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RESUMEN

Se explord la presencia potencial de mecanismos de induccion de las defensas bidticas en la relacion mirmecofila entre las plantas de la especie Aca-
cia cornigera y las hormigas de la especie Pseudomyrmex ferruginae. En este estudio se probaron tratamientos in situ, los cuales intentaron emular
senales quimicas que emiten las plantas después de sufrir dafos foliares, evaluando la velocidad e intensidad de las respuestas de las hormigas. Los
resultados indican que existen sefales quimicas, las cuales fomentan el reclutamiento de las hormigas y su patrullaje en las zonas danadas; este estu-
dio confirma que las respuestas inducidas son un factor primordial que pueden llegar a modular las interacciones biéticas en relaciones mirmecéfilas
mutualistas y estas pueden ser evaluadas de manera practica en campo.

Palabras clave: respuestas inducidas, herbivoria, mutualismo, mirmecofilia.
ABSTRACT

This study explored the potential presence of biotic defenses for mechanisms induction in the myrmecophile relationship between plants (Acacia
cornigera) and ants (Pseudomyrmex ferruginae). Treatments were tested in situ, which tried to emulate chemical clues emitted by plants after foliar
damage, assessing the speed and intensity of ants’ responses. The results indicate chemical signals which promote the recruitment of ants and their
patrols in the damaged areas. This study confirms that the induced responses are a major factor that can modulate biotic interactions in myrmecophile
relationships and these can be evaluated in a practical way on the field.

Keywords: induced responses, herbivory, mutualism, myrmecophily.

INTRODUCCION

La herbivoria constituye un factor importante en la
ecologia y la evolucidn de las plantas, ya que puede
limitar su sobrevivencia, crecimiento, habilidad competiti-
vay su éxito reproductivo (Harper, 1977; Coley & Barone,
1996; Marquis, 2005). Desencadenando mecanismos de
defensa en plantas (Marquis, 1992; Coley & Barone, 1996;
Crawley, 1997, Agrawal, 2007). Estos mecanismos de
defensa pueden ser agrupados funcionalmente en meca-
nismos directos e indirectos (Takabayashi & Dicke, 1996).

Las defensas directas son aquellas que actian modu-
lando solamente la relacion con el depredador; esto puede
ser mediante sustancias quimicas, como los metabolitos
secundarios los cuales pueden anular el riesgo de ataque
o intoxicar a los depredadores. Por otro lado, las defensas
indirectas actuan a través de una tercera parte o especie

mediadora, este patron defensivo también se ha llamado
defensa biodtica (Agrawal, 1998; Rico-Gray y Oliveira,
2007). Estos mecanismos defensivos son comunes en
la naturaleza y pueden expresarse constitutivamente,
inducirse ante la amenaza de depredacion o después de
un ataque inicial (Karban & Baldwin, 1997; Agrawal et
al., 1999).

Una de las defensas bidticas mas conspicuas en la
naturaleza es la relacion mirmecofila, la cual es general-
mente de tipo mutualista. En esta relacién, la hormiga
asociada repele ataques de herbivoros a la planta hos-
pedera, a cambio de recompensa, usualmente alimento
y refugio, incrementando asi la adecuaciéon de ambos
participantes de la interaccién (Huxley, 1991; Crawley,
1997; Rosumek et al., 2009).

Las respuestas inducidas en sistemas defensivos, que
no asocian a plantas y hormigas, han sido caracterizadas
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de manera extensa (Agrawal y Rutter, 1998; Roder, 2011)
demostrandose que reducen el desempefio y la preferen-
cia de los herbivoros en plantas previamente dafiadas
(Karban & Myers, 1989; Karban & Baldwin, 1997). Sin
embargo, el papel de las respuestas inducidas, como
mediadoras de interacciones como la mirmecofila, han
sido poco explorada (Agrawal, 1998; Inui & Itioka, 2007;
Bruna, 2008). No obstante, este sistema es ideal para el
estudio de la mediacion en respuestas inducidas, debido
a que: 7) las hormigas defensivas pueden ser analogas a
compuestos secundarios (Janzen, 1966), y 7i) las hormigas
poseen mecanismos de deteccion de sistemas fitoquimicos
(Holldobler & Wilson, 1990) que potencialmente pueden
emitir como alerta para las plantas.

