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1.1 Resumen

El género Acacia se encuentra actualmente bajo escrutinio, sugiriéndose la presencia de cinco
linajes evolutivos. Dentro de este género destaca un pequefo grupo constituido por quince
especies mirmecoéfilas neotropicales, que mantienen una fuerte asociacién mutualista con
hormigas del grupo Pseudomyrmex ferrugineus y hasta ahora, no ha habido un analisis molecular
de este sistema (Pseudomyrmex-Acacia) en términos de origen y edad. La intencién del presente
trabajo es contribuir al entendimiento de las relaciones filogenéticas, de los tiempos de origen y
de las tasas de diversificaciéon entre las especies de los géneros Acacia y Pseudomyrmex. Se
realizaron andlisis filogenéticos utilizando las regiones nucleares ITS (64 taxa) y PEPC (35 taxa);
y tres regiones de cloroplasto (matK, psaB-rps14 y trnL-trnF) en un grupo de 70 mimosoideas; asi
como dos regiones nucleares (long-wavelength rhodopsine y wingless) en un total de 43 taxa de
hormigas de la subfamilia Pseudomyrmecinae. En la filogenia obtenida con ITS sé6lo los grupos
Acacia farnesiana y Acacia macracantha del subgénero Acacia asi como el subgénero Phyllodineae
resultan monofiléticos. El género Acaciella representa el tinico grupo monofilético en la filogenia
con PEPC. El subgénero Acacia asi como cinco grupos informales analizados dentro de él, se
recuperan como monofiléticos en el andlisis de cloroplasto. Las acacias mirmecofilas
neotropicales son monofiléticas sélo en la filogenia con cloroplasto, aunque en todos los casos se
demuestra su cercania filogenética con el grupo Acacia macracantha. Los tiempos de divergencia
estimados para los grupos involucrados en el mutualismo son 5.44 + 1.93 Ma para las acacias
mirmecoéfilas y 4.58 = 0.82 Ma para sus hormigas asociadas, implicando que esta relacion se
origind en Mesoamérica en el Plioceno Medio, con una eventual diversificacion de ambos
grupos en México. Las tasas de diversificaciéon en el subgénero Acacia, aumentan conforme la
distribucion de las especies se aproximan al ecuador, siendo los grupos Acacia acuifera y
mirmecoéfilo, los que presentan un mayor valor en este parametro. En contraparte, el grupo
Pseudomyrmex ferrugineus presenta una tasa de diversificacion intermedia, lo cual podria estar
indicando que el mutualismo obligatorio ha tenido un mayor costo para estas hormigas, quienes

han tenido que desarrollar modificaciones fisiolégicas.



1.2 Abstract

The genus Acacia is actually under scrutiny and the presence of five evolutionary lineages has
been suggested. Within this genus, there is a small group that highlights which includes fifteen
neotropical myrmecophilous species that maintain a strong association with mutualistic ants of
the group Pseudomyrmex ferrugineus. To date, are no known molecular analyses of this system
(Pseudomyrmex-Acacia) in the context of either origin and its age. The objective of this study is to
contribute towards an understanding of the phylogenetic relations, the times of origin and the
rates of diversification between the species of the genus Acacia and Pseudomyrmex. Phylogenetic
analyses were performed using the ITS (64 taxa) and PEPC (35 taxa) nuclear regions; as well as
the chloroplast regions (matK, psaB-rps14 and trnL-trnF) in a group of 70 mimosidea. In addition,
two nuclear regions (long-wavelength rhodopsine and wingless), were also analyzed in a total of 43
taxa of the ant subfamily Pseudomyrmecinae. ITS phylogeny suggests that Acacia farnesiana and
the Acacia macracantha groups, both of the subgenus Acacia, and the subgenus Phyllodineae are
monophyletic. The Acaciella genus represents the only monophyletic group in the PEPC
phylogeny. According to chloroplast analyses, the Acacia subgenus, including the five informal
groups analyzed within this subgenus appear to form monophyletic. The Neotropical
myrmecophilous acacias, however, are only monophyletic within the chloroplast phylogeny,
although in all cases the phylogenetic proximity with the Acacia macracantha group is
demonstrated. The divergence time estimated for the groups involved with mutualism are
5,44+1.93 Ma for the myrmecophilous acacias and 4,58 +0,82 Ma for their associated ants. This
implies that this relationship originated in Mesoamerica during the mid Pliocene, with an
eventual diversification of both groups in Mexico. The diversification rates of the Acacia
subgenus increases with the approximation of the species to the equator, representing the Acacia
acuifera and the myrmecophilous groups those that present the highest values of this parameter.
On the other hand, the Pseudomyrmex ferrugineus group, present an intermediate diversification
rate that may indicate that the obligate mutualism is a major cost for these ants, which have

developed physiological modifications.
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2.1 Tasas de diversificacion

En la actualidad, uno de los aspectos clave para entender la evolucion de la diversidad biol6gica
se basa en la explicacién de las variaciones en las tasas de diversificacion, la cual se define como
la tasa a la cual incrementa el nimero de especies sobre el tiempo evolutivo y corresponde a la
diferencia entre la tasa de especiacion (S) y la tasa de extinciéon (E) (D= S-E) (Stanley, 1979). La
forma mas directa de obtener las tasas de diversificacién es la documentacion de los taxa sobre
los intervalos estratigraficos, a partir de lo cual se obtienen las tasas generales de especiacion y
de extincion. Sin embargo, aparte de requerirse de la identificaciéon inequivoca de cada f6sil, el
registro es, para la mayoria de los taxa, incompleto y el intervalo estratigrafico observado
raramente representa el verdadero intervalo temporal. Esto altimo debido a que la visualizacion
de fésiles documenta s6lo cuando los organismos han sido abundantes y no su tiempo de origen
y aun cuando exista un excelente registro, el tiempo transcurrido desde la diversificacion del
linaje y su aparicion estratigrafica es realmente desconocido. A pesar de ello, el registro fosil

representa la mejor fuente disponible de informacion cronolégica (Magallén, 2004).

No obstante, cuando la evidencia fosil es pobre o inexistente, las tasas de diversificacion
pueden ser estimadas considerando la diversidad de especies vivientes y su edad (Magallén y
Sanderson, 2001). En este caso, las edades se obtienen a partir de una filogenia realizada con
base en datos moleculares, ya que ademés de describir las relaciones jerarquicas entre los taxa,
incluyen una dimensioén temporal proporcionada por el reloj molecular, el cual sehala que las
diferencias genéticas entre pares de secuencias se acumulan de manera proporcional al evento
de divergencia. Este método se basa en la regresion lineal de las distancias moleculares a fin de
obtener el tiempo transcurrido. Sin embargo, existen factores que sesgan los estimados de
tiempos de divergencia, como el muestreo taxonémico, el cual tiene una influencia significativa
(Sanderson y Doyle, 2001) y los diferentes tipos de datos moleculares, ya que se ha observado
que las tasas de evolucién molecular son heterogéneas entre linajes, entre genes y a través del
tiempo, lo que resulta en estimaciones substancialmente diferentes (Cutler, 2000; Sanderson y
Doyle, 2001). Asimismo, cuando se incluye mds de un marcador molecular, es indispensable
analizar individualmente cada particién de datos a fin de estimar el modelo de substitucion al
que mejor se ajusta, ya que los analisis exploratorios sehalan que las diferentes particiones se
explican de manera significativamente mejor por modelos y parametros individuales que por un

s6lo modelo optimizado para el total de datos (Sanderson y Doyle, 2001).
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Una vez obtenida la filogenia, se requiere del calibramiento de nodos, lo cual consiste en
asignar una edad absoluta a un clado a fin de convertir los tiempos relativos de divergencia en
unidades absolutas de tiempo. La calibracién es un paso critico, ya que de ello dependen las
estimaciones de edades absolutas, por tal motivo, la edad asignada debe ser lo méas cercano
posible al tiempo real de la division del linaje, para lo cual puede ocuparse informacion
proveniente del registro f6sil, de informacién geoldgica o de edades provenientes de anédlisis
moleculares independientes. Los nodos pueden restringirse con edades minimas y maximas, y
con esto facilitar la estimacién de tiempos mediante la imposicion de limites superiores e

inferiores a las posibles edades de los nodos (Magallén, 2004).

Adicionalmente, los datos moleculares a veces no se ajustan al modelo de reloj molecular y la
tasa evolutiva entre los linajes es variable. Para estos casos, existen varios métodos que permiten
reconstruir los tiempos de divergencia en ausencia de reloj molecular. En algunos de ellos, los
linajes que se desvian del reloj molecular son eliminados y los tiempos de divergencia se
reconstruyen considerando sélo a los linajes restantes (Li y Tanimura, 1987; Sanderson, 1997).
Takezaki et al. (1995) formalizan este procedimiento utilizando pruebas de tasas relativas y
combinando la informacién proveniente de miltiples secuencias dentro de los clados para
eliminar los linajes que se desvian significativamente de una tasa constante y refieren a estos
arboles como “érboles linearizados”. Este método ha sido usado para obtener los tiempos de
divergencia en Drosophilidae (Russo et al., 1995), en mamiferos (Hedges et al., 1996) y en
diatomeas (Kooistra y Medlin, 1996). Hasegawa et al. (1989) y Kishino y Hasegawa (1990)
desarrollaron una propuesta basada en distancias que conlleva a diferentes tasas de parametros
en diferentes partes del arbol. Sanderson (1997) desarrollé un método adicional llamado
“Nonparametric Rate Smoothing (NPRS)”, el cual se basa en minimizar los cambios en las tasas
locales ancestro-descendiente y se apoya en informaciéon fésil, la cual es incorporada para
maximizar o minimizar las edades de los nodos. Este método ha sido aplicado en estudios de
aves (Moyle, 2005), venados (Pitra et al., 2004) y plantas (Kim et al., 2004; Bell y Donoghue, 2005)

entre otros.

Una vez obtenidas las edades de divergencia, es posible estimar las tasas de diversificacion
taxondmica, y para ello existen varios modelos que consideran basicamente a la diversidad de
especies como una funcién del tiempo. Los modelos estocasticos son los més utilizados, entre

éstos se encuentran el “pure birth”, propuesto por Yule (1925), “birth and death (BD)”,
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propuesto por Bailey (1964) y “branching process (BGW)”, propuesto por Bienaymé, Galton y
Watson (Sanderson y Donoghue, 1996), siendo los dos primeros los mas utilizados. Mediante el
modelo BD, se supone que tanto la especiacion (A), como la extincién (u), ocurren a una tasa
constante, haciendo el proceso homogéneo a través del tiempo, lo que conlleva a un incremento
exponencial del incremento o decremento de la diversidad. La tasa de diversificacion () es
definida como r= A- u, y la tasa relativa de extincion es definida como &= w/A, y se obtienen dos
estimados de r, uno correspondiente a una tasa donde no hay extincién (roo) y otro
correspondiente a una tasa de extinciéon excepcionalmente alta (ro9), los valores resultantes
constituyen los limites de las tasas de diversificacion para un grupo determinado (Magallén y
Sanderson, 2001). En lo que respecta al modelo de Yule, supone que las tasas de diversificacion
son constantes y que no hay extincién, en otras palabras, constituye un proceso de Markov, el
cual supone que el numero de eventos de diversificacion a lo largo de cualquier rama sigue una
distribucion de Poisson, lo que significa que el tiempo entre los eventos de diversificacion se
distribuye exponencialmente. Este modelo es el mas simple, y a pesar de las criticas ofrece
buenas estimaciones como una primera aproximacioén para explorar las tasas de diversificacion

(Savage, 1983; Sanderson y Wojciechowski, 1996).

Por otra parte, la informacién resultante de las relaciones filogenéticas, junto con las tasas de
diversificacion comienza a ser utilizada como una herramienta mas para proponer hipétesis
concernientes a correlaciones biologicas de diversificacion; por ejemplo, se ha sugerido que una
mayor acumulacién de especies en un clado particular puede ser resultado de una mayor tasa
de diversificacién, o bien, que los clados de mayor edad tienen mayor ntimero de especies
debido a que han tenido mas tiempo para acumularlas. Siguiendo estas tendencias, algunos
autores han propuesto que la acumulacion de especies en los trépicos corresponde a variaciones
en las tasas de diversificacién a lo largo de gradientes ambientales (Diniz-Filho et al., 2007). En
particular, para aves paseriformes y mariposas, se ha corroborado que la mayor diversidad
observada en los trépicos corresponde a una mayor tasa de diversificacion (Cardillo, 1999;
Cardillo et al., 2005). De igual manera, para las angiospermas en general, se ha observado que las
tasas de diversificaciéon son mayores hacia el Ecuador, sugiriendo que el gradiente de diversidad
latitudinal puede ser explicado por diferencias en este parametro, y no por migracioén posterior a
la especiacion (Janson y Davies, 2008). Sin embargo, para otros organismos, como las ranas

arboricolas, atn cuando existe una mayor diversidad en los trépicos, las tasas de diversificacion
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son similares tanto en regiones templadas como tropicales, sugiriendo que las regiones
templadas tienen menor ntimero de especies debido a que fueron colonizadas recientemente
(Wiens et al., 2006). Resultados similares han sido descritos para artrépodos, cordados y
moluscos, en donde los patrones de riqueza de especies de estos Phyla son resultado de la
longevidad de sus clados y no de las tasas de diversificacién, atin cuando éstas tltimas son

mayores en los clados mas recientes (McPeek y Brown, 2007).

Estas metodologias han permitido identificar clados inusualmente diversos, asi como grupos
con tasas de diversificaciéon excepcionalmente altas como en Lupinus, drosoéfilas y plantas de
Hawai, entre otros (Thomas y Hunt, 1991; Baldwin y Sanderson, 1998, Hughes y Eastwood,
2006). Asimismo, el uso de filogenias moleculares, junto con la estimaciéon de tiempos de
divergencia y tasas de diversificacion permiten estudiar los patrones temporales de especiacion
de linajes, conllevando a una mejor comprension de los procesos que han moldeado la
diversidad. Particularmente, las variaciones observadas en las tasas de diversificacion
taxondmica han sido atribuidas a una serie de factores que incluyen innovaciones biolégicas,
reestructuraciéon del ecosistema, cambios ambientales, asociaciones mutualistas y ocupacion de
diferentes dreas geogréficas (McConway y Sims, 2004; Smith et al., 2008), siendo las asociaciones

mutualistas de particular interés para el presente trabajo.

2.2 Interacciones planta-hormiga

La interaccién entre hormigas y plantas ha sido un tema de gran interés debido a la complejidad
y diversidad que presentan dichas relaciones (Jolivet, 1998). Cabe sefialar que las interacciones
ecoldgicas entre especies son factores evolutivos de gran importancia y pueden ser una de las
principales fuerzas que conllevan a la diversificacion y especializacion de linajes (Chenuil y
McKey, 1996; Fiala et al., 1999). Las plantas y las hormigas se encuentran involucradas en una
gran variedad de relaciones que van desde el parasitismo, el mutualismo condicional, hasta el
mutualismo obligatorio. Este tipo de relaciones alcanza un alto grado de sofisticaciéon en las
plantas mirmecofilas, las cuales se caracterizan por ofrecer hospedaje permanente (domacios) y
alimento para sus hormigas residentes. Los domacios son cavidades que pueden desarrollarse
en Organos vegetativos como peciolos, tallos, bases de las hojas, raices, asi como en

invaginaciones o plegamientos de las hojas y ocasionalmente, no s6lo proveen de sitios de
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anidamiento para las hormigas, sino también de lugares en los cuales algunas especies pueden
criar homopteros para complementar su dieta (Davidson y McKey, 1993). A cambio de los
domacios y del alimento ofrecido por los hospederos, las hormigas protegen a las plantas de la
herbivoria y les confieren beneficios adicionales como la proteccién contra hongos patégenos; la
remocion de lianas; la adicién de CO; y de nutrientes, principalmente nitrégeno, a causa de la

descomposicion de desechos (Sagers et al., 2000; Fischer et al., 2003).

La mirmecofilia es conocida en 465 especies de plantas, predominantemente angiospermas (50
familias), asi como en una familia de helechos (Polypodiaceae) y una familia de coniferas
(Jolivet, 1998), tanto hierbas, arbustos, arboles y lianas, de ambientes tropicales, templados y
aridos en todo el mundo (Schupp y Fenner, 1990). No obstante, la flora mirmecofila tropical
africana es menos rica en especies, aunque muchas de ellas presentan una distribucién muy
amplia. En contraparte, en el neotrépico existen géneros ricos en especies pero con
distribuciones geogréficas restringidas. Estas ultimas especies parecen ser enteramente
neoendémicas, producto de wuna rdpida y reciente especiacion, en vez de relictos
paleoendémicos. De manera particular, en el trépico, la mirmecofilia se encuentra presente en al
menos 141 géneros de 47 familias de plantas (Davidson y McKey, 1993). Cabe sehalar que el
continente americano presenta la mayor riqueza de especies mirmecéfilas (Jolivet, 1998),
particularmente, la parte central del Amazonas, en donde habitan 16 especies de plantas de este
tipo y 25 especies de hormigas hospederas, ademds una hectdrea de bosque puede contener

hasta 380 individuos mirmecéfilos (Fonseca y Ganade, 1996).

Algunos autores consideran que las plantas portadoras de domacios evolucionaron a partir de
plantas que mantenian una interaccién facultativa con hormigas. Fiala y Maschwitz (1992a, b)
proponen que en comparaciéon con los nectarios extraflorales y los cuerpos alimenticios, los
domacios son la caracteristica mas importante en la evolucién de las simbiosis hormiga-planta
ya que estas estructuras permiten una mayor constancia en la asociacién y, como consecuencia,
un aumento en la proteccién hacia la planta. La recompensa alimenticia ofrecida a las hormigas
varia desde aminoacidos y soluciones azucaradas producidas en los nectarios extraflorales,
hasta proteinas o cuerpos alimenticios a base de glucégeno (Holldobler y Wilson, 1990;

Davidson y McKey, 1993).
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Algunos sistemas hormiga-planta de los bosques lluviosos neotropicales y paleotropicales
involucran también la presencia de otros insectos (Hemiptera: Coccoidea; Holldobler y Wilson,
1990; Ward, 1991), los cuales habitan frecuentemente, ya sea dentro de los domacios, en otros
tallos huecos de las plantas o en construcciones realizadas por las hormigas en los tallos o las
hojas (Heckroth et al., 1998). Algunos autores (McKey, 1989; Ward, 1991) consideran la presencia
de estos insectos como un factor importante en la evolucién de la mirmecofilia, ya que permiten
una relacion mads estrecha de las hormigas con las plantas. A su vez, las hormigas se ven
privilegiadas por los recursos alimenticios proporcionados por tales insectos, los cuales
consisten especialmente de un aporte extra de azdcares contenido en las excretas (Way, 1963),
aunque en algunas ocasiones estos insectos son consumidos directamente como una fuente de
proteinas o lipidos (Wheeler, 1942). En contraparte, las hormigas proveen de servicios vitales
para estos homopteros, tales como la proteccion contra parasitos, los transportan hacia nuevos
sitios de anidamiento y mejoran sus condiciones de sanidad removiendo sus desechos (Way,
1963), incluso algunas hormigas reinas fundadoras portan estos insectos en sus mandibulas
durante su vuelo nupcial (Buschinger et al., 1987; Klein et al., 1992, citados en Heckroth et al.,

1998).

