 4 haplotipos, uno esta presente en todas las localidades, siendo este el Unico haplotipo encontrado en
Punta Mazo y Santa Rosaliita, mientras que las localidades de Guerrero Negro y Punta Abreojos tienen 2 y
1 haplotipos Unicos, respectivamente. De manera parecida, en la red de los 4 haplotipos del marcador
Ant.202 hay un haplotipo compartido entre las cuatro localidades, dos haplotipos compartidos entre Santa

Rosaliita, Punta Abreojos y Guerrero Negro y un haplotipo Unico para Guerrero Negro.

DeltaK = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))

Delta K

2 3 4 5 6 7
v

Figura 4. Delta K. Grafico del analisis de aproximacion del nimero de poblaciones inferidas por las iteraciones en
Structure.

Baja California Norte Baja California Sur

Figura 5. Gréfico de barras. Las lineas verticales (individuos) representan con colores la probabilidad en la que cada
individuo pertenece a cada K inferida por Structure (K= 3).
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En la red de 6 haplotipos del marcador Ant.389, se observa que Guerrero Negro fue la Unica localidad con
todos los haplotipos (dos de ellos Unicos para Guerrero Negro), mientras que Punta Mazo y Santa Rosaliita
son las localidades con menos haplotipos (tres). El marcador Ant.1076 tuvo un mayor numero de
haplotipos (12 total). Para este marcador, cada localidad, menos la de Santa Rosaliita, tuvo uno, o mas

haplotipos unicos.

Ningun haplotipo se encontré en las cuatro localidades y se puede notar una estructura geografica
generalizada de norte a sur. Parecido a los marcadores anteriores, las localidades de Guerrero Negro y
Punta Abreojos tuvieron el mayor numero de haplotipos. Por ultimo, en la red de 4 haplotipos para el
marcador Ant.1281, se observa un haplotipo compartido en las cuatro localidades y un haplotipo Unico
para Punta Mazo, y otro para Santa Rosaliita. Contrario a los demds marcadores, para éste, la localidad
con el mayor niumero de haplotipos fue Santa Rosaliita con tres haplotipos, mientras que las demas

localidades hay dos haplotipos en cada una.

De acuerdo con la inferencia realizada en el programa Structure de los datos de secuencias nucleares y
mitocondriales, la muestra total se divide en 3 clusters (K) o poblaciones, agrupando a las dunas costeras
de Guerrero Negro y Punta Abreojos en una sola poblacidn, mientras que las de Punta Mazo y Punta
Abreojos representan, cada una, poblaciones diferentes. Para los andlisis posteriores, se continud
trabajando con 4 poblaciones, esto debido a que se tiene la intencién de conocer el flujo génico entre las
dunas costeras y de esta manera, dilucidar si eventualmente las hormigas de Guerrero Negro y las de Punta
Abreojos son una sola poblacién, de ser asi, los analisis deben mostrar que actualmente existe flujo génico

entre ellas.

Tabla 5. Distancia entre sitios y Valores de Fsr pareados entre los distintos sitios de estudio y para cada marcador
molecular.

Fst

Sitio A Sitio B Distancia (km) Ant.389 Ant.1076 Ant.1281 Ant.1 Ant.202 COI
Punta Mazo Santa Rosaliita 215 -0.04992 0.90909 0.84010 0 0.16718 O
Punta Mazo Guerrero Negro 320 -0.03555 0.41352 0.79213 0.18095 0.19048 O
Punta Mazo Punta Abreojos 474 -0.05411 0.59576 0.80909 0.38462 0.15152 O
Guerrero Negro  Santa Rosaliita 109 -0.04228 0.14074 0.41603 0.18095 --0.0512 O
Punta Abreojos  Santa Rosaliita 263 -0.05559 0.34105 0.52690 0.38462 -0.04819 O
Guerrero Negro  Punta Abreojos 161 -0.04395 0.08772 -0.04516 .21568 -0.06394 O
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Los valores mds altos de Fsr son entre los sitios de Punta Mazo y Santa Rosaliita, es decir, las dunas
nortefias. Los valores mas bajos reportados fueron entre los sitios de Guerrero Negro y Punta Abreojos,
las dunas surefias. Las poblaciones nortefias parecen estar genéticamente mds diferenciadas entre si que

las poblaciones surefas (Tabla 5).

