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RESUMEN. La historia evolutiva de especies invasoras en su area nativa puede involucrar procesos
clave en su éxito fuera de ésta. Wasmannia auropunctata es una hormiga neotropical, que ha invadido
diversos sitos tropicales del mundo, aunque recientemente también se establecid en la region
Mediterranea. La posible poblacion fuente de esta ultima invasion se localizd en Argentina, el limite sur
de su distribucion nativa. Resulta entonces interesante estudiar las poblaciones de W. auropunctata en
esta region para entender su éxito fuera de la zona intertropical. En este trabajo se estudiaron distintos
aspectos -ecologicos, genéticos y comportamentales- de W. auropunctata en el limite sur de su
distribucion nativa, con el fin de entender qué factores son responsables de su éxito y analizar si su
historia evolutiva se corresponde con la reciente introduccién en el Mediterrdneo. Se analizd si las
poblaciones en esta region presentan caracteristicas invasoras, estudiando la asociacion entre su
dominancia y la perturbacion del ambiente, su sistema de reproduccion, por medio de microsatélites, y su
sistema de organizacion social, por medio de ensayos de agresion. Se realizo un estudio filogeografico,
utilizando ADN mitocondrial y nuclear, para analizar su historia de dispersion y diversificacion. Por
medio de un modelado de nicho ecoldgico se determinaron areas centrales y marginales de distribucion y
se analiz6 como cambiaron a lo largo del Cuaternario. Finalmente, se analizo su habilidad competitiva en
un ensamble local, utilizando cebos y trampas de caida. Wasmannia auropunctata resultd estar
ampliamente distribuida en esta regidon, siendo abundante y dominante en sitios perturbados,
principalmente antropicos. La organizacion social fue mayormente supercolonial independientemente del
nivel de perturbacion del ambiente. El sistema de reproduccion fue principalmente clonal en sitios
antropicos; mixto en sitios con perturbacion antropica media y en las planicies de inundacion; y sexual en
sitios naturales. Los marcadores mitocondriales y nucleares corroboraron la existencia de dos clados
principales (A y B), como habia sido propuesto en otros trabajos. Un analisis filogeografico bayesiano
sugirio que el ancestro comiin de ambos clados habria existido en el centro de Brasil hace 3,9 millones de
afios aproximadamente, desde done el clado A se expandi6 hacia el norte y el B (el mismo que invadio el
Mediterraneo) hacia el sur. El modelado de nicho ecoldgico sugirié que su diferenciacion genética podria
estar acompanada de una diferenciacion de nicho ecoldgico, siendo el clado A un linaje tropical y el B un
linaje subtropical y templado. Solo el clado B alcanzé altas latitudes en el sur de Sudamérica, hasta
Argentina, caracterizado por un clima maés frio que el norte de este continente. Esto es compatible con su
posterior establecimiento en la region Mediterranea. Wasmannia auropunctata presentd una baja
habilidad competitiva, indicando que €sta no es un factor asociado a su éxito. En conjunto, nuestros
resultados sugieren que los ambientes naturalmente perturbados (como las planicies de inundacion)
habrian jugado un papel importante en la aparicion de caracteristicas, como la clonalidad y la
supercolonialidad, que posteriormente favorecerian a W. auropunctata en ambientes antropicos, clave
para su introduccion fuera de su rango nativo. Por otro lado, su expansion natural a altas latitudes hacia el
sur de Sudameérica, le habria permitido una adaptacion a climas mas frios y con marcada estacionalidad,
clave para su establecimiento en la region Mediterranea. El presente estudio refleja la utilidad de la
exploracion de la historia de vida de una especie invasora dentro de su rango nativo para lograr una
mejor comprension de su escenario de invasion.

Palabras clave: invasiones biologicas, historia evolutiva, filogeografia, clonalidad, supercolonia,
Sudamérica, habilidad competitiva, expansién demografica, refugios pleistocénicos.



Ecological and genetic studies of the invasive ailfasmannia auropunctatan
Argentina, its native southernmost distribution limit

ABSTRACT. The evolutionary history of exotic species within their native range may involve key
processes for colonizing new habitats. Native from the Neotropics, the little fire ant Wasmannia
auropunctata has invaded many tropical sites around the world, and it has recently been introduced in the
Mediterranean region. The putative source population of this last invasion was located in Argentina, its
native southernmost distribution limit. Therefore, it is interesting to study the populations of W.
auropunctata in this region to understand its success outside the tropics. We studied different -biological,
genetic and behavioural- aspects of W. auropunctata within its native southernmost distribution limit, in
order to understand which factors are responsible for its success and analyze whether its evolutionary
history agrees with the recent introduction into the Mediterranean. We examined whether the populations
in this region have invasive characteristics, studying the association between their dominance and the
habitat disturbance, the reproductive system, using microsatellite markers, and the social organization,
through aggression tests. We analyzed mitochondrial and nuclear DNA markers, to perform a
phylogeographic analysis in order to infer its dispersion and genetic differentiation history. Through an
ecological niche modelling, we identified central and marginal distribution areas and analyzed how they
changed over the Quaternary. Finally, we analyzed its competitive ability in a local assembly, using baits
and pitfall traps. Wasmannia auropunctata was widespread at the southernmost limit of its native
distribution range, with higher abundances being mainly recorded in anthropic habitats. The social
organization was mainly supercolonial in all habitat types. The reproductive system was mainly clonal in
anthropic habitats, mixed in partially disturbed sites and floodplains, and sexual in natural sites. The
genetic analysis corroborated the existence of two main clades (A and B), as had been proposed in other
works. Phylogeographical Bayesian analysis suggested that the common ancestor of both clades would
have existed in central Brazil about 3.9 million years ago, from where clade A would have expanded and
differentiated northward and clade B (the same that invaded the Mediterranean) southward. The
ecological niche modelling suggested that genetic differentiation could be accompanied by a
differentiation in the ecological niche requirements, clade A being a tropical linecage and clade B a
subtropical and temperate linecage. Clade B was the only one which reached high latitudes in southern
South America, which is characterized by colder temperatures than the north of the continent. This
agrees with the subsequent establishment in the Mediterranean region. Wasmannia auropunctata had a
low competitive ability, indicating that interspecific competition is not a factor associated with its
success. Taken together, our results suggest that naturally disturbed environments (such as floodplains)
may have played an important role in the appearance of features such as clonality and supercoloniality,
which would have later favor W. auropunctata in anthropic habitats, key to its dispersal outside its native
range. Aditionally, the natural expansion at high latitudes to the south of South America, would have
allowed it to adapt to colder climates and seasonality, key to its later establishment in the Mediterranean
region. This study highlights the usefulness and value of exploring the life history and biology of
invasive species within their native range to better understand invasion scenario.

Key words: biological invasions, evolutionary history, phylogeography, clonality, supercolony, South
America, competitive ability, demographic expansion, Pleistocene refugia.
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Invasiones biolégicas

Una invasion biologica se define como un evento en el que una especie se traslada mas alla de
su potencial natural de dispersion, estableciéndose en un ecosistema en el que no estaba presente y
torndndose abundante en comparacioén con las poblaciones de su habitat originario (Lee, 2002; Rey,
2011). Esta puede producirse cuando al menos una hembra fecundada, o una semilla, de una especie
es transportada a un area nueva, a menudo distante, donde sus descendientes proliferan, se dispersan y
subsisten en el tiempo (Ricciardi, 2007). Las invasiones biologicas han alterado profundamente la
biota del planeta (Simberloff, 1997), no siendo un fendmeno nuevo ni una consecuencia exclusiva de
la actividad humana. Los rangos de las especies son naturalmente dinamicos (Lodge, 1993; Sax et al.,
2005). Por ejemplo, durante los tltimos 20 millones de afios, los movimientos tectonicos en la Tierra
generaron grandes intercambios bidticos entre diferentes regiones (Vermeij, 1991); en los ultimos
10.000 afos, durante los ciclos glaciares del Pleistoceno, diversos eventos de expansion y retraccion
de masas de hielo también generaron cambios en los rangos de todas las especies sobre la Tierra
(Lodge, 1993); y en periodos de tiempo mas cortos (ej. décadas), los rangos de las especies pueden

cambiar naturalmente por factores bidticos o ambientales (Lodge, 1993).

Sin embargo, los cambios en el rango de las especies se han acelerado considerablemente en
los ultimos 200 afios por causa directa de la actividad humana (Lodge, 1993; Ricciardi, 2007). La
magnitud geogréfica, la frecuencia y el numero de especies involucradas en invasiones biologicas han
crecido enormemente como consecuencia directa de la expansion del transporte y el comercio
(Deyrup et al., 2000; Suarez et al., 2005). Actualmente, todas las regiones del planeta se ven afectadas
simultdneamente por las invasiones bioldgicas y las tasas de invasion modernas son varios 6rdenes de
magnitud mas altas que las tasas prehistoricas (Ricciardi, 2007). La actividad humana no solo provoca
el intercambio de especies por medio del transporte (ej. introducciones accidentales en viajes
comerciales y turisticos, comercio global de organismos vivos (viveros y acuarios), caza y pesca
deportiva de animales exdticos que son criados en masa) (Simberloff, 1997), sino también por medio
de la creacion de grandes canales de intercambio de biota, donde antes existian barreras naturales. Por
ejemplo, la creacion del canal de Suez en 1869, gener6 el intercambio entre las biotas del mar
Mediterrdneo y el mar Rojo; y la creacion del canal de Panamé en 1914, gener6 el intercambio entre
los océanos Pacifico y Atlantico (Vermeij, 1991). El cambio climatico global y la modificacion del
ambiente por el hombre también provocan que muchas especies expandan su rango dentro de su area

nativa, y otras lo reduzcan (Lodge, 1993; Thomas & Lennon, 1999; Perry et al., 2005). Por todo esto,
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la introduccion accidental de especies exoticas constituye un problema cada vez mas serio que resulta
en una homogenizacion y pérdida de especies nativas a nivel mundial sin precedentes (Vitousek et al.,

1997; Clavero & Garcia-Berthou, 2005; Lockwood et al., 2007; Sax & Gaines, 2008).

Las especies invasoras son consideradas una amenaza importante para la conservacion de la
biodiversidad ya que afectan a todo tipo de ecosistemas, causando ademas enormes pérdidas
economicas y problemas sanitarios (Pimentel et al., 2011). Asimismo, causan miles de millones de
dolares en pérdidas por afio en concepto de inspecciones para prevenir el ingreso de especies no
deseadas, programas de erradicacion y control, reduccién de productividad y restauracion de habitats
(Pimentel et al., 2000). El dafio ambiental se manifiesta principalmente en la reduccién de
biodiversidad y extincidon de especies, ya que los invasores desplazan y reducen las poblaciones de las
especies nativas (Kupferberg, 1997), por medio de depredacion, competencia o modificacion del
ambiente (Lodge, 1993). Consecuentemente, modifican las estructuras troficas dentro de las
comunidades e inducen perturbaciones que afectan a los ecosistemas (Lodge, 1993; Vitousek et al.,

1996).

¢A qué se debe el éxito de una invasion biologica?

No todas las especies introducidas en un nuevo ambiente logran establecerse con éxito y
proliferar (Williamson & Fitter, 1996). La mayoria de las especies no sobrevive al viaje, otras lo
hacen pero no consiguen establecerse en el nuevo ecosistema por falta de espacio, de recursos, por
competencia con los organismos nativos, por depredacion, por enfermedades o por limitaciones
generadas por factores ambientales de tipo fisico (ej. temperatura) (Lodge, 1993). Existen especies
que eventualmente se naturalizan y mantienen niveles poblacionales que no interfieren sobre el
ecosistema (Lodge, 1993); otras desarrollan su ciclo de vida pero posteriormente desaparecen, en una
0 mas generaciones por fendomenos de estocasticidad ambiental o demografica (factores azarosos que

inducen fuertes fluctuaciones poblacionales) (Lodge, 1993).

Uno de los principales objetivos en el estudio de invasiones bioldgicas es entender por qué
ciertas invasiones biologicas prosperan y otras no. En este sentido, tanto las caracteristicas de la
especie invasora como las de la comunidad invadida son claves para que una invasion sea exitosa y
ambas determinan cudl serd el impacto de una invasion sobre la comunidad (Lodge, 1993). Las

especies depredadoras, por ejemplo, son las que mas impacto tienen sobre las comunidades invadidas.
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Otras caracteristicas generalmente compartidas por las especies invasoras exitosas (aunque existen
excepciones) son: i) estrategia de supervivencia “r”, la cual es tipica de especies que habitan
ambientes inestables, poseen una tasa de reproduccion elevada, produciendo un gran numero de crias,
inversion de poca energia en la reproduccion, organismos de tamafio pequeiio, tiempo de vida corto;
i) tasa de dispersion alta, iii) plasticidad fenotipica, iv) rango nativo amplio, v) alta diversidad
genética, vi) reproduccion asexual y vii) comensalismo con el hombre (Lodge, 1993). Los invasores
exitosos son en general especies que en su lugar de origen tienen cierta predisposicion a ser
transportadas por humanos y a soportar las dificiles condiciones o procesos de seleccion que se dan
durante el transporte, introduccion, establecimiento y dispersion (Suarez & Tsutsui, 2008). El éxito
también puede asociarse al nimero de veces que una especie es introducida, ya que a mayor nimero
de propagulos (estructuras capaces de reproducirse y diseminarse) la especie aumenta su probabilidad

de establecerse (Lockwood et al., 2005). El éxito de muchas especies invasoras también se ha

adjudicado capacidades competitivas superiores en relacion a las especies nativas (Bruno et al., 2005).

Por su parte, las comunidades blanco también juegan un papel clave ya que la probabilidad
de éxito de una invasion disminuye en las comunidades con una alta riqueza especifica. Por ejemplo,
las invasiones son mas comunes en islas, debido a que éstas poseen una menor riqueza especifica que
los ambientes continentales y, en general, presentan especies menos adaptadas a una gran diversidad
de competidores y no poseen depredadores capaces de desplazar a los invasores. Por lo tanto estas

comunidades, son mas vulnerables a una invasion (Lodge, 1993).

Por otro lado, uno de los mecanismos comunmente aceptados, clave para explicar el éxito
de las invasiones por especies exoticas es el propuesto por la hipotesis de “Liberacion de los
Enemigos Naturales” (Keane & Crawley, 2002). Esta hipotesis postula que las especies invasoras
experimentan, tras su introduccion en una region fuera de su area nativa, una liberaciéon de la
regulacion que sobre ellas ejercian sus enemigos naturales (depredadores, herbivoros, pardsitos o
patogenos), lo que favorece el aumento de sus abundancias y la expansion de su rango en el area

invadida.

Importancia de estudiar las especiesivasoras en su ambiente nativo

A la fecha, la mayoria de los estudios sobre invasiones bioldgicas se han focalizado en analizar

distintos aspectos de la biologia de las especies invasoras dentro de su rango introducido (Elton, 1958;
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Richardson et al., 2000; Sakai et al., 2001; Holway et al., 2002; Colautti & Maclsaac, 2004; Williams
& Smith, 2007). Esto se debe a que siempre se considerd que los principales cambios evolutivos
sufridos por las especies invasoras, clave para su €xito, ocurrian en el area introducida, ya que alli
¢stas deben enfrentarse con condiciones ambientales (bidticas y abioticas) y demograficas (ej.
reduccion del tamafio poblacional y variabilidad genética, proceso denominado “cuello de botella”)
nuevas y criticas (Sakai et al., 2001; Foucaud et al., 2013). Por su parte, tradicionalmente se ha
considerado al area nativa de las especies invasoras como un area homogénea, tanto en términos de

habitat como de las caracteristicas biologicas de las especies (Colautti & Maclsaac, 2004; Falk-

Petersen et al., 2006; Richardson & Pysek, 2006).

Sin embargo, hoy en dia esta vision cambid y se sabe que las areas nativas, en realidad,
constituyen habitats heterogéneos, ocupados por poblaciones ecologicamente heterogéneas que estan
constantemente sujetas a diferentes presiones ambientales (ej. Winkler et al., 2008). Muchas especies
invasoras han sufrido procesos evolutivos dentro de su rango nativo que son clave en su éxito fuera
del mismo (Facon et al., 2006; Bossdorf et al., 2008; Lee & Gelembiuk, 2008). Por lo tanto, hoy se
reconoce la importancia de estudiar también el area nativa de estas especies para entender el éxito de

las invasiones biologicas (Sakai et al., 2001; Bossdorf et al., 2005; Pedersen et al., 2006).

Por otro lado, diversos estudios sefialan la importancia del papel del hombre en el surgimiento
de los cambios evolutivos que promueven una invasion (King & Tschinkel, 2008; Leprieur et al.,
2008). El uso de la tierra por el hombre y la modificacién de ecosistemas provoca el desplazamiento
de muchas especies, pero favorece a algunas pocas que logran adaptarse a dichos habitats antrdpicos
(Olden et al., 2004; Ekroos et al., 2010; Hufbauer ef al., 2012; Foucaud et al., 2013). Las poblaciones
adaptadas a los ambientes modificados por el hombre son susceptibles a tornarse invasivas en

cualquier otro sitio (Ehrlich, 1989).

Las invasiones por hormigas

Las hormigas son organismos fundamentales para mantener la integridad de los ecosistemas,
por su gran abundancia, riqueza especifica y porque llevan a cabo funciones esenciales (Folgarait,
1998). Sin embargo, cuando las hormigas se tornan invasoras, pueden representar una grave amenaza
para la biodiversidad de los ecosistemas invadidos, asi como para intereses humanos como la

agricultura y la salud publica (Williams, 1994; Holway et al., 2002; O’Dowd et al., 2003). Del total de

14



12600 especies de hormigas identificadas, mas de 200 fueron introducidas en ambientes exoticos
(Suarez et al., 2010). No todas ellas han causado un impacto ecoldgico o econdémico significativo
(McGlynn, 1999), pero un pequeiio nimero se han vuelto sumamente invasivas (Holway et al., 2002).
Diecinueve de estas especies estan listadas como altamente problematicas por la Union Internacional
por la Conservacion de la Naturaleza (IUCN) (SSC Invasive Species Specialist Group, 2012), entre las
cuales se encuentran la hormiga colorada Solenopsis invicta, la hormiga argentina Linepithema
humile, la hormiga loca Anoplolepis gracilipes, la hormiga cabezona Pheidole megacephala y la

pequefia hormiga de fuego Wasmannia auropunctata (Lowe et al., 2000; Holway et al., 2002).

La introduccién accidental de algunas especies de hormigas ha causado una pérdida de
biodiversidad de hormigas y otros artropodos en los territorios invadidos (Ward, 1987; Porter y
Savignano, 1990; Human & Gordon, 1996; Holway, 1998), asi como también la disminuciéon y
extincion local de plantas, aves, reptiles y mamiferos (Holway et al., 2002; Lach & Hooper-Bui,
2010). Diversos estudios sefialan a las hormigas exdticas como la causa de declinacion de la fauna de
vertebrados e invertebrados nativos, disminucion de dispersion de semillas, con su consecuente
impacto en la estructura de la vegetacion nativa, pérdidas en la productividad agropecuaria
(directamente por medio del consumo de cultivos o indirectamente por el aumento asociado de afidos
y cochinillas). Ademas, afectan las propiedades del suelo y pueden interferir en las interacciones
mutualistas de otras especies de hormigas con plantas y otros artrépodos (Holway et al., 2002). De
esta manera, las hormigas exdticas representan un grave problema a nivel mundial, pudiendo causar

dafios irreparables en los ecosistemas (Cole et al., 1992).

Muchas hormigas invasoras son denominadas “hormigas vagabundas™ (tramp ants), las cuales
se caracterizan por poseer un conjunto de rasgos que facilitan su dispersion por medio del hombre y su
establecimiento en nuevas areas biogeograficas (Passera, 1994; Holway & Suarez, 1999). Se trata de
especies con dieta generalista y oportunistas a la hora de elegir donde nidificar. Los nidos suelen ser
efimeros, mudando su ubicacion con frecuencia y expandiéndose a nuevos sitios, lo que puede generar
la existencia de nidos sin reinas pero con obreras y larvas, interconectados entre si (polidomia)
(Debout et al., 2007). Las colonias poseen mas de una reina (son poliginas), y nuevas colonias suelen
ser fundadas por brotacion (una reina inseminada abandona el nido con un grupo de obreras y funda
un nuevo nido muy proximo al anterior) (Heinze et al., 2006); es decir, no poseen vuelos nupciales,

como la mayoria de las hormigas (Holldobler & Wilson, 1990).
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El caso de la pequefia hormiga de fueg@/asmannia auropunctata

La pequena hormiga de fuego, Wasmannia auropunctata (Roger, 1863) (Hymenoptera:
Formicidae), es una hormiga de origen neotropical que en los ultimos cien afios ha sido dispersada en
el resto de las regiones tropicales del mundo por el transporte comercial (Wetterer & Porter, 2003).
Por su severo impacto en el ecosistema, W. auropunctata es considerada por la Unidn Internacional
para la Conservacion de la Naturaleza (IUCN) una de las cien mas peligrosas especies invasoras del
mundo (Lowe et al., 2000). Se le ha atribuido la reduccion de la diversidad de especies de hormigas, la
disminucién de la abundancia global de insectos voladores y arboricolas, y la eliminacion de
poblaciones de ardcnidos (Lubin, 1984; Le Breton et al., 2003; Walker, 2006; Berman et al., 2013).
También existen reportes que denuncian el ataque de W. auropunctata a reptiles, aves y mamiferos
nativos (Roque-Albelo & Causton, 1999; Wetterer et al., 1999; Jourdan et al., 2001; Walsh et al.,
2004). Wasmannia auropunctata es considerada una de las especies exdticas de hormigas mas dafiinas
de las islas del Pacifico (Loope & Krushelnycky, 2007). Con la excepcion del microhimenoptero
parasitoide Orasema minutisima (Hymenoptera: Eucharitidae) en el trépico (Heraty, 1994), no se ha

encontrado al momento un potencial enemigo natural para combatir a esta plaga.

Wasmannia auropunctata es la Unica especie, dentro de su género, que ha logrado un gran
¢éxito ecoldgico (Longino & Fernandez, 2007). Esta especie se encuentra ampliamente distribuida en
la region neotropical: desde México hasta el norte de Argentina. Sin embargo, no resulta claro aun si
la especie es efectivamente nativa en toda esta region y cuan extenso era su rango nativo antes de la

influencia de la actividad humana (Wetterer & Porter, 2003).
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Figura 1.1 Mapa de la distribucion de W. auropunctata y sus rutas de introduccion (Foucaud et al., 2010a;
modificado por Coulin, 2013). El area verde delimita la distribucion nativa descripta por Wetterer & Porter
(2003). Los circulos representan poblaciones introducidas con distinto origen, representado por las flechas, y el
presumible afio de introduccion entre paréntesis. Las estrellas negras representan poblaciones muestreadas por
Foucaud et al. (2010a), CR: Costa Rica, FG: Guyana Francesa, B: Brasil. Las letras al lado de los circulos
coloreados representan el nombre del estado/pais donde la especie fue introducida, A: Australia, P: Papta
Nueva Guinea, S: Islas Salomoén, V: Vanuatu, NC: Nueva Caledonia, T: Tahiti, H: Hawai, FL: Florida, C:
Cuba, DR: Republica Dominicana, D: Dominica, G: Guadalupe, Ci: Isla del Coco, Gi: Galapagos, Ga: Gabdn,
Ca: Camerun, Is: Israel.

Durante los tltimos 100 afos, W. auropunctata se ha convertido en una plaga, tanto en su area
nativa (ej. en plantaciones de cacao en Colombia y Brasil; Posada et al., 1976; Delabie, 1989; de
Souza et al., 1998), como también fuera de la region neotropical. Invadio diversas islas del Caribe y
del Pacifico (incluyendo las Islas Galdpagos, Hawdai, Nueva Caledonia, Islas Salomon, Tahiti y
Vanuatu), islas atlanticas subtropicales (Bermuda y Bahamas) y Estados Unidos (Florida y California)
(Wetterer & Porter, 2003; Foucaud et al., 2010a) (Figura 1.1). En Africa ha invadido tanto ambientes
antropicos como bosques nativos en Gabon (Santschi, 1914; Wetterer et al., 1999; Wetterer y Porter,
2003; Walsh et al., 2004; Walker, 2006; Ndoutoume & Mikissa, 2007), y mds tarde plantaciones de
cacao en Camerun (de Miré, 1969). También se la ha encontrado en invernaderos que recrean
ambientes tropicales en Gran Bretafia y Canadéa (Ayre, 1977). En el afo 2005, W. auropunctata fue

registrada por primera vez en la regiéon Mediterranea, en Israel (Vonshak et al., 2010), lo cual
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demuestra su potencial para invadir también regiones no tropicales del mundo. Resulta curioso que
una especie de origen tropical y subtropical pueda establecerse exitosamente en regiones con un clima
tan distinto a los de su area nativa, caracterizadas por temperaturas mas frias y marcada

estacionalidad.

Caracteristicas de Wasmannia auropunctata

Wasmannia auropunctata pertenece a la subfamilia Myrmicinae, posee obreras pequenas (~1,5
mm de largo; Figura 1.2a) y reinas de mayor tamafio (~4,5mm; Figura 1.2b) (Wetterer & Porter,
2003). Posee habitos oportunistas de nidificacion y alimentacion (Tennant, 1994); suele anidar debajo
de piedras, debajo y dentro de troncos, ramas y restos vegetales (Wetterer & Porter, 2003). Las
colonias pueden ser monoginas (poseer una sola reina) o poliginas (poseer mas de una reina) y sus
colonias se reproducen por brotacion (Wetterer & Porter, 2003). Las obreras de W. auropunctata se
alimentan comunmente de nectarios extraflorales vegetales y del exceso de azucar secretado por
homopteros, como afidos, cochinillas, escamas y moscas blancas (Wetterer & Porter, 2003). En
cuanto a su comportamiento, W. auropunctata no es una especie agresiva; las obreras se mueven

lentamente y al ser molestadas buscan esconderse (Kusnezov, 1951).

Figura 1.2. Obreras de Wasmannia auropunctata (a) (Foto: www.alexanderwild.com); reinas, obreras y
crias (b) (Foto: Queller, 2005).
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Estructura genética de Wasmannia auropunctata

La evidencia obtenida a partir del estudio del ADN mitocondrial (ADNmt) sugiere que W.
auropunctata se divide en dos clados principales (A y B). El clado A se distribuye en Centroamérica y
el norte de Sudamérica, el clado B se encuentra en el sur de Sudamérica, y ambos se superponen en
Brasil y Ecuador (Mikheyev & Mueller, 2007). La mayoria de las poblaciones introducidas pertenecen
al clado A, excepto el este africano, Nueva Caledonia, Tahiti e Israel, que fueron invadidos por

poblaciones del clado B (Figura 1.3) (Mikheyev & Mueller, 2007; Rey et al. 2012).
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Figura 1.3. Relaciones filogenéticas entre poblaciones nativas e introducidas (resaltadas en negro) de
Wasmannia auropunctata, basadas en un analisis bayesiano, obtenido por Mikheyev & Mueller, 2007).
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Caracteristicas asociadas al éxito de Wasmannia auropunctata como especie invasora

Wasmannia auropunctata posee muchos rasgos, compartidos con otras especies de hormigas
altamente invasoras, que pueden explicar en parte su éxito (Branddo & Paiva, 1994; Passera, 1994).
Los hébitos generalistas de alimentacion le permiten prosperar en una amplia gama de condiciones
ambientales (Smith, 1942; Kusnezov, 1951; Way & Bolton, 1997) y los hébitos generalistas de
nidificacion, junto con la construccion de nidos de poca profundidad, le permiten explotar una muy
amplia serie de cavidades superficiales naturales como también cualquier tipo de producto o estructura
construida por el hombre (Deyrup et al., 2000). A su vez, los nidos son altamente mdviles, pudiendo
trasladarlos a sitios més favorables cuando esto es posible. Las colonias, o fragmentos de ellas, a
menudo se mueven a nuevos objetos que llegan a su territorio; si los mismos son luego transportados a
otros sitios, la colonia de W. auropunctata viaja con ellos (Wetterer & Porter, 2003). Ademas, la
poliginia, junto con el tamafio pequefio de las obreras y grande de las reinas, provoca una tasa alta de

produccion de obreras y de crecimiento colonial y poblacional (Wetterer & Porter, 2003).

Algunos autores sugieren que W. auropunctata muestra un alto nivel de agresion contra otras
especies de hormigas, lo que les permite excluirlas por completo y dominar una zona (Brandao &
Paiva, 1994; Way & Bolton, 1997; Delsinne et al., 2001; Le Breton et al., 2003). El pequefio tamafio
de las obreras podria ser un rasgo que le permitiria ganar un combate con otras especies de hormigas

(McGlynn, 1999).

Otra caracteristica asociada a su éxito como invasora es su organizacion social unicolonial, en
la que individuos de diferentes nidos se mezclan libremente formando una gran supercolonia
altamente competitiva (Wetterer & Porter, 2003). Este rasgo parece conferir una gran ventaja a las
poblaciones de W. auropunctata introducidas, gracias a la disminuciéon en la competencia
intraespecifica y la mayor eficiencia al competir con otras especies de hormigas (Holway & Suarez,
2004). La falta de territorialidad entre sus colonias permite que las poblaciones alcancen densidades

mucho mas altas que las colonias territoriales (Holldobler & Wilson, 1977).

Recientemente se descubrid que esta especie posee dos tipos de poblaciones en cuanto a su
sistema reproductivo: poblaciones sexuales (clasicas en himenopteros) donde obreras (estériles) y
reinas se producen por reproduccion sexual y machos por partenogénesis arrenotoca; y poblaciones
clonales, en las cuales las reinas y los machos se reproducen clonalmente y las obreras estériles se

producen sexualmente, al igual que en la mayoria de las especies de hormigas (Fournier et al. 2005a;

20



Foucaud et al., 2007). Se considera que la reproduccion clonal otorga ventajas demograficas,
ayudando a que las poblaciones se vuelvan numéricamente dominantes, a diferencia de poblaciones
sexuales de la misma especie (Maynard Smith, 1978). En insectos sociales la clonalidad aumentaria la
tasa de crecimiento colonial (Vorburger et al., 2003) y el potencial de dispersion (Sakai et al., 2001).

Atn no se conoce el origen de la clonalidad en W. auropunctata.

Caracteristicas de Wasmannia auropunctata en su rango nativo

Wasmannia auropunctata se encuentra, en su rango nativo, en dos tipos principales de hébitat:
1) en bosques primarios, sin modificacion humana, donde tiende a ocupar regiones naturalmente
perturbadas como planicies de inundacion y 2) en areas con gran actividad antrépica como ciudades,
plantaciones y costados de caminos. A su vez se encontrd que esta especie posee dos tipos de
poblaciones, ecologicamente distintas, asociadas a cada tipo de habitat: por un lado poblaciones
dominantes(caracterizadas por alta densidad de nidos, reinas, obreras y crias), asociadas a ambientes
antropicos y a una baja riqueza especifica de hormigas y, por otro lado, poblaciones no dominantes
(con baja densidad de nidos, reinas, obreras y crias) asociadas a ambientes no perturbados por el
hombre (Orivel et al.,, 2009). La perturbacion humana dispara aumentos poblacionales de W.
auropunctata, por lo que, en su area de distribucién natural, esta especie es considerada como una
especialista en perturbaciones (Majer & Delabie, 1999). El éxito de W. auropunctata en habitats
perturbados puede deberse, en parte, a las densidades mas altas de homopteros que se alimentan de
plantas de crecimiento secundario, representando una abundante fuente de hidratos de carbono, que

puede provocar que W. auropunctata alcance poblaciones extremadamente densas (Deyrup et al.,

2000).

Foucaud et al. (2009) estudiaron poblaciones de W. auropunctata en Guyana Francesa y Bahia,
en Brasil, y encontraron que las poblaciones clonales se asocian mayormente a habitats antropicos,
mientras que las sexuales se asocian a habitats naturales, sugiriendo que la perturbaciéon humana del
ambiente proporciona condiciones ambientales que favorecen el establecimiento de poblaciones
clonales. También observaron que las parejas (machos — reinas) de nidos clonales estaban
genéticamente menos relacionadas entre si que las parejas de nidos sexuales; como consecuencia, las
obreras de nidos clonales son mas heterocigotas que las de nidos sexuales. Propusieron entonces que

la clonalidad permitiria mantener determinados genotipos en los machos y en las hembras, generando
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obreras altamente heterocigotas. En particular, durante la evolucién de esta especie, la clonalidad
podria haber sido seleccionada en ambientes perturbados gracias a que mantiene combinaciones
alélicas beneficiosas en esos ambientes. El alto nivel de heterocigosis en las obreras podria permitirle
a W. auropunctata enfrentar las condiciones ambientales extremas presentes en los hébitats antrdpicos
(ej. Ferreira & Amos, 2006). Por otro lado, Foucaud et al. (2009) hallaron que tanto las poblaciones
dominantes de W. auropunctata, como las no dominantes, y tanto las sexuales como las clonales,
formaban supercolonias (Figura 1.4), por lo cual, contrariamente a lo esperado, la unicolonialidad no
seria un factor que dispara la dominancia ecoldgica de las poblaciones nativas de W. auropunctata. En
cambio, la unicolonialidad si seria beneficiosa al promover la expansion de rango de poblaciones
previamente dominantes. De hecho, diversos estudios sefialan que la unicolonialidad seria beneficiosa
en las ultimas etapas del proceso de invasion (cuando la especie ya esta establecida) ya que la ventaja
de reducir la competencia intraespecifica, propia de la unicolonialidad, se alcanza cuando las

poblaciones invasoras se vuelven mas densas (Mooney & Hobbs, 2000; Sakai et al., 2001).

ORGANIZACION SOCIAL [ Unicolonialidad | | Multicolonialidad |

Todas las Wblatlﬁ fLEs SO0
wnicoloniales, la organizacion
social no explica la dominancia

SISTEMA DE REPRODUCCION
Poblaciones con ambas tipos de sistemas
reproductivos pusden ser dominantes.

La mayonia de las poblaciones clonales se
encusniren en amblentes antrapleas, ylaz
sexudlesenambientes naturales

Clonal

PERTURBACION HUMANA

En habitats naturales, nd hﬂ'r’ poblaciones
dominates, en habitat antrdpicos 1a
mayonia de las poblaciones son dominantes

Ausente

Presente

DOMINANCLA ECOLOGICA,

Todas Las poblaciones dominanted se encuaniran
enamblentes modificedos porel hombre y la
mayenia sendonales. 5010 pocas son jexwakes,

La mayoria da las pablacionss no dominantes &
encueniran en amblentes naturales, y pocas en
amidentes modificados por el hombre. La
mayona Lontexealed, 10lo podad 1on chonales.

Figura 1.4. Esquema que representa las relaciones entre la dominancia ecoldgica de poblaciones de
Wasmannia auropunctata, con la organizacion social, el sistema de reproduccion y la perturbaciéon humana del
ambiente, inferido por Foucaud et al. (2009). Las flechas mas gruesas representan eventos frecuentes y las
flechas finas eventos raros.
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Caracteristicas de Wasmannia auropunctata en su rango introducido

Todas las poblaciones introducidas de W. auropunctata son ecoldgicamente dominantes
(Orivel et al., 2009) y poseen una organizacion social supercolonial (Le Breton et al., 2004; Vonshak
et al., 2009) al igual que las poblaciones nativas presentes en ambientes antropicos (Foucaud et al.,
2009). Foucaud et al. (2010a), analizando poblaciones de W. auropunctata en 16 paises del rango
introducido (Figura 1.1), descubrieron que todas las poblaciones introducidas son clonales. Los
niveles de heterocigosis de obreras de las poblaciones introducidas (todas clonales) son iguales a los
de las poblaciones nativas clonales, y ambos son mayores a los de poblaciones nativas sexuales
(Foucaud et al., 2010a). Foucaud et al. (2010a) sugieren que la clonalidad se origin6 en ambientes
naturales, y ha sido seleccionada en ambientes antropicos en el rango nativo. Resulta interesante
desentrafiar qué factores contribuyeron a la aparicion de clonalidad en poblaciones naturales de W.

auropunctata dentro de su area de distribucion nativa.

Escenario de invasion de Wasmannia auropunctata

Una vision tradicional del proceso de invasiones bioldgicas supone un tnico paso, donde una
especie exodtica proveniente de un area distante se establece y se extiende en un area introducida (e;j.
gracias a que alli no posee enemigos naturales, o gracias a cambios adaptativos sufridos en el area
introducida) (Figura 1.5a) (Richardson et al., 2000; Sakai et al., 2001; Colautti & Maclsaac, 2004).
Foucaud et al. (2010a) en cambio, sugieren que en W. auropunctata, las poblaciones introducidas se
originaron a partir de poblaciones nativas dominantes. Por lo tanto, a diferencia del modelo de
invasion clésico (escenario de “un paso”), el escenario de invasion de W. auropunctata seria de “dos
pasos”, donde primero colonizé areas antrdpicas en su rango nativo y posteriormente se estableci6 en
areas antropicas en su rango introducido (Figura 1.5b). Asi, W. auropunctata constituye un modelo
muy interesante de especie invasora que ha sufrido importantes cambios en su ambiente nativo antes
de su dispersion a largas distancias en el resto del mundo. Es interesante conocer como se produjo la
transicion de las poblaciones no dominantes a dominantes en el area de distribucion nativa de esta
especie, como factor clave en su €xito como especie invasora y como elemento clave en el estudio de

invasiones biologicas (Foucaud et al., 2009).
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(a) Vision tradicional de escenarios de invasiones biologicas: “un paso”

Areanativa Areaintrocucica

4R

eztablecimiento

disperaon

<\

(b) Vision alternativa ilustrada para 17 avropunciata: “dos pasos”

Area nativa Areaintroducida
Ambaente Arabisnta Ambaente
natural antrépico antrdpico

Figura 1.5. Esquema que representa: a) la vision tradicional de los escenarios de invasiones bioldgicas y b) el
escenario de “dos pasos”, que explica, de manera mas parsimoniosa, la invasion de Wasmannia auropunctata
en el mundo (extraido de Foucaud et al., 2010a).

Invasion de Wasmannia auropunctata en la region Mediterranea

Wasmannia auropunctata se ha establecido en alrededor de 100 localidades en Israel (Vonshak
et al., 2009, 2012). Un analisis genético indica que se trata de una unica introduccion, ya que hay un
unico genotipo de hembra y un solo genotipo de macho a lo largo de todo el pais, y ambos se
reproducen clonalmente (Vonshak et al., 2009). A su vez, la ausencia de agresion entre las obreras
sugiere que la poblacion introducida constituye una tinica supercolonia (Vonshak et al., 2009). En un
estudio realizado en cooperacion entre la FUEDEI y el Centre de Biologie et de Gestion des
populations (CBGP- Montpellier, Francia) se identifico la posible poblacion fuente de la invasion en

Israel en el centro-este de Argentina, en la region de Zarate (Camping Las Tejas), provincia de Buenos
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Aires (Rey et al.,, 2012). Dicha poblaciéon posee la misma secuencia del gen mitocondrial COI
(haplotipo) y practicamente el mismo genotipo multilocus nuclear (compuesto por 12 marcadores
microsatélites), que la poblacion presente en Israel. A partir de experimentos realizados en el
laboratorio, donde se someti6 a obreras de distintas poblaciones de W. auropunctata, tanto nativas
como introducidas y de origen tropical, subtropical y templado, (introducidas: Israel, Florida, Nueva
Caledonia, Camerun; nativas: Guyana Francesa y Zarate, Argentina), se observo que las obreras de
Argentina e Israel sobrevivian mejor y se recuperaban mas rapido, luego de permanecer 16 horas a
2°C (shock de frio), que las de regiones tropicales, tanto nativas como introducidas (Rey et al., 2012).
Este experimento sugiri6 entonces que la poblacion introducida en Israel es mas tolerante al frio que
las poblaciones tropicales de W. auropunctata y que la introduccién en Israel habria seguido un
escenario de invasion mediado por una adaptacion a temperaturas mas frias en el limite sur de
distribucion nativa (ej. en la region alrededor de Zarate), previamente al establecimiento en la region

Mediterranea.

Es por esto que Argentina constituye una region clave en la historia evolutiva de W.
auropunctata, y en su capacidad de colonizar ambientes templados, por poseer condiciones
ambientales mas extremas, con un clima estacional, templado y relativamente mdas seco que las
regiones tropicales y subtropicales de Sudamérica. A pesar de los numerosos estudios realizados sobre
W. auropunctata en el norte de Sudamérica, nada se conoce sobre la biologia de esta especie en
Argentina, el extremo sur de su distribucion nativa. En particular, si en Argentina se encuentra la
poblacion fuente de la invasion en Israel, las poblaciones de W. auropunctata en esta region deberian
presentar las caracteristicas de poblaciones invasoras: ser ecologicamente dominantes (poseer alta
densidad de nidos, obreras, reinas y crias), presentar clonalidad y supercolonialidad. Por otro lado, si
W. auropunctata sufrié una adaptacion a climas mas frios en su rango nativo, esto deberia reflejarse

en su historia evolutiva desde su origen y a través de su dispersion y diversificacion en el Neotropico.

Objetivos de la tesis e hipotesis de trabajo

El objetivo central de esta tesis doctoral es completar el escenario de invasion de W.
auropunctata en la region Mediterranea analizando, por un lado, si en Argentina existen poblaciones
con caracteristicas invasoras, es decir, poblaciones ecologicamente dominantes, de reproduccion

clonal y organizacion social supercolonial. Corroborar esto dara sustento a la hipotesis del escenario
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de invasion de “dos pasos” postulada por Foucaud et al. (2010a). Por otro lado, se desea analizar la
historia evolutiva de W. auropunctata en su rango nativo, en un contexto filogeografico, para evaluar
si la introduccién en el Mediterraneo es consistente con una dispersion natural gradual de W.
auropunctata a latitudes mayores en su rango nativo, lo cual apoyaria la hipdtesis que postula que la
especie se adaptd progresivamente a temperaturas mds frias hacia el sur de Sudamérica. Esta
adaptacion es posible ya que en W. auropunctata se mantiene la reproduccion sexual. Finalmente, se
desea descartar la habilidad competitiva de W. auropunctata como un factor importante que explique
su éxito como invasora, postulando que logra invadir zonas modificadas por el hombre, gracias a la
exclusion de sus hormigas competidoras y no gracias a poseer la capacidad de desplazarlas. Para
cumplir con estos objetivos, se estudiard de manera multidisciplinaria la biologia de W. auropunctata
en el limite sur de su distribucion nativa, es decir, la region fuente de la introduccién en el

Mediterraneo, abordando aspectos genéticos y ecologicos.

En general, responder estas tres preguntas serd un importante aporte para dilucidar cuales
son los principales mecanismos que determinan el éxito de W. auropunctata como especie invasora y
entender como logré una hormiga de origen tropical y subtropical, establecerse exitosamente en la

region Mediterranea, caracterizada por clima templado.

Los tres objetivos generales y particulares, junto con las hipdtesis y predicciones asociadas

se detallan a continuacion:

e Objetivo 1. Determinar si en Argentina &ten poblaciones de W. auropunctata con
caracteristicas de poblacionesviasoras (ecolégicamente domints, mayormente clonales y

supercoloniales)(Capitulos 2, 3 y 4).
Para ello sera necesario:

a) Determinar la distribucion y abundancia de W. auropunctata en el limite sur de su distribucion
nativa.

b) Estudiar si en Argentina existen poblaciones ecologicamente heterogéneas (dominantes y no
dominantes) asociadas a la perturbacion del héabitat (antropico o natural). Prediccion: Se espera
que W. auropunctata posea poblaciones dominantes en ambientes antropicos y no dominantes

en ambientes naturales.
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c¢) Analizar el sistema reproductivo de las poblaciones de W. auropunctata mediante marcadores
microsatélites. Prediccidon: Se espera que las poblaciones en ambientes antropicos presenten
una mayor incidencia de clonalidad y las que se encuentran en habitats naturales presentan una
mayor incidencia de sexualidad.

d) Conocer la organizacion social de W. auropunctata en Argentina. Prediccion: Se espera que la
organizacion social sea mayormente supercolonial tanto en areas antropicas como naturales.

e) Adicionalmente se buscardn enemigos naturales en la region (potenciales agentes de control

bioldgico, tales como patégenos y parasitoides).

e Objetivo 2: Estudiar la historia evolutiva di& especie y evaluar si se corresponde con una
adaptacion a climas mas frios esu rango nativo, clave para sestablecimiento en la region

Mediterranea(Capitulo 5)

Hipotesis: W. auropunctata se origind en regiones tropicales y posteriormente se disperso a regiones
de clima templado. Esta dispersion natural habria estado acompafiada por una adaptaciéon a climas mas
frios, la cual seria clave para su establecimiento en ambientes con condiciones climaticas similares,

como las que existen en la region Mediterranea.
Para ello sera necesario:

a) Analizar el pasado filogeografico de la especie, su origen y patron de dispersion a lo largo de
su rango nativo por medio de marcadores moleculares, tanto mitocondriales como nucleares.

b) Evaluar si las poblaciones presentes en Argentina son nativas o introducidas, analizando si el
ingreso de la especie en esta region fue reciente, mediado por la actividad antrdpica, o si
ocurrid en una escala temporal evolutiva mediante una dispersion natural. Hipotesis 2b: Las
poblaciones argentinas de W. auropunctata, que se encuentran en ambientes no tropicales, con
condiciones ambientales mas extremas, estacionalidad y un clima templado y seco, habrian
llegado por dispersion natural en tiempos evolutivos, adaptandose entonces a estas condiciones
extremas, lo que habria favorecido su posterior establecimiento en la region Mediterranea.
Prediccién: La diversidad genética en Argentina serd alta, reflejando que no se trata de
poblaciones introducidas, pero menor a la de las areas de origen de la especie, por tratarse de

una region colonizada recientemente en tiempos evolutivos.
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¢) Por medio de un modelado de nicho ecolégico, estudiar i) su distribucion actual, con el fin de
identificar regiones centrales y marginales de distribucion; ii) su distribucion pasada -a lo largo
de las fluctuaciones del Cuaternario- con el fin de identificar refugios pleistocénicos de la
especie; iii) diferencias de distribucion entre los clados A y B, evaluando si existe
diferenciacion de nicho que explique que el clado B ocupa regiones templadas, a diferencia del
A que es exclusivamente tropical/subtropical. Predicciones: i) Argentina constituird una region
marginal de distribucion de W. auropunctata por tratarse del limite sur de distribucion nativa y
una region de clima templado, ii) La distribucion de W. auropunctata se vera afectada por las
fluctuaciones climaticas durante el cuaternario y sera posible identificar refugios
pleistocénicos; 1iii) La distribucion actual y los refugios pleistocénicos del clado A seran
distintos a los del clado B, sugiriendo una diferenciacion de nicho ecolégico entre ambos

clados.

e Objetivo 3: Evaluar la habilidad competitiva de \uropunctata en relacion con otras especies

de hormigas con las que coexist€apitulo 6)

Hipotesis: W. auropunctata raramente desplaza otras especies de un habitat, por el contrario coloniza
sitios libres de competidores, generalmente, sitios perturbados o modificados por el hombre, gracias a

su mayor tolerancia fisioldgica a ambientes extremos y no por ser una competidora superior.

