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RESUMEN

En este trabajo se evaludé la diversidad genetica de especies de hormigas
(Hymenoptera: Formicidae) encontradas en areas del Instituto Tecnologico de
Ursulo Galvan como son pastos y cultivo de lichis respecto a un Acahual, sirviendo
este como testigo. Se identificaron las especies de hormigas colectadas de los sitios
de estudio mediante una guia taxondmica. La evaluacion de la diversidad genética
se realiz6 empleando los polimorfismos de ADN amplificado al azar (RAPD). Del
total de individuos colectados en las areas de estudio, se amplifico un total de 16
muestras. A continuacion, se realizé la extraccion de ADN de cada uno de los
ejemplares y a partir de este, se obtuvieron los perfiles electroforéticos para cada
una de las hormigas colectadas empleando 5 oligonucleétidos. Asi mismo, se
realizaron analisis genéticos (UPGMA) que permitieron elaborar dendrogramas
donde se ubicaron las especies encontradas siendo el area de Pastos el area que
menor diversidad obtuvo en comparacién con Lichis y Acahual. Ademas, se realiz6
un Analisis de correspondencia (AC) en el que se determiné que la mayoria de las
especies se agrupan en el Acahual esto debido a diversos factores que permiten
gue esta area se vea favorecida por la presencia de especies de hormigas. Los
resultados de las muestras amplificadas muestran congruencia con la hipotesis
implementada al ser el Acahual el area que mayor diversidad genetica tuvo de
hormigas respectos a lichis y pasto. Los géneros de hormigas que representan los
tres sitios de estudio fueron Oligomyrmex y Camponotus. Los resultados del
presente trabajo sugieren realizar evaluaciones intrapoblacionales en hormigas
para poder determinar si existe variabilidad genetica entre individuos de la misma

poblacion y las condiciones que estan permitiendo tal condicion.
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I. INTRODUCCION

Todas las especies de hormigas se agrupan en una sola familia: Formicidae,
ubicada dentro de la superfamilia Vespoidea del orden Hymenoptera (Rojas, 2001).
Actualmente, la familia Formicidae consta de 29 subfamilias (5 de ellas extintas),
410 géneros (289 con representantes vivos y 121 extintos) (Rabeling et al., 2008);
y mas de 12 500 especies descritas a nivel mundial, que quizas representan la mitad
de las especies de hormigas existentes (Fisher & Cover, 2007).

De acuerdo con los estudios realizados por Rojas (2001), las hormigas son insectos
eusociales con gran diversidad tanto funcional como taxonémica, de los cuales se
puede afirmar su éxito bioldgico debido a su riqueza especifica, diversidad de

ambientes y abundancia en la mayoria de los ecosistemas.

En este sentido, las especies indicadoras y detectoras pueden ser usadas para
evaluar atributos relacionados a cambios en el habitat y dar una nocién del grado

de conservacion y perturbacion (Tejeda-Cruz et al., 2008).

Ahora bien, México destaca por poseer una gran diversidad de insectos a diferencia
de otros paises debido a su situacion geografica, ya que se encuentra entre la
confluencia de las Regiones Neartica y Neotropical, en el caso de las hormigas
sucede lo mismo, lo cual es de gran interés para la Biologia y Biogeografia de estos
organismos, pero dificulta la realizacién de trabajos de tipo taxonémico (Rodriguez-
Garza, 1986).

Los cambios en la composicion de la vegetacion (de sistemas diversos a

monocultivos), aunados a la degradaciéon fisica y quimica del suelo, pueden



impactar en la abundancia y composicion de especies (Brown et al. 2004) y afectar
las propiedades o atributos basicos de los ecosistemas (Masera et al. 1999) y los

bienes y servicios que éstos proveen a la humanidad (Duffy, 2002).

Aungue se han estudiado durante varias décadas a las hormigas, resulta necesario
realizar estudios de diversidad genética en sitios donde se lleva a cabo cambio de
uso de suelo, en el que se ha provocado la fragmentacion de los habitats naturales
para el establecimiento de practicas agropecuarias. Por lo que la presente
investigacion realizara un aporte relacionado a la diversidad genética de hormigas
asociadas a tres usos de suelo diferentes dentro del Instituto Tecnol6gico de Ursulo
Galvan que permita determinar el impacto que tienen los cultivos en relacion con la

diversidad de hormigas.



II. ANTECEDENTES

El recuento mas reciente del nimero de especies de hormigas a nivel mundial
alcanza mas de 9,500 especies descritas pertenecientes a 296 géneros (Bolton,
1995). Se calcula que este nimero podria ascender a entre 15,000 y 20,000
especies, debido a que existen muchas especies por describir, principalmente de
los trépicos del mundo (Holldobler & Wilson, 1990).

La diversidad de especies se concentra en 24 géneros, con mas de 100 especies
cada uno, que comprenden el 60% del total. Entre estos ultimos, los mas diversos
son Camponotus (Formicinae) con 931 especies y Pheidole (Myrmicinae) con 545
(Bolton, 1995).