3.4 Edades de divergencia entre las poblaciones de Myrmecocystus sp. BCA-2

Utilizando el modelo de aislamiento con migracién ejecutado en el programa IMa3, se calcularon los
tiempos de divergencia, el tamano efectivo de la poblacion y si es que existe migracidn entre los sitios de

estudio a partir de las secuencias nucleares y del gen mitocondrial COI.

Q\“QP* o o

-_"ri‘: N\ 7 ‘: 1
30.0 KYR , ; : J 1 ;
50.0 KYR L ) _ 7
587.0 ol - e

Ancestral Ne (thousands): 6.5

Figura 6. Una representacion de un modelo estimado de aislamiento con migracion generado por IMa3 y el programa
IMfig (Hey et al., 2018). La genealogia se representa como una serie de cuadros organizados jerarquicamente, con
cuadros de poblaciones ancestrales colocados entre los descendientes correspondientes, y el ancho de los cuadros
proporcional al Ne (tamafio efectivo de la poblacidn). Los intervalos de confianza del 95% para cada valor de Ne se
muestran como lineas discontinuas a la derecha del lado izquierdo del cuadro de poblacién correspondiente. Las
flechas grises a los intervalos Ne del 95% también se muestran extendiéndose a la izquierda y derecha del limite
derecho de cada cuadro de poblacion. Los tiempos de divisidon, colocados a intervalos equidistantes (no
proporcionales al tiempo) en miles de afos (KYR), se representan como lineas horizontales sélidas, con valores de
texto a la izquierda. Las flechas negras se mostrarian sélo para las tasas de migracién estimadas que son
estadisticamente significativas (Nielsen y Wakeley, 2001) en o por encima del nivel de 0,05 (* p < 0,05, ** p< 0,01,
*** p <0,001).
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En la Figura 6 se muestran los resultados obtenidos de las estimaciones de la densidad de la probabilidad
posterior conjunta de los parametros. La longitud horizontal de los sucesos esta a escala para su mejor

visualizacion.

Con base en el andlisis de aislamiento con migracidn, las edades de divergencia entre las poblaciones se
estimaron en unos 587 mil afios para la poblacién de Punta Mazo, unos 50 mil afios para la poblacién de
Punta Abreojos, y unos 30 mil afos para las poblaciones de Santa Rosaliita y Guerreo Negro. Ademas, no
se detectd flujo génico estadisticamente significativo entre las poblaciones. De acuerdo con el grosor de
las barras el cual indica el tamafio efectivo de la poblacidon (Ne), Guerrero Negro es la poblacién mas

grande, seguida por Punta Abreojos, mientras que las mds pequefias son Santa Rosaliita y Punta Mazo.

En cuanto a la divergencia de cada poblacidn, la poblacion de Punta Mazo surgié a partir de una poblacion
ancestral que dio lugar a otra poblacidon ancestral de mayor tamafio, de esta poblacién de mayor tamaiio
surgieron dos poblaciones, la de Punta Abreojos (la mas surefia) y otra poblacién ancestral de gran tamafio
(la mas grande en este analisis). De esta Ultima gran poblacion, surgieron las poblaciones de Guerrero

Negro y Santa Rosaliita respectivamente.
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Capitulo 4. Discusion

En la hipdtesis original de este trabajo, se declara que se esperaria que la estructura genética de las
hormigas Myrmecocystus sp. BCA-2 se encuentre relacionada con su distribucién discontinua en las dunas
costeras del Pacifico Bajacaliforniano, sugiriendo que cada duna costera albergaria una sola poblacién y
gue existe también un reducido flujo genético entre poblaciones. Dicha hipdtesis estd en parte apoyada
por algunos de los analisis, como el de Structure, en donde se puede notar la asignacién de individuos a
un minimo de tres poblaciones bien definidas, o la de IMa3, en donde no se detectd flujo genético
significativo (es decir, flujo genético reducido, o nulo) entre las dunas. Sin embargo, los valores de Fsr
pareados basados en cada marcador molecular por separado en la mayoria de los casos son de cero o
negativos, lo cual indicaria una ausencia de estructura entre las dunas. Estas discrepancias entre medidas

y métodos pueden deberse a la baja resolucidon de cada marcador (los pocos sitios polimérficos).