Para ello se analizara su capacidad para descubrir y dominar fuentes de alimento en un ensamble de
hormigas donde W. auropunctata coexista e interactiie con otras especies de hormigas. Prediccion: Se
espera que W. auropunctata posea una baja habilidad para descubrir y dominar recursos y que no sea

capaz de desplazar a otras especies de los mismos.

Organizacion de la tesis

Para una mejor organizacion de la informacidn, la tesis estd dividida en siete capitulos.
El capitulo 1 contiene una introduccioén general al tema de estudio con los objetivos generales de la
tesis, los objetivos especificos y sus hipodtesis asociadas. Los siguientes cinco capitulos contemplan
los tres objetivos generales y las distintas preguntas desarrolladas en la tesis: el capitulo 2 analiza la

distribucion, dominancia ecoldgica y enemigos naturales de W. auropunctata en el sur de
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Sudamérica; el capitulo 3 estudia su sistema de reproduccion; el capitulo 4 analiza el tipo de
organizacion social en Argentina; el capitulo 5 constituye un analisis filogeografico utilizando
marcadores moleculares y un modelado de nicho ecoldgico; y el capitulo 6 estudia la habilidad

competitiva de W. auropunctata en un ensamble local en Argentina.

Si bien todos los capitulos estdn relacionados entre si y toda la tesis guarda un hilo
conductor, donde cada capitulo deja una pregunta abierta para el siguiente capitulo, se decidi6
estructurar cada capitulo con su propio resumen, introduccion, metodologia, resultados y discusion,
para lograr que cada uno tenga cierta independencia, y asi facilitar lecturas posteriores de capitulos
especificos. Finalmente, el capitulo 7 contiene una integracion final de todos los capitulos, con las
conclusiones y resultados mas relevantes de la tesis. Luego, se presenta una seccion de informacion

suplementaria de cada capitulo, y, por ultimo, toda la bibliografia citada.
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CAPITULO 2

Distribucidon de Wasmannia auropunctatan el

sur de Sudamérica
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Resumen.Se determiné la distribucion de W. auropunctata en Argentina y paises limitrofes como
Uruguay, Paraguay, Bolivia y Brasil. Se analiz6 si en esta region existen poblaciones dominantes y no
dominantes y se evalu6 su asociacion con el nivel de perturbacion del ambiente. Wasmannia
auropunctata resultd ampliamente distribuida en Argentina, pero fue abundante solo en ambientes
perturbados, principalmente antropicos como ciudades, parques y costados de caminos. En menor
medida fue encontrada en sitios perturbados naturalmente, como la planicie de inundacion del Rio
Parana. Wasmannia auropunctata fue muy poco comun en habitats naturales con poca perturbacién
humana, como bosques primarios. La dominancia se asocid positivamente con el nivel de perturbacion
del ambiente. Esta especie habita las zonas mas humedas de la region, como la Pampa, el Espinal, la
Selva Paranaense, las Yungas y la Mata Atlantica. En el Gran Chaco Sudamericano fue muy poco
abundante (solo se la encontrd en ambientes con abundante vegetacion y humedad). En las
ecorregiones del Monte y Patagonia estuvo practicamente ausente, salvo un sitio irrigado
artificialmente. Su distribuciéon en Argentina se extiende hasta los 34°51°S, encontrdndose hasta la
localidad de Lozano, en la provincia de Buenos Aires. El area de distribucion nativa de W.
auropunctata parece haberse extendido hacia el sur durante los ultimos 50 afos. Se encontraron
ginandromorfos en dos sitios antropicos (Colon, en Argentina, y San Sebastian, en Brasil), lo cual
constituye uno de los pocos hallazgos de esta clase de especimenes de W. auropunctata en la
naturaleza.

Introduccion

Los registros de W. auropunctata en el Neotropico sefalan su ocurrencia en la region
subtropical de Sudamérica, en el sur de Paraguay y Brasil y el norte de Argentina y Uruguay, y
sugieren que la especie seria nativa de esta region (Wetterer & Porter, 2003). El primer mapa de
distribucion de W. auropunctata en Argentina fue elaborado por Kusnezov (1951), quien mostr6 la
existencia de la especie en tres regiones separadas: 1) desde el este de Brasil, llegando al noreste de
Argentina, en las provincias de Formosa, Chaco, Santa Fe, Misiones, Corrientes y Entre Rios,
llegando hasta los 32°40'S, 2) desde el este de Bolivia y oeste de Paraguay, alcanzando Argentina a
través de Jujuy y Salta hasta los 27°30'S en Tucumdn, y 3) una pequeia region, en la provincia de
Cérdoba entre los 30° y 32°20'S. Estos primeros registros sugieren que los ~32°40'S representarian el
extremo latitudinal sur de distribucion de esta especie. En Uruguay solo existen pocos registros de W.
auropunctata, en el norte del pais (Kusnezov, 1951; De Zolessi et al., 1989). En Brasil, existen
registros de W. auropunctata en diez estados, incluidos los estados del sur, como Rio Grande del Sur,

Santa Catarina, Parand, San Pablo, Rio de Janeiro y Mato Grosso (Kempf, 1972; Brandao, 1991).

Calcaterra et al. (2009) llevaron a cabo un muestreo de W. auropunctata a lo largo sitios
naturales del noroeste y noreste de Argentina, utilizando métodos de colecta de hormigas de la

hojarasca mediante tamices y cebos. Encontraron que la distribucion de W. auropunctata en Argentina
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llegaba hasta una latitud de 34°13'S (dos grados mas que la registrada por Kusnezov (1951)),
encontrandose entre los 45 y 750 metros de altitud. El ecosistema donde W. auropunctata fue mas
comun fue el Chaco/ Espinal, y en mucha menor medida se la encontr6 en las Yungas y la Selva

Paranaense. Sin embargo, en ninguno de los sitios W. auropunctata mostr6 gran abundancia numérica.

El objetivo de este capitulo es ampliar los muestreos de W. auropunctata en el limite sur de
su distribucion nativa, realizando busquedas exhaustivas en Argentina y en paises limitrofes
(Uruguay, Paraguay, Bolivia y Brasil), tanto en sitios naturales como antrdpicos. También se buscaron
enemigos naturales, potenciales agentes de control bioldgico, en esta region. Se analizd si en esta
region existen poblaciones dominantes y no dominantes, y se estudid si existe una asociacion entre
estas caracteristicas ecoldgicas y el nivel de perturbacién del ambiente. También se analizé si existe
relacion entre la poliginia y la perturbacion del ambiente. En ambientes antropicos se espera hallar
poblaciones dominantes y mayor incidencia de poliginia, mientras que en ambientes naturales se

espera hallar poblaciones no dominantes y mayor incidencia de monoginia.

Materiales y Métodos

Se realizaron relevamientos de campo para estudiar la presencia y abundancia de W.
auropunctata en distintos ambientes (naturales y antropicos con distinto grado de perturbacion)
abarcando desde bosques primarios hasta ambientes urbanos altamente modificados. El estudio se
llevo a cabo principalmente dentro del area de distribucion de W. auropunctata en Argentina y paises
limitrofes: Uruguay, Brasil, Paraguay y Bolivia. Los muestreos fueron hechos a través de rutas
principales y caminos secundarios. Se buscaron nidos en ambientes con distinto nivel de perturbacién:
dentro de los lugares con bajo nivel de perturbacidon antropica se muestre6 en bosques primarios y
secundarios (regiéon de Yungas en las provincias de Tucuman, Salta y Jujuy y Selva Paranaense en
Misiones), a lo largo de la planicie de inundacién del rio Parand y bosques en galeria cerca de rios.
Dentro de lugares con mayor nivel de perturbacion antrdpica se muestred en parques, plazas y veredas

de ciudades, cultivos y costados de rutas.

El método de colecta en cada sitio consistié en ~45 minutos de bisqueda manual en troncos,
debajo de piedars y en la hojarasca. En sitios antropicos los nidos se encontraban facilmente, ya sea
debajo de piedras como en los troncos de los arboles. Sin embargo, en sitios con baja perturbacion

antropica, como bosques primarios y secundarios, la busqueda manual era insuficiente para detectar la
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presencia de W. auropunctata, debido a su baja abundancia (Calcaterra et al., 2009; Calcaterra, 2010).
Por lo tanto, la busqueda manual fue complementada con técnicas de muestreo adicionales como

colocacién de cebos y tamizado de hojarasca.

Los cebos consisten en pequeiias tarjetas de papel de 5x5 cm, con ~1 gramo de manteca de
mani o atiin. Los mismos son utiles para atraer especies de hormigas generalistas que forrajean en el
suelo. Se colocaban alrededor de 20 cebos sobre una transecta lineal, separados ~10 metros entre si. A
partir de los cebos donde se detectaba la presencia de W. auropunctata, se trataba de localizar el nido
siguiendo el sendero de obreras. Por otro lado, el tamiz consiste en una bandeja plastica de 50x37 cm,
con una malla con perforaciones de 1x1 cm por encima. Manualmente se toma la hojarasca de un
cuadrante de 1m” y se tamiza realizando movimientos laterales, para separar la materia organica
gruesa. La materia organica mas fina cae en la bandeja plastica, junto con las hormigas, y pequeiios
insectos, los cuales pueden ser facilmente colectados. Se tamizaban aproxiamdamente 10 cuadrantes
de 1 m” de hojarasca por sitio. Aunque este método es menos eficiente que los cebos para localizar los
nidos, es util para detectar la presencia de W. auropunctata y no registrar ausencias erroneamente. Si
bien los distintos métodos de muestreo empleados poseen diferente eficacia, el disefio de muestreo se
bas6 en la diferencia en la naturaleza de los ambientes antropicos y naturales. La superficie y
distribucion de los sitios de nidificacion en ambientes naturales es mayor que la de sitios antropicos,
es por esto que el muestreo fue mas intenso en los ambientes naturales para poder determinar si W.

auropunctata estaba presente pero en baja densidad y abundancia.

Se registrd la posicion geografica de cada nido (o presencia de W. auropunctata en el caso de
que no se encontraran los nidos) utilizando un GPS. Si bien en este trabajo, y a lo largo de toda la
tesis, no se delimitaron las poblaciones de W. auropunctata, cada sitio o localidad de muestreo se
considerd, de aqui en mas, una poblacion, teniendo siempre en cuenta que es posible que no sean

verdaderas poblaciones.

Se registro la cantidad de reinas en cada nido para establecer si son monoginos o poliginos. Se
establecid la dominancia ecoldgica de 55 poblaciones de Argentina, a partir de evaluar la densidad de
nidos, obreras y reinas en un area de una hectarea aproximadamente. Solo se establecid la dominancia
de las poblaciones relevadas en Argentina debido a que los muestreos en los otros paises no fueron
suficientemente exhaustivos, ya que se priorizd colectar individuos en la mayor cantidad de

localidades posible, disminuyendo el esfuerzo de muestreo dentro de cada localidad.
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Una poblacién fue considerada ecoldgicamente no dominante cuando el numero de nidos
encontrados fue entre 1 y 3, el nimero de obreras dentro de cada nido no fue mayor a 100 y la reina
estaba ausente o solo habia una reina por nido. Por el contrario, una poblacion se considerd
ecoldgicamente dominante cuando se encontraron mas de 4 nidos por sitio, cada uno compuesto por
mas de 1000 obreras y multiples reinas. Se estudid, mediante una prueba de independencia, si existe
asociacion entre la dominancia ecoldgica y el nivel de perturbacion del habitat: a) bajo (sitios
naturales como bosques primarios), b) medio (sitios medianamente perturbados por el hombre como
bosques secundarios o naturalmente perturbados como planicies de inundacion) y c) alto (sitios
urbanizados o agricolas). También se analiz6, por medio de una prueba de independencia, si existe
alguna relacion entre la poliginia y la monoginia con el nivel de perturbacion del habitat. Los nidos
fueron examinados a campo y en laboratorio para la busqueda de enemigos naturales (parasitos,

parasitoides, depredadores) o cualquier insecto asociado.

Adicionalmente, para completar los registros de presencia de W. auropunctata, se contd con
muestras provenientes de muestreos de colegas, provenientes de tramapas de caida. Estas trampas
consisten en tubos plasticos de 50 ml, de 3 cm de diametro, con 25 ml de agua y unas gotas de
detergente para disminuir la tension superficial y evitar el escape de las hormigas. Cada trampa es
enterrada al ras del suelo, y luego de 48 horas su contenido es removido y las hormigas separadas y

preservadas en alcohol al 96% para su posterior identificacion en el laboratorio.

Analisis estadisticos

Las pruebas de independencia se realizaron con el programa Past v.1.17 (Hammer &

Harper, 2001).

Resultados

Se relevo un total de 252 nidos, agrupados en 97 clusters (nidos agrupados) en 92
localidades a lo largo de Argentina, Uruguay, Bolivia, Paraguay y Brasil (Figura 2.1 y Tabla S.2.1).
Los nidos se consideraron formando parte de un mismo cluster cuando estuvieron distanciados entre si

menos de 30 metros. Wasmannia auropunctata resultd estar ampliamente distribuida en la region. Fue
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comun en el noreste de Argentina, a lo largo de la cuenca del Rio Parana hasta Buenos Aires, en el

noroeste del pais y en la Mata Atlantica.

L0 !Il_l{h_' -

Figura 2.1. Sitios con presencia de Wasmannia auropunctata en el limite sur de su distribucion nativa en
Sudamérica.

Asociacion entre la perturbacion y la dominancia ecologica

El 66 % (61 de 92) de los sitios donde se colectd W. auropunctata se corresponde a
ambientes altamente perturbados por el hombre, como zonas urbanas (Figura 2.2). En estos habitats,

W. auropunctata fue comuin en parques y debajo de veredas. También se la encontr6 en la vegetacion
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al costado de rutas y caminos (Figura 2.3) y en plantaciones de banana en el norte de Argentina, en las
provincias de Jujuy y Formosa. Los nidos se encontraron generalmente bajo piedras o alrededor o
dentro de los troncos de los arboles, siempre en sitios sombrios, que conservan humedad, o cerca de
algtn sistema fluvial como rios. En este tipo de hébitat, fue comun que W. auropunctata se encuentre
agregada, con nidos agrupados en clusters, alejados entre si unos pocos metros (entre 2 y 30 metros
aproximadamente). La densidad de nidos y obreras fue alta, tratindose mayormente de poblaciones

dominantes.
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Figura 2.2. Porcentaje de sitios con distintos niveles de perturbacion (alto, medio y bajo) con presencia de
Wasmannia auropunctata.

El 19 % (18 de 92) de los sitios con presencia de W. auropunctata tuvo un nivel de
perturbacion medio (Figura 2.2), por ejemplo sitios con actividad humana pero que conservan
relativamente la integridad del habitat (ej. campings), bosques secundarios y bosques con perturbacion
natural, como los presentes en la planicie de inundacion del rio Parana (Puerto Ocampo en Santa Fe,
Isla del Cerrito en Chaco, Camping Machuca en Corrientes) y los Esteros del Iberd en Corrientes. En
estos sitios las poblaciones de W. auropunctata fueron mayormente no dominantes, es decir

presentaron una baja densidad de nidos y obreras.
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Figura 2.3. Habitats donde Wasmannia auropunctata fue comin: debajo de veredas en sitios con sombra (a), parques
urbanos (b), bosques secundarios de campings (c), banquinas de caminos (d), bosques de planicie de inundacion (e),
pradera en bosque montano (f), borde de bosques primarios (g) y bajo piedras en sitios humedos de la ecorregion de la

Puna (h).
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El 14% (13 de 92) de los sitios con presencia de W. auropunctata correspondid a habitats
naturales, con baja perturbacién humana, como bosques primarios o secundarios poco perturbados.
Fue escasa en los bosques nativos en el norte de Argentina, como Yungas o Selva Paranaense. En
estos bosques practicamente no se encontraron nidos, por el contrario, solo se hallaron obreras por
medio de métodos de colecta como trampas de caida o tamiz. Las poblaciones en estos ambientes
fueron no dominantes. En las Yungas, la tnica poblacién dominante se encontré en un pastizal de
altura (pradera) (Ocloyas, Figura 2.3f). En la Selva Paranaense solo se encontrd un nido en un tronco

al lado de un camino secundario (Figura 2.3g).

Se observo una asociacion entre la dominancia ecoldgica de las 55 poblaciones de
Argentina analizadas y el nivel de perturbacion del ambiente (X2 =14,73; gl =2; P <0.001; Tabla 2.1
y Figura 2.4). En los ambientes con bajo nivel de perturbacion, la mayoria de las poblaciones fueron
no dominantes; en los ambientes de perturbaciéon media, la mayoria de las poblaciones fueron no
dominantes, aunque también existen poblaciones dominantes; y en los ambientes de perturbacion alta

la mayoria de las poblaciones fueron dominantes.

Tabla 2.1. Tabla de contingencia utilizada para realizar la prueba de independencia para estudiar si existe
asociacion entre la dominancia ecologica de las poblaciones de Wasmannia auropunctata y el nivel de
perturbacion del habitat.

Nivel de perturbacion
- : Total
Bajo Medio Alto
Poblacién No Dominante 11 11 8 30
Dominante 1 5 19 25
Total 12 16 27 55
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Figura 2.4. Porcentaje de sitios con poblaciones dominantes y no dominantes encontrados en habitats con
distinto nivel de perturbacion (bajo, medio y alto).

Asociacion entre la perturbacion y el numero de reinas

La mayoria de los nidos no presentd ninguna reina, independientemente de la perturbacion
del habitat (Tabla 2.2 y Figura 2.5). Sin embargo, si existi6 una asociacion entre la proporcion de
nidos sin reina/mondginos/poliginos y el nivel de perturbaciéon del ambiente (x> = 9,64; gl = 4; P <
0,05): ningun nido presente en sitios con bajo nivel de perturbacion fue poligino, mientras que los
sitios con nivel de perturbaciéon medio y alto, mostraron mayor frecuencia de poliginia que de

monoginia ()(2 (medio) = 5,12; gl = 1; P <0,05; X2 (alto) =10,47; gl=1; P<0,01).

Tabla 2.2. Tabla de contingencia con el nimero de nidos sin reinas/monoginos/poliginos en cada tipo de
ambiente. La misma fue utilizada para la prueba de independencia para analizar la asociacion entre el nimero de
reinas y la perturbacion del ambiente.

Nivel de perturbacion Total
Bajo Medio Alto
@ Sin reina 12 38 78 128
O | Monoginos 5 10 28 43
Z | Poliginos 0 23 58 81
Total 17 71 164 252
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Figura 2.5. Porcentaje de nidos con o sin reinas (una reina: monéginos; mas de una reina: poliginos), en sitios
con distinto nivel de perturbaciéon. Los numeros por encima de cada barra indican el niimero de nidos por
categoria.

Wasmannia auropunctata fue encontrada en la localidad de Lozano (34°51'S, 59°03'0, 45m,
col. Francisco Sola) en la provincia de Buenos Aires, lo que representa el registro mas austral
reportado hasta ahora para esta especie (Figura 2.1). Inesperadamente, también se la encontrd por
primera vez en el arido desierto de la ecorregion del Monte, en la localidad de Anillaco, provincia de
La Rioja (28° 49'S, 66° 56'0, col. Adriana Aranda), y hasta 2125 m de altitud, en la localidad de
Tumbaya (23°51'S, 65°28'0), ecorregion de la Puna, provincia de Jujuy (Figura 2.3h).

Enemigos naturales

No se registraron potenciales agentes de control biologico (moscas parasitoides,
microhiménopteros o microsporidios) en ninguna colonia de W. auropunctata. Los Gnicos enemigos
naturales hallados fueron escarabajos mirmecofilos (Coleoptera: Scydmaenidae: Scydmaeninae;
Figura 2.6a) en dos colonias de W. auropunctata en Jujuy, que podrian ser depredadores de huevos o
larvas. También se encontraron obreras y reinas parasitadas por acaros en el Camping Las Tejas,

Zarate (Figura 2.6b).
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| b
Figura 2.6. Escarabajo mirmecéfilo de la subfamilia Scydmaeninae (Coleptera) encontrado en dos nidos de

Wasmannia auropunctata en Jujuy (a). Acaros infectando obreras encontrados en una colonia en el Camping
Las Tejas, Zarate, provincia de Buenos Aires (b).

a

Ginandromorfos

Se encontraron ginandromorfos en dos de las 92 poblaciones relevadas (Figura 2.7). Dos
ginandromorfos se hallaron en un nido en la localidad de Coldn, provincia de Entre Rios, Argentina
(32°14'S, 58°08'0) y 3 se hallaron en un nido en San Sebastian, en Brasil (23°45'S, 45°24'0). Estos
especimenes son individuos de la casta reproductora que presentan una aberracion genética: poseen la
mitad de su cuerpo correspondiente a un fenotipo de hembra y la mitad a un fenotipo de macho (Jones
& Phillips, 1985). Las dos poblaciones donde se encontrd esta clase de individuos se encontraban en
sitios antrdpicos y eran poblaciones dominantes, ya que poseian una alta densidad de nidos, obreras y

reinas.
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Figura 2.7. Vista de la cabeza (a), lateral (b y d) y dorsal (¢ y e) de ginandromorfos de Wasmannia
auropunctata encontrados en una colonia en la localidad de Colon, Entre Rios, Argentina. Se observa que el
individuo posee pigidio (6rgano copulador del macho), pero la mitad izquierda de la cabeza corresponde a un
fenotipo macho, mientras que la mitad derecha corresponde a un fenotipo hembra (Fotos a-c: Cuezzo et al.,
2015). También se observa una diferencia de coloracion a lo largo del mesosoma, el peciolo y post-peciolo, la
mitad derecha siendo mas clara y la mitad izquierda mas oscura (e).
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Discusién

Wasmannia auropunctata resultd ampliamente distribuida en Argentina, extendiéndose
hasta los 34°51'S, en la localidad de Lozano, provincia de Buenos Aires. Esta especie habita las zonas
mas hiimedas de la region, como la Pampa, el Espinal, el Chaco Himedo, la Selva Paranaense y las
Yungas. Fue muy poco abundante en el Chaco Seco (solo se la encontr6 en ambientes con abundante
vegetacion y humedad), y estuvo practicamente ausente en las ecorregiones del Monte y la Patagonia
(en la region del Monte solo se encontr6 una colonia en un jardin irrigado artificialmente en Anillaco,
provincia de La Rioja). El muestreo realizado en este trabajo fue muy exhaustivo, principalmente en el
noroeste y noreste Argentino y el sur de Uruguay y Brasil, bordeando la costa Atlantica. Aunque en
diversas localidades no se haya registrado la presencia de W. auropunctata, no se puede asegurar que
la especie esté ausente en esos sitios. Tyre et al. (2003) sugieren que es necesario revisitar un sitio
entre 3 y 6 veces para medianamente poder asegurar que una especie no esta realmente presente y no
cometer errores asociados a falsos negativos. En el caso de este trabajo se priorizd muestrear una

mayor cantidad de sitios con una sola visita.

La distribucion actualizada de W. auropunctata, informada en este capitulo, coincide
ampliamente con los muestreos de Kusnezov (1951). Sin embargo, su area de distribucion nativa
parece haberse extendido hacia el sur durante los Gltimos 50 afios llegando hasta el limite latitudinal
actual de 34°51'S, dos grados mas alto que el reportado por Kusnezov (1951), e informado por
Wetterer & Porter (2003), cuyo registro mas austral de W. auropunctata se hallaba en la provincia de

Entre Rios en Argentina.

Si bien W. auropunctata estuvo ampliamente distribuida en la region, solo fue abundante en
ambientes perturbados, principalmente antropicos, como ciudades, parques y costados de caminos, y
en menor medida en sitios perturbados naturalmente, como la planicie de inundacion del Rio Parana.
Wasmannia auropunctata fue muy poco comuin en habitats naturales con poca perturbacion humana,
como bosques primarios o secundarios. En estos sitios los ensambles de hormigas suelen ser mas
diversos en comparacion con habitats antropicos. Existid una asociacion entre la dominancia
ecologica de las poblaciones de W. auropunctata y el nivel de perturbacion del ambiente. En los
ambientes con bajo nivel de perturbacion, la mayoria de las poblaciones de W. auropunctata
encontradas fueron no dominantes. En los ambientes de perturbacién media, si bien la mayoria de las

poblaciones fueron no dominantes, también existen poblaciones dominantes. En los ambientes de
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perturbacion alta la mayoria de las poblaciones fueron dominantes. Por otro lado, también existié una

asociacion entre la frecuencia de nidos poliginos y el nivel de perturbacion del habitat.

Solo se encontraron dos posibles enemigos naturales de W. auropunctata en esta region (un
escarabajo mirmecofilo y acaros). Sin embargo, ninguno de ellos podria ser considerado como posible
agente de control biologico, debido a que son especies normalmente generalistas (ej. Paivinen et al.,
2002). No se encontrd ningun agente potencial de control bioldgico para hormigas (microsporidios,
moscas o microhimenopteros parasitoides). Esto puede deberse a que se trata de una zona marginal de
distribucion de W. auropunctata. Debido a que la relacion entre una especie y sus enemigos naturales
es producto de un largo proceso de coevolucion, se asume que la mayoria de los enemigos naturales
de una especie se encuentran con mayor probabilidad en sitios que esa especie habita hace miles de
afnos, es decir, sitios centrales de distribucion. Hasta el momento, el unico parasitoide de W.
auropnctata encontrado, el microhimenoptero Orasema minutissima, se distribuye en Centroamérica,
area que constituiria una region central de distribucion de W. auropunctata. En el capitulo 5 se
analizan cuales son las areas centrales y marginales de distribucion de W. auropunctata, por medio de
marcadores moleculares y modelado de nicho ecologico, y se evaliia si Argentina corresponde a una
zona marginal y Centroamérica una zona central. Esto explicaria, al menos en parte, la ausencia de
enemigos naturales en el sur de Sudamérica, y la presencia del unico parasitoide conocido para esta

especie en Centroamérica.

Los ginandromorfos de W. auropunctata encontrados en las localidades de Colon y San
Sebastian constituyen uno de los pocos hallazgos de esta clase de especimenes en la naturaleza.
Existen algunos registros previos de ginandromorfos en el rango nativo de W. auropunctata, en las
colecciones de Kusnezov, depositados en el Instituto y Fundacion Miguel Lillo, Tucumén, Argentina
y descriptos por Fabiana Cuezzo (Cuezzo et al., 2015) y en colonias colectadas en Brasil (com. pers.
Olivier Rey). También existe un registro en el rango introducido, en Israel, la cual se sabe que deriva
de una poblacion clonal (com. pers. Olivier Rey). Esta clase de individuos fue también hallada en
colonias experimentales, al realizar cruzamientos controlados entre diferentes poblaciones clonales de

W. auropunctata (com. pers. O. Rey).

Si bien el ginandromorfismo es una anomalia poco comun en la naturaleza, ha sido
previamente descripto en mas de 40 especies de hormigas (Jones & Phillips, 1985) y en otras especies

haplodiploides, principalmente abejas (Oliveira & Andrade, 2006; Michez et al., 2009), aunque
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también se conocen pocos casos en otras familias de insectos y ha sido descripto en una especie
partenogenética de crustaceo (Campos-Ramos et al., 2006). En la avispa Nasonia vitripennis, se
demostrd que, al menos en esta especie, es un fenomeno bajo control genético (Kamping et al., 2007).
Pero también en esta avispa puede surgir como consecuencia de las condiciones ambientales durante
el desarrollo embrionario, como ser altas temperaturas (Kamping et al., 2007), como es el caso de la
hormiga farabn Monomorium pharaonis (Berndt & Kremer, 1982); o por infeccion por Wolbachia
como el caso del isopodo Armadillidium vulgare (Rigaud & Juchault, 1993). El ginandromorfismo
puede producir esterilidad en los individuos que lo poseen (ej. Szabad & Fajszi, 1982). En W.
auropunctata, no ha sido posible aun probar si los ginandromorfos son estériles o no, debido a la
dificultad de forzar cruzamientos entre individuos en el laboratorio (com. pers O. Rey). En el caso de
que sean estériles, y dado que hasta el momento solo se han encontrado en poblaciones clonales,
entonces el ginandromorfismo podria representar un costo de la reproduccion clonal (com. pers O.
Rey). Las caracteristicas ecologicas dominantes de las dos poblaciones donde se encontraron los
ginandromorfos aqui, y su hallazgo en ambientes antropicos, sugieren que se trataria de poblaciones

clonales. El sistema reproductivo de estas dos poblaciones serd corroborado en el capitulo 3.
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CAPITULO 3

Sistema de reproduccion dé&Vasmannia

auropunctataen el sur de Sudamérica

# _f.
Foto: Denis Fournier
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Resumen.Se estudid, por medio de marcadores microsatélites, el sistema de reproduccion de las
poblaciones presentes en limite sur de distribucion nativa de W. auropunctata y su asociacion con la
perturbacion del ambiente, y la dominancia ecoldgica de las poblaciones. Se identificaron distintos
linajes clonales y sexuales. Mediante la construccion de un dendrograma de Neighbor-joinig, se
analizd si éstos se dividen en unidades evolutivas diferentes. La mayoria de las poblaciones
presentd un sistema de reproduccion clonal, asociado a sitios antropicos y a poblaciones dominantes
(con alta densidad de nidos, obreras y reinas), corroborando que en sur de Sudamérica se observa el
mismo patron de asociacion entre sistema de reproduccion, tipo de habitat y caracteristicas
ecoldgicas de las poblaciones, previamente descrito para la especie en el norte del continente.
También se encontraron 6 poblaciones con un sistema de reproduccion mixto, principalmente en
sitios con perturbacién media, como perturbados naturalmente (ej. planicies de inundacion). Solo
cuatro poblaciones resultaron sexuales en el noreste de Argentina, pero no se asociaron a ningun
tipo de ambiente. Sin embargo, los ambientes naturales solo presentaron poblaciones sexuales. En
las mayores latitudes donde W. auropunctata esta presente, solo se han establecido poblaciones
clonales. La clonalidad, asociada a ambientes modificados por la actividad humana, parece jugar un
papel importante en el éxito de W. auropunctata en el extremo sur de su rango nativo, pudiendo ser
el mecanismo por el cual esta especie logroé expandir su rango a latitudes mayores en Sudamérica,
en sitios caracterizados por clima templado, con marcada estacionalidad. Se identificaron 40 linajes
clonales. Los linajes clonales y sexuales no formaron unidades evolutivas independientes. La gran
diversidad clonal encontrada sugiere que los eventos de reproduccion sexual que originan nuevos
linajes clonales son comunes en las poblaciones de W. auropunctata de esta region. Por altimo, las
dos poblaciones donde se encontraron ginandromorfos, presentaron un sistema de reproduccion
clonal, apoyando la hipotesis de que esta aberracion genética podria ser un costo de la clonalidad en
W. auropunctata.

Introduccion

En los insectos existe una gran variedad de sistemas de reproduccion y de determinacion
del sexo, como el diplodiploide, la telitoquia, el haplodiploide y también sistemas mixtos (Normark,
2003). En hormigas, el sistema usual es el que existe en la mayoria de los himenopteros: el
haplodiploide, en el cual las hembras son diploides y los machos haploides. Asi, las hembras (ya sea
reinas u obreras estériles) se producen a través de la reproduccion sexual entre un macho y una
reina (es decir, surgen de huevos que sufrieron meiosis y fertilizacion), y los machos surgen a través
de partenogénesis arrenotoquica (a partir de huevos no fertilizados) (Cook, 1993). Evolutivamente,
el sistema haplodiploide y su rol en la determinacioén de castas de insectos sociales ha sido la base
para el surgimiento de nuevos y extraordinarios sistemas genéticos de determinacion del sexo

(Fournier et al., 2005a).
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En W. auropunctata, se ha descubierto la existencia de un polimorfismo en el sistema de
reproduccion. Existen poblaciones haplodiploides clasicas (las hembras son producto de la
reproduccion sexual y los machos surgen a través de partenogénesis arrenotoquica), denominadas
de aqui en mas “poblaciones sexualés y también existen poblaciones con un sistema de
reproduccion unico y novedoso, en el que tanto reinas como machos se reproducen clonalmente
(Fournier et al., 2005a), denominadas de aqui en mas “poblaciones clonal€s En este sistema, las
reinas diploides se reproducen a través de partenogénesis telitoquica originando nuevas reinas
genéticamente idénticas a la progenitora, mientras que los machos se reproducen a través de
androgénesis (produccion de descendencia con exactamente el mismo genoma paterno a través de
huevos maternos), originando asi machos idénticos a su progenitor (Figura 3.1). Por su parte, la
casta obrera se produce a través de reproduccion sexual entre machos y hembras, como ocurre
normalmente en las especies haplodiploides (Fournier et., al 2005a). Es importante tener en cuenta
que aunque este sea un sistema de reproduccion clonal, no se trata de una clonalidad donde las
hembras se reproduzcan partenogenéticamente, sin necesidad de la fecundaciéon por un macho,
como ocurre en muchas especies de peces, reptiles, anfibios, nematodos y artropodos (Simon et al.,
2003); tampoco se trata de un sistema en el que obreras generen obreras clonalmente como ocurre
en otras especies de hormigas como Cerapachys biroi (Tsuji & Yamauchi, 1995) o Platythyrea
punctata (Heinze & Holldobler, 1995). En W. auropunctata es necesario que la reina sea
inseminada por un macho para originar una nueva colonia ya que las obreras son producto de
reproduccion sexual y los machos, si bien son genéticamente idénticos al padre, surgen a través de

huevos colocados por la reina, luego de la fertilizacion.

La peculiaridad del extraordinario sistema reproductivo de W. auropunctata radica
principalmente en que el genotipo de los machos no tiene ninguna relacion con el genotipo de la
reina a la que insemino y coloca los huevos, sino que, a través de la reina, el macho produce nuevos
machos genéticamente idénticos a si mismo. En un sistema haplodiploide normal, en cambio, el
genotipo del macho siempre posee alelos de la hembra, mientras que en el sistema clonal de W.
auropunctata, el genotipo del macho no posee ningtn alelo de la hembra sino que son todos iguales

a los alelos del macho progenitor.

Originalmente se propusieron dos hipotesis para explicar el mecanismo de clonalidad de

los machos: 1) la eliminacién en huevos fertilizados del genotipo materno y su reemplazo por el
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paterno, 2) fertilizacion de huevos anucleados (Foucaud et al., 2007). Sin embargo ninguno de estos

mecanismos fue aun corroborado.

Sexual Reproduction

(Haplodiploidy) Clonal Reproduction

Generation Generation
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Figura 3.1. Esquema que ilustra los dos tipos de sistema reproductivos encontrados en W. auropunctata,
extraido de Foucaud et al. (2010b). Los genotipos de las hembras (diploides, ya sea reinas u obreras) se
representan con 2 barras, dentro de las cuales cada loci se representa como pequefios cuadrados cuyo color
representa un alelo (gris alelo 1, blanco alelo 2). El genotipo del macho (haploide) se representa con una
barra negra. A la izquierda, el sistema haplodiploide clasico (reproduccion sexual), presente en la mayoria de
las especies de hormigas, donde las hembras (reinas y obreras) se producen por el cruzamiento entre un
macho y una hembra reproductora, y los machos se producen por partenogénesis arrenotoquica. A la derecha,
el sistema de reproduccion clonal, donde las reinas (hembras reproductoras) se producen a través de
partenogénesis telitoquica, los machos a través de androgénesis y las obreras a través del cruzamiento entre
el macho y la reina.

En cuanto al mecanismo de clonalidad en las reinas de W. auropunctata, existe evidencia
que sugiere que la partenogénesis telitoquica es automictica (implica meiosis) con fusion central
(Rey et al.,, 2011). Sin embargo, a diferencia de otras especies con este mismo sistema de
reproduccion (ej. la hormiga partenogenética Cataglyphis cursor; Pearcy et al., 2004), W.
auropunctata posee muy baja tasa de recombinacion durante la meiosis, lo cual seria el tinico
mecanismo que permitiria el mantenimiento de los linajes clonales en el tiempo sin la usual pérdida
de heterocigosis asociada a la partenogénesis telitoquica automictica (Rey et al., 2011). Dicha
disminuciéon en la recombinaciéon podria ser el resultado de un menor apareamiento de los
cromosomas. El apareamiento cromosdmico, o sinapsis, es un proceso de gran importancia para la
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correcta segregacion de los cromosomas durante la meiosis (Bascom-Slack et al., 1997). Por lo
tanto, una reduccion del mismo puede resultar en fallas en la segregacion cromosdmica y la
consecuente produccion de huevos aneuploides (Bascom-Slack et al., 1997). Estos serian mas
propicios a producir huevos anucleados que al ser fertilizados por el genoma paterno, producirian

machos por androgénesis (Rey et al., 2013a).

Respecto al origen de la clonalidad en W. auropunctata, se propuso que la partenogénesis
en las hembras est4d determinada genéticamente (Foucaud et al., 2010b) y que surgiria por mutacion
(origen espontaneo de la partenogénesis, Simon et al., 2003) (Foucaud et al., 2007). Se descart6 la
induccion por bacterias endosimbiontes como Wolbachia (Rey et al., 2013b). Aun se desconoce el
origen de la clonalidad en los machos. Este mecanismo fue descubierto originalmente en una region
geografica restringida en Guyana Francesa, donde, al analizar 11 marcadores microsatélites, se vio
una pronunciada diferenciaciéon genética entre las reinas y los machos: los distintos sexos se
agrupaban en linajes separados en un arbol de Neighbor-joining, y poseian acervos génicos con

distintas frecuencias alélicas y ausencia de flujo génico.

El fitness (ventaja adaptativa) de los machos de especies haplodiploides se adquiere
normalmente a través del genoma diploide de las hembras. Sin embargo, en el sistema de
reproduccion clonal de W. auropunctata, si bien las hembras obtendrian una ventaja adaptativa
directa, este mismo mecanismo reduciria completamente el fitness de los machos, ya que sus genes
nunca pasarian a la siguiente generacion de hembras clonales. Es por ello que originalmente se
postulo que la clonalidad en los machos podria haber surgido como respuesta a la clonalidad de las
hembras, como un mecanismo de los machos que les permita mantener su fitness, a través de una
suerte de “batalla de sexos” (Fournier et al., 2005a). Paralelamente, la androgénesis, un sistema de
reproduccion extremadamente raro en la naturaleza, es considerada generalmente un rasgo de vida
propio de los machos, el cual les daria una ventaja adaptativa superior a la de sus parientes sexuales
(McKone & Halpern, 2003). Sin embargo, mas tarde la hipotesis de androgénesis controlada por los
machos fue refutada gracias a experimentos conducidos por Rey et al. (2013a), al realizar
cruzamientos cruzados controlados entre hembras y machos de poblaciones con distinto sistema de
reproduccion. Como resultado de estos experimentos se mostré que machos clonales no pueden
generar nuevos machos clonales si se cruzan con una hembra sexual; por el contrario, una hembra

clonal, si es capaz de producir machos clonales, aunque se aparee con un macho sexual. Este
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resultado, junto con evidencias que muestran que en la naturaleza cruzamientos entre hembras
clonales y machos sexuales de poblaciones vecinas (en Guyana Francesa) también generan machos
clonales, indica que la androgénesis es un mecanismo controlado exclusivamente por las hembras
(Rey et al., 2013a). Por otro lado, los cruzamientos que involucraron hembras clonales (ya sea con
machos sexuales o clonales), produjeron ginandromorfos y mosaicos poliploides. Esta situaciéon no
se vio en ningin cruzamiento con hembras sexuales, lo cual es coherente con las irregularidades en
el proceso de segregacion cromosdmica que pueden surgir como consecuencia de la disminucion en
el apareamiento de los cromosomas asociado a la menor tasa de recombinacion durante la meiosis
en poblaciones clonales. Se plantea entonces que el ginandromorfismo podria ser en esta especie un

costo de la reproduccion clonal, aunque aun es solo una hipdtesis (Rey et al., 2013a).

En el rango nativo de W. auropunctata, se vio que existen tanto poblaciones sexuales
como clonales, cada una asociada a un tipo de habitat determinado. Segiin Foucaud et al. (2009), las
poblaciones sexuales se encuentran principalmente en sitios naturales, con poca o nula perturbacion
humana, como bosques primarios, y poseen caracteristicas ecoldgicas no dominantes (baja densidad
de obreras, reinas y nidos); las poblaciones clonales, en cambio, se encuentran en ambientes
perturbados, principalmente ambientes antrdpicos, y son poblaciones ecoldogicamente dominantes
(alta densidad de obreras, reinas y nidos) (Figura 3.2). Esto sugiere que las poblaciones sexuales y
clonales de W. auropunctata poseerian diferentes nichos ecoldgicos y que la actividad humana
generaria condiciones no aptas para el establecimiento de poblaciones sexuales, pero si propicias
para poblaciones clonales. Estas ultimas, a su vez, tienen las mismas caracteristicas que las
poblaciones invasoras de esta especie. Sin embargo estas conclusiones se obtuvieron a partir de
estudiar una porcion muy pequeia del area de distribucion total de la especie, Unicamente
poblaciones del este de Brasil (Bahia) y de Guyana Francesa (Foucaud et al., 2009). Resulta
interesante entonces analizar si en el limite sur de distribucion de W. auropunctata existe el mismo

patron de polimorfismo en el sistema de reproduccion.

Foucaud et al. (2007) demostraron que las poblaciones clonales de W. auropunctata
emergieron de manera recurrente a lo largo de la evolucion de la especie en su rango nativo a partir
de poblaciones sexuales y que ambos tipos de poblaciones no forman unidades evolutivas
independientes. También observaron que la clonalidad en los machos siempre estd asociada a la

clonalidad en las hembras, es decir, siempre que un nido posee hembras clonales, posee también
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machos clonales, y viceversa para los nidos sexuales. Esto es consistente con el origen de la
androgénesis en los machos como subproducto del surgimiento de la partenogénesis en las hembras

(Rey et al., 2013a).

Por otro lado, las poblaciones introducidas (ej. Nueva Caledonia e Israel) solo presentaron
un sistema de reproduccion clonal (Foucaud et al., 2006; Vonshak et al., 2009), con un Unico
genotipo de hembra y de macho en cada region, lo cual revela que las invasiones ocurrieron a partir
de una sola introduccion o propagulo clonal. Que las poblaciones introducidas sean clonales no
implica que los individuos clonales de la casta reproductora nunca se reproducirdn sexualmente:
existe evidencia de eventos de reproduccion sexual que originan nuevos linajes clonales de reinas
en el rango introducido (en Nueva Caledonia, Foucaud et al., 2006; y en Gabon, Mikheyev et al.,
2009). Por el contrario, no se encontraron nuevos linajes clonales de machos (todos los machos de

cada poblacion introducida son genéticamente idénticos).

Gyne

Male

Owuvriere

Figura 3.2. Tipico nido clonal de Wasmannia auropunctata, con una gran cantidad de reinas, huevos y
obreras. También se observan sexuados (alados). Foto extraida de Rey (2011). Gyne: hembra reproductora (o
alada, futura reina), Male: macho, Reine: reina, Ouvriére: obrera.
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Existen importantes consecuencias evolutivas asociadas al sistema de reproduccion clonal
de W. auropunctata; por un lado, la combinacion de partenogénesis telitdquica de las hembras con
la androgénesis de los machos, y la reproduccion sexual que origina la casta obrera, permite que
exista reproduccion sexual entre machos y hembras sin que haya depresion por endogamia, lo cual
es esencial para el éxito de una invasion (Foucaud et al., 2007; Rey et al., 2013a); por otro lado,
permite mantener altos niveles de heterocigosis y combinaciones alélicas en la casta obrera que
pueden resultar ventajosas (Foucaud et al., 2010a y 2010b). La capacidad de las hembras clonales
de adquirir nuevos genotipos de machos por introgresion permite la generacion de variabilidad
genética en la casta obrera mientras la casta de la reina mantiene su genoma intacto en el tiempo, lo
cual puede ser sumamente ventajoso en ambientes poco estables. Debido a que la seleccion natural
actlia sobre las obreras mas que sobre la reina (porque son las que estdn mas expuestas al ambiente
al salir a forrajear), la adquisicion de un nuevo genoma paterno permite generar variabilidad
genética en la descendencia obrera, adquiriendo combinaciones alélicas mas beneficiosas para un

ambiente dado, y manteniendo la integridad del genotipo de la reina (Rey et al., 2013a).

El objetivo del presente capitulo es evaluar, por medio de marcadores microsatélites, el
sistema de reproduccion de las poblaciones del limite sur de distribucion nativa de W. auropunctata.
Dadas las caracteristicas ecoldgicas de la mayoria de las poblaciones relevadas en los muestreos
(ver capitulo 2), las cuales fueron principalmente dominantes y se encontraron en sitios antropicos,
se espera que el sistema de reproduccion que prevalezca en esta region sea el clonal. Por el
contrario, se espera que las pocas poblaciones encontradas en lugares naturales, como bosques
primarios y algunos bosques secundarios con baja perturbacion humana, las cuales fueron
poblaciones ecologicamente no dominantes, sean sexuales. También se analiz6 la diversidad clonal
en esta region y se estudio si los linajes clonales y sexuales forman unidades evolutivas diferentes
como observado por Foucaud et al. (2007) en el norte de Sudamérica. Por ultimo, se analizo si las
poblaciones donde se encontraron ginandromorfos son clonales, lo cual apoyaria la hipotesis de que

el ginandromorfismo constituye un costo de la reproduccion clonal.
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Materiales y Métodos
Sitios de estudio

Se analizo el sistema reproductivo de las poblaciones de W. auropunctata que presentaron
individuos reproductores, ya sea reinas, hembras aladas (hembras reproductoras aun no fecundadas,
es decir, futuras reinas) o machos. En total se analizaron 194 individuos provenientes de 37 sitios:
29 en Argentina, 6 en Brasil, 1 en Paraguay y 1 en Bolivia (Tabla 3.1). En cada uno de estos sitios
(salvo uno) los nidos de W. auropunctata se encontraron agregados formando clusters. En algunos

sitios se estudio el genotipo de hembras de mas de un cluster.