Las plantas mirmecoéfilas mantienen una estrecha relaciéon con al menos 25 géneros de
hormigas (McKey y Davidson, 1993). Como se mencioné anteriormente, este tipo de relaciones
es mas comun en la region tropical, aunque se ha observado que en los géneros que presentan
especies tanto en el Nuevo Mundo como en el Viejo Mundo, la mirmecofilia estd presente s6lo
en una o en otra region. La tinica excepcién conocida hasta el momento se presenta en el género
Acacia, que incluye este tipo de plantas tanto en Africa como en América y en ambas regiones
extienden el sindrome hacia zonas aridas (McKey y Davidson, 1993). Este género consta de
aproximadamente 1600 especies (Lewis et al., 2005), de las cuales s6lo cuatro africanas (Janzen,

1974) y 15 neotropicales (Rico-Arce, 2003) mantienen una relacién muy estrecha con hormigas.

2.3 Acacias mirmecofilas africanas.

Las cuatro especies de acacias mirmecofilas africanas (Acacia bussei, A. drepanolobium, A.
luederitzii y A. seyal) presentan domacios y nectarios extraflorales, pero a diferencia de las

mirmecoéfilas neotropicales, carecen de cuerpos beltianos. Los estudios ecoldgicos hacen
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referencia principalmente a A. drepanolobium, especie dominante en el distrito de Laikipia, Kenia
(Fig. 1) (Taiti, 1992; Young et al., 1998), cuyas hojas portan de 1-3 nectarios extraflorales situados
en el raquis central (Stanton et al., 2005). Las ramas estdn densamente armadas con estipulas
espinosas (domacios) de hasta 60 mm de largo, de las cuales s6lo el 5-20% presentan agujeros de
entrada y se encuentran ocupadas como cdmaras de anidamiento por hormigas residentes
(Stanton et al., 2005). A. drepanolobium es habitada por cuatro especies de hormigas (Crematogaster
mimosae, C. nigriceps, C. sjostedti y Tetraponera penzigi), las cuales coexisten en el mismo individuo
debido a que los arboles hospederos son el recurso limitante tanto para las colonias maduras de
hormigas como para las hormigas reinas fundadoras (Palmer et al., 2003). Estas hormigas
reducen el tiempo que pasan forrajeando en las acacias animales herbivoros, como jirafas,
elefantes, gacelas y rinocerontes. Al reducir el tiempo de forrajeo, se reduce la pérdida de las
hojas y se incrementa la longevidad de sus hospederos (Madden y Young, 1992; Stapley, 1998).
Sin embargo, cabe sehalar que los arboles ocupados particularmente por C. mimosae, son los
menos forrajeados por jirafas y rinocerontes blancos, lo cual provee evidencia de que esta

especie defiende eficazmente a sus hospederos (Martins, 2010).

Las cuatro especies de hormigas asociadas a esta acacia africana presentan historias de vida
contrastantes. Crematogaster mimosae Santschi es la residente mas comun, se presenta en el 40%-
60% de los arboles maduros y es considerada como una verdadera mutualista debido a que
defiende activamente a sus hospederos, especialmente las partes mas jovenes (Young et al., 1997;
Palmer et al., 2000). Forma pequefias colonias aparentemente monoginicas (una reina por
colonia), aunque, cuando la colonia ocupa mdltiples arboles pueden tener varias reinas
(poligineas). En este dltimo caso, se han llegado a encontrar hasta siete reinas con su respectivas
progenies dentro de un solo domacio (Stanton et al., 2005). Asimismo, estas hormigas cultivan

insectos escama tanto dentro de los domacios como en la parte inferior de las ramas jovenes

(Palmer et al., 2000).

Crematogaster sjostedti Mayr se caracteriza por ser la especie dominante en los sitios fértiles del
distrito de Laikipia, especialmente los cercanos a monticulos de termitas (Palmer, 2003). Sus
colonias pueden ocupar varios arboles y contener varias reinas, aunque esta especie parece

propagarse por budding y fission (Stanton et al., 2005). Budding y fission son dos estrategias para el
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crecimiento de una colonia, cuando se presentan varias reinas. La primera estrategia (budding) es
la mas comun y consiste en que un grupo de trabajadoras, se separan del nido principal con una
0 més reinas para comenzar una nueva unidad de nidacién. En cambio, en la estrategia de
fission, los grupos que se separan de la colonia llevando consigo reinas fértiles, se independizan
de la colonia y siguen su propio curso (Holldobler y Wilson, 1990). Cuando hay disturbios en las
plantas, C. sjostedti es la especie menos activa y se caracteriza porque no cria su progenie dentro
de los domacios; prefiere cavidades de madera muerta en las partes viejas de las plantas o en el
suelo alrededor de las bases de los drboles. Sin embargo, defiende a los arboles en contra de las
otras tres especies de hormigas asociadas. Cultiva insectos escama y es tolerante a una gran

variedad de otros insectos y epifitas (Palmer et al., 2000).

Crematogaster nigriceps Emery y Tetraponera penzigi son estrictamente monoginicas y sus reinas
fundadoras son siempre solitarias (Stanton et al., 2005). Son las mas comunes en &rboles
pequeiios (Palmer et al., 2000). C. nigriceps habita los domacios y se alimenta del néctar
extrafloral de sus hospederos, es una especie muy activa y tiene el peculiar comportamiento de
remover todas las yemas florales, esterilizando de esta manera a sus hospederos (Young et al.,
1997; Stanton et al., 1999; Palmer et al., 2000). T. penzigi Mayr responde lentamente a los
disturbios pero es la tinica especie con picadura dolorosa. Se alimenta del néctar extrafloral y los
domacios que coloniza tienen las entradas mds pequefias y mas numerosas en comparacién con

las otras dos especies de Crematogaster (Palmer et al., 2000).

Después del vuelo nupcial, las hormigas reinas, con excepcién de C. sjostedti, buscan domacios
desocupados, generalmente en plantulas de A. drepanolobium de menos de 0.6 m y realizan una
pequefia entrada, proceso que les toma alrededor de 2 horas. Una vez dentro de los domacios,
las reinas sellan la abertura. El sellado que realiza T. penzigi es hermético. En cambio, el sellado
que realizan las especies de Crematogaster es aspero, y ocupan para ello foliolos de Acacia,

pedazos de espinas y partes de insectos muertos (Stanton et al., 2005).

Dentro de los domacios han sido encontrados otros artrépodos como arafias y larvas de
polillas, sin embargo las reinas fundadoras nunca los ocupan con arafas dentro y raramente los

co-ocupan con larvas de polillas (Stanton et al., 2005). Ocasionalmente algunas colonias de las
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hormigas mutualistas son parasitadas por el bracénido Trigastrotheca laikipiensis (Hymenoptera:
Bracaonidae). Las hormigas reinas no detectan su presencia y los bracénidos se alimentan de los
huevos, larvas y pupas presentes. Las reinas procuran a los bracénidos parasitoides desde que
son pupas e incluso hasta cuando eclosionan como adultos dentro de las cdmaras de

anidamiento (Quicke y Stanton, 2005).

Figura 1. A: Distribucién Acacia drepanolobium. B, C: Domacios de A. drepanolobium con hormigas

del género Crematogaster (Foto: Jessica Walden). D: Hormigas C. mimosae (Foto: Todd Palmer).

2.4 Acacias mirmecofilas neotropicales.

Las 15 especies de acacias mirmecoéfilas neotropicales (A. allenii, A. cedilloi, A. chiapensis, A. cookii,
A. cornigera, A. collinsii, A. gentlei, A. globulifera, A. hindsii, A. hirtipes, A. janzenii, A. mayana, A.
melanoceras, A. ruddiae y A. spherocephala) se distribuyen como grupo, principalmente en las
regiones costeras desde el centro de México hasta el noroeste de Colombia, generalmente a
elevaciones por debajo de los 1,200 m snm (Fig. 2). Las especies de mayor distribucion son A.
collinsii (México hasta Colombia), A. cornigera (México hasta Costa Rica) y A. hindsii (México
hasta Nicaragua). Las poblaciones actuales de acacias mirmecéfilas muestran una variacion
clinal en caracteristicas tales como el tamafio de los foliolos; el tamafio y forma de la espina;

formas de vida; forma de la semilla y de la vaina (Janzen, 1974). La mayoria de las especies han
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incrementado su densidad local, su tamafio poblacional y su cobertura geogréafica, invadiendo
campos de cultivo, pastizales y orillas de carreteras con lo cual conectan a los sitios naturales

perturbados que se encuentran a lo largo de los rios, arroyos y lagos (Janzen, 1974).

Las semillas de estas plantas son dispersadas por aves que comen ya sea la vaina entera como
en A. cornigera'y A. sphaerocephala, o por grupos de semillas (Fig. 2). Estas plantas parecen ser las
Unicas acacias neotropicales dispersadas por aves (Janzen, 1969). Presentan ademds una
fenologia floral representativa, esto es, la mayoria de las plantas maduras portan inflorescencias
abiertas por 4-8 semanas casi al mismo tiempo cada afio. Este periodo de floraciéon puede
comenzar en cualquier momento durante los dos primeros meses de la estacion seca,
dependiendo de la especie y del area. Para una especie determinada y un &rea dada, la
oportunidad es la misma afio con afio. Una sola especie puede mostrar una suficiente variacion
de un sitio a otro en las fechas de floracion, debido al inicio de las estaciones htimeda y seca. En
general, al menos el 80% de las subpoblaciones de acacias mirmecofilas florecen durante la
estacion seca (Janzen, 1974). Durante la temporada de floracion existe una separacion temporal
hormiga/polen-polinizador, es decir, las inflorescencias se abren cuando las hormigas son
menos activas, como en A. constricta (Nicklen y Wagner, 2006) y en A. zanzibarica (Willmer y
Stone, 1997), sin embargo, en algunas otras especies esta separacion temporal es menor, como en
A. hindsii (Raine et al., 2002), o nula como en A. collinsii (Ghazoul, 2001), en donde las hormigas y
los polinizadores estan activos a las mismas horas del dia. Las flores de acacias presentan
repelentes contra hormigas, los cuales podrian estar presentes en el polen (Nicklen y Wagner,
2006) y ésto es independiente de si presentan alguna relacién mutualista con hormigas (Willmer
y Stone, 1997; Ghazoul, 2001; Raine et al., 2002). Cabe sefialar que la secrecion de la glandula
metapleural presente en las hormigas, parece inhibir la viabilidad del polen, de aqui que las

hormigas no sean consideradas, en general, como buenas polinizadoras (Beattie et al., 1984).

Las acacias mirmecofilas neotropicales presentan caracteristicas morfolégicas relacionadas con
la asociacion mutualista con hormigas: todas portan estipulas espinosas modificadas (domacios)
que son habitadas por las hormigas; presentan cuerpos beltianos ubicados en el &pice de los
foliolos; uno o mas nectarios extraflorales en el peciolo o raquis de las hojas (Fig. 2); producen

hojas nuevas durante todo el afio (Janzen, 1966); y carecen de compuestos quimicos como
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alcaloides y glic6sidos cianogénicos, los cuales son mecanismos de defensa de las plantas en
general, contra insectos fitéfagos (Rehr et al., 1973). En estas plantas, las hormigas mutualistas
cumplen con la funcién de eliminar insectos herbivoros, y mantienen libres de esporas de
hongos a las hojas de sus hospederos. No obstante, A. chiapensis presenta caracteristicas
intermedias, ya que contiene compuestos quimicos e incluso es capaz de sobrevivir en ausencia
de hormigas, aunque en su hdbitat natural siempre esta asociada con hormigas (Rehr et al.,

1973).

Los cuerpos beltianos (Fig. 2) estan constituidos por lipidos (1-10% del peso seco), proteinas y
aminoacidos libres (8-14 % del peso seco), carbohidratos (3-11% del peso seco) y agua (18-24%), y
son usados como fuente de alimento exclusivo para las larvas de las hormigas mutualistas (Heil
et al., 2004). Sin embargo, cabe sehalar que la arafia Bagheera kiplingi (Salticidae) consume
también estas estructuras alimenticias. En México, B. kiplingi habita a A. collinsii y los cuerpos
beltianos constituyen el 91% de su dieta; en tanto que en Costa Rica, en donde ocupa a A.
collinsii y A. cornigera, solo representa el 60% de su ingesta, complementdndola con néctar
extrafloral de las mismas acacias; larvas de hormigas; pequehas moscas; y raramente arafias
pequenias (Meehan et al., 2009). B kiplingi habita casi exclusivamente las acacias mirmecdéfilas y
cientos de ellas pueden habitar una sola de estas plantas. Construyen sus nidos en las puntas de

las hojas mas viejas, evitando asi el patrullaje de las hormigas mutualistas (Meehan et al., 2009).

Las hormigas que mantienen el mutualismo obligatorio con las acacias mirmecoéfilas
pertenecen al grupo neotropical Pseudomyrmex ferrugineus, el cual consta de 10 especies (P.
ferrugineus, P. flavicornis, P. janzenii, P.mixtecus, P. nigrocinctus, P. particeps, P. peperi, P. satanicus,
P. spinicola y P. veneficus), para las cuales se considera que no se relacionan con ningdn otro
grupo de plantas y que anidan de manera exclusiva en los domacios de las acacias mirmecéfilas
del Nuevo Mundo. Janzen (1974) propuso que estas hormigas no son especificas a una especie
de acacia mirmecéfila, pero si a su forma de vida. Este grupo de hormigas habitan desde el este
y oeste de México hasta América Central y el norte de Colombia y a pesar de que no hay una
especie que abarque todo este intervalo, su distribucién colectiva es similar a la de sus
hospederos (Fig. 2) (Ward, 1993); sin embargo s6lo P. ferrugineus y P. peperi presentan

distribuciones muy amplias, desde México hasta Honduras y Nicaragua en el segundo caso, en
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tanto que las demas ocupan localidades més limitadas (Ward, 1993). Estas especies presentan un

comportamiento muy agresivo y defienden vigorosamente a sus hospederas (Ward, 1993).

Usualmente, sélo existe una colonia de Pseudomyrmex ferrugineus por individuo de Acacia
cornigera. Las obreras de las colonias jovenes (menos de 50 individuos) dejan los domacios s6lo
el tiempo suficiente para colectar néctar y cuerpos beltianos y cuando la colonia consta de 50 a
100 individuos, comienzan a patrullar todas las hojas de su hospedero. Una vez que cuentan con
200 a 400 individuos, lo cual les toma alrededor de 10 meses, las obreras se vuelven mas
agresivas e incluso atacan a obreras de colonias vecinas asi como a insectos que lleguen a su

hospedero (Janzen, 1967).

Por otra parte, resalta el comportamiento de Pseudomyrmex spinicola, especie que corta la
vegetacion circundante alrededor de su hospedero (A. collinsii) en una circunferencia de cuatro
metros, de tal forma que el tronco principal de la planta es el principal punto de acceso para
otras hormigas y herbivoros; y para proteger a sus acacias, estas hormigas se concentran en
grupos, desde la base hasta las primeras ramas, permaneciendo inméviles y con sus antenas
dirigidas hacia el suelo, con lo cual incrementan la probabilidad de encontrar intrusos (Amador-
Vargas, 2008). De manera similar a lo propuesto para P. ferrugineus (Janzen 1966), las colonias de
P. spinicola podrian presentar una divisién de labores conforme a la edad, es decir, las hormigas
mas viejas son las que defienden a la colonia por ser las mds agresivas, mientras que las

hormigas mas jovenes son las encargadas del cuidado de las larvas (Amador-Vargas, 2008).

Cabe resaltar que una acacia, con tres cuartas partes de sus domacios llenos con larvas de
hormigas, representa una fuente importante de alimento para aves insectivoras. En un domacio
puede haber hasta 0.8 gr (0.6 gr en peso seco) de larvas vivas, por lo que en un &rbol de 2 metros
de alto se puede encontrar 40 gr de alimento. Sin embargo, las aves rara vez llegan a disponer de
este recurso, y las evidencias sefalan que las hormigas son consumidas basicamente durante la
época en que éstas son menos activas, como los meses frios de diciembre a enero o durante la
época seca de finales de marzo y principios de abril. Incluso algunas especies de aves como
Amblycercus holosericeus, Campylorhynchus rufinucha, Icterus sp., Pitangus sulphuratus, Scardella

inca' y Thamnophilus doliatus anidan en Acacia collinsii y A. cornigera en Costa Rica (Janzen, 1969).
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Se considera que estas aves obtienen un beneficio indirecto del mutualismo al construir sus
nidos en estas acacias como un mecanismo para evitar la depredacioén, tanto por las defensas
mecanicas de la misma planta, como por la defensa de las hormigas contra artrépodos y

vertebrados (Young et al., 1990).

Por otra parte, una més de las adaptaciones presentes en el sistema mutualista neotropical
Pseudomyrmex-Acacia, se encuentra en la composiciéon especial del néctar: en los nectarios hay
secrecion simultanea de sacarosa e invertasa, enzima encargada de hidrolizar tal aztcar, de tal
forma que finalmente el néctar esta constituido principalmente de glucosa y fructosa, lo cual es
favorable para las hormigas mutualistas, quienes a diferencia del resto de las hormigas, carecen
de invertasa en su sistema digestivo. Esta adaptacion permite a su vez evitar visitantes no
deseados (Heil et al., 2005). No obstante, la pérdida de invertasa s6lo estd presente en las
trabajadoras y no en las larvas, quienes presentan actividad de esta enzima, ya que son
alimentadas exclusivamente de cuerpos beltianos, los cuales contienen sacarosa (Heil et al.,
2004). Asimismo, cabe sefialar que los nectarios extraflorales de acacias no-mirmecéfilas como A.
cochliacantha, A. farnesiana y A. macracantha, asi como en Leucaena leucocephala (Leguminosae), se
presentan pequefias cantidades de invertasa, por lo que la alta cantidad de esta enzima en los
nectarios extraflorales de las acacias mirmecofilas representa un cambio cuantitativo en vez de

cualitativo (Heil et al., 2005; Kautz et al., 2009).