En la segunda parte de la hipédtesis, se afirma que se espera que la divergencia de cada poblacién se
encuentre relacionada con la formacion cada duna costera respectiva. En parte es dificil sustentar esta
hipotesis dado que sdlo se conoce la edad estimada de las dunas de Guerrero Negro. Aun asi, las edades
de divergencia de las poblaciones fueron estimadas entre 587 y 30 mil afios, lo cual no coincide con la

edad de las dunas costeras, esto se discutirda mas a detalle en la seccidn 4.2.

4.1 Identificacion taxonomica y limites geograficos

De las 7 dunas costeras donde se colectaron hormigas, Ensenada fue el Unico sitio en no contar con
presencia de Myrmecocystus. Tal vez la ausencia de esta hormiga en Ensenada se debe a un habitat
degradado lo cual concordaria con lo afirmado por Boulton y Ward (2002) quienes comprobaron que
Myrmecocystus tiene mas especies endémicas en ecosistemas pristinos. De acuerdo con lo observado en
campo y a lo reportado por Jiménez y colaboradores (2015), las dunas costeras de esta localidad se
enfrentan a problemas antropogénicos, como especies invasoras, contaminacion, compactacion de la
duna, entre otras, lo que disminuye la probabilidad de que esta hormiga pueda habitar este sitio en
particular. A pesar de estas consideraciones, lo mas probable es que su limite de distribucién mas nortefo
sea Punta Mazo, dado que tampoco se ha reportado en dunas costeras conservadas mas al norte de
Ensenada. Morfolégicamente, los individuos de Myrmecocystus que habitan las dunas costeras del Pacifico

bajacaliforniano son muy similares y el hecho de que, con claves dicotdmicas no se pudieron separar,
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sugiere que se trata de la misma especie. Sin embargo, al observar el arbol de COlI, se puede apreciar que
las poblaciones de Myrmecocystus que habitan las cuatro dunas mas nortefias (de Punta Mazo hasta Punta
Abreojos) pertenecen a un mismo grupo monofilético, mientras que las poblaciones mas surefias (Las
Barrancas y Bahia Magdalena) pertenecen a otro clado. Al pertenecer a dos clados separados, pero sin
caracteres morfoldgicos discernibles, se consideran especies cripticas. La presencia de especies cripticas
en el género Myrmecocystus ha sido reportada por Snelling (1976) y recientemente por van Elst y
colaboradores (2021). Las secuencias del gen COIl funcionaron como cddigo de barras para identificar
molecularmente a las hormigas capturadas en las dunas costeras y también dilucidaron las relaciones de

parentesco entre otras hormigas del género Myrmecocystus.

La topologia de la reconstruccion filogenética del gen COI concuerda con Kronauer y colaboradores (2004)
en el sentido de emparentar a M. sp. BCA-1 con M. sp. BCA-2 como especies hermanas, sin embargo, en
el mismo estudio también muestran que estas dos especies forman un grupo monofilético con M.
wheeleri, situacion que no fue observada en el presente estudio. En cambio, M. wheeleri forma un grupo
monofilético con las poblaciones de Bahia Magdalena y Las Barrancas (a excepcion de un individuo, el cual
es taxon hermano de Myrmecocystus mimicus). Estas diferencias en las relaciones filogenéticas pueden
deberse a que Kronauer y colaboradores (2004) utilizaron algunas especies con ciertos problemas
taxondmicos como M. flaviceps y M. mimicus, las cuales aparecen relacionadas con mds de una especie.
Lo anterior apoya lo mencionado por van Elst y colaboradores (2021) quienes afirman que las ultimas
revisiones realizadas del género carecen de confianza debido al bajo nimero de especies encontradas, por
lo que muy probablemente estarian excluyendo a algunas especies de sus filogenias, como en este caso

las encontradas en Las Barrancas y Bahia Magdalena.