Amplificacion de microsatélites

El genotipado de diferentes individuos de una misma especie con multiples marcadores
independientes y altamente polimorficos permite asignarlos a distintos genotipos multilocus (GML)
(Arnaud-Haond et al., 2007). Los marcadores microsatélites constituyen una herramienta util para
estudios de estructuracion poblacional y clonalidad, ya que poseen una alta tasa de evolucion para
realizar estudios intraespecificos y una alta resolucion para identificar clones (Chistiakov et al.

2006; Halkett et al. 2005, Arnaud-Haond et al., 2007).

Se amplificaron 12 marcadores microsatélites disefiados para W. auropunctata (Fournier et
al., 2005b) por medio de PCR multiplex. Este procedimiento consiste en una reaccioén en cadena de
la polimerasa (PCR) que permite amplificar varios fragmentos de ADN de forma simultanea. Para
esto, el disefio de los cebadores (primers) tiene que ser optimizado para que todos ellos puedan
trabajar a la misma temperatura de hibridacion (annealing). Los primers empleados en una misma
reaccion de PCR se marcan con fluorocromos de distinta longitud de onda (FAM, NED y HEX). En
la tabla S.3.1 se detalla la secuencia de cada primer utilizado. Los 12 loci microsatélites fueron
amplificados por medio de dos reacciones de PCR independientes, con distinta temperatura de
annealing, utilizando el kit Qiagen para PCR multiplex como en Fournier et al. (2005b). Cada
reaccion de PCR tuvo un volumen final de 10pl, consistiendo en 8 ul de PCR mix y 2 pl de ADN.
La mezcla de PCR (PCR mix) para ambas reacciones se prepar6 de la misma manera: para una
placa (96 individuos): 500 pl de Taq multiplex (5 pul/ind.) + 300 pl de mezcla de primers (primer

mix) (3 wl/ind.). La primer mix fue preparada de la siguiente manera: PCR1: 2 ul de cada primer (2
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ul x 2 primers x 7 loci = 28 ul primers + 272 pl H,0). PCR2: 2ul de cada primer (2 pl x 2 primers x
5 loci = 20 pl primers + 280 ul H,0). La PCR 1 consistio en un ciclo de 15 minutos a 95°C seguido
por 33 ciclos de 30 segundos a 94°C, 1 minuto con 30 segundos a 57°C y 1 minuto a 72°C, con una
extension final de 60° por 30 minutos. La PCR 2 consisti6 en un ciclo de 15 minutos a 95°C
seguido por 33 ciclos de 30 segundos a 94°C, 1 minuto con 30 segundos a 63°C y 1 minuto a 72°C,
con una extension final de 60° por 30 minutos. Los fragmentos fueron secuenciados en el Servicio
de Secuenciacion y Genotipificado de la FCEN-UBA utilizando un secuenciador automatico 3130-
XL (Applied Biosystems) y analizados por medio del programa GeneMapper v.3.7 (Applied
Biosystems). Para cada individuo se registr6 el tamafo de los alelos correspondientes a cada loci

obteniendo asi su genotipo multilocus.

Una parte de los genotipos (115 individuos) se obtuvieron en la FCEN-UBA: 112 hembras
(reinas o hembras aladas) y 3 machos; donde se logro amplificar con éxito 10 de los 12 loci
microsatélites (Tabla S.3.2). Otra parte de los genotipos (79 individuos) fueron obtenidos por
Olivier Rey en el CBGP (Montpellier, Francia) a partir de individuos provenientes de nuestros

muestreos: 73 hembras reproductoras y 6 machos (Tabla S.3.3).
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Tabla 3.1. Numero de clusters y de nidos dentro en cada cluster analizados por localidad. Para cada localidad se
muestra el nimero de hembras (reinas o hembras aladas) y machos genotipados, el grado de perturbacion del habitat y
la dominancia ecologica de las poblaciones (D: dominante, ND: no dominante). NA: nidos no agrupados en un cluster

definido. *: poblaciones genotipadas en la FCEN.

. - No. No. No. No. Nivel de Dominancia
Localidad Caodigo : , o
clusters  nidos hembras machos  perturbacion ecoldgica
CABA* BUE 1 5 7 alto D
Hurlingham HUR 1 3 4 alto D
Lozano* LOZ 1 1 5 alto D
Coloén* COL 1 3 10 alto D
Zarate ZAR 1 3 6 alto D
Camping Las Tejas* TEJ 4 12 21 alto D
San Pedro* PED 1 3 5 medio D
San Nicolas NIC 1 2 4 medio ND
Rosario ROS 2 3 4 alto D
Puerto Ocampo* PUE 1 3 10 medio D
Parana* PAR 1 5 5 alto D
Reconquista* REC 1 2 4 alto D
Gob. Crespo* GOB 2 3 4 alto D
San Javier* JAV NA 5 6 alto D
Isla del Cerrito CER 1 2 3 medio ND
Camping Machuca MAC 1 2 6 medio ND
El Socorro (Ibera)* SOC 2 3 8 medio D
Alba Posse* ALB 1 1 4 bajo D
El Soberbio* SOB 1 1 4 alto ND
Yaboti* YAB 1 1 3 bajo ND
Posadas* POS 1 1 1 alto D
Encarnacion* ENC 1 1 2 alto D
Loreto-San Martin* LOR 1 3 10 medio D
Yuto YUT 1 7 7 alto D
Ocloyas OCL 1 5 5 alto D
Tumbaya TUM 1 4 4 alto D
La Poblacion* POB 1 2 2 alto D
Tolombon* TOL 1 1 2 alto D
Tucuman* TUC 1 2 4 alto D
Cuevas* CUE 1 2 3 alto D
Anillaco* ANI 1 1 6 alto D
Dourados* DOU 1 1 4 alto D
Puerto Alegre* ALE 2 3 7 alto D
Torres* TOR 1 2 4 alto D
Paranagua* PAG 1 1 2 alto D
Sao Sebastiao* SEB 1 3 3 3 alto D
Paraty* PTY 1 2 2 alto D
42 101 185 9
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Analisis de datos

Debido a que los genotipos obtenidos en la FCEN difirieron levemente de los obtenidos

en el CBGP, no fue posible unir ambos grupos de datos, por lo que se trataron por separado.

Utilizando el programa GenClone v.2.0 (Arnaud-Haond & Belkhir, 2007) se identifico la
cantidad de genotipos multilocus presentes en las muestras y se agruparon los distintos individuos
con exactamente el mismo genotipo (idénticos en exactamente todos los loci). Las poblaciones
fueron definidas como clonales cuando los genotipos de distintas hembras o machos resultaron
idénticos para todos los marcadores microsatélites (Fournier et al., 2005b). Para analizar la
significancia de la asignacion de una poblacién como clonal, con el mismo programa se evalu6 la
probabilidad de que los individuos con igual genotipo pertenezcan a distintos cigotos, es decir
provengan de un evento de reproduccion sexual, calculando el psex (Arnaud-Haond, et al., 2007). Lo
esperado bajo reproduccion clonal es que esta probabilidad sea baja. A través del mismo programa
se identificaron individuos pertenecientes al mismo linaje clonal, aunque no posean genotipos
idénticos, ya que pequeias diferencias entre genotipos pueden deberse a mutaciones, eventos de
recombinacion durante la partenogénesis o incluso a errores de genotipado, y no a reproduccion
sexual (Arnaud-Haond, et al., 2007). Es importante tener esto en cuenta para no sobreestimar la
verdadera diversidad clonal de una poblacion o una especie (Arnaud-Haond et al., 2007; Rozenfeld
et al., 2007). Para ello se construyd una matriz de distancias alélicas entre todos los pares de
genotipos de la muestra y luego se construy6 un histograma de frecuencias que represente estos
valores. Lo esperado bajo un sistema de reproduccion mixto es una curva de frecuencias bimodal,
con un pequefio pico correspondiente a individuos con pocas diferencias alélicas que corresponde al
mismo linaje clonal (asociados a un unico evento de reproduccion sexual) y un pico mayor
correspondiente a individuos diferenciados por muchos alelos los cuales pertenecen a linajes
distintos (cada uno asociado a un evento de reproduccion sexual) (Arnaud-Haond, et al., 2007).
Utilizando las muestras amplificadas preliminarmente por Olivier Rey como referencia, las cuales
corresponden a la region del Delta del Parana (Buenos Aires, Zarate, Camping Las Tejas, San
Pedro, San Nicolas y Rosario), se establecié que el numero de alelos de diferencia maximo para
considerar dos individuos como pertenecientes al mismo clon es de tres (Figura 3.3). De esta
manera, individuos con 4 o mas alelos de diferencia fueron considerados como resultantes de

eventos de sexualidad.
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Figura 3.3. Distribucion de las distancias alélicas pareadas entre genotipos multilocus de Wasmannia
auropunctata provenientes de individuos de las poblaciones del Delta del Parand genotipados
preliminarmente por Olivier Rey. Se tomo este grupo de poblaciones como referencia para determinar el
numero maximo de diferencias alélicas para el cual dos individuos se consideran clones.

Las relaciones genéticas entre las distintas poblaciones se estudiaron mediante un arbol
de Neighbor-joining (Saitou & Nei, 1987), construido a partir de la distancia genética entre

individuos, utilizando el programa MEGA v.6 (Tamura et al., 2013).

Tanto la identificacion del niimero de linajes clonales como la construccion del
dendrograma de Neighbor-joinig se realizaron a partir de los 112 genotipos de hembras
reproductoras obtenidos en la FCEN (detallados en la tabla S.3.2). Unir ambos grupos de datos
hubiera sobreestimado la diversidad clonal (el nimero de linajes clonales) y hubiese resultado en
una reconstruccion de relaciones genealogicas falsas. No obstante, para definir el status -clonal o
sexual- de las poblaciones de la region si se tuvo en cuenta el conjunto de datos obtenido en el

CBGP (Tabla S.3.3).

Se analizd si existe una asociacion entre el sistema reproductivo y el nivel de
perturbacion del habitat y la dominancia ecoldgica de las poblaciones, a través de una prueba de

independencia utilizando el programa Past v.1.17 (Hammer & Harper, 2001). Debido al pequeio
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nimero de poblaciones por categoria, la significancia de las pruebas se evalud a través de
permutaciones de Monte Carlo. Por otro lado, para cada grado de perturbacion del ambiente y de
dominancia ecologica se analiz6 si existen diferencias entre el numero de sitios con cada tipo de
sistema reproductivo y el esperado por azar mediante pruebas de bondad de ajuste, que analizan si

las proporciones se ajustan a una distribucion tedrica de 1:1:1.

Resultados

Los 10 loci microsatélites resultaron polimorficos, presentando entre 9 y 28 alelos cada
uno (Tabla 3.2). El rango de tamafio de cada loci fue mayor respecto a las poblaciones analizadas
por Fournier et al. (2005b), quienes disefaron los primers en base a poblaciones del norte de
Sudamérica. En la tabla 3.2 se observa que estos loci son muy adecuados para realizar los estudios
planteados y especificamente para discriminar entre poblaciones clonales y sexuales, ya que
presentan un niimero elevado de alelos, y con niveles de heterocigosis observada similares a los
obtenidos por Fournier et al. (2005b). Asimismo, los valores de heterocigosis observada fueron en
general mas bajos que lo esperado, lo que sugiere desvios de la panmixia, como se verd mas

adelante.

Tabla 3.2.Diversidad genética de los loci analizados. En la primer columna se indica el rango en el tamafio
de cada locus encontrado en este estudio, luego el numero de alelos totales por locus, la heterocigosis
observada y la esperada (Hnb), que tiene en cuenta la presencia de individuos cercanamente relacionados
entre si.

Rango de tamafio (pb) No. total de alelos Hobs Hnb
Wa-418 90-150 15 0,31 0,85
Wa-3176 210-250 18 0,17 0,93
Wa-1lgamF 270-326 28 0,77 0,95
Wa-716 168-210 22 0,51 0,89
Wa-2164 270-330 23 0,55 0,93
Wa-566 235-280 20 0,50 0,91
Wa-1166 80-120 15 0,55 0,89
Wa-680 140-191 16 0,26 0,90
Wa-521 192-220 16 0,61 0,86
Wa-225 210-240 9 0,59 0,77
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Analizando en conjunto los grupos de datos obtenidos en la FCEN y el CBGP, el 72 % de
las poblaciones presento un sistema de reproduccion totalmente clonal (hembras de un mismo nido
con exactamente el mismo genotipo para los 10 6 12 loci analizados e idénticas a hembras de nidos
vecinos). Este tipo de poblaciones se encontrd6 mayormente asociado a hdbitats con alta
perturbacion humana, como ciudades, banquinas de caminos y plantaciones (Tabla 3.3 y Figura
3.4). Los 3 machos de la poblacion con hembras clonales de San Sebastian, en Brasil, también

fueron idénticos para los 10 loci, infiriendo que esos machos se reproducen por androgénesis.

Tabla 3.3.Numero de poblaciones con cada tipo de sistema reproductivo en cada tipo de ambiente. Esta es
la tabla de contingencia utilizada para el posterior analisis de independencia. Se analiz6 un total de 36
poblaciones ya que en una de ellas solo se logr6 genotipificar una reina (en Posadas, Misiones).

Nivel de perturbacién
. . Total
Bajo Medio Alto
S 1 2 1 1 4
Sistema de I\Z).(ua 0 3 3 6
reproduccion 1xto
Clonal 0 4 22 26
Total 2 8 26 36

En el 17% de las poblaciones, las reinas de un mismo nido fueron idénticas entre si para
los 10 6 12 loci analizados, pero distintas a las reinas de nidos vecinos. Estas hembras se
reproducen por partenogénesis (son clonales), pero presentan mas de un linaje clonal. Se las
clasifico como de “sistema de reproduccion mixto”, para diferenciarlas de las que son
exclusivamente clonales. Las mismas fueron encontradas en sitios con un nivel de perturbacion
media y alta, ya sea perturbacion antropica (Ciudad de Tucuman, La Poblacién y San Javier) o
natural como la planicie de inundaciéon del Rio Parana (Isla del Cerrito y Puerto Ocampo), o los

Esteros del Ibera (Ea. El Socorro).

Solo se encontraron 4 poblaciones puramente sexuales (11%), todas restringidas en el
noreste argentino. Dos de estas poblaciones se encontraron en sitios con baja perturbaciéon humana
en el este de Misiones (Yaboti y Alba Posse), una en un sitio medianamente perturbado (en un
bosque secundario en la planicie de inundacion del Rio Parand (Camping Machuca, en el norte de

Corrientes), el cual es un sitio perturbado naturalmente; el sistema reproductivo de esta poblacion
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fue inferido a partir de 6 machos provenientes de dos nidos, todos los cuales presentaron distintos
genotipos multilocus. Por tltimo, una poblacion sexual fue encontrada en un sitio considerado de
alta perturbacion humana, ya que se trataba del jardin de una casa en El Soberbio, en el este de
Misiones (Figura 3.4). La tabla 3.4 ilustra los genotipos multilocus de una poblacion clonal

(Parand), una sexual (Yaboti) y una mixta (San Javier).
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Figura 3.4 Sistema reproductivo de Wasmannia auropunctata en los 37 sitios estudiados. Los circulos,
cuadrados y estrellas representan sitios con nivel de perturbacion bajo, medio y alto respectivamente. El color de
cada simbolo representa el tipo de sistema reproductivo de la poblaciéon. La imagen de un ginandromorfo
representa poblaciones donde se encontr6 este tipo de aberracion). El nombre de cada localidad se indica con
sus tres primeras letras (de acuerdo a la tabla 3.1).
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Existi6 una asociacion entre el tipo de sistema reproductivo y el nivel de perturbacion del
ambiente ()(2 =20,84; P <0,001; Tabla 3.3 y Figura 3.5a). En los dos sitios naturales (con nivel de
perturbacion bajo) analizados, las poblaciones fueron sexuales; los sitios medianamente perturbados
no presentaron diferencias significativas entre los distintos tipos de sistema de reproduccion (=

1,75; P (monte carlo) = 0,4), y en sitios altamente perturbados la mayoria de las poblaciones fue clonal

(o =31,02; gl = 2; P <0,001).
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Figura 3.5. Porcentaje de sitios con cada tipo de sistema reproductivo a) en ambientes con distinto nivel de

perturbacion y b) en poblaciones con distinta dominancia ecologica de Wasmannia auropunctata.

También existid una asociacion significativa entre la dominancia ecologica de las
poblaciones y el tipo de sistema de reproduccion (x> = 14,72; P < 0,01; Tabla 3.4 y Figura 3.5b).
Las poblaciones no dominantes presentaron un sistema de reproduccion mayormente sexual (3 de
5), aunque no se pudo hacer la prueba estadistica debido al bajo tamafio muestral. Las poblaciones
dominantes fueron mayormente clonales (y* = 32,01; gl =2; P < 0,001). Aunque no existieron
diferencias significativas (x2 = 2,67; gl = 1; P = 0,26), 5 de las 6 poblaciones que presentaron un

sistema de reproduccién mixto fueron dominantes.

Tabla 3.4.Tabla de contingencia utilizada para el analisis de independencia para estudiar la asociacion entre
la dominancia ecolodgica y el sistema reproductivo de Wasmannia auropunctata.

Sistema de Reproduccion Total
Sexual Mixto Clonal
Poblaciones No dominantes 3 1 1 5
Dominantes 1 5 25 31
Total 4 6 26 36
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Tabla 3.4 Ejemplo ilustrativo de genotipos multilocus de los 10 loci microsatélites analizados, en una poblacion clonal (Loreto), una mixta (San Javier) y una
sexual (Yaboti). En cada localidad se muestra el nido (N) y las hembras reproductoras (reinas (Q de Queens) o hembras no fecundadas (G de Gynes). Los alelos de
cada locus estan coloreados diferencialmente para una mejor visualizacion de los genotipos.

Localidad Hembra Locus

(sist. derep)  (Q/G) Wa-418 Wa-3176 Wa-1gam Wa-716 Wa-2164 Wa-566 Wa-1166 Wa-680 Wa-521 Wa-225

Loreto N1-Q1 289 293 220 220

(clonal) N1-Q2 289 293 220 220
N2-Ql1 289 293 220 220
N2-Q2 289 293 220 220
N2-Q3 289 293 220 220
N2-Q4 289 293 220 220
N3-Ql1 289 293 220 220
N3-Q2 289 293 220 220
N3-Q3 289 293 220 220
N3-Q4 289 293 220 220

San Javier N1-Q1 - 220
(mixto) N1-Q2 282 220
N2-Q1 237 237 254 254 220
N3-Q1 190
N4-G1 190
N5-Q1 190
Yaboti N1-G1 237 286 318 173 255 [ -
(sexual) N1-G2 237 286 286 183 255 255
N1-G3 237 286 318 173
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A partir de las 112 hembras analizadas, se encontraron 59 genotipos multilocus distribuidos
en 40 linajes (Tabla S.3.4). La mayoria de los linajes clonales no se extendid6 mas alld de una
localidad (Tabla S.3.4). Solo hubo dos linajes clonales que presentaron una distribucion extendida a
lo largo de diferentes localidades. Un linaje se distribuyo a lo largo de 83 km en la Ciudad
Auténoma de Buenos Aires, Hurlingham y Zarate (linaje 28), y otro linaje se distribuyo a lo largo
de 210 km desde el Camping las Tejas, en Zarate, hasta Rosario. También se identific6 un mismo
linaje clonal en Tolombdon y La Poblacion (Salta) (linaje 31), y otros dos en la Mata Atlantica

Brasilera: uno en Puerto Alegre y Torres (linaje 37) y otro en San Sebastian y Paraty (linaje 38).

El dendrograma construido con el algoritmo de Neighbor-joining mostré que no existe una
agrupacion genética asociada a la distancia geografica, ya que en muchos casos, individuos de
localidades distantes aparecieron mas relacionados entre si que con individuos de localidades
vecinas (Figura 3.6). Asimismo, los linajes clonales identificados con el GenClone se agruparon
como unidades evolutivas en el dendrograma. Por ultimo, las poblaciones no se agruparon segun el
tipo de sistema reproductivo que presentan, ya que los linajes sexuales aparecieron en dos clusters

independientes.
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Discusion

La mayoria de las poblaciones presentes en el limite sur de distribucion nativa de W.
auropunctata presentd un sistema de reproduccion clonal, en el cual las hembras reproductoras
(reinas o hembras no fecundadas) de un mismo nido fueron genéticamente idénticas entre si para
todos los loci microsatélites analizados, lo que indica que surgieron por partenogénesis. En general
los sitios donde los nidos se encontraron agregados, formando clusters, presentaron un Unico
genotipo de hembra, es decir estuvieron compuestos por un unico linaje clonal. La androgénesis en
los machos pudo corroborarse solo en San Sebastidn (donde se colectaron machos). Aqui, los
machos del mismo nido presentaron idéntico genotipo para todos los loci microsatélites. Como se
esperaba, la clonalidad estuvo asociada al tipo de habitat de la poblacion, ya que fue el sistema de
reproduccion caracteristico de las poblaciones presentes en sitios antrépicos. A su vez, estas
poblaciones fueron dominantes (con alta densidad de nidos, obreras y reinas), corroborando que en
esta region se observa el mismo patron de asociacion entre sistema de reproduccion, tipo de habitat
y caracteristicas ecoldgicas de las poblaciones, previamente descripto para la especie en el norte de

Sudamérica (Foucaud et al., 2009).

Aunque en menor medida, en sitios antrdpicos también se encontraron nidos cuyas reinas
fueron clonales, pero con genotipos distintos a los de reinas de los nidos vecinos, pertenecientes a
distintos linajes clonales (ej. San Miguel de Tucumén, provincia de Tucumdn, y San Javier,
provincia de Santa Fe; Tabla S.3.4). El caso de Tucuman fue sorprendente ya que por tratarse de
nidos agregados, que se encontraban muy proximos entre si, se esperaba que fueran clonales. En
cambio, en San Javier los nidos no estaban agregados en un cluster, sino dispersos a la largo de la
ciudad (debajo de veredas). Una tercera poblacion con estas caracteristicas fue la de La Poblacion,
en Salta, donde las reinas de dos nidos cercanos pertenecieron a distintos linajes clonales (Tabla
S.3.4). Uno de estos genotipos fue exactamente idéntico al encontrado en la localidad vecina de
Tolombon, por lo que, por la baja cantidad de individuos analizados, es dificil inferir si se trata de

una dispersion natural de un linaje clonal, o si fue una introduccién mediada por el hombre.

El sistema de reproduccion mixto fue encontrado también en sitios perturbados
naturalmente, por pulsos de inundacion estacionales en la planicie de inundacién del Rio Parana

(Puerto Ocampo, en Santa Fe, e Isla del Cerrito, en Chaco) y también en una poblacion de los
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Esteros del Ibera (Ea. El Socorro). Es posible que la clonalidad confiera la preservacion de
combinaciones alélicas beneficiosas para este tipo de ecosistemas, pero como a la vez son sistemas
con mayor proporcion de interacciones bidticas que los ambientes antropicos, mantener sexualidad
en estas poblaciones puede resultar también ventajoso para enfrentar condiciones ambientales
cambiantes. Una hembra individual que abandona la reproduccién sexual obtiene una ventaja
inmediata a corto plazo (por ejemplo, una ventaja numérica al poder producir gran cantidad de
individuos clonales en un ambiente sometido al estrés de la inundacion periddicamente). En el largo
plazo, sin embargo, los linajes partenogenéticos estan condenados a la extincion debido a su

incapacidad para evolucionar (Maynard Smith, 1978).

Solo cuatro poblaciones resultaron sexuales (con genotipo de hembras o de machos del
mismo nido y nidos vecinos distintos entre si). Todas estas poblaciones se hallaron en una pequena
area comparada al area total estudiada, estuvieron confinadas al este de Misiones (Yaboti, Alba
Posse y El Soberbio) y norte de Corrientes (Camping Machuca) (Tabla S.3.4). Las poblaciones de
Yaboti y Alba Posse se encontraron en sitios con muy baja perturbacién humana, en bosques
primarios o secundarios bien conservados, mientras que la poblacion de El Soberbio se encontrd en
un sitio con perturbacion humana ya que se trataba de nidos debajo de piedras en un jardin, aunque
rodeado por una de las selvas mejor conservadas en Argentina, la Selva Paranaense. Por su parte, la
poblacion del Camping Machuca también se encontr6 en un bosque secundario, aunque sobre la
planicie de inundacién del Rio Parand, por lo cual es un sitio de alta perturbacidon natural. Pareciera
entonces que las poblaciones de W. auropunctata presentes en ambientes naturales estan asociadas a
un sistema reproductivo sexual. A su vez, las poblaciones sexuales parecen estar asociadas a un
clima tropical - subtropical, con poca variabilidad en la temperatura y la humedad, como el
caracteristico de esta region, muy distinto al clima templado y con marcada estacionalidad presente
mas al sur, hacia las provincias de Santa Fe, Entre Rios y Buenos Aires, y también el del Noroeste

argentino (NOA) donde solo se encontraron poblaciones clonales o mixtas.

Es importante mencionar que en algunas de las poblaciones probablemente sexuales (por
encontrarse en sitios con baja perturbacion humana y en base al patréon observado por Foucaud et al.
(2009)) encontradas en la provincia de Formosa (El Bagual, San Francisco de Laishi, P.N. Chaco),
y en las Yungas en el NOA, no fue posible determinar su sistema reproductivo por la ausencia de

hembras reproductoras o machos en los nidos. Es importante notar también que en otras
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poblaciones, solo se pudo analizar el sistema reproductivo a partir de un unico nido, ya sea porque
se hall6 solo uno, o porque los nidos vecinos no poseian individuos de la casta reproductora. De
esta manera, aunque el sistema inferido dentro de los nidos fue clonal, no se puede saber si el
sistema reproductivo de la poblacion es clonal o mixto (ej. Encarnacion, Dourados, Paranagua,

Lozano, Tolombo6n y Anillaco).

La mayor latitud a la que se encontraron poblaciones sexuales fue 27° 34'S, en un bosque
en la localidad de Alba Posse, Misiones, Argentina. Hacia el sur de esta coordenada, todos los nidos
de W. auropunctata fueron clonales y las poblaciones fueron clonales o mixtas. Las poblaciones
mixtas solo se encontraron hasta los 30°35'S en la ciudad de San Javier, provincia de Santa Fe, la
cual estd muy proxima a la planicie de inundacion del Rio Parana. En conclusion, en las mayores
latitudes donde W. auropunctata esta presente, hasta los 34°51'S en la localidad de Lozano, en la
provincia de Buenos Aires, la poblacion mas austral de W. auropunctata conocida hasta el

momento, solo se han establecido poblaciones clonales.

La distribucion de los tres tipos de sistemas reproductivos en el espacio, sugiere un patron
en el cual a gran escala, a lo largo del area argentina de la cuenca del Rio Parand, existe una
diferenciacion en las poblaciones, que sugiere una transicion de las poblaciones sexuales en el norte
(Misiones) a mixtas (norte de Santa Fe) y luego clonales (sur de Santa Fe, Entre Rios y Buenos
Aires). Las poblaciones mixtas se encuentran en ambientes intermedios entre los caracteristicos de
las poblaciones sexuales y los de las clonales, las cuales se ubican en dos extremos de habitat,
natural y antrépico respectivamente. Las poblaciones mixtas en cambio pueden presentarse en
ambientes antropicos o medianamente antrépicos, y perturbados naturalmente, pero no se
encuentran en ambientes naturales no perturbados como bosques primarios. Seria interesante
estudiar nuevas poblaciones de W. auropunctata y analizar si este patroén de transicion se repite en

otras areas de la distribucion nativa de la especie.

La clonalidad, asociada a la actividad humana con su consecuente modificacion del
ambiente, parece jugar un papel importante en el éxito de W. auropunctata en el extremo sur de su
rango nativo por dos motivos. Por un lado, los sitios donde W. auropunctata es abundante, es decir
presenta poblaciones dominantes, resultaron mayormente clonales y estuvieron mayormente

presentes en sitios antropicos. Por otro lado, aunque las poblaciones clonales aparentemente estan
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distribuidas en todo el rango de distribucion de la especie, son solo poblaciones clonales las que
alcanzaron latitudes mayores y ambientes mas extremos, lo que sugiere que la clonalidad se asocia a
la expansion del rango de distribucion de W. auropunctata. Foucaud et al. (2009) descartan que la
clonalidad sea el motivo directo que explica la dominancia de ciertas poblaciones de W.
auropunctata. Proponen que es en realidad una causa indirecta, ya que la clonalidad ayudaria a fijar
genotipos ventajosos en ambientes extremos (ej. Mergeay et al., 2006), permitiéndole expandir su
nicho ecolodgico con respecto al de poblaciones sexuales. Es probable que los repetidos eventos de
reproduccion sexual presentes en las poblaciones de W. auropunctata generen variantes alélicas,
algunas de ellas beneficiosas, bajo las cuales actuaria la seleccion natural, permitiendo una
adaptacion a climas mas frios en el sur de Sudamérica y las cuales, a su vez, serian fijadas gracias a
la clonalidad. Es posible, entonces, que la clonalidad haya jugado un papel central en la dispersion
de la especie a un clima mas frio y estacional que el presente en el resto del rango nativo de la
especie (Rey et al., 2012) y, a su vez, la actividad humana sea responsable de su mayor abundancia
en la region. Esta mayor abundancia particularmente en las zonas aledafias a los grandes puertos
internacionales (como el de Rosario, y el de Buenos Aires), también juega un papel central ya que
son sitios estratégicos desde donde se pueden originar nuevas invasiones. Si la especie no fuera
particularmente abundante en estos sitios, seria muy dificil su posterior dispersion accidental a

nuevos sitios mas distantes por medio del transporte comercial.

La diversidad clonal en la region estudiada fue alta, se identificaron 40 linajes a partir de
112 hembras, de los cuales 29 corresponden a linajes clonales y 11 a hembras de nidos sexuales.
Los linajes en general no trascendieron la localidad donde fueron encontrados. Solo cinco linajes
clonales fueron identificados en mas de una localidad. La gran diversidad clonal en las hembras
sugiere que los eventos de reproduccion sexual que originan nuevos linajes clonales son comunes
en las poblaciones de W. auropunctata en el sur de Sudamérica y que, si bien se demostrd
anteriormente que el mecanismo por el cual las reinas le confieren nuevas combinaciones alélicas a
sus obreras es a través del apareamiento con un macho de un nuevo genotipo, esto parece ser solo
un mecanismo local. Por el contrario, a una escala regional, la diferenciacion de las obreras se
adquiere, o bien a través de generacion de nuevas reinas y machos por reproduccion sexual clésica,

o bien por diferenciacion genética pronunciada por la baja capacidad de dispersion de esta especie.
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Por ultimo, las dos poblaciones donde se encontraron ginandromorfos, presentaron un
sistema de reproduccion clonal, apoyando la hipotesis de que esta aberracion genética podria ser un
costo de la clonalidad en W. auropunctata. Esto abre la puerta a la realizacién de futuros

experimentos para corroborar esta hipodtesis.
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CAPITULO 4

Organizacion social déWasmannia

auropunctataen Argentina

Foto: Alex Wild
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Resumen.Se investigo el sistema de organizacion social — multicolonial o supercolonial — presente
en poblaciones de W. auropunctata en Argentina mediante estudios comportamentales. Para ello, se
realizaron pruebas pareadas de agresion en el laboratorio, entre obreras de distintos nidos de W.
auropunctata, tanto de poblaciones sexuales como clonales, ecolégicamente dominantes y no
dominantes y presentes en habitats con distinto nivel de perturbacion (bajo, medio y alto). Se
compard el nivel de agresion entre nidos de la misma localidad y de distintas localidades. La
mayoria de las poblaciones en Argentina presentd una organizacidon social supercolonial, con
ausencia de agresion entre los distintos nidos encontrados dentro de una localidad. La
supercolonialidad fue predominante, independientemente del nivel de perturbacion del hébitat, el
sistema reproductivo y la dominancia ecoldgica de las poblaciones. La agresion entre nidos
pertenecientes a distintas localidades fue mayor que entre nidos de la misma localidad. Los nidos
pertenecientes al mismo linaje clonal se comportaron como una unica supercolonia cuando
estuvieron distanciados en general no mas de 300 metros. La supercolonia de mayor tamafo
encontrada en Argentina, hallada en el Camping Las Tejas, Zarate, provincia de Buenos Aires, se
distribuyd a lo largo de una transecta de 500 metros de longitud. Esto representa un tamano de
supercolonia mucho menor al observado en regiones donde W. auropunctata fue introducida.

Introduccion

Todas las sociedades se basan en la capacidad de sus miembros de reconocerse entre si y
diferenciarse de individuos externos. Las sociedades mas conocidas, presentes en las de la mayoria
de los vertebrados, son las "sociedades de reconocimiento”, las cuales se limitan a unos pocos
individuos que se reconocen individualmente entre si. Por el contrario, los insectos sociales como
las hormigas, abejas y termitas, forman “sociedades anonimas", donde no es necesario que los
miembros se reconozcan unos a otros individualmente para que el grupo permanezca unificado
(Moftett et al., 2012). Por el contrario, estas sociedades dependen de sefiales comunes reconocidas

por todos sus miembros, las cuales permiten que puedan crecer de manera altamente expansiva.

Los insectos sociales han desarrollado eficientes mecanismos para reconocer individuos de
su misma sociedad, o colonia, y diferenciarlos de individuos de otras colonias. De esta manera, los
limites de las colonias se mantienen con alta fidelidad (Suarez et al., 2002). Las hormigas
identifican a sus compafieras de colonia por su olor, que proviene de las secreciones de los
hidrocarburos que cubren su cuticula (Henderson et al., 1990; Suarez et al., 2002). Asimismo, la
agresion intercolonial se correlaciona con la variacion en los perfiles de hidrocarburos cuticulares
(Bonavita-Cougourdan et al., 1987; Nowbahari et al., 1990). Adicionalmente, las sefiales que
utilizan las hormigas para identificar a sus compafieras de nido también pueden estar relacionadas

con factores genéticos y ambientales (Suarez et al., 2002).
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En la mayoria de las especies de hormigas, las obreras defienden agresivamente el territorio
de su colonia, particularmente contra obreras de su misma especie, resultando en una forma de
estructura de colonia conocido como multicolonialidad (Holldobler & Wilson, 1977; Bourke &
Franks, 1995). En contraste, algunas especies muestran una estructura colonial conocida como
supercolonialidad, en el que los niveles de agresion intraespecifica se reducen o estan ausentes,
generando que los limites de distintas colonias sean muy débiles o inexistentes (Holldobler &
Wilson, 1977). En este tipo de organizacion social, los individuos de diferentes nidos se mezclan
libremente formando una gran supercolonia altamente competitiva. Las sefiales de reconocimiento
compartidas por las hormigas proporcionan criterios claros para definir la supercolonia y permiten
que una supercolonia permanezca como una sola sociedad, sin importar cudn grande se vuelva
(Moffett et al., 2012). La maxima expresion de la supercolonialidad es la unicolonialidad, donde

todos los individuos de una poblacion pertenecen a la misma colonia (Suarez et al., 2008).

La supercolonialidad y unicolonialidad son raras en las hormigas, pero comunes en
hormigas invasoras como la hormiga argentina, Linepithema humile (H6lldobler & Wilson, 1990;
Passera, 1994; Bourke & Francos, 1995). En la mayoria de las poblaciones introducidas de L.
humile la agresion intraespecifica estd casi totalmente ausente, formando extensas supercolonias a
lo largo de cientos de kilometros cuadrados (Suarez et al., 1999). Por el contrario, las poblaciones
nativas de L. humile se comportan generalmente de manera multicolonial, presentando agresion
intraespecifica en escalas espaciales pequenas (<100 m) (Suarez et al., 1999) o unicolonial, pero
formando supercolonias de menor tamafio que las presentes en el rango introducido (Pedersen et al.,
2006). Se han propuesto dos hipdtesis para explicar la transicion de la multicolonialidad a la
unicolonialidad en esta especie: 1) reduccion de la diversidad genética, por medio de un cuello de
botella, luego de su introduccion (Tsutsui et al., 2000); ii) disminucion en la diversidad genética de

los alelos de reconocimiento después de la introduccion (Giraud et al., 2002).

Al igual que la hormiga argentina, las poblaciones de la pequefia hormiga de fuego, W.
auropunctata, presentes en el rango introducido también se comportan de manera unicolonial (e;j.
Islas Galapagos, Clark et al., 1982; Ulloa Chacon & Cherix, 1990). En la Isla de Nueva Caledonia
(~19.000 km?), en Australia, distintos nidos forman una Gnica gran supercolonia, que alcanza
cientos de kilometros de extension (Le Breton et al., 2004). Por su parte, al igual que en la hormiga

argentina, en el area nativa de W. auropunctata también se ha observado un polimorfismo en el
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sistema de organizacion social, asociado al nivel de perturbacidon antropica del ambiente. En el
Valle del Rio Cauca en Colombia, por ejemplo, nidos presentes en un parche de bosque asociado a
un mayor grado de perturbacion, presentaron una estructura social unicolonial, mientras que los
nidos presentes en un parche de bosque con menor grado de perturbacion, presentaron una
estructura social multicolonial con alta agresion intraespecifica (Salguero et al., 2011). En Guyana
Francesa y Bahia, en Brasil, la organizacion social fue supercolonial tanto en ambientes naturales
como antrépicos (Foucaud et al., 2009), sugiriendo que no existe asociacion entre la perturbacion
del ambiente y el sistema de organizacion social de W. auropunctata en el rango nativo. Por otro
lado, poblaciones presentes en plantaciones de cacao, en Bahia, mostraron una organizacion social
supercolonial, pero con agresion entre obreras de diferentes plantaciones, indicando que cada
supercolonia no se extiende mas alld de una plantacion (Le Breton et al., 2004). Los ultimos dos
estudios encontraron que las supercolonias en el rango nativo poseen un tamafio mucho menor a las

existentes en el rango introducido.

El objetivo de este capitulo es estudiar la organizacion social de W. auropunctata en
Argentina, por medio de ensayos de agresion. En base a los trabajos de Le Breton et al. (2004) y
Foucaud et al. (2009), se espera que la organizacion social en el area nativa sea supercolonial, con
un tamafio de supercolonia menor al presente en el rango introducido. En base a los antecedentes
expuestos, y debido a la ausencia de una clara asociacion entre la perturbacion del ambiente y la
organizacion social de W. auropunctata en su rango nativo, el objetivo de este capitulo es analizar si

en Argentina existe una asociacion entre ambos factores.

Materiales y Métodos

Sitios de estudio

Se colectaron nidos (agregados de obreras, reinas y crias) en 16 sitios correspondientes al
muestreo realizado en el capitulo 2. Dos de los sitios poseian un nivel de perturbacion bajo (bosques
primarios), cinco poseian un nivel de perturbacion medio, ya sea antropica (como campings) o
natural (sitios en la planicie de inundacion del Rio Parand), y nueve eran sitios altamente
perturbados por el hombre, principalmente sitios urbanizados (Tabla 4.1). Cada nido fue colectado

junto con la materia organica circundante, colocado en un balde y trasladado al laboratorio. Los
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nidos fueron mantenidos en condiciones de humedad controlada y temperatura ambiente. Se los
alimento diariamente con fuentes azucaradas (manteca de mani) y proteicas (huevo duro), y agua ad
libitum. En la mayoria de los sitios los nidos se encontraron agrupados en un area de no mas de 200
metros de didmetro, formando un cluster. En algunos sitios se colectaron nidos en mas de un cluster
(Tabla 4.1). A partir de la posicion geografica de cada nido (la cual fue registrada con GPS como se
explica en el capitulo 2) se calculo la distancia entre los mismos utilizando la aplicacion Movable

Type Scripts disponible en http://www.movable-type.co.uk/scripts/latlong.html.

Ensayos de agresion

Las pruebas de agresion han sido comunmente implementadas para estudiar unicolonialidad
en diferentes especies de hormigas, principalmente en la hormiga argentina Linepithema humile
(Holway et al., 1998; Suarez et al., 1999; Tsutsui et al., 2003; Pedersen et al., 2006) y también en
W. auropunctata (Le Breton et al., 2004). Aqui se implementd la misma metodologia previamente
utilizada en dichos estudios.

Se realizaron pruebas pareadas de agresion en el laboratorio entre obreras provenientes a)
de distintos nidos dentro de un mismo sitio o cluster, b) de distintos clusters dentro del mismo sitio
y ¢) de distintos sitios. Cada ensayo consistido en tomar una obrera de dos nidos distintos. Ambas
obreras eran colocadas en una pequefa arena neutral, la cual consisti6 en una caja de petri de 3 cm
de diametro, cuyas paredes estaban cubiertas con teflon para evitar que las hormigas escapen
escalando las paredes. Se observo el comportamiento de ambas obreras durante 5 minutos. El
resultado de cada prueba fue medido mediante un puntaje (score) que vario entre 0 y 4 segun el
siguiente criterio: 0 = si se ignoraban, 1 = si interactuaban sin agresion (ej. antenacion), 2 = si al
encontrarse se tocaban, pero una de ellas o las dos respondian con repulsién (ej. escapando
rapidamente en direcciones opuestas), 3 = si eventualmente se agredian mediante mordidas, 4 = si
peleaban prolongadamente mediante mordidas y utilizando su aguijon (Le Breton et al., 2004). Este
ensayo se repitié cinco veces por cada par de nidos, descartando a las hormigas utilizadas en los
enfrentamientos. Los nidos se consideraron de la misma colonia si presentaban un nivel de agresion
promedio menor a 2, infiriéndose en ese caso organizacion social supercolonial, y de colonias
distintas si los niveles de agresion fueron mayores o iguales a 2, infiriéndose organizacion social
multicolonial. Debido a que en realidad no se delimitaron las poblaciones de W. auropunctata, sino

que, solo a fines practicos, cada localidad fue considerada una poblacion, no es correcto hablar de
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unicolonialidad. Para determinar el nivel “base” de interaccion entre obreras de la misma colonia se
realizaron, preliminarmente, pruebas control, entre obreras del mismo nido. Se determin6 que el
nivel base de interaccion fue de score = 1.

Se estudio la diferencia en la incidencia de cada tipo de sistema de organizacion social por
medio de una prueba de bondad de ajuste que analiza si la distribucidn se ajusta a una proporcion
1:1. Se estudi6 si existe una asociacion entre el nivel de perturbacion del ambiente (bajo, medio o
alto) y la organizacion social mediante una prueba de independencia. También se analiz6 cual es el
sistema de organizacion social preponderante en cada tipo de habitat, por medio de pruebas de
bondad de ajuste, analizando si se desvian de la proporcion 1:1. En el caso de existir organizacion
social supercolonial, se calculo6 el tamafio de las supercolonias teniendo en cuenta la distancia entre
los nidos que no presentan agresion. Por otro lado se estudid, por medio de pruebas de
independencia, la asociacion entre la organizacion social y el tipo de sistema reproductivo (inferido
en el capitulo 3), y la dominancia ecoldgica de las poblaciones, dada por la densidad de nidos,
obreras y reinas. La significancia de las pruebas de independencia se evalué por medio de
permutaciones de Monte Carlo, debido al pequefio nimero de observaciones por categoria.

Se analiz6 si los niveles de agresion entre nidos de la misma localidad son diferentes a los
de nidos provenientes de distintas localidades por medio de una prueba U de Mann-Whitney, una
prueba no paramétrica que evalia si dos muestras provienen de la misma poblacion, como en Le
Breton et al. (2004). También se evalud, por medio de una regresion logistica, si la agresion
depende de la pertenencia o no a un mismo linaje clonal (identificados en el capitulo 3). La
regresion logistica también constituye una prueba no paramétrica que predice el valor que tomaria
una variable categorica en funcién al valor de una variable predictora continua. Para ello se
consider6 a la agresion como variable categdrica (agreson: score > 2; no agresion: score < 2), y la

distancia genética (o diferencia alélica) fue variable continua.

Analisis estadisticos

Las pruebas de independencia y bondad de ajuste se realizaron con el programa Past v.1.17
(Hammer & Harper, 2001). La prueba U de Mann-Whitney y la regresion logistica realizaron con el
programa STATISTICA v.7.0 (StatSoft, Inc, 2004).
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Resultados

Se analizaron en total 108 nidos pertenecientes a 21 clusters en los 16 sitios. Cada cluster
estuvo compuesto por entre 2 y 9 nidos (Tabla 4.1). Solo un nido (Wa 50), en la ciudad de Zarate,
no pertenecid a ningun cluster. En el 86% de los clusters (18 de 21) se registrd un nivel de agresion
promedio menor a 2, infiriendo una organizacion social supercolonial. Solo 3 clusters resultaron
multicoloniales (score > 2) representando el 14% del total de los clusters analizados (Tabla 4.1). En
Argentina, la mayoria de las poblaciones de W. auropunctata presentaron una organizacién social

supercolonial (y* = 10,71; gl = 1; P < 0,01; Figura 4.1).

B Supercolonial
Multicolonial

1000 km

— 8 e — rl—
= ‘= 1
G0

;L\

Figura 4.1. Sistema de organizacion social de poblaciones de Wasmannia auropunctata en Argentina. Los
sitios con nivel de perturbacion baja, media y alta se indican con circulos, cuadrados y estrellas,
respectivamente. El color de cada simbolo representa el tipo de organizacion social encontrado
(supercolonial o multicolonial). Las letras indican las tres primeras letras del nombre de cada localidad (ver
codigo en la Tabla 4.1).
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Tabla 4.1.Numero de nidos analizados por cluster en cada localidad. Se indica el codigo de cada localidad correspondiente al mapa de la figura 4.1. Para cada
cluster se indica la distancia media entre los nidos, con el valor minimo y maximo entre paréntesis; el nivel medio de agresion, con el rango entre paréntesis; el
tipo de organizacion social inferido; el nivel de perturbacion del ambiente; el sistema de reproduccion inferido en el capitulo 3 y la dominancia ecologica

observada en el capitulo 2, donde D: Dominante y ND: No dominante. Las coordenadas de cada localidad se especifican en la tabla S.2.1 del capitulo 2.