Al momento existen dos hip6tesis para tratar de explicar el origen de las acacias mirmecoéfilas
neotropicales. Janzen (1974) propuso que forman un grupo polifilético, es decir, que la
mirmecofilia pudo haberse originado més de una vez o que algunas especies no mirmecofilas
adquirieron esta caracteristica a través de la hibridacién. En cambio, Clarke et al. (2000) sugieren
que podrian haber derivado a partir de un ancestro del grupo Acacia macracantha (subgénero

Acacia).
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Figura 2. A: Distribuciéon general de las acacias mirmecéfilas neotropicales (Tomado de Janzen,
1974). B: Distribucién general del grupo Pseudomyrmex ferrugineus (Tomado de Ward, 1993).
Domacios de C: Acacia cornigera, D: A. collinsii, E: A. chiapensis, F: A. hindsii, G: A. cedilloi. H, I
Cuerpos beltianos (color naranja) de A. cedilloi. ], K: Nectarios extraflorales, sefialados por las
flechas (Fotos: Sandra Gémez). L: Pseudomyrmex ferrugineus, M: P. flavicornis, N: P.gracilis, O: P.

ita, P: P. peperi, Q: P. peperi macho, R: P. subtilissimus, S: P. veneficus (Fotos: Gabriela Castafio), T:

P. nigrocinctus, U: P. particeps (Fotos: Phil Ward) .
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3. Justificacion, hipodtesis, objetivos
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3.1 Justificacion

Una pieza clave para el entendimiento de la evolucién de la biodiversidad es tratar de explicar
las variaciones en las tasas de diversificacién, mismas que pueden verse afectadas por diversos
factores como las asociaciones mutualistas. Es decir, estudios previos han sugerido que
polinizadores especialistas pueden promover una rapida diversificaciéon en plantas; asi como los
mutualismos de polinizacién obligatoria pueden promover la coespeciaciéon entre las plantas y
sus polinizadores, resultando en una diversificacion simultdnea (Althoff et al., 2006). En
consecuencia, para los integrantes de los casos mencionados, se esperarian tasas de

diversificacién mayores.

Sin embargo, el entendimiento de cémo se originan los mutualismos y se diversifican
subsecuentemente, requiere de una propuesta filogenética, y no obstante que los estudios
ecoldgicos acerca de los mutualismos son abundantes en la literatura, la mayoria de ellos
carecen de andlisis que pongan a prueba su origen evolutivo y diversificacion. En términos
generales, este tipo de estudios ecoldgicos y filogenéticos se han realizado principalmente en

sistemas planta-polinizador (Althoff et al., 2006; Whittall y Hodges, 2007; Smith et al., 2008).

Las interacciones planta-hormiga han sido poco estudiadas, aunque uno de los ejemplos més
conocido es el sistema Pseudomyrmex-Acacia, descrito por primera vez en detalle por Janzen
(1966). Este es uno de los mutualismos mas constantes y persistentes entre plantas e insectos, lo
que ha generado una gran especializacién de ambas partes. No obstante, al hacer referencia a
este sistema se menciona generalmente s6lo a Acacia cornigera y a Pseudomyrmex ferrugineus,

dejando de lado el resto de las especies involucradas en este mutualismo.

Debido a lo anterior, el presente estudio tiene la finalidad de aportar informacién actualizada
acerca de las especies de hormigas que habitan el grupo de acacias mirmecéfilas neotropicales;
analizar el sistema mutualista Pseudomyrmex-Acacia desde una perspectiva filogenética, a fin de
conocer su ubicacion filogenética con respecto a las demds especies de los géneros a los cuales

pertenecen y establecer si ambos taxa representan grupos monofiléticos. Asimismo, también se
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pretende establecer el probable origen cronolégico en el cual se estableci6 el mutualismo
obligatorio, y observar de manera general si las tasas de diversificacion en ambos participantes

se han visto afectadas por esta asociacion.

3.2 Hipétesis

Estudios previos sehalan que las asociaciones mutualistas pueden promover una rdpida
diversificaciéon en los grupos involucrados; por tal motivo, es de esperar que los grupos que
conforman el mutualismo neotropical obligatorio Acacia-Pseudomyrmex, presenten tasas de
diversificacién mayores en comparaciéon con el resto de las especies de los géneros a los cuales

pertenecen.

3.3 Objetivos

¢ Establecer las relaciones ancestro-descendiente para un grupo de mimosoideas y de hormigas

Pseudomyrmecinae, en particular para las acacias mirmecofilas y sus hormigas asociadas.

e Estimar los tiempos de origen para los principales grupos de mimosoideas y de hormigas

mediante metodologias de fechacién molecular, utilizando el programa r8s (Sanderson, 2003).
¢ Estimar las tasas de diversificaciéon para los grupos monofiléticos de mimosoideas y de
hormigas, y hacer inferencias respecto a si éstas corresponden con factores ecolégicos, climaticos

o0 ambos.

¢ Comparar las filogenias resultantes de los grupos involucrados en el mutualismo neotropical,

usando el programa TreeMap (Page, 1994).
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4. Materiales y métodos
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4.1 Mimosoideas

Se consider6 una muestra representativa de mimosoideas, principalmente del género Acacia,
tomando como base la lista de "especies crititcas" de Maslin y Stirton (1997), pero con la
finalidad de tener una mayor representatividad de especies del subgénero Acacia, por ser éste al
cual pertenecen las acacias mirmecofilas. Se colectaron hojas de material fresco y en algunos
casos fueron tomadas de material de herbario (MEXU y USCG). El material de respaldo se
encuentra depositado en el Herbario Nacional MEXU. El ADN total fue aislado mediante el
método mini-prep CTAB (Doyle y Doyle, 1987). Dos regiones nucleares (ITS y PEPC) y tres
regiones de cloroplasto (matK, psaB-rps14 y trnL-trnF) fueron amplificadas mediante el método
de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). Las condiciones bajo las cuales se amplifico

cada regioén se mencionan a continuacion.

ITS

La region completa de ITS que incluye a ITS1, 5.8S e ITS2 ha sido ampliamente utilizada en
andlisis filogenéticos a varios niveles taxonémicos (Baldwin et al., 1995; Kdss y Wink, 1996; Ariati
et al., 2006). Esta region fue amplificada y secuenciada con los pares de primers siguientes: AcF
(5’- GGA GAA GTC GTA ACA AGG TTT CCG -3’; Murphy et al., 2003) y 26SE (5'- TAG AAT
TCC CCG GTT CGC TCG CCGTTA C-3’; Sun et al., 1994). La mezcla de PCR consisti6 de 3.0 ul
de Buffer (10X), 1.5 pl de MgCl> (30 mM/L), 2.0 ul de dNTPs en soluciéon equimolar (1.25
mM/L), 1.2 pl de cada primer (10 pM), 2.0 pl de ADN (10-50 ng) y 1 unidad de Taq polimerasa
en un volumen total de 30.0 pl. La amplificacion se realizé con una desnaturalizacion inicial de
94.0 °C por 3 minutos, seguido de 30 ciclos de 94.0 °C por 1 minuto, 60.0 °C por 1 minuto y 72.0

oC por 2 minutos, con un periodo de extension final de 72.0 °C por 7 minutos.

PEPC

La region nuclear PEPC codifica para la enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa, la cual es de
principal importancia para la fijacion de CO; y para el metabolismo del carbono (Latzko y Kelly,
1983). Los genes que codifican para esta enzima parecen estar presentes en pocas copias en
familias multigénicas pequenas (Panstruga et al., 1995). El cuarto intrén de PEPC fue amplificado

y secuenciado con los primers reportados por Olson (2002), y corresponden a: PPCX4F (5'- ACT
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CCA CAG GAT GAG ATG AG -3") y PPCX5R (5'- GCG CCA TCA TTC TAG CCA A -3'). La
mezcla de PCR consisti6é de 3.0 pl de Buffer (10X), 1.5 ul de MgCl> (30 mM/L), 1.5 ul de dNTPs
en solucion equimolar (1.25 mM/L), 0.6 ul de cada primer (10 pM), 2.0 ul de ADN (10-50 ng) y 1
unidad de Taq polimerasa en un volumen total de 30.0 pl. La amplificacién se realiz6é con una
desnaturalizacion inicial de 94.0 °C por 2 minutos, seguido de 30 ciclos de 94.0 °C por 30
segundos, 51.0 °C por 30 segundos y 72.0 °C por 1 minuto, con un periodo de extension final de

72.0 °C por 4 minutos.

matK

matK es un marcador adecuado, ya que ha sido empleado con resultados satisfactorios para
ubicar al género Acacia dentro de la subfamilia Mimosoideae (Miller et al., 2003) y para
proporcionar un esquema de las relaciones entre los tres subgéneros (Miller y Bayer, 2000, 2003),
asi como a nivel de secciones dentro del subgénero Phyllodineae (Murphy et al., 2003). La
amplificacién inicial se llevé a cabo con los primers trnK-3914 (5'- GGG GTT GCT AAC TCA
ACG G -3’; Johnson y Soltis, 1994) y Ac1707R (5'- TGC ACA CGG CTT TCC CTA TG -3’; Miller
y Bayer, 2000). Las secuencias fueron generadas con cuatro primers internos reportados por
Miller y Bayer (2001), y corresponden a: Ac283R (5'- CAC TGA CGG CAA GCC CCT CTG -3),
Ac12F (5'- GGT GCA (A/C)AA TCT AGG TTA TGA C - 3’), Ac1290R (5'- AAT ACA AGA
AAG CCG AAG -3') y Ac1104F (5'- CCT CTA ATT AGA TCA TTG GC - 3’). La mezcla de PCR
consistié de 3.0 ul de Buffer (10X), 1.8 pl de MgCl> (30 mM/L), 0.6 ul de dNTPs en solucion
equimolar (1.25 mM/L), 0.6 ul de cada primer (10 pM), 2.0 ul de ADN (10-50 ng) y 1 unidad de
Taq polimerasa en un volumen total de 30.0 pl. La amplificacién se realizé6 con una
desnaturalizacion inicial de 94.0 °C por 3 minutos, seguido de 30 ciclos de 94.0 °C por 1 minuto,
53.0 oC por 1 minuto y 72.0 °C por 2 minutos, con un periodo de extensién final de 72.0 oC

durante 20 minutos.

psaB-rps14

Este espaciador fue amplificado y secuenciado usando los primers reportados por Suyama et al.
(2000) y corresponden a: psaB-rps14 1 (5- GCA CGA TTA GTT GCA TTA GC -3’) y psaB-rps14
2 (5- CCA TCT CAC GGA GTA TGT GT -3’). La mezcla de PCR consisti6 de 3.0 ul de Buffer
(10X), 1.5 pl de MgCl> (30 mM/L), 1.2 ul de dNTPs en solucién equimolar (1.25 mM/L), 0.75 pl
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de cada primer (10 pM), 2.0 ul de ADN (10-50 ng) y 1 unidad de Taq polimerasa en un volumen
total de 30.0 pl. La amplificacion se realizé con una desnaturalizacion inicial de 95.0 °C por 10
minutos, seguido de 40 ciclos de 94.0 °C por 30 segundos, 55.0 °C por 1 minuto y 72.0 °C por 1

minuto, con un periodo de extension final de 72.0 °C por 10 minutos.

trnL-trnF

La region trnT-trnL-trnF incluye tres genes de tRNA. Los segmentos no codificantes incluyen un
intron del Grupo I y dos espaciadores intergénicos situados entre trnT-trnL y trnL-trnF. Estas
regiones son altamente variables y por lo tanto informativas a nivel infragenérico (Taberlet et al.,
1991) y han sido ampliamente usadas para la sistematica de briofitas, pteridofitas,
gimnospermas y angiospermas. El espaciador trnL-trnF presenta una longitud variable que va
desde 100 pb en musgos hasta aproximadamente 500 pb en plantas con semilla. Esta region fue
amplificada y secuenciada con los primers reportados por Taberlet et al. (1991), y corresponden
a: C (5'- CGA AAT CGG TAG ACG CTACG-3) y F (5- ATT TGA ACT GGT GAC ACG AG -
3’). La mezcla de PCR consisti6 de 3.0 pl de Buffer (10X), 1.5 ul de MgCl> (30 mM/L), 1.2 pul de
dNTPs en solucién equimolar (1.25 mM/L), 0.75 ul de cada primer (10 pM), 2.0 pl de ADN (10-
50 ng) y 1 unidad de Taq polimerasa en un volumen total de 30.0 pl. La amplificacién se realizé
con una desnaturalizacién inicial de 95.0 °C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos de 94.0 °C por
30 segundos, 55.0 °C por 1 minuto y 72.0 °C por 1 minuto, con un periodo de extension final de

72.0 °C por 10 minutos.

4.2 Hormigas

Las hormigas fueron obtenidas directamente de los domacios de las acacias mirmecéfilas
durante los meses de febrero del 2005, marzo y julio del 2006 en México (Guerrero, Nayarit,
Oaxaca, Quintana Roo y Veracruz), Guatemala y Costa Rica. El material fue fijado en etanol al
70%. Algunos individuos fueron montados en alfileres entomolégicos para su identificacion. El
material de respaldo se encuentra depositado en la Colecciéon de Hormigas del Laboratorio de
Ecologia y Sistematica de Microartrépodos, de la Facultad de Ciencias, UNAM. El ADN fue
obtenido mediante el método de Fenol-Cloroformo (Gadau et al., 1996). Se amplificaron
tnicamente dos regiones nucleares: long-wavelength rhodopsin y wingless, mediante el método de

la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR). Estas dos regiones fueron seleccionadas debido a
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que presentan una gran variabilidad (Ward y Downie, 2005). Para los anélisis filogenéticos se
obtuvieron secuencias del GenBank a fin de tener una mayor representatividad de hormigas del
género neotropical Pseudomyrmex. Asimimo, también se incluyeron especies de los géneros
Myrcidris (género neotropical monotipico) y Tetraponera, éstas tltimas constituyen el linaje
africano de la familia Pseudomyrmecinae, y por tal motivo fueron consideradas como grupo

externo.

Long-wavelength rhodopsin

El gen nuclear LW Rh (long-wavelength rhodopsin) codifica para rodopsinas, las cuales son
receptores de proteinas que realizan el primer paso de la transduccién visual en diversos
organismos. Este marcador ha sido empleado extensivamente en andlisis filogenéticos dentro
del orden Hymenoptera tanto a niveles taxonémicos superiores como inferiores,
particularmente en abejas (Mardulyn y Cameron 1999, Cameron y Williams 2003) y avispas
(Rokas et al., 2002), asi como también en mariposas (Hsu et al., 2001) y afidos (Ortiz-Rivas et al.,

2003).

Los primers utilizados corresponden a los registrados por Ward y Downie (2005): Lr143F (5'-
GAC AAA GTK CCA CCR GAR ATG CT -3") y Lr639ER (5'- YITT ACC GRT TCC ATC CRA
ACA -3'). La mezcla de PCR consisti6é de 3.0 pl de Buffer (10X), 1.5 pul de MgCl, (30 mM/L), 0.8
ul de dNTPs en solucién equimolar (1.25 mM/L), 0.4 pl de cada primer (10 uM), 3.0 ul de ADN
(10-50 ng) y 1 unidad de Taq polimerasa en un volumen total de 30.0 pl. La amplificacién se
realizé con una desnaturalizacién inicial de 95.0 oC por 1 minuto, seguido de 40 ciclos de 95.0 °C
por 30 segundos, 50.0 °C por 30 segundos y 72.0 °C por 1.30 minutos, con un periodo de

extension final de 72.0 C por 3 minutos.

Wingless

Wingless es un gen nuclear de una sola copia (Campbell et al., 2000) perteneciente a la familia
Wht, la cual consta de nueve genes reguladores del desarrollo que se caracterizan por presentar
una alta tasa de substitucion, y para los cuales se ha propuesto una diferenciacién estructural y

funcional en un periodo de tiempo relativamente corto de aproximadamente 100 millones de

33



afios (Sidow, 1992). Esta familia génica es muy importante en el patrén de formaciéon de alas en
adultos de una gran variedad de insectos (Carroll et al., 1994, Neumann y Cohen 1996, citados en

Brower y De Salle, 1998).

Los primers utilizados para amplificar este gen corresponden a: Wg578F (5’- TGC ACN GTG
AAR ACY TGC TGG ATG CG -3’; Ward y Downie 2005) y Wgl032R (5'- ACY TCG CAG CAC
CAR TGG AA -3’; Abouheif y Wray, 2002). La mezcla de PCR consisti6 de 3.0 ul de Buffer (10X),
1.5 pul de MgCl> (30 mM/L), 0.8 ul de dNTPs en solucién equimolar (1.25 mM/L), 0.4 pl de cada
primer (10 pM), 3.0 ul de ADN (10-50 ng) y 1 unidad de Taq polimerasa en un volumen total de
30.0 ul. La amplificacién se realizé con una desnaturalizacién inicial de 95.0 °C por 1 minuto,
seguido de 40 ciclos de 95.0 C por 30 segundos, 52.0 °C por 30 segundos y 72.0 °C por 1.30

minutos, con un periodo de extension final de 72.0 °C por 3 minutos.

4.3 Analisis filogenéticos

Las secuencias obtenidas tanto de mimosoideas como de hormigas fueron alineadas utilizando
Clustal W (Thompson et al., 1994) en BioEdit 7.0.0 (Hall, 1997). El programa Modeltest 3.7
(Posada y Crandall, 1998) fue utilizado para obtener el modelo de sustitucién de mejor ajuste
para cada region de ADN. Los analisis filogenéticos se realizaron en MrBayes 3.1.2
(Huelsenbeck y Ronquist, 2001) implementando particiones de datos y considerando el modelo
de sustitucion de mejor ajuste. Los datos fueron analizados con 5, 000, 000 de generaciones y dos
corridas paralelas, cada una con una cadena fria y tres cadenas calientes (temp= 0.2). El
muestreo de arboles se realiz6 cada 200 generaciones. Las fiogenias de los grupos involucrados

en el mutualismo fueron comparadas mediante el programa TreeMap (Page, 1994).

4.4 Tiempos de divergencia

Los tiempos de divergencia (edades medias, minimas y maximas) fueron estimados usando el
método de verosimilitud penalizada (Sanderson, 2002) en el programa r8s 1.71 (Sanderson,
2003). Para hormigas, estas estimaciones se realizaron en 103 arboles con longitudes de ramas

topolégicamente idénticos al &rbol bayesiano de mayor probabilidad posterior (MAP). Para
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mimosoideas, al hacer la biisqueda de arboles idénticos al MAP, s6lo se obtuvieron tres (tanto
para las regiones nucleares como la de cloroplasto), razén por la cual se realizé una nueva
restriccién, tomando como base al arbol bayesiano consenso y de esta manera se obtuvieron 83

arboles para ITS, 308 arboles para PEPCy 72 arboles con los datos de cloroplasto.

