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Introduccion general

Los insectos sociales, las hormigas, las abejas y avispas sociales, y las termitas, son uno
de los productos mas asombrosos, exitosos e instructivos de la evoluciéon. Dominan el
entorno de la mayoria de los habitats terrestres (Wilson 1971) y deben su éxito
evolutivo y ecoldgico a la regulacion de los conflictos internos (Bourke 2005; Ratnieks
et al. 2006), al control de enfermedades (Schmid-Hempel 1998; Boomsma et al. 2005),
y al desarrollo de habilidades e inteligencia colectiva en la adquisicion de recursos, en la
construccion del nido y en su defensa (Deneubourg y Goss 1989; Camazine et al. 2001).
Aunque representan tan solo el 2% de las aproximadamente 900.000 especies de
insectos, su biomasa llega a ser la mitad de la de éstos (Holldobler y Wilson 2009). Son
animales que viven en sociedades divididas en castas reproductoras (machos y hembras)
y no reproductoras (obreras y soldados), con un elevado grado de organizacioén social,

también denominado eusocialidad (Batra 1966).

Debido a su interés, los insectos sociales han sido utilizados en numerosos

estudios como modelos en investigacion de la evolucion social.

En una naturaleza en la que la seleccion natural recompensa normalmente la
competicion y el egoismo, la aparicion de la cooperacion entre individuos de la misma o
distintas especies siempre resulta de interés. Los insectos sociales son especiales en este
aspecto porque han llevado esta cooperacion al extremo de renunciar a la propia
reproduccion individual en favor de la de una casta, la reina, dedicandose los demas
miembros de la colonia a trabajar en el cuidado, defensa y alimentacion de esta

descendencia.

De entre los insectos sociales, las hormigas constituyen el grupo con mayor
namero de especies y mas diverso ecolégicamente (Grimaldi y Engel 2005; Holdobler y

Wilson 1990).

El género Cataglyphis pertenece a una de las mas recientes subfamilias de

hormigas: las Formicinas (Moreau et al. 2006); se trata de un género muy homogéneo,



formado por unas cien especies distribuidas por las regiones aridas de Europa, Asia y
Africa, desde el extremo occidental del desierto del Sahara y el Magreb hasta el desierto
del Gobi (Lenoir et al. 2009). Con la excepcion de dos especies parasitas, C. hannae
(Agosti, 1994), y C. zakharovi (Radchenko, 1997), todas las demas son diurnas y muy
termofilas, forrajeando en las horas de mayor insolacion, sobre suelos que pueden
sobrepasar los 50 °C (Wehner ef al., 1983; Cerda et al., 1989; Lenoir et al., 1990; Cerda y
Retana, 1997).

Su relativa facil localizacion y observacion al habitar en zonas con poca
cobertura, junto a la dureza de las condiciones ambientales de los lugares en los que se
encuentran, hacen de ellas excelentes modelos en el estudio de interacciones entre

ecologia, comportamiento social y estrategias reproductivas.

El género Cataglyphis ha servido de modelo en muchos estudios dedicados a la
navegacion en insectos (Mittelstaedt y Mittelstaedt 1982; Wehner 1982, 2003, 2008;
Wehner y Wehner 1986, 1990; Miiller y Wehner 1988; Wehner et al. 2002; Collet y Collet
2000; Whener y Srinivasan 2003, Merkle et al 2006). Estos trabajos revelaron que las
Cataglyphis se orientan mediante el uso de vectores de navegacion, obtenidos a partir de
la configuracion espacial de la luz polarizada, cambiante con la posicion del sol. Para
ello, las obreras son capaces de integrar las informaciones de las direcciones tomadas en
cada momento con las distancias recorridas en ellas para obtener un vector resultante
que las dirija de nuevo al nido de forma directa. Ademas, utilizan marcas del terreno
como ayuda en la navegacion. Todo ello les permite un forrajeo individual de larga
distancia, en busca de presas muy dispersas y de distribucion aleatoria, debido a la poca
productividad de los medios aridos en los que habitan, y en los que el uso de senales
quimicas (feromonas) de orientacidon resulta muy costoso o inoperante debido a la
volatilidad de éstas y a las altas temperaturas que alcanza el suelo (Morgan 1984; Ruano

et al. 2000; Morgan 2009, para una revision; van Oudenhove et al. 2011).

Las Cataglyphis son hormigas cuyas adaptaciones al calor han dado lugar
también a numerosos trabajos de investigacion. Estas adaptaciones las podriamos
clasificar en cuatro categorias: (1) de disefio corporal, (2) metabolicas, (3) quimicas, y
(4) de comportamiento. Asi, el rasgo mas caracteristico que presentan estas hormigas es

el de sus largas patas que, ademas de mantener separado a su cuerpo del suelo, y por



tanto de la fuente de calor, les permiten desplazarse a gran velocidad sobre él,
minimizando el tiempo de exposicion a las altas temperaturas (Delye 1968; Cerda y
Retana 2000; Clemencet et al. 2010). Como adaptacion metabdlica, las Cataglyphis
evitan la pérdida de agua reduciendo su tasa de transpiracion, gracias, entre otros
factores, a la cantidad y/o calidad de sus lipidos cuticulares (Lenoir et al 2009). Entre
las adaptaciones quimicas, estas hormigas presentan proteinas de choque térmico (heat
shock proteins) en su cuerpo que les permiten pasar de inmediato de los 30 °C del nido a
temperaturas superiores a los 50°C del exterior sin sufrir dafios (Gehring y Wehner
1995). Entre las adaptaciones de comportamiento a las altas temperaturas destaca el uso
que hacen las obreras de refugios térmicos, tanto en superficie, como pequeias sombras
en las que detenerse, o a nivel, subiéndose por unos instantes en la vegetacion (Marsh
1985, Christian y Morton 1992, Wehner et al. 1992). Durante las horas de méaximo
calor, con el suelo entre los 50 y 60 °C, los desplazamientos entre estos refugios se
hacen a gran velocidad. Todas estas adaptaciones les permiten a las Cataglyphis
forrajear, incluso, a temperaturas del suelo superiores a la de su tolerancia maxima,
temperatura a la cual, tras 10 minutos de exposicidon, mueren, o quedan gravemente
dafiadas, el 50% de las hormigas, y que se sitia entre los 50-56 °C, segun la especie

(Cerdé et al. 1998; Cerda 2001).

Finalmente, otra adaptacion, que ademas de tratarse de un comportamiento
requiere de un disefio adecuado del peciolo de la hormiga, es la que presentan C.
rosenhaueri y C. iberica. La elevacion del gastro por ellas se interpreta como un
mecanismo de defensa frente a la temperatura, evitando de esta forma que los 6rganos

situados en ¢l sufran dafios debido a las elevadas temperaturas del suelo (Wehner 1989).

Las Cataglyphis suscitan también un extraordinario interés cientifico debido a la
gran diversidad de estrategias reproductoras que presentan, y ello a pesar del limitado
numero de especies que han sido estudias. De forma general, la evolucién de los
apareamientos multiples (poliandria) asi como la coexistencia de varias reinas en una
misma colonia (poliginia) resultan de gran interés ya que reducen el grado de parentesco
entre los descendientes, y con ello, la ventaja que proporciona el altruismo reproductivo
entre parientes con alta tasa de parentesco (Hamilton 1964). Aunque la poliandria es
comun en los insectos (Choe y Crespi 1997; Simmons y Siva-Jothy 1998; Arnquist y

Nilsson 2000), es poco frecuente en los insectos sociales. Si bien la monoandria (copula



de una hembra con un solo macho) representa el estado ancestral en los himenopteros
sociales, la poliandria ha aparecido evolutivamente en contadas ocasiones,
encontrandose en las abejas de la miel (4pis mellifera; Estoup et al. 1994; Moritz et al.
1995; Oldroyd et al. 1995, 1996), en avispas del género Vespula (Ross y Visscher
1983;) y, entre las hormigas, estd limitada a unos pocos géneros de las subfamilas
Ecitoninae (Eciton y Neivamyrmex; Denny et al. 2004; Kronauer et al. 2007), Dorylinae
(Dorylus; Kronauer et al. 2004, 2007), Aenictinae (Aenictus, Kronauer et al. 2007),
Myrmicinae (Atta, Acromyrmex 'y Pogonomyrmex; Bekkevold et al. 1999; Boomsma et
al. 1999; Villensen et al. 1999; Fjerdingstad et al. 1998; Murakami et al. 2000; Cole y
Wiemasz 1999, 2000; Gadu et al 2003; Rheindt et al. 2004; Wiernasz et al 2004) y, en
las Formicinae, en el género Cataglyphis; concretamente en las especies C. cursor, C.

sabulosa y C. livida; (Pearcy et al. 2004; Timmermans et al. 2008, 2010).

Por otro lado, la poliginia ha evolucionado en varias especies de hormigas vy,
entre ellas, en al menos dos especies de Cataglyphis: C. niger (Nowbahari et al. 1994) y
C. mauritanicus (Lenoir et al. 2009), lo que las hace de interés en el estudio de las

presiones evolutivas que favorecieron, en ellas, su surgimiento.

En las hormigas, el nimero de reinas por colonia y el tipo de dispersion que ésta
realiza estan estrechamente relacionados con la estructura social (Bourke y Franks
1995; Crozier y Pamilo 1996; Ross 2001). Asi, mientras que la monoginia estd asociada
con la fundacién colonial independiente (FCI), con vuelos nupciales y formacién de
nuevos nidos lejos del de origen, la poliginia se asocia con la fundacién colonial
dependiente o fision (FCD), en la que la nueva reina se desplaza caminando con un grupo
de obreras y crias para originar una nueva colonia en las proximidades del nido de origen.
Mientras que la FCI es la forma mds frecuente de dispersion entre las hormigas, la FDC
ha surgido de forma independiente en numerosas especies (Peeters e Ito 2001). En linea
con esto, C. niger y C. mauritanicus, ambas poliginicas, se reproducen por fision, mientras

que C. livida, C. bicolor, C. sabulosa y C. hispanica, todas ellas monoginicas, lo hacen
por fundacién independiente (Knaden y Wehner 2006; Timmermans et al. 2008, 2010;
Leniaud y Aron, datos no publicados). Sin embargo, existen notables excepciones a esta
regla, como ocurre en C. cursor, en C. floricola y en C. tartessica nov. sp., las tres
estrictamente monoginicas (Lenoir et al. 1988; Lenoir et al. 1990; Pearcy y Aron 2006;
Amor et al. 2011; F. Amor, datos no publicados), quedando, con ello, aiin por esclarecer

las causas que delimitan la idoneidad de uno u otro modo de dispersion, ofreciendo las



Cataglyphis modelos muy interesantes de investigacion en este campo. El modo de
fundacion tiene, por otra parte, importantes repercusiones en la vida de una especie.
Ademas de la reduccion del tamafio corporal de las reinas, al no precisar de alas, éstas
van a estar protegidas por las obreras durante toda su vida, incluyendo el momento en el
que son mas vulnerables, cuando abandonan el nido para fundar nuevas colonias. Con
ello aumentan el éxito del propagulo, aunque limitan su nimero y reducen mucho la
distancia de dispersion. Ademas, el que se produzca la fision va a depender de que se
alcance un determinado tamaiio colonial, lo que va a conllevar que, unido a lo anterior,

en las colonias con fision se producen un gran nimero de machos y pocas reinas.

Otro aspecto interesantisimo de las estrategias de reproduccion presentes en las
Cataglyphis esta relacionado con la capacidad de produccion de descendencia, tanto por
parte de la reina como de las obreras, por partenogénesis telitoca'. Se trata de una
estrategia de reproduccion muy infrecuente, estando citada en la mirmicina
Pristomyrmex pungens (Itow et al 1984; Tsuji y Ito 1986), y muy bien documentada en
C. cursor (Cagniant 1979, 1982; Lenoir y Cagniant 1986; Pearcy et al. 2006). Datos
preliminares sugieren que también estd presente en C. floricola (F. Amor, datos no
publicados). No se conoce el grado de extension de este fendmeno dentro del género

Cataglyphis, ni las razones que han favorecido su evolucion.

Como hemos visto, el género Cataglyphis ofrece modelos extraordinarios tanto a
nivel ecoldgico como evolutivo. C. floricola es una especie con dos morfos, uno negro y
otro bicolor, descubierta y descrita hace relativamente poco (Tinaut 1993), y de la que
se conocia muy poco, razoén que nos motivo a su seleccion como modelo de estudio. Se
trata de una especie, como todas las del género, muy termofila, por lo que esta

caracteristica va a ser, precisamente, el hilo conductor de este trabajo.

En la Primera parte, dividida en dos capitulos, estudiamos, en el primero de
ellos, la distribucion de la especie, con especial atencion a los espacios ocupados por
sus morfos y la relacion filogenética y evolutiva existente entre ellos y con su ancestro

comun, Cataglyphis emmae, para lo cual disenamos una metodologia multidisciplinar,

' La telitoquia es un tipo de partenogénesis en la que se produce un huevo diploide sin necesidad de
fertilizacion, bien porque no se produce la meiosis (telitoquia apomictica) o bien por fusion de los nucleos
de los oocitos primarios (telitoquia automictica).



en la que compaginamos trabajos moleculares, tanto mitocondriales como nucleares,
con datos biométricos y quimicos. Dado que obtuvimos resultados que sugirieron que
ambos morfos son, en realidad, dos especies diferentes, dedicamos el segundo capitulo a
la descripcion de la especie nueva, a la que llamamos Cataglyphis tartessica, por el
parecido en su distribucion con la del antiguo reino de Tartessos. A partir de aqui
utilizamos esta terminologia en el resto del trabajo para referirnos al morfo bicolor de C.
floricola, ya que, en la descripcion de C. floricola por Tinaut (1993) se utiliz6 como

holotipo a una obrera del morfo negro.

En la Segunda parte, dividida en tres capitulos, abordamos estudios descriptivos
y experimentales sobre aspectos de la ecologia de C. fartessica. Asi, en el capitulo
tercero” se describen aspectos ecologicos basicos como tipo de colonia (mono o
poliginica, mococalica o policalica) y su evolucion demografica estacional, su forma de
distribucion, la alimentacion, y la estrategia desplegada por sus obreras en el forrajeo.
Veremos también coémo mediante variaciones en la profundidad del nido, la colonia
consigue mantener una temperatura constante e independiente de la exterior. En el
capitulo cuarto estudiaremos el efecto de la posicion del sol en la regulacion de la su
actividad, y, finalmente, en el capitulo quinto, estudiaremos el comportamiento de
forrajeo desplegado por sus obreras ante la presencia de presas grandes no

transportables individualmente.

En la Tercera parte, y en el capitulo sexto, estudiaremos la evolucion del
polimorfismo reina obrera, basandonos para ello en el descubrimiento de la existencia
de dos castas de reinas en C. fartessica: braquiptera y ergatoide. Finalmente, en el
capitulo séptimo se describiran el proceso de fision colonial y la produccion de

sexuados.

?Los capitulos estan numerados de forma continua en toda la tesis, es decir, de forma independiente a la
division en partes de ésta.



Primera parte

Distribucion, filogeografia y evolucion.

Cataglyphis floricola es una especie solo citada para el Parque Nacional de Donana y
sus alrededores. Se trata de una especie formada por dos morfos, uno bicolor y otro
negro, de los que se sabe que sus nidos no se entremezclan. Esta primera parte la
dividimos en dos capitulos. En el capitulo 1, nos proponemos, como primer objetivo,
establecer la distribucion de la especie, con especial atencion en delimitar
geograficamente la distribucion de sus morfos. A partir de estos datos, y como segundo
objetivo nos planteamos establecer la entidad taxondémica de los morfos, es decir, si
debemos seguir considerandolos dos morfos de la especie C. floricola, o si en realidad
son dos especies distintas. Para ello utilizaremos técnicas multidisciplinares, tanto
morfoldgicas como moleculares. Dado que resultaron ser especies distintas, estudiamos
la relacion filogenética existente entre ellas mediante comparaciones con su ancestro
conocido mas proximo: Cataglyphis emmae, asi como la posible existencia de
estructura genética asociada a sus distribuciones. Finalmente, discutimos distintos
procesos, no excluyentes, que podrian dar explicacion sobre las causas y/o
mantenimiento la distribucion parapatrica registrada entre ambas especies. En el

capitulo 2 describiremos a la nueva especie Cataglyphis tartessica.
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Capitulo 1

Distribucién y filogeografia y evolucion de C. floricola’

Introduccion

Recientemente, el uso de métodos de andlisis multidisciplinares muy elaborados y
sofisticados ha tomado una posicion relevante sobre coémo abordar y dar respuesta a
problemas taxondmicos (Schlick-Steiner et al. 2010; Heethoof et al. 2011). Asi, la
obtencion de resultados congruentes entre varias disciplinas puede ofrecernos respuestas
mas concluyentes e inequivocas sobre estos problemas, y ademads, sugerirnos posibles
patrones y procesos implicados en la diversidad de las especies observadas. Ademas, la
aplicacion de estudios metodologicos multiples en taxonomia reduce la tasa de error en
un orden de 10 (del 30% al 3%) (Schlick-Steiner et al. 2001) y, por tanto, pueden
resultar necesarios, al menos, en la taxonomia de hormigas, donde mas del 50% de los
géneros contiene especies cripticas (Seifert 2009) y, mas altn, cuando se trata de

distinguir entre especies que han divergido recientemente.

Los ultimos avances en técnicas moleculares han supuesto un desafio a la forma
clasica de estudio empleada por la taxonomia, siendo los basados en el andlisis del
genoma del ADN mitocondrial y en marcadores genéticos nucleares los mas empleados
en andlisis filogenéticos (Hebert y Gregory, 2005), llegando incluso a ser el método

preferente utilizado en la investigacion taxonomica.

Muchos son los estudios que se han dedicado a evaluar la idoneidad del uso del
ADN en taxonomia, destacando entre ellos los concernientes al uso del ADN

mitocondrial, debido a que, ademéas de carecer de recombinacion, se hereda

3 Amor et al. Integrating molecular, morphological and chemical data to unveil a recent speciation event
in ants. En preparacion para PLoS ONE.
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exclusivamente por via materna, por lo que es lineal en el tiempo y, por ello, muy
adecuado para inferir relaciones evolutivas entre especies, pudiéndose, en ocasiones,

determinar el tiempo y modo en que tuvo lugar una especiacion.

Los estudios taxondmicos basados en datos moleculares aplican generalmente el
concepto de especie filogenética: “un grupo de organismos que comparten un ancestro;
un linaje que mantiene su integridad con respecto a otros linajes™. Sin embargo, este
concepto de especie puede resultar insuficiente en los casos de especiaciones muy
recientes, debido a la reducida diferenciacion genética existente entre los ancestros y sus
especies descendientes. En estos casos, el poder determinar la existencia o no de flujo
génico entre ellas, buscando zonas en las que sus poblaciones estén en contacto entre
resulta esencial para determinar el estatus taxonémico de ambas, utilizando para ello el

concepto biologico de especie de Mayr (1942)°.

Por lo tanto, el uso combinado de marcadores mitocondriales y nucleares (por
ejemplo microsatélites), asi como de métodos mas tradicionales como los morfologicos
y quimicos, resultan muy apropiados en el estudio de taxones que han divergido
recientemente. Por ejemplo, Knaden et al. (2005) no pudieron separar C. bicolor de C.
biatica en base al gen de la citocromo oxidasa 1 mitocondrial (COI), pero si pudieron

hacerlo con facilidad en base a microsatélites nucleares.

Las caracteristicas morfologicas constituyen la primera fuente de datos
utilizados por la taxonomia tradicional. En las hormigas, el estudio de la genitalia de los
machos se ha utilizado mucho con estos propositos, siendo un ejemplo el género
Cataglyphis (Agosti 1990; Tinaut 1993; Wehner et al. 1994; Knaden et al. 2005). Ello
se debe, principalmente, a la rapida evolucion divergente que se da en la genitalia de los
machos en los animales con fecundacion interna, llegando sus caracteristicas a
proporcionar la unica fuente fiable para la identificacion morfolégica entre especies
(Eberghard 1985). Estudios alométricos, en los que junto a la genitalia de los machos se

incluyeron otras partes del cuerpo de los insectos, concluyeron que el tamafio de las

* El grupo monofiletico méas pequefio de un ancestro comiin (de Queiroz and Donogue 1990). Un grupo
irreducible de organismos, distinto de otros grupos, y con un patrén parental de ascendencia y
descendencia (Cracraft 1989)

> Las especies son grupos de individuos que se reproducen entre ellos, o que tienen esa capacidad, y que
se encuentran aislados reproductivamente de otros grupos.
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piezas genitales de éstos es mucho mas estable, dentro de una especie, que las demas
medidas corporales analizadas, sugiriendo la existencia de una seleccion sexual en los
machos a favor de unas medidas estandar de sus apéndices copuladores (Eberghard et
al. 1998). Por otra parte, estos apéndices copuladores presentan una evolucion mas
divergente en aquellos taxones en los que las hembras se aparean con varios machos

(poliandria) que en los que lo hacen con uno sélo (monoandria) (Arnqvist 1998).

Ademas de los datos moleculares y morfolégicos, los hidrocarburos cuticulares
también han sido utilizados ampliamente en la taxonomia de artropodos (Bagnéres y
Wicker-Thomas, 2010) y, mas concretamente, en quimiotaxonomia de algunas especies
de Cataglyphis (Wehner et al; 1994; Dahbi et al., 1996; 2008; Oldham et al., 1999;
Gokcen et al., 2002).

La combinacion de los hidrocarburos cuticulares, el ADN mitocondrial y la
morfologia ha demostrado ser 1til en la taxonomia de termitas (Jenkins et al., 2000),
mostrandonos la robustez ofrecida por los andlisis multidisciplinares en los estudios

taxondmicos.

El género de hormigas Cataglyphis comprende mas de un centenar de especies.

De ellas, ocho estan citadas para la Peninsula Ibérica (http://faunacur.org). Nuestra
especie elegida como modelo fue C. floricola, una especie endémica de sudoeste de
Espana. En C. floricola se conocen dos formas de color, una negra y la otra bicolor
(dmbar y negra) (Fig. 1.1) citadas s6lo para el Parque Nacional de Donana (en adelante
PND) y sus alrededores (Tinaut 1993), siendo del morfo negro el holotipo empleado en

su descripcidén como especie.

Los objetivos del presente estudio fueron: 1.- establecer la distribucion de la
especie, determinando, lo mas posible, los espacios ocupados por cada morfo; 2.-
evaluar la identidad taxonomica de los morfos, es decir, si son especies diferentes o no;
y 3.- en el caso de serlo, establecer la relacion filogenética existente entre ellos y con
Cataglyphis emmae, el ancestro mas reciente de C. floricola (Tinaut 1993, Tinaut

comunicacion personal).
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Para ello, junto a los trabajos de campo para conocer su distribucion,
emplearemos métodos quimicos, como el andlisis de hidrocarburos cuticulares;
moleculares, como los analisis basados tanto en ADN mitocondrial como en el nuclear,

y morfoldgicos, como el estudio de la genitalia de los machos.

Figura 1.1 Fotografia de los morfos de C. floricola, a: negro y b: bicolor.

Material y métodos

Distribucion

Para determinar la distribucion de C. floricola, se visitaron 400 sitios entre 2006 y 2011
en un espacio triangular con vértices en 37° 54’ N, 4° 23> W (cerca de la localidad
cordobesa de Bujalance), 37° 05" N, 8° 15” W (cerca de la ciudad portuguesa de La
Albufeira) y 36° 01’ N, 5° 36> W (cerca de Tarifa, Cadiz), lo que supone unos 30.000
km® de superficie Como eje central de este espacio se encuentra el rio Guadalquivir.
Teniendo en cuenta las grandes extensiones de las fincas agricolas localizadas en la
zona, los puntos de muestreo fueron elegidos tan al azar como pudimos, registrando su
posiciéon por medio de GPS. En cada punto de muestreo, dos personas buscaron y

anotaron, por espacio de unos 30 minutos, las especies de Cataglyphis encontradas en
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¢l, asi como caracteristicas del lugar, tales como tipo de suelo, de vegetacion y uso

humano (agricola, forestal, espacio protegido, etc.).

Diseiio del transecto

En junio de 2008 disefiamos un transecto en el PND en un lugar donde los dos morfos
solapaban sus distribuciones. El transecto, de una longitud de 1.056 m, se dividié en
siete puntos alineados, y distantes entre si 176 m de media. El punto central del
transecto (punto 4) se hizo coincidir con el lugar donde los nidos de ambos morfos se
encontraron entremezclados. Del resto de los puntos del transecto, los tres mas al este
estuvieron dentro del area de distribucion del morfo bicolor (puntos 1, 2 y 3) mientras

que los tres mas al oeste (puntos 5, 6 y 7) lo hicieron en el del morfo negro (Fig. 1.2).