En ciertos agroecosistemas las comunidades de hormigas pueden ser muy
diversas, como en el cacaotal estudiado por Delabie y Fowler (1990) en Brasil,
donde encontraron en so6lo una hectarea 225 especies, de las que 112 viven en el

suelo.

El lugar con la mayor diversidad de especies se encuentra en el Parque Nacional
Kinabalu, Borneo, con 524 especies en seis hectareas de selva tropical (Bruhl et al.,
1998). Una riqueza semejante en el Neotropico se encuentra en la cuenca del rio
Yuyapichis, Peru, con aproximadamente 500 especies (Verhaagh, 1990).

Los trabajos realizados por (Chanatasig et al. 2011), en el que se evaluaron
monocultivos caseros y huertos de traspatio durante la época de lluvia y seca para
determinar el efecto de uso de suelo sobre la mirmecofauna del ejido de Tikinmul,
Campeche, permitieron evaluar la relacion entre el manejo agricola y la riqueza de

especies. Los resultados obtenidos determinaron que no existe una relacion directa



en la intensidad del manejo con la riqueza de las especies, aunque si se encontraron

diferencias en la composicidén de especies.

Los primeros estudios sobre la fauna local y regional de hormigas mexicanas son
los de Norton (1868) acerca de especies de Veracruz; Pergande (1894) sobre
hormigas de Baja California y Sonora y Forel (1899) quien describe y enlista

hormigas de varias partes de México en la Biologia Central-Americana.

Como trabajos de sintesis de las hormigas de México, podemos mencionar el muy
atil de MacKay y MacKay (1989) que incluye la lista de géneros del pais y una clave
ilustrada para su identificacion; y el de Rojas (1996) que ofrece un panorama
general del conocimiento del grupo y una lista preliminar de las especies registradas

en el pais.

El conocimiento de las especies de hormigas endémicas de México es escaso. Sin
embargo, Johnson y Ward (2006) registran 47 especies de hormigas endémicas de
la peninsula de Baja California, entre las que se encuentran Pogonomyrmex
snellingi y Pheidole granulata. Asimismo, Lattke (2011) describe 8 especies del

género Leptogenys, las cuales hasta el momento son endémicas de México.



[ll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A nivel global se han considerado a los cambios de uso de suelo como una de las
mayores amenazas a la biodiversidad, ya que involucran no solo la pérdida de
cobertura vegetal sino también la disrupcion de los ecosistemas naturales en
fragmentos de diversos tamafos y, por tanto, la discontinuidad y aislamiento de su
biodiversidad (Vitousek et al.,1997).

México como el resto del mundo experimenta serios problemas ambientales, como
la deforestacion, la pérdida de biodiversidad, la erosion y los cambios en el uso de
suelo, que atentan contra la diversidad de especies, los servicios ecosistémicos y
los sistemas de conocimiento tradicional relacionados con la naturaleza (Gonzéalez-

Espinosa et al., 2007).

En este sentido, la diversidad genética es sin lugar a duda la materia prima para la
evolucion, ya que de ella dependen tanto la adaptacion como la especiaciéon. Los
niveles altos de diversidad pueden dar la habilidad para responder, entre otras

cosas, a cambios ambientales (Hedrick, 2001).

Debido a lo anterior, una de las razones mas importantes para conservar la
diversidad genética es el mantenimiento del potencial evolutivo de las especies pues
dicha diversidad representa el reservorio de las posibles respuestas al medio (fisico
y biolégico), posibilitando con ello su adaptacion a los cambios de este (Pifiero,
2008).



IV. OBJETIVOS

4.1. General

Determinar la diversidad genética de hormigas asociadas a tres sitios con distinto

uso de suelo acahual, pasto y cultivo de lichi.

4.2. Especificos

e Colectar e identificar morfolégicamente las especies de hormigas de las
diferentes areas de estudio.

¢ Adecuar el método de extraccién de ADN de las hormigas identificadas.

e Caracterizar molecularmente las especies de hormigas colectadas

empleando marcadores moleculares RAPDs.



V. HIPOTESIS

La diversidad genética de especies de hormigas sera mayor en el area de Acahual
respecto a Lichis y Pastos, esto dado a los factores extrinsecos e intrinsecos del
area. Asi mismo, la diversidad genética sera distinta en relacion con la abundancia

de especies de hormigas.



VI. MARCO TEORICO

6.1. Macrofauna

La macrofauna esté integrada por organismos pequefios que habitan en el suelo,
pero facilmente detectables, entre los que se encuentran las lombrices de tierra, las
termitas, las hormigas, los milpiés, las cochinillas, las arafas, los ciempiés y otros.
Ellos realizan importantes procesos y servicios ecosistémicos como son el reciclaje
de nutrientes, la descomposicion de la materia organica y la conservacion de la
estructura del terreno, lo que garantiza la calidad y fertilidad del medio edéfico en

sistemas naturales, agricolas y forestales (Brown et al., 2001).