Ademas de los parentescos, con los resultados obtenidos del arbol filogenético del gen COI, se puede
confirmar el endemismo de M. sp BCA-2 para la peninsula de Baja California, lo que concuerda con lo
mencionado por Johnson y Ward (2002), quienes afirmaron que es una especie endémica para la
peninsula. Sin embargo, Johnson y Ward (2002) mencionaron que esta hormiga estaria restringida sélo a
Baja California Norte cuando la registraron por primera vez, sin embargo, en este estudio se logra
comprobar que su distribucidn llega hasta Punta Abreojos, en Baja California Sur. Ademas, la distribucion
de M. sp BCA-2 se encuentra en 3 ecorregiones (propuestas por Gonzalez, 2010), Matorral Costero
Rosetdfilo en su distribucién mas nortefia en Punta Mazo, Desierto Central en Santa Rosaliita y Desierto

del Vizcaino en Guerrero Negro y en su distribucién mas surefia en Punta Abreojos.
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4.2 Genética de poblaciones y filogeografia

En el presente estudio se utilizaron por primera vez los marcadores EPIC en analisis genético-poblacional
de hormigas, por lo que resulta imposible una comparacidn con resultados de otros estudios. Oliveira y
colaboradores (2017) utilizaron el marcador EPIC Ant.1281 para realizar una inferencia filogenética y
compararla con otra inferencia de los mismos individuos utilizando el gen mitocondrial COl. Lo que
encontraron fue que ambas inferencias concordaban con la topologia de grupos monofiléticos, esto
demuestra la eficacia de estos marcadores genéticos en analisis de delimitacidn de especies, sin embargo,
falta evidencia de su resolucidn para andlisis genético-poblacionales. El analisis genético de poblaciones
de hormigas basados en los marcadores nucleares EPIC debe realizarse con suma cautela, esto debido a
gue en el presente trabajo se probaron 15 marcadores EPIC en las hormigas Myrmecocystus sp. BCA-2, de
los cuales solo 5 registraron secuencias con polimorfismos entre individuos. En cuanto al marcador
mitocondrial del gen COI, la gran mayoria de estudios en insectos utilizan la porcidn del gen obtenida con
los cebadores LCO 1490 y HCO 2198 (Folmer et al, 1994) que secuencian casi la mitad del gen COI. Sin
embargo, dichos cebadores no amplificaron ningln producto en nuestras hormigas, por lo cual se
utilizaron un par de cebadores alternos, RON y NANCY (Simon et al, 1994), los cuales secuencian alrededor
de una cuarta parte del total de este gen (439 pb). Por lo tanto, los resultados obtenidos aqui tampoco
son directamente comparables con otros estudios, y la reduccién en el nUmero de pares de bases también

redujo la resolucion.

A pesar de que no se logré secuenciar la totalidad de hormigas M. sp. BCA-2 colectadas en este estudio
para todos los marcadores (Tabla 3), el porcentaje de secuencias Utiles es de 87.9%, lo que quiere decir
que solo falté el 12.1% de secuencias. Ademas, las curvas de acumulacion de los haplotipos llegaron a una
asintota para casi todos los marcadores, lo cual es evidencia de que se tiene un tamafio de muestra
adecuado para realizar analisis genético-poblacionales con el nimero de secuencias obtenidas y el nimero

de genes utilizados (Lande, 1981).

Los valores del indice de fijacidon (Fst) pareados entre sitios, resultaron muy variables entre marcadores.
Basandose en los valores Fst de Ant.389 y Ant.202 se podria sugerir que no hay una estructura genética
bien definida. Sin embargo, los valores de Fsrde marcadores como Ant.1076 y Ant.1281 son altos, lo que
indicaria que existe diferenciacion genética entre la mayoria de las poblaciones, a excepcion de Guerrero
Negro con Punta Abreojos. Lo anterior se podria deber a que cada region intrdnica tiene su propia tasa de
variacion y, por lo tanto, cada intrén varia a un ritmo diferente, por lo que algunos tienen la capacidad de

acumular muchas mutaciones en el mismo tiempo que otros apenas mutan (Gilbert, 1987; Lessa, 1992;
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Chorev y Carmel, 2012). La nula estructura genética del gen COI (valores Fsr de 0) podria deberse a la baja
diversidad haplotipica presente en la especie M. sp. BCA-2 por el tamafio relativamente corto (en pares

de bases) del marcador, que la diferenciacidn es indetectable por el estadistico Fsr.