Se muestrearon hasta cinco nidos de cada punto del transecto, excepto en el
punto central donde lo fueron 10 nidos, cinco de cada color. Para evitar tomar muestras
de nidos pertenecientes a una reciente fision se seleccionaron nidos distantes entre si
19.5 m de media (distancia media de fision en C. floricola: 7.7 + 0.9 m; Amor et al.
2011). Un total de 118 hormigas, 58 bicolores y 60 negras, se recolectaron de un total

de 30 colonias diferentes, 15 de cada morfo.

o=l

Figura 1.2. Transecto realizado en la Reserva Biologica de Dofiana. Las distribuciones de los
dos morfos se solapan en el punto central de transecto (p4). Los puntos negros y rojos indican la
posicioén de los nidos de los morfos negro y bicolor respectivamente.
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Analisis moleculares

Los andlisis moleculares se realizaron en el laboratorio de ecologia molecular de la
Estacion Biologica de Dofiana por Juan Antonio Galarza y Michael Jowers. E1 ADN fue
extraido del cerebro y musculos circundantes del cerebro de las hormigas. Estos tejidos
blandos mostraron ser mas eficaces para la ampliacion por Reacciones en Cadena de la
Polimerasa (en adelante PCR) que otras partes quitinosas del cuerpo, tales como patas y
torax, que inhibieron la reaccion de la PCR. La extraccion se hizo siguiendo el método

HotShot (Truett et al. 2000) almacenandose a -20 °C.

Para estudiar el polimorfismo nuclear de los morfos de C. floricola utilizamos
seis marcadores microsatélites desarrollados para C. cursor: Ccurll, Ccur26, Ccur51,
Ccur61, Ccur99 y Ccurl00 (Pearcy et al. 2004). Cada 20 pl de volumen de muestra para
la PCR contuvo aproximadamente 50 ng de ADN, 200uM de cada dNTP, 0.15 uM de
cada primer 2l de Buffer 10X, 0.8 ul Mgcl, y 0.1 unidades de polimerasa (QIAGEN).

El ciclo térmico seguido fue: un primer paso de desnaturalizacién de 2 minutos a
94 °C; 35 ciclos de desnaturalizacion de 30 segundos a 94 °C, seguidos por periodos de
30 segundos a 52 °C y extensiones de 45 segundos a 52 °C, mas una extension final de 5
minutos a 72 °C. Siguiendo la reaccion de la PCR, los cebadores y dNTP sobrantes se
eliminaron mediante reaccion enzimatica, utilizando para ello la exononucleasa 1 de E.

coli, fosfatasa antartica y buffer de fosfatasa antartica (todas de New England Biolabs).

La secuenciacion se llevd a cabo en ambas direcciones usando el software de
secuenciacion BigDye"™ Terminator v1.1 (Appled Biosystems), y de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. El etiquetado de los framentos se hizo mediante un
analizador genético automatizado A3130xl (Applied Biosystems). Se eliminaron tanto
los cebadores como las secuencias terminales incompletas. Mediante el software Micro-
Chequer (van Oosterhout et al. 2001) se eliminaron errores en el genotipado debido a
alelos nulos y a alelos perdidos. El grado de asociacion entre los marcadores asi como la
estadistica basica se obtuvieron mediante Genepop on the web (Raymond y Rousset

1995).
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Analizamos las variaciones en el ADN mitocondrial de todas las colonias
muestreadas  del  transecto. = Mediante  los  cebadores  Cflor (L)5'-
TGCAGGAACAGGATGAACAA-3" y Cflor (R)S’-TGGCCCATCATAAAGATGAA-
3’ obtuvimos segmentos de aproximadamente 660 pares de bases de la subunidad 1 de
la citocromo oxidasa (COl). Las condiciones de la PCR fueron las mismas de las
empleadas con los marcadores nucleares. Se secuenciaron las dos cadenas de cada
muestra utilizdndose la lectura complementaria para resolver ambigiiedades mediante el
software Sequencher v.4.9. Después de eliminar los cebadores y los fragmentos con
terminaciones incompletas obtuvimos fragmentos de unos 618 pares de bases para los
analisis. Todas las secuencias nucleotidicas pudieron ser alineadas sin huecos mediante
Seaview v.4.2.11 (Gouy et al. 2010) con la configuracion por defecto ClustalW?2
(Larkin et al. 2007). El estudio de las sustituciones nucleotidicas y las distancias p-no

corregidas (%) se llevaron a cabo con PAUP*4.b.10 (Swofford 2002)

Estructura de la poblacion

Un total de 169 hormigas fueron recolectadas en 2008, 95 de ellas del morfo bicolor y
74 del negro. De todas ellas, 118 procedieron del transecto mientras que las restantes 51
fueron recolectadas de 24 poblaciones representativas del area de distribucion de la
especie (Fig. 3), 17 de estas poblaciones, del morfo bicolor, y 7 del negro, a una media
de 2 hormigas por poblacion (de cada poblacion se eligid un solo nido para las
muestras). Toda la estadistica descriptiva (es decir, nimero de alelos, frecuencia alélica,
heterocigosidad esperada y observada) y la estadistica F de Wright se hicieron con los
programas FSTAT (Goudet 1995) y Genepop on the web. Las frecuencias alélicas de
los microsatélites de todas las hormigas recolectadas se compararon mediante el test de
probabilidad G con Genepop on the web. La significacion total se determind usando de
forma combinada el test de probabilidad de Fishers. La correccion de Bonferroni se
utiliz6 en numerosas comparaciones. Las muestras se consideraron pertenecientes a
diferentes colonias si su diferenciacion genotipica resultdé significativa a a<0.0007,

después de la correccion de Bonferroni.

El nivel de diferenciacién genética entre los morfos bicolor y negro se estimo,
mediante FSTAT 2.9.3 comparando entre si los Fsr obtenidos por separado para las

poblaciones de los morfos bicolor y negro
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El grado de estructuracion geografica de la variacion genética entre las
poblaciones del morfo bicolor de C. floricola se evalué mediante estadisticos @ usando
para ello el andlisis de la varianza molecular (AMOVA) con el programa ARLEQUIN
3.5 (Excoffier et al 1992; Schneider et al 2000). La significacion de los componentes de la
varianza y de los estadisticos @ se evalu6 tras 10.000 permutaciones. El grado de
estructuracion geografica se evaluod entre diferentes grupos del morfo bicolor de C.
floricola. La estructura genética se evalud para 1) las poblaciones situadas al este y al
oeste del rio Guadiamar, y 2) todas las demas poblaciones (zona de Dofiana y el Rocio,

Aznalcazar, Alcaléd de Guadaira, Utrera y Arcos de la Frontera).

El coeficiente de parentesco r se estimo, a partir de los resultados del analisis de
microsatélites y de acuerdo con Queller y Goodnight (1989), entre las hormigas de una
misma colonia y entre éstas, comparando por parejas las 58 hormigas bicolores y 60
negras recolectadas del transecto, utilizando para ello el software GenALEx 6.1 (Peakal

y Smouse 2006).

Tanto las frecuencias haplotipicas como sus reducciones se estimaron usando
una red de medianas unidas (en adelante red MJ, del inglés: Median Joining) construida
con Network 4.5 (Bandelt et al. 1999) con configuracion por defecto. El software
Structure 2.1 (Pritchard et al. 2000) se us6 también para inferir el numero de
poblaciones independientes (K) presentes en el muestreo. El analisis se realiz6 usando
un modelo mixto que correlaciond las frecuencias alélicas en 20 ejecuciones
independientes del programa, desde K=1 hasta K=20, con un descarte (burn-in) de
100.000 iteraciones, seguidas de otras 1.000.000 de iteraciones. La seleccion de K se
hizo usando dos métodos que se ejecutaron en Harvest v.0.6.1 (Earl 2011): (i) haciendo
una grafica con los logaritmos de las probabilidades en negativo [(In P(D/K)] frente a K,
y (i1) usando el método de AK descrito en Evanno et al. (2005). La estadistica se realizd

utilizando los programas Statistica 6.0, Microsoft Excel y SPSS v.19.

Los modelos de sustituciones mds apropiados para los analisis de maxima

probabilidad y maxima probabilidad bayesiana se determinaron en base al criterio de
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informacion de Akaike (AIC) (Posada y Buckley 2004) y al criterio de informacion
bayesiana (BIC), respectivamente, usando para ello jModeltedt v.0.1.1 (Posada 2008).

Los arboles se construyeron usando maxima parsimonia (MP), maxima
probabilidad (PM) y maxima probabilidad bayesiana (BPM). El soporte de los clados,
tanto en MP como en PM se infiri6 con 1.000 remuestreos aleatorios de las muestras
(bootstraping). MrBayes (Ronquist y Huelsenbeck 2003) se us6, con configuracioén por
defecto. El parametro gamma shape y la proporcion de sitios sin variacion se estimaron
a partir de los datos. Cada ejecucion del programa consistio en 4 cadenas de Markov de
10.000.000 de generaciones, muestreadas cada 10.000, para un total de 1000 arboles.
Tras 5.000 generaciones se alcanza la horizontalidad, con un 10% de los arboles

resultantes del anélisis (100) descartados (burn-in).

Caracteristicas morfoldgicas: genitalia de los machos

Comparamos entre si las piezas copuladoras de los machos de ambos morfos junto a las
de Cataglyphis emmae (su presunto ancestro). El examen visual de las piezas de la
genitalia de los machos de C. emmae muestra su proximidad filogenética a C. floricola.
Esta observacion concuerda con los resultados de un andlisis filogenético basado en

ADN mitocondrial, realizado con 15 especies de Cataglyphis (M.Jowers no publicado).

Se recolectaron 15 machos de C. emmae en Amerzgane, cerca de Ouarzazate, en
Marruecos, durante los meses de mayo de 2009 y 2010, a los que afiadimos 53 machos
de C. floricola recolectados durante los meses de junio y julio de 2009 y 2010, 23 de
ellos del morfo negro, procedentes del PND y otros 30 del morfo bicolor procedentes 15

de ellos del PND y los otros 15 de Alcald de Guadaira, Sevilla (en adelante ALC).

Todas las medidas se realizaron con la ayuda de una lente micrométrica y del
software Imagen (Abramoff et al. 2004) con 10° mm de precision. Las piezas
copuladoras medidas fueron las siguientes: placa subgenital, de la que se midi6 la
distancia entre los apices de sus 16bulos laterales; la longitud del estipite, medida desde
el primer proceso basal hasta su apice; la anchura y longitud de la sagita, y la longitud

de la volsela. Todas estas medidas fueron sometidas a un analisis lineal discriminante
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con Statistica 6.0 en el que la especie se usd6 como variable respuesta, tomando a los

morfos como unidades taxondémicas diferentes.

Andlisis quimicos cuticulares

Realizamos una comparacioén de la composicion cuticular en hidrocarburos de los dos
morfos de C. floricola'y C. emmae. El morfo bicolor fue recolectado en tres localidades:
Utrera (en adelante UTR), Alcala de Guadaira y el PND; el morfo negro fue recolectado
en el PND y C. emmae en Amerzgane, Marruecos. Las C. floricola del PND fueron
recolectadas todas del mismo nido. Las muestras de ambas especies se mataron
colocandolas a -18 °C durante 20 min. Las carcasas se sumergieron en 2 PM de hexano
durante al menos 24 h. El extracto de hidrocarburos se almacend a -18 °C hasta el
momento del andlisis. Un microlitro de cada muestra se inyectd dentro de un
cromatografo de gases equipado con espectrometro de masa (Turbomass system, Pekin-
Elmer, Norwalk, CT, USA) operando a 70 eV y usando una columna capilar apolar DB-
SHT de silicato fundido. Las muestras se sometieron a una temperatura de 100 °C
durante 2 min, aumentando hasta los 320 °C a razén de 6 °C cada min, manteniéndose
finalmente a la temperatura de 320 °C durante 6 min. Veinte pg de eicosano se
afiadieron a las muestras antes de la inyeccion usandose como control interno. Los
analisis quimicos se llevaron a cabo en el IRBI (Institut de la Recherche sur la Biologie

de 1'Insecte) por Alain Lenoir.

En los analisis estadisticos se utilizaron so6lo aquellos compuestos que
alcanzaron una media relativa del 1% en al menos una de las especies. A fin de reducir
tanto el nimero de variables como su colinealidad se hizo previamente un analisis de
componentes principales sobre la proporcion de cada hidrocarburo. Los primeros 6
componentes principales, que explicaron el 96% del total de la varianza se utilizaron
después como variables en un andlisis linear discriminante en el que la especie, junto a

su localidad, se us6 como variable respuesta.
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Resultados

Distribucion

Encontramos una distribucién parapatrica entre ambos morfos, con muy pocas y
estrechas zonas de contacto entre sus distribuciones (Fig 1.3a). Sin embargo, el rango de
distribucion de cada morfo fue muy diferente. Asi, mientras que las poblaciones del
morfo bicolor se encontraron distribuidas en un arco de ~200 km de longitud alrededor
de la cuenca baja del rio Guadalquivir, con extremos en el PND, por el oeste, y en San
José del Valle, Cadiz, por el este, pasando por Carmona como punto mas al norte, la
poblacion del morfo negro se encontrd restringida a una estrecha franja costera de ~35
km de largo por 7 km de ancho entre los rios Tinto y Guadalquivir. En la actualidad,
una alineacion de lagunas y suelos turbosos, paralela a la costa (complejo de lagunas de

Ribetehilo) mantiene separadas, en gran medida, a las poblaciones de ambos morfos

(Fig 1.3b).

Estructura poblacional

Ninguno de los seis microsatélites mostrd alelos nulos ni desequilibrio debido a
ligamiento. La divergencia genética encontrada entre ambos morfos, en el transecto, fue
muy significativa (G exact test: %* = infinito, df = 12, p < 0.0001). Se encontraron un
total de 68 alelos entre ambos morfos, de los que solamente el 23.5% de ellos fueron
compartidos. Mas aun, de los 19 alelos encontrados para el microsatélite Ccur99,
ninguno resulté compartido por los dos morfos (Tabla 1). El rango del niimero de alelos
estuvo entre 7 y 9, con una heterocigosidad media observada para los morfos bicolor y
negro de 0.67 y 0.57, respectivamente (rango bicolor — negro: 0.62 a 0.78 y 0.1 a 0.88),
con una heterocigosidad esperada para bicolor y negro de 0.65 y 0.46, respectivamente
(rango bicolor — negro: 0.55 a 0.8 y 0.33 a 0.74) (Tabla 2). La divergencia genética
entre los morfos resulto ser significativa (Fst + SE: Fsr picolor = 0.068 £ 0.015; Fsr negro =

0.156 £ 0.014; t=4.31, p < 0.0001).
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Figura 1.3 (a.) Distribucion de C. floricola. (b.) Detalle de la distribucion de los dos morfos.
Los puntos negros y rojos indican la existencia de nidos de los morfos negro y bicolor
respectivamente. Los niumeros indican los lugares de donde se tomaron muestras para el estudio
filogeografico.
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Numero de Numero de alelos . o . o
: Riqueza alélica  Riqueza alélica
Loci alelos compartidos
morfo bicolor morfo negro

encontrados por los morfos
Ccur2l 9 2 3 8
Ccur26 13 2 11 4
Ccur51 9 5 6 8
Ccur6l 11 5 8 8
Ccur99 7 2 5 4
Ccurl100 19 0 3 16

Tabla 1.1 Marcadores microsatélites, nimero total de alelos encontrados y compartidos y
riqueza alélica de los morfos de C. floricola. Nétese la pequefia proporcion de alelos
compartidos y la mayor riqueza alélica del morfo negro.

Morfo bicolor (n=58)

Morfo negro (n=60)

Locus Na Ho Hg Ho Hg
Ccurll 9 0.622 0.551 0.860 0.669
Ccur26 13 0.691 0.764 0.208* 0.472
Ccur51 9 0.672 0.589 0.590 0.685
Ccur6l 11 0.784 0.804 0.727 0.720
Ccur99 7 0.645 0.668 0.098* 0.327
Ccurl00 19 0.646 0.565 0.879 0.738
Entre todos - 0.677 0.657 0.560 0.460

Tabla 1.2 Nu: nimero de alelos; Ho: heterocigosidad observada; Hg: heterocigosidad esperada.
Los asteriscos indican los valores de frecuencia observada en desequilibrio Hardy-Weinberg.

Encontramos diferencias significativas en la estructura de parentescos analizada

en el transecto (ANOVA: Fy4, 3434 = 3106, p < 0.0001). Mientras que el coeficiente de

parentesco fue siempre positivo entre las comparaciones dentro de un morfo, éste

resultd ser negativo en las comparaciones entre morfos (Fig. 1.4). El parentesco

obtenido entre obreras pertenecientes a una misma colonia fue de 0.70 + 0.022 y 0.72 +

0.024 (media + SE; n = 83 y n = 90; colonias bicolor y negras, respectivamente). Estos
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valores, proximos a 0.75, junto con el hecho de que el nimero de alelos encontrado por
locus nunca fue superior a 3 en ninguno de los morfos, sugieren monoginia y

monoandria en ambos morfos.
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B-B N-N B N B-N
Colonias comparadas

Figura 1.4 Relaciones de parentesco (RP) encontradas en C. floricola en el transecto de la
RBD. B-B: RP entre las colonias bicolores; N-N: RP entre las colonias negras; B: RP entre
hormigas de una misma colonia de bicolores; N: RP entre hormigas de una misma colonia de
negras; B-N: RP entre colonias de bicolores y negras. Diferentes letras indican diferencias
significativas.

No obtuvimos ninguna estructura geografica con las poblaciones de C. floricola

bicolor.
Las distancias genéticas entre todos los haplotipos encontrados en el transecto

tuvo un rango comprendido entre 0-0.4% para los morfos bicolor y negro, mientras que
resulté ser mucho més elevada, 1.2-1.9%, entre ambos morfos (Tabla 3).
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Haplotipos

C. floricola bicolor C. floricola negra
H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 C. emmae
H1i - 0 1 0 1 6 7 8 39
H2 0 - 0.2 0 1 6 7 8 39
H3 0.2 1 - 1 2 7 8 9 40
H4 0 0 0.2 - 1 6 7 8 39
H5 0.2 0.2 04 0.2 - 7 8 9 40
H6 1.2 1.2 14 1.2 1.5 - 1 2 37
H7 14 1.5 1.7 1.5 1.7 0.2 - 1 38
H8 1.7 1.7 19 1.7 1.9 0.4 0.2 - 39
C.emmae 8.1 8.1 8.3 8.1 8.3 7.7 7.9 8.1 -

Tabla 3 Sustituciones nucleotidicas (sobre la diagonal) y distancias p no corregidas (%)
(bajo la diagonal) para cada comparacion por parejas entre todos los haplotipos de C. floricola
bicolor (de H1 a HS) y C. floricola negra (H6, H7 y H8) del transecto. Nota: las distancias “0”
son consecuencias de una insercion o delecion.

El filograma construido con todos los haplotipos del transecto mostrd dos clados
monofiléticos hermanos, uno por cada morfo (Fig. 1.4a). Este mismo patron se observo
también en la red MJ, tanto con los datos del transecto como con los obtenidos de la
distribucion general (Fig. 1.5b y 1.6). Los resultados del analisis bayesiano de clados
realizado con Structure, y analizados a su vez en Harvest (Earl 2011), mostraron que el
logaritmo -In[P(D/K)] satur6 a K = 17 (Fig. 1.7a). Un anélisis estadistico adicional “ad
hoc”, que proporciona un mejor predictor de los clados (K) a niveles superiores (Evanno
et al. 2005) mostrd un pico a K =2 (Fig. 1.7b). Ambos K =2 y K = 17 son concordantes
con la red MJ (Fig. 1.5b), mostrando, por una parte, la existencia de una clara
diferenciacion genotipica entre ambos morfos, y, por otra, a nivel inferior, la existencia

de subestructura dentro de cada morfo (Fig. 1.8).
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Figura 1.5 (a.) Filograma de los dos morfos de C. floricola elaborado a partir de las secuencias
de AND mitocondrial obtenidas del transecto. Los niimeros sobre los nodos son valores de
Maxima Parsimonia, Maxima Probabilidad y de Probabilidades Méximas Bayesianas. (b.) Red
Mediam Joining construida a partir de los mismos datos que el filograma anterior. El tamafio de
los circulos se corresponde con la frecuencia haplotipica, que también se indica con un numero
entre paréntesis. Sobre las lineas que unen los circulos se indica el nimero de mutaciones entre
haplotipos.
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Figura 1.6 Red Medium Joining realizada con todos los haplotipos encontrados de C. floricola
basados en secuencias parciales del gen CO1 (618 pb). Cada circulo representa a un haplotipo,
en rojo los del morfo bicolor y en negro los de morfo negro. El tamafio de cada circulo se
corresponde con la frecuencia del haplotipo. De los nimeros que aparecen junto a los circulos,
el primero identifica al haplotipo mientras que el segundo, entre paréntesis, da su frecuencia.
Los circulos pequefios blancos indican haplotipos intermedios no detectados. Los nimeros en
las lineas indican el nimero de mutaciones entre haplotipos.
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Sin embargo, el andlisis de los haplotipos de las poblaciones de C. floricola

bicolor a nivel regional no ofrecié ninguna estructura geografica.
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Figura 1.7 Resultados del agrupamiento genotipico multilocus con Structure. (a.) Estimacion de
las probabilidades logaritmicas de los datos [In P(D / K)] explicada por subdivisiones de K

grupos, y (b.) el estadistico AK (Evanno et al. 2005) como una funcién del nimero de grupos
testados.
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Estructura de la poblacion evaluada con Structure mediante el método de
agrupamiento genotipico multilocus. El eje de ordenadas da las probabilidades de las
frecuencias alélicas a K=17. Cada punto del transecto estd delimitado por una linea vertical

gruesa. Dentro de cada punto, cada colonia viene delimitada por una linea vertical de puntos.
Colores diferentes denotan alelos diferentes.

Los andlisis de distribucion mismatch mostraron que el morfo bicolor estd en

equilibrio demografico mientras que el negro estd en expansion (Fig. 1.9ay 1.9b).
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Figura 1.9. Modelos sobre la situacion demografica de los morfos bicolor (a. en equilibrio) y
negro (b. en expansion) de C. floricola. La linea roja representa la distribucion esperada en una
poblacién estable. La linea negra representa la distribucion observada.

Morfologia

Las dos primeras funciones extraidas del analisis discriminante y que explicaron el 75y
17 por ciento de la varianza total de los valores biométricos de las piezas copuladoras
separaron claramente a C. emmae y a los dos morfos de C. floricola en tres grupos (Fig.
1.9A). El andlisis discriminante resultd muy significativo (Wilks” Lambda = 0.006,
Fis167 = 46,43, p < 10'4), siendo la placa subgenital la variable que més discrimind
(Wilks” Lambda = 0.013, F-removes, so = 20.38, p < 10°), mientras que la que menos
fue la longitud de la sagita (Wilks” Lambda = 0.008, F-remove;, so = 6,03, p = 0.001).
Esto significa que los machos de C. floricola bicolor y negro encontrados viviendo
juntos en el PND agruparon aparte. Sin embargo, dentro del morfo bicolor, muestras
recolectadas a 70 km de distancia agruparon juntas. Biométricamente, C. emmae resulto
estar mas cerca de C. floricola bicolor (PND) que de la negra (PND) (Distancia al
cuadrado de Mahalanobis: 48.79 vs 103.71, respectivamente).
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Figura 1.9. Anélisis discriminates de (a.) la biometria de 6 piezas copuladoras de los machos de
C. floricola (n=53) y C. emmae (n=15) y (b.) de 27 hidrocarburos cuticulares de C. floricola
(n=22)y C. emmae (n=9).

Andlisis quimicos cuticulares

La cuticula de C. emmae y de los dos morfos de C. floricola resultaron estar compuestos
por una mezcla de monometil y dimetil alcanos de entre 25 y 35 4tomos de carbono
(ESM). Solamente se encontr6 un hidrocarburo insaturado en la cuticula de C. floricola
(C31:1) sin estarlo en la cuticula de C. emmae. Seis hidrocarburos, entre ellos tres
mezclas de dimetil alcanos pesados de 31, 33 y 35 atomos de carbono se encontraron en
C. emmae y no en C. floricola. En C. floricola, ambos morfos presentaron un

componente especifico.

Por otra parte, las cantidades relativas de hidrocarburos fueron muy diferentes en
los dos morfos. Por ejemplo, el compuesto dominante en el morfo negro fue una mezcla
de varios monometil alcanos de 30 carbonos mientras que en el bicolor lo fue una
mezcla de monometil alcanos de 31 carbonos. Las dos primeras funciones extraidas del
analisis discriminante y que explicaron el 45 y 42 por ciento del total de la varianza de
los perfiles cuticulares mostraron la existencia de diferencias importantes entre C.

emmae 'y los dos morfos de C. floricola (Fig. 1.9b).
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Las muestras de los morfos bicolor y negro, recolectadas en el mismo sitio del
PND, no agruparon, mientras que si lo hicieron muestras del morfo bicolor recogidas en

tres localidades distantes entre si 30 y 70 km (Fig. 1.9b).