Una vez obtenidos los drboles con longitudes de ramas, se utilizaron dos puntos de calibraciéon
tanto para mimosoideas como para hormigas. Para las hormigas, se utilizé una edad de 44.10
Ma para el género Tetraponera, y un intervalo de edad de 15.0 - 20.0 Ma para el clado que incluye
a todas las especies del género Pseudomyrmex. Estas edades estdn basadas en registros fésiles de
ambar Béltico y Dominicano respectivamente (Ward, 1992; Dlussky, 1997). Para mimosoideas, se
consider6 un intervalo de edad 22.6 - 40.4 Ma para el género Prosopis, y una edad minima de
15.0 Ma para el clado que incluye a todas las especies aqui analizadas excepto Prosopis. Estas
edades estan basadas en el nodo 11 y en el nodo G respectivamente de Lavin et al. (2005). Cabe
sefialar que la edad reportada para el nodo G en Lavin et al. (2005: pag. 581) es de 20 Ma, sin
embargo, en el apéndice de dicho trabajo (pag. 593) mencionan que la edad asignada al nodo G
es de 15 Ma. Esta situacion fua aclarada (com. pers. de Susana Magallén con Mat Lavin), de tal

forma que la edad correcta asignada para este nodo corresponde a 15 Ma.

4.5 Tasas de diversificacion

Las tasas de diversificaciéon fueron estimadas principalmente para los grupos monofiléticos de
mimosoideas y de hormigas. Se utilizaron los métodos de Yule (1925) y de Magallén y
Sanderson (2001). La propuesta de Yule (1925) supone una tasa constante de diversificaciéon de
linajes, sin extinciones, en otras palabras, el modelo es de s6lo nacimientos (“pure birth”). La
férmula corresponde a SR= (Inn: - Inng)/t, en donde n1 es el nimero estimado de especies
existentes, obtenido a partir de la literatura; no es la diversidad inicial considerada como 1; y t es
el tiempo en millones de afios. A pesar de su simplicidad, este método ha sido ampliamente
utilizado y provee de una buena aproximacién para estimar las tasas de diversificacion

(Sanderson y Donoghue, 1994).
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En contraparte, Magalléon y Sanderson (2001) consideran tanto los procesos de especiacion
como los de extincién de linajes, aplicando el método de estimador de momentos (Rohatgi, 1976;
citado en Magalléon y Sanderson, 2001), el cual es un modelo estocastico de procesos de
nacimiento-muerte (especiacidon-extincién) que permite la obtencion de las tasas de
diversificacion asumiendo que no hay extincion (¢= 0.0) y bajo una tasa relativamente alta de

extincién (e= 0.9) empleando la siguiente férmula, que corresponde a los grupos corona:

r=1/t{log[% n(1-€2)+2e+%(1-e)Vn (ne2-8e+2ne+n)]-log2}

Cabe sefialar que en el presente estudio se considera que los grupos obtenidos en las filogenias
corresponden a grupos corona y no a grupos troncales. Los grupos corona representan grupos
monofiléticos que incluyen a todos los miembros existentes de un clado, aunque pueden incluir
linajes que estan extintos al presente pero que divirgieron después del ancestro comtn mas
reciente de todos los representantes existentes. La edad de este grupo corresponde al tiempo de
la primera divergencia filogenética dentro del grupo corona (Magallén y Sanderson, 2001). Los
grupos troncales se definen como grupos monofiléticos mas inclusivos que contienen a todos los
miembros existentes de un clado y pueden incluir taxa extintos que divirgieron a partir del
linaje que conlleva al grupo corona, mismos que deben estar estrechamente relacionados mas al
grupo corona que a cualquier otro grupo viviente. La edad de este grupo puede ser
considerablemente mds antigua y corresponde al tiempo de divergencia entre el grupo corona
en cuestiéon y su grupo hermano existente (Doyle y Donoghue, 1993; Magalléon y Sanderson,

2001).
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5. Resultados
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5.1 Hormigas asociadas a acacias mirmecofilas neotropicales.

Se colectaron un total de 18 especies de hormigas correspondientes a 4 géneros y 3 subfamilias,
en 9 especies de acacias mirmecofilas neotropicales. Los géneros corresponden a: Cephalotes (2
especies) y Crematogaster (4 especies) de la subfamilia Myrmecinae; Dorymyrmex (1 especie) de la
subfamilia Dolichoderinae y Pseudomyrmex (11 especies) de la subfamilia Pseudomyrmecinae.
Las especies de Pseudomyrmex se ubicaron dentro de seis grupos sensu Ward (1989):
Pseudomyrmex ferrugineus (5 especies), P. gracilis (1 especie), P. pallens (2 especies), P. sericeus (1
especie), P. subtilissimus (1 especie) y P. tenuis (1 especie) (Tabla 1). Cabe sefialar que en dos
individuos de Acacia cornigera (SL-41, Veracruz y SL-48, Oaxaca) se registr6 la coexistencia de
Pseudomyrmex y Crematogaster, ademads, en una de ellas (SL-41, Veracruz) se encontré una colonia

de homopteros.

Tabla 1. Lista de hormigas encontradas en domacios de acacias mirmecéfilas neotropicales. El
nimero de voucher corresponde al ejemplar de Acacia colectado: ADS = Alfonso Delgado
Salinas; LT= Laura Trejo Herndndez; NFA= Nuria Flores Abreu; Olson= Mark Olson; SL=
Sandra Luz Goémez Acevedo; VCC= Verénica Cepeda Cornejo. Localidad: 1= Antén Lizardo,
Veracruz; 2= Cancin, Q. Roo; 3= Carr. Pinotepa Nacional, Oaxaca; 4= La Tobara, Nayarit; 5=
Los Tuxtlas, Veracruz; 6= Monte de las Salinas, Guerrero; 7= Presa Miguel Aleméan, Oaxaca; 8=
Mpio. Petén, Guatemala; 9= Mpio. Sacatepequez, Guatemala; 10= Palo Verde, Costa Rica; 11=
Esquipulas, Costa Rica; 12=Chilpancingo, Guerrero; 13= Mpio. Copala, Guerrego.

Especie de hormiga Asociada a Voucher Localidad
Subfamilia Dolichoderinae

Dorymyrmex smithi Cole A. hindsii NFA-1 4

Subfamilia Myrmecinae

Cephalotes sp. 1 A. cedilloi SL-65 2
Cephalotes sp. 2 A. hindsii ADS 2501 12
Crematogaster torosa Mayr A. cedilloi SL-65 2

A. cedilloi SL-68 2
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Crematogaster sp. 1
Crematogaster sp. 2
Crematogaster sp. 3
Subfamilia Pseudomyrmecinae
Grupo Pseudomyrmex ferrugineus

P. ferrugineus (Smith)

P. flavicornis (Smith)

P. mixtecus Ward

P. peperi (Forel)

P. veneficus (Wheeler)

Grupo Pseudomyrmex gracilis
P. gracilis (Fabricius)
Grupo Pseudomyrmex pallens

P. apache Creighton

A. cornigera
A. cornigera

A. hindsii

A. chiapensis
A. cornigera
A. cornigera
A. cornigera
A. collinsii
A. hindsii
A. hindsii
A. mayana
A. collinsii
A. cornigera
A. cornigera
A. cedilloi
A. cornigera
A. cornigera
A. cornigera
A. cornigera
A. hindsii
A. hindsii
A. hindsii
A. hindsii

A. cedilloi

A. chiapensis

SL-48
SL-41
ADS 2501

SL-43
SL-38
SL-50

LT1(2)
SL-70
SL-60

ADS 2383

VCC-1

Olson1045
Olson1048

SL-41
SL-66
SL-40
SL-45
SL-49
SL-57
SL-54
SL-58
SL-59
NFA-1

SL-67

SL-44

12

N

QN O =

13
5
10
10

B W W o o N
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P. pallens (Mayr)

Grupo Pseudomyrmex sericeus

P. ita (Forel)

Grupo Pseudomyrmex subtilissimus

P. subtilissimus (Emery)

Grupo Pseudomyrmex tenuis

P. boopis (Roger)

Acacia sp.

A. sphaerocephala

A. collinsii

A. cornigera

A. collinsii

A. cornigera

Olson1062

SL-62

Olson1043
SL-48

LT-4
SL-39

11

10

40



5.2 REGIONES NUCLEARES DE MIMOSOIDEAS
5.2.1 Amplificacion y secuenciacion de la region ITS.

La amplificacion y secuenciacion de la region nuclear ITS fue complicada y s6lo se pudo obtener
para 11 especies, las demds fueron obtenidas del GenBank. Para el andlisis filogenético se
utilizaron en total 64 secuencias, de las cuales 14 pertenecen al subgénero Acacia; 4 especies al
subgénero Aculeiferum, tres de ellas del grupo A. coulteri (= Mariosousa); 32 especies al subgénero
Phyllodineae, 2 especies al género Acaciella, 9 especies de la tribu Ingeae y 3 especies de la tribu
Mimoseae (Tabla 2). Las especies de Prosopis se consideraron como grupo externo. El modelo de
mejor ajuste para los datos, en base al Criterio de Informacién de Akaike, corresponde a

GTR+I+G.

Tabla 2. Lista de mimosoideas utilizadas para el anélisis con la region nuclear ITS. Se indican los
nimeros de catdlogo del GenBank. 2= Especies secuenciadas en el presente estudio. b=
Secuencias obtenidas de Brown et al., 2008. <= Secuencia obtenida de Murphy, D. y F. Udovicic
(Datos no publicados). 4= Secuencias obtenidas de Murphy et al., 2003. e= Secuencia obtenida de
Howarth et al., 2007. f= Secuencia obtenida de Daniel, C. y W. Knoess (Datos no publicados). s=
Secuencia obtenida de Hughes et al., 2003. h= Secuencias obtenidas de Bessega et al., 2006.

Especie ITS Especie ITS
Subgénero Acacia 32  A. genistifolia AF4877704
Especies mirmecdfilas neotropicales 33 A. guinetii AF487757 4
1 A. cedilloi 2 34 A jonesii AF4877764d
2 A. chiapensis a 35 A. lateriticola AF487774 d
3 A. collinsii EF638216 b 36 A. leucoclada AF487777 4
4 A. cornigera a 37 A. mearnsii AYB864897 ¢
5 A. gentlei 2 38 A. melanoxylon AF360723 4
6 A. globulifera a 39 A. multispicata AF4877614
7 A. hindsii 2 40 A. penninervis EF638168 b
8 A. hirtipes a 41 A. pentadenia AF487773 4
9 A. mayana 2 42 A.platycarpa AF360724 4
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Especies no mirmecoéfilas del Nuevo Mundo

10
11
12
13
14

Subgénero Aculeiferum

15
16

17

18

Subgénero Phyllodineae

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

A. cochliacantha
A. constricta
A. farnesiana
A. macracantha

A. schaffneri

A. coulteri

A. dolichostachya

A. feddeana

A. salazarii

A. acradenia

. adoxa

. aphylla

. aulacocarpa
. binervata

. blakelyi

. colei

. cognata
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5.2.2 Filogenia y tiempos de divergencia

El arbol filogenético con longitudes de ramas, resultado de la matriz con 643 sitios para los 64
taxa se presenta en la Fig. 3. Las letras de los nodos mencionados en esta secciéon corresponden a
esta figura. Con excepcion de Lysiloma divaricatum, el resto de las especies se encuentra en
alguno de los cuatro clados principales (C, D, E, P), mismos que derivan del clado B. La mayoria
de los grupos obtenidos en esta filogenia se encuentran apoyados por probabilidades posteriores
(PP) altas, de 0.9 a 1.0 (Fig. 3). Las edades de divergencia obtenidas a partir de los 83 arboles

semejantes al arbol bayesiano consenso se presentan en la Tabla 3.

® Subgénero Acacia

Las 14 especies de este subgénero no resultaron monofiléticas, ya que Acaciella angustissima se
agrupa junto con estos taxa en el clado J. La edad de divergencia para este nodo es de 8.07 + 2.45
Ma, correspondiente al Mioceno. Las especies de los grupos Acacia farnesiana (K: 3.28 = 1.55 Ma)
y A. macracantha (N: 2.00 = 1.17 Ma) resultaron monofiléticas y de origen en el Plioceno. El grupo
mirmecoéfilo no resulté monofilético, debido a que A. collinsii (L: 4.12 = 1.60 Ma) qued¢ fuera del
clado que incluye a las ocho especies restantes (O: 2.30 = 1.09 Ma). Este dltimo grupo se
encuentra estrechamente relacionado con las especies del grupo A. macracantha a partir de un

nodo con una edad estimada en el Plioceno (M: 3.11 + 1.31 Ma).

® Subgénero Aculeiferum

Las cuatro especies incluidas no resultaron monofiléticas. Acacia feddeana se agrupa con una
especie de la tribu Ingeae en un nodo con una edad correspondiente al Mioceno (D: 7.45 = 3.66
Ma). Las tres especies restantes, que corresponden al grupo A. coulteri (=Mariosousa) se ubican en

el clado G, con un origen estimado en el Plioceno (4.71 = 2.27 Ma).

® Subgénero Phyllodineae

Las 32 especies de este subgénero forman un grupo monofilético (P), con una edad de

divergencia correspondiente al Mioceno (10.31 = 2.66 Ma).

43



o Género Acaciella

Las dos especies aqui incluidas no resultaron monofiléticas. Como se mencioné anteriormente,
A. angustissima se ubica dentro del clado de las especies del subgénero Acacia (J: 8.07 = 2.45 Ma),
en tanto que A. painteri se encuentra como taxa hermano de Mimosa guatemalensis a partir de un

nodo de edad estimada en el Plioceno (I: 5.12 + 2.42 Ma).

e Tribu Ingeae

Las especies de esta tribu no constituyen un grupo monofilético y se encuentran agrupadas en
cuatro clados. Uno de ellos incluye a la mayoria de estas especies con un origen en el Mioceno
(C: 7.74 = 3.08 Ma). El otro grupo incluye a Inga edulis junto con Acacia feddeana y una edad de
divergencia cercana a la anterior (D: 7.45 + 3.66 Ma). El tercer grupo incluye a dos de tres
especies del género Albizian (H: 3.38 = 1.83 Ma). La ultima especie de esta tribu, Lysiloma

divaricatum se encuentra dentro del clado general B (16.56 = 1.16 Ma).

e Tribu Mimoseae

Las tres especies de esta tribu no se agrupan como monofiléticas. Las especies de Prosopis
representan el grupo externo y se ubican en el nodo A, al cual se asigné el intervalo de 22.6 -
404 Ma, como punto de calibraciéon. Mimosa guatemalensis se encuentra agrupada con una

especie del género Acaciella en el nodo I (5.12 = 2.42 Ma).

5.2.3 Tasas de diversificacion

Las tasas de diversificaciéon fueron obtenidas para los taxa que resultaron monofiléticos y
corresponden a los grupos Acacia farnesiana, A. macracantha (ambos del subgénero Acacia) y para
el subgénero Phyllodineae. Bajo el modelo de Yule (1925), el grupo A. macracantha presenta el
mayor valor de diversificaciéon de linajes obtenido, seguido del grupo A. farnesiana y finalmente
el subgénero Phyllodineae. El modelo de Magallén y Sanderson (2001) sefialan también al grupo
A. macracantha como el de mayor valor, en tanto que el grupo A. farnesiana presenta la tasa mas

baja (Tabla 4).
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Figura 3. Arbol bayesiano consenso para mimosoideas, con base en la region nuclear ITS. Las

lineas gruesas representan las ramas con probabilidades posteriores de 0.90 a 1.00. Las lineas

punteadas representan ramas con valores de apoyo de 0.57 a 0.89.
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Tabla 3. Edades estimadas derivadas de los 83 arboles topolégicamente idénticos al arbol
bayesiano consenso de mimosoideas basado en la region nuclear ITS. Las letras corresponden a

los clados mencionados en la Fig. 3. Ma= millones de afios; SD= desviacion estandar.

Nodo Edad media (Ma) = SD Edad minima (Ma) Edad maxima (Ma)

B 16.56 £1.16 15.00 18.44
C 7.74 £ 3.08 2.53 16.53
D 745 + 3.66 1.94 16.91
E 10.35 £2.87 5.17 17.77
F 724 +£2.70 2.62 14.16
G 4.71 £2.27 1.54 11.21
H 3.38+1.83 0.73 8.20
I 512+242 1.23 12.78
J 8.07 £ 2.45 3.53 15.68
K 3.28 £1.55 0.66 8.55
L 412 +£1.60 1.35 9.96
M 3.11 £1.31 0.87 6.43
N 200+£1.17 0.32 5.67
@) 2.30+1.09 0.63 5.12
P 10.31 £2.66 4.75 17.24

Tabla 4. Tasas de diversificaciéon estimadas bajo los modelos de Yule (1925) y de Magallén y
Sanderson (2001) para grupos de mimosoideas y de hormigas. Cabe resaltar que el modelo de
Yule (1925) y el de Magall6n y Sanderson (2001) con £=0.0, corresponden al mismo proceso, en el
cual se considera so6lo "nacimientos" (especiaciéon sin extincién). El ntmero de especies
corresponde al total para cada grupo, el nimero dentro del paréntesis indica las especies

incluidas en el presente estudio. *= En el andlisis de cloroplasto, el género Acaciella no resultd

46



monofilético, sin embargo, se obtuvieron los valores de diversificacion tomando en

consideracion al grupo que incluye a la mayoria de estas especies aqui incluidas.

Grupo Figura Clado Numero de Edad Yule Magallén y
especies media (Ma) Sanderson
€e=0.0 €=0.9
Mimosoideas
Subgénero Acacia 5 C 161 (27) 14.88 0.341 0.294 0.186
Subgénero Acacia Viejo 5 73 (5) 10.85 0.395 0331 0.189
Mundo
Subgénero Acacia Nuevo 5 G 53 (22) 12.34 0.321 0.265 0.143
Mundo
Grupo A. constricta 5 5(3) 7.93 0.201 0.115 0.035
Grupo A. farnesiana 3 K 11 (2) 3.28 0.731 0.519 0.194
Grupo A. farnesiana 5 I 11 (4) 6.31 0.378 0.270  0.101
Grupo A. macracantha 3 N 7 (2) 2.00 0.972 0.626  0.207
Grupo A. macracantha 5 K 7 (3) 4.57 0.424 0.274  0.090
Grupo A. acuifera 5 M 12 (2) 5.42 0.457 0330 0.127
Grupo mirmecéfilo 5 L 15 (10) 5.44 0.496 0.370  0.151
Subgénero Phyllodineae 3 P 1045 (32) 10.31 0.674 0.607  0.446
Subgénero Phyllodineae 5 S 1045 (12) 3.33 2.087 1.879  1.383
Género Acaciella 4 I 15 (4) 3.72 0.727 0541 0.221
14 (4) 0.709 0.523  0.209
Género Acaciella 5 Q 14* (6) 4.67 0.563 0.416 0.166
Hormigas
Género Pseudomyrmex 7 C 200 (39) 20.00 0.264 0.230  0.149
Grupo P. tenuis 7 E 4 (4) 9.38 0.147 0.073  0.021
Grupo P. subtilissimus 7 H 4(2) 3.38 0.410 0.205  0.059
Grupo P. gracilis 7 I 31 (3) 3.76 0.913 0.728  0.354
Grupo P. sericeus 7 J 15 (3) 2.75 0.984 0732 0.299
Grupo P. ferrugineus 7 N 10 (8) 4.58 0.502 0.351 0.128
Grupo P. pallidus 7 p 27 (4) 2.90 1.136 0.897  0.423
Grupo P. oculatus 7 S 11 (2) 2.63 0.911 0.648 0.243
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5.2.4 Amplificacién y secuenciacion de la region PEPC.