L ocalidad Codigo No. Distancia media (m)  Nivel de agresionsorg Organizacién  Nivel de Sistema de Dominancia
nidos (rango) Promedio(rango) social perturbacion reproduccién ecologica
Hurlingham HUR 4 5,9 (2,5-8,2) 0,57 (0-1) supercolonial alto clonal D
Camping Las Tejas TEJ D
Cluster Wa45 5 26 (9,9-59,8) 0,96 (0,8-1) supercolonial medio clonal D
Cluster Wa46 9 37,6 (3,1-72,9) 1,1 (0,6-2,2) supercolonial medio clonal D
Cluster Wa47 2 3,1 1 supercolonial medio clonal D
Cluster Wa51 2 56,8 0,8 supercolonial medio clonal D
Zérate (ciudad) ZAR D
Cluster Wa49 4 43,4 (3,1 -114,3) 0,9 (0,8-1) supercolonial alto clonal D
Nido Wa50 | alto clonal D
Cluster Wa56 2 4,01 | supercolonial alto clonal D
San Pedro PED 4 32,6 (8,3-58,6) 1,07 (0,6-1,4) supercolonial medio clonal D
San Nicolés NIC 2 20,9 32 multicolonial medio clonal ND
Rosario ROS 4 441,1 (36,8-701,7) 3(0,8-4) supercolonial alto clonal D
Parana PAR 6 39,3 (8,5-88,6) 1,08 (1-1,6) supercolonial alto clonal D
Reconquista REC 2 6,2 1 supercolonial alto clonal D
Gobernador Crespo GOB 4 30 (2-42,9) 1,13 (0,8-2) supercolonial alto clonal D
San Javier JAV 4 82,3 (40,8-126,4) 2,8 (1-4) multicolonial alto mixto D
Puerto Ocampo PUE 4 3 (2-6) 1,1 (1-1,16) supercolonial medio mixto D
El Bagual BAG 2 5 1,6 supercolonial bajo ? ND
Isla del Cerrito CER 3 33,8 (30-41,3) 1,5 (1-2,2) supercolonial medio mixto D
Camping Machuca MAC 2 10 1 supercolonial bajo sexual ND
El Soberbio SOB ND
Cluster 1 (jardin) 2 40 1 supercolonial alto sexual ND
Cluster 2 (camping) 2 50 2,6 multicolonial bajo sexual ND
Colén COL 4 20 (2-50) 1(1-1) supercolonial alto clonal D
Promedio 493 1,25
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No se encontré una asociacion entre el sistema de organizacion social y el nivel de
perturbacion del habitat ()(2 = 1,06; P = 0,72; Tabla 4.2). En los tres tipos de habitat el sistema de
organizacion social predominante fue el supercolonial (Figura 4.2). Tanto los ambientes con nivel
de perturbaciéon medio como alto, presentaron mayor incidencia de supercolonialidad que de
multicolonialidad (Xz (medio) = 4,5; gl = 1; P <0,05; Xz (alto) = 6,4; gl = 1; P < 0,05; Figura 4.2).
Para el caso de nivel de perturbacion bajo, el tamafio muestral no fue suficiente para realizar la

prueba estadistica.

Tabla 4.2. Tabla de contingencia a partir de la cual se realiz6 la prueba de independencia para analizar la
asociacion entre el sistema de organizacion y la perturbacion del habitat.

Nivel de perturbacion del ambiente
Bajo Medio Alto Total
Organizacién | Multicolonial 1 1 1 3
social Supercolonial 2 7 9 18
Total 3 8 10 21
*
100 -
= BSupercolonial
= 80 -1 . .
Z Multicolonial
2 60 -
E a0 -
--5
20 -
CI T — T —

Bajo Media Alto
Nivel de perturbacion

Figura 4.2. Porcentaje de clusters con cada tipo de sistema de organizacion social en ambientes con distinto
nivel de perturbacion. Los porcentajes corresponden a los valores de la tabla 4.2. *: P <0,05.
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Tampoco existi6 una asociacion entre el sistema de organizacion social y el sistema

reproductivo (x> = 1,64; P = 0,52; Tabla 4.3). Los tres clusters que presentaron multicolonialidad

presentaron los tres tipos de sistema reproductivo (una sexual, una mixta y otra clonal). Dentro de

los clusters clonales, la organizacion social fue mayormente supercolonial (y* = 9,31; gl = 1; P <

0,01; Figura 4.3). La prueba estadistica no se realiz6é en los clusters con reproduccion sexual o

mixta dado el pequeio tamafio muestral.

Tabla 4.3.Tabla de contingencia para realizar el analisis de independencia que estudia la asociacion entre la
organizacion social y el sistema reproductivo de los clusters. El total es de 20 clusters ya que en uno de los
clusters no se defini6 el tipo de sistema reproductivo (El Bagual).

Sistema de reproduccién
- Total
Sexual Mixto Clonal
Organizacién | Multicolonial 1 1 1 3
social Supercolonial 3 2 12 17
Total 4 3 13 20
*
100
B Supercolonial
80 - S
- Multicolomal
< 60 -
T 40 -
S5 20 4
0
Sexual Mixto Clonal

Sistema de reproduccion

Figura 4.3. Porcentaje de clusters que presentan cada tipo de sistema de organizacion social en poblaciones

o clusters con distinto tipo de sistema de reproduccion (sexual, mixto o clonal). *: P <0,01.
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La asociacion entre organizacion social y dominancia ecoldgica de las poblaciones tampoco
resultd significativa (X2 = 3,54; P = 0,13; Tabla 4.4). Ambos tipos de poblaciones tuvieron una
mayor incidencia de supercolonialidad (y* (dominantes) = 7,57; gl = 1; P < 0,01; x* (no dominantes)

no se probod dado el pequefio tamafio muestral) (Tabla 4.4 y Figura 4.4).

Tabla 4.4.Tabla de contingencia para realizar el analisis de independencia que estudia la asociacion entre la
organizacion social y la dominancia ecoldgica de los clusters.

Dominancia ecolégica
No dominantes Dominantes Total
Organizacién | Multicolonial 2 1 3
social Supercolonial 3 15 18
Total 5 16 21

b3
100 - =
B Supercolonial
w & ]
= 80 1 Multicolonial
-
=
s 60 -
=
L
e |
S 40 -
5]
i
S 5
e 20 7
0
Dominante Mo dominante

Dominancia ecologica

Figura 4.4. Porcentaje de clusters que presentan cada tipo de sistema de organizacion social en poblaciones
con distinta dominancia ecolégica (dada por la densidad de nidos, obreras y reinas).
*: P <0,001.

Las obreras provenientes de distintos nidos de la misma localidad presentaron menores
niveles de agresion (score medio = 1,4 + 0,9; N=113) que los de obreras provenientes de nidos de

distintas localidades (score medio = 3,2 £ 0,7; N=115) (Mann Whitney: P < 0,0001). Las obreras
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empezaron a mostrar agresion y signos de multicolonialidad a partir de que los nidos estuvieron
separados en promedio 290 + 145 metros. La gran mayoria de los enfrentamientos entre pares de
nidos provenientes de distintas localidades (113 de 115) mostré niveles de agresion mayores a 2
(Figura 4.5), excepto solo dos casos: un nido de San Nicolas enfrentado a un nido de Tumbaya y un

nido de Rosario enfrentado a otro de Zarate.
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Figura 4.5. Nivel de agresion (score obtenido en los ensayos de agresion) en funcion de la distancia
geografica entre los nidos enfrentados. Las distancias menores a 6 km corresponden a pares de nidos
presentes en la misma localidad, y las distancias mayores a 50 km corresponden a distintas localidades.

Los nidos pertenecientes al mismo linaje clonal pelearon significativamente menos que los
nidos pertenecientes a distintos linajes clonales (y° = 7,86; gl = 1; P < 0,01; Regresion logistica;
Figura 4.6). La probabilidad de agresion entre dos nidos aumentd con la distancia genética, siendo
del 20% cuando los nidos pertenecen al mismo linaje (diferencia alélica de 0) y aumentando a 80%

cuando los nidos presentan una distancia genética de 12 alelos de diferencia.
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Figura 4.6. Regresion logistica entre la distancia genética, medida como el nimero de alelos de diferencia
entre genotipos multilocus, y la agresion, considerada como una variable categorica que toma un valor de
cero, si no existe agresion (score medio < 2), y uno, si existe agresion (score medio >= 2).

El ntimero de supercolonias identificadas en cada sitio dependié en general del tamafio de
area analizada. En la mayoria de las localidades (11 de 16, es decir el 69%) se analiz6 un solo
cluster, cuyos nidos no estuvieron distanciados mas de 200 metros, y se observd una unica
supercolonia. En otras localidades como Zarate y Rosario, donde se analizaron clusters separados
mas de 400 metros de distancia, se identifico mas de una supercolonia. Por ejemplo, en Zarate
(donde se analizaron 7 clusters distribuidos tanto en la ciudad como también en el Camping Las
Tejas, ubicado del otro lado del Rio Parana) se identificaron por lo menos seis supercolonias
(Figura 4.7). La supercolonia de mayor tamaio se distribuyd a lo largo de una transecta de 500

metros de longitud, y comprendi6 los clusters Wa45 y Wa47.
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Figura 4.7.Mapa de Zarate donde se indica la ubicacion de las seis supercolonias identificadas por medio de
ensayos de agresion (circulos rojos) y su correspondencia con los distintos linajes clonales (circulos celestes)
identificados en el capitulo 3. Cada simbolo amarillo representa un cluster (agrupamiento de nidos), con su
codigo correspondiente.

Discusion

El trabajo realizado en este capitulo constituye la primera evidencia de organizacion social
supercolonial de W. auropunctata en el limite sur de su distribucion nativa, en Argentina, siendo el
sistema de organizacion predominante en esta region. Los ensayos de agresion realizados
permitieron identificar supercolonias cuando las obreras de distintos nidos no presentaban un
comportamiento agresivo al ser puestas en contacto. La mayoria de los nidos pertenecientes a un
mismo cluster, en un transecta de no mas de 200 metros de longitud, pertenecieron a la misma
supercolonia. Solo tres clusters (el 14% del total de los clusters analizados) resultaron
multicoloniales. Uno de estos sitos era un bosque secundario de un camping en El Soberbio,
provincia de Misiones, con un bajo nivel de perturbacién humana, el cual por ser un sitio natural, se
esperaba que presente una organizacion multicolonial. El segundo sitio, en San Nicolas, provincia
de Buenos Aires, se trataba de una sabana al lado del Rio Parana, con un nivel medio de

perturbacion humana. El tercer sitio presentaba un alto nivel de perturbacion humana (ciudad de
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San Javier, provincia de Santa Fe), en el que no se esperaba encontrar multicolonialidad por tratarse
de un sitio antrdpico. Sin embargo, la agresion observada aqui, puede deberse a que, si bien los
nidos se encontraban préximos entre si, pertenecian a distintos linajes clonales, segiin revelado en el

capitulo 3.

No existié una asociacion significativa entre el nivel de perturbacion del hébitat y el sistema
de organizacion social, ya que tanto en los sitios con bajo nivel de perturbacion, como medio y alto,
presentaron mayor incidencia de supercolonialidad. De todas formas, la baja abundancia de W.
auropunctata en bosques primarios, no permiti6 analizar apropiadamente el sistema de organizacioén
social en este tipo de habitats, estando muy poco representado en el presente estudio. Tampoco
existid una clara asociacion entre la organizacion social y el sistema reproductivo de las
poblaciones. Los tres tipos de sistemas reproductivos (sexual, mixto y clonal) presentaron
mayormente una organizacion social supercolonial, y a su vez, la multicolonialidad estuvo
representada, en menor medida, en los tres tipos de sistema reproductivo. Tampoco existidé una
asociacion con la dominancia ecoldgica, ya que si bien la gran mayoria de las poblaciones
dominantes resultaron supercoloniales, las no dominantes presentaron ambos tipos de sistema de

organizacion por igual.

Los niveles de agresion entre nidos provenientes de la misma localidad fueron menores a los
provenientes de distintas localidades. Este es el mismo patron observado por Le Breton et al. (2004)
en Brasil. Las obreras empezaron a mostrar agresion y signos de multicolonialidad a partir de que
los nidos estuvieron separados en promedio 290 + 145 metros. Ninguna supercolonia se distribuyo a
lo largo de mas de una localidad ya que los niveles de agresion entre la gran mayoria de los nidos
presentes en distintas localidades fueron altos. Esto es lo opuesto a lo que ocurre en los lugares
invadidos, donde agregados de distintos sitios, separados por cientos de kilometros de distancia, no
presentan agresion. Por ejemplo, la poblacion introducida en distintas localidades en Israel,
constituye una unica supercolonia (Vonshak et al., 2009), y en la isla de Nueva Caledonia
(Australia), también se registré una tnica supercolonia abarcando 400 kilometros, a lo largo de toda
la isla (Le Breton et al., 2004). Como era de esperar, las supercolonias en Argentina tienen un
tamafio mucho menor a las de lugares donde W. auropunctata fue introducida: la supercolonia mas
grande registrada en Argentina tuvo solo 500 metros de longitud, en el Camping Las Tejas, Zarate,

provincia de Buenos Aires. Curiosamente, esta es la colonia mas relacionada a la poblacion
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introducida en Israel, y constituye la posible poblacion fuente de la introduccion (Rey et al., 2012).
La diferencia en el tamafio de las supercolonias entre el rango nativo y el introducido podria deberse

a la mayor diversidad clonal (mayor cantidad de linajes) en el rango nativo.

La probabilidad de que exista agresion entre dos nidos aument6 con la distancia genética
entre los mismos. Asi, dos nidos pertenecientes al mismo linaje clonal presentaron una baja
probabilidad de agresion (del 20%), formando, en general, supercolonias. Esta probabilidad
aumentd en nidos pertenecientes a distintos linajes clonales, llegando a ser del 80% cuando la

distancia alélica entre dos nidos es de 12 alelos de diferencia.

Los datos obtenidos aqui sugieren, en general, que los nidos no solo forman supercolonias
cuando pertenecen al mismo linaje clonal, sino también cuando se encuentran proéximos entre si, a
una distancia no mayor de ~300 metros. Por ejemplo, en Rosario, donde se evaluaron cuatro nidos
pertenecientes al mismo linaje clonal, solo hubo ausencia de agresion entre los nidos que se
encontraban a pocos metros de distancia (30 m). Los nidos alejados més de 300 metros presentaron
agresion, infiriendo asi, la presencia de tres colonias en esta localidad. Este fendmeno de agresion
entre nidos que pertenecen al mismo linaje clonal puede deberse a que, al distanciarse de su colonia
original, los individuos de colonias distantes pierden el olor caracteristico de su colonia original
(Henderson et al., 1990). Sin embargo, esto no ocurre en las poblaciones introducidas (ej. Israel y
Nueva Caledonia), que pertenecen al mismo linaje clonal, estan distanciadas entre decenas a cientos
de kilometros y no presentan agresion. Por lo tanto, debe existir algun factor en el rango nativo,
ausente en el rango introducido, que provoca que nidos distantes (cientos de metros), del mismo

linaje clonal, presenten agresion. Sera interesante responder esta pregunta en estudios futuros.

En San Javier, por otro lado, si bien los nidos se encontraban a pocos metros de distancia
entre si (entre 60 y 127 m), la pertenencia a distintos linajes clonales explicaria la presencia de mas
de una supercolonia en esta localidad. Solo en San Nicolds se present6 un caso extrafio, donde dos
nidos muy proximos entre si, separados solo por 20 metros, pertenecientes al mismo linaje clonal,
presentaron agresion. El tipo de ambiente (natural) y la baja dominancia ecoldgica de esta
poblacion, podrian estar asociados a la organizacioén social multicolonial en este sitio. Es posible
que la dieta mas diversa de los ambientes naturales modifique los carbohidratos de la cuticula de las

obreras de los distintos nidos, provocando que se diferencien y presenten agresion sin importar que
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las reinas pertenezcan al mismo linaje clonal. Seria interesante estudiar los genotipos de las obraras
de estos nidos, ya que otra posible causa de la agresion podria ser que no comparten el mismo

genotipo de macho parental, haciendo que las obreras estan genéticamente diferenciadas.

También hubo dos excepciones en el caso opuesto, donde, contrariamente a lo esperado, nidos
separados por cientos de kilémetros de distancia y pertenecientes a distintos linajes clonales, no
presentaron agresion (Tumbaya versus San Nicolds y Zarate versus Rosario). No se puede concluir
aqui que se trate de una misma supercolonia, debido a que todos los clusters pertenecen a linajes
clonales distantes. La ausencia de agresion en estos enfrentamientos podria ser consecuencia de
haber sometido a los nidos a las mismas condiciones ambientales y la misma dieta durante los dias
previos a los ensayos de agresion (Holldobler & Wilson, 1990). Una pérdida de agresion
intraespecifica en condiciones de laboratorio se observa normalmente en los insectos sociales y es
comunmente atribuido a una reduccion en los olores derivados del medio ambiente o a la necesidad
de un contacto directo entre nidos (ej. Chen & Nonacs, 2000). Sin embargo, muchos estudios, han
demostrado que la agresion entre nidos es mantenida cuando se controla por diferencias ambientales
en el laboratorio (Heinze et al., 1996; Holway et al., 1998; Suarez et al., 2002; Vonshak et al.,
2009). En el presente estudio, la agresion entre obreras de W. auropunctata provenientes de

distintas localidades se mantuvo en la mayoria de los nidos mantenidos en el laboratorio.
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CAPITULO 5

Filogeografia deWasmannia auropunctatan

Su rango nativo
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Resumen.En el presente capitulo se integraron métodos de filogeografia clésica y bayesiana, junto
con modelado de nicho ecolégico con variables ambientales actuales y pasadas, para estudiar los
patrones demograficos que delinearon la distribucion de W. auropunctata en Sudamérica. Se
discutié su historia filogeografica en su area nativa en relacion a su reciente introduccion en la
region Mediterranea. Se generaron secuencias del gen mitocondrial Citocromo oxidasa I (COI) a
partir de 154 individuos que cubren la mayor parte del area de distribucion nativa de W.
auropunctata, incluyendo individuos de los dos principales clados (A y B) de la especie. El andlisis
filogeografico Bayesiano sugiere que el ancestro comun de estos dos clados se ubicé con mayor
probabilidad en el centro de Brasil hace ~3,9 millones de afios. El clado A se diferencié y expandi6
hacia el norte y el clado B hacia el sur, y un proceso de contacto secundario comenzé hace ~380 mil
afios a lo largo del centro de Sudamérica. Los habitats mas adecuados, para los tres periodos
climaticos analizados (actual, Ultimo Maximo Glacial y Ultimo Interglacial), parecen diferir entre
ambos clados, sugiriendo que la diferenciacion genética podria estar acompafiada de una
diferenciacion en los requerimientos de nicho ecoldgico, siendo el clado A un linaje tropical y el
clado B un linaje subtropical y templado. Estos resultados apoyan que las poblaciones de W.
auropunctata de Argentina son nativas y que solo el clado B alcanz¢ altas latitudes hacia el sur de
Sudamérica, caracterizado por un clima mas frio que el norte de este continente. Esto es
concordante con su posterior establecimiento exitoso en la region Mediterranea.

Introducciéon

El estudio de la evolucién de una especie o grupo de especies, frecuentemente requiere
conocer la historia de las poblaciones y sus patrones de dispersion en el espacio. La filogeografia es
una disciplina relativamente nueva, que estudia la distribucion geografica de los linajes dentro de
una genealogia, especialmente aquellos dentro y entre especies cercanamente relacionadas (Avise,
2009). Su objetivo final es inferir qué fuerzas historicas y/o contemporaneas son responsables de la
actual estructura genética de las especies (Avise, 2009). Para poder sacar conclusiones, la
filogeografia combina los datos de ADN de los individuos (a partir de la construcciéon de una la

filogenia) con la posicion geografica donde cada individuo fue colectado.

La mayoria de las especies muestran al menos cierto grado de diferenciacion genética en
relacion a su distribucion geografica (Avise, 2000). El marcador molecular mas ampliamente
utilizado para inferir patrones de distribucion de la variabilidad y diferenciacion genética en el
espacio, demografia, biogeografia, taxonomia y especiacion, ha sido el ADN mitocondrial
(ADNmt) (Avise, 2009). Los genomas mitocondriales tienen la ventaja de poseer tasas
relativamente rapidas de evolucidn, y por lo tanto proporcionan una buena resolucion para eventos

de especiacion recientes (Moore, 1995; Zink y Barrowclough, 2008). Esto constituye una gran
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ventaja sobre las secuencias nucleares, las cuales no poseen tasas de evolucion suficientemente
rapidas para realizar estudios intraespecificos (Antonelli et al., 2010). Ademads, su forma de
herencia simple (materna y sin recombinacion) simplifica el estudio de la historia poblacional de las
especies, ya que la Unica fuente de variabilidad es la mutacion; a diferencia del ADN nuclear, que
sufre recombinacion durante la meiosis asociada a la reproduccion sexual. Gracias a la tasa de
mutacion relativamente rapida del ADNmt, diversos haplotipos coexisten dentro de distintas

poblaciones de una especie (Avise et al., 2009).

Sin embargo, el empleo de ADNmt como Unico marcador para estudiar la estructura
genética de una especie o grupos de especies, particularmente de artropodos, ha sido fuertemente
criticado (Hurst & Jiggins, 2005). El principal problema de este marcador es que se ve afectado por
la infeccion por microorganismos endosimbiontes, la cual es muy comun en los artropodos (ej. la
bacteria Wolbachia; Rodriguero et al., 2013). Debido a que tanto la bacteria como el ADNmt se
transmiten por via materna, ambos pueden ser cotransmitidos a la descendencia, y por lo tanto estar
en desequilibrio de ligamiento (Hurst & Jiggins, 2005). Existe evidencia de seleccion indirecta de
genotipos mitocondriales mediada por infeccién por esta bacteria (Hurst & Jiggins, 2005). Un
ejemplo de esto es el caso de una poblacion de Drosophila simulans, originalmente no infectada,
pero que en 1980 adquiri6 a la bacteria, la cual indujo incompatibilidad citoplasmatica (es decir,
una alteracion reproductiva provocada por Wolbachia cuyo resultado es eliminar la descendencia de
las hembras no infectadas) (Engelstddter & Hurst, 2009). La infeccion se disemind rapidamente y
arrastrd6 un haplotipo mitocondrial que antes era raro (Turelli &Hoffmann, 1991). Por ello, las
genealogias basadas unicamente en ADNmt pueden reflejar una historia evolutiva errénea y
actualmente se sugiere el uso de ADN nuclear (ya sea a partir de secuencias o microsatélites) que
corrobore las conclusiones obtenidas con el ADNmt. Sin embargo, en la actualidad, existen estudios
filogeograficos basados unicamente en ADNmt, por la falta de variabilidad en genes nucleares (e;j.

Cardoso et al., 2015).

Las diferencias genéticas entre distintos linajes pueden atribuirse tanto a procesos actuales
como histdricos que hayan limitado el flujo génico o a diferentes regimenes de seleccion natural.
Existen diferentes hipdtesis en cuanto a cual fue el periodo geoldgico qué mas influencia tuvo en la
generacion de la biodiversidad en el Neotropico (Rull, 2008). Las fluctuaciones climaticas ocurridas

durante el Cuaternario (periodo geoldgico que comenz6 2,58 millones de afos (m.a.) atras),
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particularmente durante el Pleistoceno (2,58 — 0,012 m.a.), podrian constituir uno de los principales
motores responsables de la actual estructura genética de las poblaciones (Haffer, 1969). La vision
clasica propone que durante periodos frios la biota se habria retraido hacia menores latitudes,
permaneciendo en diferentes refugios o poblaciones aisladas y favoreciendo la divergencia genética
en condiciones alopatricas; luego, durante periodos céalidos, se habria producido una recolonizacion
hacia las zonas que antes eran poco favorables. Estudios recientes muestran que muchos de los
patrones filogeograficos de diferentes especies terrestres y de agua dulce reflejan las consecuencias
de una recolonizacidén posterior al ultimo méximo glacial hace aproximadamente 21.000 afos
(Hewitt, 2004). Sin embargo, nueva evidencia sugiere que la mayor cantidad de eventos de
especiacion en el Neotropico habria ocurrido antes del Pleistoceno, durante el Nedgeno (23 — 2,58
m.a.) (Moritz et al., 2000; Rull, 2008; Hoorn et al., 2010) y solo los clados mas recientes dentro de

las especies habrian divergido durante el Pleistoceno (Rull, 2011).

Combinar el andlisis de ADN (ya sea mitocondrial como nuclear), con modelos de
distribucion de especies (modelados de nicho ecologicos (MNE), resulta util para inferir el pasado
historico de una especie. Los MNE constituyen una herramienta util para analizar la distribucion de
una especie en la actualidad y los cambios en su rango de distribucion durante las fluctuaciones
climaticas del Cuaternario e identificar refugios pleistocénicos (ej. Werneck et al., 2011, 2012). Por
otro lado, conociendo la tasa de sustitucion nucleotidica del/los marcadores moleculares analizados,
se puede calcular hace cuéanto tiempo aproximadamente ocurrieron los distintos eventos de
cladogénesis dentro de una genealogia, y relacionar esa datacion con eventos geologicos conocidos

(ej. Ribas et al., 2011).

Wasmannia auropunctata es una especie con una compleja estructura genética en su rango
nativo (Foucaud et al., 2009), que habria sufrido una adaptacion a climas mas frios en el limite sur
de su distribucion nativa (el sur de Sudamérica). Resulta interesante explorar el proceso de
dispersion y diversificacion de W. auropunctata dentro de su area de distribucién natural que
acompafio dicha adaptacion. Si la especie es originalmente tropical, y posteriormente se adaptd a
climas mas frios, se espera que los ancestros mas antiguos se ubiquen en el tropico y los linajes mas
recientes en latitudes mayores. Si el clado A se ubica en Centroamérica y norte de Sudamérica, y el
B en el centro y sur de Sudamérica, se espera que la historia filogeografica de la especie refleje

eventos de dispersion diferenciales para cada clado.
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Asimismo, estudiar la filogeografia de W. auropunctata serd de gran utilidad para futuros
estudios comparativos que analicen esta region, debido a que existen pocos estudios filogeograficos
en el Neotropico (Beheregaray, 2008). En ese sentido, W. auropunctata constituye un buen modelo
biologico para estudios filogeograficos en la regién Neotropical ya que esta ampliamente distribuida
en toda esta region, y porque posee baja capacidad de dispersion, ya que su casta reproductiva no
realiza vuelos nupciales, sino que los nidos se multiplican por brotacion, facilitando asi la
preservacion de huellas genéticas del pasado que pueden asociarse a cambios climaticos y/o

eventos geologicos.

El objetivo del presente capitulo es investigar los procesos demograficos historicos que
modelaron la distribucién de W. auropunctata dentro de su area de distribucion nativa utilizando
marcadores de ADNmt y validando los resultados utilizando marcadores nucleares (microsatélites).
Se analizard como ha cambiado el area de distribucion geografica de la especie en el tiempo
evaluando si la introduccion de W. auropunctata en la region Mediterranea se corresponde con su
historia filogeografica dentro de su area de distribucion nativa. También se realizaran MNEs para
estudiar las variables ambientales que definen la distribucién de W. auropunctata en su area de
distribucion nativa y para determinar areas centrales y marginales de distribucion. Se evaluara si el
territorio argentino fue colonizado por una expansion natural en una escala de tiempo evolutivo, o
mas recientemente facilitado por la actividad humana y su modificacion del habitat. También se
investigard el potencial de W. auropunctata para extender su distribucion a nuevas areas
subdptimas. Por tltimo, se proyectaran los requerimientos de nicho ecoldgico actuales sobre capas
climaticas del pasado (Ultimo Méximo Glacial y Ultimo Interglacial) con el fin de comprender
coémo las fluctuaciones climaticas del Cuaternario pudieron haber influido en su estructura genética

actual, y para detectar posibles refugios Pleistocénicos para esta especie.

Materiales y Métodos
Muestreo

El analisis molecular se centrd en las poblaciones presentes en el sur de la distribucién de la

especie, abarcando parte de la distribucion del clado A y practicamente la distribucion completa del
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clado B. A partir de los muestreos realizados en el capitulo 2, en el centro y norte de Argentina, el
sudeste de Paraguay, el sur de Bolivia, Uruguay y Brasil, se colectaron 10-30 obreras y 1-10 reinas
(cuando presentes) a partir de 1-5 nidos en 94 localidades. Las muestras se conservaron en etanol al
96% para los posteriores analisis genéticos. También se analizaron muestras adicionales de obreras
de la isla Dominica (Caribe) (col. Laura Varone) y de Guyana Francesa y noreste de Brasil (col.
Olivier Rey). Los especimenes fueron depositados en el Laboratorio de Filogenias Moleculares y

Filogeografia (EGE-FCEN-UBA).

Andlisis de ADN mitocondrial
Secuenciacion de ADN

Se extrajo el ADN genémico total de 154 individuos (una obrera/reina por nido) utilizando
el kit de extraccion Qiagen DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen, Inc., Valencia, CA, USA). Se
amplifico por medio de PCR un fragmento de 628 pares de bases del gen mitocondrial Citocromo
Oxidasa I (COI) utilizando los primers universales para invertebrados LCO y HCO (Folmer et al.,
1994). Cada reaccion de PCR contuvo 50-100 ng de ADN (entre 1 y 5 pl, dependiendo del
extracto), 3 ul MgCl, 3mM (Invitrogen), Sul de buffer de PCR 1X, 0,2 pl de Taq polimerasa (1
unidad) (Invitrogen), 0,1 mM de cada ANTP (Promega), 0,5 ul de cada primer (10 uM), y agua
hasta completar un volumen final de 50 pl. Los ciclos de PCR consistieron en una primera etapa de
desnaturalizacion a 95°C por 3 minutos, seguido de 37 ciclos de 1) desnaturalizacion a 94°C por 1
minuto, 2) annealing a 48°C por 1 min y 3) extension a 74°C por 1 minuto, y una extension final a
74°C por 10 minutos. Los productos de PCR fueron revelados en gel de agarosa al 1% con Gel Red
(Biotium, Hayward, CA, USA), purificados con el kit Bioneer (GenBiotech) y secuenciados en la
Unidad de Secuenciacion y Genotipificado de la FCEN-UBA, con un secuenciador automatico

3130-XL (Applied Biosystems).

Las secuencias fueron alineadas y editadas utilizando ClustalW (Thompson ef al. 1994) con
el programa Bioedit v.7.2.3. Se corrobord que cada secuencia corresponda a una region codificante,
sin gaps que alteren el marco de lectura, con el programa MEGA v.6 (Tamura et al., 2013). Todas

las secuencias fueron finalmente depositadas en GenBank (ver Numeros de Acceso (NA) en la
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Tabla S.5.1). De las 154 secuencias totales, 42 (AN: KR106381 - KR106422) fueron obtenidas en
el CBGP por Olivier Rey utilizando la misma metodologia antes descripta. Se utilizo a Wasmannia

rochai como grupo externo (GenBank AN: EF459824).

Andalisis filogenético basado en COI

Utilizando el programa DNAsp v.5.0 (Librado & Rozas, 2009) se identificaron distintos
haplotipos y se calcularon sus respectivas frecuencias. Se infirieron sus relaciones genealogicas
bajo un criterio de Maxima Parsimonia (MP) y un criterio probabilistico (Analisis Bayesiano (AB)).
El analisis de MP se llevo a cabo con el programa TNT v.1.1 (Goloboff et al., 2008). El soporte de
cada nodo se calculd por medio de remuestreo (bootstrap) realizando 1000 réplicas. El Analisis
Bayesiano se realizo con el programa BEAST v.1.6.2 (Drummond & Rambaut, 2007; Heled &
Drummond, 2010), el cual permite estimar el arbol filogenético mas probable y los tiempos de
divergencia de cada nodo, incluyendo la de los dos clados principales de W. auropunctata.
Utilizando el programa jModelTest2 (Darriba et al., 2012) se infiri6 el mejor modelo de evolucion
para el conjunto de datos bajo el criterio Akaike (Akaike, 1973), el cual fue TrN+I+G (TrN
significa que las bases nucleotidicas poseen distintas frecuencias, existe una sola tasa de
transversion y dos tasas de transicion: AG # CT (Tamura & Nei, 1993); +I significa que existe una
proporcion de sitios nucleotidicos que varian y +G significa que los sitios evolucionan con distinta

tasa segiin una distribucién gamma).

Para estimar las edades de los nodos se utilizo la tasa de sustitucion nucleotidica de COI
de 3.54 % My-1 (Papadopoulou et al., 2010) ya que no se dispone de fosiles de W. auropunctata
para calibrar la tasa de sustitucion especifica para la especie. Para establecer las relaciones entre los
distintos haplotipos y analizar qué haplotipos son mas recientes y cuales mas antiguos, se construy6
una red de haplotipos utilizando el programa TCS v.1.21 (Clement et al., 2000) con una confianza
del 95%. Esta red se construye a partir del arbol mas parsimonioso y no posee raiz; los haplotipos se
conectan con ramas cuyo largo es proporcional al nimero de mutaciones que los diferencian. Los
haplotipos més antiguos se ubican hacia el interior de la red mientras que los que surgieron mas

recientemente se ubican hacia los extremos de la red.
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Diversidad genética

Para cada haplogrupo identificado en la red de haplotipos se calcul6 el nimero de haplotipos
(h), la diversidad haplotipica (Hq) y la diversidad nucleotidica () (Nei, 1987). Para evaluar la
diversidad genética sobre el paisaje y detectar patrones de estructuracion geografica se mapearon
las distancias genéticas, basadas en COI, de los distintos individuos, sobre el paisaje a través de un
Andlisis de Interpolacion Espacial utilizando el programa Alleles in Space v.1.0 (AIS) (Miller,
2005). Si bien este analisis no posee una estadistica asociada, el programa permite visualizar
geograficamente la diversidad genética en especies que poseen una distribucion continua y amplia,
como es el caso de W. auropunctata, con la ventaja de que no requiere definir las poblaciones a

priori.

A partir de una matriz de datos geograficos (latitud y longitud) de cada muestra, y otra
matriz de datos genéticos (las secuencias de COI en este caso), el AIS se basa en la triangulacion de
Delaunay para construir una red de conectividad entre todas las localidades muestreadas, calcular
las distancias genéticas entre las muestras e inferir las distancias genéticas en sitios no muestreados
(para una mayor explicacion ver Guzman et al., 2012). Como resultado, el programa genera un
grafico tridimensional, cuyos ejes “x” e “y” corresponden a las coordenadas geograficas entre las
muestras, y el eje “z” corresponde a las distancias genéticas interpoladas y representadas en funcion
de su peso relativo (height). De esta manera se representan los patrones de diversidad genética a
través del paisaje muestreado con picos en areas de alta diversidad (alta distancia genética entre
individuos) y valles en areas de baja diversidad. Para eliminar el efecto de aislamiento por distancia,
se utilizaron las distancias genéticas residuales. Para el 4rea total cubierta (2.204 km?), las
dimensiones de la grilla fueron de 89 x 24 y un valor de pesado de distancia (distance weight value)
de 0,5. Para visualizar el grafico tridimensional sobre el paisaje se import6 el archivo de salida
(GLS) en el programa DIVA-GIS v.7.1.7 (Hijmans et al., 2004), creando un mapa bidimensional

cuyos colores corresponden a las distancias genéticas (heights) entre los puntos.

Historia demografica

Los cambios histdricos en el tamafio poblacional de una especie pueden dejar huellas en el

ADN que pueden ser detectadas al analizar secuencias de genes que posean una tasa de sustitucion
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nucleotidica apropiada, como es el caso del ADNmt (Tajima, 1989; Slatkin & Hudson, 1991). Para
analizar si los distintos haplogrupos de W. auropunctata sufrieron expansiones poblacionales
recientes se calcularon los estadisticos D de Tajima (Dr; Tajima, 1989) y Fs de Fu (Fu, 1997)
utilizando el programa DNAsp v.5.0 (Librado & Rozas 2009). Ambos estadisticos evaluan desvios
de la neutralidad o de tamafios poblacionales constantes. El Dr compara diferencias entre Ow
(nimero de sitios segregantes) y m (promedio de diferencias nucleotidicas). Bajo neutralidad se
espera que ambos estimadores sean iguales y por lo tanto la diferencia entre ellos sea igual a cero.
Por el contrario valores negativos de Dt sugieren que las poblaciones han atravesado una expansion
poblacional, cuello de botella o que la region génica presenta huellas de barridos selectivos. Asi
mismo, valores positivos sugieren que pudo haber actuado la seleccion equilibradora o que existe
estructuracion poblacional. El test de Fu se basa en la probabilidad de observar no menos de k
haplotipos en una muestra de n secuencias dado un cierto valor de 0, calculado a través de m. Fs
tiende a ser negativo cuando hay un exceso de mutaciones recientes que generan alelos raros. Los
alelos raros pueden ser producto de expansiones recientes. El test de Fu es mas poderoso que el Dy
para casos de expansion poblacional (Fu 1997). La significacion de estos estadisticos se evalud a
través de simulaciones de coalescencia basadas en cadenas de Markov de Montecarlo (MCMC),
realizando 10.000 réplicas (Hudson, 1990) y asumiendo que no hay recombinacion en los datos

(situacion comun en genes mitocondriales).

Asimismo se analizaron posibles cambios en el tamafio poblacional efectivo en el clado B a
través del anélisis Bayesian Skyline Plot (BSP, Drummond et al., 2005) utilizando BEAST v1.6.2
(Drummond & Rambaut, 2007). Se realizaron 100 millones de generaciones de MCMC,
muestreando cada 1000 arboles, asumiendo reloj molecular estricto (por tratarse de un estudio
intraespecifico) y con el modelo de sustitucion nucleotidica inferido con jModelTest v2.1.4 (Darriba
et al., 2012). Utilizando TRACER (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/tracer/) se corroboré que el
tamano muestral efectivo (ESS) de cada parametro alcanzara valores mayores a 200 y se
descartaron los primeros arboles correspondientes al periodo de burn-in (10% de los arboles).

Luego se utiliz6 el mismo programa para realizar el BSP.
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Andalisis Filogeogrdfico Bayesiano Continuo

Con el objetivo de inferir el origen temporal y espacial de W. auropunctata y explorar su
patrén de expansion y diversificacidn en su rango nativo, se realizd un analisis filogeografico
bayesiano continuo. Este método considera a las localidades donde la especie estd presente como
estados discretos y reconstruye los estados ancestrales sobre una filogenia enraizada y calibrada
temporalmente, a través de un marco estadistico Bayesiano (Lemey et al., 2010). Constituye un
método probabilistico y como tal, presenta la gran ventaja de basarse en un modelo de evolucion
explicito, permitiendo vislumbrar la historia completa de la evolucion de los caracteres (ya sea
moleculares o de distribucion geografica). Al calcular la probabilidad de cada estado ancestral
también incorpora las diferencias en longitudes de ramas en los nodos terminales de la filogenia.
Esta aproximacion bayesiana integra en un unico modelo las localidades espaciales y un conjunto
de secuencias alineadas, coleccionadas en distintos individuos. El modelo incorpora incertidumbre
en la topologia de la filogenia y en el proceso de sustitucion nucleotidica que dio lugar a ese
alineamiento de secuencias para reconstruir intervalos de confianza que representan la ubicacion
espacial y temporal de los nodos ancestrales. El modelo probabilistico emplea el método de
“caminatas aleatorias en tiempo continuo de difusion espacial” para calcular las probabilidades de
ubicacion espacial de los nodos internos y asi ubicar con alta probabilidad el lugar geografico donde

se habria encontrado t generaciones atras un ancestro cualquiera de la filogenia.

Utilizando el programa Beauti del paquete BEAST (disponible en http://beast.bio.ed.ac.uk)
se generd la matriz de entrada y se especificaron los parametros para la posterior corrida del
BEAST (Drummond et al., 2012). Se utiliz6 la opcion jitter con un parametro de 0,001 para variar
ligeramente las coordenadas idénticas y evitar asi su superposicion. Se utilizéo el modelo de
evolucion molecular TrN+I+G, inferido con el jModelTest2 (Darriba et al., 2012) y reloj molecular
estricto. Se realizaron 6 corridas independientes de MCMC, cada una de 200 millones de
generaciones, guardando los resultados cada 1000 arboles utilizando el BEAST v.1.7.5 (Drummond
et al., 2012). La convergencia de las cadenas fue evaluada con el programa TRACER, con el cual se
corrobor6 que todos los parametros representen correctamente la distribucién posterior, buscando
que todos posean ESS (Effective Sample Size) > 200. Se descart6 el primer 10% de los arboles (20
millones de iteraciones) correspondiente al periodo burn-in. Se combinaron las 6 corridas utilizando

el programa LogCombiner v.1.7.5 y finalmente se estimo la filogenia mas probable para el grupo de
98



datos (Maximum Clade Credibility (MCC) tree) utilizando el programa TreeAnnotator v.1.7.5
(Heled & Drummond, 2008). Para estimar la edad de cada nodo de la filogenia se utilizo la tasa de
sustitucion nucleotidica de 3,54 % My (Papadopoulou et al., 2010). Con el fin de visualizar mas
facilmente el patron de dispersion de W. auropunctata en el espacio, el arbol MCC fue proyectado
sobre una grilla de coordenadas geograficas utilizando el programa Phylowood (Landis & Bedford,

2014) disponible online (http://mlandis.github.io/phylowood/).

Andlisis de marcadores nucleares

Para corroborar si la informacion nuclear apoya los resultados obtenidos a partir del
ADNmt, se amplificaron por PCR dos genes nucleares: Wingless y Factor de Elongacion la (ver
primers 'y condiciones de amplificacion en la Tabla S.5.2). Debido a que estos genes no presentaron

suficiente variabilidad (resultados no presentados) se procedio a utilizar marcadores microsatélites.

Se analizd6 una matriz de microsatélites de 151 individuos (111 obreras y 40 reinas)
distribuidos en Argentina, Brasil, Guyana Francesa y Costa Rica, donada por Olivier Rey. Del total
de individuos, 68 pertenecen al clado A y 83 al clado B. Para evitar cualquier efecto de la estructura
del nido/colonia en los resultados, solo se utilizaron dos obreras y una reina por nido en las colonias
clonales y dos obreras y dos reinas por nido si las colonias eran sexuales. Los genotipos multilocus
se obtuvieron por medio de la amplificacion por PCR de 12 loci microsatélites cuyos primers y
protocolo de amplificacion multiplex fue disefiado por Fournier et al. (2005b) (ver capitulo 3). La

matriz de microsatélites utilizada se encuentra disponible en la tabla S.5.3.

Se empled el método de agrupamiento Bayesiano implementado en el programa
STRUCTURE v.2.3.4 (Pritchard et al., 2000) para analizar como se agrupan sucesivamente los
individuos cuando el nimero de grupos genéticos predeterminados (K) se incrementa de 1 a 18. Si
los dos clados principales (A y B) no son un artefacto, producto de analizar solamente el ADNmt,
se espera que para K = 2 se recuperen ambos clados y por lo tanto que el agrupamiento coincida con
el obtenido a través del ADNmt. Para valores superiores de K, también se evaluo si el agrupamiento
coincide con la clasificacion de haplogrupos basados en el ADNmt. Todas las corridas involucraron
3 millones de generaciones de MCMC, con un periodo de burn-in de 50.000 generaciones, usando

el modelo de mezcla y de correlacion de frecuencias alélicas descrito por Falush et al. (2003). Se
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realizaron 3 corridas independientes para cada valor de K. El valor de K que mejor se ajusto a
nuestros datos se evalud mediante el calculo del valor de Delta K (Evanno et al., 2005), utilizando

el Structure Harvester (Earl & vonHoldt, 2012), disponible online.

Vale la pena senalar que el analisis de STRUCTURE solo puede aplicarse a poblaciones
sexuales, ya que uno de sus supuestos principales es el de panmixia (apareamiento aleatorio entre
los individuos de la poblacion). Es por esta limitacion que nuestro objetivo no es definir el nimero
de poblaciones actuales basado en las frecuencias alélicas, sino que se utilizo este programa como
herramienta para analizar patrones generales de estructuracion y estudiar la evolucion del parametro
K basado en el flujo génico histérico. Aunque nuestro conjunto de datos se compone principalmente
de poblaciones clonales (ver capitulo 3), existe evidencia de que estas habrian surgido
recientemente de poblaciones sexuales locales (Foucaud et al., 2007), por lo que los genotipos
clonales probablemente reflejan genotipos sexuales pasados. Ademads, como se vio en el capitulo 3,
los eventos de reproduccion sexual que originan nuevos linajes clonales son muy comunes en el
rango nativo de W. auropunctata. Si bien existen otros analisis de agrupamiento que no asumen
panmixia, se decidid utilizar el STRUCTURE de todas maneras ya que es el Uinico que permite

analizar la estructuracion de las poblaciones de una manera historico-evolutiva.

Distribucion de Wasmannia auropunctata durante el Cuaternario

Para estimar la distribucion de W. auropunctata a lo largo de las fluctuaciones climaticas del
Cuaternario se realizaron modelados de nicho ecologico (MNE) a través del método de maxima
entropia implementado en MAXENT v.3.3.3 (Phillips et al., 2006). Este programa utiliza datos de
presencia de la especie junto con datos ambientales (de temperatura y precipitaciones) para estimar

la probabilidad de presencia en diferentes sitios.

Aunque se reconoce que la distribucion de una especie depende de procesos biologicos mas
complejos, tales como factores bidticos -como las interacciones con otras especies-, su historia de
dispersion y la heterogeneidad de recursos (Fitzpatrick et al., 2007), la utilidad de estos modelos
depende de un uso apropiado de los mismos (Araujo & Peterson, 2012). De hecho, el MNE

representa una herramienta potencialmente poderosa para comprender el area de distribuciéon y la
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ecologia de las especies. Se sabe también que la distribucion de las hormigas esta limitada en gran
parte por el clima (Roura-Pascual et al., 2011), por lo tanto el MNE puede proporcionar una primera
aproximacion util para explorar la distribucion de W. auropunctata dentro de su area de distribucion

nativa.