En este sentido, la calidad del suelo se ve reflejada por la capacidad continua de la
macrofauna para mantener el crecimiento sano de las plantas y la productividad del
ecosistema, lo cual depende de las caracteristicas quimicas, fisicas y biolégicas del

mismo (Doran y Parkin, 1994).

6.1.1. Tipos

La fauna del suelo o edéfica esta constituida por organismos que pasan toda o una
parte de su vida sobre la superficie inmediata del suelo, en los troncos podridos y la
hojarasca superficial y bajo la superficie de la tierra, incluyendo desde animales
microscopicos hasta vertebrados de talla mediana (ej. tuzas). Para vivir en el suelo,
estos organismos han tenido que adaptarse a un ambiente compacto, con baja
concentracion en oxigeno y luminosidad, pocos espacios abiertos, baja
disponibilidad y calidad de alimentos y fluctuaciones microclimaticas que pueden

llegar a ser muy fuertes (Lavelle et al., 1992).

Es el grupo de organismos de mayor tamafo, entre 2 y 20 mm. Segun Lavelle
(1997), la macrofauna puede subdividirse en organismos epigeos (viven sobre la
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superficie del suelo), endogeos (representados por las lombrices y las termitas) y
los anécicos (representados por las hormigas, las cuales se alimentan
principalmente de hojarasca), presentando cada categoria un papel diferente en el

funcionamiento del ecosistema edéafico.

6.1.2. Importancia

De acuerdo con Jones y colaboradores (1994), algunos individuos o grupos de la
macrofauna pueden actuar como ingenieros del ecosistema, al realizar cambios
fisicos en el suelo que controlan la disponibilidad de los recursos para otros
organismos edaficos, incluyendo las plantas y sus raices.

Con su actividad, los ingenieros crean estructuras fisicas biogénicas que ejercen un
efecto regulador sobre los organismos menores a través de: la competencia por los
recursos, principalmente materia organica; la activacion de la microflora edafica, via
mutualismo y el “priming effect”, su influencia en el ciclo del carbono, asi como
disponibilidad de nutrientes y cambios en la actividad rizosférica, como el
crecimiento de raices y de poblaciones de organismos rizosféricos (Brown et al.,
2000).

De igual manera, la actividad de la macrofauna edafica también puede aumentar o

disminuir la productividad del ecosistema (Lavelle, 1997).

6.2. Hormigas

6.2.1. Generalidades



Las hormigas son uno de los grupos de animales mas abundantes en ecosistemas
terrestres. Ocurren en todos los hébitats desde el Polo Norte hasta la Patagonia.
Junto con las termitas, son los animales mas abundantes en ecosistemas de areas

tropicales. (Mackay, 1989).

Las hormigas presentan una organizaciéon completa, con estructura definida, cada
casta realiza trabajo especifico en la colonia, son altamente sociales y tienen
disciplina militar. Se diferencian castas: exploradoras, cortadoras, cargadoras,
escoteras, jardineras, soldados, machos alados, hembras aladas y reina, pudiendo

variar segun la especie (Vergara Castrillon, 2005).

6.2.2. Habitat

Una caracteristica por la cual las hormigas se han considerado como organismos
exitosos y ampliamente diversos es precisamente la gran diversidad de habitats en
los que pueden desarrollarse. Aunque es posible encontrar hormigas en
practicamente cualquier habitat, suele decirse que son organismos del suelo, sin
embargo, de manera secundaria, una gran cantidad de hormigas estan adaptadas
a la vida arbdrea viviendo en troncos, ramas, o cavidades subcorticales (Hoélldobler
y Wilson, 1991).

En cuanto a los ecosistemas mexicanos en los que es posible encontrar hormigas,
los desiertos, bosques, selvas, zonas urbanas, campos de cultivo y practicamente
cualquier sitio alberga alguna especie de hormiga. Aunque las hormigas de las
zonas tropicales mexicanas han recibido mas atencion, los estudios sobre hormigas
realizados en las zonas desérticas, zonas urbanas y aquellas asociadas a cultivos,

han permitido conocer un gran namero de especies (Del Toro et al., 2009).
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6.2.3. Taxonomia

Pertenecientes al reino Animalia, Filum Arthropoda, Clase Insecta, Familia
Formicidae, Orden Hymenoptera. La familia Formicidae estd representada
actualmente en la region neotropical por 15 subfamilias: Agroecomyrmecinae,
Amblyoponinae, Cerapachyinae, Dolichoderinae, Ecitoninae, Ectatomminae,
Formicinae, Heteroponerinae, Leptanilloidinae, Myrmicinae, Paraponerinae,
Pierina, Proceratiinae, Pseudomyrmecinae y la recientemente descrita Martialinae,
gue fue descubierta por Rabeling et al. (2008) en el Amazonas Brasilefio. Fernandez
& Sharkey (2006), afirman que hay algo mas de 11.500 especies de hormigas
descritas en 21 subfamilias en el neotrépico y registradas unas 3.100 especies y

120 géneros.