La amplificacion y secuenciacién fue relativamente facil para la mayoria de los taxa
muestreados. Cabe sehalar que en la mayoria de los casos se obtuvo sélo una banda
correspondiente a 400 pb, en tanto que para otros taxa, se observaron una o dos bandas
adicionales pero inferiores a este peso. En estos casos, se procedioé a extraer sélo la de tamano
correspondiente a los 400 pb. Para Acacia anegadensis y Acacia mearnsii se tuvieron que realizar
clonas debido a que, atin cuando se tenia s6lo una banda del peso adecuado, la secuenciacion
indic6 la presencia de mas de una copia. En el anélisis filogenético se ocuparon 19 especies del
subgénero Acacia (una de ellas con cuatro clonas); 6 especies del subgénero Aculeiferum, de las
cuales 3 pertenecen al grupo A. coulteri (=Mariosousa); dos especies del subgénero Phyllodineae
(una de ellas con cinco clonas); 4 especies del género Acaciella; 3 especies de la tribu Ingeae y una

especie de la tribu Mimoseae, Prosopis laevigata, la cual se utiliz6 como grupo externo (Tabla 5).

Tabla 5. Lista de mimosoideas utilizadas para el andlisis con la region nuclear PEPC. Todas las
especies indicadas en la tabla fueron secuenciadas en el presente estudio. c1, ¢2, c3, c4 y ¢5

indican el nimero de clona para A. anegadensis y A. mearnsii.

Especie Especie

Subgénero Acacia Subgénero Aculeiferum s. str.
Especies mirmecéfilas neotropicales 23 A. feddeana

1 A cedilloi 24 A. reniformis

2 A. chiapensis 25 A. visco

3 A collinsii Grupo A. coulteri

4  A. cornigera 26 A. centralis

5 A. gentlei 27 A. dolichostachya

6  A. globulifera 28 A. willardiana

7 A. hindsii Subgénero Phyllodineae

8  A. hirtipes 29 A. mearnsii - cl

9 A.mayana 30 A. mearnsii - c2
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10  A. sphaerocephala 31 A. mearnsii - c3

Especies no mirmecofilas del Nuevo Mundo 32 A. mearnsii - c4

11  A. anegadensis - c1 33 A. mearnsii - c5

12 A. anegadensis - c2 34 A. saligna

13 A. anegadensis - c3 Género Acaciella

14  A. anegadensis - c4 35 Acaciella bicolor

15  A. cochliacantha 36 Acaciella painteri

16  A. constricta 37 Acaciella rosei

17  A. farnesiana 38 Acaciella sousae

18 A. macracantha Tribu Ingeae

19 A. roigii 39 Inga edulis

20 A.tortuosa 40 Lysiloma divaricatum
Especies mirmecdfilas del Viejo Mundo 41 Pithecellobium dulce

21  A. drepanolobium Tribu Mimoseae

22 A.seyal 42 Prosopis laevigata

5.2.5 Filogenia y tiempos de divergencia

La hipétesis filogenética con longitudes de ramas resultante de 409 sitios para los 42 taxa se
presenta en la Fig. 4, las letras de los nodos mencionados en esta seccién corresponden a esta
Fig.. La mayoria de los especies se ubican en dos clados (G, O), mismos que derivan del nodo F,
cuya edad corresponde al Mioceno (8.36 + 1.67 Ma). Las edades de divergencia obtenidas a

partir de los 308 arboles semejantes al arbol bayesiano de consenso se encuentran en la Tabla 6.

® Subgénero Acacia

Dieciséis especies de este subgénero, junto con la clona nimero cuatro de A. anegadensis se
ubican en el clado O (6.92 £ 1.69 Ma), con un origen en el Mioceno, sin embargo no resultan
monofiléticas debido a que dentro de este mismo clado se encuentra una especie del subgénero

Aculeiferum, especificamente del grupo A. coulteri (clado P: 4.14 £ 1.57 Ma) y cuatro clonas de A.
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mearnsii (subgénero Phyllodineae, clado Q: 2.95 £ 1.31 Ma). Los taxa de este subgénero que
quedan fuera de este clado corresponden a tres clonas de A. anegadensis, una de ellas en el clado
G (6.64 £ 1.69 Ma), como grupo hermano de algunas especies del subgénero Aculeiferum, de
Acacia saligna (subgénero Phyllodineae), del género Acaciella y de la tribu Ingeae. Las dos clonas

restantes se agrupan en el clado E (6.54 £ 2.24 Ma), con un origen en el Mioceno.

Las 10 acacias mirmecoéfilas neotropicales no resultaron como monofiléticas. Nueve de ellas,
junto con Acacia macracantha, se ubican en el clado V (2.29 £ 1.09 Ma), con una edad de
divergencia correspondiente al Plioceno. La décima, A. hirtipes se agrupa junto con A. tortuosa en
el clado S (1.45 = 0.85), cuya edad corresponde al Pleistoceno. Las dos especies del grupo A.
macracantha (A. macracantha y A. cochliacantha) no se encuentran juntas, y se localizan en los
clados V (2.29 £ 1.09 Ma) y R (2.91 + 1.08 Ma). Acacia constricta se representa como taxa hermano
de A. drepanolobium (U: 0.90 £ 0.61 Ma) y éste clado como taxa hermano de A. seyal (T:1.36 + 0.80
Ma).

® Subgénero Aculeiferum

Las seis especies incluidas de este subgénero no se agrupan como monofiléticas. A. dolichostachya
(gpo. A. coulteri) se encuentra en el clado P (4.14 £ 1.57 Ma) con un origen en el Plioceno, y como
taxa hermano de A. mearnsii. Las otras dos especies del grupo A. coulteri, A. centralis y A.
willardiana se ubican en el nodo N (1.09 £ 0.70 Ma) con una edad de divergencia correspondiente
al Pleistoceno. A. feddeana y A. reniformis, con origen en el Plioceno, se ubican dentro del clado J
(3.92 £ 1.38 Ma). A. visco se encuentra en la base del clado que incluye a todas las especies

incluidas, excepto Prosopis laevigata (B).

® Subgénero Phyllodineae

Solo se incluyeron dos especies de este subgénero, A. saligna y A. mearnsii, para la cual se
obtuvieron cinco clonas, cuatro de ellas se agrupan en el clado Q con una edad estimada en el
Plioceno (2.95 £ 1.31 Ma); y la quinta en el nodo C, con una edad més antigua, correspondiente
al Mioceno (12.33 + 1.45 Ma). Estas dos especies no resultaron monofiléticas, A. saligna (L: 1.16 +

0.73 Ma) representa el taxa hermano de dos especies de la tribu Ingeae.

50



o Género Acaciella

Las cuatro especies de este género se agrupan en el clado I, con un origen en el Plioceno (3.72 +
1.46 Ma). Se encuentran como grupo hermano del clado J (3.92 £ 1.38), cuya edad es muy
semejante a la anterior. Este ultimo clado incluye a cuatro especies del subgénero Aculeiferum,
una especie del subgénero Phyllodineae y tres especies de la tribu Ingeae. Ambos clados (I, ]),

derivan de un nodo situado en el Plioceno (H: 5.08 = 1.53 Ma).

e Tribu Ingeae

Los tres géneros representantes de esta tribu no forman un grupo monofilético. Inga edulis se
ubica en el clado K, cuya edad de divergencia se sitta en el Plioceno y Lysiloma divaricatum,

junto con Pithecellobium dulce en el nodo M, con un origen estimado en el Holoceno.

e Tribu Mimoseae

Prosopis laevigata, Gnico representante de esta tribu en el presente estudio, se ubica como grupo

externo a todas las demas especies incluidas (A).

5.2.6 Tasas de diversificacion

La tasa de diversificacion fue obtenida s6lo para las cuatro especies del género Acaciella, por ser
el dnico grupo monofilético en el andlisis con la regién nuclear PEPC y corresponde a 0.727
sp/Ma bajo el modelo de Yule (1925) y a roo= 0.541, ro9= 0.221, bajo el modelo de Magallén y
Sanderson (2001) (Tabla 4).
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Figura 4. Arbol bayesiano consenso para mimosoideas obtenido a partir de la regién nuclear

PEPC. Las letras indican los grupos mencionados en el texto. Las lineas horizontales gruesas

representan ramas con probabilidad posterior de 0.9 a 1.0. Las lineas punteadas representan

ramas con probabilidad posterior de 0.55 a 0.89.
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Tabla 6. Edades de divergencia estimadas para mimosoideas a partir de 308 arboles semejantes

al arbol bayesiano consenso con base en la regiéon nuclear PEPC. Las letras de los nodos

corresponden a aquellas de la Fig. 4. Ma= millones de afios; SD= desviacion estandar.

Nodo

o O = m -

—

< C 4 v " 0 9 0 Z Z 0 R —

Edad Media (Ma) + SD

12.33 £1.45
10.20 £1.67
6.54+2.24
8.36 £1.67
6.64 £1.69
5.08 £1.53
3.72+1.46
3.92+1.38
1.67 £ 0.88
1.16 £0.73
0.75+£0.61
1.09 £ 0.70
6.92 +1.69
414 £1.57
295+1.31
291 +£1.08
1.45+0.85
1.36 £ 0.80
0.90 £ 0.61
2.29+1.09

Edad Minima (Ma)

9.69
6.68
244
4.71
293
240
1.21
1.46
0.36
0.19
0.07
0.14
3.68
1.23
0.86
1.08
0.20
0.14
0.10
0.43

Edad Maxima (Ma)

14.96
14.72
14.25
13.45
13.08
10.07
9.77
9.17
5.66
5.47
5.11
3.82
12.44
10.51
8.99
6.61
4.69
4.98
3.58
7.83
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5.3 REGIONES DE CLOROPLASTO DE MIMOSOIDEAS
5.3.1 Amplificacion y secuenciacion de las tres regiones de cloroplasto.

La amplificacién y secuenciacion de las tres regiones del cloroplasto fue relativamente facil para
todas las especies, aunque la regiéon matK no pudo ser obtenida a partir de las muestras de
herbario del género Acaciella. Para el analisis filogenético se utilizé una matriz de 70 taxa que
incluye 22 especies del subgénero Acacia del Nuevo Mundo; cinco especies del subgénero Acacia
del Viejo Mundo; 13 especies del subgénero Aculeiferum, incluyendo cuatro especies del grupo
A. coulteri (=Mariosousa); 12 especies del subgénero Phyllodineae; siete especies del género
Acaciella; siete especies de la tribu Ingeae y cuatro especies de la tribu Mimoseae. De estas
especies se amplificaron y secuenciaron en el presente estudio 37 para matK, 49 para psaB-rps14 y
45 para trnL-trnF, las demds secuencias fueron obtenidas del GenBank (Tabla 7). Los modelos de
mejor ajuste para los datos corresponden a GTR+I+G para matK, K81+uf+G para psaB-rps14 y
TIM+G para trnL-trnF.

Tabla 7. Lista de mimosoideas utilizadas en el presente estudio para el andlisis de cloroplasto.
Los nameros de catdlogo del GenBank se encuentran indicados para cada region. a= Especies
secuenciadas en el presente estudio. b= Secuencia obtenida de Miller y Bayer (2003). <= Indica
que no hay secuencia en el GenBank para esa especie. 4= Secuencia obtenida de Luckow et al.
(2003). e= Regiones que no pudieron ser amplificadas o secuenciadas en el presente estudio. f=
Secuencia obtenida de Miller y Bayer (2001). 8= Secuencia obtenida de Seigler et al. (2006). h=
Secuencia obtenida de J. Miller (no publicada). i=Secuencia obtenida de Murphy et al. (2000).

Especie matK psaB-rpsl4 trnL-trnF
Subgénero Acacia

Especies mirmecéfilas neotropicales

1 A. cedilloi HM020708 a HMO0207452 HMO020798 a
2 A. chiapensis HM020709 a HM020746 2 HMO020799 a
3  A. collinsii HM020711 a HM020748 = HMO020801 a
4  A. cornigera HM020713 a HM0207502 HMO020803 a
5 A gentlei HM020717 a HMO0207542 HMO020807 a
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10

A. globulifera
A. hindsii

A. hirtipes

A. mayana

A. sphaerocephala

Especies mirmecdfilas africanas

11
12
13

Especies no mirmecofilas del Nuevo Mundo

14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25

A. drepanolobium
A. seyal

A. luederitzii

A. anegadensis
A. caven

A. cochliacantha
A. constricta
A. farnesiana
A. macracantha
A. neovernicosa
A. pennatula
A. roigii

A. schaffneri

A. schottii

A. tortuosa

Especies no mirmecofilas del Viejo Mundo

26
27

A. karroo

A. tortilis

Subgénero Aculeiferum s. str.

28
29
30

A. berlandieri
A. feddeana

A. gaumeri

HM020718 a
HM020719 a
HM020720 a
HM020722 a
HM020729 a

HM020714 a
HM020728 a
AF523186 P

HM020706 2
AF274131 4
HM020710 a
HM020712 a
HM020715 a
HM020721 a
AF5231134d
HM020724 a
AF274132 f
AF274136 4
HM020730 a

AF274137 £
AF274140 f

HMO020707
HMO020716
DQ371895 &

HM020755 a
HM020756 a
HM020757 a
HM020760 a
HM020769 a

HM020751 a
HM020768 a

C

HM020743 a
HM020747 a
HM020749 a
HM020752 a
HM020759 a
HM020762 a
HM020765 a
HM020767 a

C

HM020771 a

HM020758 a
HM020770 a

HM020744 =
HM020753 a

C

HM020808 =
HM020809 =
HM020810 a
HM020813 a
HM020821 a

HM020804 2
HM020820 a

C

HM020796 a
AF522967 4
HM020800 2
HM020802 a
HM020805 a
HM020812 a
AF522970 d
HM020814 a
HM020818 a
AF522971 4
HM020823 a

HM020811 a
HM020822 a

HM020797 a

HMO020806
DQ371858 &
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31
32
33
34
35
36

A.
A.
A. riograndensis
A.
A.
A.

picachensis

reniformis

scleroxyla
visco

vogeliana

Grupo Acacia coulteri

37
38
39
40

Subgénero Phyllodineae

41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52

A.
A. dolichostachya
A. usumacintensis

A.

A.
A.

e T U s S e SR

A.

centralis

willardiana

adoxa

ampliceps

. colei

.elata

. mearnsii

. melanoxylon
. penninervis
. platycarpa

. saligna

. Spinescens

. translucens

tumida

Género Acaciella

53
54
55
56

A.
A.
A.
A.

angustissima
bicolor
chamelensis

painteri

EU812009 h
HM020725 a
HM020726 a
HM020731 a
HM020732 a

e

DQ371892 s
DQ371891 s
HM020735 a

AF523076 d
AF523074 4
AF2742154
AF274149 4
HM020723 a
AF274166 4
AF274159 f
AF274223 d
HM020727 a
AF523082 d
AF274165 f
AF523111 4

HM020733 a

e

HM020734 a

e

C

HM020763 2
HM020764 2
HM020772 a
HM020773 a

HM020781 a
HM020782 a

C

HM020783 a

HM020761 a
HM020766 2

C

HM020774 a
HM020775 a
HM020776 a
HM020777 a

EU439983 h
HM020815 a
HM020816 2
HM020819 a
HM020824 a

e

HM020832 a
DQ371873 s
DQ371864 s
HM020833 a

AF195684 d
AF522983 d
AF522987 4
AF195683 d
AF195694 1
AF195680 d
AF522985 d
HM020817 a
AF195687 4
AF522984 d
AF522986 d

HM020825 a
HM020826 a
HM020827 a
HM020828 a
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57  A. rosei : HMO020778 = HMO020829 2
58  A.sousae e HMO0207792 HMO020830 2
59  A.tequilana : HMO0207802 HMO020831 2
Tribu Ingeae
60  Albizia kalkora AF523083 d e AF522945 d
61  Calliandra houstoniana var. anomala HM020736 = HM020784 = HM020834 a
62  Faidherbia albida HM020737 2 HMO0207852 HMO020835 2
63  Havardia pallens AF2741254 c AF522955 d
64  Ingaedulis HMO020738 = HMO020786 2 HMO020836 2
65  Lysiloma divaricatum AF523088 d HM020787a HMO020837 a
66  Pithecellobium dulce HM020740 = HM020789 = e
Tribu Mimoseae
67  Mimosa similis HMO020739 2 HMO020788 2 HMO020838 2
68  Piptadenia viridiflora AF521856 d c AF522963 d
69  Prosopis juliflora HMO020741 2 HMO0207902 HMO020839 2
70  Prosopis laevigata HMO020742 2 HMO020791 2 HMO020840 2

5.3.2 Filogenia y tiempos de divergencia

La filogenia estimada con longitudes de ramas, utilizando los 70 taxa de mimosoideas y la
matriz concatenada con las tres regiones del cloroplasto (3128 sitios) se muestra en la Fig. 5. Para
los marcadores de cloroplasto se utilizé la matriz conjunta con las tres regiones debido a que se
ha sefialado que combinar los datos moleculares puede aumentar la resolucién filogenética y los
valores de apoyo (Bena et al., 1998; Linder et al., 2001; citados en Ariati ef al., 2006). Cabe sefialar
que no se utiliz6 una matriz conjunta para los marcadores nucleares debido a que el nimero de
taxa compartidos es de 21, lo que representa el 50% de las secuencias con ITS y el 32.81% de los

datos obtenidos con PEPC.
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El cronograma correspondiente a la Fig. 5 se muestra en la Fig. 6. En general, la mayoria de los
grupos se encuentran apoyados por probabilidades posteriores altas (Fig. 5). Todos los taxa
analizados, con excepcion de las especies del género Prosopis, derivan del nodo B y estan
incluidos en uno de dos clados principales, unos de ellos agrupa a todas las especies del
subgénero Acacia y el otro a aquellas especies de los subgéneros Aculeiferum, Phyllodineae, del
género Acaciella y de las tribus Ingeae y Mimoseae. El nodo B fue utilizado como punto de
calibracién, al cual se asignoé la edad minima de 15 Ma y para el cual se obtuvo una edad media
de 18.12 £ 0.41 Ma. Los clados mencionados en esta seccién corresponden a las Figs. 5 y 6. Las

edades de tales grupos se encuentran en la Tabla 8, y las tasas de diversificaciéon en la Tabla 4.