Discusion

Todos los métodos de analisis utilizados, sean estos moleculares (mitocondriales o
nucleares), quimicos o morfoldgicos encuentran diferencias importantes entre los dos
morfos de C. floricola. Asi, desde un punto de vista taxondmico resulta razonable

concluir que ambos son en realidad dos especies distintas.

La secuencia mitoncondrial CO1 ha sido ampliamente utilizada en identificacion
taxonémica (Knaden et al., 2005; Moreau 2008: Bacci et al., 2009; Seppi et al., 2011) y
por tanto su utilidad parece evidente en trabajos taxondmicos multidisciplinares. Desde
una perspectiva filogenética, se trata de un gen adecuado para inferir la historia
evolutiva de una especie o grupo de especies. Los tres métodos de construccion de
arboles filogenéticos ofrecieron la misma topologia que la obtenida a partir de las
secuencias del gen CO1 mitocondrial del transecto. El valor mas bajo de bootstrap
obtenido para cualquiera de los dos clados (MP y PM) fue tan alto como de un 85%, y
los andlisis bayesianos dieron probabilidades posteriores muy altas, de 0.91 para el
morfo negro y de 1.0 para el bicolor, sugiriendo una gran congruencia entre los tres
métodos de construccion de arboles filogenéticos y, por lo tanto, reflejando la verdadera

relacion filogenética entre ambos morfos.

Asi, desde el punto de vista del concepto filogenético de especie, podemos
concluir que ambos morfos, al formar dos grupos aparte, son dos especies distintas. Sin
embargo, la baja distancia p-no corregida (media 1.5%) sugiere una divergencia muy
baja entre los dos morfos si la comparamos con otras especies del mismo género (por
ejemplo, con C. emmae es de ~8%), pero suficiente para que ambos grupos hallan
completado el proceso de especiacion. La red MJ ofrece dos grupos genéticamente

diferentes, uno para cada morfo (Fig. 1.6). El nimero de sustituciones dentro de cada
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morfo fue tan bajo como de 2, mientras que entre los dos morfos fue de 6. Tanto con los
datos mitocondriales del transecto como de los obtenidos de la distribucion general de la
especie, los dos morfos aparecen separados en dos grupos, sin entremezclarse,
indicando la inexistencia de flujo génico entre ellos y por lo tanto un alto grado de
aislamiento genético. El andlisis de la distribucion mismach muestra que ambos morfos
se encuentran en dos etapas demograficas diferentes, con el morfo bicolor en equilibrio
y el negro en expansion, sugiriendo una reciente colonizacion por parte del morfo negro
del terreno en el que actualmente se encuentra, un proceso que podria tener relacion con

su especiacion a partir del morfo bicolor.

El bajo numero de alelos de los marcadores nucleares compartidos por ambos
morfos (~23%) mas el hecho de que ninguno de los 19 alelos de uno de ellos resultara
estar compartido sugiere un alto nivel de aislamiento genético entre los dos morfos,
reflejando un flujo génico muy restringido entre ellos. Evidencias adicionales proceden
de los valores Fst obtenidos entre ellos y de los resultados del test G (p < 0.0001)
indicando igualmente un alto nivel de divergencia y de aislamiento genético entre los
morfos. Los andlisis bayesianos de agrupamiento, el de bajo nivel jerarquico, el del
logaritmo de la probabilidad (In[P(D / K)] y el estadistico “ad hoc” AK, que
proporciona un mejor predictor de (K) grupos a niveles jerarquicos superiores,
confirmaron que los dos morfos representan grupos génicos diferentes. Adicionalmente,
como se muestra en la Tabla 1.1 y en la Fig 1.8, un gran ntimero de los alelos resultaron

ser unicos de cada morfo, y s6lo unos pocos de ellos compartidos.

Los dos anélisis discriminantes realizados, el morfologico y el quimico, ofrecen
el mismo tipo de resultado: las hormigas (machos y obreras) de ambos morfos cuyos
hormigueros aparecen entremezclados en el PND, y con una diferenciacion genética
entre sus poblaciones del 2%, agrupan por separado, mientras agrupan juntas las C.
floricola bicolor (obreras y machos) del PND con las de ALC y UTR, distantes 70 km,
con las que muestran una diferenciacion genética del 1.95%. Estos resultados ademas de
evidenciar el distanciamiento existente entre los morfos bicolor y negro, muestran la
continuidad especifica existente entre las poblaciones de bicolores, a pesar de
encontrarse hoy dia fuertemente aisladas, y que la diferenciacion genética, de por si, no

explica una especiacion, al menos en eventos de especiacion muy recientes.
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El diferente nimero de sustituciones nucleotidicas encontrado entre los morfos,
mayor en el morfo bicolor (Fig. 1.5a), sugiere que el morfo negro es, filogenéticamente,
el mas joven de los dos. Ello, unido a la mayor similitud biométrica de las piezas
copuladoras del morfo bicolor al ancestro comun C. emmae, sugieren que el morfo

negro podria haber evolucionado a partir del bicolor.

Debido a la ausencia de un reloj molecular calibrado para hormigas
(Goropashnaya et al. 2004), el tiempo transcurrido desde que ambos morfos se
separaron se puede estimar solo a partir de trabajos publicados sobre otras especies de
insectos mas o menos proximas a las hormigas (Juan et al, 1996; Priiser y Mossakowski,
1998). Por ello, elegimos una tasa de divergencia del 2% por millén de afios (m.a.)
estimada para Drosophila (DeSalle et al. 1987) y Pimelia (Juan et al. 1995). Asi, ambos
morfos debieron divergir hace ~1 m.a., durante el Pleistoceno. El estuario del
Guadalquivir y sus alrededores han experimentado grandes transformaciones
geomorfologicas durante este periodo geoldgico (Goy et al. 1994; Salvany y Custodio
1995; Rodriguez 1998; Zazo et al., 2005; Salvany et al., 2010), que pudieron haber

separado una parte de la poblacién que finalmente concluy6 en especiacion.

Uno de los problemas asociados con los estudios moleculares filogenéticos de
los procesos de especiacion es su resolucion, menor cuanto mas reciente ha sido ésta
(Verneau et al. 1998; Barraclough y Vogler 2002; Wang et al. 2008). Sin embargo,
estos procesos de especiacion reciente son de extraordinario interés, ya que hacen mas

accesible la comprension de los procesos evolutivos que han tenido lugar en ella.

Hoy dia, las distribuciones de los dos morfos de C. floricola, ademas de ser muy
pequenas, especialmente la del morfo negro, son entre si parapatrica, con pequeias y
estrechas zonas de solapamiento entre ellas. Siendo ambos morfos muy similares
ecologicamente, con una misma alimentaciéon y mismos ritmos de actividad, y
reproduciéndose ambos por fisidon, resulta interesente preguntarnos por qué sus
poblaciones no se entremezclan. Para darle respuesta, podemos plantearnos varias

hipotesis:

a) Hipotesis geomorfologica y filogenética. La actual distribucion seria

consecuencia, por una parte, del desarrollo reciente, holocénico, de la barra de Donana
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que cerrd la desembocadura del Guadalquivir (Rodriguez 1998), originando un gran
lago que acabd, por colmatacion sedimentaria, en marismas, y por otra, por la formacion
de una alineacion de lagunas al norte del Abalario, hoy dia aun existente en proceso de
desecacion y colmatacion, que habria actuado de barrera fisica entre las poblaciones de
los dos morfos. Hoy dia estariamos viendo las consecuencias de estos dos procesos
geomorfoldgicos. El hecho de que los andlisis mismach revelen que la poblacion negra
esté en expansion, en contraste con la del morfo bicolor, que se encuentra estable,
podria sugerir un reciente ingreso y colonizacién de la zona, al sur del alineamiento
lagunar, por el morfo negro. Esta hipdtesis, que podria estar tras el proceso de
especiacion, implica asumir una buena dosis de oportunidad en el hallazgo de la

situacion.

b) Exclusion competitiva. El principio de que dos competidores por los mismos
recursos no pueden coexistir de forma estable, de tal forma que uno siempre dominara
al otro, por si s6lo supondria que una de las formas, la negra o la bicolor va a ir
desplazando a la otra. Si mantienen una frontera estable entre sus poblaciones podria
sugerir que ambos morfos poseen adaptaciones ecologicas, que no observamos, que los

hacen mas idoneos en los espacios en los que se encuentran.

c¢) Inercia poblacional. Debido a que ambos morfos se reproducen de la misma
forma, por fision, siendo transportada la reina virgen al nido hijo, podria ocurrir que el
¢xito de esta nueva reina, en cuanto a copula se refiere, dependa de un umbral de
machos en el entorno proximo. Si la fision la ha llevado al terreno de la otra poblacion,

podria no conseguir copular y fracasar, no permitiendo la expansion de la poblacion.

d) Hibridos estériles. Otra posibilidad seria la formacion de hibridos estériles en
la zona de contacto entre las poblaciones de los dos morfos impidiendo el avance de una
de estas en la otra. Esta hipotesis tiene el obstdculo de las diferencias biométricas
existentes entre los machos de ambos morfos, que sugieren la existencia de limitaciones

fisicas en el apareamiento entre ellos.

Todos los métodos utilizados en el estudio de la relacion taxonémica entre los
dos morfos de C. floricola coinciden en que nos encontramos ante dos especies

diferentes. Nos queda describir a la nueva especie encontrada.
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Capitulo 2

Descripcion taxonomica de la nueva especie

Cataglyphis tartessica’

Introduccion

El género Cataglyphis Forster 1850 estd formado por un centenar de especies
distribuidas por zonas aridas y desérticas del Viejo Mundo, desde Mauritania hasta el
desierto del Gobi. Se trata de un género muy homogéneo dividido en grupos
monofiléticos en base a la genitalia de los machos (Agosti 1990). Sin embargo, en este
género existen problemas taxonémicos y sistematicos a nivel de especie. C. floricola es
un buen ejemplo de ello. La especie fue descrita como un complejo formado por dos
morfos, uno negro y el otro bicolor (rojizo y negro) en base a parametros geograficos y
biométricos (Tinaut 1993). Este diferente patréon de coloracion es atribuido a una
adaptacion a la temperatura (Carpintero et al. 2002). Sin embargo, un reciente estudio
taxonémico multidisciplinar, basado en datos de distribucién, moleculares, quimicos y
biométricos, concluyé que ambos morfos son en realidad dos especies diferentes (ver
capitulo 1). Esta resolucion, basada en la ausencia de flujo génico entre los morfos y en
el hecho de que ambos, filogenéticamente, agrupan por separado, estd de acuerdo con
los conceptos biologico y filogenético de especie (Mayr 1942; de Queiroz y Donoghue

1990).

La presente descripcion de la nueva especie estd basada en las castas de obrera,
reina y macho. Ademads, comparamos su morfologia y medidas biométricas con las de

Cataglyphis floricola (antes el morfo negro), la especie con parentesco mas proximo a

® Amor y Ortega. Cataglyphis tartessica nov. sp. new Spanish ant species for the genus Cataglyphis

Forster, 1850. En preparacion para Myrmecological News.
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ella, usando para ello obreras y sexuados (reinas y machos). Las obreras de ambas
especies, facilmente distinguibles por el color, son, sin embargo, muy similares
biométricamente, mostrando solo diferencias significativas en sus proporciones
corporales. Los sexuados, sin embargo, muestran claras diferencias en cuanto al tamafio
corporal, siendo mayores los de Cataglyphis tartessica nov. sp. Correlacionados con el
tamano corporal, las piezas copuladoras son, asi mismo, mayores en los machos de C.
tartessica nov. sp (ver capitulo 1). También encontramos diferencias morfologicas en
las placas subgenitales entre ambas especies.

Debido a que en la descripcion de C. floricola se usé el morfo negro como
holotipo, llamamos C. tartessica nov. sp. (C. emmae group (Agosti 1990)) al morfo

bicolor de C. floricola.

Material y métodos

Recoleccion de hormigas

Todo el material fue obtenido entre los afios 2008 y 2010. De C. tartessica nov. sp. se
recolectaron un total de 181 obreras pertenecientes a 31 nidos de 5 localidades
representativas de su area de distribucion: la Reserva Bioldgica de Donana (en adelante
RBD), Alcala de Guadaira (en adelante ALC), Aznalcazar (en adelante AZN), Utrera
(en adelante UTR) y Bornos (en adelante BRN); 32 machos, 17 de ellos en la RBD de
nidos diferentes y 15 en ALC procedentes de 2 nidos; y 72 reinas, 25 braquipteras y 47
ergatoides, en la RBD.

Con el objetivo de establecer comparaciones, un total de 36 obreras de 9 nidos
diferentes, a razon de 4 por nido, 23 machos de nidos diferentes y 16 reinas braquipteras
de C. floricola fueron recolectados en la RBD. Todas las medidas se hicieron mediante
regla micrométrica y la ayuda del software Imagen, con precision de 107 mm
(Abramoff et al 2004). Las medidas e indices seleccionados para el estudio biométrico
fueron los siguientes: longitud de la cabeza (LC), tomada desde el borde clipeal anterior
hasta el margen preoccipital; anchura de la cabeza (AC), tomada a la altura de los ojos;

longitud del escapo (LE), excluyendo el condilo; longitud del térax (LT) y la longitud
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del fémur del tercer par de patas. Ademds, en la casta de sexuados, consideramos

también la anchura del mesonoto (AM) y la longitud de las alas (LA).

Entre los indices mas utilizados (Bolton 1987) seleccionamos el indice cefalico
(IC) y el indice escapular (IE), obtenidos de las siguientes formulas: IC = AC*100/LC;
IE = LE*100/AC. Ademas afiadimos el indice de fémur (IF) como la relacion entre la
longitud del fémur y del térax (IF = LF*100/LT). De la genitalia de los machos
medimos la anchura de la placa subgenital, tomada entre los extremos apicales de sus
l16bulos distales, la longitud del estipite, tomada desde su primer proceso basal hasta el
apice del estipite, la longitud y anchura de la sagita y, finalmente, la longitud de la

volsela.

Analisis estadisticos

Comparamos las medidas de las obreras y de los apéndices copuladores de los machos
entre C. tartessica y C. floricola mediante andlisis MANOVA vy traza Pillai. En el
analisis comparativo de las obreras afiadimos las variables AC/LT y LF/LT. Evaluamos
las diferencias de tamanos entre los sexuados de ambas especies, considerando la
longitud del térax, mediante test de Student. La significacion de las diferencias
morfolégicas encontradas entre los apéndices copuladores se evalué mediante el test
de Pearson. Toda la estadistica se llevd a cabo mediante el software Statistica 6.0

(Statsoft Inc. Tulsa, OK, U.S.A.). Todos los valores se dan como media + SE.
Resultados

Material

Holotipo obrera: Espafia, Huelva, Parque Nacional de Dofiana, recolectada el 03-07-
2009. En la coleccion de la Estacion Biologica de Dofiana.

Paratipos: 72 reinas (25 braquipteras y 47 ergatoides), 32 machos y 181 obreras,
recolectadas entre los afios 2008 y 2010.
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Descripcion

Holotipo obrera: LC: 1.17 mm, AC: 1.13 mm, LE: 1.42 mm, LT: 1,90 mm, LF: 1.85

mm, IC: 96.58, IE: 125.66, IF: 97.37. Bicoloreada: gastro negro brillante, ojos y ocelos
negros y el resto del cuerpo &mbar. Tegumento densamente microesculturado
(micropunteado) y, por lo tanto mate, excepto en el gastro. Pubescencia abundante que

no oculta la textura del tegumento.

Cabeza rectangular, borde occipital suave y redondeado con 2 pelos suberectos.
Ojos compuestos grandes y ovoides en la mitad superior de la cara, ocelos pequefios.
Mandibulas triangulares finamente estriadas; pilosidad en la cara externa y en los
margenes, destacando los largos pelos curvados en forma de J en el margen externo.
Margen masticatorio armado de 6 dientes, el apical mayor y més puntiagudo. El
preapical de tamafio intermedio y el resto pequefios e irregulares, siendo el cuarto menor
que el tercero. Clipeo crestado en el centro con 7 setas gruesas en su margen frontal;
una seta a cada lado de la porcion posterior de la cresta clipeal. Fosas antenales lindando
con el margen posterior del clipeo. Funiculo con 11 segmentos, el proximal casi el
doble de largo que los otros. Férmula palpar 6.4. Palpos maxilares extremadamente
largos, tanto como la cabeza, con densa pilosidad; el par distal similar en longitud y
menor a la mitad del par precedente. El area posterior (basal) de la maxila con 6 pelos
largos y curvados hacia adelante con forma de J. Pubescencia mayor en el area occipital,

entre y detras de los ojos.

Toérax tipico del género, epinoto suavemente convexo y patas largas. Espiraculo
propodeal con forma eliptica alargada, como una ranura. Glandula metapleural justo
sobre la coxa posterior con su orificio protegido por un mechén de pelos. Peciolo con
forma de escama gruesa y con apice redondeado. Pubescencia dispersa sobre el
mesonoto; abundante pubescencia plateada sobre el pronoto, pleura, epinoto, peciolo y

coxas.

Gastro brillante debido a un tegumento muy ligeramente microesculpido y a una
pubescencia muy dispersa. Apice del gastro con un acidoporo circular y bordeado de
setas. Largas setas en los esternitos gastrales; presencia de setas dispersas dorsalmente

solo en los tergitos mas apicales.

38



Paratipo obreras (Tabla 2.1): dependiendo de la procedencia de la muestra, las

obreras muestran variaciones biométricas. Tomando el tamafio corporal como ejemplo,
la mayor diferencia se da entre las obreras de las poblaciones de BRN y AZN (longitud
del torax: 2.13 + 0.03 vs 1.77 + 0.02, respectivamente). También aparecen diferencias

entre las obreras en la presencia y nimero de setas y dientes.

Paratipo hembras (Tabla 2.2): esta especie presenta dos tipos de hembras

reproductoras que se describen por separado.

Hembra braquiptera: misma distribucion de color que las obreras, pero con

cabeza, torax y gastro mayores; cabeza mdas cuadrada y escapo mds corto. Ojos
compuestos y ocelos normales. Fuertes mandibulas ligeramente estriadas, con el diente
apical mas puntiagudo y desarrollado que su correspondiente en las obreras; el segundo
diente de tamafio intermedio; los otros dientes pequefios y cortos. Torax no tan
desarrollado como el de las hembras macropteras, pero mucho mas desarrollado que el
de las hembras ergatoides (Amor et al. 2011). Escudo, escutelo y metanoto pequefios
pero bien diferenciados. Alas fragiles con nerviacion débilmente marcada; tégulas y
tocones del segundo par de alas patentes. Patas relativamente més cortas que en las

obreras. Peciolo escuamiforme grande, ancho y con 4pice redondeado.

Gastro similar al de las obreras pero de mayor tamafio. Pubescencia mas

dispersa.

Variabilidad: pequefias diferencias en el tamafio del mesonoto y en el grado de

desarrollo del torax.
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Obreras de C. tartessica (n = 181)
Variable media + SE
Longitud de la cabeza 1.23 +0.01
Anchura de la cabeza 1.15 £ 0.01
Longitud del escapo  1.47 £ 0.01
Longitud del torax 1.94 + 0.01
Longitud del fémur  2.03 +0.01

IC 93.6 +0.23
IE 128.1 £0.57
LF/LT 1.05 + 0.004
AC/LT 0.59 +0.002

Tabla 2.1. Medidas en milimetros de las obreras de C. fartessica. (C1 = indice cefélico; SI =
indice escapular; LF = longitud del fémur; LT = longitud del téorax; AC = anchura de la cabeza).

Hembra ergatoide: muy parecida a la obrera y dificilmente distinguible de ella a

simple vista. Escapo mas corto que el de las obreras. Torax ligeramente desarrollado
con escudo, escutelo y metanoto muy pequefios. Sutura entre escudo y escutelo muy
poco marcada. Escudo sin tégulas o con dos tégulas muy pequefias. A veces con un par
de tocones muy pequeios en el lugar de insercion del segundo par de alas. No desarrolla
alas. Metanoto arqueado y arrugado. Patas y peciolo de tamafio intermedio al de las

braquipteras y obreras.

Hembras de C. tartessica

Braquiptera Ergatoide
Variable media +SE n media +SE n
Longitud de la cabeza  1.26 +0.05 7 1.20+0.03 15
Anchura de la cabeza  1.33 £0.02 24 1.13+0.007 46
Longitud del escapo 1.25+0.02 10 1.30 £ 0.01 15
Longitud del torax 2.25+0.03 25 1.90+0.02 47
Anchura del mesonoto  0.86 + 0.02 25 0.52+0.005 47
Longitud del fémur 1.64 +0.02 23 1.75+0.01 46
IC 104.45 £5.07 7 9489 £3.11 15
IE 96.23 £ 2.13 7 11558 +£1.21 15

Tabla 2.2. Medidas en milimetros de las hembras de C. tartessica, braquipteras y ergatoides.
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Paratipo machos (Tabla 3): cabeza, escapo, térax y coxas de color negro mate;

funiculo, patas y gastro de color dmbar. Alas grandes, ligeramente marrones y con

nerviacion fuertemente marcada.

Cabeza ovoide y pequefia. Ojos compuestos ovoides, grandes y prominentes en
los margenes de la mitad superior de la cara; ocelos grandes y prominentes también.
Capsula cefalica con una ligera prominencia en el margen occipital por detras de los
ocelos. Mandibulas con forma de pala, pequeiias, fragiles y sin estriaciones, terminadas
en un diente apical pequeno. Funiculo con doce segmentos, los dos mas basales algo

mas largos que los demas.

Térax masivo, con escudo y escutelo bien desarrollados; metanoto pequeio.
Placas pleurales estriadas cerca de las inserciones alares. Peciolo escuamiforme grande
y grueso, con apice ligeramente bilobulado. Escudo, escutelo y metanoto con
pubescencia muy dispersa. Setas dispersas en el escudo. Pubescencia abundante en el

pronoto, epinoto, pleuras, coxas y peciolo.

Gastro cilindrico densamente microesculturado y con pubescencia media;

Esternitos con numerosas y largas setas; terguitos sin setas.

41



Machos de C. tartessica (n =29)

Variable media + SE
Longitud de la Cabeza 1.18 £0.01
Anchura de la cabeza 1.29+0.03

Longitud del escapo 1.43 £0.02
Longitud del torax 2.63+0.03
Anchura del mesonoto 1.39+£0.02
Longitud del fémur 2.04+0.1
Longitud de las alas 4.77 +0.05
Anchura de la placa subgenital  0.59 +0.01
Anchura de la sagita 0.55 +0.006
Longitud de la sagita 0.96 + 0.009
Longitud del estipite 0.89 +0.007
Longitud de la volsela 0.74 £ 0.007
IC 109.23 +1.92
IE 111.39 + 1.54

Tabla 3. Medidas en milimetros de los machos de C. tartessica.

Genitalia (Fig. 2.1): estipite elongado y oval con abundantes setas, y con un
pequeino proceso digitaliforme en su base. Volsela y lacinia rectas y paralelas. La sagita
es dos veces mas larga que ancha, teminada en un pico curvo y con 7 (6-8) dientes
pequefios en su arqueado margen interno. La placa subgenital es ancha, concava y
bilobulada posterolateralmente, con un escotadora interlobular en su margen posterior;

con numerosas setas en su cara externa.

Variabilidad: la extension del color negro varia entre los machos Yy,
particularmente, el escapo, normalmente negro, puede ser ambar. El primer segmento
funicular y gastral puede ser negro en algunos machos. La genitalia es muy uniforme;
existen pequefias diferencias en el nimero de dientes sagitales y, en algunos machos no

aparece la escotadura de la placa subgenital.
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0.2 mm

Figura 2.1. Imagenes a microscopio electronico de barrido de la genitalia de los machos de C.
tartessica: a) estipite, b) sagita, c) volsela y lacinia, d) placa subgenital.

Afinidades

Se trata de una especie muy cercana filogenéticamente a C. floricola. También son
especies muy similares ecologicamente: las dos anidan sobre suelos arenosos en zonas
aridas, sus obreras son monomorficas, se reproducen por fisidn y sus nidos,
monoginicos, estan liderados por una reina que puede ser braquiptera o ergatoide (Amor

et al. 2011).

Aparte del color, caracteristica que las distingue con facilidad, existen otras
diferencias biométricas remarcables, especialmente entre sus sexuados. Las obreras de
C. tartessica nov. sp. aunque similares en tamafio corporal a las obreras de C. floricola
(~5 mm), se diferencian de ellas en sus proporciones corporales (MANOVA, Pillai =
0.94, Fo,07 = 340, p<10?), siendo el indice escapular (IS) la variable cuya varianza

quedé mejor explicada por las dos especies (R* ajustado = 0.71; indice escapular: 128.1
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+ 0.57 (n = 181)C. tartessica vs 97.54 + 0.76 (n = 36¥. floricola; Fg07= 534.7,
p<10°).