6.2.4. Morfologia

Las hormigas se reconocen por la presencia de la glandula metapleural, peciolo (o
peciolo y pospeciolo) y antena acodada (en obreras y hembras). Esta combinacién
de caracteres separa a las hormigas de cualquier otro himenoptero. Se considera a
la glandula metapleural como la sinapomorfia de Formicidae (Grimaldi et al., 1997)
aunque esta secundariamente ausente en algunos pocos grupos (la mayoria de

Camponotini, Oecophylini) (Engel-Siegel, 1984).

Baroni Urbani (1989), discute las sinapomorfias reconocibles de las hormigas,
reconociendo la presencia de subcasta de obreras, escapo alargado en la antena
de las obreras, presencia de glandula metapleural, y postfaringeal y constriccion del
primer segmento metasomal. Algunas de estas pueden sufrir reducciones en
algunos taxa. Las sinapomorfias sefialadas por Baroni Urbani (1989) y Baroni
Urbani et al.,, (1992), en conjunto, definen satisfactoriamente a las hormigas

vivientes.
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Las obreras de hormigas, como todo himenoptero Apocrita (con constriccion en el
abdomen o “cintura de avispa”) tienen tres partes claramente diferenciables: la
cabeza, el torax y el abdomen. El torax incluye el primer segmento abdominal el
cual se ha fusionado con el térax en todos los himendopteros apocritos (es decir,

todos los Hymenoptera excepto las avispas sierra, “Symphyta”).

El abdomen incluye el propodeo (que es el primer segmento y que se ha fusionado
con el térax), el peciolo (usualmente separado del propodeo y el siguiente segmento
abdominal por constricciones), el pospeciolo en algunos grupos (también con
constriccién con el peciolo y el siguiente segmento abdominal) y el gaster (los

demas segmentos abdominales).

Bolton (1994) sugiri6 el uso del término géaster para referirse al abdomen después
del peciolo (en aquellos grupos con un sélo segmento peciolar) o después del
pospeciolo (en aquellos grupos con un segundo segmento en el peciolo). Este
término equivaldria a metasoma (por ejemplo, Michener, 2000), término que Bolton

(1994) propone no usar.

6.2.5. Importancia biolégica — ecolégica

Las hormigas son bioindicadores de disturbio debido a su alta diversidad y
abundancia, a la variedad de nichos que ocupan, a su rapida respuesta a cambios
ambientales y a su identificacién relativamente facil, pudiendo ser atiles en la
evaluacion de respuestas bioticas frente a practicas agricolas como la fertilizacién,

la fumigacion y las quemas (Graham et al. 2008).

Ademas, al construir nidos subterraneos, las hormigas transportan hacia la

superficie grandes cantidades de suelo. Tal es el caso de Atta vollenweideri, especie
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gue de acuerdo con las aportaciones de Bucher & Zuccardi, 1967, llega a extraer
hasta 300 ton/ha en las sabanas de Argentina y Formica exsectoides 1.3 ton/ha/afio

en Norteamérica.

Cabe destacar que el transporte de suelo hacia la superficie tiene dos efectos
antagonicos: por un lado, su extraccion contrarresta el desarrollo de horizontes
discretos en el suelo, deteniendo los procesos locales de intemperizacion (Wiken et
al., 1976) y por el otro, su acumulacién en la superficie puede llevar a la formacién

de nuevos estratos del perfil edafico en el largo plazo (Eldridge & Pickard, 1994).

Diversos estudios demuestran el efecto positivo de los nidos de varias especies de
hormigas en el crecimiento de las plantas, debido en gran medida al enriquecimiento
del suelo. En las plantas que crecen sobre los hormigueros, se ha encontrado mayor
densidad de plantulas, mayor tamafo, crecimiento mas rapido y mayor

sobrevivencia, que en las plantas del suelo control (Dean & Yeaton, 1992).

Asi mismo, de modo indirecto, las hormigas pueden incrementar significativamente
la riqueza floristica en algunas asociaciones vegetales, por el hecho de ciertas
especies de plantas, con requerimientos edaficos muy especificos, se benefician de
las condiciones del suelo enriquecido (Lewis et al., 1991).

6.3. Marcadores moleculares

En la actualidad existen varias técnicas moleculares que nos permiten conocer
como se encuentran las proporciones de genes en las poblaciones naturales de
manera indirecta, como con los analisis de proteinas, o de manera directa con

estudios de ADN. Los diferentes tipos de marcadores se distinguen por su
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capacidad de detectar polimorfismos en loci Unicos o multiples y son de tipo

dominante o co-dominante (Simpson, 1997).