Las variables climaticas presentes y pasadas fueron obtenidas de WorldClim (Hijmans et al.,
2005). Las variables climaticas correspondientes al Ultimo Méaximo Glacial (LGM por sus siglas en
inglés), ocurrido 21 mil afios atras, se obtuvieron del Paleoclimate Modeling Intercomparison
Project Phase II y las correspondientes al Ultimo Interglacial (LIG por sus siglas en inglés),
ocurrido 120 mil afios atrds, se obtuvieron de Otto-Bliesner et al. (2006). E1 Holoceno (6 mil afios
atras) no fue analizado ya que estudios anteriores, realizados con otras especies, no mostraron
diferencias en la distribucion entre este periodo y el presente (Werneck et al., 2011, 2012). Todas
las variables bioclimaticas disponibles (Tabla S.5.4) fueron sometidas a un test de multicolinealidad
para eliminar del andlisis las variables que estén correlacionadas entre si, examinadas a través del
coeficiente de correlacion de Pearson (r). Se seleccionaron las siguientes 11 variables: temperatura
media anual, rango medio diurno, isotermalidad, temperatura méaxima del mes mas calido,
temperatura minima del mes mas frio, rango anual de temperatura, temperatura media del trimestre
mas hiimedo, temperatura media del trimestre mas seco, precipitacion anual, precipitacion del mes
mas humedo y precipitacion del trimestre mas seco. La resolucion de las variables bioclimaticas
actuales y del LIG fue de 30 arc-segundos (~1 km?), mientras que la del LGM fue de 2,5 arc-

minutos (~4,6 km?).

Con el objetivo de evaluar posibles diferencias en los nichos ecoldgicos entre el clado A y el
B, se aplico el MNE a dos conjuntos de datos distintos: a) todas las ocurrencias de W. auropunctata
del rango nativo (excluyendo todas las regiones donde la especie es introducida) y b) solo las
ocurrencias de poblaciones nativas del clado B. Esta informacion incluy6 los registros de nuestros
muestreos y registros obtenidos de AntWeb, una base de datos mundial de hormigas
(http://www.antweb.org/bigMap.do?taxonName=myrmicinae Wasmannia%20auropunctata&project
=allantwebants). Es importante aclarar que para poder realizar esta diferenciacion en el analisis de
los datos, es necesario conocer a qué clado pertenece cada poblacion y debido a que nuestros

analisis se centraron en las poblaciones del limite sur de distribucion de la especie (pertenecientes
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mayormente al clado B), no se contd con suficientes poblaciones del clado A para poder realizar el

modelado solo con este clado.

Se utilizé el valor default de umbral de convergencia (10) con un méximo de 1000
iteraciones en cada corrida. En cada corrida el programa elige aleatoriamente el 75% de los puntos
de presencia para entrenar el modelo, y el 25% para ponerlo a prueba. Para evaluar el modelo y
estimar su capacidad de prediccion se analizé el area bajo la curva ROC (Receiver Operating
Characteristic) (AUC), la cual es una salida grafica del programa, que muestra la capacidad de
discriminacion de una presencia (sensitividad) versus la capacidad de discriminacion de una
ausencia (especificidad) (Phillips & Dudik, 2008; Swets, 1988). Los valores de AUC pueden variar
entre 0,5 (exactitud dada por azar) a un valor maximo de 1 (discriminacién perfecta). El uso del
AUC es una buena herramienta para evaluar la contribucion de las variables para el MNE (Elith et
al., 2006). Finalmente se obtuvo un mapa de América en el que distintos colores representan la
probabilidad de ocurrencia de la especie, desde azul, que corresponde a una baja probabilidad de
ocurrencia (sitios con las condiciones menos adecuadas para la especie), hasta rojo para los sitios de
mayor probabilidad de ocurrencia (sitios que retinen las condiciones mas favorables para la
supervivencia de la especie). Se realizd el mismo procedimiento para las proyecciones de los tres

periodos (actual, LGM y LIG).

Resultados
Andlisis filogenético basado en ADNmt

Las 154 secuencias de COI analizadas contuvieron 510 caracteres constantes, 118
polimérficos y 100 informativos para el criterio de parsimonia. Se identificaron 53 haplotipos
(Tabla S.5.5). El analisis de MP dio como resultado 20 arboles igualmente parsimoniosos de 373
pasos (Figura 5.1) mientras que el AB recuper6 un arbol con topologia similar que el consenso

estricto de MP (Figura 5.2).

Tanto en el analisis por MP como en el AB se recuperaron los dos principales clados A 'y B
de W. auropunctata, con alto soporte (alto valor de bootstrap y alta probabilidad posterior). Esto

coincide con los clados propuestos por Mikheyev & Mueller (2007). Segin ambos arboles y la red
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de haplotipos obtenida con el TCS (Figura 5.3), dentro del clado A se pueden definir dos subclados
o haplogrupos (grupos monofiléticos de haplotipos con una alta probabilidad posterior segun el
analisis Bayesiano): A-1 y A-II; mientras que dentro del clado B se pueden definir 8 haplogrupos:
B-I a B-VIII. Aunque la distribucion de ambos clados se superpone, el clado A esta distribuido
principalmente en Centroamérica y el norte de Sudamérica, hasta los 26°S en la localidad de San
Francisco do Sul, en Brasil (Figura 5.4 y Tabla S.5.5), y el clado B se distribuye principalmente en
el sur de Sudamérica, aunque, segiin nuestro muestreo, también se encontraron poblaciones de este
clado en Amazonas, hasta los 3,4° N en la localidad de Maraca, en Brasil. El clado B es el tnico
que llega a Argentina, y se extiende hasta una latitud de 34,5° en la localidad de Lozano, en la

provincia de Buenos Aires.
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Figura 5.1. Consenso estricto obtenido a partir de 20 arboles igualmente parsimoniosos, de 373 pasos de
longitud, basado en los 53 haplotipos de COI. Los clados con mayor soporte de nodos se indican con valores
de bootstrap mayores a 50 en cada nodo. Cada cuadro de color define distintos haplogrupos, consistentes con
el Andlisis Bayesiano.
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Figura 5.2 Filogenia mas probable obtenida en el Analisis Bayesiano, basada en los 53 haplotipos de COL.
El color de las ramas representa la probabilidad posterior de cada clado y subclado (o haplogrupo), en un
gradiente que va desde rojo (alta probabilidad) hasta azul (baja probabilidad). Los valores de Bootstrap
mayores a 50 se muestran por encima de los nodos. El nodo del grupo externo se cortd de la figura para
visualizar mas claramente los terminales.
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Dentro del clado A, el haplogrupo A-II fue més comin y se encontré6 mas extensamente
distribuido que el A-I. El primero incluye individuos de los estados de Parana, Sdo Paulo, Rio de
Janeiro y Bahia en Brasil, el estado de Cordillera en el sur de Paraguay, el estado de Santa Cruz de
la Sierra en Bolivia, Guyana Francesa y Dominica. El haplogrupo A-I solo estuvo presente, segun

nuestros datos, en Guyana Francesa y Amazonia (Figura 5.4).

A-114
2 | 2 B-1V
‘| B-vII
B-V BV
B-111
‘ © B
A-1H e
B
Clado A Clado B

Figura 5.3. Red de haplotipos construida con TCS v.1.21. Cada circulo gris representa un haplotipo. El
numero al costado de cada haplotipo corresponde a su identidad, segin se indica en la tabla S.5.5. El tamafio
del circulo es proporcional a la frecuencia del haplotipo. Cada circulo blanco mas pequefio representa un
paso mutacional. Cada rectangulo (cuyo color se corresponde con las figuras 5.1, 5.2 y 5.4) representa un
haplogrupo.

Dentro del clado B, el haplogrupo B-I se encuentra en el noreste de Brasil (Bahia) y emerge

basalmente con respecto al resto de los haplogrupos de este clado; los haplogrupos B-III, B-VII y
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B-VIII se localizan en el sur de Brasil (aunque B-VII también estd presente en el este de Bolivia),
B-II incluye individuos del sudeste de Paraguay y el centro de Argentina, B-IV esta presente en
habitats antropicos del centro y noroeste argentino y en el sur de Uruguay, aunque sorpresivamente
también se encontraron individuos de este haplogrupo en el norte de Brasil (Virua, Maraca y Ducke,
en Amazonia), todos pertenecientes al haplotipo 1 (HI). B-V esta presente principalmente en
habitats naturales del noreste argentino y sudeste paraguayo, aunque también incluye individuos del
Bosque Atlantico en el estado brasilero de Santa Catarina y de ambientes antropicos del noroeste
argentino. Por ultimo, B-VI se encuentra principalmente en planicies de inundacion del noreste
argentino, aunque también hay individuos de este haplogrupo en hébitats antropicos del centro y
noroeste de Argentina (Figura 5.4). Es interesante que el haplotipo mas basal de este ultimo

haplogrupo fue colectado en Amazonia (H47, Manaquiri, Figura 5.4 y Tabla S.5.5).

Todas las poblaciones de W. auropunctata presentes en Argentina pertenecen al clado B,

indicando que solo este clado pudo colonizar las latitudes mas altas hacia el sur de su rango nativo.
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Figura 5.4. Distribucion de los haplogrupos definidos en el Analisis Bayesiano. Cada simbolo representa
una localidad o localidades vecinas muy cercanas. Los circulos representan los haplogrupos del clado B, los
cuadrados el haplogrupo A-I y los rombos el A-II. Los colores corresponden al haplogrupo al que pertenece
dicha poblacion o individuo.

108



Diversidad genética

Considerando todo el conjunto de datos (las 154 secuencias), la diversidad haplotipica (Hg)
fue 0,91 y la diversidad nucleotidica (r) fue 0,03. La diversidad nucleotidica del clado A fue dos
veces mayor que la del clado B (Tabla 5.2) y la diversidad haplotipica ligeramente superior, a pesar
de estar menos representado en nuestro muestreo. Dentro del clado A, el haplogrupo A-II presento
mayor diversidad nucleotidica que el A-I a pesar de tener menor diversidad haplotipica. Dentro del
clado B, el haplogrupo con la mayor diversidad genética fue el B-III, el cual es endémico de la Mata
Atlantica. El haplogrupo B-VI también exhibi6 una alta diversidad genética, pero esto puede ser
explicado por la relativamente alta distancia genética entre el haplotipo 47, presente en Amazonas,
y el resto de los haplotipos presentes en Argentina (H4, 5, 12, y 46) (Figura 5.3 y 5.4; Tabla S.5.5).

El resto de los haplogrupos present6 valores de diversidad genética bajos.

Tabla 5.2. indices de diversidad genética: nimero de muestras (N), numero de haplotipos (h), diversidad
haplotipica (Hd) y diversidad nucleotidica () calculados para todo el conjunto de datos, para los clados A 'y
B y para los haplogrupos identificados por el Analisis Bayesiano y la red de haplotipos. Los estadisticos Fs
de Fuy D de Tajima (D) se calcularon solo para los haplogrupos con mas de 4 haplotipos.

Haplogrupo N h Hd T Fs de Fu Dr
Clado A 31 17 0,923 0,02232 0,127 -0,19001
A-1 5 5 1 0,00796 -1,345 -0,95426
A-11 26 12 0,889 0,01869 1,839 -0,09986
Clado B 123 36 0,868 0,01165 -8,288 -1,21548
B-1 2 2 1 0,00318 - -
B-II 6 2 0,333 0,00053 - -
B-II1 6 4 0,8 0,00881 1,373 -0,17192
B-IV 58 13 0,498 0,00134  -10,945%* -2,34948 **
B-V 27 7 0,687 0,00153 -3,069* -1,42429
B-VI 18 5 0,765 0,00279 0,165 -1,17143
B-VII 4 2 0,667 0,00106 - -
B-VIII 2 1 0 0 - -
Total 154 53 0,913 0,03288 -2,746 0,0574

*P <0,05; **P <0,0001

El patron de diversidad genética en el paisaje obtenido por medio del Andlisis de

Interpolacion Espacial mostrd que, dentro del area geogréfica analizada, la diversidad genética de
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W. auropunctata es mayor a lo largo del Bosque Atlantico y el norte de Sudamérica (zona azul), y
menor en el centro de Sudamérica y norte de Argentina (zona amarilla), aunque hay una pequena
zona de alta diversidad genética en el noroeste de Argentina (Figura 5.5a). Solo considerando el
clado B, la diversidad genética es mayor en el norte de Argentina, Paraguay y el Bosque Atlantico y

menor en el centro de Sudamérica y centro de Argentina (Figura 5.5b).

=
e

5 .
Clados Ay B Clado B

Figura 5.5. Resultado de la Interpolacion Espacial. Las areas azules muestran regiones de alta diversidad
genética y las areas amarillas indican menor diversidad genética. a) La distribucion de la diversidad genética
considerando todo el conjunto de datos, es decir ambos clados A y B; b) considerando s6lo el clado B.

Historia demografica

Dos de los diez haplogrupos definidos previamente presentaron signos de expansion
poblacional: los haplogrupos B-IV y B-V (Tabla 5.2). El haplogrupo B-IV mostr6 la evidencia mas

fuerte de expansion (Dr y Fs de Fu negativos y significativos), lo que es congruente con su
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configuraciéon, con un haplotipo central y frecuente (H1) y muchos haplotipos menos frecuentes
derivados del mismo por una o muy pocas mutaciones (Figura 5.3). Por su parte, el haplogrupo B-V
esta constituido por dos haplotipos frecuentes (H4 y H5), diferenciados en un solo paso mutacional,
y pocos haplotipos recientemente derivados en bajas frecuencias, lo cual se corresponde con un
signo demografico mas débil (Ambos estadisticos fueron negativos pero solo el Fs de Fu resultd
significativo). Debido a que la mayoria de nuestras muestras pertenecen al clado B y teniendo en
cuenta los resultados de las pruebas de neutralidad, que s6lo detectan desviaciones de la neutralidad
en este clado, el BSP se realizo también s6lo en este clado. El mejor modelo de sustitucion
nucleotidica para este subgrupo de datos fue HKY + I (HKY significa que las bases nucleotidicas
poseen distintas frecuencias y que existe una sola tasa de transversion y una de transicion
(Hasegawa et al., 1985)). El BSP sugirié6 un tamafio poblacional constante a través del tiempo,
seguido de un ligero descenso y luego un crecimiento demografico que parece continuar en la
actualidad (Figura 5.6). Mediante la aplicacion de la tasa de divergencia nucleotidica para el gen
COI de 3,54% por millén de afios (Papadopoulou et al., 2010), se estim6 que el comienzo de la

expansion habria ocurrido hace aproximadamente 28.000 afios.

Figura 5.6. Estimacion de las fluctuaciones del tamafio poblacional historico del clado B de Wasmannia
auropunctata obtenido por medio del Bayesian Skyline Plot. La linea continua representa la estimacion de la
mediana del tamafio poblacional y el 4rea azul muestra los limites de densidad posterior mayores al 95%. El
eje “y” muestra el tamafio poblacional y el eje “x” representa el nimero de sustituciones por sitio.
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Analisis Filogeografico Bayesiano

Una animacion de la dispersion y diversificacion de W. auropunctata desde su origen hasta
la actualidad puede visualizarse en el siguiente link: http://mlandis.github.io/phylowood/ abriendo
la matriz txt del Apéndice S.3.1, disponible online como informacién suplementaria de Chifflet et
al. (2016) o en https://sites.google.com/site/ecologiaygenetica/inicio/material-didactico). El analisis
filogeografico bayesiano infiere que el ancestro comin de los dos clados principales de W.
auropunctata habria existido con mayor probabilidad en el centro de Brasil, mas precisamente en el
estado de Tocantins, hace aproximadamente 3,92 millones de afios (m.a.), con un 95% de confianza
(HPD) entre 2,67 y 5,19 m.a. (Figura 5.7). El ancestro comtin de ambos clados se simboliza con la
estrella roja de la figura 5.8a. Un evento de dispersion desde esta zona se habria producido entre
3,92 y 1,26 m.a. hacia el norte de Brasil llegando a la Selva Amazénica, y hacia el sur de Brasil
alcanzando la cuenca del Plata y el Bosque Atlantico, dando lugar a los clados A y B,
respectivamente (Figura 5.7 y 5.8a). El ancestro comun del clado A se ubic6 con mayor
probabilidad en el estado de Pard, en el este de Brasil y habria surgido hace aproximadamente 1.26
m.a. (95% HPD: 0,84-1,66 m.a.). Luego, se habrian producido eventos de diferenciacién genética y
dispersion en varias areas adyacentes a través de las cuencas del rio Amazonas y del rio San
Francisco. El ancestro comun del clado B se habria ubicado hacia el sur del ancestro del clado A,
con mayor probabilidad en el noroeste del estado de Sao Paulo en Brasil, hace aproximadamente
1,22 m.a. (95% HPD: 0.73 -1.69 m.a.). Un evento de dispersion de este clado habria ocurrido hacia
el sur de este pais seguido de diversificacion y diferenciacion genética en multiples areas
adyacentes: este de Brasil (haplogrupo B-I) y sur de Sudamérica como Argentina, Uruguay, Bolivia
y Paraguay (haplogrupos B-II - BVIII) (Figura 5.7 y 5.8b-e). Vale la pena aclarar que existe una
gran incertidumbre sobre la ubicacion de los ancestros de cada clado, representado por las areas

dentro de las lineas punteadas de la figura 5.8a.

El anélisis filogeografico Bayesiano sugiere que un proceso de contacto secundario entre
ambos clados comenz6 a ocurrir hace 0,38 - 0,16 m.a. (Figura 5.8d-e.), en al menos cuatro regiones
dentro del area de distribucién nativa de la especie: noreste de Brasil (Bahia), sur de Brasil
(Bosques costeros de la Serra do Mar, Mata Atlantica), Bolivia (Bosque Montano) y Paraguay

(Bosque Atlantico semideciduo). Se registraron dos eventos de retromigracion desde el sur de
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Sudamérica hacia el norte de Brasil (Amazonas), correspondientes a los haplotipos H1 (haplogrupo

B-1V) y H47 (haplogrupo B-VI) (Figura 5.8e).
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Figura 5.7. Arbol Bayesiano de mayor probabilidad posterior (Maximum Clade Credibility tree). El valor por
encima de cada nodo corresponde a la edad del nodo y por debajo a la probabilidad posterior. Las barras en cada
nodo representan el intervalo de confianza de 95% HPD de la edad del nodo. Las ramas dentro de cada
haplogrupo fueron colapsadas para mayor claridad. El color de cada haplogrupo coincide con los de las figuras

5.1-54.
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Figura 5.8. Esquema del patron de dispersion de Wasmannia auropunctata desde su origen (a) hasta la
expansion y diversificacion de los clados A y B en el rango nativo (b-e). El ancestro comiin de todas las
muestras se simboliza con la estrella roja (a) y las rutas de dispersion con lineas coloreadas. Los colores mas
calidos representan dispersiones mas antiguas y los colores mas frios dispersiones mas recientes. Las areas
definidas por las lineas punteadas (a) representan la incertidumbre que existe en la asignacion del area de
origen de la especie (80% HPD).

Agrupamiento basado en microsatélites

Cuando el numero de grupos predeterminados fue dos (K = 2), los grupos inferidos son
idénticos a los clados A y B obtenidos con el ADNmt (Figura 5.9). S6lo unos pocos individuos
muestran evidencia de pertenecer a ambos clados (sitio 17 (Una, Brasil); Figura 5.9), lo que podria
reflejar la existencia de flujo de genes historico (o actual) entre ellos. Al aumentar de los valores de
K, ambos clados se subdividen internamente, pero se mantienen siempre como grupos separados.
Para K = 3, las poblaciones del clado B se agrupan en un solo cluster, mientras que el clado A se
divide en 2 grupos: 1) Costa Rica y 2) Brasil + Guayana Francesa. Para K = 4, ambos clados se
subdividen internamente en dos grupos: el clado B se divide en 1) norte de Argentina + Itabuna, y
2) centro de Argentina; mientras que el clado A muestra la misma subdivision que para K = 3. Para
K =5, el clado B muestra la misma subdivision que para K = 4, mientras que el clado A se separa

internamente en tres grupos: 1) Brasil, 2) Guayana Francesa y 3) Costa Rica.
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Figura 5.9. Agrupamiento individual inferido con el analisis de STRUCTURE. Cada genoma individual se
representa con una barra vertical compuesta por secciones de color que representan su proporcion de
pertenencia a una poblacion determinada. Solo se muestran los valores de K de 2 a 5 y el valor mas 6ptimo
de K (11) para nuestros datos. En la parte inferior, los circulos coloreados y los cuadrados y diamantes
negros, junto a los nombres de cada localidad de origen de cada individuo, representan el haplogrupo al que
pertenece cada muestra de acuerdo con el anélisis de ADNmt (segun las figuras 5.1 — 5.4).
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La probabilidad de los datos aumenta asint6ticamente al aumentar K (Figura S.5.1). Sin
embargo, K = 11 es el valor mas 6ptimo inferido segun el Delta K (Figura S.5.2). Para este valor no
hay individuos con genotipos que sean mezcla de los clados A y B. El clado B comprende 5 grupos:
2 en el norte de Argentina, 2 en el centro de Argentina (Buenos Aires), y uno en Itabuna (OCR),
Brasil; mientras que el clado A muestra un patréon de mezcla més complejo, con muchos individuos
no asignados a una tnica poblacion. Sin embargo, se pueden identificar 6 grupos: 2 en Brasil, 2 en

Guayana Francesa y 2 en Costa Rica (Figura 5.9, K =11).

Distribucion de Wasmannia auropunctata durante el Cuaternario: Modelado de Nicho Ecologico

utilizando variables climaticas actuales y pasadas

De acuerdo con los valores de AUC, la capacidad de los modelos para distinguir los puntos
de presencia en comparacion a puntos aleatorios fue superior a 0,9 indicando un buen rendimiento y
una alta capacidad predictiva del modelo (Swets, 1988). Las variables mas importantes que
contribuyeron al modelo MAXENT, y por lo tanto determinan la distribucion geografica de W.
auropunctata, dependieron del conjunto de datos utilizado para la generacion del mismo. Cuando se
entrend el modelo con el conjunto de datos de toda la ocurrencia de W. auropunctata del rango
nativo (clados A y B juntos), las variables mas importantes que determinaron la distribucion de la
especie fueron, en primer lugar, la temperatura anual media, y con menor importancia la
temperatura minima del mes mas frio, y el rango medio anual de temperatura. Al entrenar el modelo
considerando solo los puntos de presencia del clado B, la variable que mas influyd en su
distribucion fue la temperatura minima del mes més frio, y en menor medida, el rango de
temperatura anual y la temperatura media del trimestre mas seco. Las curvas de respuesta de las
variables ambientales mas importantes para las predicciones se muestran en la Figura S.5.3. El
nicho ecologico de W. auropunctata (clados A y B) parece estar definido por una temperatura
minima del mes mas frio de 23°C o mas, mientras que para las poblaciones que pertenecen

unicamente al clado B parece estar definida por una temperatura minima del mes mas frio de 10°C.

El andlisis de la distribucion geografica potencial basada en el modelo realizado con el
grupo completo de datos (clados A y B juntos) mostré que las areas actuales con mayor

probabilidad de albergar a la especie se encuentran en Centroamérica —una pequefia area en Belice,
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dos éareas en Nicaragua y en islas del Caribe como Jamaica— y en Sudamérica —en Brasil (Bahia y
Bosque Atlantico, cerca de Sao Paulo) y en el noreste de Argentina (Figura 5.10, clados A y B) —.
Durante el LGM, W. auropunctata se distribuyd con mayor probabilidad en el este de México y
Centroamérica (Costa Rica y Panamd) y en el este de Brasil, lo que corresponde al nucleo Caatinga,
definido por Prado & Gibbs (1993), y los refugios pleistocénicos de Pernambuco y Bahia, definidos
por Carnaval & Moritz (2008). Con menos probabilidad, la especie se habria encontrado también en
el norte de Argentina y el sur de Paraguay y Bolivia. También se identificé otra regién con
condiciones ambientales Optimas para la especie en el norte de Sudamérica, incluyendo partes de
Colombia, Venezuela y Guyana, y en el sur de Brasil. EIl MNE realizado para el LIG (120 mil afios
atras) mostro un patron de distribucion similar al actual, lo cual es predecible ya que ambos

periodos (LIG y actual) corresponden a periodos interglaciares.

Cuando el modelo so6lo incluy6d muestras pertenecientes al clado B, el patrén de distribucion
se hizo mas limitado a latitudes del sur (Figura 5.10, clado B). En la actualidad, las areas con mayor
probabilidad de presencia de este clado se localizan en el noroeste, noreste (incluyendo la
Mesopotamia), y parte del centro de Argentina incluyendo la region de la desembocadura del rio
Parana. Durante el LGM, el area de distribucion se limité con mayor probabilidad a lo largo de la
costa atlantica de Brasil, en el refugio Bahia, y con menor probabilidad en el noreste y noroeste de
Argentina (ntcleos Misiones y Piedemonte Subandino, definidos por Prado & Gibbs (1993)). Por

ultimo, el MNE para el LIG mostrd un patron de distribucion similar al actual.
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Figura 5.10. Distribucion geografica potencial de Wasmannia auropunctata modelada con la ocurrencia de
toda la especie (clados A y B juntos) (arriba) y solo con datos de presencia del clado B (abajo) a través de las
fluctuaciones climaticas del Cuaternario: escenario actual, LGM y LIG. Los colores mas calidos
corresponden a las regiones con mayor probabilidad de ocurrencia y los colores mas frios las regiones menos
favorables. Las areas en rojo representan la mayor probabilidad de ocurrencia y las areas azules no retinen las
condiciones adecuadas para la supervivencia de la especie.

Discusion

En este capitulo se analizd la variacion en una region de 628 pb del gen mitocondrial
Citocromo Oxidasa I de W. auropunctata a lo largo de una amplia porcion de su rango nativo. El

extenso muestreo realizado permiti6 llevar a cabo un analisis filogeografico que contribuye a una
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mejor comprension de la historia evolutiva de esta hormiga altamente invasiva dentro de su area de

distribucion nativa, previamente a su dispersion en el mundo.

Distribucion actual, origen y dispersion de los principales clados de Wasmannia auropunctata

Los resultados obtenidos apoyan la hipodtesis de Mikheyev & Mueller (2007), de una
distribucion geografica diferencial de los clados A y B de W. auropunctata. Se confirmé que el
clado A es un linaje casi exclusivamente tropical, mientras que el clado B es un linaje mayormente

subtropical que se extiende también en regiones templadas y tropicales de Sudamérica.

El resultado del analisis filogeografico Bayesiano sugiere que W. auropunctata se habria
originado en el centro de Brasil (mas probablemente en la region de Tocantins). La diversificacion
en dos clados pudo haber ocurrido durante el Plioceno hace aproximadamente 3,92 m.a. Dos linajes
comenzaron a diferenciarse, uno hacia el norte y el otro hacia el sur, dando lugar a los antepasados
de los actuales clados A y B respectivamente. El primero se habria originado en la Amazonia y el
segundo en la Mata Atlantica. Varias especies de aves endémicas del Bosque Atlantico se separaron
de sus especies hermanas amazonicos dentro de este mismo periodo de tiempo (Patel et al., 2011;
Ribas et al., 2009; Cabanne et al., 2008; Miller et al., 2008). Estos eventos vicariantes pueden ser
atribuidos a los ciclos de Milankovitch (Bennett, 1990; Haffer, 1993), lo cuales crearon condiciones
ecoldgicas inestables durante todo el Cenozoico, con alternancia de periodos climaticos himedos y
secos que llevaron a cambios continuos en la vegetacion (Haffer, 2008). Estos cambios climaticos
ciclicos probablemente afectaron los biomas del mundo aislando poblaciones de diferentes especies
en distintos refugios y ocurrieron cada 20.000 a 10.0000 afos promoviendo asi la especiacion en
diversos taxa (Haffer, 1993). El modelo de especiacion mediado por refugios (Haffer, 1969, 1982,
1993; Vanzolini, 1992; Miiller, 1973) se aplico originalmente a bosques tropicales solo durante el
Cuaternario, pero posteriormente se extendidé también al Terciario, cuando se encontrd que los
ciclos de Milankovitch también afectaron este periodo geoldgico (Haffer, 2008). Por lo tanto, la
diferenciacion de varias especies endémicas del Bosque Atlantico y Amazonico (Patel et al., 2011;
Ribas et al., 2009; Cabanne et al., 2008; Miller et al., 2008), asi como la division de W.

auropunctata en los dos clados A y B, podrian ser la consecuencia de estas fluctuaciones climaticas
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que dieron lugar a una recurrente contraccion de los bosques y la consecuente formacion de

refugios mas o menos aislados.

Este estudio apoya la hipotesis de que la mayoria de los eventos de diversificacion en el
Neotropico ocurrieron durante el Neogeno (Rull, 2008; Antonelli et al., 2009; Santos et al., 2009).
La formacion de la actual cuenca amazdnica hace aproximadamente 2-3 millones de afos
(Campbell et al., 2006) sugiere que este gran rio también podria haber actuado como barrera
geografica clave en la diferenciacion de los clados A y B, ya que existe incerteza en la datacion del
origen de la especie (sefialado por el intervalo de confianza del 95%). De hecho, la ubicacion
geografica del ancestro comin de ambos clados deberia proponerse con cautela debido a que la
inferencia filogeografica bayesiana realizada en este estudio no tiene en cuenta toda la distribucion
nativa de la especie, sino sélo los sitios del presente muestreo. Por lo tanto, la locacion del ancestro
comun podria cambiar si se incluyeran en el analisis mas muestras del norte de Sudamérica y de
Centroamérica. Independientemente de esto, es evidente que W. auropunctata fue capaz de cruzar la
barrera del rio Amazonas, ya que existen individuos de ambos clados a ambos lados del rio. Esto
puede estar relacionado con el hecho de que W. auropunctata es una especie bien adaptada a vivir
en pantanos y planicies de inundacién (Foucaud et al., 2009; Orivel et al., 2009) y su dispersion a
través de estos habitats riberefios no le es dificil ya que puede transportarse facilmente mediante
restos vegetales (principalmente troncos) flotantes durante las inundaciones (Holldobler & Wilson,
1990; Passera, 1994; Walsh et al., 2004). Es por esto también que es probable que las principales
cuencas hidrogréaficas hayan jugado un papel central en la dispersion de esta especie en su rango
nativo, y probablemente este medio de dispersion sea el responsable de su amplia distribucion
geografica actual. Tanto la cuenca Amazodnica y la Tocantins-Araguaia hacia el norte y la del Plata
hacia el sur parecen haber jugado un papel central en la dispersion de W. auropunctata. El analisis
filogeografico Bayesiano muestra como el clado B habria ingresado a la ecorregion del Pantanal
(central en la dispersion) desde San Pablo, y de ahi, a través la cuenca del Plata, habria bajado por el
Rio Paraguay hasta la confluencia con el Rio Parani (la zona de la provincia de Corrientes,
Argentina), desde donde luego se habria dispersado hacia el este llegando hasta Misiones, hacia el
oeste llegando a las Yungas y hacia el sur llegando a Buenos Aires. También sugiere que un

segundo linaje habria llegado a Misiones desde el sur de Brasil.
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Se detectaron dos regiones donde los clados A y B son simpatricos; el haplogrupo A-I
coexiste con el clado B en la Amazonia, mientras que el haplogrupo A-II coexiste con el clado B en
Bolivia, Paraguay y este de Brasil. El andlisis filogeografico Bayesiano sugiere que estas serian
zonas de contacto secundario y que los dos clados habrian comenzado a entrar en contacto hace
aproximadamente 380 mil afios, luego del comienzo de su expansion y diversificacion, un proceso
que contintla en la actualidad. La alternancia de ciclos de climas frios y célidos durante el
Pleistoceno (hace 1,8 millones - 10 mil afios) podria haber promovido cambios en la composicion
de los bosques (Oliveira-Filho y Fontes, 2000) que podrian haber generado estas nuevas zonas de

contacto, tal como se propuso para planarias en el Bosque Atlantico (Alvarez-Presas et al., 2014).

Dentro de clado B hay un haplotipo (H1) que es muy comun y estd ampliamente distribuido
en el sur de Sudamérica (principalmente Argentina). Fue sorprendente encontrar este haplotipo
también en el norte de Brasil (Amazonas). Es dificil establecer si se trata de una retromigracion
natural del clado B desde el sur hacia el norte de Sudamérica, o si se trata de una introduccion
accidental reciente mediada por los seres humanos, o si en realidad el Hl estd mucho mas
ampliamente distribuido que lo observado en este estudio. Otra posible retromigracién del clado B
al norte de Sudamérica estaria protagonizada por el haplotipo H47, el cual también fue hallado en
Amazonas y pertenece al haplogrupo B-VI. Sin embargo, debido a que existe una region intermedia
sin muestrear en este estudio, se necesitarian mas muestreos en el centro de Brasil y norte de
Bolivia para comprender mejor como las especies se movieron a través de esta region y corroborar

estas hipotesis de retromigracion.

Areas centrales y marginales y diversidad genética en el rango nativo de Wasmannia auropunctata

A través del MNE para el escenario climatico actual, utilizando todos los registros de
presencia de W. auropunctata (clados A y B juntos), se identificaron areas centrales y marginales de
distribucion. Centroamérica contiene muchas areas que presentan las condiciones mas Optimas para
la especie, asi como también Colombia y Venezuela, el noreste (Bahia) y sudeste (San Pablo) de
Brasil y el noreste de Argentina (a lo largo de la cuenca del Rio Parand). Como es de esperar para
sitios con alta probabilidad de ocurrencia, estas areas presentan una alta diversidad genética, como

se muestra en la Interpolacion Espacial.
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Al considerar todo el conjunto de datos (clados A y B), casi todo el territorio argentino
constituye un area marginal, con baja diversidad genética. Al restringir el conjunto de datos al clado
B, las regiones con las condiciones mas dptimas se encontraron solo en el sur de Sudamérica: en el
sudeste de Brasil, noroeste (ecorregion de Yungas) y noreste (Selva Paranaense) de Argentina, y la
region de la desembocadura del Rio Parana. Esto apoya el resultado filogeografica bayesiano, que
indica que el origen del clado B, y su posterior dispersion, se produjeron en la region del centro este
y sur de Sudamérica. El haplogrupo B-III (presente en el sudeste de Brasil) albergd la mayor
diversidad genética del clado B, lo cual constituye evidencia a favor de que este clado se origin6 en
el Bosque Atlantico (region del actual estado de San Pablo). Todas las regiones que reunen las
condiciones climéticas mas Optimas para el clado B presentan una alta diversidad genética segun la
Interpolacion Espacial, excepto la zona proxima a la desembocadura del Rio Parand; esto puede
deberse a que ésta fue la ultima zona colonizada por la especie en su proceso de expansion hacia el
sur. Curiosamente, la poblacion fuente de la invasion en Israel se localiza con mayor probabilidad
en esta misma region (en la zona de Zérate, provincia de Buenos Aires) (Rey et al., 2012). Esta zona
estd dominada por el haplotipo H1, que es el mas comtn dentro del clado B. Es posible que el H1
esté asociado a una combinacidn genética favorable que le permitid a W. auropunctata establecerse
en Argentina, una region con una temperatura media anual menor que la del resto del rango nativo
de la especie. La baja diversidad genética en esta area puede estar relacionada al hecho de que la
evolucién de los genomas presentes en esta region podria estar limitada por las condiciones

climaticas menos propicias para la especie.

JSon las poblaciones argentinas nativas o introducidas?

Este estudio apoya que las poblaciones de W. auropunctata presentes en Argentina son
nativas y no introducidas recientemente por medio de la actividad antrépica, por las siguientes
razones: 1) Los tiempos de divergencia inferidos a través del analisis filogeografico bayesiano
sugieren que la especie habria llegado a esta region hace aproximadamente 500 mil afios, y 2) la alta
diversidad haplotipica en Argentina (22 haplotipos) solo puede lograrse luego de un largo proceso
evolutivo. Solo el clado B existe en Argentina, lo que sugiere que este linaje esta mejor adaptado a
un clima frio y seco que el clado A, Uinicamente tropical y subtropical. De hecho, el MNE indicé

que una de las variables ambientales mas importantes que determinan la distribucion del clado B es
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la temperatura minima del mes més frio, y que la probabilidad de la presencia de este clado es
mayor en las zonas con temperaturas mas bajas. La alta diversidad clonal hallada en el capitulo 3

también apoya que la especie es nativa en esta region.

Como muestra el resultado del Bayesian Skyline Plot, W. auropunctata sufrié una expansion
poblacional reciente en Argentina, hace 28.000 afos aproximadamente. Esta datacién coincide con
el Interstadial de Paudorf, un periodo geoldgico durante la ltima glaciacién, que ocurrié hace
28.000 — 32.000 afios, en el que la temperatura de la tierra aument6 y el clima se volvio mas
templado (Morner, 1971). La expansion gradual de W. auropunctata a latitudes mas altas durante
este periodo, puede haber sido consecuencia de la adaptacion de ciertos genotipos a climas mas
frios durante ese periodo glacial. En particular, el haplogrupo B-IV present6 valores de D de Tajima
y Fs de Fu que también sugieren expansion demografica. Este resultado, junto con la baja
diversidad genética en esta region, en comparacion con el este de Sudamérica, tal como se muestra
en la Interpolacion Espacial, apoya que la colonizacion de W. auropunctata en esta zona marginal
fue reciente, en tiempos evolutivos. Este resultado también se refleja en el patron de estrella del
haplogrupo B-IV, como puede verse en la red de haplotipos de la figura 3.3. Dicho patrén,
caracterizado por un haplotipo central muy frecuente, y diversos haplotipos menos frecuentes
derivados de éste, separados por solo uno o dos pasos mutacionales del primero, es caracteristico de

explosiones demograficas (Avise, 2000).

Distribucion historica de Wasmannia auropunctata basada en el MNE con variables

paleoambientales

El MNE proyectado con variables climéticas pasadas (del Ultimo Méximo Glacial y del
Ultimo periodo Interglacial) coincide con otros trabajos que apoyan la existencia de bosques en el
norte de la Mata Atlantica en las ultimas glaciaciones (Cabanne et al., 2008) y una recolonizacion
reciente del sur del Bosque Atlantico (Grazziotin et al., 2006; Cabanne et al., 2007; Carnaval &
Moritz, 2008; Carnaval et al., 2009). Al considerar los dos clados A y B de W. auropunctata, el
MNE durante el LGM mostr6é que la distribucion mas probable de W. auropunctata se encontraria
en el este de México, Centroamérica (Costa Rica y Panamad) y este de Brasil, lo que corresponde al

nucleo Caatinga (sensu Prado & Gibbs, 1993) y la costa del bosque Atlantico. Estos refugios
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brasilefios coinciden con otros dos refugios pleistocénicos (Pernambuco y Bahia) reportados en
trabajos anteriores (por ejemplo, para hormigas cortadoras de hojas, Solomon et al. (2008); para
bosques tropicales estacionalmente secos, Werneck et al. (2011); y para ranas, Carnaval et al.
(2009). El MNE sugiere la existencia de otro refugio en el norte de Argentina y el sur de Paraguay y
Bolivia (nucleos Misiones y Piedemonte (sensu Prado & Gibbs, 1993) y Bosques Interandinos
Bolivianos) y en el norte de Sudamérica (bloque norte amazonico definido por Werneck et al.
(2011), que incluye regiones de Colombia, Venezuela y Guayana) y en el sur de Brasil, que
coincide con el refugio de San Pablo descrito por Carnaval et al. (2009). El modelo predijo la
presencia de una amplia zona de habitat desfavorable en gran parte de la cuenca del Amazonas, con
las restantes areas de habitat favorable al norte y al sur de esta zona, al igual que lo observado para

la hormiga cortadora de hojas Atta laevigata (Solomon et al., 2008).

Evidencia de diferenciacion de nicho entre ambos clados

Dentro de los tres periodos climaticos analizados, las regiones mas aptas para la especie,
al considerar ambos clados, parecen diferir de las que se infieren s6lo teniendo en cuenta el clado B.
El primero predice con alta probabilidad, las regiones mas aptas en el centro, norte/noreste y
sur/sudeste de Sudamérica, mientras que el segundo predice sélo regiones aptas en el sur y sudeste
de Sudamérica. Esto sugiere que ambos clados habrian sido sometidos a diferentes condiciones
ambientales a las que también se habrian adaptado. No es extrafio que durante el LGM el clado B se
haya trasladado hacia el norte de Sudamérica, donde la temperatura a través del afio era mas alta y
estable. Sin embargo, durante los periodos interglaciares, las zonas mas adecuadas para este clado
parecen estar situadas en altas latitudes del sur de Sudamérica, lo cual sugiere que el clado B esta
mas adaptado a condiciones climaticas mas frias que el clado A. El experimento realizado por Rey
et al. (2012), donde obreras del clado B sobrevivieron significativamente mejor que obreras del

clado A al ser sometidas a estrés por frio, proporciona evidencia que apoya esta afirmacion.

Wasmannia auropunctata pudo haberse diferenciado en los dos principales clados por
medio de un proceso de seleccion divergente o aislamiento geografico. Seria interesante identificar
genes bajo seleccion positiva en ambos clados y buscar otras diferencias ya sea fisiologicas,

morfologicas y de comportamiento que apoyen esta idea. Si bien un gran numero de mutaciones
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mitocondriales (21 en total) diferencian al clado A del B, se vio que en condiciones de laboratorio
individuos de distinto clado pueden reproducirse sexualmente (Rey et al., 2013a), por lo tanto no
seria apropiado sugerir que estos clados constituyen especies distintas. Sin embargo, debido a la
ausencia de evidencia de flujo génico entre ambos clados en poblaciones naturales, sugerido por los
analisis con microsatélites, los clados podrian estar experimentando un proceso de especiacion

incipiente y la zona de contacto secundario podria ser una zona hibrida.

Un estudio mas exhaustivo de las poblaciones del clado A serd necesario para corroborar
que los requerimientos de nicho de este clado difieren de los del clado B. También serd necesario
analizar genes nucleares para corroborar la hipodtesis sobre especiacion incipiente. De ser asi, no
seria extraio que una especie invasora, hasta ahora considerada tipica de clima tropical, se haya
establecido exitosamente en una region templada del mundo, como la region Mediterranea. La
presencia del clado B en islas tropicales del mar Caribe como Guadalupe y Dominica, del Pacifico
como Nueva Caledonia y Tahiti, y regiones tropicales de Africa (Gabon y Camertn), como asi
también en el Mediterraneo, sugiere que este clado posee una mayor habilidad colonizadora que el
clado A (el cual unicamente invadi6 regiones tropicales del mundo), siendo capaz de invadir un

espectro climatico mas amplio.

Posible efecto de la infeccion por simbiontes en el ADNmt

La bacteria Wolbachia fue el unico simbionte detectado en poblaciones naturales de W.
auropunctata (Rey et al., 2013b). Estos autores encontraron una fuerte correlacion entre la infeccion
y el sistema de reproduccion: poblaciones sexuales (no dominantes) estan infectadas, mientras que
la mayoria de las poblaciones clonales (dominantes) no presentan infeccion. Por otro lado, se vio
que las poblaciones dominantes y no dominantes de W. auropunctata no pertenecen a unidades
evolutivas diferentes: arboles construidos con microsatélites 0 ADNmt no muestran agrupamientos
monofiléticos, lo que indica que las poblaciones infectadas y no infectadas no presentan secuencias

de ADNmt divergentes (Foucaud et al., 2007, 2009.).

En el presente capitulo, la mayor parte de los muestreos proviene de habitats
modificados, y pertenece a poblaciones clonales (ver capitulos 2 y 3), lo que permite suponer que la

mayoria de las poblaciones muestreadas no presentan infeccion. De hecho, se realizaron busquedas
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de evidencia de infeccion por Wolbachia en 25 sitios elegidos al azar, de los cuales s6lo 6
presentaron infeccion (24% de las poblaciones) (datos no mostrados). Ningin haplotipo estuvo
vinculado a la infeccion. En particular, las muestras que pertenecen al haplotipo mas comiin (H1)
no estuvieron infectadas con Wolbachia. Esto es lo contrario a lo esperado en el caso de una
seleccion de una variante de ADNmt mediada indirectamente por un simbionte (ver Hurst &
Jiggins, 2005). Por lo tanto, estos resultados junto con el agrupamiento congruentes obtenido con
los marcadores mitocondriales y nucleares, descarta cualquier interpretacion basada en la presencia

del simbionte en poblaciones de W. auropunctata.
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CAPITULO 6

Habilidad competitiva de Wasmannia auropunctata

en un ensamble local de su rango nativo

Fotos: Alex Wild
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Resumen.Las especies de hormigas invasoras, como es el caso de W. auropunctata, tienen en
general severos impactos en las comunidades de hormigas nativas por competencia interespecifica,
ya sea por interferencia o por explotacion de recursos o territorios de nidificacion, escenario que
suele ser muy distinto al del ambiente nativo, donde sus hormigas competidoras por lo general
limitan su acceso a los recursos. En este capitulo se evalud, por medio de una combinacion de
trampas de caida y cebos, la habilidad competitiva de una poblacion clonal y supercolonial de W.
auropunctata en un ensamble de hormigas en su rango nativo, en el centro de Argentina. Se analiz6
su capacidad para descubrir y dominar fuentes de alimento, asi como su habilidad para desplazar de
éstas a otras especies. Se evalud cudles fueron las especies mas dominantes y la posicion de W.
auropunctata dentro del ensamble. El ensamble estudiado presentd 56 especies de hormigas, de las
cuales W. auropunctata fue la mas abundante. Wasmannia auropunctata descubri6 el 40% de los
cebos en los que se registrd y su habilidad como descubridora fue intermedia entre las especies
mejores descubridoras (C. quadriformis y N. fulva) y las peores (S. invicta, Solenopsis sp.1 'y D.
breviscapis). Wasmannia auropunctata logré6 dominar solo el 21% del total de cebos a los que fue
atraida, no fue exitosa al intentar usurpar cebos y solo logr6 reclutar masivamente en el 13% de los
cebos del total donde se la registrd. Wasmannia auropunctata perdié la mayoria de las interacciones
con otras especies, siendo S. invicta y algunas especies de Pheidole sus principales rivales. Las
especies mas dominantes fueron S. invicta y C. quadriformis, seguidas de W. auropunctata,
Solenopsis spl, D. breviscapis y N. fulva. Estos resultados sugieren que W. auropunctata no posee
una alta habilidad competitiva en este ensamble nativo, solo siendo capaz de dominar cebos cuando
estos se presentan dentro del territorio de nidificacion de su supercolonia, donde la especie es capaz
de reclutar un alto nimero de obreras y asi evitar ser desplazada por especies mas agresivas. Este
estudio corrobora que ni la clonalidad ni la supercolonialidad se asocian directamente a la
dominancia ecologica de W. auropunctata.