Los resultados obtenidos de los analisis genéticos de poblaciones basados en un solo marcador molecular
(Tabla 4y 5, Figura 3) deben tomarse con cierta cautela. Como se observa, no existe una congruencia entre
los diferentes marcadores, es decir que cada marcador molecular cuenta con su propia informacién y son
de tamafios muy diferentes. Ademas, debido al tipo de reproduccién de las hormigas (Holldobler y Wilson,
1990), la informacion obtenida por genes nucleares y mitocondriales por separado puede estar sesgada
por la dispersion diferencial entre las hembras y los machos (Goodisman y Ross 1998; Liautard y Keller
2001; Ross, 2001; Doums et al, 2002), dependiendo de la capacidad de dispersion de cada uno, por lo que
en este caso se tendrian que corroborar los resultados con mas andlisis. A pesar de lo anterior, algunos
marcadores presentan ciertas caracteristicas concordantes, como lo es la deteccidon de haplotipos Unicos

en las poblaciones o los pocos pasos mutacionales entre los distintos haplotipos.

En contraste, con los andlisis basados en el conjunto de marcadores tanto nucleares como mitocondriales
(Figuras 4, 5 y 6) se obtuvieron resultados mas robustos y confiables (Kawakami et al, 2007). En este
sentido, dichos analisis permitieron dilucidar informacién importante, como los es la cantidad de
poblaciones de M. sp. BCA-2 utilizando métodos Bayesianos (Pritchard et al, 2000), el tamafio efectivo de
cada poblacién y el flujo génico significativo entre poblaciones bajo un modelo de aislamiento con

migracion (Hey et al, 2018).

El hecho de que en el analisis de clusters realizado en Structure se haya encontrado un DeltaK de 3y no
de 4, como se esperaba originalmente en la hipdtesis, indica que las dunas costeras de Guerrero Negro y
Punta Abreojos contienen a la misma poblacién o que el flujo genético entre ellas es considerablemente
alto, sin embargo, en los resultados del analisis de Aislamiento con Migracién del software IMa3 (Hey et
al, 2018) no se observa flujo génico estadisticamente significativo o por encima de 0.05 (Nielsen y Wakeley,
2001) entre ninguna localidad, lo que estaria sugiriendo que el flujo génico entre las dunas costeras de
Guerrero Negro y Punta Abreojos es demasiado bajo como para ser detectado con estos métodos pero
suficiente para ser considerado como una sola poblacién. Ademas, Guerrero Negro y Punta Abreojos son
los sitios con las poblaciones mas grandes, lo cual contribuye a mantener poblaciones mas homogéneas y
reduce la posibilidad de cambios en frecuencias alélicas por procesos como la deriva génica (Futuyma,

1998).
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4.3 Edades de divergencia

De acuerdo con las edades de divergencia obtenidas mediante el modelo de aislamiento con migracion
corrido en IMa3 (Hey et al, 2018), la poblacién de Punta Mazo surgié a finales del interglaciar Glinz-Mindel,
ocurrido aproximadamente entre 600 y 580 mil afios (KA) (Kukla, 1978, 2005). Los interglaciares traen
consigo periodos cdlidos que producen un aumento en el nivel del mar dependiendo de la cantidad de
hielo que se haya acumulado durante la glaciaciéon pasada, diversos estudios en diferentes puntos del
mundo apuntan que en el interglaciar Miinz-Mindel, las transgresiones marinas pudieron haber ocurrido
hasta los 65 m.s.n.m (Kukla, 1978, 2005, Malpica et al, 1978). En Baja California, se tiene evidencia de que
existié una serie de transgresiones en el periodo Cuaternario. Ortlieb (1978) realizd un estudio en la region
de Baja California central (peninsula de Vizcaino) en donde detecté la presencia de depdsitos de arenisca
datados en el cuaternario, algunos a varios kildmetros de distancia de la costa y a alturas de hasta 30
m.s.n.m, sin embargo, también reporta que hay suficiente evidencia para afirmar que la peninsula de

Vizcaino ha estado levantandose desde hace aproximadamente 100 KA.