® Subgénero Acacia

Las especies de este subgénero se resuelven como monofiléticas, con una edad de origen
correspondiente al Mioceno (C: 14.88 + 1.98 Ma). Las especies del Nuevo y Viejo Mundo se
agrupan en los clados G (12.34 £ 2.25 Ma) y D (10.85 £ 2.97 Ma), respectivamente. Acacia
constricta, A. neovernicosa y A. schottii divergen antes del resto de las especies del Nuevo Mundo
en el clado H (7.93 £ 2.77 Ma). Las especies A. caven, A. farnesiana, A. schaffneri y A. tortuosa se
agrupan en el clado I (6.31 £ 2.58 Ma). A. cochlicantha, A. macracantha y A. pennatula se agrupan
en el clado K (4.57 + 2.14 Ma). Las especies endémicas del Caribe A. anegadensis y A. roigii se
ubican en el clado M (5.42 £ 2.08 Ma).

Las acacias mirmecoéfilas neotropicales resultaron monofiléticas (L: 5.44 £ 1.93 Ma) y estan
estrechamente relacionadas con las especies del grupo A. macracantha (K: 4.57 £ 2.14 Ma). Dentro
de las mirmecofilas neotropicales es posible distinguir un pequefio grupo formado por A.
cedilloi, A. collinsii, A. globulifera, A. hindsii y A. hirtipes (L': 1.93 £ 1.09 Ma). En contraste, las tres
mirmecofilas africanas (A. drepanolobuim, A. luederitzii y A. seyal) no resultaron monofiléticas y se
agrupan en dos clados, uno de los cuales incluye a A. drepanolobium y A. luederitzii (E: 5.00 £ 2.44
Ma) como especies hermanas de A. tortilis. El otro grupo incluye a A. seyal y A. karroo (F: 7.08

3.11 Ma).
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® Subgénero Aculeiferum

Las especies analizadas de este subgénero no resultaron monofiléticas, aunque todas se originan
a partir de un clado situado en el Mioceno (O: 12.31 + 2.29 Ma). El clado W (5.64 = 1.98 Ma)
incluye a A. berlandieri, A. reniformis, A. gaumeri y A. picachensis. Las especies endémicas de
Bolivia: A. feddeana y A. riograndensis, se agrupan junto con la endémica de Reptublica
Dominicana A. scleroxyla en el clado V (2.75 + 1.44 Ma). Estas, junto con A. vogeliana y las cuatro
especies de grupo A. coulteri (A. centralis, A. dolichostachya, A. usumacintensis y A. willardiana) se
ubican en el clado U (6.18 + 2.17 Ma). El grupo A. coulteri, recientemente propuesto como el
género Mariosousa (Seigler et al., 2006) no resulté monofilético debido a que A. willardiana
diverge antes, en el nodo U (6.18 + 2.17 Ma). Acacia visco deriva del nodo O (12.31 £2.29 Ma) y es
la especie hermana del clado que incluye a todas las especies muestreadas de los subgéneros

Aculeiferum, Phyllodineae y aquellas de la tribu Ingeae y del género Acaciella.

® Subgénero Phyllodineae

El subgénero Phyllodineae se resuelve como monofilético, a pesar de estar representado en este
estudio por s6lo 12 especies, una pequefia muestra considerando que incluye 1045 especies
(Miller y Bayer, 2003; Lewis et al., 2005). La edad del grupo corona corresponde al Plioceno (S:
3.33 + 1.32 Ma). Estas especies se encuentran agrupadas dentro del clado R (6.66 £ 2.07 Ma), el
cual incluye a seis especies de la tribu Ingeae y una sola especie del género Acaciella (A.

chamelensis).

o Género Acaciella

Las siete especies incluidas de este género no resultaron monofiléticas, agrupandose en dos
clados, uno de los cuales incluye a seis de ellas con un origen en el Plioceno (Q: 4.67 £1.82 Ma) y
como grupo hermano de Calliandra houstoniana var. anomala (P: 6.42 £ 1.85 Ma). Como se
menciond anteriormente, A. chamelensis se agrupa con las especies de la tribu Ingeae y del

subgénero Phyllodineae en el clado R (6.66 + 2.07 Ma).
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e Tribu Ingeae

Las siete especies representantes de siete géneros de esta tribu se encuentran distribuidas en tres
grupos, dos de ellos derivan del clado R (6.66 £ 2.07 Ma). El primero de estos nodos incluye a
Inga edulis como taxa hermano de Acaciella chamelensis, mismos que representan el grupo
hermano de Albizia kalkora y las especies del subgénero Phyllodineae. El segundo clado agrupa a
cuatro integrantes de esta tribu: Faidherbia albida, Havardia pallens, Lysiloma divaricatum vy
Pithecellobium dulce. En el tercer grupo se encuentra solamente Calliandra houstoniana var. anomala

como taxa hermano de seis especies del género Acaciella (P: 6.42 + 1.85 Ma).

e Tribu Mimoseae

La tribu Mimoseae estd representada por cuatro especies en esta seccién, de las cuales Prosopis
laevigata y P. juliflora fueron seleccionadas como grupo externo y a las cuales se asignoé el
intervalo de 22.6 - 40.4 Ma, como punto de calibracion (A). Mimosa similis y Piptadenia viridiflora
se agruparon juntas con un origen en el Mioceno (N: 9.97 + 3.02 Ma) y como grupo hermano del
clado que incluye a las especies de los subgéneros Aculeiferum y Phyllodineae, de la tribu Ingeae y

del género Acaciella (O:12.31 £ 2.29 Ma).

5.3.3 Tasas de diversificacion

Las tasas de diversificacion fueron obtenidas s6lo para los subgéneros Acacia y Phyllodineae,
siendo éste ultimo el de mayor diversificacion por millén de afios. Dentro del subgénero Acacia
se obtuvo una mayor tasa para el linaje africano en comparacién con el linaje americano.
Asimismo, de los cinco grupos informales del Nuevo Mundo, mismos que resultaron
monofiléticos, las tasas de diversificacion menores corresponden a los grupos A. constricta y A.
farnesiana. Los grupos A. macracantha, A. acuifera y mirmec6filo presentan en ese orden, tasas de
diversificacion con valores altos, mismas que son significativamente mayores a las de los otros
dos grupos del Nuevo Mundo (F= 30.72; P(at-4, .- 005= 0.0000). Cabe sefialar que a pesar de que
el género Acaciella no resulté monofilético en este andlisis, se obtuvo la tasa de diversificacion
para el clado que agrupa a seis de las siete especies incluidas y el valor obtenido es mayor al

observado para el grupo mirmecéfilo (Tabla 4).
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Figura 5. Arbol consenso bayesiano de mimosoideas inferido a partir de tres regiones de
cloroplasto (matK, psaB-rps14 y trnL-trnF). Las letras indican los grupos discutidos en el texto.
Las lineas horizontales gruesas representan ramas con probabilidad posterior de 0.90 a 1.0. Las

lineas punteadas representan ramas con probabilidad posterior de 0.50 a 0.89.
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Figura 6. Cronograma derivado del 4rbol consenso de mimosoideas obtenido con las regiones
de cloroplasto. Las letras indican los grupos discutidos en el texto. Las lineas horizontales
gruesas representan ramas con probabilidades posteriores de 0.9 a 1.0. Las lineas punteadas
indican ramas con probabilidades posteriores de 0.5 a 0.89. No se encontraron ramas con apoyo

menor a 0.5.
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Tabla 8. Estimaciones de edades derivadas de los 72 arboles topologicamente idénticos al arbol

bayesiano consenso de cloroplasto para mimosoideas. Las letras corresponden a las Figs. 5 y 6.

Ma= millones de afios. SD= desviacion estandar.

Nodo

T O ™o = 9 0O

N

=

S < 4w ®m 0 "W 0 Z Z

Edad media (Ma) = SD

18.12 = 0.41
14.88 =1.98
10.85 £ 2.97
5.00 +2.44
7.08 +3.11
12.34 +2.25
793 +£2.77
6.31 + 2.58
6.92 +2.49
457 £2.14
544 +1.93
1.93 +1.09
542 +2.08
9.97 + 3.02
12.31 £2.29
6.42 +1.85
4.67 £1.82
6.66 = 2.07
333 +1.32
8.06 = 2.38
6.18 +2.17
275+1.44
5.64 +1.98

Edad minima (Ma)
17.46
11.63
5.87
0.72
2.10
7.72
3.83
2.08
3.10
1.79
1.83
0.35
1.97
4.56
8.51
3.00
1.48
3.50
1.08
3.16
2.56
0.56
2.30

Edad maxima (Ma)
19.37
18.39
17.22
11.45
14.66
17.74
17.32
13.86
13.81
11.46
11.55

5.80
9.98
16.16
17.09
10.96
10.37
11.67
8.36
12.99
11.19
6.29
10.76
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5.4 REGIONES NUCLEARES DE HORMIGAS
5.4.1 Amplificacion y secuenciacion

La amplificaciéon y secuenciaciéon de las dos regiones nucleares (long-wavelength rhodopsin y
wingless) solo fue realizada para cuatro especies del grupo Pseudomyrmex ferrugineus, las demas
secuencias fueron obtenidas del GenBank. Se utilizaron en total 43 taxa, de los cuales 39
pertenecen al género Pseudomyrmex, uno al género Myrcidris y tres al género Tetraponera (Tabla
9). Los modelos de mejor ajuste corresponden a TVM+G para long-wavelength rhodopsin y K80+G

para wingless.

Tabla 9. Lista de hormigas utilizadas para el andlisis filogenético. Se proporcionan los
nimeros de catdlogo del GenBank para cada regiéon nuclear. LW Rh= long-wavelength

rhodopsin. wg= wingless. a= secuencias obtenidas de Ward y Downie (2005). b= especies

secuenciadas en el presente estudio. ¢= secuencias obtenidas de Kautz et al. (2009).

Especie LW Rh Wg
1 Muyrcidris epicharis @ AY703785 AY703651
2 Pseudomyrmex apache ° AY703786 AY703652
3 Pseudomyrmex boopis * AY703787 AY703653
4 Pseudomyrmex concolor @ AY703788 AY703654
5  Pseudomyrmex cordiae @ AY703789 AY703655
6  Pseudomyrmex cubaensis AY703790 AY703656
7 Pseudomyrmex dendroicus AY703791 AY703657
8  Pseudomyrmex denticollis @ AY703792 AY703658
9  Pseudomyrmex elongatulus = AY703793 AY703659
10  Pseudomyrmex ferrugineus b HM020792 HM020841
11  Pseudomyrmex filiformis « AY703794 AY703660
12 Pseudomyrmex flavicornis AY703795 AY703661
13 Pseudomyrmex godmani AY703796 AY703662
14  Pseudomyrmex gracilis @ AY703797 AY703663
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15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43

Pseudomyrmex haytianus «
Pseudomyrmex holmgreni @
Pseudomyrmex ita @
Pseudomyrmex kuenckeli @
Pseudomyrmex mixtecus b
Pseudomyrmex nigrocinctus
Pseudomyrmex nigropilosus
Pseudomyrmex oculatus =
Pseudomyrmex oki
Pseudomyrmex pallens «
Pseudomyrmex pallidus «
Pseudomyrmex pazosi @
Pseudomyrmex peperi b
Pseudomyrmex phyllophilus
Pseudomyrmex satanicus ¢
Pseudomyrmex sericeus @
Pseudomyrmex simplex ¢
Pseudomyrmex spiculus
Pseudomyrmex spinicola ¢
Pseudomyrmex subater @
Pseudomyrmex tachigaliae
Pseudomyrmex tenuis
Pseudomyrmex tenuissimus
Pseudomyrmex termitarius @
Pseudomyrmex veneficus
Pseudomyrmex viduus
Tetraponera aethiops
Tetraponera pilosa @

Tetraponera rufonigra °

AY703798
AY703799
AY703800
AY703801
HM020793
AY703802
AY703803
AY703804
AY703805
AY703807
AY703806
AY703808
HM020794
AY703809
FJ436889
AY703810
AY703811
AY703812
FJ436890
AY703813
AY703814
AY703815
AY703816
AY703817
HM020795
AY703818
AY703770
AY703781
AY703783

AY703664
AY703665
AY703666
AY703667
HM020842
AY703668
AY703669
AY703670
AY703671
AY703673
AY703672
AY703674
HM020843
AY703675
FJ436865
AY703676
AY703677
AY703678
FJ436866
AY703679
AY703680
AY703681
AY703682
AY703683
HM020844
AY703684
AY703636
AY703647
AY703649
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5.4.2 Filogenia y tiempos de divergencia

La filogenia estimada con longitudes de rama, para los 43 taxa, usando una matriz concatenada
de 980 sitios se muestra en la Fig. 7 y el cronograma correspondiente en la Fig. 8. En general, las
probabilidades posteriores son altas, de 0.9 a 1.0, excepto para el nodo del grupo P. tenuis y para
el nodo del cual derivan los grupos P. ferrugineus (mas la especie P. haytianus), P. pallidus, y un
subgrupo del grupo P. viduus. Los clados mencionados a continuaciéon corresponden a las Figs. 7
y 8. Las edades de tales grupos y las tasas de diversificaciéon se encuentran en las Tablas 10 y 4

respectivamente.

® Género Pseudomyrmex

Las especies de este género se agrupan como monofiléticas (C) con un origen estimado en el
Mioceno. Se presentan dos grupos principales (D y F), uno de los cuales (D: 12.48 + 1.85 Ma)
incluye a las especies del grupo P. tenuis y a P. filiformis. El otro grupo (F: 17.18 + 1.23 Ma)
incluye al resto de las especies de Pseudomyrmex. De los nueve grupos morfolégicos sugeridos
por Ward (1989), sélo los grupos P. pallens (G: 4.69 £ 1.23 Ma, L: 4.01 £ 1.19 Ma) y P. viduus (K:
9.58 £1.65 Ma, Q: 418 £1.05 Ma, T: 1.68 £ 0.74 Ma) no resultaron monofiléticos. Por el contrario,
los grupos P. ferrugineus (N: 4.58 £ 0.82 Ma), P. gracilis (I: 3.76 £ 0.97 Ma), P. oculatus (S: 2.63 +
0.64 Ma), P. pallidus (P: 2.90 + 0.63 Ma), P. sericeus (J: 2.75 = 0.67 Ma), P. subtilissimus (H: 3.38 +
1.14 Ma) y P. tenuis (E: 9.38 £ 1.52 Ma) son monofiléticos.

En particular, en el presente estudio se incluyeron ocho de las 10 especies del grupo P.
ferrugineus. Como fue mencionado anteriormente, este grupo es monofilético y presenta un
origen estimado en el Plioceno. La especie P. haytianus (endémica de Haiti) es el grupo hermano
del grupo P. ferrugineus y el tiempo de divergencia de estos dos clados ocurrié en el Mioceno (M:

6.68 +1.07 Ma).
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® Géneros Myrcidris y Tetraponera

Myrecidris, representado por M. epicharis es la especie hermana del género Pseudomyrmex. La edad
de divergencia para estos géneros corresponde al Eoceno (B: 40.78 £ 5.51 Ma). El género
Tetraponera (A), representado por tres especies (1. aethiops, T. pilosa y T. rufonigra) resultd
monofilético y como grupo hermano de Myrcidris + Pseudomyrmex. La separaciéon de los linajes
del Viejo Mundo (Tetraponera) y del Nuevo Mundo (Myrcidris + Pseudomyrmex) corresponden al

Cretacico Inferior (A”: 95.80 + 10.82 Ma).

5.4.3 Tasas de diversificacion

Las tasas de diversificaciéon fueron estimadas sélo para el género Pseudomyrmex y los grupos
monofiléticos dentro de éste. La tasa de diversificacion estimada para las especies de
Pseudomyrmex es baja, siendo de 0.264 sp/Ma (aplicando la férmula de Yule, 1925) y de ro0=
0.230, r09=0.149 (bajo la férmula de Magallon y Sanderson, 2001). El valor obtenido por los dos
métodos para el grupo P. tenuis es menor a lo observado para todo el género, en tanto que para
los otros seis grupos son mayores. Sin embargo, de estos dltimos, los grupos P. subtilissimus y P.
ferrugineus son los de menor eventos de diversificacién por millén de afios en comparacion con
los grupos P. oculatus, P. gracilis, P. sericeus y P. pallidus, quienes presentan tasas de

diversificacion muy altas (Tabla 4).
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Figura 7. Arbol bayesiano de mayor probabilidad posterior de hormigas Pseudomyrmecinae,

inferido a partir de dos regiones nucleares (long-wavelength rhodopsine y wingless). Las letras

indican los grupos mencionados en el texto. Las especies Pseudomyrmex filiformis P. haytianus, P.

oki y P. subater no han sido asignadas a ningtn grupo morfolégico sensu Ward (1989). Las lineas

gruesas representan ramas con probabilidad posterior de 0.9 a 1.0. Las lineas punteadas

representan ramas con probabilidad posterior de 0.6 a 0.8.
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Figura 8. Cronograma derivado del 4rbol de mayor probabilidad posterior (MAP) de hormigas

Pseudomyrmecinae. Las letras indican los grupos mencionados en el texto. Pseudomyrmex

filiformis, P. haytianus, P. oki y P. subater no han sido asignadas a ningtin grupo morfolégico sensu

Ward (1989). Las lineas gruesas representan ramas con probabilidad posterior de 0.9 a 1.0. Las

lineas punteadas representan ramas con probabilidad posterior de 0.6 a 0.8.
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Tabla 10. Estimaciones de edades obtenidas a partir de los 103 &rboles topolégicamente

idénticos al arbol de mayor probabilidad posterior para hormigas Pseudomyrmecinae. Las letras

corresponden a los nodos de las Figuras 7 y 8. Ma= millones de afios. SD= desviacién estandar.