Introduccion

Existen muchos factores que afectan la estructura de las comunidades de hormigas, como
el efecto directo e indirecto del clima sobre los suelos y la vegetacion (Albrecht & Gotelli, 2001, la
temperatura (Delsinne et al., 2007), los cambios ambientales (Cerda et al., 1998a), la complejidad
del habitat (Majer & Camer-Pesci, 1991; Andersen, 1997), las perturbaciones fisicas (Savolainen &
Vepsildinen, 1989) y los enemigos naturales (LeBrun & Feener, 2002, 2007). Las interacciones
entre las distintas especies de la comunidad también afectan su estructura, principalmente la
competencia interespecifica (Holldobler & Wilson, 1990). Esta puede ser por mecanismos de
explotacion o interferencia (Wilson, 1971; Fellers, 1987; Holldobler & Wilson, 1990; Davidson,
1998; Holway, 1999). La competencia por explotacion consiste en el consumo de un recurso
limitante antes de que lo hagan otras especies. Tal recurso puede ser alimenticio o espacial (ej. sitios

de nidificacion). En la competencia por interferencia, en cambio, una especie excluye a otras por
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medio de agresion directa, o utilizando repelentes quimicos (Schoener, 1983; Fellers, 1987;
Davidson, 1998). En este caso, el resultado de las interacciones agonisticas depende del tamafio del
cuerpo, la edad, energia, experiencia, presencia de aguijon y otras formas de defensa quimica de las
hormigas que interactuan, asi como del tamafio y la forma del alimento (Cerda et al., 1998a;

LeBrun, 2005).

A su vez, la coexistencia de distintas especies dentro de una comunidad implica
diferentes estrategias competitivas, descritas segin coémo las distintas especies luchan por los
recursos. Estas estrategias estdn asociadas a los dos mecanismos de competencia descritos
anteriormente y se clasifican en: oportunista, extirpadora e insinuadora (Wilson, 1971; Hoélldobler
& Wilson, 1990). Las especies oportunistas practican la competencia por explotacion y son aquellas
que descubren rapidamente el recurso alimenticio y lo utilizan eficientemente. Las especies
extirpadoras, en cambio, exhiben competencia por interferencia al dominar el recurso mediante
agresion, logrando desplazar a las oportunistas (Delsinne et al., 2007). Las insinuadoras son capaces
de robar el recurso a las oportunistas y a las extirpadoras, pasando desapercibidas gracias a que son

inconspicuas (Wilson, 1971).

Las comunidades de hormigas pueden estar organizadas jerarquicamente de la especie
mas dominante a la menos dominante (Savolainen & Vepsildinen, 1988; Holldobler & Wilson,
1990; Davidson, 1998). Ademas, las distintas especies en general conviven en equilibrio gracias a
que existe un compromiso entre la competencia por explotacion y por interferencia y a las distintas

estrategias mencionadas anteriormente (Lynch et al., 1980; Fellers, 1987; Davidson, 1998).

Las hormigas invasoras sobresalen en ambos tipos de competencia, utilizando tanto la
competencia por interferencia como por explotacion como mecanismos de desplazamiento de otras
especies, aunque se desconoce su verdadera importancia relativa (Holway et al., 1999 y 2002). Las
hormigas invasoras tienen altas habilidades de competencia por explotacion (rapido descubrimiento
de alimentos, rapido reclutamiento y reclutamiento masivo (Holway et al., 2002)) en comparacion
con las especies locales, las cuales se ven desplazadas. Se reconoce que las hormigas invasoras
tienen una alta capacidad para desplazar a las especies de hormigas locales en su éarea de
introduccion (Holway et al., 2002; Reitz & Trumble, 2002). Diversos estudios han analizado el

comportamiento y la posicion ecologica de hormigas invasoras en distintos ensambles, tanto de
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comunidades nativas como introducidas. Las especies mas estudiadas han sido Solenopsis invicta,
Solenopsis richteri y Linepithema humile (Folgarait et al., 2004, LeBrun et al., 2007, Calcaterra et
al., 2008, 2016; Feener et al., 2008). Todas estas especies fueron inicialmente caracterizadas como
competidoras superiores, con mayor habilidad para explotar los recursos que las especies nativas,
atribuyéndoles la declinacion de especies nativas de hormigas y otros artrépodos por medio de
competencia por interferencia y explotacion (ej. Ward, 1987; Human & Gordon, 1996; Holway et

al., 1999, 2002; Tschinkel, 2006).

Wasmannia auropunctata ha sido descrita por distintos autores como una competidora
superior tanto en el rango nativo como en el introducido. Se ha demostrado su capacidad para
desplazar comunidades de hormigas nativas en las regiones donde fue introducida, utilizando una
combinacion de competencia por interferencia y por explotacion, y depredando otras hormigas
(Clark et al., 1982; Wetterer & Porter, 2003; Le Breton et al., 2003, 2005; Vonshak et al., 2010).
También se ha observado su gran agresividad frente a otras especies de hormigas invasoras

(Bertelsmeier et al., 2015).

En el rango nativo, también se sugiere que W. auropunctata puede desplazar otras especies
de hormigas por su alta abundancia y agresividad interespecifica (Armbrecht & Ulloa-Chacoén,
2003; Tennant, 1994; Grangier et al., 2007). Por ejemplo, en una comunidad de hormigas en la
region del Chaco Seco, en Paraguay, se la caracterizd como una especie extirpadora (Delsinne et al.,
2007), por lo cual W. auropunctata ejerceria competencia por interferencia. Por otro lado, un
estudio realizado en el Valle del Rio Cauca, en Colombia, atribuye la dominancia de W.
auropunctata a la competencia por explotacion, permitiéndole un rdpido aprovechamiento de los
recursos al reclutar un gran nimero de obreras (Achury et al., 2008). Segun este estudio, entonces,
W. auropunctata seria una especie oportunista. Por lo tanto, ain no queda claro cual es el
mecanismo competitivo por el cual W. auropunctata logra tal abundancia y desplazamiento de otras

especies, tanto en las comunidades nativas como introducidas, ni su verdadera importancia relativa.

Sin embargo, un estudio realizado en Nueva Caledonia, sugiere que en realidad el éxito de
W. auropunctata se deberia a que las hormigas nativas no explotan de manera eficiente las fuentes
de alimento disponibles ni defienden varios sitios de anidamiento, proporcionando un nicho vacio,

el cual es facilmente ocupado por un invasor como W. auropunctata (Le Breton et al., 2005). Por
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otro lado, un estudio en laboratorio realizado por Vonshak et al. (2012), analizando la poblacion de
Israel, rechaza todas las afirmaciones previas y sugiere que en realidad la habilidad competitva de
W. auropunctata es baja, caracterizandola como una especie insinuadora y descartando que sea una
extirpadora (ya que es facilmente desplazada de los recursos) o una oportunista (ya que tarda mas
tiempo que otras especies en descubir el alimento). Esta evidencia sugiere entonces, que el éxito de
W. auropunctata fuera de su rango nativo, no se debe a su habilidad competitiva sino a que lograria

invadir sitios donde existen nichos disponibles, como las islas o sitios perturbados por el hombre.

El objetivo de este capitulo es evaluar, en un ensamble dentro del rango nativo de W.
auropunctata, qué mecanismo competitivo utiliza y su jerarquia de dominancia en relacion a otras
especies. Esto se puede evaluar utilizando cebos, que permiten observar directamente codmo
interactua con otras especies, y una combinacion con trampas de caida, que permiten considerar su
abundancia en el ensamble. En base a los trabajos de Le Breton et al. (2005) y Vonshak et al.
(2012), la hipotesis es que W. auropunctata no es buena competidora. Se espera que muestre una
baja habilidad para dominar recursos, una baja posicion jerdrquica respecto a otras hormigas del

ensamble y que pierda la mayoria de las interacciones con otras especies.

Materiales y Métodos
Sitio de estudio

El estudio fue realizado a principios del otofio de 2015, en un sitio localizado a 4 km de la
ciudad de Loreto, en la ruta provincial N° 18, provincia de Santiago del Estero, Argentina
(28°19.35'S, 64°08.06'0), perteneciente a la ecorregion del Chaco Seco. Loreto esta a una altura de
137 msnm, posee una temperatura media del mes mas calido (enero) de 27,9°C y la temperatura
media del mes mas frio (julio) es de 12,6°C, con una precipitacion media anual de 378 mm (De Fina
1992, datos historicos para el decenio 1941-1950). Se eligio este sitio en particular por la
abundancia relativamente alta de W. auropunctata y por su coexistencia e interaccion con muchas

otras especies de hormigas.

Para poder evaluar la habilidad competitiva de W. auropunctata el sitio de estudio debia ser

un lugar donde W. auropunctata presente un alto porcentaje de interaccion con el resto de las
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especies de la comunidad. Esta situacion era muy dificil de encontrar ya que W. auropunctata se
encuentra habitualmente agregada, y como vimos en el capitulo 4, formando supercolonias. Pruebas
preliminares con cebos en distintos sitios potenciales para realizar este estudio (Puerto Ocampo y
Camping Las Tejas), donde la abundancia de W. auropunctata era alta, y el ensamble de hormigas
relativamente rico, no mostraron interacciones entre W. auropunctata y el resto de las especies. Se
observd que W. auropunctata solo aparecia y dominaba los cebos presentes en el territorio de su
supercolonia, sin interactuar con otras especies. Por el contrario, fuera de este territorio, solo se
registraba la presencia de las otras especies del ensamble y la ausencia de W. auropunctata. Este
mismo patrén fue también observado por Delsinne et al. (2007). Sorpresivamente, descubrimos que
este sitio en Loreto reunia las caracteristicas buscadas para analizar la habilidad competitiva de W.
auropunctata en su ambiente nativo (alta abundancia de W. auropunctata y alto porcentaje de

interacciones con otras especies).

Se decidio realizar el estudio a principios del otofio y no en verano debido a que se trata de
una region extremadamente calurosa durante el verano, época en la cual la actividad de las
hormigas disminuye, y existen evidencias de que la temperatura ambiental puede afectar la
habilidad de distintas especies para descubrir y/o dominar fuentes de alimento (Cerda et al., 1998b;
1998b). De esta manera, temperaturas extremas afectan los patrones de forrajeo de las hormigas
favoreciendo la actividad de especies oportunistas (Bestelmeyer et al., 2000, Delsinne et al., 2007).
Debido a que se ha definido a W. auropunctata como una especie extirpadora no termofilica
(Delsinne et al., 2007), para favorecer las interacciones de esta especie con otras era necesario
realizar el estudio en condiciones de temperaturas moderadas. La temperatura media ambiental
durante el periodo de estudio fue de 21,5°C, la humedad rondé el 72,3 %. Si bien las hormigas son
mas sensibles a la temperatura del suelo que a la ambiental, ambas variables estan correlacionadas
(Delsinne et al., 2007; Coulin, 2013), y esta temperatura ambiental es Optima para favorecer la
actividad de las especies extirpadoras no termofilicas, es decir las especies competitivamente mas

agresivas (Calcaterra et el., 2008; 2016).

Se trabajo en dos sitios separados por 4,6 kilémetros (Figura 6.1). Ambos sitios poseen un
nivel de perturbacion medio ya que se trata de habitats cercanos a caminos de tierra. Ambos sitios
se encuentran proximos a un canal de riego, por lo que conservan cierta humedad a lo largo de todo

el aflo, requisito necesario para la supervivencia de W. auropunctata en ambientes secos. El sitio 1
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(28°19"26"S, 64°08'06"0O) alberga una supercolonia de W. auropunctata (se realizaron pruebas de
agresion in situ para conocer el tipo de organizacion social de esta poblacion), con un sistema de
reproduccién clonal (datos microsatélites a partir de 11 reinas analizadas, ver capitulo 3), mientras
que en el sitio 2 (28°20'11"S, 64°05'23"0) W. auropunctata esta presente pero es menos abundante,
por lo que no se encontraron nidos para realizar ensayos de agresion y evaluar el sistema

reproductivo.

1 km

Figura 6.1 Sitios de estudio donde se evalu¢ la habilidad competitiva de Wasmannia auropunctata en el
campo.
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Medicion de dominancia y habilidad para descubrir fuentes de alimento

Se utilizé una combinacién de trampas de caida y cebos para caracterizar la comunidad de
hormigas y sus relaciones de dominancia (Savolainen and Vepsildinen, 1988; King and Porter,
2005; Calcaterra et al., 2008 y 2016), prestando especial atencidn en la habilidad competitiva de las
dos especies altamente invasivas W. auropunctata y S. invicta. Las trampas de caida (pitfalls)
proporcionan un método util para estimar la actividad y la abundancia (dominancia numérica) de las
distintas especies de hormigas en un ensamble, mientras que los cebos (tarjetas plasticas con alguna
fuente de alimento que atraiga hormigas) permiten estimar la dominancia comportamental. Ambos
métodos en conjunto proporcionan una estimacion de la dominancia ecologica de cada especie en
una comunidad de hormigas (Calcaterra, 2010). Resulta importante complementar los datos
obtenidos de los cebos con los datos de las trampas de caida para independizarse de la época del afo
y la temperatura y asi analizar la habilidad competitiva de la especie de interés en relacion a su

actividad-abundancia durante los dias de estudio.

Trampas de caida

La abundancia numérica se midi6 como el numero de hormigas (obreras y soldados)
capturadas en trampas de caida, y la abundancia espacial de cada especie (frecuencia de ocurrencia)
se midi6 como la proporcion de trampas en la que cada especie fue capturada (King & Porter,
2005). Se coloco un total de 126 trampas distanciadas al menos 5 metros entre si para asegurar su
independencia (Woodcock, 2005). Se colocaron 96 trampas en el sitio 1 y 30 en el sitio 2, a lo largo
de transectas lineales. Cada trampa consistio en un tubo plastico de 50 ml, de 3 cm de didmetro, con
25 ml de agua y unas gotas de detergente para disminuir la tension superficial y evitar el escape de
las hormigas. Cada trampa fue enterrada al ras del suelo, y luego de 48 horas el contenido de las
mismas fue removido y las hormigas separadas y preservadas en alcohol al 96% para su posterior
identificacion en el laboratorio. Todas las hormigas fueron identificadas a especies o morfoespecies
con las claves de Kusnezov (1978) y otras claves disponibles para cada género disponibles en
AntWeb (https://www.antweb.org/). Especimenes de referencia se depositaron en la coleccion

entomoldgica de la FUuEDEI, Hurlingham, Argentina.
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Cebos

Los cebos son utiles para estudiar los patrones de descubrimiento de alimento,
reclutamiento, estrategias de forrajeo y dominancia ecoldgica interespecifica de hormigas
generalistas que forrajean en el suelo, excluyendo a especies que tengan otras preferencias
alimenticias como las cortadoras de hojas o depredadoras especializadas (Fellers, 1987; Savolainen
& Vepsilidinen, 1988; Andersen, 1997; Bestelmeyer et al., 2000). Se escogio la manteca de mani
como fuente de alimento ya que es facil de manipular y posee una alta permanencia en el cebo al no

ser transportable de una vez por las hormigas al nido.

Se colocd un total de 176 cebos en los dos sitios. Cada cebo consistié en ~1 gramo de
manteca de mani sobre una tarjeta plastica de 7 cm de diametro. El plastico, a diferencia de las
tarjetas de papel, impide que las hormigas forrajeen por debajo de la tarjeta, evitando asi la particion
del cebo (que distintas especies dominen las distintas caras del mismo), y promoviendo las
interacciones. Los cebos se colocaron a lo largo de una transecta lineal en cada sitio, en los mismos
lugares donde se habian colocado las trampas de caida y, al igual que éstas, estuvieron distanciados
por 5 metros aproximadamente. Para evitar la interferencia de los cebos en las hormigas que caen
en las trampas, los primeros fueron colocados siempre varias horas después de haber extraido las
trampas. Vale la pena aclarar que el numero de trampas no fue exactamente igual al numero de
cebos debido, en parte, debido a la imposibilidad de colocar trampas antes que cebos en algunas

transectas, y también, porque algunas trampas fueron removidas por animales silvestres.

Se colocaron 116 cebos en la transecta del sitio 1 (todos los cebos se colocaron en la
vegetacion proxima al borde del camino de tierra) y 60 cebos en el sitio 2 a lo largo de dos
transectas lineales separadas ~25 metros entre si (una transecta de 30 cebos en el borde del bosque y
otra de 30 cebos dentro del bosque). El disefio fue distinto en ambos sitios debido a que el sitio 1 no
poseia un bosque paralelo al camino, sino solo vegetacion arbustiva. Se identificd y contabilizé la
cantidad de hormigas presentes en cada cebo desde que los mismos fueron colocados y luego cada
15 minutos, hasta 90 minutos. Es decir, se realizaron siete observaciones por cebo: a los 0, 15, 30,
45, 60, 75 y 90 minutos de colocado. Las observaciones se realizaron a la mafiana (entre las 10 y las
12 hs) o a la tarde (entre las 17 y las 19 horas) para evitar la alta temperatura del mediodia, en la

que la actividad general de las hormigas decae (solo son activas algunas especies termofilicas). Para
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no interferir en las interacciones, no se extrajo ninguna obrera de los cebos para su posterior
identificacion durante los 90 minutos de observacion (se colectaron algunas obreras al final de los
90 minutos). Adicionalmente se tomaron fotografias de los cebos para contar el nimero de obreras
de cada especie presente. Asimismo, se relaciond la identidad de las especies de hormigas
capturadas en cada trampa de caida con las presentes en el cebo asociado, para facilitar las
identificaciones. Tanto W. auropunctata como S. invicta, las especies de mayor interés en este
estudio, fueron siempre facilmente identificadas in situ. También se video grabaron las distintas
interacciones donde W. auropunctata participo para caracterizar posteriormente su comportamiento
frente a la presencia de otras especies en los cebos. Las fotografias y video grabaciones de alta
resolucidn se realizaron con una cdmara fotografica digital marca Nikon, modelo COOLPIX P500,

con un zoom de 36X y 12,1 megapixeles.

Observacion de las interacciones en los cebos

Descubrimiento

La primera especie en contactar el cebo fue considerada la descubridora del mismo. La
habilidad relativa para descubrir los cebos fue cuantificada por el método residual (LeBrun &
Feener, 2007), que define el descubrimiento residual (DR) como el grado en el cual una especie se
aleja de su valor de descubrimiento esperado segun un modelo nulo. El modelo nulo es el nimero
de cebos que se espera que descubra cada especie segun su abundancia en el ambiente, si todas
fueran igualmente hébiles descubridoras. Por lo tanto, el DR da una idea de la habilidad de
descubrimiento de las especies independientemente de su abundancia. En el caso de cebos con
presencia de mas de una especie, se consideré como descubridora a la que poseia mas de una
obrera, asumiendo que la especie que reclutdé mas obreras llegd al cebo antes que las que no
reclutaron. En los cebos donde solo habia una obrera por especie no fue posible definir cudl fue la

descubridora.

Reclutamiento

Una vez descubiertos los cebos, se registro la respuesta de reclutamiento cada 15 minutos y
la proporcion de cebos dominados por cada especie a los 90 minutos. Como en Morrison et al.

(2000), una especie domino un cebo cuando al menos 5 obreras fueron reclutadas y permanecieron
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en el mismo por al menos 30 minutos, no estando presente mas de 2 obreras de otras especies. Para
cada especie, se compar6 el nimero de cebos descubiertos con los dominados a los 90 minutos por
medio de una prueba de bondad de ajuste, que analiza si las proporciones se ajustan a una

distribucion 1:1, es decir, si las frecuencias observadas no difieren de las esperadas por azar.

También se analiz6 el nimero de cebos en los que cada especie logro reclutar obreras
masivamente, acaparando todo el cebo y sin dejar lugar para otra especie; este nimero depende del
tamafio de las obreras, ya que si son pequefias, necesitan mas cantidad para acaparar el cebo. Por lo
tanto en el caso de especies con obreras pequefias (~1-2 mm), se consider6 reclutamiento masivo a
la presencia de mas de 100 obreras en el cebo, y para especies con obreras mas grandes (>5 mm),

mas de 30 obreras.

Usurpacion de cebos

También se analizaron los intentos y éxitos de usurpacion de los cebos por las distintas
especies. Un intento de usurpar un cebo ocurrié cuando al menos 3 obreras de una segunda especie
arribaron al cebo y permanecieron por lo menos 30 minutos. Si la especie usurpadora desplazaba a
otra que estaba previamente dominando un cebo, reteniéndolo por al menos 30 minutos y
reclutando al menos 5 obreras, se la consideré como reemplazo y se registro el resultado de la
interaccion como ¢€xito de usurpacion. Para cada especie que intentd usurpar un cebo se compar¢ el
nimero de veces que intentd hacerlo con el nimero de veces que logrd usurparlo exitosamente, por
medio de pruebas de bondad de ajuste que analizan si las observaciones se ajustan a una proporcion

1:1.

Interacciones con Wasmannia auropunctata

A lo largo de los 90 minutos de observacion, fue posible, en algunos cebos, registrar el
resultado de mas de una interaccion entre distintas especies que iban llegando a los mismos. Para
las especies que mas frecuentemente interactuaron con W. auropunctata, se registr6é el numero de
veces que ganaban (dominaban a los 90 minutos o lograban usurparle un cebo) o perdian una
interaccion con ésta (eran desplazadas o luego de descubrir un cebo con presencia de W.
auropunctata no lograban reclutar obreras o usurparlo, o directamente no intentaban hacerlo).

Luego, se compard el porcentaje de éxitos y fracasos entre W. auropunctata y sus principales
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competidoras en los cebos mediante pruebas de bondad de ajuste, para analizar si la proporcion se

ajustaa 1:1.

Dominanica ecologica interespecifica

La dominancia ecolodgica (interespecifica) (DE'), definida como la habilidad para controlar
un recurso (Davidson, 1998), fue calculada de dos maneras: 1) DE'c y el nimero de cebos y 2) DE't
como la razon entre el nimero de cebos dominados por una especie y el nimero de trampas con
dicha especie, como en LeBrun et al. (2007) y Calcaterra et al. (2008 y 2016). Las especies
ecoldgicamente dominantes dominardn una mayor cantidad de cebos que lo esperado segun su
abundancia en el ambiente (Cerda et al., 2013). Notar que no se debe confundir la DE' con la

dominancia ecologica intraespecifica descrita para W. auropunctata en los capitulos anteriores.

Presencia de foridos

Adicionalmente, se registrd la presencia de moscas parasitoides del género Phoridae
(foridos) que atacaran hormigas en los cebos, para analizar su posible efecto sobre el resultado de
las interacciones. Generalmente, las presencia de foéridos disminuye la eficacia de forrajeo de las
especies hospedadoras, inhibiendo el reclutamiento de las hormigas a las fuentes de alimento, y

permitiendo que otras hormigas de la comunidad accedan a los mismos (Calcaterra, et al., 2008).

Andlisis estadisticos

La coexistencia de W. auropunctata con las especies mas frecuentemente capturadas
junto a ella se evalu6 mediante una prueba de co-ocurrencia utilizando en programa Ecosim v.7.71
(Entsminger, 2014). Este analisis consiste en un modelo nulo que prueba si las especies co-ocurren
por azar, a partir de los datos de presencia- ausencia de las trampas de caida. El estadistico C-score
es el que mide la co-ocurrencia (Stone & Roberts, 1990). Si este valor es mayor al obtenido luego
de realizar 5000 ensambles construidos al azar, dos especies coexisten menos de lo esperado por
azar, lo que indica que existe competencia interespecifica; si C es igual a lo esperado por azar
entonces las dos especies se distribuyen aleatoriamente; si C es menor al obtenido por azar, las
especies superponen sus areas de forrajeo (estan agregadas). Las pruebas de bondad de ajuste se

realizaron con el programa Past v.1.17 (Hammer et al., 2001).
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Resultados
Caracterizacion del ensamble de hormigas

Se capturd un total de 2403 hormigas pertenecientes a 56 especies (o morfo especies), de
17 géneros y 5 subfamilias (Tabla 6.1). La especie mas abundante, tanto espacial como
numéricamente, fue W. auropunctata, con 332 obreras capturadas en 60 trampas, representando el
14% del total de hormigas capturadas (en el 55% del total de trampas colocadas). Las otras especies
mas abundantes fueron Dorymyrmex breviscapis, Pheidole radoszkowskii, Solenopsis invicta,
Pheidole obscurithorax, Camponotus rufipes, y Solenopsis sp 1 (Solenopsis cf. substituta). Notar
que la especie numéricamente mds abundante fue en realidad Pheidole sp. 11 (Tabla 6.1); sin
embargo, todas estas obreras cayeron en la misma trampa, la cual posiblemente se encontraba muy
cercana a su nido, por lo que consideramos este valor de abundancia numérica como un outlier. La
gran abundancia de W. auropunctata en un ensamble de hormigas muy rico (56 especies, 20 de las
cuales aparecieron en mas del 5% de las trampas) es una condicion dificil de encontrar en el rango
nativo de la especie, pero esencial para evaluar la habilidad competitiva de W. auropunctata en
relacion al resto de las hormigas del ensamble, para lo cual es necesario contar con la mayor

cantidad de interacciones posibles con sus potenciales hormigas competidoras.

Las especies mas frecuentemente capturadas junto con W. auropunctata fueron D.
breviscapis (capturada en el 48% de las trampas donde también cayod W. auropunctata), S. invicta
(en el 43%), P. radoszkowskii y P. obscurithorax (ambas en el 38%) y C. rufipes (en el 37%). Sin
embargo, el analisis pareado de coexistencia con W. auropunctata no fue significativamente

diferente de lo esperado por azar (Andlisis de co-ocurrencia, P> 0,05).
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Tabla 6.1 Lista de las especies de hormigas capturadas con trampas de caida en el sitio de estudio, Para
cada especie se indica el numero de trampas en las que fue capturada (abundancia espacial) y, entre
paréntesis, el porcentaje de trampas respecto al total de trampas recuperadas. También se indica el namero
total de obreras capturadas en las trampas, lo cual es un indice de su abundancia numérica.

Especie No. de trampas con presencia (%) No. de obreras capturadas
Wasmannia auropunctata 60 (54,5) 336
Dorymyrmex breviscapis 51 (46,4) 126
Pheidole radoszkowskii 44 (40) 193
Solenopsis invicta 41 (37,3) 180
Pheidole obscurithorax 38 (34,5) 223
Camponotus rufipes 28 (25,5) 52
Solenopsis spl (cf. substituta) 22 (20) 227
Pheidole sp7 18 (16,4) 70
Acromyrmex striatus 16 (14,5) 45
Forelius nigriventris 16 (14,5) 72
Dorymyrmex aff. pulchellus 11 (10) 13
Pheidole bergi 11 (10) 25
Pheidole spininodis 11 (10) 54
Kalathomyrmex emeryi 10 (9,1) 35
Pheidole spl 10 (9,1) 23
Pheidole aberrans 10 (9,1) 17
Pheidole cf. guilelmimuelleri 9(8,2) 20
Dorymyrmex exsanguis 8(7,3) 25
Solenopsis interrupta 8(7,3) 42
Acromyrmex lundi 7 (6,4) 10
Solenopsis substituta 7 (6,4) 43
Atta vollenweideri 6 (5,5) 11
Brachymyrmex spl 6 (5,5) 10
Camponotus substitutus 6 (5,5) 52
Brachymyrmex patagonicus 5(@4,5) 11
Crematogaster quadriformis 5@4,5) 6
Nylanderia sp2 5(@4,5) 8
Trachymyrmex prinosus 4 (3,6) 5
Camponotus punctulatus 3(2,7) 4
Forelius rufus 3(2,7) 15
Nylanderia fulva 3(2,7) 3
Pheidole sp3 3(2,7) 3
Pheidole sp4 3(2,7) 8
Pheidole sp5 3(2,7) 8
Pheidole sp6 3(2,7) 12
Camponotus punctulatus cruentus 2 (1,8) 6
Camponotus spl 2 (1,8) 4
Crematogaster spl 2 (1,8) 2
Forelius brasiliensis 2 (1,8) 8
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Pheidole sp10 2 (1,8) 8
Pheidole sp9 2 (1,8) 2
Pheidole triconstricta 2 (1,8) 9
Camponotus bonaerensis 1(0,9) 1
Camponotus mus 1(0,9) 1
Cephalotes sp 1(0,9) 1
Ectatoma brunneum 1(0,9) 1
Ectatoma edentatum 1(0,9) 1
Forelius pusillus 1(0,9) 1
Myrmicocrypta sp 1(0,9) 1
Neivamyrmex pertii 1(0,9) 11
Neivamyrmex spl 1(0,9)

Pheidole bruchella 1(0,9) 5
Pheidole spl11 1(0,9) 350
Pheidole sp8 1(0,9) 1
Solenopsis sp2 1(0,9) 1
Total 110* 2403

*Total de trampas recuperadas

Hormigas atraidas a los cebos

Un total de 11 especies de hormigas fueron atraidas a los cebos (Tabla 6.2). Las especies
del género Pheidole fueron en conjunto las que mas visitaron los cebos. Sin embargo, dentro de las
especies identificadas, W. auropunctata fue la mas atraida, siendo registrada en el 29,5% de los
cebos (52/176 cebos), seguida por S. invicta (25,6%) y Camponotus sp. (21%) (Tabla 6.2). E1 32%
de los cebos atrajo a una sola especie y el 65% a mas de una especie, dando lugar a diversas

interacciones; el 3% restante no atrajo a ninguna hormiga.

Tabla 6.2.Hormigas mas atraidas a los cebos colocados en Loreto, Santiago del Estero. Se indica el nimero
de cebos que cada especie visitd y entre paréntesis el porcentaje respecto al total de cebos colocados.

Especie/género No. de cebos (%)
Pheidole sp 120 (68,2)
Wasmannia auropunctata 52 (29,5)
Solenopsis invicta 45 (25,6)
Camponotus sp. 37 (21,0)
Dorymyrmex breviscapis 27 (15,3)
Solenopsis sp. 1 (cf. substituta) 27 (15,3)
Acromyrmex sp. 21 (11,9)
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Crematogaster quadriformis 18 (10,2)

Nylanderia fulva 17 (9,7)
Crematogaster sp. 1 3(1,7)
Brachymyrmex sp. 2 (1,1)

Participacion en los cebos

La tabla 6.3 caracteriza la participacion de cada especie en los cebos: el numero de cebos
descubierto por cada una, el nimero de cebos dominados luego de 90 minutos, el nimero de cebos
donde cada especie logro reclutar obreras masivamente y los intentos y éxitos de usurpacion de un

cebo por cada especie.

Tabla 6.3. Numero de cebos descubiertos, dominados a los 90 minutos, con reclutamiento masivo. Numero de
intentos de usurpacion, y cuantos de esos intentos fueron exitosos.

NUmero de cebos

, . Dominados a Con_ Con intentos
Especie Descubiertos | : reclutamiento o Usurpados
0s 90 min. . de usurpacion
masivo
W. auropunctata 21 11 7 10 1
S. invicta 11 24 27 13 12
Pheidole sp 77 67 69 8 2
C. quadriformis 11 7 5 0 0
Solenopsis sp 1 (cf. substituta) 1 1 1 1 0
D. breviscapis 9 1 0 0 0
N. fulva 4 0 0 2 2
Camponotus sp 14 0 0 0 0
Acromyrmex sp 2 0 0 0 0
Descubrimiento

Si bien el género Pheidole fue el mas atraido a los cebos (68,2%) y descubrié una alta
proporcion de los mismos (64%, Tabla 6.3), este valor incluye diversas especies del género no
identificadas in situ, por lo que Pheidole sp. fue excluida del calculo de DR. La especie mejor

descubridora, fue C. quadriformis (DR = 9,3), seguido por N. fulva (DR = 1,28). Estas dos especies
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descubrieron mas cebos de lo esperado seglin su abundancia en el ensamble, si todas las especies
fueran igualmente habiles descubridoras (Figura 6.2). La habilidad de W. auropunctata para
descubrir un cebo fue similar a la esperada segun su abundancia (DR = 0,63). Por el contrario, las
descubridoras menos eficientes fueron S. invicta (DR = -2,92), Solenopsis sp.1 (DR = -5,71) y D.
breviscapis (DR = -8,31).

No. de cebos descubiertos

0

0 10 20 30 40 50 60 70 80
No. de trampas con presencia

Figura 6.2. Descubrimiento residual (DR) de cada especie identificada en los cebos. La linea representa el
modelo nulo, es decir el nimero de descubrimientos esperados para cada especie segin su abundancia en el
ambiente si todas son igualmente habiles descubridoras. Cada punto representa el numero de
descubrimientos observados. La diferencia entre lo esperado y lo observado constituye el DR. Cq:
Crematogaster quadriformis, Db: Dorymyrmex breviscapis, Nf: Nylanderia fulva, Si: Solenopsis invicta, S1:
Solenopsis sp. 1 y Wa: Wasmannia auropunctata.

Reclutamiento

Solo dos especies dominaron mas cebos de los que descubrieron: S. invicta (x> =10,76; gl
= 1; P < 0,05) y D. breviscapis (x> = 6,4; gl = 1; P < 0,05) (Tabla 6.2; Figura 6.3). Wasmannia

auropunctata domind menos cebos de los que descubrid, pero estas diferencias no resultaron
143



significativas (y° = 3,125; gl = 1; P > 0,05). Crematogaster quadriformis tampoco presenté

diferencias entre dominar y descubrir (x> =0,346; gl = 1; P > 0,05). Solenopsis sp 1 domind y

descubrid solo un cebo y N. fulva descubri6 4 cebos y no dominé ninguno luego de los 90 minutos.

No fue posible realizar pruebas estadisticas con estas dos ultimas especies debido a la escasa

cantidad de datos.
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Figura 6.3. Nimero de cebos descubiertos y dominados, luego de 90 minutos, por las seis especies mas
atraidas a los cebos, sin considerar las especies de Pheidole. *: P < 0,05 (Prueba de Bondad de Ajuste).

Wasmannia auropunctata (obreras pequenas) tuvo oportunidad de reclutar masivamente

en el 13% de los cebos en los que participd (7 de 52). Solenopsis invicta, en cambio (obreras

grandes), recluté masivamente en el 60 % del los cebos que visitd (27 de 45), Pheidole sp (obreras

grandes), reclutdé masivamente en el 58% de los cebos (69 de 120), C. quadriformis (obreras
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grandes) en el 28% (5 de 18) y Solenopsis spl (obreras pequeiias) en solo un cebo (el 4%). Ninguna

de las otras especies comunes en los cebos, recluté obreras masivamente (Tabla 6.2).

Usurpacion de cebos

Cinco especies intentaron usurpar cebos dominados por otras especies. La que mas
intent6d usurpar cebos fue S. invicta (Tabla 6.3), siendo exitosa en el 92% de los intentos (Figura
6.4), lo cual revela que es una usurpadora exitosa, ganando mas de lo esperado por azar (3° = 9,3; gl
=1; P <0,01). Sus tnicos fracasos fueron contra especies de Pheidole (de 6 intentos, fracaso solo
en uno, donde si bien logré disminuir el nimero de obreras de Pheidole sp, no logrd desplazarlas

totalmente). Solenopsis invicta intenté desplazar a W. auropunctata en 8 oportunidades, con un
éxito del 100%.

La especie que sigue en orden de intentos de usurpar cebos fue W. auropunctata, con 10
intentos (4 contra S. invicta, 5 contra Pheidole sp y uno contra Solenopsis sp 1), de los cuales gand
solo uno (contra Solenopsis sp 1), es decir el 10% de los intentos (Figura 6.4, Tabla 6.2), por lo que
su éxito de usurpacion fue significativamente bajo, perdiendo mas de lo esperado por azar (y* = 6,4;
gl =1; P <0,05). Por otro lado, S. invicta fue significativamente mas exitosa que W. auropunctata

al usurpar cebos (x2 =9,307; gl=2; P<0,05).
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Figura 6.4. Exito de usurpacién de cebos de las especies que intentaron usurpar, sin considerar a Pheidole
sp, expresado como el porcentaje de cebos que cada especie logro usurpar con respecto al total de intentos de
usurpacion (indicados por encima de cada barra). *: P <0,05.
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Interacciones con Wasmannia auropunctata

Wasmannia auropunctata interactué con al menos una especie en el 94% de los cebos
donde se la registrd (49 de 52), lo cual representa el 28% del total de cebos colocados. La mayoria
de las interacciones fueron con especies de Pheidole (14%), seguido de S. invicta (9%), y en menor

medida con Solenopsis spl, N. fulva, Camponotus sp., C. quadriformis y D. breviscapis (Tabla 6.4).

Tabla 6.4.Numero de interacciones entre Wasmannia auropunctata y otras especies en los cebos. Se indica
el nimero de ocasiones donde W. auropunctata perdid, gand y empatd una interaccion.

Contrincante No. interacciones quéV. auropunctata
Pierde Gana Empata Total

Pheidole sp 14 10 1 25
S. invicta 13 2 1 16
Solenopsis sp 1 0 3 0 3
N. fulva 2 0 0 2
Camponotus sp 0 0 1 1
C. quadriformis 1 0 0 1
D. breviscapis 1 0 0 1
Total 31 15 3 49

En la figura 6.5 se puede observar el resultado de las interacciones observadas en los
cebos entre W. auropunctata y el resto de las especies del ensamble. Del total de 25 interacciones
con especies de Pheidole, W. auropunctata gan6 el 40%, perdid el 56% y empato el 4%, sugiriendo
que W. auropunctata tiene la misma probabilidad de ganar o perder que las especies de Pheidole (y*
=0,67; gl = 1; P> 0,05). Es importante notar que en este calculo se esta suponiendo que todas las
especies de Pheidole se comportan igual frente a W. auropunctata, lo cual podria no ser cierto. Por
lo tanto, se recomienda tomar este resultado con cautela. Al disputar un cebo con S. invicta (16
cebos en total), W. auropunctata gand solo el 13% (2 cebos), perdid el 81% (13 cebos) y empaté el
6% (1 cebo), sugiriendo que la probabilidad de S. invicta para ganar un cebo es mayor que la de W.
auropunctata (x* =10,83; gl = 1; P< 0,05; Figura 6.5). A pesar de observar un comportamiento
agresivo de W. auropunctata contra S. invicta al disputar un cebo, S. invicta fue siempre
competitivamente superior, logrando desplazarla de todos los cebos (ej. Figura 6.6). En 7 de estos

16 cebos se detectd la presencia de foridos (moscas parasitoides de S. invicta), pero no tuvieron
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ningln efecto sobre el resultado de las interacciones. Es decir, en ninguno de los cebos donde se

registraron foridos se registré la victoria de W. auropunctata.

e
0] =
®m Empatcs
2 W, eneraaprinctafa gana
S 80 - :
= 8 W awropunctaia pierde
1
=
=2
= 60 4
3=
)
=
L
e
= 40
=
=
S
—
<
H‘
Ll I
0
A 2 > & K & ¥
& T R R Th &
e &5 8 bl LA s A
tl}! W ’:-l\ & @q i e W "'f\\ o --\'\? o \;s:\. |
AN - ? o] v & s
R &4 g 2 N
bl o :
L-?' “AF Q g
L G

Figura 6.5. Porcentaje de éxitos y fracasos de W. auropunctata al disputar un cebo con otras especies. Al
lado de cada especie se indica el numero de interacciones con W. auropunctata. *: P < 0,05 (Prueba de
Bondad de Ajuste).

El resto de las interacciones no presenté un tamafio muestral suficiente para analizar su
significancia. Sin embargo, se observo que W. auropunctata perdié en los dos encuentros que tuvo
con N. fulva, ya que en los dos casos en los que aparecio esta especie, ambos al caer la noche, al
final de las observaciones, disminuy6 la cantidad de obreras de W. auropunctata en el cebo. En uno
de los cebos observamos como obreras de N. fulva tomaban obreras de W. auropunctata en sus
mandibulas retirdndolas del mismo y W. auropunctata adoptando un comportamiento sumiso. W.
auropunctata también perdid el Gnico encuentro que tuvo con D. breviscapis, ya que luego de
descubrir el cebo dominado por esta especie, no reclutd obreras. Tampoco fue capaz de reclutar
obreras en un cebo dominado por C. quadriformis. La tnica especie que W. auropunctata logrd
desplazar de los cebos fue Solenopsis sp 1, en las 3 interacciones registradas, en las que se observo

que cuando W. auropunctata reclutaba obreras, la cantidad de obreras de Solenopsis sp 1 disminuia.
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Figura 6.6.Imagen de una interaccion entre Wasmannia auropunctata (obreras pequefias) y S. invicta en un
cebo (obreras grandes) a los 15, 30 y 45 minutos de colocado el cebo. El mismo habia sido descubierto por
W. auropunctata, la cual habia reclutado 35 obreras. a) A los 15 minutos S. invicta reclutd obreras intentando
usurparlo. Las obreras de W. auropunctata estan por debajo de las de S. invicta. Al costado izquierdo
también hay una obrera de Camponotus sp. Se puede observar el comportamiento agresivo de W.
auropunctata hacia S. invicta, tratando de picar una obrera (circulo rojo). b) A los 30 minutos S. invicta
desplazo totalmente a W. auropunctata. ) A los 45 minuto se ve mayor reclutamiento de S. invicta y una
obrera de W. auropunctata por fuera (circulo verde).

Dominancia ecologica interespecifica (DE")

La especies con mayor dominancia ecologica fueron C. gquadriformis, al considerar la
abundancia espacial a partir de las trampas de caida, y S. invicta, al considerar la presencia en los
cebos (Tabla 6.5). Wasmannia auropunctata ocupd el tercer lugar, tanto considerando Ia
abundancia en trampas de caida o la presencia en los cebos. Luego le siguieron Solenopsis sp 1, D.

breviscapis y por ultimo N. fulva.

Tabla 6.5. Valores utilizados para calcular la Dominancia Ecologica (DE') de las especies que mas
participacion mostraron en los cebos, excluyendo a Pheidole sp y Camponotus sp. Para cada especie se
indica el numero de cebos dominados luego de los 90 minutos, la abundancia espacial calculada a partir de
las trampas (numero de trampas donde la especie fue capturada) y calculada a partir de los cebos (nimero de
cebos visitados por la especie). Luego, la DE' se calcul6 a partir de las trampas (DE't = Numero de cebos
dominados / AEumpas) y de los cebos (DE'c = Numero de cebos dominados/AE cepos).

No. Cebos Abundancia Espacial Dominancia Ecoldgica
Especie dominados trampas cebos DE't DE'c
S. invicta 24 41 45 0.59 0.53
C. quadriformis 7 5 18 1.4 0.39
W. auropunctata 11 60 52 0.18 0.21
Solenopsis sp 1 1 22 27 0.05 0.04
D. breviscapis 1 51 27 0.02 0.04
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Discusion

En este capitulo se logré analizar el comportamiento de W. auropunctata en su rango
nativo en un ensamble sumamente diverso, donde W. auropunctata fue la especie numérica y
espacialmente mas abundante. Encontrar tal abundancia de en un ensamble de hormigas tan rico (56
especies capturadas, en solo 126 trampas de caida) fue una condicion excepcional dado que, como
se vio en los capitulos anteriores, la alta abundancia y dominancia ecoldgica de W. auropunctata se
asocia a habitats antropicos, donde la comunidad de hormigas es pobre. Adicionalmente, conseguir
un 28% de interacciones entre W. auropunctata y otras especies también fue excepcional, debido a
que en general, W. auropunctata es territorial y solo domina cebos presentes dentro del territorio de
nidificacion de su supercolonia, sin dar lugar a interacciones (resultados preliminares de esta tesis y
Delsinne et al., 2007). Debido a esta condicion dificil de encontrar en la naturaleza, es que hasta el
momento no fue posible replicar el mismo estudio en otro sitio, lo cual enriqueceria ampliamente
las conclusiones obtenidas aqui. Sin embargo, el presente capitulo constituye una valiosa primera
aproximacion a la pregunta y los resultados obtenidos representan la primera evidencia del
comportamiento de W. auropunctata en un ensamble local de su rango nativo. Debido a que el
ensamble estudiado aqui pertenece a la ecorregion del Chaco Seco, la cual, como se vio en el
capitulo 2, no constituye el habitat principal de W. auropunctata, seria interesante repetir estos
analisis en un sitio mas representativo de su rango nativo, o bien en un sitio con otra composicion

de especies u otras condiciones climaticas, para reforzar las conclusiones aqui obtenidas.

Si bien las especies mas asociadas con W. auropunctata, segun las trampas de caida,
fueron D. breviscapis, S. invicta, P. radoszkowskii, P. obscurithorax y C. rufipes, la mayoria de las
interacciones en los cebos las protagonizé junto con Pheidole spp. y S. invicta, y en menor medida
con Solenopsis sp 1 (cf. substituta) y N. fulva. Esto sugiere que W. auropunctata no compite
significativamente con D. breviscapis y C. rufipes por los mismos recursos alimenticios, pero si con

Pheidole spp. y S. invicta, donde hubo una clara competencia por interferencia.

Debido a que no se pudo diferenciar las especies de Pheidole in situ, no se pueden sacar
conclusiones acerca de si W. auropunctata es mejor o peor competidora que cada una de las
especies de Pheidole en particular. Al tratarlas todas juntas, no presentaron diferencias con W.

auropunctata en la habilidad para obtener un recurso. Sin embargo, este resultado podria cambiar,
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si se tratara cada especie por separado. Del total de interacciones con S. invicta, W. auropunctata
perdi6 la mayoria. Los unicos dos casos donde se considera que “gand” la fuente de alimento por
sobre S. invicta, fueron casos en los que ésta ultima no reclutd obreras, es decir se registrd la
presencia de una sola obrera de S. invicta al principio y luego ausencia de la misma. Es decir que no
hubo en estos dos casos un intento de S. invicta por desplazar a W. auropunctata. Al contrario, en
todos los casos en los que S. invicta intentd desplazar a W. auropunctata, tuvo éxito, demostrando

ser una especie extirpadora, competitivamente superior a W. auropunctata.

La superioridad de S. invicta sobre W. auropunctata se observéd con o sin la presencia de
foridos que atacaran a S. invicta. Si bien los parasitoides provocaban una disminucién en la cantidad
de obreras de S. invicta que estaban en el cebo, en ningun caso esto fue suficiente para que W.
auropunctata lograra dominarlo. Por el contrario, W. auropunctata fue mejor descubridora de cebos
que S. invicta, lo cual sugiere que existiria algun tipo de compromiso entre ambas especies que

facilitaria su coexistencia.