Uno de los sistemas mas notables y mejor estudiados
de relacion defensiva entre hormigas y plantas, es la
interaccién mutualista entre los arboles de Acacia y las
hormigas del genero Pseudomyrmex, en esta relacion Aca-
cia ofrece espinas huecas de origen estipular como sitio
para el establecimiento y mantenimiento de la colonia
de hormigas. Ademas, la planta suministra alimento por
medio de nectarios extraflorales ubicados en los peciolos
de las hojas y cuerpos de Belt, los cuales son agregaciones
amarillentas de lipidos y proteinas (Heil et al., 2004) que
se encuentran en la parte apical de los foliolos de hojas
nuevas. Estas recompensas son continuamente cosecha-
das por las hormigas, las cuales se mantienen y anidad
permanentemente en la planta (Janzen 1966; 1983, Dirzo
etal., 1997). En su permanencia, las hormigas defienden
vigorosamente a su hospedero y a la colonia ante de-
predadores como mamiferos, reptiles y principalmente
insectos herbivoros (Rehr ez al., 1973; Janzen, 1983, 1996).

No obstante el alto grado de estudio de esta inte-
raccién, existen pocas evidencias que apunten sobre la
importancia potencial de las defensas inducidas en la
relacion Acacia-Pseudomyrmex. En Algunos trabajos se ha
sugerido que el comportamiento agresivo de las hormigas
es inducido por movimientos eventuales del follaje de la
planta (Madden & Yung, 1992; Cronin, 1998). A pesar de
estos estudios, no existen en la literatura evidencias de que
el comportamiento defensivo de las hormigas sea indu-
cido por sustancias volatiles de las plantas; sin embargo,
este escenario es potencialmente probable. Por ejemplo,
Agrawal, (1998) encontrd en un sistema mirmecofilico
(Cecropia-Azteca) que las sustancias volatiles inducen
un mayor reclutamiento de hormigas en zonas dafiadas,
vislumbrando que este escenario puede ser generalizable
a los demas sistemas mirmecofilos.

En este trabajo se pretende generar evidencia que
apoye la prediccion sobre el papel importante de las

defensas inducidas en la dinamica planta-hormiga. Para
ello se realizaron experimentos mediante una sencilla
manipulacidén en campo, la cual de una manera practica,
pueda evaluar la presencia potencial de sefiales quimicas
que provoquen el comportamiento defensivo de las hor-
migas en un sistema mirmecofilo.

MEtopo

Area de estudio

Este estudio se llevo a cabo en el mosaico antropizado
circundante a la Estacién Bioldgica Tropical “Los Tuxt-
las”, del Instituto de Biologia de la UN.A.M (figura 1),
cuya matriz de vegetacion es de Selva Alta Perennifolia
(Gonzalez et al., 1997). Todos los individuos de estudio
fueron localizados en un pastizal aledafio a la estacion,
el cual presentaba una alta densidad de plantas de Aca-
cia cornigera en una relativa homogeneidad ambiental
(aproximadamente 300 plantas de acacia por hectarea).
Dentro de este sitio se localizaron y marcaron plantas
con altura (1.5 m aproximadamente) y arquitecturas
foliares similares, que tuvieran como hormiga huésped
a Pseudomyrmex ferruginae.

Se disenaron tratamientos que intentaran extraer o
desencadenar in situ dichas respuestas, cada uno de estos
tratamientos fue aplicado conjuntamente con controles,
en un disefio pareado dentro de una misma planta, to-
mando como area de observacion hojas focales que com-
partieran la misma filotaxia, aplicando simultaneamente
cada tratamiento y su respectivo control. La asignacién
de tratamientos en las plantas, asi como dentro de las
plantas (al nivel de hojas) se realiz6 mediante un sorteo
al azar. Los tratamientos fueron:

Daiio mecanico (DM): se realiz6 un corte con tijera
removiendo el 40% del area foliar total de cada hoja
focal seleccionada. El control para este tratamiento
consistié en la manipulacién de una hoja por medio de
las tijeras pero sin realizar el corte, esto con el propdsito
de descontar el efecto del movimiento de las hojas al
efecto del corte. Este tratamiento intenta emular a la
herbivoria natural.

Maceracion de Acacia
Enuna de las hojas se colocd una maceracion de hojas de
Acacia cornigera, para ello se recolect6 follaje de Acacia
(0.5 gr aproximadamente) en plantas independientes a los
tratamientos, tomado hojas del mismo nivel de filotaxia
que las hojas focales, este tejido fue macerado y colocado
su totalidad en la parte central de las hojas seccionadas.
Como control a este tratamiento se colocé una mace-



racion de lechuga (Lactuca sativa) en la misma forma
y cantidad que la colocada en la hoja de tratamiento,
descontando asi la presencia de un objeto extrafio sobre
la hoja focal.