Las hembras braquipteras @Getartessica nov. sp. son mayores que las@e
floricola (longitud del térax: 2.25 + 0.03 (n = 25) vs 1.97 02 (n = 16),
respectivamente, test de Student: t = 638330°) (Fig. 2.2a).

Los machos dé&. tartessica nov. sp. son también significativamente mayores
que los deC. floricola (longitud del torax: 2.63 + 0.03 (n = 29) vs 220.01 (n = 23)
respectivamente; test de Student: t = 9p#10°) (Fig. 2.2b y Fig. 2.3).
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Sus apéndices copuladores son también mayores (MANOVA, Pillai = 0,87, Fs_49
=67.97, p < 10), siendo la anchura de la sagita la variable cuya varianza resulté mas
explicada por las dos especies, (R* ajustado=0.80; 0.55 + 0.006 (n=32), C. tartessica vs
0.42 + 0,005 (n=23), C. floricola; Fs.so = 221.59, p<10®). Ademas, la escotadura de la

placa subgenital esta presente en el 53.1% de los machos de C. fartessica nov. sp. frente

al 4.3% de los machos de C. floricola que la tienen (Chi cuadrado de Pearson: y*; =

14.46, p<107) (Figura 2.4).

0.2 mm

T

Figura 2.4. Diferencias entre las placas subgenitales de C. tartessica (a) y C. floricola
(b). La de C. tartessica es de mayor tamafio y presenta en su zona central una acusada
depresion.
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Discusion

El aspecto fisico de las obreras del género Cataglyphis es muy homogéneo,
pudiéndonos a veces inducir a error en su identificacion. Un ejemplo de ello es que
hasta 1993 las obreras del morfo bicolor de C. floricola se consideraban C. rosenhaueri
Santschi, 1925, y las del morfo negro, C. ibericus Emery, 1906, ambas del grupo de C.
albicans (Agosti 1990; Tinaut 1993). La estrecha similitud morfolégica entre estas
especies sugiere una fuerte convergencia adaptativa a condiciones medioambientales
parecidas.

C. tartessica nov. sp. y C. floricola son dos especies endémicas del suroeste de
Espana con rangos de distribucion muy pequeiios (Fig. 2.5), y filogenéticamante muy
cercanas. Los fuertes cambios geomorfologicos que han tenido lugar en torno al actual
estuario del Guadalquivir durante el Pleistoceno (Goy et al. 1994; Salvany y Custodio
1995; Zazo et al. 2005; Salvany et al. 2010) pudieron haber propiciado la fragmentacion

y aislamiento de poblaciones de Cataglyphis de la zona, originando fen6menos de

especiacion.
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Figura 2.5 Mapa con la distribucion de C. tartessica (puntos rojos) y C. floricola (puntos
negros)
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Si no fuera por su diferente coloracion, C. tartessica 'y C. floricola pasarian por
especies cripticas, en el supuesto de que hubiesen sido detectadas y taxondmicamente
diferenciadas. La asociacion de C. tartessica nov. sp. con lugares mas abiertos y C.
floricola con lugares de mayor cobertura (Carpintero et al 2002) necesita ser revisada a
la luz de los actuales conocimientos sobre la distribucion de ambas especies, que
muestran a C. tartessica nov. sp. como residente frecuente de zonas con cobertura
arborea (como por ejemplo, en los pinares de Hinojos, de Villamanrique de la Condesa,
de Aznalcazar y de Alcald de Guadaira). Conocer si el color constituyé un cambio
adaptativo de relevancia, o no, resulta basico para la interpretacion del reciente proceso

evolutivo acaecido entre ambas especies.

El nombre de esta especie procede de su distribucion, parecida a la que se
supone que ocupo el antiguo reino de Tartessos en el sudoeste de la Peninsula Ibérica
(Lopez-Davalillo 1999; Fig. 2.6), la mas antigua civilizacion de occidente segun

Herodoto de Halicarnaso (siglo V a.C.).
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/\/l\< i Area de influencia de Tartessos

Figura 2.6. Area aproximada de la extension e influencia del Reino de Tartessos en el sudoeste
de la Peninsula Ibérica (fuente Wikipedia).
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Segunda parte

Ecologia

Cataglyphis tartessica es una especie de la que, excepto sobre su alimentacioén y
comportamiento social, no existen estudios generales sobre su ecologia. Asi, en esta
segunda parte nos proponemos como objetivo estudiar las adaptaciones de esta especie
termofila a su medio ambiente. Para ello, esta segunda parte la dividimos en tres
capitulos. En el primer capitulo trataremos de ofrecer una visiéon general sobre temas
basicos de su ecologia, como su tipo de distribucion, la evolucion estacional de la
demografia de sus nidos, su alimentacion y su modo de forrajeo. En el segundo capitulo
estudiaremos los papeles desempefiados por la temperatura del suelo y la elevacion solar
en la regulacién de sus ritmos, diario y estacional, de actividad. En el tercero
estudiaremos el sistema de reclutamiento desplegado por sus forrajeras ante presas que,
por su tamafo, no son capaces de transportar al nido sin la colaboracién de otras
obreras, una novedad en Cataglyphis, a las que se suponian hormigas con estricto

forrajeo individual.
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Capitulo 3

Aspectos ecologicos basicos de C. tartessica

Introduccion

Tanto el tipo de alimentacién como el lugar de anidamiento constituyen recursos muy
importantes para el conocimiento de la ecologia de las hormigas. Debido a que los
insectos son esencialmente organismos recolectores, el tipo de comida que consumen va
a estar muy relacionado con el tamafo, localizacion y forma de distribucion de sus

colonias (Bliithgen y Feldhaar, 2010).

En las hormigas, como en los insectos en general, existen diferencias en cuanto a
requerimientos alimenticios entre las etapas juveniles del desarrollo y los adultos. Asi,
las proteinas y lipidos son requeridos para el crecimiento de las larvas, el desarrollo
ovarico y la produccion de huevos, mientras que, para el metabolismo de los adultos y
la produccion de esperma por los machos, son los carbohidratos los que van a jugar un
papel esencial, fundamentalmente como fuente de energia (Nation 2002; Markin 1970).
Sin embargo, a dia de hoy es poco lo que se conoce sobre los requerimientos minimos
nutricionales de las hormigas ni como, las que presentan dietas mas restringidas,
consiguen los micronutrientes necesarios para su metabolismo (Bliithgen y Feldhaar

2010).

Las especies de Cataglyphis son, principalmente, hormigas recolectoras de
cadéaveres de artropodos (Délye 1968; Wehner et al. 1983; Cerda 1988; Cerda et al. 1989;
Cerda y Retana 1997). Sin embargo, se considera que la alimentacion de C. tartessica es
excepcional dentro del género al tener un producto vegetal, como son los pétalos, como
principal fuente de alimento (Cerda et al. 1992, 1996). El conocimiento de la distribucion de
esta especie nos permitio estudiar qué presas recolecta y sus posibles preferencias

alimenticias.
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Mantener estable las condiciones microclimaticas, al menos parcialmente, es una
caracteristica importante de muchos insectos sociales (Wilson 1971). Al carecer de alas, las
hormigas no son capaces de ventilar sus nidos abanicandolos a la manera de las abejas y
avispas. Anidar bajo el suelo, ademas de conferir proteccion frente a depredadores, podria
actuar de aislante frente a las temperaturas superficiales, reduciendo ademas la oscilacion diaria
de ésta. Esto seria especialmente importante en hormigas que, como las Cataglyphis, viven en
lugares de alta insolacion y elevadas temperaturas. Mediante el seguimiento de la profundidad
de los nidos a lo largo de la estacion de actividad de C. fartessica y del registro de la
temperatura superficial a 50 cm de profundidad, nos propusimos comprobar si la hormiga ajusta

la profundidad del nido en funcion de la temperatura.

Material y métodos

Distribucion de nidos

Para el estudio de la distribucion espacial de los nidos de C. tartessica se
confeccionaron, durante los meses de julio y agosto del 2006, 5 mapas de nidos de 5x5
m en Villamanrique de la Condesa, Sevilla (en adelante VMC), en la Reserva Biologica
de Dofiana, Huelva (en adelante RBD) y en Aznalcédzar, Sevilla (en adelante AZN).
Ademas, realizamos siete mapas mas de 5x5 m, en una misma parcela de AZN,
repartidos entre el 26 de Abril al 4 de Septiembre de 2008. Para la localizacién de los

nidos se usaron cebos de galleta con una distancia entre ellos de un metro.

El patréon de distribucion de la especie lo obtuvimos, con los datos extraidos de
los mapas, del test estadistico de Clark y Evans (1954) basado en la distancia al vecino
mas proximo. Para limitar efectos de bordes, utilizamos la correccion de Donnelly
propuesta por Sinclair (Sinclair 1985). El método, en pocas palabras, consiste en
comparar la distancia media entre los nidos, tomadas entre aquellos més préximos entre
si, con un valor esperado de distancia si la distribucioén de estos nidos fuese al azar. De
esta comparacion obtenemos y valor R. Si R no es significativamente distinto a 1, la
distribuciéon encontrada estd distribuida al azar; si, por el contrario, lo fuese, la

distribucion seria regular (sobredispersa), para valores de R>1, o agregada para valores de
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R<1. A fin de comprobar estadisticamente la significacion de R, lo estandarizamos, obteniendo
de ello un nuevo valor C. Finalmente, haciendo uso de las tablas de la distribucion normal,

comprobamos la significacion del pardmetro C.

La evolucion estacional de la actividad de C. tartessica (nimero de nidos activos
por dia del afio) se estudié en VMC en 2008. Para ello se levantaron 12 mapas de 35x4
m entre los meses de marzo y octubre (cada 10 dias en mayo y quincenales en junio y
julio; el resto uno al mes) en los que se marcaron todos los nidos activos encontrados.

Las distancias a los nidos mas préximos se compararon entre parcelas diferentes
y, para una misma parcela, entre diferentes meses, mediante el andlisis de medias de

ANOVA.

Para conocer la persistencia temporal de las colonias, es decir, si su ubicacion es
o no estable a lo largo de la estacion de actividad, se marcaron 35 nidos en julio de 2007
en VMC. Los nidos fueron visitados en 28 ocasiones hasta agosto de 2008. La
ocurrencia de cambios de entrada de los nidos fue anotada, midiéndose la distancia entre
su nueva posicion con la anterior. Los datos fueron analizados mediante el test de
supervivencia de Kaplan — Meier. Ademads, 10 de estos nidos fueron sometidos a
observacion durante 8 dias entre agosto y septiembre, por espacio de 30 minutos al dia y
a horas diferentes, con la finalidad de detectar la ocurrencia o no de comunicacion entre

nidos por medio de transportes sociales.

Evolucion demogrdfica de las colonias

Un total de 99 nidos fueron excavados entre 2006 y 2010 en la RBD. Todos los nidos
fueron trasladados al laboratorio donde los adultos y la progenie (paquetes de huevos,
larvas y capullos) fueron contados. Mediante ANOVA analizamos las diferencias, en
cuanto al niimero de obreras, entre tres periodos de tiempo, en base a la presencia de
sexuados: Antes de su presencia (meses de marzo, abril y mayo), durante su presencia
(junio y julio) y después de su presencia (agosto, septiembre y octubre). De 52 de estos
nidos, repartidos de marzo a octubre, entre 2006 y 2010, se tomaron datos de su
profundidad méxima. Mediante data logger, registramos de forma continua, cada hora y
durante un afio, a partir de mayo de 2007, valores de temperatura a 50 cm de

profundidad, en la superficie y a Im de altura, en la RBD.
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Alimentacion

Un total de 334 forrajeras portando presa fueron capturadas, y sus presas retiradas, en 4
parajes diferentes de su area de distribucion durante el mes de mayo de 2010 y los
meses junio y julio de 2011. Los parajes elegidos fueron: un herbazal con algin
eucalipto en sus margenes, en ALC, un matorral de Retama sphaerocarpa en Bornos,
Cédiz (en adelante BRN), un pinar de Pinus pinea, en VMC y un matorral de Halimium
halimifolium en la RBD. En ALC se tomaron presas en dos puntos proximos entre si.
Uno de ellos en las cercanias de una fuente de cdccidos (eucaliptos infectados por
hemipteros cocoideos) y el otro a una distancia de 100 m del anterior y alejado de la
infeccion. El rango de presas recolectadas por lugar y mes estuvo comprendido entre 22

y 61. Las obreras fueron liberadas de inmediato en su lugar de captura.

Una vez retiradas las presas a las forrajeras, se llevaron al laboratorio donde se
identificaron y se midieron (a la décima de mm) y pesaron (a la décima de mg). Con
ellas se establecieron tres categorias: 1.- caddver de artrépodo, 2.- resto vegetal,
frecuentemente pétalo de flor y 3.- misceldnea, consistente en presas variadas poco

frecuentes, como pequefios excrementos, o bien presas no identificadas.

Modo de forrajeo

Un total de 42 forrajeras de 8 nidos diferentes fueron marcadas con un punto de color en
el abdomen, usando para ello rotuladores uniPAINT, en la RBD, AZN y ALC, en los
meses de mayo y junio de 2007 (RBD y AZN) y en mayo de 2011 (ALC). Para cada
individuo registramos la orientacion de 2 a 18 direcciones de forrajeo, monitorizadas
hasta 9 dias. Para ello consideramos 8 sectores posibles, cada uno de 45° ayudandonos
con grabaciones de video. A 27 de ellas, distribuidas por los 8 nidos, se les registraron
ademas los tiempos de forrajeo y de descanso dentro del nido y, mediante seguimiento,
el tipo de alimento recolectado por la obrera. La temperatura del suelo fue registrada
mediante data logger. Los tiempos de forrajeo (log-trasformados) se analizaron
mediante ajuste a un modelo lineal general con Statistica 6.0 en el que el nido y
forrajera se incluyeron como factores aleatorios anidados. Todos los resultados se dan

como medias + S.E, excepto que se indique otra cosa.
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La distancia media de forrajeo se calculd, en ALC, a partir de tres medidas

tomadas de 14 forrajeras diferentes marcadas.

Resultados

Distribucion de nidos

El analisis de la distancia al vecino mas proximo di resultados no significativos tanto
entre las distintas parcelas de muestreo (ANOVA de una via, efecto parcela: Fi ¢ =
0.712, p = 0.59) como, para una misma parcela, entre los distintos meses del periodo de
actividad anual de la especie (ANOVA de una via, efecto mes: Fs 99 = 1.10, p = 0.36).
Ademas, los nidos de C. fartessica mostraron una distribucion no significativamente
distinta a la del azar (Tabla 3.1). La distancia media entre nidos fue de 0.78 + 0.08 m, y
la densidad 0.57 + 0.03 nidos/m’.

Localidad Fecha D.alV.masP. nidos/m’ C P

RBD-A 5-7-06 0.8 0.64 097 0.17
RBD-B  9-8-06 0.81 0.44 -0.37 035
VMC-A 8-7-06 0.84 0.44 -0.15 044
VMC-B 15-7-06 0.98 0.56 1.28 0.10
AZN -1  26-4-08 0.61 0.56 -1.23  0.11
AZN -2 22-5-08 0.79 0.6 0.62 0.27
AZN-3  9-6-08 0.83 0.6 094 0.18
AZN -4 23-6-08 0.71 0.76 0.84 0.20
AZN -5 10-7-08 0.76 0.56 0.09 0.46
AZN-6  1-8-08 0.72 0.56 -0.32 037
AZN-7  4-9-08 0.77 0.6 041 0.34

Tabla 3.1 Resultados del estudio sobre el tipo de distribucion de C. tartessica mediante
levantamiento de mapas de nidos 5 x 5 m y aplicando la técnica de la distancia al vecino mas
proximo. En la localidad, la terminacion A y B indica dos emplazamientos distintos del mapa de
nidos dentro de la misma zona. La terminacidon numérica indica que los mapas de nidos se
hicieron exactamente en el mismo emplazamiento. En todos los mapas la distribucion fue al
azar (p>0.05).
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Del seguimiento de 35 colonias marcadas durante un afio obtuvimos que la
proporcion acumulada de colonias que permanecieron en su sitio, al finalizar el periodo
de observacion, fue de 0.77 £ 0.07, lo que, junto a no observarse ninguna actividad de
recolocaciéon de nidos, sugiere que la mortandad local para ese afio fue de

aproximadamente el 23%.

Durante el seguimiento de las colonias se observaron, ademas, 33 cambios de
localizacion de la entrada del nido. Estos cambios, de 23.09 £ 1.74 cm, estuvieron muy
repartidos entre ellas. Ocasionalmente se observaron nidos con dos bocas activas
abiertas. Fuera del periodo de reproduccion colonial (junio-julio) no se observaron

transportes sociales entre colonias.

Periodo de actividad y variaciones estacionales en el niumero de nidos

Los resultados del estudio sobre la evolucion estacional del nimero de nidos activos
realizado en VMC mostraron que C. fartessica es activa durante las estaciones de
primavera y verano. Tras un periodo de total inactividad en invierno, se observan las
primeras hormigas forrajeando al final del mes de Marzo. El niimero de nidos activos
fue aumentando regularmente hasta su estabilizacion en el mes de mayo. A partir de
junio, el numero de nidos activos volvid a aumentar hasta llegar a un maximo en julio,
que se mantuvo en agosto. En septiembre se inici6 un descenso en el nimero de nidos
en actividad hasta su desaparicion en octubre, mes en el que terminan su periodo de

actividad estacional retornando a la diapausa invernal (Fig. 3.1).
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Figura 3.1 Resultados del estudio sobre la variacion estacional de nidos activos realizado en
VMC de marzo a octubre de 2008. La flecha indica el comienzo, a principios de junio de la
época de reproduccién por fisién de las colonias (como referencia, el dia 200 se corresponde
con el 19 de julio).

Composicion y variacion estacional de la demografia colonial.

Del anélisis de la demografia de las colonias, encontramos que éstas siempre
estuvieron liderados por una sola reina (colonias con una reina: 73.6%; colonias sin
reina: 26.4%; n=72). Mas aun, encontramos que las colonias podian estar lideradas por
dos morfos distintos de reina: a) braquiptera: un tipo de reina que, aunque desarrolla
alas, no puede volar, y b) ergatoide: un tipo de reina que nunca desarrolla alas y que es

muy semejante en tamafio y aspecto a las obreras.

De las colonias con reina, encontramos que en el 47.2% de los casos ésta fue
braquiptera, mientras que en los restantes 52.8% lo fue ergatoide. Para obtener estas
proporciones descartamos los nidos sacados con anterioridad a 2008, ya que fue a
principios de este afio cuando descubrimos la existencia de reinas ergatoides y pudimos

caracterizarla con precision.

Respecto a la evolucion demografica anual de las colonias, encontramos que el
numero de obreras de C. tartessica sigue una distribucion con forma de V, opuesta a la
de la progenie (Fig.3.2). En marzo-abril salieron de la hibernacion con un nimero

medio de obreras por nido de 351 £ 92 (media = SD; n = 9), comenzando en mayo la
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produccion de progenie. El numero de obreras fue descendiendo progresivamente hasta
junio (126 + 106 obreras; media £ SD; n = 61), mientras que el nimero larvas y
capullos aument6. En junio — julio, junto a la producciéon de sexuados, eclosionaron
numerosos adultos, con lo que el nivel poblacional comenzd a recuperarse, hasta
alcanzarse una media de 264 + 24 obreras por nido (media + SD; n = 10) en septiembre-
octubre, coincidiendo con la finalizacion de la produccion de crias y el comienzo de la

diapausa invernal.
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Figura 3.2 Variacién estacional del nimero de obreras (cuadrados) y crias (rombos) en los
nidos de C. tartessica. Las crias son la suma de paquetes de huevos, larvas y capullos de
obreras.

El analisis ANOVA de diferencias intra-anuales en el nimero de obreras de los nidos,
agrupando a éstos en tres fases del ciclo de actividad de C. fartessica: antes, durante y después
de la produccion de sexuados, dio resultados muy significativos (ANOVA, F; o6 = 13.11; g.l. =
2; p < 0.0001). El nimero de obreras por nido desciendi6 durante el periodo reproductivo,
pasando de 272 + 40.3 en la etapa previa a la produccion de sexuados, a 129.1 + 13.1 durante

esta etapa. Posteriormente la poblacion recupero sus niveles iniciales (Fig. 3.3).
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Figura 3.3 Tamafio medio de los nidos (= SE) en tres periodos del ciclo anual de actividad de
C. tartessica: antes de la aparicion de los sexuados (marzo — mayo), durante la aparicion de
sexuados (junio — julio) y tras el periodo de sexuados (agosto — octubre). Diferentes letras
denotan diferencias significativas.

El marcado descenso poblacional registrado en junio coincidio con el periodo de

reproduccion por fision de las colonias.

Respecto a la evolucion anual de la profundidad de los nidos de C. fartessica,
encontramos una alta correlacion positiva entre ésta y la temperatura existente a 50
centimetros de profundidad (profundidad del nido = -6.387 + 2.2411*temp o5 cm; T =
0.92, p =0.001; Fig. 3.4).

Alimentacion

Los resultados mostraron que C. tartessica recolectd mayoritariamente cadaveres de
artropodos, llegando éstos a superar, en el mes de junio, el 90% de las presas en ALC y
VMC (Fig. 3.5 y Fig. 3.6). Del total de cadaveres de artropodos, el de hormiga resultd
ser la presa mayoritaria (50.0%). También recolectd pétalos de flores de plantas
herbaceas de floracion primaveral (Geranium, Erodium y Tuberaria) y de matorrales
como Halimium commutatum 'y Halimium halimifolium, este Gltimo de floracion estival.

En la RBD, los pétalos de H. halimifolium fueron la presa mayoritaria en junio (58.1%).
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Figura 3.4 Relacion entre la variacion estacional de la profundidad de los nidos de C. tartessica
con la temperatura existente bajo el suelo a 50 cm de profundidad. Cada punto representa la
media (= SE).Los numeros sobre las barras de ES de los valores medios de profundidades de los
nidos indican el tamafio de la muestra (n). Los ES de los valores medios de las temperaturas son
muy pequeflos, y no aparecen en la grafica debido a que se calculan sobre un ntimero muy alto
de valores (n = 720 por mes)
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Figura 3.5 Presas recolectadas por C. tartessica (en %) en cuatro parajes distintos: un herbazal
(ALC), un matorral de Retama (BRN), un pinar (VMC) y un matorral de Halimium (RBD)
durante el mes de mayo de 2010 y los meses junio y julio de 2011. junio(1) y julio(2), en ALC,
hacen referencia a dos puntos de muestreo distantes entre si 100m, estando el primero préoximo
a eucaliptos infectados con coccidos.
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Figura 3.6 Composicion de la dieta de C. fartessica. Se muestra la frecuencia relativa de las
diferentes categorias de presas so6lidas recolectadas en VMC el 19/6/2011 (n = 22).

El tamafo y peso de las presas recolectadas fue de 3.6 = 0.11 mm, n =334y 1.7

+ 0.14 mg, n = 266, respectivamente.

Modo de forrajeo

Del total de hormigas marcadas, el 15.4% dedicaron su actividad a la
recoleccion de néctar de flores de los géneros Euphorbia, Paronychia y Loeflingia,
mientras que el restante 84.6 % de forrajeras se dedicaron a la busqueda y recoleccion

de presas solidas.

En el registro de las direcciones de forrajeo se encontraron dos tipos de
comportamientos: a) el de obreras que realizaron trayectos en torno al nido y b) las que
se alejaron de ¢él. Las obreras pertenecientes al primer grupo (en nuestro estudio, el 18%
de las forrajeras) se mantuvieron muy proximas al nido (hasta 2 m de distancia) a veces
buscando presas y otras no, mientras que las del segundo grupo se dirigieron siempre
hacia un mismo sector del terreno, al que sometian a exploracién en sucesivas visitas.
La distancia de forrajeo encontrada, a partir de forrajeras del segundo grupo, fue de 7.05

+0.93 m, n=42.

Los tiempos de forrajeo y descanso resultaron ser de 14 min 48 seg + 48 seg y

13 min 03 seg + 62 seg, respectivamente (media + SE), y la eficacia recolectora de
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presas solidas fue del 23.4% (n = 201 entradas de obreras vigiladas), con una

temperatura media de la superficie del suelo, en el mes de mayo, de 48.5 °C.

En el modelo lineal general (glm), con variable respuesta el tiempo de forrajeo,
resultaron ser muy significativos los efectos tanto del tipo de presa (liquida o so6lida)
recolectada por la obrera como el de la obrera encargada de su recoleccion (glm: Fy 173 =
9.95; p = 0.002 y Fi2173 = 2.91; p = 0.005, respectivamente), mientras que resultd
discretamente significativo el efecto del nido (glm: F,,73 = 5.33; p = 0.02), y no
resultaron significativos los efectos de la temperatura de la superficie del suelo ni la
variable forrajera(nido) (glm: F;;73 = 0.01; p = 091 y F¢173 = 0.27; p = 0.95,
respectivamente), indicando esto ultimo un comportamiento homogéneo, en cuanto a

sus forrajeras, en los diferentes nidos.