Los RAPDs (polimorfismos de ADN amplificados al azar) son marcadores que
amplifican aleatoriamente segmentos de ADN en una gran variedad de especies.
Los RAPDs se basan en la probabilidad estadistica de que se presenten sitios
complementarios al oligonucletdtido de 10 pares de bases (pb) a lo largo del
genoma. El polimorfismo de las bandas entre los individuos se debe a cambios en
la secuencia de los nucleétidos en los sitios de acoplamiento del oligonucleétido y

por insercion o delecion de los fragmentos en estos sitios (Williams et al., 1990).
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VII. MATERIALES Y METODOS
7.1. Area de estudio

El estudio se llevd a cabo en fragmentos de vegetacidon silvestre y areas de

produccion del Instituto Tecnolégico de Ursulo Galvan, Veracruz, México.

La vegetacion silvestre es un fragmento de area sin uso agricola con vegetacion
silvestre de la zona centro costera de Veracruz. Esta area se encuentra ubicada en
las coordenadas 19°25'6.17"N y 96°20'53.87"0, a una elevacion de 24 m. En esta
area se establecié un poligono de muestreo de 1.441 hectareas, georreferenciada
con los siguientes puntos: 1) 19°25'9.51"N, 96°20'54.46"0; 2) 19°25'9.26"N,
96°20'51.40"0; 3) 19°25'1.44"N, 96°20'54.28"0; 4) 19°25'5.52"N, 96°20'55.15"0 y
5) 19°25'6.70"N, 96°20'55.25"0. Esta es una vegetacion de selva baja caducifolia,
relacionada a las zonas costeras donde se pueden encontrar Cocuite (G. sepium),
Nacastle (Enterolobium cyclocarpum), Jilote (Bursera simaruba), Guacimo (G.
ulmifolia), Huizache (Acacia cochliacantha), Capulin (Karwinskia humboldtiana),
Coyol (Acrocomia aculeata), Guaje (Lysiloma divaricatum), entre otros, asi como

varias especies herbaceas, arbustivas, orquideas y hongos Basidiomycota.

Vegetacion
silvestre

Figura 1. Area de estudio, Acahual.
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El cultivo de lichi se localiza en las coordenadas 19°24'55.91"N y 96°21'13.60"0, a
una elevacién 11 m. Debido al tamafio pequefio del cultivo, se consideré en su
totalidad como &rea de muestreo, el cual es del.535 hectareas. Los puntos
georreferenciados que conforman el poligono de la parcela son: 1) 19°24'58.83"N,
96°21'13.66"0; 2) 19°24'54.14"N, 96°21'10.60"0; 3) 19°24'52.72"N, 96°21'13.77"0;
4) 19°24'54.75"N, 96°21'15.20"0 y 5) 19°24'58.00"N, 96°21'15.50"O.

Figura 2. Area de cultivo de Lichis.
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Figura 3. Area de estudio, Pastos.
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7.2. Muestreo

Se utilizaron trampas de caida para hormigas (elaboradas con envases de plastico
de un litro, enterrados a ras de suelo con agua y cebador en su interior) colocadas
en transectos de 100 m, dejando una distancia de 10 m entre trampas y con un
arreglo de zigzag a cada lado del transecto a una distancia de 10 m.

Se colecto el interior de cada trampa de caida (identificada con un namero de
trampa y fecha de colocacion) desenterrandola y llevandola al laboratorio para la
extraccion del contenido a través de un colador, las hormigas colectadas fueron
colocadas en frascos de vidrio con alcohol al 70% y etiquetadas, para su posterior

procesamiento.

Se coloco el interior de cada frasco con hormigas que representd una trampa o un
muestreo directo en una caja Petri y bajo microscopio estereoscopio las hormigas
fueron separadas y contabilizadas por morfoespecie y se colocaran nuevamente en

frascos con alcohol al 70% por morfoespecies.

Asi mismo, los frascos se etiquetaron con los datos del numero de trampa o
muestreo directo. Las morfoespecies de hormigas se identificaron a nivel género y/o

especie.

Los datos de individuos por especie de hormiga fueron capturados semanalmente
en una libreta de campo y posteriormente los datos se capturaron en hojas de

calculo de Microsoft Excel para su posterior arreglo y andlisis.

7.3. Extraccion de material genémico

18



Se extrajo el ADN de individuos de las distintas especies de hormigas que se
capturaron siguiendo el protocolo empleado por Casquet et. al. (2011). Para lo cual,
se tomaron dos patas de cada ejemplar, con ayuda de una pinza estéril. Como las
hormigas estaban conservadas en etanol se dejaron secar brevemente para
evaporar el etanol, se realizaron dos lavados con buffer TE (10 Mm Tris- Cl, pH 9.0,
1 Mm EDTA) para rehidratar los tejidos celulares. Las patas se incubaron durante
15 min a 95°C en una suspension de Chelex100 al 5% y 5 pl de proteinasa K (20
mg/ml).

Posteriormente se incubaron las muestras a 60 °C durante 20 miny a 99 °C 5 min
para inactivar la proteinasa K. La calidad y cantidad del ADN se cuantific6 con un
biofotdmetro NanoDrop OneC (absorbancia a 260 y 280).