En muchas de las interacciones entre W. auropunctata y S. invicta se observd agresion entre
las mismas. A pesar de que W. auropunctata mordia e intentaba picar con su aguijon a S. invicta, no
lograba desplazarla. En uno de los cebos se observd un comportamiento peculiar de W.
auropunctata: mientras obreras de S invicta traian materia organica y tapaban el cebo, un
comportamiento comun en esta especie (Calcaterra et al., 2008), obreras de W. auropunctata traian
cabezas de hormigas muertas (aparentemente de S. invicta, aunque no podemos asegurarlo) (Figura
6.7c y d). Kusnezov (1951) observo cadaveres de hormigas coloradas en nidos de W. auropunctata,
sugiriendo que se alimenta de cadaveres de insectos. Por lo tanto, es probable que W. auropunctata
traiga las cabezas de S. invicta de su propio nido. Varias especies de hormigas rechazan el basurero
que genera su colonia, el cual contiene ademas de deshechos, cuerpos de hormigas muertas, por lo
tanto, traer hormigas muertas al cebo podria estar asociado a provocar la retirada de la especie
enemiga del mismo. Seria interesante evaluar esta hipotesis en futuros estudios, y asi contribuir a
entender mejor el comportamiento de W. auropunctata y de otras especies de hormigas con

comportamientos similares.
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Figura 6.7.Interaccion entre W. auropunctata y S. invicta en un cebo. El cebo habia sido descubierto por .
auropunctata, pero a los 15 minutos S. invicta intentaba desplazarla. A los 45 minutos se observa a W.
auropunctata trayendo una cabeza de S. invicta en sus mandibulas (circulo rojo) y depositandola alrededor
del cebo. A los 60 minutos se observan mas cabezas de S. invicta alrededor del cebo traidas por obreras de
W. auropunctata (circulos naranjas). Se observa también agresion entre ambas especies (circulo verde).

Como era de esperar, W. auropunctata no fue buena descubridora ya que presento la
habilidad para descubrir esperada segiin su abundancia en el ambiente. Por otro lado, a pesar de ser
la especie mas abundante, su dominancia ecoldgica interespecifica (DE') (excluyendo a Pheidole
spp.) fue intermedia comparado con las otras especies del ensamble. Esto corrobora la hipdtesis, de

que W. auropunctata posee una baja habilidad competitiva.

La poblacion de W. auropunctata estudiada en este ensamble poseia una organizacion
social supercolonial, un sistema de reproduccién clonal y una dominancia (intraespecifica)
intermedia; es decir, a pesar de que se encontraron pocos nidos, cada nido poseia una densidad de
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reinas, obreras y crias relativamente alta. Sin embargo, al analizar las interacciones de W.
auropunctata con el resto de las especies, ésta presentd una muy baja capacidad para desplazar a
otras especies de las fuentes de alimento y perdidé la mayoria de las interacciones, ya sea porque era
desplazada de los cebos, o porque no lograba reclutar obreras en cebos que estaban dominados por
otra especie. Los unicos cebos que logré dominar, fueron aquellos que descubrio rapidamente y por
lo tanto reclutd obreras rapidamente. En general, los cebos dominados por W. auropunctata, con
~100-200 obreras, no sufrian un intento de usurpacion por parte de otras especies. Esto ocurria si
los cebos se encontraban cerca de sus sitios de nidificacion, comportindose como una especie
oportunista (como propuesto Achury et al. (2008)), pero nunca como extirpadora, como habia sido
propuesto por Delsinne et al. (2007) y rechazado por Vonshak et al. (2012). Por el contrario cuando
las fuentes de alimento se encuentran mas lejos de sus nidos, W. auropunctata tarda mas en llegar a
las fuentes de alimento, al no lograr reclutar un gran ntimero de obreras rapidamente es facilmente

desplazada y en los casos donde logra permanecer en el cebo se comporta como insinuadora.

Por todo esto, los resultados obtenidos sugieren que W. auropunctata tiene una habilidad
competitiva baja en ensambles ricos, a pesar de formar supercolonias y poseer reproduccion clonal.
Los resultados obtenidos aqui, corroboran la hipotesis de que W. auropunctata no domina sitios

gracias a que posee la capacidad de desplazar a otras especies del ensamble.

En sitios naturales, como el Camping Machuca en Corrientes, donde W. auropunctata
tiene una organizacion social multicolonial y un sistema de reproduccion sexual, su abundancia y
habilidad competitiva es muy baja (Calcaterra 2010). La riqueza especifica del ensamble en el
Camping Machuca era similar a la presente en el ensamble analizado aqui. Sin embargo, la
perturbacion del ambiente, junto con la formacion de una supercolonia y la reproduccion clonal en
Loreto, parecen jugar un papel importante al permitirle alcanzar cierta dominancia numérica, pero
no son caracteristicas suficientes para que W. auropunctata sea dominante competitivamente. La
dominancia (intraespecifica) parece ser una consecuencia de la exclusion de sus competidores en
ambientes altamente perturbados, como habia sido previamente observado por Foucaud et al.

(2009).
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CAPITULO 7

Conclusiones generales

153



Esta tesis constituye un estudio integral acerca de los procesos evolutivos que sufrio la
pequenia hormiga de fuego W. auropunctata en su rango nativo desde su origen hasta su actual
distribucion a lo largo del Neotrdpico, con especial énfasis en las poblaciones ubicadas en el limite
sur de su distribucion nativa. En general, el presente trabajo de investigacion constituye una prueba
de como la historia evolutiva de W. auropunctata ha influenciado su capacidad de colonizacion y
destaca que su exitoso establecimiento en la region Mediterranea es el resultado de un proceso

evolutivo que primero se llevo a cabo dentro de su area de distribucion nativa.

Wasmannia auropunctata posee poblaciones con céedsticas invasivas erl limite sur de su

distribucion nativa

A partir de los muestreos realizados en esta tesis, se encontrd que W. auropunctata esta
ampliamente distribuida en Argentina, principalmente en ambientes antropicos, (altamente
perturbados). Aunque en menor medida, también fue encontrada en bosques (primarios o
secundarios) a lo largo de la planicie de inundacion del Rio Parand y en los Esteros del Ibera, en el
noreste de Argentina. Si bien estos ambientes son principalmente naturales, estdn sometidos
periodica y naturalmente a perturbaciones dadas por el aumento en el nivel del agua. En menor
medida aun, W. auropunctata fue encontrada en ambientes naturales sin perturbacion humana
(bosques primarios); siendo muy rara y dificil de encontrar en estos hébitats, y por lo tanto dificil

también de estudiar.

Se corrobor6 que en el limite sur de distribucion nativa, W. auropunctata posee poblaciones
con caracteristicas similares a las del rango introducido y que el patréon observado en el norte de
Sudamérica por Foucaud et al. (2009) se repite en el sur del continente. Es decir, en el sur de
Sudamérica, existen poblaciones ecologicamente dominantes (con alta densidad de nidos, obreras,
reinas y crias), asociadas mayormente a ambientes antropicos, y no dominantes asociadas
principalmente a ambientes naturales (con bajo nivel de perturbacion). En los sitios con
perturbacion media, las poblaciones fueron mayormente no dominantes, aunque hubo mayor

proporcion de poblaciones dominantes que en los sitios de perturbacion baja (Figura 7.1a).

El sistema reproductivo en el limite sur de distribucion nativa de W. auropunctata fue

principalmente clonal, y la clonalidad estuvo asociada a los ambientes altamente perturbados
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(antropicos). En estas poblaciones, las reinas presentes en distintos nidos dentro de un mismo
cluster compartian el mismo genotipo, perteneciendo al mismo linaje clonal. Los ambientes
medianamente perturbados presentaron sistemas de reproduccion mixto y clonal en casi la misma
proporcion. En el sistema mixto, cada nido individual es clonal, pero los nidos dentro de un cluster
pertenecian a distintos linajes clonales; es decir, estas poblaciones sufren periddicamente eventos de
reproduccion sexual que provocan que la diversidad clonal en estos sitios sea mayor a la diversidad
clonal (practicamente nula) en los sitios antropicos. Contrariamente, los sitios con bajo nivel de
perturbacion (naturales), solo presentaron reproduccion sexual (Figura 7.1b). Estos sitios estuvieron
limitados al noreste de Argentina, en Misiones y el norte de Corrientes, lo cual corresponde a la
Selva Paranaense y la transicion a la ecorregion del Espinal. Es interesante notar que el sistemas de
reproduccion sexual estd mayormente representado en los ambientes naturales, el mixto en los

medianamente perturbados, y el clonal en los ambientes antropicos, o altamente perturbados.

En cuanto al sistema de organizacion social, como era de esperar, la mayoria de las
poblaciones fue supercolonial independientemente del nivel de perturbacion del ambiente. Sin
embargo, se observd que la diferencia en la proporcion de  poblaciones
multicoloniales/supercoloniales fue menor en los sitios de perturbacion baja, haciéndose mas
pronunciada en los sitios medianamente y altamente perturbados (Figura 7.1c), lo cual sugiere que
la supercolonialidad es una caracteristica mas comtin en ambientes perturbados que naturales. Las
supercolonias en Argentina tuvieron un tamafio mucho menor a las de las poblaciones introducidas,
al igual que lo observado en el norte de Sudamérica por Foucaud et al. (2009) y Le Breton et al.
(2004). En general, cada linaje clonal form6 una supercolonia, y nunca una supercolonia abarcé
mas de una localidad: la supercolonia mas grande solo se extendi6 a lo largo de una transecta de
500 metros (en el Camping Las Tejas, Zarate, provincia de Buenos Aires). Normalmente, los nidos
empezaron a mostrar agresion a partir de una distancia promedio de 300 metros, sin importar si
pertenecian o no al mismo linaje clonal, lo cual sugiere, que en el rango nativo, dos nidos
cooperaran entre si, y no mostraran agresion, si pertenecen al mismo linaje clonal pero a la vez se
encuentran proximos entre si. Serd interesante analizar en el futuro qué factores existen en el rango

nativo, ausentes en el rango introducido, que limita el tamafio de las supercolonias.

La presencia de poblaciones de caracteristicas invasoras en Argentina, particularmente en la

posible poblacion fuente de la introduccion de W. auropunctata en la region Mediterranea (la
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poblacion del camping Las Tejas, Zarate; particularmente el cluster Wa-45), apoya el escenario de
invasion propuesto por Foucaud et al. (2010a) para esta especie, quienes sugieren que las
poblaciones introducidas se originan a partir de poblaciones nativas dominantes, con un sistema de
reproduccion clonal, y mayormente organizacion supercolonial, es decir poblaciones con

caracteristicas similares a las presentes en el rango introducido.
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Figura 7.1. Porcentaje de sitios con poblaciones dominantes y no dominantes (a), con cada tipo de sistema
de reproduccion (sexual, mixto y clonal) (b) y porcentaje de clusters cada tipo de sistema de organizacion
(multicolonial y supercolonial) (c) en sitios con distinto nivele de perturbacion (bajo, medio y alto). A modo
descriptivo se grafican lineas de tendencia para cada variable.
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Escenario de invasién de Wasmannia auropunctata

Aunque por el momento solo puede tratarse como una tendencia el hallazgo de poblaciones
con sistema de reproduccion mixto principalmente en sitios medianamente perturbados, como las
planicies de inundacion, constituye un resultado valioso de esta tesis. Este tipo de ambientes no
habia sido considerado en estudios previos de poblaciones nativas de W. auropunctata. Estos
estudios propusieron que la clonalidad seria particularmente seleccionada en ambientes antropicos,
ignorando qué factores habrian favorecido su aparicioén en la naturaleza. Es posible que los pulsos
de inundacion periddicos que ocurren en estos habitats hayan jugado un papel clave como fuerzas
evolutivas responsables del surgimiento de la clonalidad en W. auropunctata. La produccion de
diversas reinas (y machos) clonalmente, podria ser un mecanismo con el cual las reinas de W.
auropunctata garantizan la supervivencia de su genotipo. La reproduccion clonal implica menor
gasto de energia que la reproduccion sexual, y permite por lo general la produccién de un mayor
nimero de descendencia. Esta podria haber sido seleccionada en sistemas sujetos a inundaciones
periddicas. Se ha propuesto al disturbio como una fuerza que dispara la reproduccion clonal o
vegetativa en diversos taxa (ej. en corales, Coffroth, 1998; en invertebrados bentdnicos, Jackson,
1985). Particularmente, diversas especies de arboles que habitan en planicies de inundacion se
reproducen clonalmente, lo cual les conferiria una mayor tolerancia a las inundaciones (Ernst &

Brooks, 2003).

Del mismo modo, la unicolonialidad también podria haber surgido en este tipo de ambientes.
La polidomia, seria una organizacion colonial més antigua que la supercolonialidad. Este tipo de
organizacion colonial surge como consecuencia de la brotacion (Debout et al., 2007). Este
mecanismo, supone menos gasto de energia que la fundacion de colonias distantes y la presencia de
vuelos nupciales (Keller, 1995); y tiene la ventaja de que, en el caso de que ocurra un evento de
estrés ambiental, a mayor cantidad de nidos en un cluster, mayor serd la probabilidad de que al
menos uno sobreviva. En el caso de que un nido sea destruido, los otros permaneceran sanos

(Debout et al., 2007).

La poliginia también podria haber evolucionado en estos ambientes naturalmente
perturbados, ya que si bien en W. auropunctata, la mayoria de los nidos no posee reinas

(independientemente del nivel de perturbaciéon del ambiente), tanto los nidos en sitios
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medianamente perturbados como altamente perturbados, poseen mayor proporcion de nidos
poliginos que los sitios naturales. La poliginia ha estado generalmente asociada a la polidomia
(Holldobler & Wilson, 1977), y se piensa que es una caracteristica que acompana a la polidomia, a
partir de un ancestro monogino (Debout et al., 2007) (aunque existen muchas especies de hormigas

monoginas que también presentan polidomia).

Por todo esto, el escenario de invasion de “dos pasos” propuesto por Foucaud et al. (2010a)
para W. auropunctata, podria ser completado, por un tercer paso en su rango nativo, que explica
como las poblaciones nativas, adquirieron las caracteristicas de poblaciones dominantes, antes de la
influencia del hombre. Asi, las poblaciones de ambientes naturales, inconspicuas, multicoloniales, y
de reproduccion sexual, habrian desarrollado el mecanismo de clonalidad, como respuesta al estrés
en ambientes perturbados naturalmente. Este mecanismo, les habria otorgado una ventaja con
respecto a otras especies de hormigas que no sobreviven al estrés de estos ambientes. A su vez, la
alta incidencia de reproduccion sexual en estos ambientes, generaria el surgimiento de linajes
clonales nuevos, manteniendo una alta variabilidad genética en la poblaciéon. Luego, en los
ambientes antrépicos se veria favorecido el sistema de reproduccion clonal, y debido a que son
ambientes mas estables que las planicies de inundacién, y con menor numero de hormigas
competidoras, las poblaciones de W. auropunctata no necesitarian tales eventos de reproduccion
sexual que originen linajes clonales nuevos tan frecuentemente. Por ello, en ambientes antrdpicos,
existiria exclusivamente el sistema de reproduccién clonal. Asi los ambientes medianamente
perturbados, como las planicies de inundacidn, representarian situaciones ambientales intermedias,
entre los sitios naturales y los sitios antrdpicos, claves para el desarrollo de las caracteristicas
asociadas a la invasividad de W. auropunctata y su capacidad de sobrevivir y proliferar en
ambientes antropicos (Figura 7.2). Sera interesante para estudios futuros, corroborar si este patron
se repite en el resto del rango nativo de W. auropunctata, aumentando los muestreos en la planicie
de inundacién del Rio Parand, aunque serd particularmente interesante estudiar las poblaciones
presentes en la planicie de inundacion del Rio Amazonas y el Pantanal brasilero, por tratarse de
sistemas fluviales que, segun el andlisis filogeografico, parecen haber sido escenarios importantes

de la historia evolutiva de W. auropunctata.
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Figura 7.2. Escenario de invasion clasico, de “un paso” (a); el escenario de “dos pasos” propuesto por
Foucaud et al. (2010a) para Wasmannia auropunctata (b); y el escenario de “tres pasos” propuesto en esta
tesis (¢). La flecha roja simboliza la transicion de poblaciones sexuales, en sitios naturales, a poblaciones con
sistema de reproduccion mixto, en sitios perturbados naturalmente, principalmente planicies de inundacion.
La siguiente flecha simboliza la transiciéon de poblaciones de reproduccion mixta a poblaciones clonales en
los sitios altamente perturbados, principalmente sitios antropicos.
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La historia filogeografica de Wasmannia aopunctata se corresponde con una dispersion

gradual a altas latitudes en Sudamérica, camdante con una adaptacion a climas mas frios

Gracias al estudio filogeografico se pudo determinar que los dos clados principales de W.
auropunctata (clados A y B) corresponden a unidades evolutivas que se separaron hace ~3,9
millones de afios. El ancestro comun de estos clados se ubicd con mayor probabilidad en el centro
de Brasil, desde donde el clado A se dispers6 hacia el norte y el B hacia el sur, y luego de un
proceso de diferenciacion, ambos clados habrian iniciado un proceso de contacto secundario que
comenzd hace ~380 mil afios. Los modelados de nicho ecologicos evaluados bajo el escenario
climatico actual y escenarios pasados (LGM y LIG) sugieren que ambos clados podrian presentar
diferentes requerimientos de nicho ecoldgico. Serd interesante evaluar en el futuro si ambos clados
constituyen especies cripticas dentro de W. auropunctata o si estan atravesando un proceso de

especiacion incipiente, siendo la zona de contacto secundario una zona hibrida.

Solo el clado B, se extiende hasta Argentina, y parece estar mas adaptado a temperaturas
mas frias que el clado A, exclusivamente tropical y subtropical. Si bien todas las poblaciones en las
latitudes mas altas se encontraron exclusivamente en habitats antropicos, podriamos inferir que la
especie logré expandirse hacia estas latitudes extremas solo gracias a la actividad humana y a su
modificacion del hébitat. Sin embargo, dos fuentes de evidencia nos indican que la especie alcanzo
estas latitudes muy previamente a la expansion humana en Sudamérica ocurrida hace menos de 10
mil afios y la pronunciada urbanizaciéon en esta region hace solo ~130 afios. La alta diversidad
genética (tanto mitocondrial como nuclear) en la region, las pruebas de expansion demografica
hacia el sur hace 28 mil afios y la alta probabilidad de presencia de la especie en esta region durante
el Ultimo Interglacial indican que la especie habitaba la region previamente. Por lo tanto, la
poblacion de origen que invadié zonas con ambientes extremos, como Israel, alcanz6 el limite sur
de distribucion nativa a través de un proceso de dispersion natural, en tiempos evolutivos y no por
invasion mediada por el hombre. Por lo tanto, es probable que haya sufrido un proceso de
adaptacion progresivo a condiciones climaticas extremas, que le habria facilitado su establecimiento

exitoso en ambientes no tropicales.

Curiosamente, el area de distribucion nativa de W. auropunctata parece haberse

extendido hacia el sur durante los ultimos 50 afios (ver capitulo 2). En el presente trabajo se
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encontrd que W. auropunctata es muy comun en la provincia de Buenos Aires, asociada a habitats
perturbados, principalmente en ecosistemas urbanos. Por lo tanto, W. auropunctata es una especie
cuyo rango de distribucidén aparentemente continua expandiéndose hacia el sur de Sudamérica,
proceso que probablemente continuard, facilitado por la actividad humana y acompafiado por el
actual escenario de cambio climatico global. De hecho, la especie se encuentra en lugares no
previstos por el MNE, es decir en regiones donde las condiciones climaticas no son favorables,
como el desierto del Monte en el centro-oeste de Argentina (localidad de Anillaco en la provincia
de La Rioja, Cuezzo et al., 2015). Es probable que esta poblacion sea una introduccion mediada por
el hombre, ya que se encontr6 en un jardin en un sitio urbano. Wasmannia auropunctata podria
establecerse en ecosistemas antrdpicos irrigados como jardines y cultivos en las regiones aridas del
oeste de Argentina, de la misma manera que logrd establecerse en la region Mediterranea en los
ultimos 20 afnos. Esta podria ser la razon por la cual la distribucion de W. auropunctata depende

mas fuertemente de la temperatura ambiente que del nivel de precipitacion, como sefiala el MNE.

Wasmannia auropunctata posee una baja habilidad competitiva con respecto a las

hormigas del ensamble

Wasmannia auropunctata no resultd ser una buena descubridora de fuentes de alimento, por
lo que no puede considerarse una especie oportunista, y tampoco fue hébil desplazando otras
especies de los cebos, por lo que no es una especie extirpadora. Logré dominar solo el 21% del total
de cebos a los que fue atraida, no fue exitosa al intentar usurpar cebos y solo logro reclutar
masivamente en el 13% de los cebos del total donde se la registrd. Wasmannia auropunctata perdid
la mayoria de las interacciones con otras especies. Las especies ecologicamente mas dominantes del
ensamble fueron S. invicta y C. quadriformis, seguidas de W. auropunctata, Solenopsis spl, D.
breviscapis 'y N. fulva, sugiriendo que W. auropunctata tendria una habilidad competitiva
intermedia. Sin embargo, al ser la especie numéricamente mas dominante del ensamble, estos
resultados sugieren que su habilidad competitiva es en realidad, baja. Estos resultados se
contradicen con los estudios previos que proponian a W. auropunctata como un especie agresiva
capaz de desplazar a otras especies de las fuentes de alimento. Aqui su agresividad fue mucho

menor que la de S. invicta una especie extirpadora, muy agresiva.
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El mecanismo de competencia que utiliza W. auropunctata parece depender de qué tan cerca
se encuentran las fuentes de alimento de sus nidos. Cuando el alimento se encuentra cerca de sus
sitios de nidificacion, W. auropunctata los descubre y domina rapidamente. Sin embargo, no se la
puede considerar como una oportunista, ya que a pesar de que desabre rapidamente, una vez que
recluta un gran nimero de obreras, parece no poder ser desplazada por otras especies. Por el
contrario, lejos de su territorio de nidificacion, tarda mas en encontrar los recursos, y en el caso de

que pueda acceder a ellos se comporta como una insinuadora.

La supercolonialidad y la clonalidad parecen jugar un papel importante en su dominancia
sobre los recursos, ya que le permiten adquirir gran abundancia numérica y dominar los recursos
que estan en el territorio de su supercolonia. Es probable que el crecimiento de las supercolonias en
el rango nativo de W. auropunctata se vea limitado por la presion por competencia que ejercen sus

hormigas competidoras.

Estos resultados apoyan que W. auropunctata domina sitios donde sus competidoras estan
excluidas, como los sitios antropicos o islas, como habia sido propuesto por Le Breton et al. (2005).
En los sitios antropicos, la clonalidad seria favorecida y, junto con la supercolonialidad, permitiria a
W. auropunctata alcanzar poblaciones densas, gracias a una pérdida de la competencia
interespecifica. Y en el caso de las islas, las poblaciones fuente de esas invasiones, provendrian de
ambientes antrépicos del area nativa, por lo cual también se trata de poblaciones clonales y
supercoloniales, con lo cual al arribar a las islas aumentan rapidamente su densidad poblacional,
debido a la gran cantidad de recursos disponibles y las baja presion competitiva por parte de las

especies nativas.

En el caso de S. invicta, King & Tschinkel (2006) demostraron, mediante un experimento de
remocion en ecosistemas degradados en los Estados Unidos, que en realidad esta especie no es una
competidora superior que desplaza otras especies de hormigas. Sugieren que la baja diversidad y
abundancia de hormigas nativas en esos ecosistemas no es el resultado de la invasion de S. invicta
sino de la menor tolerancia de las hormigas a ambientes perturbados. Al igual que S. invicta, la
dominancia de W. auropunctata en los ambientes perturbados podria deberse a que, a diferencia de

otras especies, tolera la perturbacion, la cual a la vez excluye a sus hormigas competidoras, y no a
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que tiene la capacidad de desplazarlas. Aunque se necesitard un estudio similar al que realizaron

King & Tschinkel (2006) para demostrarlo.

Wasmannia auropunctata y sus enemigos naturales

La ausencia de enemigos naturales en Argentina y zonas aledafias, que constituyen el
limite sur de distribucion nativa de W. auropunctata, es coherente con su llegada reciente a esta
region y con su jerarquia de dominancia en su rango nativo. La relacion entre una especie y sus
enemigos naturales es producto de un largo proceso de coevolucion, es por eso que se asume que
los enemigos naturales de cualquier especie se encuentran con mayor probabilidad en sitios que esa
especie habita hace miles de afos, es decir, sitios centrales de distribucion. La presente tesis indica
que W. auropunctata se origin6 en el norte de Brasil y se expandi6 hacia el norte (clado A), y hacia
el sur (clado B), llegando a Argentina hace solo 380 - 160 mil afios. Si bien los parasitoides podrian
acompafiar a sus hospedadores en su expansion ya que su supervivencia depende mas del
microambiente que le genera su hospedador que del ambiente externo, éste no parece ser el caso de
los enemigos naturales de W. auropunctata, quien parece haber dejado a sus enemigos naturales

atrds en su proceso de expansion.

Por otro lado, la mayoria de las especies de parasitoides del género Phoridae, estan
asociados a especies de hormigas competitivamente dominantes como Pheidole, Solenopsis,
Camponotus, Atta y Acromyrmex (Disney, 1994; Borgmeier, 1928). Estas especies alcanzan
grandes colonias y se organizan en largos senderos de reclutamiento, que involucran numerosas
obreras al encontrar fuentes de alimento. Las feromonas utilizadas para formar y mantener dichos
senderos, para dominar y defender sus fuentes de alimento actiian también como fuertes atrayentes
que los foridos utilizan para localizar sus huéspedes (Feener et al., 1996). Asimismo, las grandes
colonias hacen que dichas especies de hormigas sean mas conspicuas y blancos mas faciles para los
foridos que especies de colonias pequenas, y sus amplios senderos de reclutamiento atraen a estos
parasitoides mas efectivamente que especies que no forman dichos senderos (Folgarait & Gilbert,
1999). Si bien W. auropunctata sufrié una expansion natural hacia grandes latitudes al sur, llegando
al actual territorio argentino, s6lo logra ser abundante en ambientes perturbados, principalmente

antropicos, lo que sugiere que la especie se volvid numéricamente dominante en la region muy
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recientemente, mediado por la perturbacion humana del ambiente. Por el contrario, la especie es
inconspicua en sitios no modificados, como bosques primarios o con un nivel bajo de perturbacion,
como bosques secundarios, lo que concuerda con la ausencia de enemigos naturales en dichos sitios,
y por ende también en sitios antropicos recientemente colonizados, ya que si no existen enemigos
naturales en las poblaciones fuente, tampoco lo habra en las subsiguientes poblaciones presentes en
sitios antropicos. Por otro lado, si bien la especie alcanza cierta abundancia en sitios naturalmente
perturbados, como la planicie de inundacién del rio Parand, estos sitios son solo unos pocos en
relacion a toda la distribucién de la especie en la region y con ausencia aparente de enemigos

naturales.

La identificacion de las areas centrales de distribucion de W. auropunctata por medio del
estudio filogeografico, que retinen las condiciones mas Optimas para la especie y albergan la
diversidad genética mas alta, y el hallazgo de las zonas mas ancestrales de la especie, constituyen
informacion muy valiosa a la hora de definir sitios Optimos para buscar enemigos naturales
(Pschorn-Walcher, 1977). Hasta la fecha, el inico enemigo natural conocido de W. auropunctata, el
parasitoide Orasema minutissima (Heraty, 1994; Wetterer & Porter, 2003), se encuentra en las islas
del Caribe, Costa Rica, Colombia, Ecuador, Venezuela, Guayana y Surinam (regién dominada por
clado A), y debido a la alta abundancia de este parasitoide en las islas del Caribe, se ha considerado
como un potencial agente de control bioldgico contra W. auropunctata (Heraty, 1994; Wetterer &
Porter, 2003). Sin embargo, el impacto de este parasitoide en poblaciones de W. auropunctata ha
sido cuestionada debido a que en las regiones donde O. minutissima es abundante (por ejemplo,
Dominica) W. auropunctata es de todas maneras muy dominante (Soto et al., 2010). Valdra la pena
evaluar si O. minutissima es un parasitoide especifico del clado A, y en ese caso, explorar enemigos
naturales desconocidos para clado B. Independientemente de la especificidad del clado, este estudio
proporciona informacion valiosa para orientar la busquedas de nuevos enemigos naturales de W.

auropunctata hacia las areas de mayor diversidad genética.

Por todo lo expuesto, sugerimos que lo mas apropiado para comenzar un plan de control
bioldgico de esta especie seria guiar la biisqueda de enemigos naturales a los sitios naturalmente
perturbados que habita la especie ya que es en estos sitios donde la especie es capaz de formar
supercolonias adquiriendo mayor abundancia numérica, pero que a su vez se encuentren en regiones

proximas al origen de la misma (norte y centro de Brasil) y regiones de mayor diversidad genética,
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y por lo tanto, mayor probabilidad de haber desarrollado una relacion parasitoide-hospedero a lo

largo de la historia evolutiva de la especie.

Préximos pasos

Serd interesante para estudios futuros, corroborar que el patrén observado en esta tesis, en el
que sitios con perturbacion media poseen sistema de reproduccion mixto, se repite en el resto del
rango nativo de W. auropunctata, aumentando los muestreos en la planicie de inundacion del Rio
Parand, aunque sera particularmente interesante estudiar las poblaciones presentes en la planicie de
inundacion del Rio Amazonas y el Pantanal brasilero, por tratarse de sistemas fluviales que, segin
el analisis filogeografico, parecen haber sido escenarios importantes de la historia evolutiva de W.

auropunctata.

Dado que la clonalidad tiene el potencial para fijar combinaciones genéticas favorables
(Mergeay et al., 2000), seria interesante estudiar en el futuro si este tipo de sistema de reproduccion
estd relacionado con la expansion del clado B hacia el sur, debido a las caracteristicas climaticas
mas extremas presentes en esta region, comparando con el ambiente tropical y subtropical
originario de la especie. Esto podria ser posible ya que el sistema reproductivo predominante en el

limite sur de distribucién nativa fue el clonal.
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Inf. Sup. Capitulo 2

Tabla S.2.1.Lista de localidades donde se encontrd a Wasmannia auropunctata. Se indica el nimero de nidos y de clusters hallados por localidad. En los sitios donde
no se encontraron los nidos, sino solo obreras se indica “obreras” en la celda de nimero de nidos. Se indican las coordenadas geograficas de cada localidad, la altitud,
una breve descripcion del habitat, el grado de perturbacion del ambiente y la dominancia ecologica de las poblaciones.

Pais Provincia/Estado Localidad No. No. Coordenadas Altitud Tipo de hébitat Nivel de Dominancia
nidos clusters latitud S longitud O (M) disturbio ecoldgica
Argentina Buenos Aires Ciudad de Buenos Aires 6 2 34 35,041 58 23,785 48 Parque urbano Alto Dominante
Camping Las Tejas 22 4 34 06,223 58 59,665 -22 Bosqug secgndario en Medio Dominante
planicie de inundacion
San Antonio de Areco 6 1 34 14,830 59 28,239 26 Debajo de veredas Alto Dominante
Zarate 7 3 34 05,507 59 01,545 23 Debajo de veredas Alto Dominante
San Pedro 4 1 3339,472 59 42,843 6 Banquing, Bosque Medio Dominante
secundario
San Nicolas 3 2 3317,384 60 15,409 43 Sabana secundaria Medio No dominante
Lozano 1 1 34 50,94 59 02,99 60 Campo Alto Dominante
Mercedes obreras 34 41,570 59 26,777 67 Jardin Alto Dominante
Carmen de Areco 1 1 34 22,84 59 49,34 48 Debajo de veredas Alto No dominante
Suipacha 5 1 34 46,146 59 41,146 47  Debajo de veredas Alto No dominante
Vicente Lopez 2 2 34 31,97 58 29,46 Debajo de veredas Alto No dominante
Hurlingham 5 1 34 35,602 58 38,560 21 Jardin Alto No dominante
Catamarca Alijilan obreras 28 11,649 65 28,054 691  Bosque secundario Bajo No dominante
Chaco Isla del Cerrito 3 1 27 17,791 58 40,861 -2 Bosque secundario en . .
planicie de inundacion Medio No dominante
P.N. Chaco obreras 26 48,517 59 36,298 64m  Bosque secundario Bajo No dominante
Cordoba Camping La Hoya obreras 30 56,949 64 36,401 704  Bosque secundario Medio No dominante
Corrientes El Socorro, Ibera 5 3 28 39,307 57 25,833 85 Fragmento de bosque . .
secundario Medio Dominante
Ibera obreras i?fg;cfgnplanlcle de media No dominante
Camping Machuca 8 1 27 22,209 58 41,062 62  Bosque secundario Medio No dominante
Estacion Biologica de 1 1 27 33,158 58 40,779 73 Bosque en galeria Bajo No dominante

167



Entre Rios

Formosa

Jujuy

Misiones

Salta

Corrientes

Colén

Parana

San Francisco de Laishi

Chuqui Cué

El Bagual
Herradura

P.N. Pilcomayo
Ocloyas

Tumbaya

Yuto
Volcan

San Salvador de Jujuy
El Carmen

PN Calilegua
Posadas

P.N. Iguazu
Aristobulo del Valle
San Javier
Loreto

Alba Posse
El Soberbio
Aldea Yaboti
Chicoana

La Poblacion
Cafayate
Tolombon

(o)}

2

2
obreras

obreras
6

6

12

1
3

obreras
1

obreras

obreras

obreras
1

—_— = NN = N =

UV N NG T Sy

32 13,640
3143,042
26 14,394

26 29,229

26 18,269
26 29,164
2507,430
23 58,544

23 51,347

23 34,441
23 55,104

24 08,935
24 25,695

23 44,148
27 24,414
2531,155
27 05,296
27533
27 19,814
27 34,023
27 17,931
27 12,825
25 05,449
25 04,850
26 05,969
26 10,989

58 07,801
60 32,377
58 37,631

58 16,743

58 49,030
58 16,690
58 10,507
65 17,570

65 27,915

64 30,567
65 28,039

65 17,575
65 17,846

64 51,045
55 53,783
54 08,09
54 57,141
55 07,79
5531,556
54 40,552
54 12,264
54 02,592
65 34,008
65 31,247
65 58,249
65 56,390

22
26
77

69

80
79m
81m
1783

2125

436
2093

1385
1227

750
144
176
225
129
165
127
201
154
1299
1218
1611
1618

secundario

Parque urbano
Parque urbano
Bosque en galeria
secundario
Bosque en galeria
secundario
Bosque primario
Bosque secundario
Bosque secundario

Pradera en bosque
montafioso (Yungas)
Banquina de ruta,
Debajo de piedras
(Puna)

Plantacion de banana

Banquina de ruta,
Debajo de piedras
(Puna)

Bosque secundario

Banquina de ruta,
Debajo de piedras
Bosque secundario

Parque urbano
Bosque secundario
Bosque secundario
Bosque secundario
Bosque secundario
Bosque secundario
Jardin

Bosque primario
Banquina de ruta
Banquina de ruta
Banquina de ruta
Parque urbano

Alto
Alto

Bajo
Medio
Bajo
Medio
Bajo
Alto

Alto
Alto
Alto

Medio
Alto
Bajo
Alto
Bajo
Bajo
Bajo

Medio

Medio
Alto
Bajo
Alto
Alto
Alto
Alto

Dominante
Dominante

No dominante

No dominante

No dominante
No dominante
No dominante

Dominante

Dominante

Dominante

Dominante

No dominante
Dominante

No dominante
Dominante
No dominante
No dominante
No dominante
No dominante
No dominante
No dominante
No dominante
No dominante
Dominante
No dominante
Dominante

168



Bolivia

Brasil

Santa Fe

Santiago del Estero

Tucuman

Tarija

Santa Cruz de la
Sierra

Mato Groso do Sul

Parana

Rio de Janeiro

Rio Grande do Sul

Santa Catarina

Rosario
Puerto Ocampo

Reconquista
Gobernador Crespo

San Javier

Ojo de Agua
Loreto-San Martin
Simoca

San Miguel de Tucuman

Bermejo
Tarija, Bolivia

Pampa Grande
Cuevas

Dourados
Ponta Pora
Curitiba
Paranagua
Caioba
Guaira

Paraty

Buzios

Rio de Janeiro
Rio Grande
Porto Alegre
Torres
Garopaba
Florianopolis
Tijucas

San Francisco do Sul

— QO A~

2

obreras

2

2
1

NN = = L W W= W= W R W = = =

—_—

— e e e = DN = e N = e = e e e

32 53,644
28 33,092

29 07,986
30 21,763
30 34,920
29 30,877
28 19,354
27 28,598
26 48,168

22 43,686
21 31,733

18 03,130
18 10,555

22 12,549
22 32,292
2525,598
2530,928
25 49,874
24 04,825
23 12,920
22 46,670
22 58,764
3201,853
30 01,920
29 20,670
28 01,236
27 39,830
27 14,448
26 14,863

60 41,459
59 06,846

59 39,194
60 24,051
59 55,729
63 42,235
64 08,062
65 15,894
65 12,290

64 21,202
64 44,453

64 07,306
63 43,316

54 48,690
55 43,506
49 19,042
48 30,477
48 32,453
54 15,011
44 42,699
41 54,639
43 12,919
52 05,788
51 13,391
49 43,781
48 36,643
48 32,422
48 37,280
48 37,276

57

57

517
148
311
545

408
1913

1308

1382

426
659
918

250
16
19
13

20
11

-14
33
13

Parque urbano

Bosque secundario en
planicie de inundacioén
Parque urbano

Parque urbano
Debajo de veredas
Parque urbano
Bosque secundario
Banquina de ruta

Parque urbano, Debajo
de escombros
Banquina de ruta

Parque zooldgico,
Debajo de piedras
En la barranca de un rio

Banquina de ruta,
bosque secundario
Debajo de veredas

Parque urbano
Bosque secundario
Parque urbano
Parque urbano
Debajo de veredas
Parque urbano
Parque urbano
Parque urbano
Parque urbano
Parque urbano
Parque urbano
Parque urbano
Parque urbano
Parque urbano
Parque urbano

Alto
Medio

Alto
Alto
Alto
Alto
Medio
Medio

Alto
Alto
Alto

Bajo
Alto

Alto
Alto
Medio
Alto
Alto
Alto
Alto
Alto
Alto
Alto
Alto
Alto
Alto
Medio
Alto
Alto

Dominante
Dominante

Dominante
Dominante
Dominante
No dominante
Dominante
No dominante

Dominante

169



Rio do Sul 4 1 27 12,173 49 37,921 346  Parque urbano Alto
Sao Paulo Santos 2 1 23 57,885 46 22,825 40  Parque urbano Alto
Guaruja 2 1 24 00,448 46 16,314 9 Parque urbano Alto
Sao Sebastiao 3 1 23 45,749 45 24,656 29 Parque urbano Alto
Caraguatatuba 1 1 23 37,100 45 23,881 3 Parque urbano Alto
Ubatuba 1 1 23 29,263 45 06,273 5 Parque urbano Alto
Paraguay Alto Parana Juan E O'Leary 1 1 25 24,876 55 25,365 264 Trtonco en banquina de Alto
ruta
De la Cordillera Piribebuy 1 1 2533,273 57 02,207 296 Trtonco en banquina de Medio
ruta
Itacurubi de la Cordillera 1 1 25 27,689 56 51,111 184  Parque urbano Alto
Itapua Encarnacion 2 1 2719, 356 5552,100 104  Parque urbano Alto
Misiones San Miguel 1 1 26 31,929 57 02,333 121  Parque urbano Alto
San Pedro 25 de diciembre 1 1 24 48,976 56 43,517 130  Parque urbano Alto
Asuncién 1 1 25 14,851 57 34,278 167  Parque urbano Alto
Uruguay Colonia Nueva Palmira 3 1 33 51,882 58 24,858 -9 Parque urbano Alto
Carmelo 3 1 34 00,098 58 17,203 12 Debajo de veredas Alto
Colonia 1 1 34 28,211 57 51,143 -46  Parque urbano Alto
Rio Negro Fray Bentos 1 1 33 06,819 58 19,013 -15  Parque urbano Alto
Total 92 252 97
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Inf. Sup. Capitulo 3

Tabla S.3.1 Detalle de las secuencias de los primers utilizados para las 2 PCRs multiplex de 12 marcadores
microsatélites, el fluorocromo con el que se marcé cada primer, el motivo repetido del alelo clonado (Fournier et al.,
2005) y su temperatura de annealing.

Motivo repetido T° annealing

Locus  Fluorocromo Secuencia de los primers

(alelo clonado) (°C)
PCR 1 Wa-1gam FAM (AG)9 F: TGCTCTCAGTGTTCCGACAG 57

R: CCCTAAAGAACATGAATATGACG

Wa-2164 NED (AG)40 F: GCCCGTTATTATACAGCTGG 57
R: CTACTCGCAGCACCTCCATA

Wa-3176 FAM (GA)17 F: AAGGCCGTCCTGTGCGTTA 57
R: GAACAGGTCCTCGCCAGTCT

Wa-418 FAM (GA)s F: GCATCAATTTTCTCCCGAACC 57
R: CGCAATGTGCAATGTCGTGT

Wa-566 HEX (CT)14 F: GTTCAACGAGGATGGTTACG 57
R: GCTTAATCGCACGTGAACTG

Wa-716 NED (GA)s F: TCTGACTGGTCGAATTCCTG 57
R: GACTGCACGAATGTGACGTA

Wa-730 FAM (CT)yg F: GAATGAGCGAAGCGTGTTAC 57
R: GAGATTCTCGACGCGTATGA

PCR 2 Wa-1166 HEX (GA)», F: GAACCAGAAGCGAGAACG 63

R: AGCTGCATGAACTCCAAG

Wa-225 NED (CA)o F: GTGCGCAGACATAGATAAGG 63
R: TGAATAGCTGCGACTCTACG

Wa-275 NED (CT)4 F: AGAACTTTGATGCTCCACTTTC 63
R: CTTTGAACTTCCTGGTTAATGC

Wa-521 HEX (GA);s F: AGATATGAGCGGAACCAGTC 63
R: TCAGCCTCCTGGGTAGC

Wa-680 HEX (AG)x F: GCACAGTGCCGACTTGTTGC 63
R: CGCACGTCTGGCACTCAATC
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Tabla S.3.2 Genotipos multilocus de los 10 loci microsatélites analizados en los 115 individuos reproductores (reinas (Q), hembras aladas (G) y machos (M) de
Wasmannia auropunctata. El cédigo (Id.) de cada muestra se refiere al numero de sitio, nimero de nido y nimero de individuo. NA: no aplica (en el caso del
segundo alelo de los machos ya que son haploides).

Localidad Linaje GML Id. Muestra Locus
Wa-418 Wa-3176 Wa-lgam Wa-716 Wa-2164 Wa-566 Wa-1166 Wa-680 Wa-521 Wa-225

Yaboti 1 1 wa66-01-Gl 128 237 286 318 173 282 [284 255 220
2 2 wa66-01-G2 99 237 286 286 183 282 255 255 220
3 3 wa66-01-G4 128 237 286 318 220
El Soberbio 4 4 wa64-01-G1 99 99 237 318 223
5 5 wa64-01-G2 99 99 237 97 189 189 223
6 6  wa64-01-G3 99 99 237 203 219 223 223
7 7 wa64-01-G4 97 237 223 (229
Alba Posse 8 8 wa63-01-G1 221 223
9 9 wa63-01-G2 221 223
10 10 wa63-01-G3 221 223
11 11 wa63-01-G4 102 178 21 221
Posadas 12 12 walll-01-Ql 220
Encarnacion 13 13 wall2-01-Ql 220
14 wall2-01-Q2 220
Dourados 14 15 wall8-01-Q2 220
wal18-01-Q3 220
wal18-01-Q4 220
16 wall8-01-Q1 220
El Socorro 17 wa76-01-Q2 96 220
(Ibera) wa76-01-Q3 88 96 220
18 wa76-02-Ql 88 96 166 166 220
wa76-02-Q3 166 166 220
19 wa76-01-Q1 90 96 148 166 220
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172 184 220
220
220
220
220

220
220

174

220

220 2221

220
223
223
223
223
223
220

2
220 2221
2

220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220



Anillaco

Puerto Alegre

Torres

Paraty

San Sebastian

35

36

37

38

50
51

52

53
54

55

56

wal34-03-Ql
wal34-03-Q2
wal34-03-Q3
wal34-03-Q4
wal53-01-Q4
wal53-01-Q1
wal53-01-Q2
wal53-01-Q3
wal53-01-Q5
wal53-01-G1
wa90-03-Q1
wa90-03-Q2
wa90-03-Q3
wa90-04-Q1
wa89-01-Q1
wa89-01-Q2
wa89-01-Q3
wa91-03-Q1
wa91-04-Q1
wa91-04-Q2
wa91-04-Q3
wal07-01-Q2
wal07-01-Q3
wal04-02-G1
wal04-03-Ql
wal04-03-Q2
wal04-01-M1
wal04-01-M2
wal04-01-M3

219
219
219
219
219
219
219
219
99 99 230
99 99 230
99 99 230
99 99 230
99 99 230
123 NA 230
123 NA 232
123 NA 232

219
219
219
219
219
219
219
219
230
230
230
230

166
166 166
166 166
166

230 166
NA 287 NA NA 203 NA
NA 287 NA NA NA 203 NA NA

NA 287 NA NA NA 203 NA
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Paranagua

Cuevas

39

40

57

58

59

100 100 223
100 100 223
232
232
232

wa98-04-Q1
wa98-04-Q2
wal46-04-Ql
wal46-04-Q2
wal46-02-Ql

223
223
232
232
232

Tabla S.3.3.Genotipos multilocus (GML) obtenidos por O.

caso de los machos haploides).