En el andlisis de los tiempos de forrajeo no se incluyeron los tiempos de

descanso, ya que ambos tiempos resultaron estar positivamente correlacionados (F;, 149

=24,2; p < 0.0001).

Discusion

Nuestros resultados muestran que C. tartessica es una especie de hormiga que, en los
lugares donde habita, lo hace formando agrupaciones muy densas de nidos. La pérdida
de la dispersion aérea podria ser la causa de estas elevadas densidades. Sus espacios de
forrajeo estan muy solapados al ser la distancia de forrajeo unas diez veces superior a la
distancia al nido vecino mdas proximo. La distribucion al azar de sus colonias no
evidencia competencia intraespecifica, lo cual sugiere que, como ocurre en la mayoria

de las Cataglyphis (Lenoir et al. 2010), C. tartessica no defiende territorio.

Frente a otras especies de Cataglyphis con fundacion colonial independiente,
como por ejemplo C. rosenhaueri, con gran capacidad de colonizacion de nuevos
espacios, las especies con fundacion por fision someten a una mayor explotacion al

espacio en el que viven (Knaden M y Wehner R 2006).
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Los resultados del muestreo realizado en VMC nos muestran a una hormiga con
un periodo de actividad inter-equinoccial primavera-otoflo, similar al de otras
Cataglyphis de la peninsula ibérica como C. ibericus, C. cursor'y C. rosenhaueri (Cerda
et al. 2002; Clemencet 2006; F. Amor observacion personal sobre C. rosenhaueri). El
aumento poblacional registrado partir de junio (Fig. 3.1) estd de acuerdo con los

resultados obtenidos del estudio de las fisiones (ver capitulo 2: la fisién colonial).

Del estudio del cambio estacional de la profundidad de los nidos encontramos una
estrecha correlacion entre ésta y la temperatura, sugiriendo que C. tartessica consigue una
temperatura adecuada y relativamente constante de su microhabitat mediante variaciones de la
profundidad de su nido’ (Fig. 3.4). Asi, para los meses de maximo calor (julio, agosto y
septiembre) la profundidad de los nidos est4 en torno a los 50 cm, a la que le corresponde una
temperatura aproximada de entre 25 y 26 °C sin practicamente oscilaciones, que podria resultar
ser idonea para el nido en esas fechas (Fig. 3.7). Futuros trabajos en los que se incluya ademas
la humedad relativa del suelo como variable nos ayudardn sin duda a entender mejor las

preferencias microclimaticas de esta hormiga durante su periodo de actividad.
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Figura 3.7 Fluctuacion de la temperatura diaria a tres niveles: a) a—0.5mc)aOmyd)al m
del suelo. Los datos estan recogidos en El Martinazo (RBD) los dias 22 y 23 de junio de 2007.
Para esos dias, la profundidad media de los nidos fue de 45.7 cm. Noétese la minima oscilacion
térmica diaria registrada a —0.50 m.

7 . . . . ,
En las extracciones de los nidos, es muy frecuente encontrar a la reina, junto a un buen numero de
obreras, en lo mas profundo de éste.
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La falta de una pauta apreciable en el tipo de presas recolectadas por C.
tartessica durante la primavera y comienzos de verano, momento éste ultimo de la
reproduccién colonial, junto a un aprovechamiento de recursos de disponibilidad
temporal, como son los pétalos de Hamimium halimifolium en verano, en la RBD, u
ocasional, como la recoleccion de caparazones de coccidos ricos en melaza, en ALC,
nos muestran a una especie con un forrajeo oportunista. La alimentacion mayoritaria a
base de cadéaveres de artropodos, posiblemente muertos en las horas de méximo calor,
parece ser mas consecuencia de la pobreza en recursos de los lugares aridos en los que
habita que de sus propias preferencias. Asi, los pétalos de H. halimifolium llegan a
representar hasta el 81.9% de las presas recolectadas en julio por C. fartessica (Cerda et
al. 1992). La observacion de que estos pétalos son eliminados de los nidos, como
basura, en estado seco, sugiere que C. fartessica aprovecha de ellos s6lo sus jugos
floematicos, pobres en proteinas y ricos en hidratos de carbono, justo en una etapa del
ciclo de la hormiga en la que el numero de sus larvas es la més alta (Fig 3.5) y, por
tanto, sus requerimientos proteinicos se consideran maximos (Nation 2002).
Posiblemente, el balance entre la fécil disponibilidad de este recurso, como también
ocurre en ALC con los caparazones de codccidos, junto a la necesidad de hidratos de
carbono por los adultos como fuente de energia (Markin 1970), y todo ello en un
ambiente tan hostil como en el que esta especie habita, lleva a C. fartessica a su

aprovechamiento.

La fidelidad a la direccion de forrajeo encontrada en C. fartessica es frecuente,
tanto en el género Cataglyphis (Wehner et al. 1983; Wehner et al. 2004), como en
Melophorus, su equivalente ecologico en Australia y también perteneciente a la
subfamilia Formicinae (Muser et al. 2005), asi como en Ocymyrmex, un género
sudafricano de la subfamilia Myrmicinae del desierto namibio (Wehner 1987), lo que
sugiere que se trata de una adaptacion del forrajeo a condiciones de temperaturas del
suelo muy altas, donde el uso de sefiales quimicas de orientacion resulta muy costoso o
del todo inoperante (Ruano et al. 2000; van Oudenhove et al. 2011). Lo impredecible de
la localizacion de las presas en los lugares donde habita lleva a las forrajeras de C.
tartessica, y en general a todas las Cataglyphis, a tenerse que alejar del nido muchos
metros en su busqueda, lo que, al no disponer de feromonas de orientacion, favorece la

memorizacion del terreno y, con ello, la fidelizacion de una zona de forrajeo.
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La observacion en C. tartessica de obreras que, una vez que salen del nido,
hacen un itinerario corto sin alejarse de éste, ha sido también descrita en Cataglyphis
bicolor, interpretandose como parte inicial del desarrollo de las forrajeras, encaminado a

la adquisicion de actitudes de navegacion (Wehner et al. 2004).

Los tiempos de forrajeos resultaron ser independientes de la temperatura del
suelo dentro de un rango comprendido entre los 45 y los 60°C, lo que denota su gran
adaptacion al forrajeo en ambientes térmicos extremos (Wehner et al. 1992; Lenoir et al.
1990; Cerda et al. 1998). Para una misma actividad de forrajeo, sea recoleccion de
liquidos o busqueda de presas, resultd significativa la “idiosincrasia” de la obrera, una
caracteristica que resultd estar compartida entre los nidos y que sugiere una valoracion

individual por parte de las forrajeras de los costes y beneficios de su actividad.

Como resumen podemos decir que C. fartessica es una especie muy bien
adaptada a las condiciones ambientales en las que vive. Asi, su distribucién podria ser
consecuencia de su modo de reproducciéon, y ésta, a su vez, podria estar muy
relacionada con los lugares aridos y pobres en recursos en los que habita (Heinze y
Tsuji 1995; Bolton 1986; Tinaut y Heinze 1992). Su alimentacién resulta ser
oportunista, aprovechando recursos locales y /o temporales disponibles, muy dispersos,

que busca de forma individual dentro de un sector bien conocido por ella.

Ademas, como veremos a continuacion, la especie ha retenido capacidad de
reclutamiento, aunque primitivo, que le permite aprovechar presas grandes. También,
como veremos a continuacion, ademas de utilizar la posicion del sol como fuente de

orientacion, lo van a hacer para regular su actividad de forrajeo.
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Capitulo 4

Efecto de la elevacion solar en la actividad de forrajeo

de Cataglyphis tartessica®.

Introduccion

La mayoria de los animales alternan el forrajeo con otras actividades en un espacio
especifico, ambos a escala diaria y anual. Desde una perspectiva ecoldgica y evolutiva,
esta particion del tiempo es importante debido a que potencialmente reduce las
interacciones entre especies simpatricas (Kronfeld-Schor y Dayan 2003). Forrajear a
horas diferentes del dia o durante diferentes estaciones del afio puede, por ejemplo,
evitar la interferencia entre especies competidoras (Alanérd et al. 2001), la predacion
(Fenn y MacDonald 1995) y el parasitismo (Feener 1988; Orr 1992). Los ritmos de
actividad pueden condicionar las interacciones entre especies mutualistas (Boulay et al.
2007; Ranganathan et al. 2010). Determinar las sefiales responsables de los ritmos de
actividad de las especies es, por lo tanto, una cuestion clave para entender la
coexistencia entre las especies. Las comunidades de hormigas estin a menudo
estructuradas mediante un compromiso entre dominancia y termorresistencia, por lo que
las especies que conviven juntas tienen diferentes horarios de forrajeo segun su
jerarquia de dominancia (Albrecht y Gotelli 2001). Esto es particularmente evidente en
los habitats mediterrdneos y subtropicales, donde la temperatura del suelo muestra
considerables fluctuaciones diarias y estacionales (Cerda et al. 1997; Cerda et al. 1998;
Bestelmeyer 2000; Albrecht y Gotelli 2001; Holway et al. 2002; Thomas y Holway
2005).

Las especies pequenas con una limitada termorresistencia a menudo ocupan un
rango dominante en la jerarquia, mientras que las subordinadas forrajean a temperaturas

mas extremas. Por ejemplo, el género Cataglyphis esta formado por un centenar de

¥ Fernando Amor, Patrocinio Ortega, Xim Cerda y Raphaél Boulay. 2011. Solar Elevation Triggers
Foraging Activity in a Thermophilic Ant. Ethology. Aceptado Agosto 2011.
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especies distribuidas exclusivamente por los habitats aridos y semidridos del Viejo
Mundo. A menudo se las consideran especies subordinadas que no son capaces de
defender una fuente de alimento frente a especies competidoras (Cerda et al. 1998). Sin
embargo, estas hormigas han desarrollado numerosas adaptaciones, incluida la
produccion continua de proteinas de shock térmico (heat shock proteins) (Gehring y
Wehner 1995), largas patas que mantienen el cuerpo separado de la superficie del suelo
(Cerdé et al. 1997; Clémencet et al. 2009) y el uso de refugios térmicos (Cerda et al.
2000) que les permiten forrajear a temperaturas, superiores a los 50 °C, que no son

toleradas por las especies dominantes (Lenoir et al. 2009).

El hecho de que una especie presente numerosas adaptaciones a la temperatura
no implica necesariamente que este factor deba ser el factor clave de su actividad de
forrajeo. Sin embargo, la mayoria de los estudios sobre los ritmos de actividad de las
hormigas sugieren que estos estan directamente marcados por la temperatura del suelo.
Por ejemplo, los patrones de actividad diarios en hormigas granivoras cambian entre las
estaciones frias y calidas (Whitford et al. 1981; Azcarate et al. 2007; Cole et al. 2010).
En invierno, las colonias tienen una actividad unimodal alrededor del mediodia. A
medida que la temperatura aumenta durante la primavera y el verano, las colonias
comienzan a forrajear mas temprano y acaban mas tarde, haciendo una larga parada al

mediodia.

Son numerosas las correlaciones registradas entre la actividad y la temperatura
en especies de hormigas no granivoras (Nuss et al. 2005; Yamamoto y Del-Claro 2008;
Chong y Lee 2009) que, aunque proporcionan una importante informacioén, pueden
llevarnos a confusién, porque, a escala geografica local, la temperatura puede
correlacionar con otras variables ambientales tales como la intensidad luminica y la

elevacion del sol.

En un reciente estudio, datos correlacionales fueron combinados con datos
experimentales para mostrar que las entradas y salidas de los nidos de las forrajeras de
Myrmecia pyriformis dependen exclusivamente de la intensidad de luz y no de la

temperatura (Narendra et al. 2010).
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El objetivo del presente estudio fue examinar el papel de la temperatura del
suelo y el de la elevacion del sol en el inicio y fin de la actividad de forrajeo de la
hormiga terméfila Cataglyphis tartessica. Aunque esta especie presenta un rudimentario
sistema de reclutamiento (Amor et al. 2010), las obreras en general se orientan mediante
patrones de luz polarizada, dependientes de la posicion del sol, y del uso de marcas del
paisaje para encontrar el camino de regreso al nido. Por lo tanto, nosotros planteamos la
hipotesis de que el forrajeo puede estar condicionado por marcas solares en vez de
exclusivamente por la temperatura. Primero, mediante modelos lineales generales y
modelos aditivos, examinamos la correlacion entre el volumen del trafico en la entrada
de los nidos con la temperatura del suelo y la elevacion solar media, ambos a escalas
diarias y estacionales. Segundo, examinamos la correlacion entre la hora de apertura y

el cierre de los nidos y la temperatura.

En C. tartessica, las obreras utilizan pequefias piedrecillas y arena para cerrar el
nido al final del periodo diario de actividad. Tal comportamiento puede haber
evolucionado como un sistema de proteccion frente a depredadores y pardsitos
(Holldobler y Wilson 1990). Si las obreras esperan hasta un determinado nivel de
temperatura del suelo para comenzar o finalizar su forrajeo, esperariamos que la
pendiente de la regresion de las horas de apertura/cierre de los nidos frente a la
temperatura no fuese significativamente diferente a cero. Finalmente, de modo
experimental, aumentamos la elevacion solar sobre la entrada de los nidos y
disminuimos la temperatura, y examinamos si esta manipulacion retrasaba el cierre de

los nidos.

Material y métodos

Registro de la actividad de forrajeo

La actividad de forrajeo se midié en un total de 62 nidos elegidos al azar en RBD, VMC
y AZN, localidades muy proximas entre si (< 35 km). Los datos se obtuvieron entre
marzo de 2005 y septiembre de 2009. Cada nido fue observado durante un solo dia,

comenzando como minimo una hora antes de la actividad y terminando una hora
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después de su cese. En 36 de los nidos, el nimero de salidas y entradas se contaron cada
hora durante 10 minutos y extrapolados a una hora. Para los restantes 26 nidos se
registro la actividad total mediante filmacion con una cdmara de video Sony DCR-
SR30. Las obreras dedicadas a trabajos de mantenimiento del nido y que no se alejan de

¢l mas que unos pocos centimetros no fueron tenidas en cuenta en esta medida.

Durante cada sesion de observacion, la temperatura a la entrada del nido se
registro, con precision de 0.1 °C, cada 10 minutos usando HOBO® data loggers. La

temperatura fue promediada por horas.

Variacion estacional de la actividad respecto a la temperatura del suelo y la elevacion

solar.

Con el fin de examinar la correlacion entre la actividad de forrajeo colonial con la
temperatura del suelo y con la elevacion solar, calculamos el trafico total de hormigas
(suma de salidas y entradas al nido) desde las 8:00 a las 20:00 horas solares de 40
colonias de la RBD. Este periodo de tiempo incluye el principio y el final de la

actividad a lo largo del afio.

Las diferencias en cuanto al trafico de hormigas se compararon entre meses
usando modelos lineales (Im) en R (R Development Core Team) en los que el nido fue
la unidad estadistica y el mes fue la variable predictora. Las diferencias fueron
evaluadas mediante retroandlisis de contraste (backward contrast) en los que los meses
con diferencias no significativas se reagruparon progresivamente hasta alcanzar el
minimo modelo adecuado (Crawley 2007). A continuacion, la media de trafico diario
por mes desde marzo a septiembre se sometid a regresion tanto con la media solar
respectiva por mes como con la temperatura media del suelo desde la 8:00 hasta las
22:00 durante los mismos meses. Debido a que el trafico de hormigas probablemente
varia con el tamafio de la colonia, que también varia a lo largo del afio, incluimos el
tamafio medio de las colonias (nimero de obreras) durante cada mes como otro

predictor.

El nimero medio de obreras por mes lo obtuvimos de la excavacion de 36 nidos

en 2008 y 2009 en la RBD. La temperatura media de la superficie del suelo se obtuvo a
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partir del registro de temperaturas desde las 8:00 a las 20:00 de marzo a septiembre de

2007, independientemente del seguimiento de la actividad.

Los datos de temperatura se obtuvieron en dos puntos de la RBD con presencia
de nidos de C. tartessica mediante HOBO® data logger. La elevacion media solar por
mes se obtuvo promediando el dngulo de elevacion solar calculado para cada hora desde
las 8:00 hasta las 20:00 los dias 5, 15 y 25 de cada mes entre abril y septiembre. El
angulo de elevacion solar se obtuvo con la ayuda del software

http://www.susdesign.com/sunangle/index.php.

Aunque los datos de temperatura y elevacion solar se obtuvieron para s6lo un
afio, la media de valores por mes varia poco de afio a afio y asumimos que los datos de

2007 son una buena estimacion para el periodo 2005-2009.

Variaciones diarias de la actividad de las hormigas dependiendo de la temperatura y

de la elevacion solar.

El patron diario de actividad de forrajeo se analiz6 a partir del trafico de hormigas en la
entrada del nido de las 40 colonias previamente mencionadas y seguidas en la RBD mas
datos similares obtenidos entre marzo de 2005 y septiembre de 2009, de 17 y 5 colonias
en AZN y VMC, respectivamente. Los datos se estandarizaron dividiendo el trafico
correspondiente a cada hora por el trafico maximo por hora registrado durante el dia.
Esto nos permiti6 eliminar las variaciones entre estacion y entre nido del total de
actividad. Sin embargo, el patron de actividad todavia varia mucho a lo largo del afio y
es dificil de modelizar mediante regresion polinomial. Por ello, ajustamos un Modelo
Aditivo Mixto Generalizado (GAMM) usando el paquete mgcv de R. El modelo se
ajusto utilizando una distribucion del error cuasi-binomial, con el trafico estandarizado
como la variable respuesta, y la temperatura, elevacion solar y su interaccion como

predictores fijos. La colonia se incluyd como factor aleatorio.

Apertura y cierre del nido

En agosto de 2007 hicimos un seguimiento durante 7 dias consecutivos de la hora de

apertura de 17 nidos en VMC, registrando también la temperatura del suelo en la que
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ésta tiene lugar. Los datos obtenidos se analizaron mediante el ajuste a un modelo mixto
general utilizando para ello el paquete nlme de R. La apertura del nido y la temperatura
del suelo fueron la variable respuesta y el factor fijo, respectivamente. La colonia se
incluyd como factor aleatorio. Si la temperatura provoca la apertura del nido

esperariamos que la pendiente no fuese significativamente diferente de cero.

También seguimos la hora de cierre en la misma localidad entre el 30 de agosto
y el 7 de septiembre de 2007. Cada dos dia, durante ocho, registramos la hora de cierre
y la temperatura a la que se producia, de 10 colonias. Los dias intermedios
manipulamos la elevacion del sol, mediante espejos, en la entrada de los nidos una hora
y media antes del cierre esperado de éstos (Fig. 4.1). Un espejo (M1; 25x30 cm) se
coloco directamente sobre el suelo a aproximadamente 0.5 m de la entrada del nido con
la superficie reflectante hacia arriba y con un angulo de inclinacion sobre la horizontal
a. Un segundo espejo (M2; 25x30 cm) se coloco entre el anterior y la entrada del nido
(N) a2 40 cm de altura y con la superficie reflectante hacia abajo. Mediante dos paneles
de cartulina (P1 y P2) se impidi6 que los rayos del sol incidieran directamente sobre la

boca del nido. Con ello se conseguia aproximadamente doblar la elevacion solar.

La posicion del espejo M1 se fue modificando progresivamente segin el
desplazamiento azimutal del sol. La temperatura fue de unos 2 °C inferior bajo la luz
reflejada. Aun asi, a las hormigas les podia llegar luz polarizada que podrian utilizar

como informacién ya que el espejo superior no les cubria el cielo por completo.

Con la finalidad de comparar la hora y la temperatura de cierre de los nidos con
y sin espejos, ajustamos los datos a un modelo lineal mixto general. Si la elevacion solar
determina la hora de cierre del nido, esperariamos que los nidos bajo manipulacion
cerrasen significativamente mas tarde que los no manipulados. Por el contrario, si es la
temperatura la que provoca el cierre de los nidos, esperariamos que los nidos
manipulados cerrasen significativamente antes que los que no manipulados. Por otra
parte, como en la apertura de los nidos, esperariamos que la pendiente entre la hora de

cierre y la temperatura del suelo no difiriera significativamente de cero.
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M2

Figura 4.1 Disefio experimental para modificar el angulo de elevacion solar en el nido (N). Los
rayos solares se reflejaron por medio de los espejos M1 y M2. Dos paneles de cartulina (P1 y
P2) impidieron la llegada a N de rayos directos del sol. El angulo a se fue modificando durante
el experimento a fin de mantener una elevacion aparente del sol doble que la real.

Resultados

Variaciones estacionales en la actividad de C. tartessica

La actividad estacional de C. fartessica puede ser dividida en tres periodos (Fig. 4.2; Im:
F=16.09, df=2, p<0.0001). Al comienzo de la estacion (marzo-abril), el rango de trafico
a la entrada del nido oscila entre 30 y 270 entradas y salidas de forrajeo por dia. A partir
de ahi, el trafico de hormigas se incrementa significativamente a mas de 1300
movimientos por dia entre mayo y julio (t=5.57, p<0.0001). Agosto y septiembre
marcan el final de la estacion de actividad con un descenso significativo del trafico de
hormigas (t=-3.17, p<0.01). La temperatura del suelo durante el dia también se
incrementa lentamente durante la primavera y alcanza su maximo en julio y agosto,
aproximadamente un mes después del pico de maxima actividad de C. fartessica. Como
resultado, el trafico de hormigas a lo largo del afio no resultd significativamente
correlacionado con la temperatura del suelo (Im: Fis= 0.46, p=0.5259, R*= 0.08)
incluso cuando se tuvieron en cuenta las variaciones en ¢l tamafio de la colonia (Im:
Fi3= 2.52, p=0.2104, R’=0.56). Por el contrario, el trafico de hormigas estuvo
correlacionado con los valores promedios de los dngulos de elevacion solar entre las

8:00 y las 22:00 horas, tanto si el tamafo de la colonia se tuvo, o no, en cuenta (Im:
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Fiz= 9.09, p=0.0181, R’=0.92 y Fis= 8.33, p=0.0343, p=0.0343, R’=0.63,

respectivamente).
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Figura 4.2 Variacion en el trafico diario de hormigas (suma de entradas y salidas) en la entrada
del nido entre las 8:00 y las 20:00 horario solar a lo largo del afio, en relaciéon con el rango
promedio de temperaturas del suelo (minimo y méximo; cuadrados rojos) y el promedio de
elevacion solar (circulos amarillos).

Variaciones diarias en la actividad de C. tartessica

El trafico de hormigas también varié ampliamente a lo largo del dia. El analisis GAMM
llevado a cabo con la actividad estandarizada explicdé una porcidon relativamente
pequefia de la varianza (R*=0.34). Los resultados indicaron que la temperatura por si
sola no afectd significativamente al trafico en la entrada del nido (Fig. 4.3; df=1.0,
F=0.75, p=0.39). Sin embargo, ambos, la elevacion solar y la interaccion entre la
elevacion solar y la temperatura tuvieron un efecto significativo en el trafico de
hormigas (Fig. 4.3; df=1.0, F=5.34, p=0.02 y df=7.4, F=6.01, p<0.001). Por lo tanto,
cuando la elevacion solar fue pequefia (por debajo de 20°), el trafico de hormigas fue
pequefio, independientemente de la temperatura del suelo. Cuando la elevacion solar
aumento, también lo hizo la actividad. Esta fue mayor cuando la elevacion solar alcanzo
los 70° y la temperatura fue de 48°C. A temperaturas mayores, el trafico de hormigas

disminuyd, incluso aumentando la elevacion solar, debido probablemente a una
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limitacion fisioldgica de las hormigas para soportar temperaturas muy altas. Esta
diferencia en el patron de actividad diario queda muy bien recogida en la figura 4.4, que
muestra el trafico de hormigas, en dos hormigueros distintos y en dos fechas, el 25 de
mayo y el 5 de julio de 2007. En mayo, cuando las temperaturas del suelo se
mantuvieron relativamente suaves a lo largo del dia, el trafico de hormigas siguié un
patrén campaniforme centrado en la hora de mayor elevacion solar. Por el contrario, en

julio, cuando la temperatura sobrepasé los 60°C, el trafico se ralentizé al medio dia.

70
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Figura 4.3 Relacion entre la temperatura del suelo, el angulo de elevacion solar y el patron
diario de actividad de C. tartessica. Los nimeros sobre las lineas y la intensidad de color rojo
denotan actividad de forrajeo estandarizada (%)
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Figura 4.4 Dos ejemplos de la variacion diaria del trafico de hormigas (lineas negras) en la
entrada de dos nidos, registradas el 25 de mayo de 2005 (a) y el 5 de julio de 2007 (b). Los
cuadrados rojos y los circulos amarillos representan, respectivamente, el promedio de
temperaturas del suelo y la elevacion solar.