Extracto de Acacia

Se realizaron extractos de hojas de Acacia, para ello colectd
follaje (0.5 gaproximadamente) en plantas independientes
que se macerd en un ml de agua destilada; posteriormente
este extracto fue filtrado en una tela de algodon y aplicado
(0.5 gr aproximadamente) en el centro de la hoja focal
designada. Como control a este tratamiento se colocaron
igualmente un ml de agua pura filtrada enla tela de algodon
a la hoja focal control.

Andlisis estadistico

En cada una de las hojas focales (tratamiento y control)
se registro el tiempo de llegada de la primera hormiga, lo
cual da una estimacién de la velocidad de respuesta de las
hormigas al estimulo aplicado; ademas se realizaron censos
puntuales a partir de primer minuto y hasta el minuto 20,
para tener un registro del nimero de hormigas que se en-
cuentran sobre las hojas focales en intervalos fijos de tiempo.

Debido a que el disefio planteado se basa en un mo-
delo pareado (dos hojas de una misma planta) con trata-
miento vs. control, se aplicaron pruebas de T-Student para
muestras dependientes y asi poder contrastar el nimero
promedio de hormigas en las hojas focales; mientras que,
para analizar diferencias en la velocidad de respuesta de
las hormigas a los estimulos aplicados, se utiliz6 un rutina
de Analisis de Tiempo de Fallas (Fox, 2001).

ResuLTADOS

Numero de hormigas por tratamiento
En total se analizaron 12 plantas por tratamiento (36
plantas en total para los tres tratamientos). En general, el
tratamiento que tuvo un mayor promedio de visitas por
minuto fue el de extracto de Acacia (media= 2.63 +1.72);
mientras que el menor nimero de visitas lo mostro el trata-
miento control de herbivoria (s6lo movimiento; cuadro 1).

Daiio mecanico (DM) vs. Movimiento
Al realizar la comparacion para el nimero de hormigas
entre los tratamientos de DM y movimiento, se encontrd
que el tratamiento de DM mostr6 una mayor tasa de visitas
(1.62 +£1.57) que el control de movimiento (0.4 £0.77); las
diferencias fueron estadisticamente significativas (= 8.77,
P<0.0001). Elintervalo donde se observo una mayor actividad
de hormigas, en el tratamiento de herbivoria, fue en el minuto

Revista de Ciencias de la UnicacH

tres y cinco; mientras que para el control de movimiento
fueron los minutos siete y diez.

Maceracion de Acacia vs. Maceracion de Lechuga

Al realizar la comparacion para el numero de hormigas
entre los tratamientos maceracion de Acacia y de lechuga
se encontrd que, el tratamiento de Acacia mostré una
mayor tasa de visitas (1.97 £1.72) que el control con
extracto de lechuga (0.84 £1.04), las diferencias fueron
estadisticamente significativas (#=7.52, P<0.0001). En
el intervalo donde se observé una mayor actividad de
hormigas fue en el minuto cuatro para el macerado de
Acacia; mientras que para el macerado de lechuga, fueron
los minutos cinco y once.

Extracto de Acacia vs. Agua

Al realizar la comparacion, para el nimero de hormigas
entre los tratamientos extracto de Acacia y agua, se encontrd
que el tratamiento de Acacia mostrd una mayor tasa de visitas
(63 £1.72) que el control con agua (1.6 2.09), 1as diferencias
fueron estadisticamente significativas (#= 6.46, P<0.0001). El
intervalo donde se observd una mayor actividad de hormigas
fue en el minuto doce para el extracto de Acacia, mientras
que para el agua fue el minuto veinte.

Tiempo de arribo de la primera hormiga
En general, el tratamiento que mostré un tiempo mas
corto en la respuesta de las hormigas fue el extracto de
Acacia (35.8 £24.9); mientras que el tratamiento de dafo
mecanico mostro la mayor demora en la respuesta de las
hormigas (202.76 +446.5; cuadro 1).

Daiio mecanico vs. Movimiento
Al realizar la comparacién para el tiempo de arribo de
la primera hormiga, entre los tratamientos de herbivoria
y movimiento, se encontré6 que no existen diferencias
estadisticamente significativas entre ambos tratamientos
(Cox’s F=1.02, P<0.4864; figura 2).