292 190 190
292 190 190

298
298

290 1293

255 1266 92
255 1266 92
260
260
259

220 220
220 220
221 221

Rey (CBGP), a partir de 12 marcadores microsatélites. NA: no aplica (segundo alelo, en el

Locus
Localidad  Id. muestra Wa4-18  Wa7-30  Wa3-176 Wal-gam  Wa2-75 Wa7-16 Wa2-25 Wa2-164 Wal-166 Wa6-80  Wa3-21  Wa5-66
P. Ocampo Wa029-15-G1 118 124 169 169 234 234 295 295 106 106 175 175 216 216 282 282 97 97 187 187 187 187 254 254
Wa029-15-Q1 124 124 169 169 234 234 295 295 106 106 175 175 216 216 282 282 97 97 187 202 187 203 254 254
Wa029-16-Q1 124 124 169 169 234 234 295 295 106 106 175 175 216 216 282 282 97 97 202 202 203 203 254 254
Wa029-16-G1 124 124 169 169 234 234 295 295 106 106 175 175 216 216 282 282 97 97 187 202 187 203 254 254
Wa029-18-Q1 97 97 171 171 224 224 285 285 111 111 178 178 216 221 286 286 93 107 156 156 203 207 258 258
Wa029-18-Q2 97 97 171 171 224 224 285 285 111 111 178 178 216 221 286 286 93 107 156 156 203 207 258 258
L. del Cerrito Wa035-01-Q1 97 97 191 191 224 224 285 326 102 102 182 184 216 221 289 289 85 93 160 160 201 207 256 256
Wa035-03-Q1 97 97 185 185 224 224 285 297 102 102 182 184 216 221 289 289 83 95 156 156 201 207 256 256
Wa035-03-Q2 97 97 185 185 224 224 285 297 102 102 182 184 216 221 289 289 83 95 156 156 201 207 256 256
C. Machuca Wa036-07-M1 101 NA 156 NA 230 NA 299 NA 100 NA 205 NA 219 NA NA 80 NA 181 NA 209 NA 264 NA
Wa036-07-M3 138 NA 177 NA 224 NA 316 NA 89 NA 179 NA 219 NA 303 NA 85 NA 164 NA 201 NA 264 NA
Wa036-07-M2 128 NA 185 NA 214 NA 299 NA 100 NA 205 NA 219 NA NA 80 NA 181 NA 209 NA 264 NA
Wa036-08-M1 105 NA 156 NA 232 NA 322 NA 102 NA NA 216 NA 269 NA 91 NA 179 NA 207 NA 248 NA
Wa036-08-M3 95 NA 156 NA 232 NA 282 NA 102 NA NA 216 NA 289 NA 89 NA 179 NA 207 NA 248 NA
Wa036-08-M2 105 NA 156 NA 232 NA 282 NA 102 NA NA 216 NA 269 NA 8 NA 187 NA 207 NA 248 NA
Yuto 011-03-Q1 93 99 149 149 211 222 282 305 100 100 170 196 216 216 292 299 85 95 134 134 205 219 252 262
011-04-Q1 97 99 167 191 226 226 291 291 100 100 180 184 217 217 288 299 85 97 138 138 197 197 258 260
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Ocloyas

Tumbaya

Hurlingham

CABA

Zarate

C. Las Tejas

011-05-Q1
011-06-Q1
011-07-Q1
011-08-Q1
011-09-Q1
040-01-Q1
040-03-G1
040-02-G1
040-06-G1
040-05-Q1
041-01-Q1
041-02-Q1
041-04-Q1
041-05-Q1
042-01-Q1
042-02-Q1
042-02-Q2
042-03-Q1
044-01-Q1
044-02-Q1
044-02-Q2
044-03-Q1
044-04-Q1
044-05-Q1
049-03-Q1
049-03-Q2
049-04-Q1
049-04-Q2
050-01-Q1
050-01-Q2
045-01-Q1

97
97
97
97
97
93
93
93
93
93
99
99
99
99
93
93
93
93
93
93
93
93
93
93
93
93
93
93
93
93
93

167
167
167
167
167
173
173
173
173
173
167
167
167
167
185
185
185
185
185
185
185
185

185
185
185
185
185
185
185
173

191
191
191
191
191
177
177
173
173
173
167
167
167
167
189
189
189
189
189
189
189
189

189
189
189
189
189
189
189
185

226
226
226
226
226
222
222
228
228
228
222
222
222
222
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
218

226
226
226
226
226
222
222
228
228
228
222
222
222
222
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
218

291
291
291
291
291
282
282
282
282
282
284
284
284
284
285
285
285
285
285
285
285
285
285
285
285
285
285
285
285
285
285

291
291
291
291
291
282
282
284
284
284
291
291
291
291
305
305
305
305
305
305
305
305
305
305
305
305
305
305
305
305
305

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

180
180
180
180
180
170
170
170
170
170
182
182
182
182
183
183
183
183
183
183
183
183
183
183
183
183
183
183
183
183
183

184
184
184
184
184
196
196
196
196
196
208
208
208
208
184
186
184
184
186
184
186
186
186
186
186
186
186
186
186
186
183

217
217
217
217
217
216
216
216
216
216
216
216
216
216
216
216
216
216
216
216
216
216
216
216
216
216
216
216
216
216
216

217
217
217
217
217
216
216
217
217
217
219
219
219
219
216
216
216
216
216
216
216
216
216
216
216
216
216
216
216
216
216

288
288
288
288
288
292
292
294
294
294
280
280
280
280
278
278
278
278
278
278
278
278
278
278
278
278
278
278
278
278
280

299
299
299
299
299
299
299
299
299
299
303
303
303
303
282
282
282
282
282
282
282
282
282
282
282
282
282
282
282
282
282

85
&5
85
&5
85
&5
85
&5
85
95
91
91
91
91
95
95
95
95
95
95
95
95
95
95
95
95
95
95
95
95
85

97
97
97
97
97
95
95
95
95
95
101
101
101
101
95
95
95
95
95
95
95
95
95
95
95
95
95
95
95
95
95

138
138
138
138
138
146
146
146
146
146
146
146
146
146
146
146
146
146
146
146
146
146
146
146
146
146
146
146
146
146
146

138
138
138
138
138
181
181
181
181
146
146
146
146
146
146
146
146
146
146
146
146
146
146
146
146
146
146
146
146
146
146

197
197
197
197
197
205
205
205
205
205
213
213
213
213
203
203
203
203
203
203
203
203
203
203
203
203
203
203
203
203
197

197
197
197
197
197
219
219
219
219
219
216
216
216
216
203
203
203
203
203
203
203
203
203
203
203
203
203
203
203
203
197

177

258
258
258
258
258
252
252
252
252
252
252
252
252
252
260
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250

260
260
260
260
260
262
262
252
252
252
252
252
252
252
260
260
260
260
260
260
260
260
260
260
260
260
260
260
260
260
252



San Pedro

San Nicolas

Rosario

045-02-Q1
045-07-Q1
045-07-Q2
047-01-Q1
047-01-Q2
047-02-Q1
047-02-Q2
046-02-Q1
046-02-Q2
046-03-Q1
046-03-Q2
046-04-Q1
046-04-Q2
046-05-Q1
046-05-Q2
051-02-Q1
051-02-Q2
051-02-Q3
051-01-Q1
052-02-Q1
052-03-Q1
052-04-Q1
052-04-Q2
053-01-Q1
053-01-Q2
053-02-Q1
053-02-Q2
054-01-Q1
054-04-Q1
054-04-Q2
054-03-Q1

93
93
93
93
93
93
93
93
93
93
93
93
93
93
93
93
93
93
93
93
93
93
93
93
93
93
93
93
93
93
93

93
93
93
93
93
93
93
97
97
97
97
97
97
97
97
97
97
97
97
97
97
97
97
97
97
97
97
97
97
97
97

173
173
173
173
173
173
173
167
167
167
167
167
167
167
167
167
167
167
156
156
156
156
156
156
156
156
156
167
167
167
156

185
185
173
185
185
185
185
173
173
173
173
173
173
173
173
195
195
195
167
167
167
167
167
167
167
167
167
195
195
195
167

218
218
218
218
218
218
218
212
212
212
212
212
212
212
212
212
212
212
212
212
212
212
212
212
212
212
212
234
234
234
212

218
218
218
218
218
218
218
212
212
212
212
212
212
212
212
234
234
234
212
212
212
212
212
212
212
212
212
234
234
234
212

285
285
285
285
285
285
285
305
305
305
305
305
305
305
305
284
284
284
284
284
284
284
284
285
285
285
285
301
301
301
284

305
305
305
305
305
305
305
305
305
305
305
305
305
305
305
301
301
301
305
305
305
305
305
287
287
287
287
305
305
305
305

100
100
100
100
100
100
100
113
113
113
113
113
113
113
113
123
123
123
116
116
116
116
116
104
100
100
100
117
117
117
116

100
100
100
100
100
100
100
113
113
113
113
113
113
113
113
123
123
123
116
116
116
116
116
104
104
104
104
123
123
123
116

183
183
183
183
183
183
183
186
186
186
186
186
186
186
186
188
188
188
186
186
186
186
186
181
181
181
181
186
186
186
186

183
183
183
183
183
183
183
186
186
186
186
186
186
186
186
204
204
204
204
204
204
204
204
202
202
202
202
188
188
188
204

216
216
216
216
216
216
216
216
216
216
216
216
216
216
216
216
216
216
216
216
216
216
216
216
216
216
216
216
216
216
216

216
216
216
216
216
216
216
217
217
217
217
217
217
217
217
216
216
216
216
216
216
216
216
216
216
216
216
216
216
216
216

280
280
280
280
280
280
280
278
278
278
278
278
278
278
278
278
278
278
278
278
278
278
278
288
288
288
288
278
278
278
278

282
282
282
282
282
282
282
280
280
280
280
280
280
280
280
315
315
315
305
305
305
305
305
288
288
288
288
315
315
315
305

85
&5
85
&5
85
&5
85
&5
85
&5
85
&5
85
&5
85
91
91
91
91
91
91
91
91
&9
&9
&9
&9
91
91
91
91

95
95
95
95
95
95
95
91
91
91
91
91
91
91
91
95
95
95
95
95
95
95
95
89
89
89
89
95
95
95
95

146
146
146
146
146
146
146
146
146
146
146
146
146
146
146
146
146
150
146
146
146
146
146
144
144
144
144
150
150
150
146

146
146
146
146
146
146
146
146
146
146
146
146
146
146
146
146
146
150
146
146
146
146
146
144
144
144
144
150
150
150
146

197
197
197
197
197
197
197
205
205
205
205
205
205
205
205
199
199
199
199
199
199
199
199

207
207
207
199

197
197
197
197
197
197
197
205
205
205
205
205
205
205
205
207
207
207
199
199
199
199
199

207
207
207
199

250
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250
252
252
252
262
262
262
262
262
250
250
250
250
252
252
252
262

250
252
252
252
252
252
252
262
262
262
262
262
262
262
262
252
262
262
262
262
262
262
262
250
250
250
250
258
258
258
262
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Tabla S.3.4 Para cada localidad muestreada (las cuales representan poblaciones) se indica el sistema de
reproduccion inferido, los linajes encontrados y los genotipos multilocus (GML) identificados a partir de 112
hembras reproductoras de Wasmannia auropunctata (reinas o hembras aladas no fecundadas).

Localidad/poblacion Sistema reproductivo Linaje GML No. hembras
Yaboti sexual 1 1 1
2 2 1
3 3 1
El Soberbio sexual 4 4 1
5 5 1
6 6 1
7 7 1
Alba Posse sexual 8 8 1
9 9 1
10 10 1
11 11 1
Posadas ? 12 12 1
Encarnacion clonal 13 13 1
13 14 1
Dourados clonal 14 15 3
14 16 1
El Socorro (Iberd) mixto 15 17 2
15 18 2
15 19 1
16 20 3
Puerto Ocampo mixto 17 21 1
17 22 1
17 23 1
18 24 1
San Javier mixto 19 25 1
20 26 1
20 27 1
21 28 1
21 29 1
21 30 1
Reconquista clonal 22 31 1
22 32 1
22 33 2
Gobernador Crespo clonal 23 34 4
Parana clonal 24 35 5
Colén clonal 25 36 2
25 37 8
San Pedro clonal 26 38 1
Camping Las Tejas clonal 27 39 1
Ciud. de Buenos Aires clonal 28 40 1
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Lozano clonal 29 41 5
La Poblacion mixto 30 42 1
31 43 1
Tolombon clonal 31 44 1
31 45 1
San Miguel de Tucuman mixto 32 46 2
33 47 1
33 48 1
Loreto - San Martin clonal 34 49 10
Anillaco clonal 35 50 1
35 51 5
Puerto Alegre clonal 36 52 3
37 53 1
Puerto Alegre y Torres clonal 37 54 7
Paraty y San Sebastian clonal 38 55 4
38 56 1
Paranagua clonal 39 57 2
Cuevas clonal 40 58 2
40 59 1
Total 40 59 112
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Inf. Sup. Capitulo 5

Tabla S.5.1.Lista de los especimenes de Wasmannia auropunctata secuenciados y los nimeros de acceso

(NA) de GenBank.
ID muestra Localidad Pais NA GenBank
WAS09 W1 Calilegua Argentina KR106300
WAS09 W2 Calilegua Argentina KR106301
WAS10 W1 Calilegua Argentina KR106302
WAS26 01 WI Loreto Argentina KR106303
WAS26 02 W1 Loreto Argentina KR106304
WAS29 15 W1 Puerto Ocampo Argentina KR106305
WAS29 17 W1 Puerto Ocampo Argentina KR106306
WAS29 18 WI Puerto Ocampo Argentina KR106307
WAS31 01 W1 Parque Nacional Chaco Argentina KR106308
WAS32 02 W1 Herradura Argentina KR106309
WAS35 03 W1 Isla del Cerrito Argentina KR106310
WAS36 02 WI Santa Ana Argentina KR106311
WAS36 07 W1 Santa Ana Argentina KR106312
WAS41 W1 Tumbaya Argentina KR106313
WAS42 02 W1 Hurlingham Argentina KR106314
WAS45 W1 Zarate (Las Tejas) Argentina KR106315
WAS45 W2 Zarate (Las Tejas) Argentina KR106316
WAS46 08 W1 Zarate (Las Tejas) Argentina KR106317
WAS49 03 W1 Zarate Argentina KR106318
WASS53 01 W1 San Nicolas Argentina KR106319
WAS54 04 W1 Rosario Argentina KR106320
WASS56 02 W1 Zarate Argentina KR106321
WASS57 01 W1 Reconquista Argentina KR106322
WAS59 01 W1 San Javier Argentina KR106323
WASS59 02 W1 San Javier Argentina KR106324
WAS59 03 W1 San Javier Argentina KR106325
WAS60-01-W1 San F. de Laishi Argentina KR106326
WAS60 02 W1 San F. de Laishi Argentina KR106327
WAS64-01-W1 El Soberbio Argentina KR106328
WAS66 01 W1 Yaboti Argentina KR106329
WAS68 01 W1 San Cayetano Argentina KR106330
WAS69 01 W1 Colon Argentina KR106331
WAS69 02 W1 Colon Argentina KR106332
WAS69 03 W1 Colon Argentina KR106333
WAS76 01 W1 Ibera Argentina KR106334
WAS80 01 W1 Carmen de Areco Argentina KR106335
WAS84 01 W1 Fray Bentos Uruguay KR106336
WAS85 01 W1 Nueva Palmira Uruguay KR106337
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WASS85 02 W1
WASS85 03 W1
WAS86 01 W1
WAS86 02 W1
WAS86 03 W1
WAS87 01 W1
WASS8 01 W1
WAS89 01 WI
WAS90 01 W1
WAS91 01 W1
WAS92 01 wl
WAS93 01 WI
WAS94 01 W1
WAS96 01 W1
WAS97 01 WI
WAS98 01 W1
WAS99 01 W1
WAS100 01 W1
WAS101 01 W1
WAS102 01 W1
WAS103 01 W1
WAS104 01 W1
WAS105 01 W1
WAS106 01 W1
WAS107 01_W1
WAS108 01 W1
WAS109 02 wl
WASI11 01 W1
WAS112 01 W1
WAS113 01 W1
WAS114 01 W1
WASI115 01 W1
WAS116 01 W1
WAS117 01 W1
WAS119 01 W2
WAS120 O1 W2
WAS128 01 W1
WASI31 01 W1
WAS144 01 W1
WAS145 01 W1
WAS146 01 W1
WAS147 01 W1
WAS148 01 QI
M7-Q2

Nueva Palmira
Nueva Palmira
Carmelo
Carmelo
Carmelo
Colonia del Sacramento
Rio Grande
Puerto Alegre
Puerto Alegre
Torres
Garopaba
Florianopolis
Tijucas

San Francisco do Sul
Curitiba
Paranagua
Paranagua
Caioba

Rio do Sul
Santos
Guaruja

Sao Sebastiao
Caraguatatuba
Ubatuba
Paraty

Buzios

Buzios
Posadas
Encarnacion
San Miguel
Piribebuy

Itacurubi de la Cordillera

Juan O'Leary
Guaira

Ponta Pora

25 de Diciembre
Mercedes
Sulphur Springs
Tarija

Pampa Grande
Cuevas

Iguazl

Lozano
Sinnamary/Kourou

Uruguay
Uruguay
Uruguay
Uruguay
Uruguay
Uruguay
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Argentina
Paraguay
Paraguay
Paraguay
Paraguay
Paraguay
Brasil
Brasil
Paraguay
Argentina
Dominica
Bolivia
Bolivia
Bolivia
Argentina
Argentina
Guyana Francesa

KR106338
KR106339
KR106340
KR106341
KR106342
KR106343
KR106344
KR106345
KR106346
KR106347
KR106348
KR106349
KR106350
KR106351
KR106352
KR106353
KR106354
KR106355
KR106356
KR106357
KR106358
KR106359
KR106360
KR106361
KR106362
KR106363
KR106364
KR106365
KR106366
KR106367
KR106368
KR106369
KR106370
KR106371
KR106372
KR106373
KR106374
KR106375
KR106376
KR106377
KR106378
KR106379
KR106380
KR106381
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P2-1-Q1

P2-2-Q1

P3-W7

Pi41-Q2

Pi32-L2

M6-6-1N1

M6-6-3N1
M6-6-Q6G1
Mb6epi-Q1

M6s01-Q1

Mlepi-Q2

Milsol-Q1

M11-Q2

M11-W1
Bresil-OUNA1-Q1
Bresil-OCR3-Q1
Bresil-OCR3-Q2
Bresil-OCP1-Q1
Bresil-OIT2-Q1
Argentine-011-04-Q1
Argentine-029-01-W3
Argentine-036-01-W2
Argentine-040-01-Q1
Argentine-041-01-W2
Argentine-042-01-Q1
Argentine-043-02-W5
Argentine-044-02-Q1
Argentine-044-01-W2
Argentine-046-03-Q1
Argentine-048-03-W1
Argentine-049-03-Q1
Argentine-054-01-Q1
Argentine-050-01-Q2
Argentine-045-02-Q1
Argentine-045-01-Q1
Argentine-047-02-Q1
Argentine-051-01-Q1
Argentine-051-02-Q1
Argentine-052-02-Q1
Argentine-052-03-Q1
Argentine-053-01-Q1
WASI137 01_WI
WAS126 01 _W2
WASS2 01 W1

Sinnamary
Sinnamary
Sinnamary
Sinnamary
Sinnamary
Sinnamary/Kourou
Sinnamary/Kourou
Sinnamary/Kourou
Sinnamary/Kourou
Sinnamary/Kourou
Sinnamary/Kourou
Sinnamary/Kourou
Sinnamary/Kourou
Sinnamary/Kourou
Una

Itabuna

Itabuna

Itabuna

Itajuipe

Yuto

Puerto Ocampo
Santa Ana

Ocloyas

Tumbaya
Hurlingham

Ibera

Buenos Aires
Buenos Aires
Zarate (Las Tejas)
San Antonio de Areco
Zérate

Rosario

Zérate

Zarate (Las Tejas)
Zarate (Las Tejas)
Zarate (Las Tejas)
Zarate (Las Tejas)
Zarate (Las Tejas)
San Pedro

San Pedro

San Nicolas
Chicoana
Manaquiri

Buenos Aires

Guyana Francesa
Guyana Francesa
Guyana Francesa
Guyana Francesa
Guyana Francesa
Guyana Francesa
Guyana Francesa
Guyana Francesa
Guyana Francesa
Guyana Francesa
Guyana Francesa
Guyana Francesa
Guyana Francesa
Guyana Francesa
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Brasil
Argentina

KR106382
KR106383
KR106384
KR106385
KR106386
KR106387
KR106388
KR106389
KR106390
KR106391
KR106392
KR106393
KR106394
KR106395
KR106396
KR106397
KR106398
KR106399
KR106400
KR106401
KR106402
KR106403
KR106404
KR106405
KR106406
KR106407
KR106408
KR106409
KR106410
KR106411
KR106412
KR106413
KR106414
KR106415
KR106416
KR106417
KR106418
KR106419
KR106420
KR106421
KR106422
KR106423
KR106424
KR106425
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WASI122 01 W2 Fazenda Brasil KR106426
WAS124 01_W2 Virua Brasil KR106427
WAS125 01_W2 Ducke Brasil KR106428
WAS123 01_W2 Maraca Brasil KR106429
WASI138 01_Q1 La Poblacion Argentina KR106430
WAS121 01_W2 Asuncion Paraguay KR106431
WAS118 01_W2 Dourados Brasil KR106432
WASI142 01_Q1 Tucuman Argentina KR106433
WASI134 01 W1 Loreto-San Martin Argentina KR106434
WASI141 01 _WI Simoca Argentina KR106435
WAS139 01 W1 Cafayate Argentina KR106436
WASI133 01_WI Ojo de Agua Argentina KR106437
WASI150 01 _Ql Buenos Aires Argentina KR106438
WAS140 01_Q1 Tolomboén Argentina KR106439
WASI127 01 _W2 Rio Pinto Argentina KR106440
WASI149 01 _Q1 Buenos Aires Argentina KR106441
WAS136 01 W1 Yuto Argentina KR106442
WAS143 01_W2 Bermejo Bolivia KR106443
WAS147 01 W1 Iguazu Argentina KR106444
WAS110-01-W2 Rio de Janeiro Brasil KR106445
WAS138-02-Q1 La Poblacion Argentina KR106446
WASI127 01_W3 Rio Pinto Argentina KR106447
WAS 55 01 W1 Parana Argentina KR106448
WAS 74 W1 El Carmen Argentina KR106449
WAS 81 01 _WI Suipacha Argentina KR106450
WAS 79 01 W1 San Nicolas Argentina KR106451
WAS 58 01 _WI Gobernador Crespo Argentina KR106452
WAS 61 01 W1 El Bagual Argentina KR106453

Tabla S.5.2 Primers y condiciones de amplificacion de los genes nucleares Wingless y Factor de Elongacion 1
o (EF-1a).

Gen Primers Cita Condiciones de PCR

Wingless Wg578F Ward & Downie (2005) 952C por 2 min.
Wgl1032R  Abouheif & Wray (2002) 37 ciclos de: 952C por 30 seg., 502C por 30 seg. Y 722C por 1 min.
Extension final: 722C por 3 min.

EF-1a F1-1424F Brady et al. (2006) 952C por 2 min.
37 ciclos de: 952C por 30 seg., 482C por 30 seg. y 723C por 45
F1-1829R  Brady et al. (2006) seg.

Extension final: 722C por 3 min.
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Tabla S.5.3 Matriz de 12 loci microsatélites, provista por Olivier Rey, utilizada para el analisis de STRUCTURE. Se indica el sistema de reproduccion de cada

localidad, C: clonal, M: mixto, S: sexual.

. Sist. Locus
Id. Muestras ~ Localidad Rep.

Wa-418  Wa-730 Wa-3176 Wa-Igam  Wa-275 Wa-716  Wa-225 Wa-2164 Wa-1166 Wa-680 Wa-521 Wa-566
Wa0ll 04 W1 Bananal C 97 126 167 169 226 228 287 291 100 100 180 186 217 219 286 299 91 97 138 150 197 215 256 260
Wa0ll 04 W2 Bananal C 97 126 167 169 226 228 287 291 100 100 184 186 217 219 286 299 &85 91 138 150 197 215 256 260
Wa0ll 05 W2 Bananal C 97 126 169 191 226 228 287 291 100 100 180 186 217 219 286 288 85 91 138 150 197 215 256 258
Wa0ll 05 W1 Bananal C 95 99 171 191 226 226 282 291 100 100 180 180 217 219 294 299 97 113 138 150 197 199 258 260
Wa0l1l 03 Q1  Bananal C 93 99 149 149 211 222 282 305 100 100 170 196 216 216 292 299 85 95 134 134 205 219 252 262
Wa029 02 W4 P. Ocampo M 97 97 171 189 226 226 285 305 130 130 179 179 217 221 286 286 93 99 156 195 207 219 248 258
Wa029 13 W1 P. Ocampo M 97 97 181 189 226 226 285 305 130 130 183 213 217 221 280 280 87 99 154 154 201 219 248 256
Wa029 14 W1 P. Ocampo M 97 97 171 189 226 226 285 305 130 130 184 213 217 221 280 280 99 107 156 156 203 219 248 258
Wa029 04 W1 P. Ocampo M 97 97 171 189 218 226 285 305 113 130 179 179 216 217 278 280 99 107 150 156 203 219 248 258
Wa029 06 W1 P. Ocampo M 97 120 171 185 214 224 285 318 115 115 184 184 219 221 326 326 105 107 156 156 197 203 258 270
Wa036 01 W1 C.Machuca S 124 128 171 191 224 226 285 287 108 113 188 196 216 217 288 288 91 93 162 177 207 210 262 276
Wa036 01 W2 C. Machuca S 124 128 171 191 224 226 287 297 100 108 188 188 216 217 288 288 79 93 171 177 207 210 248 276
Wa036 02 W2 C. Machuca S 95 95 156 173 226 234 284 284 100 121 179 202 216 216 0 0 8 89 156 160 187 213 270 276
Wa036 02 W1 C. Machuca S 95 148 185 187 224 230 282 307 100 119 174 176 216 219 269 288 89 95 156 164 187 203 262 276
Wa040 04 W1 Ocloyas C 93 93 158 177 218 222 282 282 100 100 170 198 216 216 292 294 93 95 146 173 205 213 252 276
Wa040 04 W2 Ocloyas C 93 93 167 177 222 226 282 282 100 100 0 0 216 216 0 0 93 95 146 164 193 205 258 262
Wa040 05 W1 Ocloyas C 93 93 173 179 222 230 279 284 100 113 170 196 216 216 294 294 85 95 146 148 216 219 252 262
Wa040 05 W2 Ocloyas C 93 93 177 177 214 222 282 285 100 100 170 180 216 216 299 305 85 101 146 181 215 219 252 252
Wa040 01 Q1  Ocloyas C 93 93 173 177 222 222 282 282 100 100 170 196 216 216 292 299 85 95 146 181 205 219 252 262
Wa041 01 W1 Tumbaya C 99 140 167 187 211 222 284 315 100 100 188 208 216 216 275 280 91 115 146 177 199 213 248 252
Wa041 01 W2 Tumbaya C 99 140 167 187 211 222 284 315 98 98 188 208 216 219 275 280 101 115 146 177 199 216 248 252
Wa041 02 W1 Tumbaya C 99 140 167 187 211 222 291 315 100 100 182 188 216 216 275 280 91 115 146 177 199 216 248 252
Wa041 02 W2 Tumbaya C 99 140 167 187 211 222 284 315 100 100 188 208 216 216 275 280 101 115 146 177 199 213 248 252
Wa041 01 Q1  Tumbaya C 99 99 167 167 222 222 284 291 100 100 182 208 216 219 280 303 91 101 146 146 213 216 252 252
Wa042 01 W2 Hurlingham C 93 105 185 185 220 220 297 305 100 100 184 188 216 219 278 278 83 95 146 160 0 0 260 260
Wa042 01 W3 Hurlingham C 93 105 183 185 220 220 285 297 113 113 183 188 216 219 278 278 83 95 146 160 203 203 250 260
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Wa042_05 W1
Wa042 05 W4
Wa042_ 01 _Ql
Wa043 02 W1
Wa043 09 W2
Wa043 01 W1
Wa043 10 W1
Wa044 01 W2
Wa044 01 W4
Wa044 03 W1
Wa044 03 W2
Wa044 01 QI
Wa045 02 W1
Wa045 04 W1
Wa045_08_W2
Wa045 10 W1
Wa045 01 _Ql
Wa046 02 W1
Wa046_03_ W1
Wa046 08 W1
Wa046 09 W1
Wa046_02 Q1
Wa047 01 W1
Wa047 01_W2
Wa047 02 W1
Wa047 02 W2
Wa047 01 _Ql
Wa048_03 W1
Wa048 03 W10
Wa049 03 W1
Wa049 03 W2
Wa049 04 W1

Hurlingham
Hurlingham
Hurlingham
Ibera

Ibera

Ibera

Ibera
CABA
CABA
CABA
CABA
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93
93
93
93
93
93
97
93
93
93
93
93
93
93
93
93
93
93
93
93
97
93
93
93
93
93
93
93
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93
93
93

105
124
93
105
99
124
97
105
105
105
105
93
108
103
103
108
93
99
99
99
99
97
108
108
108
108
93
105
105
108
108
108

185
171
185
185

171
179
185
185
185
185
185
173

185
185
173
173
173
173
167
167
185
185
185
173
173
185
185
189
185
185

185
185
189
185

185
185
185
185
189
185
189
193

195
193
185
189
187
187
189
173
189
189
189
189
185
189
189
191
189
189

220
220
220
220
218
220
224
220
220
220
220
220
218
218
218
218
218
212
212
212
212
212
218
218
218
218
218
220
220
220
220
220

220
228
220
220
218
228
226
220
220
220
220
220
220
228
228
220
218
224
224
224
224
212
220
220
220
220
218
220
220
220
220
220

285
285
285
285

285
285
297
285
285
297
285
297
285
284
285
285
284
284
284
284
305
285
285
297
297
285
297
285
285
285
285

297
287
305
297

287
291
305
297
297
305
305
305
303
305
297
305
305
305
305
305
305
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297
305
305
305
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297
297
297

100
125
100
113
100
113
102
100
100
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100
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113
113
113
113

98
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100
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125
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113
111
113
113
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183
183
183
183
184
183
174
186
183
183
186
183
188

183
183
182
182
182
182
186
183
183
186
186
183
186
183
183
183
183

188
188
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216
216
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216
216
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216
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221
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282
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278
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83
95
95
93
85
&5
85
83
83
83
83
95
83
85
95
83
85
91
85
85
91
85
83
83
83
83
85
83
83
83
&3
83

95
101
95
103
95
103
103
95
95
95
95
95
85
99
99
95
95
105
105
105
105
91
85
85
95
95
95
95
95
95
95
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146
146
146
158
150
158
158
146
146
146
146
146
142
150
146
142
146
146
146
146
146
146
146
146
146
146
146
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146
162
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203
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197
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205
205
205
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203
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203
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193
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197
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203
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250
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272
258
260
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252
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258
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260
260
260
260
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260
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260
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Wa049 03 Ql
Wa050 01 QI
Wa051 01 W2
Wa051 02 W1
Wa051 02 W2
Wa051 01 W1
Wa051 01 _Ql
Wa052_01_W2
Wa052_02_ W1
Wa052_03 W2
Wa052_04 W2
Wa052_02_Ql
Wa053_01_W1
Wa053_01_W2
Wa053_02_ W2
Wa053_01_Ql
Wa054 01 W1
Wa054 02 W2
Wa054_03_W2
Wa054 04 W1
Wa054 01 QI
OCR3_WO01
OCR3_W04
OCR3_S_Qol
OCR3_S Q02
OCR1_WO02
OCR1_W07
OCRI_S_Qo1
OCRI_S Q02
OIT2_W01
OIT2_W04
OIT2_C_Q01

Zarate
Zérate

C. Las Tejas
C. Las Tejas
C. Las Tejas
C. Las Tejas
C. Las Tejas
San Pedro
San Pedro
San Pedro
San Pedro
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Rosario
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OITA2_W01
OITA2_WO08

OITA_C_QO1
OUNA1_WO01

OUNA1_W04

OUNA1 Q01
OCP1_WO01
OCP1_WO05
OCP1_QO01
M3 W1

M3 W16
M3 S Ql
M3 S Q2
M3C W1
M3C W6
M3 CQl1
M7 W1

M7 W7
M7 S Q2
M7 S Q3
Ml11 W1
M11 W6
M1l S Q1
Ml11_ S Q2
Ker W1

Ker W8
Ker C Q1
Pi41 W1
Pi41 W9
Pi41 C Q2
P2 1 W2
P2 1 C Ql

Itajuipe

Itajuipe

Itajuipe

Una

Una

Una
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144
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140
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97
118
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181
181
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173
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171
156
156
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294
290
183
183
296
189
187
286

164
183
294
290
157
157
288
160
157
288
160
288

187
187
181
183
185
183
173
173
177
181
183
296
298
189
191
298
197
187
315
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208
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290
213
213
292
209
209
298
213
298

220
220
220
226
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218
228
228
232
230
228
290
276
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222
224
290
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230
301
307
230
230
307
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298
230
298

228
228
220
230
237
230
232
232
232
240
238
297
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236
236
298
242
232
294
288
230
236
301
307
242
242
309
242
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244
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284
284
285
285
285
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284
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296
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225
286
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227

284
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298
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282
223
282
282
223
282
223

285
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148
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142
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112
271
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303
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215
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213
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213
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267
273
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156
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150
181
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173
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179
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177
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183
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169
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P2 1 W5
P2 2 W2
P2 2 W4
P2 2 C Q1
Cay W2
Cay W9
Cay C Q1
CR1 W1
CR1 W6
CR2 W4
CR2 W7
CR2 Q1
CR3 W2
CR3 W6
CR3 Gl
CR4 W2
CR4 W6
CR5 W1
CR5 W4
CRS5 _C Gl
CR6 W2
CR6 W7
CR6 G1
CR7 W3
CR7 W6
CR8 W1
CR8 W3
CR8 S Gl
CR8 S G2

Guyana Francesa
Guyana Francesa
Guyana Francesa
Guyana Francesa
Guyana Francesa
Guyana Francesa
Guyana Francesa
Costa Rica
Costa Rica
Costa Rica
Costa Rica
Costa Rica
Costa Rica
Costa Rica
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Costa Rica
Costa Rica
Costa Rica
Costa Rica
Costa Rica

N NN D 0002000922222 222-300000A0aO0

112
100
102

94
100
100

97
104
104
106
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104
106
106
106
106
106
106
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106
106
106
122
106
106
106
106

118
102
116

97
112
112

99
104
104
106
106
122
124
106
124
106
124
106
106
124
106
106
124
132
128
106
124
124
106

157
175
175
288
160
160
288
183
177
175
173
173
187
177
177
177
187
177
177
177
177
187
187
179
191
179
169
169
179

213
175
175
294
197
197
296
193
179
175
175
201
189
187
187
187
189
187
187
187
187
189
189
185
198
189
196
179
189

230
228
228
307
222
222
286
228
222
226
226
226
234
234
234
234
234
234
234
234
234
234
234
226
226
226
226
226
226

244
230
230
311
232
232
305
228
226
238
238
238
236
236
236
236
236
236
236
236
236
236
236
226
238
226
236
236
226

282
286
286
223
286
286
223
301
301
301
301
301
301
301
301
301
301
301
301
301
301
301
301
311
311
305
298
298
305

288
294
288
223
288
288
223
305
305
321
321
301
315
315
315
315
315
315
315
315
315
315
315
311
311
321
322
322
321

107
117
117
105
105
105
105
122
111
111
111
111
111
111
111
111
115
111
111
111
111
115
111
109
113
111
111
111
111

115
128
128
117
120
120
115
136
122
132
132
111
136
136
136
136
136
136
136
136
136
136
136
153
152
124
115
115
124

184
198
184
230
184
184
222
184
188
186
186
188
188
188
188
188
188
188
188
188
188
188
188
188
192
180
180
180
180

192
202
202
230
210
210
222
188
190
186
186
188
190
190
190
190
190
190
190
190
190
190
190
194
194
182
180
180
182

225
223
223
100
223
223
100
229
229
229
229
229
231
231
231
231
231
231
231
231
231
231
231
221
221
231
229
229
231

269
225
225
116
225
225
112
231
235
229
229
229
231
231
231
231
231
231
231
231
231
231
231
231
221
231
229
231
231

305
307
311
205
290
290
215
273
273
275
275
277
277
277
273
277
277
277
277
277
273
273
273

273
273
273
273
273

321
311
311
205
305
305
215
294
294
285
285
285
303
303
303
303
303
303
303
303
303
303
303

298
305
296
296
305

95
95
95
263
87
87
263
102
102
108
108
108
102
102
102
102
102
102
102
102
102
102
102
104
100
89
99
99
89

97

97

97
263

97

94
263
102
116
108
108
110
112
104
104
112
112
112
112
104
112
112
104
108
104

99

99
104

99

171
155
155
155
173
173
173
167
165
171
171
165
169
167
169
167
167
167
167
169
167
167
167
163
165
161
169
169
161

187
161
161
155
177
185
173
173
173
171
171
171
169
169
169
169
169
169
169
169
169
169
169
165
175
175
169
169
175

209
205
223
184
215
221
184
209
223
205
205
205
223
223
223
213
223
223
223
223
223
223
223
205
217
207
207
215
207

213
223
223
198
221
221
198
223
229
205
205
205
223
223
223
223
223
223
223
223
223
223
223
229
221
207
215
225
207

263
263
263
157
263
263
157
253
267
253
253
259
261
261
261
261
261
261
261
261
261
261
261
263
261
261
261
261
269

265
275
275
175
269
269
160
267
269
259
259
269
269
269
269
269
261
269
269
269
269
261
269
263
263
275
263
263
275
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Tabla S.5.4 Lista de las variables ambientales descargadas de WorldClim.

Variable Descripcion

Bio 1 Temperatura Media Anual

Bio 2 Promedio mensual del rango diurno (temp. max. — temp. min.)
Bio 3 Isotermalidad (Bio2/Bio7)

Bio 4 Estacionalidad de temperatura (desvio estandar de la temp. media anual*100)
Bio 5 Temperatura maxima del mes mas calido

Bio 6 Temperatura minima del mes mas frio

Bio 7 Rango anual de temperatura (Bio 5 — Bio 6)

Bio 8 Temperatura media del trimestre mas humedo

Bio 9 Temperatura media del trimestre mas seco

Bio 10 Temperatura media del trimestre mas calido

Bio 11 Temperatura media del trimestre mas frio

Bio 12 Precipitacion anual

Bio 13 Precipitacion del mes més humedo

Bio 14 Precipitacion del mes mas seco

Bio 15 Estacionalidad de precipitacion (coeficiente de variacion)

Bio 16 Precipitacion del trimestre mas hiimedo

Bio 17 Precipitacion del trimestre mas seco

Bio 18 Precipitacion del trimestre mas calido

Bio 19 Precipitacion del trimestre mas frio
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Tabla S.5.5.Sitios de muestreo, con sus coordenadas geograficas, nimero de individuos analizados por sitio
(N) y haplotipos encontrados con su respectiva frecuencia entre paréntesis (n).

Pais N Haplotipos (n)
Provincia/Estado/Distrito Coordenadas
Localidad Latitud Longitud
ARGENTINA
Buenos Aires
Ciudad de Buenos Aires -34,58402 -58,39642 5 Hl1
Hurlingham -34,59336 -58,64267 2 H1
San Antonio de Areco -34,24716 -59,47065 1 Hl1
Zarate -34,09178 -59,02576 4 H1
Las Tejas camping -34,5841 -58,39646 9 H7(4), H8(1), H9(4)
San Pedro -33,65787 -59,71406 2 H9
San Nicolas -33,28973 -60,25682 3 H9(1), H10(2)
Carmen de Areco -34,3666 -59,81666 1 H14
Mercedes -34,683 -59,433 1 H1
Lozano -34,833 -59,033 1 H1
Suipacha -34,7691 -59,68577 1 H1
Entre Rios
Parana -31,71737 -60,53961 1 H52
Colén -32,22734 -58,13002 3 H1
Santa Fe
Rosario -32,89407 -60,69099 2 H1
Gobernador Crespo -30,36272 -60,40085 1 H12
Reconquista -29,1331 -59,65323 1 H11
Puerto Ocampo -28,53348 -59,13384 4 H4
San Javier -30,58201 -59,92881 3 H12 (2), H13(1)
Chaco
Isla del Cerrito -27,29651 -58,68102 1 H5
Parque Nacional Chaco -26,80862 -59,60497 1 H3
Formosa
Herradura -26,48607 -58,27816 1 H3
San Francisco de Laishi -26,23989 -58,62719 2 H3
El Bagual -26,30448 -58,81716 1 H3
Corrientes
Santa Ana (Machuca) -27,37015 -58,68437 3 H3(1), H6(1), H44(1)
Ibera -28,65500 -57,43050 2 H5, H46
San Cayetano -27,55263 -58,67965 1 H3
Misiones
Loreto -27,33023 -55,52594 2 H3
El Soberbio -27,26178 -54,22457 1 H3
Yaboti -27,21375 -54,04319 1 H3
Posadas -27,4069 -55,89638 1 H5
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Parque Nacional Iguaza
Jujuy

Yuto

Tumbaya

Ocloyas

El Carmen

Parque Nacional Calilegua

Yuto
Salta
La Poblacién
Chicoana
Cafayate
Tolombodn
Tucuman

San Miguel de Tucuman
Simoca

Santiago del Estero
Loreto-San Martin
Ojo de Agua

Cordoba
Rio Pinto

URUGUAY
Rio Negro
Fray Bentos
Colonia
Nueva Palmira
Carmelo
Colonia del Sacramento

BRASIL
Rio Grande do Sul
Rio Grande
Porto Alegre
Santa Catarina
Torres
Garopaba
Florianopolis
Tijucas
Rio do Sul
San Francisco do Sul
Parana
Curitiba
Paranagua

-25,5166

-23,57325
-23,85578
-23,97574
-24,42824
-23,73579
-23,61707

-25,08084
-25,09082
-26,09949
-26,18316

-26,8028
-27,47663

-28,32257
-29,51461

-30,9333

-33,11365

-33,8647
-34,00163
-34,47019

-32,03088
-30,032

-29,3445
-28,0206
-27,66383
-27,2408
-27,20288
-26,24771

-25,42663
-25,51548

-54,1348

-64,5104
-65,46526
-65,29283
-65,29743
-64,85074

-64,5284

-65,52079
-65,5668
-65,97082
-65,93982

65,2048333
-65,26491

-64,13437
-63,70392

-64,6

-58,31688

-58,41431
-58,28672
-57,85239

-52,09647
-51,22318

-49,72967
-48,61071
-48,54037
-48,62134
-49,63201
-48,62126

-49,31737
-48,50794

—_— = = N

—

—

—_— e e = e

—

H22

HI

HI
H45
HS53

H1(2), H2(1)

HI

HI1, HI2
HO
HI2
HI2

HI
H51

H50
H10

H5

H15

H1
HI
H1

H16
H17

H17
H9
H18
H9
H23
H19

H20
H21
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Guaira
Caioba
Sao Paulo
Santos
Guaruja
Sao Sebastiao
Caraguatatuba
Ubatuba
Rio de Janeiro
Paraty
Buzios
Rio de Janeiro
Mato Groso do Sul
Dourados
Ponta Pora
Amazonas
Virus
Maraca
Ducke
Fazenda
Manaquiri
Bahia
Una
Itabuna
Itajuipe

PARAGUAY
ltapua
Encarnacion
Misiones
San Miguel
De la Cordillera
Piribebuy
Itacurubi de la Cordillera
Alto Parana
Juan O’Leary
San Pedro
25 de diciembre
Asuncion

BOLIVIA
Tarija
Bermejo
Tarija

-24,08042
-25,83123

-23,96476
-24,00747
-23,76248
-23,61834
-23,48772

23,21534
22,74627
22,9794

2221
22,538

1,487
3,405
-2,945
-2,641
-2,661

-15,2707

-14,7856
-14,687

-27,32259

-26,53215

-25,55456
-25,46149

-25,41461

-24,816
-25,248

-22,7281
-21,528883

-54,25017
-48,54089

-46,38042
-46,2719
-45,41093
-45,39801
-45,10455

-44,71165
-41,88018
-43,21531

-54,8115
-55,7251

-61,007
-61,446
-59,962
-60,096
-60,33

-39,0708

-39,2803
-39,366

-55,86834
-57,03888

-57,03678
-56,85185

-55,42276

-56,725
-57,5713

-64,3533667
-64,7408833

—_— = e

—_

—_

H29
H22

H21
H24
H21
H25
H21

H26
H26, H27
H21

HI
H24

HI

HI

HI
H48
H47

H39

H40, H41, H42

H43

HS5

H10

H9
H28

H10

H30
H49

HI
HI

193



Santa Cruz de la Sierra

Cuevas -18,175917  -63,7219333 1 H32
Pampa Grande -18,052167 -64,1217667 1 H25
DOMINICA
Sulphur Springs 15,24 -61,3478 1 H31
GUYANA FRANCESA
Sinnamary 5,2933 -52,92583 5 H31(4), H34(1)
Kourou 5,15917 -52,975 10 H33(1), H35(5), H36(2), H37(1),
H38(1)
Total 154
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L(K) (mean +- 5D)

=6000+ a

—7000 o

—8000

—2000

Mean of est. Ln prob of data

=10000F

—11000F

Figura S.5.1.Probabilidad media (mean likelihood) L(K) y desvio estandar para cada valor de K (2-
18) obtenido en el analisis de STRUCTURE, a partir de 151 individuos genotipados con 12 loci
microsatelites. Cada valor de K fue evaluado por medio de 3 corridas de 3 millones de generaciones y
un burn-in de 50.000 iteraciones.

Deltak = mean{(|L"(K)|} / sd(L(K})

10+

Delta K

Figura S.5.2.Grafico de AK para detectar el numero de K grupos que major se ajustan a la matriz de
microsatellites de Wasmannia auropunctata.

195



>

L]
L]
o
a4
L]
LE ]
e
03

Yo

lirsmaiey i rwmrua)

Cladox Ay B

50 A0 30 0 W © W 20 30
Temperatura Minima del Mes mds Frio (*C)

=

Clados Ay B

-50 400 30 -} --10 a 1M M 30

Temperatura Minima del Mes mas Frio (°C)

em T bl T o o T
ass

s

as Clado 8

101

1

& al

Lt
e

-30 -20 -10 o 10 0 30

Temperatura Media Anual (°C)

LS
L3
Tamp

asel Cladot Ay B

(113
EE1 g

gl
eut

L] o 0 30 40 50 60

Range Anual de Temperatura (°C)

o
E-u.u
" el
0%
asn

o 1 2 3 4 50 &
Rango Anual de Temperatura (°C)

i

500 <40 <30 -0 <10 o 10 20 i 40

Temperatura Media del Mes méas Seco (°C)

Figura S.5.3.Curvas de respuesta de las tres variables ambientales mas importantes que determinan la

distribucion de Wasmannia auropunctata. Figuras A-C: clados A y B juntos. Figuras D-F: clado B. Los
valores maximos de las curvas de respuesta corresponden al valor mas Optimo de la variable para la
prevalencia de W. auropunctata en el ambiente.
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