Aperturay cierre de los nidos

El 92% de la varianza observada en la temperatura de apertura de los nidos fue
explicada por diferencias entre nidos, mientras que tan solo el 8% restante lo fue por
diferencias dentro del nido (Fig. 4.5a). La temperatura a la que abrieron los nidos se
incremento significativamente con la hora (Ime: ts7=7.69, p<0.0001) sugiriendo que las
hormigas no esperaron a que la temperatura alcanzara un valor determinado para

comenzar la actividad.

El cierre de los nidos, bajo condiciones manipuladas mediante espejos, se
produjo 8 min 51 seg + 1 min 38 seg mas tarde que en los que no fueron manipulados
(Fig. 4.5b; Ime: t69=2.85, p=0.0063). La temperatura a la hora de cierre también vari6
mas entre nidos que dentro de los nidos (75% vs 25%, respectivamente) y fue de media
2.0+0.4°C inferior en las colonias manipuladas. Ademas, la pendiente de la regresion
entre la hora de cierre y la temperatura fue muy significativa (Ime: teo=-7.84, p<0.0001),

sugiriendo que los nidos no cierran a una temperatura fija.
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Figura 4.5 Relacién entre la apertura (a) y el cierre de los nidos (b) con la hora y la temperatura
del suelo. Cada circulo representa el valor medio (= SE) de nidos diferentes seguidos durante de
4 a 7 dias consecutivos. Para el cierre de los nidos, los circulos vacios y rellenos representan,
respectivamente, condiciones manipuladas (con espejos) y de control.

Discusion

El presente estudio claramente demuestra que el comienzo y fin de la actividad de
forrajeo en la hormiga termofila C. tartessica es provocado por sefiales solares mas que
directamente por la temperatura. Primero, el patron de actividad se explica mejor por las
variaciones en la elevacion solar media que por diferencias en la temperatura del suelo,
tanto a escala diaria como estacional. Segundo, en contra de lo que esperariamos si la
temperatura determinase la actividad, la hora de apertura y cierre de los nidos
correlaciona con la temperatura del suelo. Tercero, incrementando experimentalmente la
elevacion solar y disminuyendo la temperatura en la entrada del nido, se retrasa la hora

de cierre.

El papel de las sefiales luminosas y solares en la actividad de las hormigas ha
sido poco investigado. Por lo que sabemos, s6lo un reciente estudio experimental ha
abordado esta cuestion. Como en el caso de C. fartessica, se demostr6 que la actividad
de forrajeo en la hormiga toro australiana Myrmecia pyriformis es provocada por
sefales luminosas, aunque en sentido contrario (Narendra et al. 2010). En esta especie
nocturna, las forrajeras esperan a una reduccion significativa de la intensidad luminica

para salir de sus nidos. Por el contrario, la mayoria de estudios apuntan directamente a
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la temperatura como el principal determinante de la actividad (Holldobler y Wilson

1990; Cole et al. 2010).

Sin embargo, a una escala diaria y estacional, ambos factores, la actividad y la
temperatura, estan toscamente correlacionados. La temperatura es generalmente mayor
en verano y durante la fase luminosa, que en invierno y durante la fase oscura. Por otra
parte, la inercia térmica de la tierra retrasa el enfriamiento del suelo después de la
reducciéon de la radiacion solar. Esto nos permitié distinguir, mediante el uso de
modelos lineales y aditivos, entre ambos efectos, demostrando que el trafico de
hormigas de C. tartessica se explica mejor mediante la elevacion solar que mediante la
temperatura. De aqui que el trafico de hormigas, al final del verano y por la tarde, fuese

bajo mientras que la temperatura del suelo se mantuvo alta.

El uso de materiales para cerrar el nido al final del periodo de actividad es un
comportamiento peculiar de un pequefio grupo de hormigas, entre los que se encuentran
las Cataglyphis, Messor, Harpegnathos y Pogonomyrmex (Holldobler y Wilson 1990, y
referencias en ¢l). Su principal funcion es, probablemente, la proteccion de la colonia
frente a depredadores y parasitos durante la noche. En C. fartessica el cierre de los
nidos es llevado a cabo por una sola obrera entre 15 a 30 minutos después de finalizado
el forrajeo. El depender de sefiales ambientales comunes es probablemente determinante
para que tanto las forrajeras como la obrera que cierra el nido coincidan temporalmente,
y el nido sea cerrado cuando todas o la mayoria de las forrajeras han regresado.
Ocasionalmente algunas obreras regresan demasiado tarde al nido y no pueden entrar,
debiendo pasar la noche en sus inmediaciones. La temperatura del suelo cuando las
colonias de C. tartessica abren/cierran el nido estd correlacionada con la hora de
apertura/cierre. Tan elevada correlacion no seria de esperar si las colonias esperasen
hasta una temperatura especifica para comenzar/finalizar la actividad. La temperatura a
la hora de apertura/cierre varié6 mas entre colonias que entre dias consecutivos. Estas
variaciones pueden ser debidas a diferencias microambientales (algunos nidos estan mas
a la sombra que otros). Tanto el tamafio de la colonia (nimero de obreras) como
componentes idiosincrasicos del comportamiento de las obreras podrian también

explicar estas variaciones.
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Mediante el uso de un sencillo experimento, pudimos modificar la luz que llego6
a la entrada de los nidos y, consecuentemente, su hora de cierre. Esto claramente
demostr6 que son las sefiales luminosas en lugar de la temperatura las que determinan el
cierre de los nidos. Aunque el retraso en el cierre fue significativo, fue relativamente
pequefio (8 min 51 seg). Esto sugiere que el cierre estd probablemente influenciado por
otras variables que se correlacionan con la elevacion solar, como por ejemplo la

intensidad de luz, y por factores endogenos que gobiernan el reloj interno de las obreras.

Todas las especies del género Cataglyphis son termofilas. Varias adaptaciones
morfoldgicas (largas patas), de comportamiento (rapidos movimiento y el uso de
refugios térmicos) y fisiologicas (sintesis de proteinas de shock térmico) les confiere
una elevada tolerancia a la temperatura (Gehring y Wehner 1995; Cerda y Retana 1997,
2000; Clémencet et al. 2009). En el caso de C. tartessica, el valor térmico critico
maximo (CTM) medido para sus obreras en laboratorio es de 50°C (Cerda 2001), que es
5 o 10 grados mayor que en otras especies simpatricas. Esto proporciona a C. fartessica
una clara ventaja contra sus competidoras que son forzadas a forrajear durante la
estacion fria o al amanecer y atardecer. Por ejemplo, Tapinoma nigerrimum, una de las
especies mas dominantes en el Mediterrdneo occidental, apenas puede soportar
temperaturas superiores a los 40°C. Est4 activa durante todo el dia a comienzos de
primavera mientras que en verano solo lo estd a primeras horas de la mafana (Cerda et
al. 1989; van Oudenhove 2011). Por el contrario, en el Parque Nacional de Dofiana, C.
tartessica es la Uinica especie que forrajea al mediodia en junio-julio. Sin embargo,
forrajear a las horas mas calidas del dia implica importantes limitaciones. A diferencia
de muchas otras especies de hormigas que depositan marcas quimicas sobre el suelo
para comunicar a sus compafleras la posicion de una fuente valiosa de alimento, las
Cataglyphis forrajean individualmente. Se ha sugerido que la sensibilidad de las
feromonas a la temperatura constituye el principal obstaculo que tienen las Cataglyphis
para poder reclutar (Ruano et al. 2000). En su lugar, las Cataglyphis han desarrollado un
sistema de navegacion basado en “path integration” y en la memorizacion de marcas del
terreno para poder regresar al nido (Wehner y Lanfranconi 1981; Knaden y Wehner
2005; Ronacher 2008; Wehner 2008). Esto probablemente explique por qué las
forrajeras de C. tartessica necesitan elevaciones solares superiores a 20°, ya que de esta

forma les seria mas facil el reconocimiento de siluetas que les permitan volver al nido.
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Aunque nuestros resultados enfatizan el papel del angulo de elevacion solar en la
determinacion de la actividad de C. fartessica, ello no excluye que las temperaturas
extremas limitan su actividad de forrajeo. Por un lado, el efecto de la elevacion solar en
el trafico de hormigas depende de la temperatura. A temperaturas relativamente suaves,
la elevacion solar desencaden¢ la actividad de las hormigas, pero cuando la temperatura
excedid de 48°C la actividad decrecio, independientemente de la elevacion solar. Por
otro lado, aunque el trafico total se correlacion6 con la longitud media de los dias entre
marzo y septiembre, C. tartessica estd totalmente inactiva entre finales de octubre y
principios de marzo, probablemente debido mas a las bajas temperaturas que al sol, ya

que los dias son mas cortos.

Finalmente, nuestros resultados podrian sugerir un futuro dificil para las
hormigas del género Cataglyphis en un escenario de calentamiento global. Debido a él,
las Cataglyphis se podrian ver forzadas a reducir su actividad de forrajeo durante las
horas centrales del dia. Deberan adaptarse a estas nuevas condiciones y compensar la
reduccion de actividad diurna comenzando a forrajear a horas mas tempranas. Sin
embargo, las Cataglyphis, que precisan de una elevacion solar minima para forrajear,
podrian verse incapaces de adelantar y retrasar su inicio y fin del forrajeo. El
calentamiento global puede, por lo tanto, limitar de forma considerable su
comportamiento de forrajeo e infligir una desventaja competitiva neta respecto a otras
especies. Haran falta mas seguimientos de actividad colonial, prolongados en el tiempo,

para dar mas crédito a este escenario.
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Capitulo 5

Reclutamiento y transporte cooperativo de presas

grandes en Cataglyphis tartessica’

Introduccion

En los insectos sociales, el reclutamiento se define como un forma de comunicacién que
sirve para llevar obreras a un punto del espacio donde su trabajo sea requerido (Wilson,
1971). Ello permite a los miembros de la colonia acceder a la informaciéon sobre la
presencia, calidad y/o cantidad de una fuente de alimento dificilmente explotable por un

solo individuo.

En las hormigas este fendmeno se divide en dos etapas: en la primera, la
reclutadora usa feromonas y/o vibraciones corporales con la finalidad de reclutar
obreras de dentro del nido; en una segunda etapa, las hormigas reclutadas siguen marcas
quimicas dejadas por la reclutadora desde el nido hasta la fuente de alimento (Passera y

Aron, 2005).

El reclutamiento estd considerado como un comportamiento “evolucionado”,
ausente en subfamilias “primitivas”, cuyas obreras forrajean de forma solitaria
(Holldobler y Wilson, 1990). Por el contrario, el reclutamiento es la norma en
subfamilias “evolucionadas”, como Myrmicinae, Dolichoderinae y Formicinae, aunque
en esta ultima se dan algunas notables excepciones, como ocurre en los géneros
Gigantiops (Beugnon et al. 2001) y Cataglyphis (Wehner at al., 1983; Lenoir et al.,
1990; Baroni Urbani, 1993).

? Fernando Amor, Patrocinio Ortega, Xim Cerda y Raphaél Boulay. 2009. Cooperative prey-retrieving in
the ant Cataglyphis floricola: an unusual short-distance recruitment. Insectes Sociaux, 57: 91-94.

81



En Cataglyphis, la pérdida del comportamiento de reclutamiento se considera
una adaptacion secundaria, debida a la ineficacia de marcar con feromonas
relativamente volatiles superficies muy calientes para comunicar la presencia de
alimento (Ruano et al., 2000; van Oudenhove et al. 2011). Sin embargo, trabajando en
el campo con C. fartessica advertimos que el regreso de una obrera al nido
desencadenaba a veces la salida de varias obreras. Esta observacion nos animoé a
explorar experimentalmente la hipotesis de que esta especie ha retenido cierta capacidad

de reclutamiento.

Material y métodos

El lugar de estudio fue un pinar cercano a VMC, donde la densidad de nidos era
de aproximadamente 0.6 por m* y con una distancia al nido més préximo de 1 m. Dado
que la distancia de forrajeo de esta especie de 8-10 m, las areas de forrajeo de los nidos
estan altamente solapadas en este pinar. Ofrecimos a las forrajeras de 42 colonias
saltamontes de la zona, del género Oedipoda, previamente sacrificados y demasiado
pesado para un transporte individual (peso: 0.2 + 0.002g, media = ES), colocandolos a
distancias de 20, 40 y a 100 o mas centimetros de la boca del nido, durante la horas de
mayor actividad (en junio, de 9:00 a 15:00 hora solar). Registramos la actividad de la
colonia, medida como el niimero de obreras que salen del nido, durante un minuto y
desde el momento en que la primera forrajera que encontrd la presa del saltamontes
regresd al nido. Como control, registramos la actividad del mismo nido durante un
minuto tras la entrada de una obrera que no hubiese encontrado ninguna presa a esa

distancia. El tiempo de separacion entre el control y la prueba fue de 30 minutos.

Resultados

Las obreras que encontraron la presa no transportable trataron de arrastrarla y,
después de algunos intentos fallidos, regresaron rapidamente a su nido. Su entrada
provoco la salida inmediata de hasta 16 obreras en el siguiente minuto (Fig. 5.1a). Por el

contrario, no mas de 3 obreras salieron del nido tras el regreso de una forrajera que no
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encontré ninguna presa (ANOVA de dos vias, Efecto presa: F 39 = 55.4, p > 0.0001).

Curiosamente la solicitud de forrajeo a las compaifieras dependi6 de la distancia entre la

presa y el nido (Fig. 5.1a; Efecto distancia: F»39 = 22.7, p > 0.0001; Interaccion

distancia x Presa: F539 = 15,1, p> 0.0001), de tal forma que la hormiga que encontr6 la

presa a mas de 1 m de distancia no regreso al nido a reclutar.

Las obreras reclutadas salen del nido en todas las direcciones, aparentemente sin

informacion sobre la posicion de la presa. Se dedican a buscar por los alrededores, hasta

que eventualmente la descubren. Algunas de estas obreras regresaran al nido a por mas

compaifieras. A medida que aumenta el nimero de obreras sobre la presa mas facilmente

les resulta a las nuevas reclutadas encontrarla. Finalmente hay muchas hormigas sobre

la presa, cuya posesion defienden muy agresivamente frente a obreras de C. fartessica

de otros nidos o de especies diferentes.
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Figura 5.1 Nimero medio de hormigas
que salen del nido durante un minuto
tras el ingreso de un forrajera que, en
su caso, ha encontrado una presa
grande (columnas grises) o no
(columnas blancas, control). a) C.
tartessica; las presas fueron colocadas
a 20, 40 y a mas de 100 cm de los
nidos. b) C. rosenhaueri; las presas
fueron colocadas a 20 cm. Barras de
Error: SE. Los valores sobre las barras
de error indican el tamafio de Ia
muestra. Los asteriscos denotan
diferencias significativas entre los
grupos control y experimental para
cada distancia por separado, *** p<
0.001.

Con la finalidad de probar la especificidad de estos resultados, colocamos una

presa similar a 20 cm de la entrada de nidos de C. rosenhaueri, una especie que vive
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frecuentemente de forma simpatrica con C. tartessica. Ambas especies son termofilas y
recolectan en solitario caddveres de pequefios artropodos durante las horas centrales del
dia hasta distancias del orden de los 10 m de sus nidos (F.A., datos no publicados;
Cerda y Retana, 2000). Las obreras de C. rosenhaueri son muy similares en tamafio a
las de C. tartessica y tampoco fueron capaces de mover la presa en solitario. Sin
embargo, una vez que la encontraron, en lugar de regresar al nido para reclutar, las
obreras de C. rosenhaueri se dedicaron a despedazarla. Su regreso al nido fue seguido
por la salida de 2.1 + 0.7 hormigas, lo que no difirid significativamente de los controles,
en los que el retorno de una forrajera que no encontr6 presa fue seguido por la salida de

2.4 £ 0.7 hormigas (Fig. 5.1b; test de Student, = 0.26, P = 0.8, n = 16 nidos).

En un segundo experimento con C. fartessica utilizamos también presas muertas
de saltamontes, pero fijandolas al suelo mediante alfileres y a una distancia fija de 20
cm. Esto lo hicimos en 11 nidos diferentes. Con ello, registramos la dindmica de la
acumulacion de hormigas sobre la presa cada minuto durante 10 min, contados desde el
momento en que ésta fue encontrada por una obrera y regreso al nido. El tiempo del
descubrimiento de la presa fue muy variable, con un rango entre los 0.15 y 6.12 minutos
(tiempo medio de descubrimiento = SE: 43 £ 1.0 min, n = 11). En el tiempo
transcurrido entre el descubrimiento de la presa por parte de una obrera y su ingreso al
nido (Fig. 5.2; tiempo < 0), el numero de hormigas sobre la presa aumenté muy
ligeramente (pendiente de la acumulacién de hormigas sobre la presa: 0.0079 hormigas/
min). Sin embargo, este aumento fue muy rapido a partir del momento en que la obrera

ingresa en el nido (pendiente: 1.473 hormigas min™).
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Figura 5.2 Numero de obreras
de C. tartessica en la presa
fijada al suelo a 20 cm de la
entrada del nido. Tiempo 0 es el
momento en que la primera
forrajera que ha descubierto la
presa regresa a su nido. Cada
columna incluye los -cuartiles
superior e inferior (50% de los
datos) con la mediana sefialada
con una linea y la media con un
6 4 2 0 2 4 6 8 10 asterisco. Los circulos son
outliers.
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Discusion

Nuestros resultados demuestran claramente que C. tartessica usa una forma
rudimentaria de reclutamiento con la que alerta a las obreras de su nido sobre la
existencia de una presa grande proxima. Esto supone una importante diferencia con
otras especies del mismo género, que han perdido completamente la capacidad de
reclutar, incluyendo C. bicolor (Wehner et al., 1983), C. cursor (Lenoir et al., 1990) y
C. rosenhaueri (en este estudio). Las hormigas pueden aumentar en gran manera el
rango de presas que capturan reclutando obreras (Traniello, 1987, 1989; Cerda et al.,
1998, 2009). No obstante, el forrajeo sobre presas pequeilas de localizacion
impredecible junto al coste de producir feromonas resistentes a altas temperaturas
pueden haber seleccionado la pérdida del uso de marcadores quimicos en la mayoria de

las especies del género Cataglyphis.

El reclutamiento en C. fartessica no parece contener informacidon sobre la
localizacion del alimento, y la solicitud de obreras probablemente se basa en un “motor
display”, como ocurre en Camponotus socius (Holldobler, 1971) y Rossomyrmex
minuchae (Ruano y Tinaut, 1999). También recuerda la “social facilitation” descrita en

algunas Ponerinas en las que las cazadoras solitarias estimulan a las otras obreras a salir
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del nido para ayudar en el transporte de grandes presas (Traniello 1982; Lachaud 1985;
Schatz et al. 1997; Cogni y Oliveira, 2004). En el caso de C. tartessica, solicitar obreras
puede ser ventajoso para presas localizadas en las proximidades del nido, ya que, debido
a ello, las probabilidades de descubrirla por parte de las hormigas reclutadas, sin
informacion sobre su localizacion, es suficientemente alta. Sin embargo, en un entorno
de alta densidad de nidos, movilizar obreras para buscar presas situadas lejos del nido
(>100 cm) y sin indicar su posicion, probablemente no sea operativo. Mientras que las
obreras estuviesen buscando la presa, otras hormigas de nidos vecinos y mas proximos a

ella la encontrarian antes y la defenderian.

Desde un punto de vista mecanistico, estos resultados demuestran que las
reclutadoras hacen uso de su conocimiento de la distancia de la presa al nido para
decidir cuando reclutar o no, ya sea mediante referencias visuales o quimicas, o
estimando la distancia de regreso al nido (Miiller y Wehner 1988; Collett et al. 1999;
Wehner 2003; Wohlgemuth et al. 2001; Wenseleers et al. 2002; Steck et al. 2009).

Una posible hipotesis para explicar esta diferencia de comportamiento entre C.
tartessica 'y C. rosenhaueri seria que la primera pertenece a un grupo relativamente
primitivo de Cataglyphis, con algunas caracteristicas ancestrales (Tinaut 1993). Esta
hipotesis estd apoyada por evidencias filogenéticas que sugieren una separacion muy
antigua de C. tartessica del grupo de Cataglyphis (incluyendo a C. rosenhaueri 'y C.
bicolor) en el que el reclutamiento esta completamente ausente (Hasegawa et al. 2002).
Sin embargo, se necesitan mas datos sobre un mayor nimero de especies de
Cataglyphis y un mejor registro de sus relaciones filogenéticas para determinar la

evolucion de la capacidad de reclutamiento en este género.
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Tercera parte

Reproduccion

En las colonias de hormigas, tanto el braquipterismo como el apterismo de las reinas
estan asociadas con la reproduccion por fision. Bien la reina madre de la colonia o las
futuras nuevas reinas (princesas) tendran que desplazarse andando, junto a un grupo de
obreras, o ser transportadas, al nuevo nido. Como vimos en el capitulo 3, las colonias de
Cataglyphis tartessica pueden estar lideradas por dos tipos de reinas diferentes,
braquiptera o ergatoide, lo que, junto a los datos obtenidos sobre la variacion
demografica de sus colonias, en la que se registra un fuerte descenso poblacional de los
nidos asociado a la presencia de los sexuados, nos estimul6 a estudiar la fision colonial
en esta especie, un fenomeno que, por su discrecion, resulta dificil de observar en el
campo. Ademads, y en primer lugar, aprovecharemos la circunstancia de la ocurrencia de
los dos tipos de reinas para analizar el papel de la seleccion natural en la evolucion de

las reinas ergatoides, actuando tanto a nivel individual como colonial.
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Capitulo 6

Evolucién del polimorfismo obrera — reina'’.

Introduccion

La dispersion es un importante fendmeno biologico involucrado tanto en la permanencia
de la especie como en su evolucion (Clobert et al. 2001; Bullock et al. 2002). Los
beneficios de la dispersion son variados, entre los que se encuentran la colonizacion de
ambientes favorables, el evitar la endogamia y el no aumentar localmente la
competencia por los recursos. Sin embargo, con la dispersion se incrementa el riesgo de
depredacion y, ademads, requiere una gran cantidad de energia que no puede ser
invertida en otros aspectos de la vida. Debido a ello, en muchos organismos la
dispersion estd limitada a algunos individuos o a un breve periodo de tiempo,
generalmente al comienzo de sus ciclos de vida (Roff 1990; Dingle y Holyoak 2001;
Van Dyck y Baguette 2005; Hawkes 2009). Por otra parte, en las especies eusociales, la
produccion de unidades de dispersion se podria complicar al poder estar operando la

seleccion natural tanto a nivel individual como colonial (Keller y Reeve 1999).

Las reinas de muchas especies de hormigas dispersan como individuos solitarios.
En las especies que realizan a fundacion colonial independiente (en adelante FCI), las
princesas'' tienen alas y se alejan volando de sus nidos antes de copular. Una vez que
han copulado se deshacen de las alas y buscan un lugar adecuado donde iniciar una
nueva colonia. Este tipo de fundacion presenta ventajas como son la produccion de
numerosos, y relativamente poco costosos, propagulos y la distancia de dispersion,
relativamente grande, a la que éstos llegan. El principal inconveniente es la extrema

debilidad de las colonias incipientes frente a la competencia y depredacion (Wiernasz y

10 Fernando Amor, Patrocinio Ortega, Michael J. Jowers, Xim Cerdd, Johan Billen, Alain Lenoir,
Raphaél R. Boulay 2011.The evolution of worker—queen polymorphism in Cataglyphis ants: interplay
between individualand colony-level selections. Behavioral Ecology and Sociobiology, 65: 1473-1482.

" Denominamos princesas a las hembras reproductoras virgenes, futuras reinas.
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Cole 1995; Gordon y Kulig 1998; Adams y Tschinkel 2001; Wiernasz y Cole 2003;
Boulay et al. 2007). De forma alternativa, la fundacidon colonial dependiente (FCD) o
fision colonial ha evolucionado de forma independiente en numerosas especies (Peeters
y Ito 2001). En ella, un grupo de obreras salen de su nido natal para ayudar a las
princesas ya fecundadas en la fundacion de nuevos nidos. En teoria, esta estrategia
aumenta en gran manera las probabilidades de éxito de los propagulos, pero limita
inevitablemente el nimero de éstos. Sin embargo, hasta recientemente, la fision colonial
no ha sido estudiada en profundidad y sélo se dispone de datos sobre el tamafo y
numero de propagulos de un puiado de especies (Briese 1983; Lenoir et al. 1988;

Bolton y Marsh 1989; Leal y Oliveira 1995; Fernandez-Escudero et al. 2001).