Las edades de las poblaciones de Myrmecocystus sp. BCA2 se estimaron entre 587 y 30 KA, mientras que
no se conoce bien las edades de las dunas costeras que habitan, salvo la de Guerrero Negro que ha sido
estimada en 1,800 afios por Inman y colaboradores (1966), con depdsitos de paleodunas datadas al
pleistoceno tardio, hace 99.8 +9.4 miles de afios (Peterson et al, 2017). La edad estimada de la poblacién
de M. sp. BCA-2 en esa duna es de 30 mil afos, por lo que el primer evento de colonizacién se dio cuando
probablemente existia la paleoduna. Diversos estudios que analizan los sedimentos y las terrazas marinas
de la linea costera de Baja California (Walker y Thompson, 1968, Rockwell et al, 1989; Muhs et al, 1992)
comprueban que durante todo el pleistoceno (comienza hace 2.59 millones de afios y termina hace 11,700
afios) han ocurrido regresiones y transgresiones marinas, encontrando en algunos casos sedimento de
alguna paleoduna costera ubicada a mas de 30 m por encima del nivel actual del mar. Los estudios
realizados en el Golfo de California y la costa del Pacifico muestran evidencia congruente que indican que
el nivel medio del mar ha ido cambiando a lo largo de la historia de M. sp. BCA-2. Gracias a la evidencia de
los cambios geoldgicos en la linea de costa en la peninsula de Baja California, se sabe de la existencia de
paleodunas costeras, lo que da sustento al posible escenario en donde las poblaciones de hormigas M. sp.
BCA-2 fueron cambiado su distribucién a lo largo de su historia evolutiva, respondiendo a las distintas

caracteristicas que han tomado las dunas costeras a lo largo del tiempo.

Referente a la divergencia de la primera poblacién de M. sp. BCA-2 en Punta Mazo, es necesario considerar

gue en insectos sociales existen dos estrategias diferentes de establecer una nueva colonia (Cronin et al,
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2013); La primera es mediante un vuelo nupcial en donde hembras y machos de diferentes hormigueros
se aparean en un mismo evento masivo, que da como resultado una alta mezcla genética en la poblacion
(Ross y Shoemaker, 1997) y una dispersion a larga distancia. La segunda estrategia consiste en la dispersion
terrestre por parte de una hembra que parte caminando acompafiada de una fuerza obrera para
establecer una nueva colonia, se ha reportado que esta estrategia trae consigo un aislamiento genético
por distancia dentro de cada poblacién, incrementando asi la diferenciacidn genética entre poblaciones

(Liautard y Keller, 2001; Clémencet et al, 2005, Eyer et al, 2017).

4.4 Consideraciones finales

La presencia de especies cripticas es un indicador para considerar otros métodos de identificaciéon igual de
accesibles que los basados en caracteres morfoldgicos, como por ejemplo la morfometria geométrica, la
cual detecta cambios minimos en los caracteres morfoldgicos de las especies (Galan, 2016, Cs6sz et al,

2021).

Cuando se estudien especies nuevas, es pertinente realizarle pruebas a un nimero reducido de individuos
para evaluar la eficiencia de los marcadores moleculares a utilizar en las inferencias filogenéticas, esto
debido a que los marcadores fueron probados en especies ya descritas, es decir, con sus caracteristicas

bien conocidas, lo que no se tiene con las especies nuevas o sin describir.

Los marcadores moleculares EPIC (Lessa, 1992; Stoher et al, 2013) son adecuados para dilucidar la
estructura genética poblacional, sobre todo en aquellos analisis que involucren mas de un solo marcador,
como los realizados en el presente estudio en los softwares Structure e IMa3. Si se utilizan
individualmente, los resultados obtenidos se deben tomar con mucha cautela debido a su gran variabilidad

en tanto a la informacidén que contienen.