Nodo
A/

T O H m J 9w

—

H »® " 0 9 0 zZz £ o R —

Edad media (Ma) = SD
95.80 + 10.82

40.78 £ 5.51
12.48 +1.85
9.38 +1.52
1718 £1.23
4.69 £1.23
338 +1.14
3.76 = 0.97
2.75 +0.67
9.58 +1.65
4.01+1.19
6.68 = 1.07
4.58 = 0.82
4.02+£0.73
290 +0.63
418 £1.05
9.57 +1.23
2.63 = 0.64
1.68 +0.74

Edad minima (Ma)
76.45
32.13
9.16
6.63
14.24
222
1.27
1.93

1.6
6.35
1.34
3.92
2.52
2.52
1.54
1.89
6.64
1.44
0.48

Edad maxima (Ma)
139.8
54.27
17.35
14.02
19.95

8.23
7.29
6.19
4.27
13.60
6.99
9.34
7.31
5.92
4.65
6.90
12.96
433
3.51
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5.5 Comparacién de las filogenias del sistema mutualista Acacia-Pseudomyrmex.

La comparacién entre las filogenias de las acacias mirmecéfilas neotropicales, obtenida con
datos de cloroplasto, y el grupo P. ferrugineus no refleja una congruencia filogenética, por el
contrario, se aprecian cambios constantes de hospedero (Fig. 9). Para ambos grupos, el valor de
apoyo para el nodo que les da origen es alto, con una probabilidad posterior de 0.90 a 1.0 (L en

Figs.5, 6 y N en Figs. 7. 8).

Figura 9. Comparacion de las filogenias obtenidas para las acacias mirmecofilas y el grupo
Pseudomyrmex ferrugineus. Las lineas entre los arboles indican las relaciones reportadas hasta
ahora en la literatura. Para Acacia hirtipes no existe informaciéon de hormigas mutualistas
asociadas. Pseudomyrmex satanicus es considerada como el tinico habitante de Acacia melanoceras,

la cual no fue muestreada en este estudio.
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6. Discusion
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6.1 Hormigas asociadas a acacias mirmecofilas neotropicales

La relacién entre las acacias mirmecéfilas y las hormigas del grupo Pseudomyrmex ferrugineus ha
sido una de las simbiosis neotropicales mejor conocida hasta el momento, y frecuentemente
citada como ejemplo de coevolucién. De este grupo de hormigas se encontraron 5 especies: P.

ferrugineus, P. flavicornis, P. mixtecus, P.peperiy P. veneficus (Tabla 1).

Pseudomyrmex ferrugineus es la especie mas comun y de mayor distribucién dentro del grupo.
Su distribucién abarca desde el Este y Sur de México hasta El Salvador y Honduras y se le ha
encontrado formando colonias monoginicas en los domacios de las 10 acacias mirmecofilas
neotropicales que se encuentran en este intervalo geografico (A. chiapensis, A. collinsii, A. cookii,
A. cornigera, A. gentlei, A. globulifera, A. hindsii, A. janzenii, A. mayana'y A. sphaerocephala) (Ward,
1993). En el presente estudio fue colectada en Acacia chiapensis (Oaxaca), A. collinsii (Quintana
Roo), A. cornigera (Oaxaca, Veracruz y Guatemala), A. hindsii (Oaxaca) y A. mayana (Veracruz), lo
cual es concordante con registros previos en cuanto a hospederos y distribucién geografica

(Tabla 1).

P. flavicornis es una especie similar a P. ferrugineus. Sus colonias también son monoginicas,
pero su distribuciéon es restringida, desde Guatemala hasta Costa Rica, habitando
principalmente A. collinsii y en menor frecuencia A. cornigera y A. hindsii (Ward, 1993). Acorde
con los registros previos, en el presente trabajo s6lo fue colectada en A. collinsii y A. cornigera de

Costa Rica (Tabla 1).

P. mixtecus es una especie cuyas colonias son monoginicas, pero es poco conocida, hasta el
momento ha sido reportada s6lo en A. collinsii y A. hindsii en los estados de Guerrero y Oaxaca
(Ward, 1993), sin embargo, en el presente estudio fue encontrada en un individuo de A. cornigera
en el estado de Veracruz (Tabla 1), con lo cual, se amplia el intervalo tanto de distribucién como

de hospedero.
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P. veneficus es considerada como una especie de distribucion restringida, desde Sinaloa hasta
Michoacan, habitando sélo en A. collinsii y A. hindsii (Ward, 1993), sin embargo, en el presente
estudio fue colectada en A. hindsii en los estados de Guerrero, Nayarit y Oaxaca; y en A.
cornigera en Guerrero, con lo cual, también para esta especie se amplia el intervalo de
distribucion geografica y de hospedero. Cabe sehalar que esta especie se caracteriza por la
formacién de unicolonias altamente poliginias (incluyendo millones de trabajadoras y algunos
cientos de reinas), las cuales se encuentran entre las mas grandes de todos los insectos sociales

(Ward, 1993).

Pseudomymex peperi es la segunda especie con mayor distribucién, abarcando desde el este de
México hasta Nicaragua y ha sido colectada en domacios de A. chiapensis, A. collinsii, A.
cornigera, A. globulifera y A. gentlei. Ocurre simpatricamente con P. ferrugineus, pero a diferencia
de ella, forma colonias altamente poligineas (Ward, 1993). Debido a su distribucién se esperaba
tener una buena representatividad, sin embargo, s6lo fue colectada en A. cedilloi (Q. Roo) y en A.
cornigera (Oaxaca y Veracruz) (Tabla 1). Cabe sefialar que Acacia cedilloi es una mirmecoéfila
neotropical poco conocida hasta el momento y cuya distribucién se restringe a unas cuantas
poblaciones fragmentadas en la Peninsula de Yucatan (Rico-Arce, 1994) y Belice (L. Rico, com.
pers). Esta especie es particularmente interesante ya que representa hasta el momento la tnica
mirmecoéfila neotropical en donde se ha registrado un mayor nimero de hormigas no
mutualistas pertenecientes a géneros distintos de Pseudomyrmex. Figueroa-Castro y Castafio-
Meneses (2004) realizaron un estudio para evaluar la mirmecofauna asociada con esta especie.
Analizaron 129 plantas, de las cuales s6lo el 24.81% carecia de hormigas. En los demas
individuos, encontraron en total 161 hormigas pertenecientes a tres subfamilias, cuatro géneros
y seis especies: Cephalotes minutus, Crematogaster curvispinosa, C. torosa, Ectatomma tuberculatum,
Pseudomyrmex ferrugineus (la cual fue la més abundante) y P. gracilis. Tales autores mencionan
que Ectatomma tuberculatum ocupa a A. cedilloi para forrajear néctar extrafloral y ocasionalmente
para cazar individuos de Pseudomyrmex, los cuales llevan en sus mandibulas hasta donde se
encuentran sus nidos. En el presente estudio se encontraron sélo a las siguientes especies:
Cephalotes sp., Crematogaster torosa, Pseudomyrmex gracilis y P. peperi (Tabla 1), de las cuales, la
altima representa un registro nuevo. Es importante mencionar que sélo en un individuo se
encontraron coexistiendo a Cephalotes sp. y Crematogaster torosa, mientras que en los demds se

colect6 s6lo una especie de hormiga.
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Respecto a C. torosa, es una especie que se distribuye basicamente en sitios abiertos y alterados,
y particularmente en Costa Rica se le ha encontrado ocupando frecuentemente acacias
mirmecoéfilas ain en presencia de hormigas del género Pseudomyrmex, en donde ademads
construyen pabellones que dan refugio a homopteros de la vegetaciéon circundante (Longino,
2003). En las colectas realizadas se encontraron dos especies de Crematogaster coexistiendo con
dos especies de Pseudomyrmex en dos individuos de A. cornigera y corresponden a Crematogaster
sp. 1 + P. subtilissimus en la Presa Miguel Aleman, Oaxaca y Crematogaster sp. 2 + P. mixtecus en

Antoén Lizardo, Veracruz, en donde ademas se encontr6 una colonia de homoépteros.

Como se mencion6 anteriormente, el grupo Pseudomyrmex ferrugineus se caracteriza porque sus
especies s6lo habitan en acacias mirmecéfilas, sin embargo, se ha reportado también que algunas
especies de los grupos P. gracilis y P. subtilissimus han desarrollado de manera independiente
una asociacion con estas acacias (Ward, 1993). P. gracilis (grupo P. gracilis) se distribuye desde
E.U. hasta Argentina y Brasil y su fenotipo es variable a lo largo de su distribucién. Habita en
una gran cantidad de hébitats, desde manglares, matorrales espinosos hasta bosques lluviosos, y
es particularmente comun en sitios alterados. Sus nidos se localizan usualmente en ramas
muertas o pequefias. Esta especie es considerada como una generalista (Ward, 1993). En el
presente estudio fue encontrada en Acacia cedilloi, en Quintana Roo (Tabla 1). Por otra parte, P.
subtilissimus (grupo P. subtilissimus) se distribuye s6lo en Costa Rica y Nicaragua, en donde
habita acacias mirmecéfilas centroamericanas asociadas con P. flavicornis (Ward, 1989, 1993) sin
proveer de ninguna proteccion a su hospedero. Esta especie es considerada como un parasito
del mutualismo neotropical (Ward, 1993). Acorde con su distribucién, en este estudio fue

colectada en Palo Verde, Costa Rica, asociada a A. collinsii (Tabla 1).

Asimismo, también es conocido que varias especies de hormigas como P. boopis (grupo P.
tenuis), P. hesperius, P. ita (grupo P. sericeus), P. kuenckeli (grupo P. viduus) y P. opaciceps (grupo P.
gracilis) pueden ser habitantes facultativos de las acacias mirmecéfilas neotropicales, anidando
en ramas huecas. Todas ellas son consideradas como hormigas generalistas (Ward, 1993), de las
cuales, en el presente estudio se encontré a P. boopis en A. cornigera (Veracruz) y en A. collinsii
(Guatemala) y a P. ita en A. sphaerocephala (Oaxaca). P. boopis se distribuye principalmente en los

bosques lluviosos y bosques tropicales htiimedos del sureste de México hasta Ecuador,
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Venezuela y el noreste de Brasil, aunque sdlo se le ha encontrado formando colonias en
plantulas de la mirmecéfila panamena A. melanoceras (Ward, 1993). P. ita es una especie de
amplia distribucién, desde México hasta Colombia, habitando de manera constante en ramas o
troncos muertos de varias especies de plantas lefiosas, incluso ha sido colectada en A. cornigera

(México) y en A. collinsii (Costa Rica y Panama) (Ward, 1993).

Por otra parte, este estudio proporciona los primeros registros en acacias mirmecoéfilas
neotropicales para dos especies del grupo P. pallens: P. apache encontrada en A. chiapensis
(Oaxaca) y P. pallens en una acacia de Costa Rica (Tabla 1). En cuanto a distribucion, P. apache se
caracteriza por habitar en climas aridos y anidar en ramas muertas de varias especies de arboles,
entre ellas Prosopis sp. y Quercus sp. en México (Ward, 1985); en tanto que P. pallens se distribuye
en Colombia, Costa Rica y Venezuela. Finalmente, respecto a Dorymyrmex smithi (Tabla 1),
podria ser una especie visitante ocasional de A. hindsii, de donde probablemente podria obtener

néctar extrafloral.

6.2 Comparacién entre las filogenias y edades de divergencia obtenidas para mimosoideas

Las tres filogenias obtenidas en este estudio para mimosoideas difieren basicamente en que el
subgénero Acacia no es monofilético con marcadores nucleares (J en Fig. 3; O en Fig. 4), contrario
a lo obtenido con cloroplasto (C en Figs. 5, 6) y a lo reportado en estudios previos (Robinson y
Harris, 2000; Miller y Bayer, 2000, 2001, 2003; Luckow et al., 2003; Brown et al., 2008). Es decir, en
la filogenia con ITS, todas las especies de este subgénero comparten su nodo ancestral con
Acaciella chamelensis, una especie considerada originalmente dentro de la seccién Filicinae del
subgénero Aculeiferum (J en Fig. 3). En la filogenia obtenida con PEPC, dentro del clado que
incluye a todos los representantes de este subgénero, se encuentran A. dolichistachya (grupo A.
coulteri= Mariosousa, subgénero Aculeiferum) y A. mearnsii, del subgénero Phyllodineae (O, P, Q en
Fig. 4). Asimismo, tres clonas de A. anegadensis (E: 6.54 = 2.24 Ma, G: 6.64 = 1.69 Ma, Fig. 4)
quedan separadas de la clona que se agrupa con el resto de las especies del subgénero Acacia (O:
6.92 = 1.69 Ma, Fig. 4), pudiendo apreciarse que han requerido de muy poco tiempo para

diferenciarse.
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Otra diferencia reside en que en la filogenia con PEPC, el subgénero Phyllodineae no es
monofilético (C, L, Q en Fig. 4), contrario a lo obtenido con ITS (P en Fig. 3) y cloroplasto (S en
Fig. 5). Estas especies, al igual que las del subgénero Acacia, son consideradas como un grupo
monofilético por diversos autores (Murphy et al., 2000, 2003; Robinson y Harris, 2000; Miller y
Bayer 2001; Miller et al., 2003; Ariati et al., 2006; Brown et al., 2006). Este resultado es debido a
que las cinco clonas de A. mearnsii se encuentran en otras partes del arbol filogenético (C, Q, en
Fig. 4) y no con A. saligna, especie que pertenece al mismo subgénero (L en Fig. 4). Cabe resaltar
que una de tales clonas deriva de un nodo cuya edad (C: 12.33 = 1.45 Ma, Fig. 4) se asemeja al
valor de divergencia obtenido con ITS para todo este subgénero (P: 10.31 = 2.66 Ma, Fig. 4). En
tanto que la edad de las otras clonas (Q: 2.95 + 1.31 Ma, Fig. 4), es similar a la observada tanto
para el nodo donde se encuentra A. saligna (L: 1.16 = 0.73 Ma, Fig. 4), como en el clado
monofilético resultante del analisis con cloroplasto (S: 3.33 = 1.32 Ma, Figs. 5, 6). Una
caracteristica presente en PEPC, es que la evoluciéon concertada no ha operado del todo igual en
esta region, lo cual puede observarse en A. anegadensis (subg. Acacia) y A. mearnsii (subg.
Phyllodineae). La ausencia de evolucién concertada es frecuente en regiones nucleares, como en el

loci Lb de Glycine (Doyle et al., 1998).

En diversos estudios tanto de plantas como de animales, se han reportado conflicto
filogenético (filogenias diferentes) cuando se incorporan genes nucleares y de organelos (Shaw,
2002; Seehausen et al., 2003; Sullivan et al., 2004). Estas diferencias se deben principalmente a los
diferentes mecanismos de herencia de cada genoma, es decir, el genoma de cloroplasto (ADNcp)
se hereda uniparentalmente (generalmente a través de la linea materna en angiospermas) y no
es recombinante, caracteristicas que han sido preferidas para realizar estudios filogenéticos. En
cambio, el ADN nuclear (ADNn) se hereda biparentalmente y presenta recombinacién. Opuesto
al genoma de cloroplasto, en el genoma nuclear, una gran variedad de sus genes presentan
intrones que usualmente muestran una considerable variacién. Particularmente, en el caso de la
filogenia obtenida con ITS, se supone que el polimorfismo presente en esta region es atribuible a
hibridacién interespecifica (literatura citada en Hughes et al., 2002). En algunos casos resulta
ventajoso realizar filogenias con ADNn ya que permite identificar hibridos que no son revelados
con andlisis de ADNcp (Hughes et al., 2002), a menos que las secuencias de ambos parentales

sean homogeneizadas debido a evolucién concertada (Wendel et al., 1995).
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Wendel y Doyle (1998) consideran que la incongruencia filogenética no es rara, por el
contrario, constituye basicamente la regla en vez de ser la excepcion siendo evidente en varios
grados. Asimismo, mencionan que la incongruencia de topologias derivadas de diferentes tipos
de datos es vista frecuentemente como un desafortunado pero inevitable efecto colateral en los
andlisis filogenéticos, y por lo tanto, puede representar un impedimento para alcanzar el
entendimiento filogenético. Entre las causas posibles que pueden conllevar a un conflicto

filogenético mencionan las siguientes:

1. Causas técnicas como insuficiencia de datos, o baja calidad de los mismos; error de
secuenciamiento, y baja representatividad en el muestreo taxondémico.

2. Procesos a nivel de organismo como una rapida evolucién morfolégica o convergencia
morfolégica; rapida diversificaciéon; hibridacién/introgresiéon, y transferencia
horizontal.

3. Procesos a nivel génico o del genoma como la recombinacién intragénica;
ortologia/paralogia; interacciones interlocus; evolucién concertada; tasas heterogéneas

entre taxa y sitios, y sesgo en la composicién de las bases.

Por otra parte, en cuanto a las edades de divergencia obtenidas en este estudio, se puede
apreciar de manera general que las estimadas a partir de las regiones de cloroplasto son
mayores a las estimadas con los marcadores nucleares, y de éstos tltimos, las obtenidas con ITS
son a su vez, mayores en comparacion con las observadas para PEPC. Sin embargo, en algunos
casos como en el subgénero Phyllodineae y la Tribu Ingeae, las edades resultantes de cloroplasto
son mucho menores que con ITS. Asimismo, para los grupos Acacia acuifera 'y A. constricta, los
valores obtenidos con cloroplasto son un poco menores a los obtenidos con marcadores

nucleares (Tabla 11).

Tabla 11. Comparacién de las edades medias en millones de afios (= desviacion estdndar)
obtenidas para mimosoideas a partir de las filogenias con marcadores nucleares y de
cloroplasto. Las letras dentro de los paréntesis corresponden a los nodos donde se encuentran

las especies pertenecientes a cada grupo en las figura indicada en cada columna.
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Grupo

Subgénero Acacia

Subgénero Acacia Viejo Mundo

Subgénero Acacia Nuevo Mundo

Grupo Acacia acuifera

Grupo Acacia constricta

Grupo Acacia farnesiana

Grupo Acacia macracantha

Grupo mirmecéfilo

Subgénero Aculeiferum s. str.