Las comparaciones entre especies del mismo género que utilizan FCI o FCD
muestran que el paso de una a otra forma de dispersion implica importantes
modificaciones en la fisiologia, morfologia y comportamiento de las reinas (Bolton
1989; Keller y Passera 1989; Passera y Keller 1990; Lachaud et al. 1999; Howard 2006;
Molet et al. 2007a,b 2008; Foitzik et al. 2010). En las especies con FCI las princesas
acumulan importantes reservas de grasa y portan grandes alas (macropteras) accionadas
por musculos alares hipertroficos. Sus mesonotos, el segundo segmento toracico sobre
el que se insertan las alas, estan particularmente desarrollados. Por el contrario, en las
especies con FCD, las princesas tienen un térax relativamente indiferenciado y sus alas
son cortas (braquipteras) o carecen totalmente de ellas (ergatoides). Ambas formas de
princesas, muy similares morfoldgicamente a las obreras, tienen espermateca y ovarios
bien desarrollados (Peeters 1991; Tinaut y Ruano 1992; Heinze 1998). Debido a que ni
las braquipteras ni las ergatoides vuelan, no copulan en el aire, como si pueden hacer las
macropteras. En su lugar, atraen a los machos emitiendo feromonas sexuales durante el

comportamiento denominado “llamada sexual” (Ho6lldobler y Haskins 1977).

Los procesos evolutivos que conducen a la reduccion del tamaio de las reinas no
estan claros. Algunos autores sugieren implicitamente que la evolucion de las ergatoides
ocurrié mediante la actuacion de la seleccion a nivel colonial. En una revision reciente,
Peeters y Molet (2009) declaran que “la evolucion de las reinas ergatoides se
corresponde con una estrategia de economia colonial, debido a que sus costes de
produccion se reducen a dos niveles: antes y después de que el adulto emerja”. Este

razonamiento estd basado en la asuncidon del hecho de que la energia ahorrada en la
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produccion de reinas pequeias por las obreras podria ser invertida en el crecimiento
colonial o en la produccion de machos, lo que indirectamente incrementaria la eficiencia
colonial. Desde este punto de vista, ambos tipos de reinas, braquiptera y ergatoide,
procederian de una misma via evolutiva, siendo la ergatoide el ultimo eslabon en el

proceso de miniaturizacion.

Por otra parte, la estrategia egoista de las larvas ha sido considerada en raras
ocasiones como un proceso que favorece la evolucion de las reinas pequefias. En teoria,
una larva puede esperar tener mas eficacia bioldgica directa desarrollandose como reina
y teniendo su propia descendencia que haciéndolo en una obrera estéril (Bourke y
Ratnieks 1999; Ratnieks 2001; Wenseleers et al. 2004). Sin embargo, es esperable que
las obreras restrinjan la produccion de reinas limitando, por ejemplo, el consumo de
alimento por las larvas. Si el tamafio de la reina no fuese determinante en la fundacion
de la colonia, la seleccion natural, operando a nivel individual, deberia favorecer una
estrategia egoista que llevara a la evolucion de reinas con tamafo de obrera, en contra
del interés de la colonia. Las primeras evidencias del conflicto entre obreras y larvas se
obtuvieron en las hormigas pardsitas. Las reinas parasitas son generalmente de tamafio
menor que sus reinas huéspedes, reduciendo de esta forma el poder de las obreras
huéspedes de limitar su produccion (Nonacs y Tobin, 1992; Aron et al., 1999; Hora et
al., 2005). Recientemente, una estrategia de larva egoista ha sido propuesta en la abeja
sin aguijon Schwarziana quadripunctata (Ratnieks 2001; Wenseleers et al. 2003, 2005;
pero ver Jarau et al. 2010). En esta especie de abeja, que dispersa mediante fision
colonial, numerosas larvas se desarrollan en reinas enanas aunque, desde el punto de
vista de las obreras, solamente serian necesarias unas pocas para asegurar la
reproduccion de la colonia. Se ha sugerido que estas reinas enanas son individuos
egoistas que escapan al control de las obreras, recayendo el coste de su produccion en la

colonia madre (Ratnierks 2001; Wenseleers et al. 2003, 2005).

El objetivo de nuestro estudio fue dilucidar el papel de la seleccion, tanto a nivel
individual como colonial, en la evolucion de las reinas ergatoides en las hormigas. Para
ello nos basamos en nuestros hallazgos sobre Cataglyphis tartessica, concretamente en
el hecho de tratarse de una especie que dispersa exclusivamente mediante fision
colonial, el ser estrictamente monoginica y a que sus colonias pueden ser encabezadas

tanto por una reina braquiptera como por una ergatoide. Primero, caracterizamos la
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morfologia de ambos tipos de reinas y comparamos el polimorfismo reina — obrera en
C. tartessica con el de la especie mas proxima emparentada con ella, Cataglyphis
emmae, la cual dispersa mediante fundacion colonial independiente (Délye 1968).
Segundo, pusimos a prueba la hipdtesis de que las reinas ergatoides se corresponden
con una estrategia de economia colonial (Peeters y Molet 2009) mediante la siguiente
argumentacion: si las reinas ergatoides son consecuencia de una estrategia colonial, su
produccion deberia ahorrar una sustancial cantidad de energia manteniendo un
importante potencial reproductivo. A tal fin, comparamos, individualmente, tanto los
pesos frescos de las braquipteras y ergatoides (coste de energia para la colonia) como el

numero de ovariolos que tienen (beneficio potencial para la colonia).

Material y métodos

Recoleccion de hormigas y zona de estudio

Para el presente estudio utilizamos las 34 fisiones (colonias madres con sus respectivas
colonias hijas) mas las 79 colonias recolectadas al azar, todas de C. tartessica, utilizadas
en el estudio de la fision. Ademés afiadimos 16 colonias de Cataglyphis emmae
recolectadas, durante su periodo reproductivo, a 10 km de Amerzgane, cerca de

Ouarzazate (Marruecos) en mayo de 2009.

C. emmae vive en estepas pre-saharianas de Marruecos y Argelia (Forel 1909).
Datos morfologicos indican que se trata de la especie mas cercana a C. tartessica (F.
Amor no publicado; Tinaut comunicacion personal). Esta conclusion se ha visto
reforzada por el andlisis filogenético de 12 especies de Cataglyphis ibéricas y

marroquies basado en ADN mitocondrial (Jowers datos no publicados).
Polimorfismo obrera — reina
Todos los nidos excavados durante el estudio de la fision colonial fueron transferidos al

laboratorio para determinar la presencia de reinas y princesas. Aunque las ergatoides y

las obreras tienen un tamafio muy similar, pequefias diferencias en el toérax y un
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abdomen mas voluminoso en las primeras permiten a un observador con experiencia
identificarlas con seguridad. Fueron medidas 18 braquipteras, 32 ergatoides y 36
obreras de C. tartessica, por un lado, y 10 obreras y 8 reinas virgenes de C. emmae por
otro, usando para ello un estereomicroscopio Zeiss Discovery V8 conectado a una
camara AxioCam MRCS5. Las medidas tomadas fueron: distancia interocular, longitud
del torax, anchura del pronoto, anchura y longitud del mesonoto, anchura del epinoto y
la longitud del fémur y tibia del tercer par de patas. Los pesos frescos de entre 5 a 10

. .. . ., . ..y, -1
individuos por casta y especie fueron también medidos con precision de 10” mg.

Tres individuos de cada casta de C. tartessica fueron utilizados en el estudio de
la estructura tordcica externa mediante microscopia electronica de barrido, que se
compararon con su desarrollo muscular tordcico correspondiente, usando para ello el
procedimiento descrito por Billen (2009). Johan Billen se encargd, ademas, tanto de la
preparacion de los cortes histologicos como de sus respectivas fotografias.
Comprobamos también la presencia/ausencia de tégulas en el torax de las ergatoides,
braquipteras y obreras, lo que nos sirvido de criterio en el reconocimiento de las
ergatoides. Evaluamos el potencial reproductivo de cada casta de C. fartessica contando
el nimero de ovariolos, determinando la presencia de cuerpos luteos y desarrollo de los
oocitos y, ademads, determinando la presencia de espermateca en 36 obreras, 9 reinas

ergatoides y 8 reinas braquipteras.

Una vez excavados los nidos de fision, los capullos de las hembras fueron
separados de acuerdo con su talla (pequefios vs medios) y mantenidos por un grupo de
10 obreras (las larvas y capullos producidos después de la recoleccion de los nidos no
fueron considerados). Las eclosiones fueron registradas diariamente durante un mes
para determinar el numero de ergatoides y braquipteras producidas en los nidos madre e

hijo.
Para determinar las agresiones producidas contra las princesas, éstas fueron

devueltas a sus colonias de origen (tanto a nidos madres como a hijos) en menos de 24 h

tras su eclosion. La supervivencia fue seguida durante las siguientes dos semanas.

93



Analisis estadisticos

Toda la estadistica utilizada en este capitulo fue llevada a cabo usando los programas
informaticos R (R Development Core Team 2010). Para la supervivencia de las
princesas, comparamos el nimero de ellas que aun vivian después de 15 dias en las
colonias madres e hijas en funcion de su morfologia (ergatoide vs braquiptera) y el
nimero de reinas a que dieron lugar. En todos los modelos lineales mixtos
generalizados (Ime), la identidad original del nido fue incluida como un efecto aleatorio.
En caso necesario, las variables fueron log-transformadas con el fin de aproximarlas a la
normalidad. El peso de las reinas y obreras fue comparado entre las especies mediante
ANOVA y con el test post-hoc de TukeyHSD. Usamos un andlisis lineal discriminante
para examinar las diferencias morfoldgicas intra e interespecificas entre obreras y reinas
de C. tartessica 'y C. emmae. Ademas de las medidas descritas anteriormente, incluimos
en este analisis la proporcion del mesonoto con respecto a la longitud del torax. La
significacion de las diferencias entre castas y especies fue evaluada para cada rasgo
mediante MANOVA con Pillai trace. Todos los resultados y estimadores se dan como

medias + S.E.

Resultados

Polimorfismo reina — obrera

La figura 6.1 muestra las tres castas de hembras de C. tartessica, incluyendo a las
obreras (Fig. 6.1a), ergatoides (Fig. 6.1b) y braquipteras (Fig. 6.1c). De los 79 nidos
excavados al azar entre 2008 y 2010, en 36 (45%) tuvieron por reina a una braquiptera
sin alas, en 32 (40%) a una reina ergatoide y en 11 (14%) no se encontré ninguna reina.
El niimero de obreras por colonia (187 + 15) no difiri significativamente entre los tres
tipos de nidos (ANOVA: F; 76 = 2.87, p = 0.0632). En el campo, se observaron tres
copulas, en una de ellas con la participacion de una braquiptera y en las dos restantes
con ergatoides (Fig. 6.2). Asimismo, las disecciones de ergatoides y braquipteras
confirmaron su estatus reproductivo. Contrariamente a las obreras, ambas, ergatoides y

braquipteras, presentaron siempre espermateca y ovariolos activos, con oocitos en
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formacién y cuerpos lateos (Fig. 6.1d-f). Como media, las obreras tuvieron 1.9 + 0.2
ovariolos, sin oocitos en formacion ni cuerpos luteos. Las ergatoides tuvieron
significativamente mas ovariolos que las obreras (Fig. 6.1d; 11.8 £ 1.2, ANOVA: F,_ s
=259.0, p < 0.001, tso = 7.7, p < 0.0001) pero significativamente menos que las
braquipteras (19.9 £ 1.6, tso =-12.2, p < 0.0001). Las secciones longitudinales del torax
indicaron que tanto las obreras, ergatoides y braquipteras de C. tartessica carecen de
musculatura toracica prominente (Fig. 6.1g-i), confirmando esto que las braquipteras
son incapaces de volar. Después de la pérdida de las alas, cuatro conspicuas tégulas
permanecen en el torax de las braquipteras (Fig. 6.1j-1). Aunque estrictamente no aladas,

las ergatoides también presentan dos pequenas tégulas, y a veces, raramente, cuatro.

Figura 6.2 Copula de C. tartessica con
la participacion de wuna princesa
ergatoide.

De las colonias de C. emmae obtuvimos 16 reinas braquipteras, a razéon de una

por colonia, mas un total de 46 princesas braquipteras (Fig. 6.3).

Figura 6.3 Princesa macroptera de C.
emmae. Se aprecian tanto sus grandes
alas como el fuerte desarrollo del torax.
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Obrera Ergatoide Braquiptera
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Figura 6.1 Diferenciaciéon morfoloégica entre obreras, ergatoides y braquipteras. a-c: vista
completa de cada morfo. Notese el torax grande y las alas de la braquiptera. El abdomen
hinchado de la ergatoide no permite con seguridad su identificacion en la colonia ya que las
obreras pueden presentar abdomen fisiogastro. d-f: aparato reproductor. Los cuerpos luteos y los
ovariolos grandes de la braquiptera denotan su reciente puesta de huevos. g-i: morfologia
interna del torax (PP: pata posterior; PM: pata media; PA: pata anterior; C: cabeza). j-l: vista
externa del torax en MEB. Las flechas indican la posicion de las tégulas. Aunque la ergatoide
presenta aqui cuatro tégulas, lo mas frecuente es que presenten sélo dos.

Las medidas de la cabezas, torax y patas de las obreras y reinas de C. emmae,
incluidas las princesas, indicaron que el polimorfismo obrera-reina es mucho mayor en
C. emmae que en C. tartessica (Tabla 2.1.1). La primera funcion discriminante, que
explica el 90.8% del total de la varianza, estuvo correlacionada con la longitud y

anchura del mesonoto. El andlisis separ6 las reinas macropteras de C. emmae de las
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obreras de ambas especies y de las ergatoides de C. tartessica (Fig. 2.1.4). Las
braquipteras de C. tartessica ocuparon una posicion intermedia. El analisis MANOV A
confirmo estos resultados (Tabla 1; Pillai trace = 4.10, Fs¢, 306 = 15.4, p < 0.001) y
mostrd que el torax de la braquiptera de C. tartessica, y en particular su mesonoto, fue
significativamente menor que el de las reinas de C. emmae. Los térax de las ergatoides
son mas parecidos a los de las obreras que a los de las braquipteras. En particular, en C.

tartessica tanto las braquipteras como las ergatoides tienen patas mas cortas que las

obreras.
C. tartessica C. emmae
Caracter LD1 LD2 Obreras Ergatoides Braquipteras Obreras Macropteras Fa 104 p
Distancia inter-ocular 4.77 5.20 0.90+0.04 (a) 0.97+0.06 (a) 1.06+0.01 (b) 0.93+0.02 (a) 1.46+0.09 (c) 56.2 <0.001
Anchura del pronoto 1.09 -2.31 0.87+0.06 (a) 0.89+0.03 (a) 1.09+0.06 (b) 0.87 +0.02 (a) 1.49+0.07 (c) 92.9 <0.001
Anchura del mesonoto ~ 19.93 -7.86 0.39+0.01 (a) 0.52+0.01 (b) 0.86+0.02 (c) 0.43+0.01 (a) 1.54+0.04 (d) 373.6 <0.001
Anchura del epinoto -1.75 2.19 0.55+0.03 (a) 0.59+0.03 (a) 0.78+0.02 (b) 0.58+0.01 (a) 1.19+0.04 (c) 108.9 <0.001
Longitud del torax -5.19 -18.64  1.84+0.03 (a) 1.87+0.03 (a) 2.28+0.03 (b) 1.76+0.06 (a) 2.93x0.11 (c) 83.9 <0.001
Longitud del mesonoto  16.24 43.34 0.57+0.02 (a) 0.75+0.03 (a) 1.29+0.06 (b) 0.60+0.03 (a) 2.09+0.03 (c) 190.8 <0.001
Mesonoto/torax -0.27 —0.94 0.33+£0.07 (a)  0.40+0.02 (b) 0.56+0.03 (c) 0.32+.0.07 (a)  0.70+0.02 (d) 106.3 <0.001
Longitud del fémur -3.04 5.79 1.88+0.02 (¢) 1.71£0.03 (a) 1.68+0.02 (ab) 1.62+0.04 (b) 1.95+0.09 (¢) 15.1 <0.001
Longitud de la tibia 1.94 -1.04 1.84+0.04 (c) 1.71£0.02 (b) 1.70+0.02 (b) 1.59+0.08 (a) 1.93+0.10 (d) 8.1 <0.001

Tabla 6.1 Medidas morfologicas comparativas entre C. tartessica'y C. emmae
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Figura 6.4 Resultados del anélisis discriminante basado en 9 caracteristicas morfoldgicas (ver
Tabla 2.1.1). Bt, Et y Ot: braquiptera, ergatoide y obrera de C. fartessica, respectivamente. Me y
Oe: macroptera y obrera de C. emmae, respectivamente. En negro, C. tartessica, y en azul, C.
emmae.

97



El peso fresco de las obreras y de las princesas también difieren
significativamente entre ambas especies (ANOVA: F4 27 =117.7, p <0.001). Aunque el
peso de las obreras fue practicamente el mismo en ambas especies (4.2 = 1.1 mg vs 4.6
+ 0.4 mg para C. emmae y C. tartessica respectivamente; TukeyHSD, p = 0.995), el de
las princesas de C. emmae fue 3.5 veces y 6 veces mayor que el de las princesas
braquipteras y ergatoides de C. fartessica, respectivamente (TukeyHSD, p < 0.001). En
C. tartessica, la diferencia de peso entre las princesas ergatoides y braquipteras fue
significativa (TukeyHSD, p < 0.037); sin embargo, no lo fue entre ergatoides y obreras

(TukeyHSD, p < 0.825).

Segregacion de castas y lucha entre princesas en los nidos madre e hijo de C.

tartessica

El seguimiento de la eclosion de los capullos distribuidos durante la fision dio como
resultado una sobreproduccion de ergatoides comparada con la de braquipteras. De
media, cada fision colonial produjo 2.4 + 0.5 princesas ergatoides y 0.74 + 0.2 princesas
braquipteras (Ime: F; 103 = 19,5 p < 0.0001). Sin embargo, el nimero de eclosiones de
braquipteras y ergatoides difirieron significativamente entre los nidos madres e hijo
(Fig. 6.5; lme: F; 103 = 14.8, p = 0.0002). Por lo tanto, el 94% de las braquipteras
eclosionaron en los nidos hijos, frente a solamente un 6% que lo hizo en los nidos
madres (1.4 £ 0.4 vs 0.1 £ 0.1, respectivamente; tip3 = 3.4, p = 0.0009). Lo contrario fue
cierto para las ergatoides: el 69% de ellas eclosionaron en los nidos madre frente al 31%
que lo hizo en los nidos hijos (3.5 £ 1.0 vs 1.6 £ 0.4, respectivamente; tjo3 = 2.0, p =
0.0474). Sin embargo, la proporcion de ergatoides (que emergieron de capullos
pequefios) fue mayor en los nidos hijos que en los madres (19% vs 5%; Ime F; 35 = 5.6,
p < 0.0237). Esto sugiere que las obreras claramente identificaron los capullos de las
braquipteras que fueron transportados practicamente en su totalidad a los nidos hijos, y
aunque fueron capaces de distinguir entre los capullos que contenian obreras y
ergatoides, la mayoria de estas ultimas permanecieron y eclosionaron en los nidos

madres, los cuales contenian también a la reina madre.
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Las agresiones ocurridas contra las princesas durante los 15 dias desde la fecha
de su eclosion difirieron entre los nidos madres e hijos. Los resultados del primer glm,
que incluyé a todos los factores, y un primer orden de interacciones, indico que el
niumero de princesas que sobrevivieron, independientemente de su casta, fue
significativamente menor en los nidos madres que en los hijos (Fig 6.6; Ime: F; 13 =4.5,
p =0.01), y fue independiente del nimero de princesas producidas (Ime: F; 16 =0.1,p =
0.76), y de si éstas eran ergatoides o braquipteras (Ime: F; 16 = 0.12, p = 0.74). En los
nidos hijos, 0.6 =+ 0.2 y 0.7 + 0.4 ergatoides y braquipteras, respectivamente,
sobrevivieron, mientras que en los nidos madres s6lo lo hicieron 0.1 + 0.1 ergatoides y
braquipteras. Como consecuencia, debido a que se produjeron mas ergatoides, su tasa de
supervivencia individual fue significativamente menor a la de las braquipteras (0.05 +

0.03 vs 0.34 £ 0.10; Ime: F; 6= 7.1, p = 0.04).
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Un segundo modelo lineal, en el que se quitaron todos los efectos no
significativos, concluyd que el nimero medio de princesas que sobrevivieron en los
nidos madres (0.17 £ 0.15) no fue significativamente diferente de cero (t = 1.08, p =
0.3), mientras que el numero de princesas que sobrevivieron en los nidos hijos (1.25 +
0.18) no fue significativamente diferente a uno (t = 1.32, p = 0.2). Aunque no se
observaron agresiones entre princesas ni entre la reina madre y éstas, si se observaron a
obreras mordiendo a las princesas una vez introducidas en sus respectivos nidos,

sugiriendo que son las obreras las responsables de su eliminacion.

Por lo tanto, como resumen de la lucha entre princesas, mientras que todas las
que eclosionaron en el nido madre fueron eliminadas por las obreras (en su mayoria
ergatoides) una sola princesa, sea esta ergatoide o braquiptera, sobrevivid en el nido

hijo.

Discusion

En este estudio hemos mostrado que las colonias de C. tartessica estan lideradas por
una sola reina, braquiptera o ergatoide. Ambas son relativamente pequefias comparadas
con las macrépteras de C. emmae. Sin embargo, mientras que las braquipteras

conservan algunos rasgos propios de su casta (por ejemplo las alas), las ergatoides son
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muy similares a las obreras. De los datos obtenidos del proceso de fision, hemos
determinado que numerosas ergatoides son eliminadas por las obreras antes de llegar a
tener la oportunidad de transformarse en reinas. Tomados en su conjunto, nuestros datos
sugieren que es improbable que la miniaturizaciéon de la reina en hormigas que
dispersan por fision colonial, y especialmente la evolucion de las reinas ergatoides, sea

la consecuencia solo de una estrategia a nivel colonial.

La diferencia de tamafo entre la reina de C. emmae y C. tartessica esta asociado
con un cambio desde la FCI a la FCD. Un patréon similar se ha obtenido en otros
estudios comparativos entre especies del mismo género, principalmente en la subfamilia
Ponerinae (por ejemplo en Mystrium, (Molet et al. 2007a), Odontomachus (Molet et al.
2007b), Rhytidoponera (Molet el al. 2008) y Myrmicinae (por ejemplo en Monomorium
(Bolton 1986), Leptothorax (Heinze 1989)). En unas pocas especies, macropteras y
pequenas reinas (tanto braquipteras como ergatoides) coexisten y estan asociadas con la
FCl y la FCD, respectivamente (por ejemplo Ectatomma ruidum (Lachaud et al. 1999),
Hypoponera opacior (Foitzik et al. 2010)). Con FCD, varias adaptaciones como el gran
desarrollo de la musculatura tordcica, largas alas e importantes reservas de grasa se
vuelven inttiles y se pierden progresivamente. En el caso especifico de C. tartessica,
los capullos que contienen a las princesas son transportados durante la fision colonial
cada uno por una obrera agarrandolo con sus mandibulas. La produccion de grandes
princesas, con un tamafo como las de C. emmae, podrian incrementar el tiempo de
transporte y, consecuentemente, el riesgo de morir por depredacion o por golpe de calor,
particularmente en zonas aridas donde la temperatura del suelo sobrepasa

frecuentemente los 50°C.

La ocurrencia de ambos tipos de reinas, braquipteras y ergatoides, en la misma
especie es rara en hormigas. Que conozcamos s6lo ha sido reportada en una especie,
Ephebomyrmex imberbiculus (Heinze et al. 1992). Si la produccion de ergatoides fuese
el resultado de una estrategia a nivel colonial, cabria esperar que las obreras adultas
consiguiesen mayor eficacia bioldgica produciendo ergatoides en lugar de braquipteras
(Peeters y Molet 2009). Sin embargo, varias evidencias indican que, en C. tartessica, la
eficacia bioldgica obtenida por las obreras en la produccion de ergatoides es limitada.
Las ergatoides son, de media, 2.8 mg menos pesadas que las braquipteras, lo cual es

menos del peso de una obrera. Asi, el ahorro por obrera obtenido al producir ergatoides
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en lugar de braquipteras es bastante pequefio. Por otro lado, las ergatoides tienen la
mitad de ovariolos que las braquipteras, por lo que su vida fértil debe ser menor, lo que
reduce la eficacia bioldgica indirecta potencial obtenida por las obreras al producir

ergatoides en lugar de braquipteras.