4.5 Perspectivas a futuro

Retomando lo que ya se menciond anteriormente por van Elst y colaboradores (2021), las revisiones del
género Myrmecocystus, ademas de incluir mas marcadores moleculares, también deben incluir ejemplares
provenientes de mas ecosistemas poco estudiados como lo son las dunas costeras (Jiménez et al, 2015).

En general, las revisiones de taxones basadas en ecorregiones (por ejemplo) estarian sesgadas debido a la
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presencia de hdbitats Unicos y, por sus caracteristicas de tamafio reducido, no contemplados en la

regionalizacion de algun lugar (como la realizada por Gonzalez et al, 2010).

Como lo menciona MacArthur y Wilson (1963) “En biogeografia, una isla es todo habitat propicio para
cualquier especie rodeado de un entorno que no lo es”, desde este sentido, las dunas costeras representan
un modelo de “isla biogeografica” para especies adaptadas a estos habitats y que les sea dificil sobrevivir
en otro tipo de ecosistemas. Como estos habitats hay muchos, desde charcos hasta altas cimas de
montafias, donde pueden habitar especies endémicas y que podrian pasar desapercibidas por el simple
hecho de estar embebidas dentro de un ecosistema mayor que se contemplaria como un darea total de
estudio, como puede ser el caso de una ecorregion. Si se les diera importancia a estos microhabitats (que
podrian verse como islas biogeograficas) en estudios de biodiversidad (por ejemplo) se tendria un

estimado mas acertado sobre la realidad del ecosistema.

Al observar que visitando 7 dunas costeras de la peninsula de Baja California y analizando la genética
poblacional de una sola especie de hormiga, se tiene una primera evidencia de haber encontrado dos
especies nuevas (sin describir) y una mas sin registrar (M. sp. BCA-2 que ya habia sido registrada), la
principal perspectiva que emana del presente estudio deberia estar encaminada al estudio de la
mirmecofauna en dunas costeras, por ejemplo, realizar una filogenia de todas las hormigas que habitan
este tipo de ecosistemas en la peninsula de Baja California (incluyendo las de la costa del Golfo de
California) y, con ayuda del cédigo de barras (COl), identificar todas aquellas especies que aun no han sido

descubiertas ni registradas en el Barcode of Life (BOL).
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Capitulo 5. Conclusiones

Las hormigas Myrmecocystus que habitan las dunas costeras del Pacifico bajacaliforniano forman dos
clados independientes a las demds hormigas de este género utilizadas en este estudio, por lo tanto, se
concluye que las dos especies, ambas sin describir, son endémicas de esta regidn (una entre las latitudes

30.424333°y 28.933796°, y la otra entre las latitudes 28.048205° y 26.719174).

Los marcadores EPIC en conjunto con el gen COI fueron utiles para determinar que existen tres poblaciones
genéticamente distinguibles de M. sp. BCA-2 que habitan las dunas costeras del Pacifico bajacaliforniano
desde Punta Mazo hasta Punta Abreojos, las cuales estan conformadas por: Poblacién de Punta Mazo,

Poblacién de Santa Rosaliita y Poblacién de Guerrero Negro con Punta Abreojos.

A pesar de que para ciertos marcadores hay haplotipos compartidos entre localidades, el flujo genético de
las poblaciones entre dunas costeras es muy bajo (o tal vez nulo), por lo que, con las condiciones actuales,

estas poblaciones estdn genéticamente aisladas una de la otra.

Los tiempos de divergencia y los eventos demograficos son sustentan que esta especie colonizé las dunas
costeras del Pacifico bajacaliforniano a raiz de los procesos de glaciaciones e interglaciaciones del

Cuaternario.

Los resultados de este trabajo representan una evidencia mas de que el aislamiento geografico de las
dunas costeras promueve la divergencia entre poblaciones con el potencial de favorecer la especiacion,
por ejemplo, de hormigas, ofreciendo nuevos nichos, condiciones climaticas variables en distancias

relativamente cortas y respuestas rapidas y sensibles de la biota ante los cambios ambientales.
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Anexos

Anexo 1 Tabla de cebadores

Tabla 6. Cebadores basados en Stroher (2013) probados en Myrmecocystus sp. BCA-2.