Maceracion de Acacia vs. Maceracién de Lechuga
Para la comparacion del tiempo de arribo de la primera
hormiga, entre los tratamientos maceracion de Acacia y
de lechuga, se encontr6 que no existen diferencias estadis-
ticamente significativas entre ambos tratamientos (Cox’s
F=1.93, P<0.1529; figura 3).

Extracto de Acacia vs. Agua
Para la comparacion del tiempo de arribo de la primera
hormiga, entre los tratamientos extracto de Acacia y agua,
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se encontrd que no existen diferencias estadisticamente
significativas entre ambos tratamientos (Cox’s F=2.41,
P<0.07; figura 4).

DisCUSION Y CONCLUSIONES

A vpartir de los analisis de los coeficientes de variacion
se encontré que los controles mostraron valores altos
(124-191%) en comparacion a los tratamientos (65-96%;
cuadro 1). Esto puede indicar que las hormigas respon-
den de manera erratica a las sefiales de disturbio y que,
independientemente de la calidad de la sefial, estas areas
pueden ser visitadas en un proceso de “verificaciéon” mas
que de respuesta al ataque de herbivoros.

Por otro lado, este estudio mostrd que los tratamien-
tos (dafio mecanico, macerado y extracto) tienen mas
visitas que sus respectivos controles. Esto sefiala que las
hormigas tienen la capacidad de discriminar entre sefiales
de mejor calidad (e.j. quimicos volatiles) sobre simples
sefales de disturbio; las cuales pueden ser igualmente
atendidas, pero sin desencadenar procesos de recluta-
miento de hormigas. A este respecto, la efectividad de la
defensa inducida debe de estar asociada a la capacidad
de comunicacién (e.j. feromonas) entre la colonia de
hormigas (Agrawal, 1998; Agrawal & Rutter, 1998).

En el contraste entre el tratamiento de Daflo Meca-
nico vs. Movimiento, se encontr6 que las plantas con
dano tienen mayor numero de visitas que el tratamiento
control (movimiento); esto es un dato interesante debido
a que Young et al., (1990) reportaron que la actividad
de Pseudomyrmex spinicola y P. flavicornis, en arboles
de Acacia, se incrementaba a mas del doble cuando las
plantas sufrian un tipo de perturbaciéon por movimiento.
Esta observacion ha sido confirmada por Cronin, (1998),
quien evalué la interaccion entre Pseudomyrmex-Acacia 'y
encontré que la actividad de las hormigas se ve incremen-
tada con solo la llegada de los herbivoros. Sin embargo,
en el presente estudio no se encontraron evidencias de
que el movimiento sea un factor que active significativa-
mente el patrullaje de las hormigas. Desde un punto de
vista zoocéntrico, el activar el patrullaje por sefiales de
movimiento es una estrategia riesgosa, debido a que esta
seflal puede ser sumamente inconsistente con el ataque
de herbivoros (e.j. lluvia, rafagas de aire., etc.). Por tanto,
el responder a este tipo de sefiales erroneas puede tener
un costo energético alto y riesgos de depredacion para
las hormigas. Si bien el dafio mecanico, sugerido en este
estudio, puede emular a la respuesta de la planta ante
herbivora natural, esta extrapolacién debe de ser cuida-
dosa debido a los procesos quimicos que los herbivoros

pueden desencadenar en las plantas, un tratamiento que
considere la adicion de un inductor de respuestas (e.].
metil jasmonato) podria clarificar esta aseveracion.

También se encontraron diferencias significativas
entre los tratamientos de macerado y extracto con sus
respectivos controles. Ambos tratamientos tiene en
comun el potencial de magnificar sefiales quimicas de
alerta para el patrullaje de las hormigas. Estas diferencias
indican la existencia de dicha sustancia que funciona
como sefial (e.j. hexanal), la cual produce un efecto en
el reclutamiento de las hormigas a las zonas de alerta;
esta hipotesis debera ser corroborada por estudios sub-
secuentes. Es interesante resaltar que el tratamiento de
extracto de Acacia present6 la media mas alta de visitas
de todos los tratamientos, ademas del coeficiente de va-
riacion mas bajo, lo que indica que esta es la sefial mas
fidedigna, para desatar una respuesta en las hormigas,
probada en este estudio.