Aun més importante es que aunque las ergatoides son producidas en exceso
comparadas con las braquipteras, su tasa de supervivencia individual es inferior. Una
gran proporcion  de ergatoides (69%) eclosiona en los nidos madres y son
inmediatamente eliminadas por las obreras. Por el contrario, el 94% de las braquipteras
eclosionan en el nido hijo y pueden competir para ser la nueva reina. Debido al corto
espacio de tiempo transcurrido entre el fin de la fision y la extraccion del nido (34
dias), todos los capullos de ergatoides y braquipteras comenzaron su desarrollo, muy
probablemente, en el nido madre, en presencia de la reina. Una parte de estos capullos
fueron transportados a los nidos hijos, mientras otra permaneci6 en los nidos madres. La
presencia de la reina madre en el nido probablemente estimul6 la eliminacién por las
obreras de todas las princesas que eclosionaron. Un fenémeno similar ha sido observado
en Aphaenogaster senilis, 1o que le permite mantener la monoginia (Boulay et al. 2008;
Chéron et al. 2009; Cronin y Monnin 2009). Por lo tanto, una importante proporcion de
ergatoides de C. fartessica fueron eliminadas sin que tuvieran ninguna posibilidad de
llegar a ser reinas, lo que representa la pérdida de una gran cantidad de energia invertida
por la colonia en su desarrollo. Por el contrario, los capullos de las braquipteras fueron
perfectamente segregados por las obreras participantes en la fision, probablemente en
base a sefiales quimicas o estructurales. Al ser transportadas al nido hijo, todas ellas
tienen la oportunidad de competir para ser la nueva reina. El modo en que la nueva reina
es elegida de entre las princesas que emergen en el nido hijo se desconoce, pero parece
que no depende de la morfologia de ésta. Todas excepto una, ya sea braquiptera o
ergatoide, fueron eliminadas por las obreras sin que se observasen agresiones directas
entre ellas. Quizds la primera princesa en eclosionar, independientemente de su
morfologia, tenga ventaja en este proceso competitivo, como ocurre en A. senilis

(Chéron et al. 2009; Cronin y Monnin 2009).

Nosotros proponemos un escenario en el que la evolucion de las ergatoides
resulta de la interaccion entre la seleccion actuando a nivel individual y colonial. La

fundacion colonial por fision es mds segura que la FCI, pero el numero de sus
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propagulos esta drasticamente limitado. En C. fartessica, cada propagulo contiene
alrededor del 30% de las obreras (unos 343 mg / propagulo) y un 21% de los capullos
de la colonia madre. Por comparacion, en C. emmae cada princesa tiene un peso de unos
22 mg de media. En una especie estrictamente monoginica como C. fartessica, las
obreras adultas no obtienen ningun beneficio produciendo numerosas princesas. Asi, la
seleccion a nivel colonial deberia favorecer a las obreras que invirtieran la mayoria de
los recursos en otras obreras (0 machos) y limitasen la produccién de princesas (Pamilo
1991). Sin embargo, desde el punto de vista de las larvas la situacion puede ser
diferente. Desarrollandose como reina tendrian su propia descendencia, mientras que si
lo hacen como obreras solamente obtienen eficacia bioldgica indirecta criando a sus
hermanas (Bourke y Ratnieks 1999; Ratnieks 2001; Wenseleers et al. 2003). Esta
diferencia de expectativas en cuanto a eficacia bioldgica obtenida puede ser suficiente
para que las larvas egoistas se vean favorecidas por seleccion natural. El mecanismo
conducente al desarrollo de las distintas castas es desconocido en C. fartessica. Como
en la mayoria de las hormigas, el desarrollo de una larva a princesa probablemente
depende de un conjunto de factores genéticos y ambientales (Schwander et al. 2010).
Sin embargo, el hecho de que las ergatoides sean ligeramente mayores y no mas pesadas
que las obreras reduce la capacidad de las obreras adultas de aplicar un control a las

larvas a través de una alimentacion diferencial.

Excepto por su comportamiento y por las dos pequeiias tégulas, las ergatoides
son dificiles de distinguir de entre las obreras, lo que explica que no fueran descubiertas
en estudios previos (Tinaut 1993). Resulta interesante que las patas de ergatoides y
braquipteras sean bastante similares y mas cortas que la de las obreras. Las Cataglyphis
son hormigas termofilas y la longitud de sus patas les confieren ventaja ecoldgica
reduciendo la exposicion del cuerpo a las altas temperaturas del suelo (Cerda y Retana
2000; Clémencet et al. 2010). Las reinas estan siempre asistidas por obreras y casi

nunca salen de sus nidos, lo que explicaria el que no precisaran de tal adaptacion.

El paso de FCI a FCD es un cambio importante que reduce tanto la ventaja
selectiva de las reinas grandes como el control por parte las obreras en la determinacién
de las castas a través del alimento. Por lo tanto, como ocurre en el caso de las abejas sin
aguijon Schwarziana quadripunctata (Ratnieks 2001; Wenseleers et al. 2005), la FCD

puede ser el escenario en el que la estrategia de las larvas egoistas se exprese. Estudios
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adicionales deberian estimar y comparar la eficacia bioldgica directa e indirecta de
retorno producidas por las ergatoides y braquipteras en otras especies conocidas como
E. imberbiculus (Heinze et al. 1992). Mas aun, nuestro conocimiento de la evolucion del
polimorfismo obrera—reina requerird avances en la biologia del desarrollo de la
formacion de castas. Finalmente, una cuestion interesante es si la proporcion entre
ergatoides y braquipteras, en C. tartessica, ha alcanzado un equilibrio o si las primeras
podrian llegar a sustituir totalmente a las segundas, como posiblemente ha ocurrido en

muchas otras especies
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Capitulo 7

La fision colonial

Introduccion

El nimero de obreras que componen una colonia de hormigas depende de muchos
factores, entre ellos la disponibilidad del alimento y la densidad de hormigueros de la
misma o distinta especie que compiten por éste. Por tanto, el tamafio colonial, va a tener
consecuencias cruciales, ya que de ¢l van a depender tanto la supervivencia de las
colonias como su capacidad de expansion por el entorno y la colonizacion de nuevos
habitat. De ahi la importancia que adquiere el reparto de recursos, entendido como

numero de obreras, entre los nidos madre e hijo, durante la fision.

Aunque son numerosas las especies de hormigas que fundan las nuevas colonias
mediante fision colonial, en su mayoria especies poliginicas, hasta el momento son
pocos los trabajos que ofrezcan datos relevantes sobre ellas. Briese (1983) hace una
descripcion de fision colonial en Chelaner sp, aportando datos sobre los transportes
observados y las distancias de fision. Lenoir et al. (1988) encuentran por primera vez
fision en una especie de hormiga monoginica, Cataglyphis cursor, que ademas es
polidndrica (Pearcy et al. 2004) y con capacidad de producir nuevas reinas mediante
partenogénesis telitoca (Pearcy et al. 2004). Lenoir et al. (1988) hacen una somera
descripcion de la fision y aportan interesantes datos de comportamiento sobre el
acoplamiento de las hembras con los machos. Fernandez-Escudero et al. (2001)
describen la fision en la hormiga poliginica Proformica longiseta, aportando datos sobre
el reparto de obreras entre los nidos madre e hijo. Y muy recientemente, durante la
redaccion de esta tesis, se ha publicado un trabajo muy completo sobre la fision en C.
cursor en el que, ademés de su descripcion en condiciones naturales, se hace un andlisis
sobre el reparto de recursos asi como de las posibles condiciones que la desencadenan

(Cheron et al. 2011). En nuestro estudio, ademds de la descripcion de la fisién en C.
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tartessica, una especie monoginica y monoandrica es decir, con un elevado grado de
parentesco entre las obreras componentes de la colonia, analizaremos el reparto de
recursos entre los nidos madres ¢ hijo'?, la diferente inversion en sexuados por parte de
las colonias en fisién con respecto a las que no lo estdn y las posibles causas que la
desencadenan. Ademds de aportar datos sobre el acoplamiento macho — hembra,
discutiremos las diferencias observadas entre las fisiones segin qué tipo de reina la

lider6: braquiptera o ergatoide.

Material y métodos

Recoleccion de hormigas y muestreo

Estudiamos el proceso de fision colonial en C. fartessica durante los afios 2008, 2009 y
2010. Para ello hicimos un mapa de nidos en tres transectos de 100 x 5 m en la Reserva
Biologica de Dofiana, en los meses de mayo. A los nidos mapeados les hicimos un
seguimiento consistente en visitarlos una vez a la semana durante dos meses. La
observacion de transporte social entre dos nidos denotaba la ocurrencia de la fision
colonial. Una vez detectada, se midieron las distancias entre los nidos madre e hjo.
También se midi6 la frecuencia, velocidad de los transportes sociales y nimero de
obreras implicadas en la fision mediante la filmacion de 8 nidos en fisiéon durante un
total de 11 horas 50 minutos. Para estimar el nimero de obreras implicadas en la fision
calculamos el tiempo medio que una obrera precisa en llevar un transporte al nido hijo y
regresar de nuevo al nido madre. El niimero maximo de obreras registrado en estos
intervalos de tiempo nos dio una estimacion del nimero de obreras implicadas en la

fision.

Una vez que los transportes sociales cesaban (al cabo de 3 o 4 dias), ambos
nidos, madre e hijo, eran excavados y llevados al laboratorio para contar sus

componentes y determinar el nimero de adultos y progenie que fueron segregados.

12 . .1 s . . . .
A efectos de claridad, utilizaremos los términos colonia y nido para referirnos a las colonias
antes y después de la fision, respectivamente (por ejemplo: una colonia al fisionarse da lugar a dos nidos:
un nido madre y otro hijo, producido por el primero).
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El volumen de los capullos los estimamos considerando sus figuras proximas a

las de un cilindro.

Adicionalmente extrajimos, entre los afios 2008 y 2010, 79 colonias de C.
tartessica elegidas al azar de marzo a octubre, en dos localidades de la RBD
(37°01°28.24 N”, 6°26°34.40 W”; 36°59°40.34 N”, 6°26'47.69 W”), distantes entre si
3.3 km; ambas en zona de monte blanco, con Halimium halimifolium como especie

predominante.

Analisis estadisticos

Toda la estadistica utilizada en este capitulo fue llevada a cabo usando los programas
informaticos R (R Development Core Team 2010) y Statistica 6.0. La segregacion de
adultos y progenie durante la fision fue analizada mediante modelos lineales mixtos
generalizados (Ime). El nimero de obreras, capullos y princesas fue comparado entre los
nidos madre e hijo (efecto fijo). Otros efectos fijos fueron el tamano de los capullos de
las hembras (medianos vs pequefios) y la morfologia de las reinas (ergatoides vs
braquipteras). También comparamos la proporcion de ergatoides que emergen de los
capullos pequefios en los nidos madres e hijos. Comparamos la produccion de capullos
haploides y diploides segun el tipo de reina de la colonia mediante modelos lineales
generales (glm), con el nido como factor aleatorio. En caso necesario, las variables
fueron log-transformadas a fin de aproximarlas a la normalidad. Todos los resultados y

estimaciones se dan como medias + S.E.

Resultados

El proceso de fision
Entre los afios 2008 y 2010 observamos 34 fisiones. La fision tuvo lugar,

mayoritariamente, entre la segunda quincena de junio y principios de julio. De los 73

nidos de promedio marcados en los transectos realizados, registramos un promedio de
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14 fisiones (19%). Con la excepcion de dos colonias, todas las fisiones produjeron un
unico nido hijo. Los nidos hijos se instalaron a una distancia de 7.7 = 0.15 m (rango de
1.9 a 28.4 m) de sus respectivos nidos madres. Las grabaciones de video mostraron que,
durante la fision, las obreras realizan 0.35 + 0.07 transportes sociales por minuto. Los
transportes se realizaron muy rapidos entre los nidos madre e hijo (5.0 + 0.4 m/min) y el

numero calculado de obreras implicadas en la fision fue muy bajo (3.1 £ 0.39 obreras).

El tamano de las colonias que fisionaron (suma de las obreras del nido madre
mas las del nido hijo) fue significativamente mayor que el encontrado para los colonias
sacadas al azar entre los meses de mayo y junio (Fig. 2.1.1: nimero de obreras: 300.97
+ 34, n = 34 vs 140.95 + 63, n = 63, respectivamente; t = 6.09, p < 0.0001), sugiriendo
que, o bien el tamafo del nido podria ser, al menos, uno de los desencadenantes de la
fision o que la fision solo va a poderse llevar a cabo a partir de un umbral, grande, de

tamaifio de nido.

Las excavaciones de las colonias indicaron que los nidos madres contenian
significativamente mas obreras que los nidos hijos (Fig. 7.1: numero de obreras: 196 +
20 vs 99 £ 7 obreras, respectivamente; lme: t;s = 4.99, p < 0.0001). Diez nidos madres
(29%) estuvieron lideradas por una reina braquiptera (dos de ellas atin con las alas), 16
(47%) lo fueron por una ergatoide y 8 (24%) aparentemente no tuvieron reina. Por otra
parte, un nido hijo (3%) tuvo una reina braquiptera sin alas, cinco (14%) tuvieron una
ergatoide y 30 (83%) carecian de reina (Test Chi cuadrado de Pearson: x>, = 25.8, p <
0.0001). En todos los casos en los que no se encontrod reina en el nido madre tampoco se
encontrd reina en el nido hijo. Esto sugiere que la reina madre se quedd generalmente en
el nido original con aproximadamente el 70% de las obreras, mientras que las princesas
que eclosionaron tras la fision procedieron de capullos transportados al nido hijo junto a

un 30% de obreras.
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De los tres tipos de capullos producidos fbrtartessica, con diferencias muy
significativas entre ellos en cuanto a volumeng.(2.2.2;test de Kruskal-Wallis: H =
89.5, d.f. = 2,p < 0.000), sOlo los pequefios y medianos participaron efislén,
produciendo obreras y ergatoides los pequefos,agulpteras los medianos. Los

capullos grandes produjeron siempre machos.
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El tamafio de las colonias lideradas por reina bpagpa fue significativamente

mayor, aunque de forma discreta, a las lideradasspma ergatoide (nimero de obreras:
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371.5 £ 57.2,n =9 vs 262.78 £ 23.2, n = 18, respectivamente; t = 2.1, p = 0.046; Fig.
7.3), posiblemente como consecuencia del menor nimero de ovariolos (Fig. 6.1 e y f) y,

por lo tanto, menor fertilidad, de las reinas ergatoides.
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Figura 7.3 Diferencia de tamafio de las colonias en fisiéon en funcién del tipo de reina que la
lidere (p=0.046). El primer lugar, el tamafio medio de las colonias en fision.

Durante la fision, los capullos de las hembras fueron segregados, entre los nidos
madre e hijo, de acuerdo a su talla (Fig. 7.4; Ime: F;_ 103 = 73.6, p < 0.0001). Mientras
que el nimero de capullos pequefios (volumen: 6 — 8 mm?) fue mayor en el nido madre
que en el hijo (tio3 = 8.8, p < 0.0001), los capullos medianos (26-33 mm") fueron mas

numerosos en el nido hijo (tip3 = 3.3, p = 0.0013).
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Figura 7.4 Segregacion de capullos segun su tamafio entre los nidos madre e hijos. Por razones
de representacion, el nimero de capullos pequefios se dividié por 10.

Aislando estos capullos inmediatamente después de la excavacion de los nidos,
pudimos registrar la casta de las hormigas que eclosionaron. Esto reveld que tanto las
ergatoides como las obreras eclosionaron de capullos pequefios, mientras que las
braquipteras lo hicieron solamente de capullos medianos (Fig. 6.5). No se encontraron
machos ni capullos de machos en ninguna de las colonias implicadas en el proceso de

fision.

El proceso de fision durd entre tres y cuatro dias con, transportes ocasionales
durante dos o tres dias mas. Finalizada la fisién, tuvo lugar la eclosion de las
braquipteras y ergatoides a partir de los capullos medianos y pequefios,
respectivamente. Las tres copulas observadas, dos con la intervencién de una ergatoide
y una de braquiptera, mas una princesa alada saliendo del nido, tuvieron lugar entre las
15 y 16 horas solares. En todos los casos en que se observaron salida de machos éstos lo
hicieron antes que las princesas, entre las 13 y 14 horas solares. Las tres copulas fueron
observadas sobre una pequefia espiga muy proxima al nido (distancia: rango de 1 a 1.75
m, tiempo de copula: rango de 5 a 45 mn). Tras la copula, la princesa regresd de

inmediato al nido.
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Ciclo de desarrollo de los sexuados

La produccién de sexuados tuvo lugar mayoritariamente a lo largo del mes de
junio, prolongéndose, aunque con mucha menos importancia, durante julio y agosto

(Fig 7.6).
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Figura 7.6 Producciéon media de sexuados por colonia (machos + capullos haploides) durante el
periodo de actividad de C. tartessica (n = 93).

De los 79 nidos muestreados al azar durante el periodo de actividad, 15 (19%)
produjeron machos, 51 (65%) obreras y solo 2 (2.5%) produjeron obreras y machos (Fig
7.7 %> = 64.0, p=0).

El nimero de capullos haploides (machos) y diploides (obreras) producidos en
junio dependié del tipo de reina que lideraba el nido (Fig 7.8; GLM, efecto de la reina:
Fa, 104 =3.632, p = 0.008).
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Figura 7.7 Produccion de capullos de obreras (diploides) y de machos (haploides) en colonias
recolectadas al azar durante el periodo anual de actividad de C. tartessica. Se observa la
segregacion entre colonias que producen capullos diploides y haploides.

El niamero de capullos haploides fue significativamente mayor en las colonias
con reina ergatoide frente a los que tuvieron braquiptera y a los sin reina (Tukey HSD
test, p = 0.01 y p = 0.04, respectivamente), mientras que el niumero de capullos
diploides lo fue en los nidos con reina braquiptera frente a los liderados por ergatoide, y
no significativamente diferente a los encontrados sin reina (Tukey HSD test, p = 0.03 y

p = 0.125, respectivamente).

De los 56 nidos extraidos en junio, 20 produjeron sexuados (35.7%), de ellos 6
(30%) produjeron un total de 20 capullos de braquipteras (3.3 £ 2.9; media =+ SD),
mientras que 14 (70%) produjeron un total de 623 capullos de machos (44.5 =+ 34.9;
media + SD), (% nidos productores de hembras vs % nidos productores de machos:
= 3.3, p <0.5), lo que supone una inversion en braquipteras frente a machos de 1:13.5

(test de Student, t =-2.633, p = 0.016).
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Figura 7.8 Produccién de capullos haploides y diploides en funcién del tipo de reina que lidera
la colonia.

En los nidos con sexuados se encontrd una asociacién positiva entre su
produccion y el tamafio colonial (Fig 7.9; Rango de correlacion de Spearman, rs = 0.45,
n =25, p = 0.02), que es significativa para las colonias lideradas por ergatoides (rs =
0.83, p = 0.003) pero no para las categorias de colonias lideradas por braquipteras y sin

reina (p = 0.168 y p = 0.74, respectivamente)
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Figura 7.9 Produccion de machos en funcion del tamafio colonial. Las lineas de tendencias se
dan para colonias con reinas ergatoides (y = -0.0545 + 0.8103*X) por un lado, y colonias con
reina braquiptera y sin reina por otro, significativa para el primer caso y no para el segundo.
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Discusion

En este estudio se describe el proceso de reproduccion colonial por fision desarrollado
por C. tartessica en condiciones naturales. La fision tiene lugar, principalmente, durante
la segunda quincena de junio y principios de julio, coincidiendo con el solsticio de
verano, aproximadamente en el centro de su periodo anual de actividad. Este periodo de
fision coincide aproximadamente con el descrito para Proformica longiseta (Fernandez-
Escudero et al. 2001), una hormiga que vive en Sierra Nevada, Granada, por encima de
los 2.000 m de altitud. P. longiseta hace coincidir su reproduccion colonial por fision
con el periodo, muy corto, de disposicion de alimentos. Sin embargo, la fisiéon en
nuestra especie de estudio estd retrasada con respecto a Cataglyphis cursor, una
hormiga que habita en el noreste de Espafia y sureste de Francia, y que fisiona un mes
antes (Lenoir et al. 1988; Pearcy y Aron 2006; Cheron et al. 2011), en plena primavera.
En este caso, la eleccién de estas fechas de fision supone que las primeras obreras
producidas por la nueva reina lo van a hacer en verano, en un ambiente hostil debido a
las altas temperaturas y con limitada disponibilidad de alimentos. Dado el grado de
parentesco entre las integrantes de una colonia de C. fartessica, mayor que entre las de
C. cursor, al ser éstas poliandricas (Pearcy et al. 2004) cabria esperar que, en funcion
del alto retorno genético, via supervivencia de la colonia hija que obtendrian, eligiesen
fechas de fision con menos estrés tanto térmico como alimenticio. Deben de existir

razones que nos son desconocidas.

Ademas del tamafio colonial como posible desencadenante de la fision, el hecho
de que las colonias que fisionaron lideradas por reinas braquipteras fueran
significativamente mayores que las lideras por reinas ergatoides, relaciona la fisién con
la fecundidad de la reina, menor en las ergatoides que en las braquipteras al tener menor

namero de ovariolos (Fig. 6.1)

El reparto de recursos, numero de obreras, entre los nidos madre e hijo estuvo
sesgada. La fision colonial produjo nidos con mayor niimero de obreras en el nido
madre, donde permanecid la reina, que el nido hijo, de acuerdo con la prediccion de

Pamilo (1991).
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Las colonias en fision invirtieron s6lo en hembras (obreras y princesas), siendo
los capullos de las obreras repartidos entre los nidos madre e hijo en proporcion similar
al de las propias obreras, mientras que los de las princesas braquipteras fueron todos

transportados al nido hijo.

Nuestros resultados muestran que la produccion de braquipteras y machos en C.
tartessica esta altamente sesgada a favor de los machos, tanto a nivel colonial. La razén
podria estar en su modo de reproduccion por fision. El mayor éxito de los propagulos, al
ir acompafiados por una fuerza de obreras, hace menos necesaria la producciéon de

braquipteras.

Por otra parte, las colonias que invirtieron en machos lo hicieron de forma
exclusiva, encontrando una asociacion positiva entre su niimero y el tamafio colonial,
pero sb6lo en aquellas que estuvieron lideradas por reina ergatoide. Este dato podria
sugerir que, en las colonias con reina ergatoide hay produccion de machos, ademas de

por ella, por parte de las obreras, mientras que en las lideradas por braquiptera no.

Excepto en dos ocasiones en las que a partir de un nido madre se originaron dos
nidos hijos (14.3%), en todos los demas casos la fisién s6lo origind un nido hijo, que
fueron alejados a una distancia muy similar a la su distancia de forrajeo (7.7 £ 0.15 m vs
7.05 £ 0.93 m, respectivamente) y unas diez veces la distancia al nido mas proximo
(0.72 = 0.04 m) sugiriendo la existencia de competencia local por los recursos entre los

nidos madre e hijo.
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CONCLUSIONES

Basandonos en los resultados obtenidos en este estudio, nuestras conclusiones son:

1.- Cataglyphis floricola es una especie distribuida en torno a la cuenca baja del rio
Guadalquivir, entre las provincias de Huelva, Sevilla y Cadiz, anidando siempre sobre
suelos arenosos. Datos moleculares, morfologicos y quimicos indican que los dos

morfos son en realidad dos especies distintas con distribucion parapatrica.

2.- Llamamos C. tartessica al morfo bicolor, y describimos taxondémicamente la nueva

especie.

3.- C. tartessica es una especie con periodo de actividad aproximadamente
interequinoccial primavera — otoflo, con maxima actividad en torno al solsticio de
verano, momento coincidente con su periodo de reproduccion. Los nidos, formados por
unas 300 obreras, son monocalicos, monoginicos y monoandricos. Su dieta resulta ser

muy variada e incluye muchos cadéveres de insectos.

4. - La actividad de forrajeo, tanto diaria como estacional, depende en gran medida de la

posicion del sol.

5.- Como todas las especies de Cataglyphis, las obreras de C. tartessica forrajean de
forma individual. Sin embargo, las obreras pueden practicar un tipo de reclutamiento
primitivo cuando se encuentran ante presas de gran tamafio. Este reclutamiento va a

depender de la distancia a la que se encuentre la presa.

6.- C. tartessica se reproduce por fision. La reina permanece en el nido madre, mientras
que las princesas son transportadas al nido hijo en estado de pupa. Muy pocas obreras
(3-4) son las encargadas del transporte de obreras, capullos, larvas y huevos al nido hijo.

Aproximadamente un tercio de las obreras son transportados al nido hijo.
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7.- Los nidos estan liderados por dos tipos de reinas, ambas de pequefio tamafio pero
morfologicamente diferentes: braquiptera o ergatoide. La evolucion de las primeras se
debe directamente al modo de fundacién por fision. La evolucion de las segundas podria
deberse a una estrategia larval egoista que las ha llevado a desarrollarse en reinas con

aspecto de obreras en contra del interés colonial.
8.- A nivel poblacional, la produccion de machos es muy superior a la de reinas. Al

principio de la temporada las colonias deciden invertir en la produccién de machos o en

la produccién de hembras.
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