Marcador Calidad de producto de PCR

Ant.1 Bien
Ant.1076 Bien
Ant.1087 Mal
Ant.1225 Mal
Ant.1281 Bien
Ant.1401 Mal
Ant.1503 Mal
Ant.202 Bien
Ant.263 Mal
Ant.346 Bien
Ant.384 Mal
Ant.389 Mal
Ant.505 Mal
Ant.839 Mal

Ant.965 Mal
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Anexo 2. Proceso de elaboracion del gel de agarosa para electroforesis

El proceso consistié en:

1) Mezclar los dos compuestos (TAE 1X y la agarosa) y posteriormente calentarlos utilizando un

microondas hasta el punto de ebullicidon.

2) Una vez en este punto, con la ayuda de un guante resistente al calor, se agita suavemente el liquido
obtenido y se vuelve a calentar. Se repite este proceso durante 30 segundos hasta que el liquido se vea

totalmente lisado.

3) Se deja enfriar por 10 minutos antes de verterse en la cama previamente nivelada y con los formadores

de pozos ya puestos.

4) Una vez enfriado vy gelificado, se retiran los formadores de pozos y se pone el gel en la camara de

electroforesis con solucién TAE 1X a ras del gel.



Anexo 3. Curvas de acumulacién de los haplotipos mitocondriales y nucleares.
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Figura 7. Curvas de acumulacion de haplotipos calculadas con diferentes paqueterias de R y para cada
marcador molecular.
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ANEXO 4. Ecorregiones de Baja California

nrew 14w
) 1

mew
2

31° N9

287 N

257 N

ettew

o
»

5;2}

Ecorregiones
W sicrras de Juarez y San Pedro Martir
P chaparral

BEW Matorral Costero

B8 Matorral Costero Rosetofilo

E Islas del Pacifico Norte

[[8 ] Desierto de San Felipe

7] Desierto Central

I8 costa Central del Golfo

IEM sierra de la Giganta

[0 pesierto de Vizcaino

m Planicies de Magdalena

@ Matorrales Tropicales

3] selvas Bajas del Cabo

BTN Bosque de la Sierra de la Laguna

Estados Unidos de América

N

Figura 8. Propuesta sintética de las ecorregiones de Baja California, obtenido de Gonzalez et al, (2010).
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Figura 9. Principales zonas de discrepancia en las regionalizaciones bioldgicas de la peninsula de Baja California: a)
Transicion region mediterranea a desértica, b) Sub-regionalizacién mediterranea, c) grandes islas del Pacifico Norte,
d) Transicion de los desiertos costeros del Golfo de California, e) Transicidon del centro peninsular, f) Singularidad de
la Sierra de la Giganta y g) Transicidn regidn tropical desértica.
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ANEXO 5. Imagenes de las Myrmecocystus capturadas en las dunas costeras del
Pacifico Bajacaliforniano.

Figura 10. Imagenes de Myrmecocystus sp. BCA-2 tomadas con una cdmara marca Nikon® modelo “SMZ 745T”
montada en un microscopio estereoscépico y con el software INFINITY CAPTURE 6.3.2. A) Myrmecocystus capturada
en Bahia Magdalena, emparentada con las capturadas en Las Barrancas a excepcién de, B) Individuo 12 capturada en
Las Barrancas, no se emparento con las demds capturadas en ese sitio y en Bahia Magdalena, en contraste, al parecer
es una especie hermana de Myrmecocystus mimicus. C) Myrmecocystus sp. BCA-2 capturada en Punta Mazo, Santa
Rosaliita, Guerrero Negro y Punta Abreojos.

Figura 11. Vista de perfil de la hormiga Myrmecocystus sp. BCA-2.
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Figura 12. Fotografias de Myrmecocystus sp. BCA-2 tomadas en campo por el Bidlogo Arturo Sandoval (UABC). A)
Obreras fuera del hormiguero. B) Obrera cargando una larva. C) Reina sin alas capturada durante una excavacion de
nido.