Los analisis de fallas tiempo mostraron que no existen
diferencias estadisticamente significativas en el tiempo
de arribo de la primera hormiga después de un disturbio,
este analisis es compatible con la idea de que las hormigas
patrullan constantemente la planta y pueden responder a
estimulos erréneos. Sin embargo, es importante sefialar
que la respuesta real a los estimulos fidedignos se tradu-
ce en una mayor efectividad del reclutamiento, en este
sistema, no asi en velocidad de respuesta al estimulo.
En contraste a esta aseveracion, en la comparacion de
tiempo de arribo en el tratamiento de extracto vs. agua,
se encontr6 una tendencia marginal (P= 0.07) apuntando
hacia el tratamiento de extracto de Acacia con una mayor
velocidad de respuesta. Esto puede estar relacionado
por la calidad del estimulo y pone en evidencia que un
estimulo adecuado y magnificado puede ocasionar una
respuesta positiva en dos direcciones: /) mayor velocidad
de llegada al estimulo y #i) mayor capacidad de recluta-
miento de hormigas.

El patrullaje y defensa de las plantas, puede ser una
actividad riesgosa para las hormigas e implica el uso de
obreras que pueden ser destinadas para el cuidado de
las larvas o recolectar alimento (Oster y Wilson, 1978).
Por lo tanto, existe un interés implicito de minimizar el
tiempo de patrullaje en el follaje de las plantas. Ademas,
asociado al patrullaje, existe el riesgo de depredacion,
lo cual afectaria directamente al interés de la colonia
de hormigas. De tal forma que las hormigas deben de
responder a sefiales fidedignas para invertir tiempo y
recursos en la defensa de sus plantas hospederas. Este
escenario es compatible con los datos en este estudio,
puesto que en general las hormigas incrementaron su



reclutamiento mediante estimulos asociados al dafio real
(maceraciones, extractos y herbivoria), lo cual sugiere la
presencia de sefiales quimicas honestas que estimulan el
patrullaje y reclutamiento de Pseudomyrmex.

Los resultados discutidos traen una nueva pregunta
a resolver: jpor qué una relacién mirmecofila “estable”,
como la establecida en Acacia-Pseudomyrmex, es mediada
por sistemas de defensas inducidas? (cf. Agrawal & Rutter,
1998). Existen evidencias indirectas que sugieren que las
recompensas proporcionadas por las plantas, en las rela-
ciones mirmecofilas (refugio y alimento), son costosas y
pueden desviar recursos para el crecimiento de las plantas.
Por lo tanto, la funcion defensiva de las hormigas debe de
ser efectiva, sobre todo en plantas demandantes de luz y
con tasas de crecimiento altas como los arboles de Acacia
(Dirzo et al., 1997), debido a que el mantenimiento de la
colonia de hormigas en esta especie puede comprometer
su desempefio ecoldgico (via una menor tasa de creci-
miento, supervivencia o reproduccion).

En las plantas de Acacia, los cuerpos de Belt son pro-
ducidos inicamente en las hojas nuevas, esto puede ser
una estrategia de direccionar el patrullaje de las hormigas
a tejido fotosintético mas “valioso” para las plantas. Esto
es una evidencia indirecta de que el recurso alimenticio
(cuerpos de Belt) es costoso para las plantas, por lo tanto
estos no pueden ser producidos en todo el follaje, 1o cual
traeria como consecuencia un patrullaje intenso por
toda la planta. Este argumento fortalece la alternativa
de desarrollar compuestos menos costosos que alerten
eficazmente a las hormigas sin invertir en recompensas
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caras que comprometan el desempefio de la planta, por
tanto cualquier sistema que potencialice la efectividad de
las hormigas deberia ser evolutivamente ventajoso. Sin
embargo, es importante sefialar que, la magnitud de la
respuesta a los estimulos provocados por el dafio pueden
estar relacionados con el tamafio de la colonia asi como
a la especie de hormigas a la cual este asociada la planta
(Cronin, 1990).

Estudios en sistemas similares, como Cecropia-Azteca
(Agrawal, 1998), han reportado que la induccion del
reclutamiento de las hormigas es regulado por quimicos
volatiles, esta interaccion es mediada por un sistema
de recompensa (cuerpos de Miiller), estructuralmente
diferentes a los ofrecidos por Acacia (cuerpos de Belt y
nectarios). Sin embargo, este estudio muestra eviden-
cias de que ambas interacciones pueden ser moduladas
mediante la induccién de respuestas bidticas y que este
sistema tiene el potencial de ser comun y generalizable
en las relaciones mirmecofilas. Finalmente, esta investi-
gacion confirma que las sefiales quimicas de induccién
son un factor notable y que pueden llegar a modular las
interacciones bidticas y sus resultados para cada una de
las especies interactuantes.
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