7.4. Amplificacion de los marcadores moleculares RAPDs

Une vez que se extrajo el ADN, se realizd la amplificacion de los marcadores
moleculares RAPDS en un volumen final de 25 pL. Constituida por 50-100 ng de
ADN, 1 U de Taq polimerasa (Gotaq flexi DNA Polymerase, Promega), 200 uM de
dNTPs, 200 pM de iniciador y 1X de buffer de reaccién, suplementado con 2.5 mM
de MgCla.

Los iniciadores utilizados en las distintas reacciones fueron de 10 bases de longitud
y secuencia arbitraria (Operon technology, Inc) OPA-02, OPA-04, OPA-10, OPA-
13y OPG-12 (Cuadro 1). La PCR se realizo con los siguientes ciclos térmicos: una
desnaturalizacion inicial a 94°C por 2 min, 45 ciclos bajo las siguientes condiciones
desnaturalizacion a 94°C por 1 min, alineacion a 36°C por 1 min, extensién a 72°C

por 1 min y una extension final a 72° por 5 min.
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Cuadro 1. Secuencia de los iniciadores para amplificacion de los marcadores
moleculares RAPDs.

No. Clave Secuencia
1 OPA-02 5-TGC CGA GCT G-3
2 OPA-04 5-AAT CGG GCT G-3
3 OPA-10 5-GTG ATC GCA G-3
4 OPA-13 5-CAG CAC CCA C-3
5 OPG-12 5-CAG CTC ACG A-3’

La visualizacion de los productos amplificados se realiz6 en una camara de
electroforesis horizontal, en un gel de agarosa 2.0 % (p/v). Las condiciones de
electroforesis fueron de 90 V durante 1 hora en buffer TBE 0.5 X. Las bandas de
ADN se visualizaron bajo luz UV después de que se tifié el gel en 100 mL de
solucion 1 X TBE adicionado con 2 pyL de bromuro de etidio (10 mg mL-1) durante
20 min y las bandas se visualizaron con el sistema de fotodocumentacion (GelDoc
BioRad®).

7.5. Andlisis Bioinformatico

Los datos registrados en el sistema de fotodocumentacién se transformaron en una
raiz binaria, donde cada combinacion individuo—producto de amplificacién fue
codificado con “1” o “0” segun el producto se encuentre presente o ausente
respectivamente. A partir de esta matriz se realizé un fenograma mediante el
calculo del coeficiente de similitud de Jaccard entre individuos, tal como es
establecido para especies diploides con uso de marcadores moleculares
dominantes, en estudios sobre individuos sin relacién genética conocida (Laurentin,

2009), y el uso del método de la media aritmética no ponderada (UPGMA).
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Asi mismo, se realizO un Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA) y se
determinaron los indices de diversidad de Shannon y el andlisis de correspondencia
empleando el software About GenAlEx 6.503+ Ribbon®.
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VIII. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos de la colecta de especies concuerdan con las aportaciones
realizadas por Lozano (2019) en el trabajo “Diversidad de hormigas forrajeras
(Hymenoptera: Formicidae) como indicador de impacto ambiental en cana de
azucar y silvopastoril”, mismas que reporta géneros de hormigas tales como Atta,

Camponotus, Polyergus, Cheliomyrmex, entre otras en el &rea de Acahual, siendo

este el que mayor rigueza y diversidad tuvo a comparacion de otros usos de suelo.

Los géneros Pachycondyla, Ectatoma, Atta y Acropyga (Figura 6) solo se
encontraron el area de Acahual. Mas, sin embargo, los géneros Camponotus y

Oligomyrmex (Figura 4) refieren en los tres sitios de estudio.

Figura 4. Géneros de hormigas correspondiente al area de Pastos. a) Polyergus,
b) Oligomyrmex y ¢) Camponotus.

L d

Figura 5. Géneros de hormigas correspondientes al area de Lichis. a)
Cheliomyrmex, b) Eciton y ¢c) Normamyrmex.
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Figura 6. Géneros de hormigas correspondientes al &area de Acahual. a)
Pachycondyla, b) Ectatoma, c) Atta, d) Acropyga.
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A partir de la colecta de hormigas de los diferentes sitios de trabajo, se realiz6 la
amplificacion de un total de 16 muestras representativas analizadas en geles de
agarosa en las cuales se observaron bandas polimorficas en las amplificaciones con

los iniciadores empleados (Cuadro 2).

Cuadro 2. Oligonucledtidos utilizados y nimero de bandas obtenidas de las

poblaciones de hormigas.

Numero de NUmero total de Numero de bandas
No. Clave muestras bandas obtenidas polimorficas

amplificadas

1 OPA-02 12 7 6

2 OPA-04 12 6 9

3 OPA-10 12 9 7

4 OPA-13 8 11 8

5 OPG-12 6 9 4

Con el iniciador OPA-02 se pudieron amplificar un total de 12 muestras siendo la
especie Polyergus (Figura 4) la que mayor amplificacion tuvo de acuerdo con el
conteo de bandas. Asi mismo, los iniciadores OPA-04 (Figura 8) y OPA-10 (Figura
9) lograron amplificar 12 muestras respectivamente, siendo en el primer caso
Normamyrmex (Figura 5) la especie que representa el mayor nimero de bandas

obtenidas y Cheliomyrmex (Figura 5) en el caso de OPA-10.

El OPA-10 fue el iniciador que logro amplificar mayor niumero de muestras de
manera homogeénea, ya que en el gel se puede apreciar un patrén adecuado de
bandas obtenidas (Figura 9). EI OPG-12 fue el iniciador que menos muestras

amplifico (Figura 11).
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Figura 7. Amplificaciéon por RAPD (cebador OPA-2) de ADN de 16 muestras de
hormigas, visualizadas en electroforesis en gel de agarosa al 1.8% en
TBE .5x. Carriles “M” representan el marcador de peso molecular. Carril
1y 2 Pachycondyla, Carril 3y 4 Cheliomyrmex, Carril 5y 6 Camponotus,
carril 7 Myrmecina, carril 8 y 9 Atta, 10 Oligomyrmex, carril 11 Acropyga,

carril 12 Eciton, carril 13 y 14 Normamyrmex, carril 15y 16 Polyergus.
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Figura 8. Amplificacién por RAPD (cebador OPA-4) de ADN de 16 muestras de
hormigas, visualizadas en electroforesis en gel de agarosa al 1.8% en

TBE .5x. Carriles “M” representan el marcador de peso molecular. Carril
1y 2 Pachycondyla, Carril 3 y 4 Cheliomyrmex, Carril 5y 6 Camponotus,
carril 7 Myrmecina, carril 8 y 9 Atta, 10 Oligomyrmex, carril 11 Acropyga,

carril 12 Eciton, carril 13 y 14 Normamyrmex, carril 15y 16 Polyergus.
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Figura 9. Amplificacion por RAPD (cebador OPA-10) de ADN de 16 muestras de
hormigas, visualizadas en electroforesis en gel de agarosa al 1.8% en
TBE .5x. Carriles “M” representan el marcador de peso molecular. Carril
1y 2 Pachycondyla, Carril 3 y 4 Cheliomyrmex, Carril 5y 6 Camponotus,
carril 7 Myrmecina, carril 8 y 9 Atta, 10 Oligomyrmex, carril 11 Acropyga,
carril 12 Eciton, carril 13 y 14 Normamyrmex, carril 15y 16 Polyergus.
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Figura 10. Amplificacion por RAPD (cebador OPG-12) de ADN de 16 muestras de
hormigas, visualizadas en electroforesis en gel de agarosa al 1.8% en

TBE .5x. Carriles “M” representan el marcador de peso molecular. Carril
1y 2 Pachycondyla, Carril 3y 4 Cheliomyrmex, Carril 5y 6 Camponotus,
carril 7 Myrmecina, carril 8 y 9 Atta, 10 Oligomyrmex, carril 11 Acropyga,

carril 12 Eciton, carril 13 y 14 Normamyrmex, carril 15y 16 Polyergus.

28



Figura 11. Amplificacion por RAPD (cebador OPA-13) de ADN de 16 muestras de

hormigas, visualizadas en electroforesis en gel de agarosa al 1.8% en
TBE .5x. Carriles “M” representan el marcador de peso molecular. Carril
1y 2 Pachycondyla, Carril 3y 4 Cheliomyrmex, Carril 5y 6 Camponotus,
carril 7 Myrmecina, carril 8 y 9 Atta, 10 Oligomyrmex, carril 11 Acropyga,
carril 12 Eciton, carril 13 y 14 Normamyrmex, carril 15y 16 Polyergus.
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El dendrograma UPGMA (Figura 13) basado en la similaridad de coeficiente de
Jaccard obtenido a partir de 16 muestras analizadas muestra la presencia de 6
grupos mismos que se dividen, en ciertos casos, en subgrupos respectivamente. Se
pudieron identificar dos grandes grupos. El primero contiene 6 muestras
amplificadas dentro de las cuales solamente los géneros Polyergus, Oligomyrmex y
Camponotus son encontradas en los tres sitios de muestreo: Acahual, Lichis y

Pastos.

El segundo grupo esta representado por un total de 5 muestras amplificadas, de las
cuales en su mayoria son encontradas en Acahual a excepcion de Normamyrmex
que solo se encuentra en Lichis. Por otro lado, y tomando en cuenta la variacién de
la composicion de los sitios de muestreo Acahual, Lichis y Pastos se pudo
determinar que la diversidad genética de especies de hormigas resulta diferente en

los tres sitios de estudio.

En el dendrograma obtenido del area de Pastos (Figura 14) se representa
variabilidad genética subdividida en dos grupos, siendo Camponotus el género que
mas alejado se encuentra les resto. Por otro lado, el dendrograma del area de Lichis
(Figura 15) representa una variabilidad genética diferente a Pastos, y con especies
similares al area testigo que es el Acahual, encontrandose los géneros Camponotus

y Atta las que mas distanciadas se encuentran.

Estudios recientes han demostrado que la abundancia y diversidad de artrépodos
es mayor en policultivos forestales, agroforestales y agricolas en comparacion a
sistemas de una sola especie. Una de las posibles causas por las cuales los
policultivos poseen mayor abundancia y riqueza de artrépodos es que presentan
mas refugios y recursos para estas especies (Kelty, 2006).
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Debido a que el Acahual y el cultivo de Lichis presentan estructuras similares
respectos al paisaje y beneficios ecoldgicos que proporcionan, es posible encontrar
mayor diversidad de géneros de hormigas, puesto que promueven el mantenimiento
de los servicios ambientales manteniendo asi un gran numero de biodiversidad (Vila
et al., 2007)

© Camponotus

«© Pachycondyla1

< Camponotus2
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O Myrmecina
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O Attal

Figura 12. Dendrograma obtenido por el analisis de UPGMA segun el coeficiente
de Similitud de Jaccards a partir de los datos de los iniciadores OPA-
OPG de individuos de hormigas procedentes de diferentes sitios de
muestreo.
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Figura 14. Dendrograma obtenido a partir del analisis UPGMA de especies de
hormigas pertenecientes al area de Pastos.
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Figura 14. Dendograma obtenido a partir del analisis UPGMA de especies de
hormigas pertenecientes al area de Lichis.
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El analisis de correspondencia (Figura 11), en el que se representan las especies
amplificadas de los diferentes sitios de muestreo, determina una congruencia entre
el dendrograma en el que se encuentran representadas todas las especies (Figura
13), logrando con ello establecer una diferencia entre las zonas y la distribucion,

presencia o ausencia de las especies encontradas.

T T T T T T T 1
-3.00 -2.25 -150 -075 o; 0.75 150 225 3.00

Figura 15. Analisis de correspondencia entre las especies de hormigas y el area de

colecta.
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Las especies se encuentran distribuidas en una sola region que es el Acahual. Esto
debido a que la estructura de la vegetacion y la cobertura del suelo tienen un efecto
benéfico en los requerimientos de las hormigas, una mayor cobertura vegetal ofrece
mayor disponibilidad de recursos alimenticios para las hormigas (Lara et al., 2015).
Por lo que la diversidad en el Acahual aumenta con respecto a los sitios donde solo

existen los monocultivos.

Los pastizales poseen una baja biomasa y complejidad estructural (Murcia, 1995),
comparados con las otras areas, debido particularmente a la falta de cobertura
vegetal y a la ausencia de hojarasca, lo que puede resultar en una menor
heterogeneidad de microhabitats y una alta limitacion de recursos troficos y de
anidacion. Por tanto, la ausencia de diversidad de hormigas en esta area es notable
puesto que existe una limitacién de recursos por o que pocas especies pueden

mantenerse y obligando a otras a desplazarse.

La estructura genética de las poblaciones es afectada por diferentes factores como
el modo de reproduccion, flujo genético, formas de dispersion y la seleccion natural.
Sin embargo, no se descarta que, durante el proceso de seleccidén natural, nuevos
ambientes proporcionan la presion necesaria para enriquecer a poblaciones
introducidas con nuevas variantes originadas por transferencia horizontal (Liu et. al.,
2010).
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IX. CONCLUSIONES

Debido a que las poblaciones no son estaticas, sino dinamicas, es necesario seguir
realizando estudios genéticos que permitan entender los cambios que ocurren a
nivel poblacion en los diferentes ecosistemas y poblaciones. Con ello se pueden
hacer estimaciones que permitan realizar conclusiones acerca de los cambios que

se han generado a lo largo del tiempo en los diferentes ambientes y sitios de estudio.

Debido a esto, es importante comprender la variabilidad genética de especies pues
con base a ello es posible mantener el potencial evolutivo de estas y con ello dar
respuestas al medio en que se desarrollan ya sea fisico o bildgico, entendiendo asi,

su adaptacion a los cambios del ambiente.
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X. RECOMENDACIONES

El presente trabajo de tesis aporta una herramienta inicial para estudios posteriores
de diversidad genética. Dichos estudios deben realizarse de manera
intrapoblacional para poder entender la variabilidad genética que han sufrido las

poblaciones de especies a lo largo del tiempo y su respuesta al medio.

Se recomienda hacer estudios en diferentes épocas del afio y en distintos
ambientes, ya que la presencia/ausencia de especies de hormigas se ve afectada

en tanto por el climay la composicién del &rea en que se encuentran.
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Colecta de especies de las diferentes trampas



Proceso de extraccion de ADN de hormigas
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Electroforesis en gel de Agarosa de las muestras de hormigas.
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