Grupo Acacia coulteri

Acaciella

Subgénero Phyllodineae

Tribu Ingeae

Tribu Mimoseae

ITS
(Fig. 3)
(J) 8.07 £2.45

() 8.07 = 2.45

(J) 8.07 = 2.45
(K) 3.28 = 1.55

(N) 2.00 = 1.17

(L) 4.12 = 1.60
(0) 230 = 1.09

(D) 7.45 = 3.66

(G) 4.71 =227

(I)5.12 = 2.42
() 8.07 = 2.45

(P) 10.31 = 2.66

(B) 16.56 + 1.16
(C) 7.74 = 3.08
(D) 7.45 + 3.66
(H) 3.38 = 1.83

(I)5.12 + 2.42

PEPC
(Fig. 4)
(0)6.92 £1.69

(T) 1.36 = 0.80
(U) 0.90 = 0.61

(0) 6.92 +1.69

(E) 6.54 =2.24
(G) 6.64 =1.69
(0) 6.92 +1.69

(U) 0.90 = 0.61

(R)2.91 = 1.08
(S) 145 + 0.85

(R) 2.91 = 1.08
(V) 2.29 = 1.09

(V) 2.29 = 1.09
(S) 145 = 0.85

(7)3.92 =1.38

(N) 1.09 = 0.70
(P) 4.14 = 1.57

(1) 3.72 = 1.46

(C) 12.33 = 1.45
(L) 1.16 = 0.73
(Q)2.95+1.31

(K) 1.67 = 0.88
(M) 0.75 = 0.61

matK, psaB-rps14,

trnL-F (Figs. 5, 6)

(C) 14.88 = 1.98
(D) 10.85 = 2.97

(G) 12.34 +2.25

(M) 5.42 + 2.08

(H) 7.93 = 2.77

(1) 6.31 = 2.58

(K) 4.57 = 2.14

(L)5.44 +1.93

(0)12.31 £2.29

(T) 8.06 = 2.38

(U) 6.18 = 2.17

(Q) 4.67 +1.82

(R) 6.66 + 2.07
(S)3.33 +1.32

(P) 6.42 = 1.85
(R) 6.68 + 1.85

(N) 9.97 +3.02

79



6.3 Filogenia y tiempos de divergencia en el género Acacia

Las tribus Acacieae, Ingeae y Mimoseae pertenecen a la subfamilia Mimosoideae (Lewis ef al.,
2005). Estas tribus se distinguen basicamente por las caracteristicas del androceo: las especies de
la tribu Mimoseae portan flores con 10 o menos estambres libres, en las tribus Acacieae e Ingeae
las flores portan numerosos estambres, los cuales son libres en la mayoria de las especies de
Acacieae y fusionados en Ingeae. Una hipoétesis general considera que las tribus Acacieae e
Ingeae son derivadas respecto a la tribu Mimoseae (Polhill et al., 1981). Asimismo, anélisis
filogenéticos muestran que la tribu Ingeae es parafilética respecto a la tribu Acacieae (Chappill y
Maslin, 1995; Robinson y Harris, 2000; Miller y Bayer, 2000, 2001; Luckow et al., 2003). El
presente estudio es concordante con estudios previos (Kdss y Wink, 1996; Luckow et al., 2003)
respecto a que las tribus Acacieae, Ingeae y Mimoseae no son monofiléticas (Figs. 3-6). Acacia
Miller sensu lato es un género pantropical con 1450 especies, y es el segundo mds grande dentro
de la familia Leguminosae y junto con el género neotropical Acaciella (15 especies), forman la
tribu Acacieae. En el presente trabajo se considera a Acacia como un género con tres subgéneros

(subgénero Acacia, subgénero Aculeiferum y subgénero Phyllodineae).

® Subgénero Acacia

Este subgénero incluye 161 especies de distribucién pantropical, de las cuales 73 son africanas,
60 americanas, 36 asiaticas y 9 australianas. Estudios previos sefialan que es un subgénero
monofilético (Robinson y Harris, 2000; Miller y Bayer, 2000, 2001, 2003; Luckow et al., 2003;
Brown et al., 2008). En el presente estudio, este subgénero sélo es monofilético con los datos de
cloroplasto (matK, pasB-rps14 y trnL-trnF), en donde la edad de origen, 14.88 + 1.98 Ma,
corresponde al Mioceno (C en Figuras 5, 6). En este caso, la monofilia de este subgénero sugiere
que las caracteristicas propias de este grupo, como la presencia de estipulas espinosas; poliadas
de 16-32 granos con exina columelar; nectarios extraflorales y carencia de aguijones se

originaron s6lo una vez durante la evolucion del género Acacia.

Por otra parte, se ha sugerido que las especies del Nuevo Mundo han resultado de una
radiacion diferente de la que produjo las especies del Viejo Mundo (Guinet y Vassal, 1978; Miller

y Bayer, 2003). El andlisis con ITS s6lo incluye especies del Nuevo Mundo. Para la region

80



nuclear PEPC se incluyeron dos especies africanas, las mirmecéfilas A. drepanolobium y A. seyal,
mismas que no se agrupan, ya que A. drepanolobium se encuentra como taxa hermano de A.
constricta (V en Fig. 4). Sin embargo, en el andlisis con las regiones de cloroplasto se aprecian dos
clados bien definidos, uno integrado por las especies del Nuevo Mundo, y otro por las especies
del Viejo Mundo, con una edad promedio estimada de 10.85 + 2.97 Ma y 12.34 + 2.25 Ma,
respectivamente (D, G en Figs. 5, 6; Tabla 8). Las edades obtenidas para los nodos donde se
encuentran las mirmecoéfilas africanas en el analisis con PEPC (T: 1.36 = 0.80 Ma, U: 0.90 + 0.61
Ma; Fig. 4; Tabla 6) son mucho mas recientes que las obtenidas para los nodos donde se
encuentran éstas mismas en el andlisis de cloroplasto (E: 5.00 = 2.44 Ma, F: 7.08 £ 3.11 Ma; Figs. 5,
6, Tabla 8). Cabe sefialar que en ambas filogenias, A. drepanolobium presenta las edades mas

recientes.

Diversos autores han tratado de dividir las especies de ambos linajes en grupos subordinados,
basdndose en similitudes morfolégicas, a fin de tener un esquema mas comprensible de las
relaciones filogenéticas entre estas especies. Para las especies del Viejo Mundo, tal agrupamiento
no ha sido funcional (Ross, 1979), contrario a lo observado para las especies del Nuevo Mundo,
en donde se han identificado siete pequefios grupos informales razonablemente distintos, los
cuales son Acacia acuifera (Clarke y Seigler, 1991; Clarke et al., 2009), A. constricta (Clarke et al.,
1990), A. coriophylla (Clarke et al., 1989), A. farnesiana (Clarke et al., 1989), A. macracantha (Seigler
y Ebinger, 1988), Acacia rigidula (Lee et al., 1989), y el grupo mirmecéfilo (Janzen 1974). En el
presente estudio se incluyeron especies de cinco grupos (A. acuifera, A. constricta, A. farnesiana, A.
macracantha y el grupo mirmecoéfilo), excepto en el andlisis con la regién nuclear ITS, para el cual
no se pudo amplificar ningtin representante del grupo A. acuifera. La filogenia obtenida con ITS
sefiala que sélo el grupo mirmecéfilo no es monofilético (L, O en Fig. 3), en tanto que los datos
con PEPC demuestran que ninguno de tales grupos es monofilético (Fig. 4). En contraparte, los
cinco grupos incluidos resultan todos monofiléticos en el analisis con las regiones de cloroplasto

(H, L K, L, M en Figs. 5, 6).

En la filogenia obtenida con ITS, Acacia constricta se ubica en la base del clado del cual derivan
las demas especies del subgénero Acacia aqui incluidas (J: 8.07 + 2.45 Ma; Fig. 3), en tanto que en

la hipotesis filogenética obtenida con PEPC, esta misma especie comparte un clado con la
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mirmecofila africana A. drepanolobium, en un nodo cuya edad es muy reciente (U: 0.90 + 0.61 Ma;
Fig. 4). Semejante a la primera, en la filogenia obtenida de la matriz conjunta con las tres
regiones de cloroplasto, las especies del grupo A. constricta se ubican en la base del clado que
agrupa a las demas especies del Nuevo Mundo pertenecientes al subgénero Acacia con una edad
que corresponde al Mioceno (H: 7.93 + 2.77 Ma; Figs. 5, 6; Tabla 8). La posicién de este grupo es
semejante a la reportada por Miller y Bayer (2001, 2003), quienes incluyeron en su andlisis tres

especies de este grupo.

El grupo Acacia farnesiana no es monofilético en el andlisis con PEPC, en donde es posible
apreciar que A. tortuosa se agrupa con la mirmecéfila neotropical A. hirtipes en un nodo de edad
correspondiente al Pleistoceno (S: 1.45 + 0.85 Ma; Fig. 4). En contraparte, en los analisis con ITS y
cloroplasto, el grupo resulta monofilético, con edades de divergencia de 3.28 + 1.55 Ma
(Plioceno) y 6.31 + 2.58 Ma (Mioceno) respectivamente (K en Fig. 3 y Tabla 3; I en Figs. 5, 6 y
Tabla 8). Este grupo consta de 11 especies, y algunos andlisis previos reflejan su monofilia
(Clarke et al., 2000; Miller y Bayer, 2001; Luckow et al., 2003). Sin embargo, tanto en un estudio
reciente realizado con marcadores nucleares -ITS y ETS- (Brown et al., 2008), como en el de
Miller y Bayer (2003), quienes utilizan regiones de cloroplasto -matK y trnK- y donde consideran

algunas especies africanas dentro de este mismo grupo, el grupo A. farnesiana no es monofilético.

El origen estimado en este estudio para los grupos A. constricta y A. farnesiana se sitta en el
Mioceno Medio-Plioceno (J: 8.07 £ 2.45 Ma, K: 3.28 + 1.55 Ma en Fig. 3 y Tabla 3; H: 7.93 + 2.77
Ma, I: 6.31 + 2.58 Ma en Figs. 5, 6; Tabla 8), edades que corresponden con la existencia de fosiles
de estos taxa en ese periodo (Graham, 1991). Por otra parte, se ha sehalado que el periodo
comprendido entre el Mioceno Medio hasta el Plioceno se caracterizé por un aumento en la
aridez a consecuencia del calentamiento global (Zachos et al., 2001). Tomando esto en
consideracion, se podria decir que la posicion filogenética de estos grupos sugiere que la
diversificacion del subgénero Acacia en el Nuevo Mundo se dio a partir de sitios aridos, habitats

preferidos por estas especies.
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El grupo A. acuifera, representado en este estudio por A. anegadensis y A. roigii, se observa
como monofilético en el andlisis de cloroplasto, en donde la edad de divergencia corresponde a
5.42 £2.08 Ma (M en Figs. 5, 6, Tabla 8). En tanto que en el andlisis con PEPC, estas dos especies
no se agrupan, quedando A. roigii y la clona ntimero cuatro de A. anegadensis derivadas de un
nodo cuya edad corresponde a 6.92 £ 1.69 Ma (O en Fig. 4; Tabla 6); la clona ndmero uno a partir
de un clado con edad de 6.64 £ 1.69 Ma (G en Fig. 4; Tabla 6) y las clonas dos y tres juntas en un
nodo de 6.54 £ 224 Ma (E en Fig. 4; Tabla 6). Las edades de divergencia obtenidas son
consistentes con el periodo de aridez ocurrido en el Mioceno. Cabe mencionar que este grupo

incluye 10 especies restringidas al Caribe en donde habitan sitios aridos (Clarke y Seigler, 1991).

Respecto al grupo A. macracantha, existen estudios a favor (Miller y Bayer 2001, 2003) y en
contra (Clarke et al., 2000) de su monofilia. En el presente estudio, el andlisis con PEPC es
concordante con la propuesta de Clarke et al. (2000) ya que A. cochliacantha y A. macracantha se
encuentran en clados distintos, aunque las edades son similares y corresponden a 2.91 £ 1.08 y
2.29 £ 1.09 Ma respectivamente (R, V en Fig. 4; Tabla 6). Asimismo, los resultados obtenidos en
el andlisis con ITS y cloroplasto apoyan la propuesta de Miller y Bayer (2001, 2003). En ambos
casos, este grupo es monofilético y con edades de divergencia cercanas, esto es, 2.00 £ 1.17 Ma y
4.57 £ 2.14 Ma respectivamente (N en Fig. 3 y Tabla 3; K en Figs. 5, 6 y Tabla 8). Este grupo de
especies se distribuye en hédbitats mésicos, y las edades de divergencia obtenidas para este grupo

sitdan su origen en el Plioceno.

Para el grupo mirmecéfilo neotropical también se han presentado dos propuestas
contradictorias acerca de su origen. Para Janzen (1974) la mirmecofilia es una caracteristica que
pudo haberse originado més de una vez o adquirido a través de la hibridacién. En contraparte,
Clarke et al. (2000) consideran que las acacias mirmecéfilas en América surgieron a partir de un
ancestro similar al grupo Acacia macracantha, debido a que ambos grupos presentan hojas
grandes producidas solamente en retofios largos, asi como preferencia por ambientes mésicos, lo
cual podria ser indicador de ancestria comun. Las filogenias obtenidas con las regiones
nucleares (ITS y PEPC) apoyan la propuesta de Janzen (1974): en ambos casos, todas excepto una
de las especies del grupo mirmecéfilo, se encuentran juntas y las edades de estos clados son

similares, de 2.30 £ 1.09 Ma con ITS (O en Fig. 3; Tabla 3) y de 2.29 £ 1.09 Ma con PEPC (V en Fig.
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4; Tabla 6). La especie restante, que en el andlisis con ITS es Acacia collinsii (L: 4.12 £ 1.60 Ma), se
ubica como taxén hermano del nodo M (3.11 £ 1.31 Ma; Fig. 3), nodo que comparten la mayoria
de las especies del grupo mirmecéfilo y el grupo A. macracantha (L: 4.12 + 1.60 Ma; Fig. 3). En el
andlisis con PEPC, la especie restante es A. hirtipes, misma que se ubica como taxén hermano de
A. tortuosa, especie del grupo A. farnesiana, en un nodo cuya edad corresponde al Pleistoceno (S:

1.45 + 0.85 Ma; Fig. 4).

El analisis con cloroplasto apoya la propuesta de Clarke et al. (2000) y muestra que las
mirmecoéfilas neotropicales forman un grupo monofilético, estrechamente relacionado con el
grupo A. macracantha, compartiendo el clado ] (Figs. 5, 6) ocurrido en el Mioceno, hace
aproximadamente 7.02 + 1.95 Ma. En esta filogenia, la edad de divergencia para el grupo
mirmecoéfilo es de 5.44 £ 1.93 Ma, correspondiente a finales del Mioceno (H en Figs. 5, 6; Tabla
8). Dentro de este grupo sobresale un clado integrado por A. cedilloi, A. collinsii, A. globulifera, A.
hindsii y A. hirtipes (H en Figs. 5, 6; Tabla 8). Sin embargo, al parecer este agrupamiento no es
reflejo de alguna caracteristica morfologica particular o preferencia de hébitat. De las 10 especies
mirmecoéfilas neotropicales aqui analizadas, A. chiapensis y A. globulifera presentan
inflorescencias en cabezuela, mientras que para el resto es en espiga. En cuanto a habitat, todas
habitan preferentemente sitios humedos, aunque A. chiapensis, A. collinsii, A. hinsdii y A.
sphaerocephala extienden su distribucion hacia sitios secos (Rico-Arce, 2003). Cabe sefialar que
aunque en los analisis con marcadores nucleares el grupo mirmecéfilo no aparece como
monofilético, es posible apreciar la cercania filogenética con las especies del grupo A.

macracantha (L, M en Fig. 3; V en Fig. 4).

Heil et al. (2009) mencionan que entre las acacias mirmecoéfilas se presentan especies que
ofrecen mayores recompensas a sus hormigas asociadas, es decir, que secretan una mayor
cantidad de néctar extrafloral, de cuerpos alimenticios y que aportan una mayor cantidad de
domacios, como A. cornigera y A. collinsii. Asimismo, sugieren que hay especies de baja
recompensa, como A. chiapensis y A. hindsii, en donde la recompensa ofrecida es menor. Tales
autores proponen que las especies de baja recompensa, evolucionaron a partir de las especies de
mayor recompensa. Las filogenias obtenidas en el presente estudio con marcadores nucleares

apoyan parcialmente la propuesta anterior, es decir, en ambos casos se encuentra A. collinsi en la
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base o cerca del nodo que da origen a las mirmecéfilas, aunque A. cornigera se ubica en nodos
mas derivados (L, O en Fig. 3; V en Fig. 4). En lo que respecta a la filogenia obtenida con
cloroplasto, no apoya la hipétesis mencionada, ya que A. chiapensis se localiza en la base del
grupo mirmecofilo, en tanto que A. collinsii y A. cornigera se presentan en nodos mas recientes (L

y L' en Figs. 5, 6).

Por otra parte, las acacias mirmecoéfilas africanas, representadas sélo en las filogenias de PEPC
(A. drepanolobium y A. seyal) y de cloroplasto (A. drepanolobium, A. seyal y A. luederitzii), no
resultaron monofiléticas en ninguno de los dos casos, lo cual sefala que esta caracteristica surgio
o se perdi6 por lo menos dos veces en el viejo continente. En el andlisis con la regién nuclear, A.
drepanolobium comparte un nodo de 0.90 + 0.61 Ma con la especie americana A. constricta, en
tanto que A. seyal se sitda como taxa hermano del clado anterior, con una edad de 1.36 + 0.80 Ma
(T, U en Fig. 4, Tabla 6). En la filogenia obtenida con marcadores de cloroplasto, A.
drapanolobium y A. luederitzii se ubican en un nodo de 5.00 + 2.44 Ma y A. seyal comparte un

origen comun con A. karroo hace 7.08 £ 3.11 Ma (E, F en Figs. 5, 6; Tabla 8).

Es importante hacer notar que en la filogenia obtenida con las regiones de cloroplasto (Figs. 5,
6) se puede apreciar que los gupos del Nuevo Mundo presentan una estructuracion filogenética
geografica, esto es, que las relaciones filogenéticas reflejan la distribucién geografica de los taxa
involucrados. En otras palabras, la estructura filogenética geografica se refiere a que la
proximidad geografica predice las relaciones filogenéticas (Irwin, 2002, citado en Lavin et al.,
2004). Cabe sefialar que ciertos linajes dentro de Leguminosae presentan también una
considerable estructuracion filogenética geografica como el clado Dalbergioide; la tribu
Robinieae; y los géneros Dichrostachys, Leucaena, Indigofera, Strophostyles y Wajira (citados en
Lavin et al., 2004). Los estudios realizados acerca de estructuracion filogenética geografica
sugieren que ésta es mds comun en linajes que habitan bosques tropicales estacionalmente secos
("Bioma suculento" sensu Schrire et al.,, 2005). En estos casos, las especies tienden a ser
monofiléticas y sus edades de divergencia no son tan antiguas. La estructuracién sugiere una
dispersion histérica limitada, lo cual permite la acumulaciéon de especies alopatricas, por lo que
la estructuracion es es atribuible a eventos de vicarianza, mas que al resultado de una historia

tectonica ocurrida (Pennington et al., 2009). En contraparte, los taxa que habitan bosques
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tropicales humedos, como Clusia, Guatteria, Inga, Renealmis, Ruellia y Swartzia, presentan poca
evidencia de estructuracién, indicando que la dispersion histérica a grandes distancias es de

gran importancia (Pennington et al., 2009).

® Subgénero Aculeiferum

Este subgénero incluye 207 especies de distribucion pantropical: 125 especies en América; 69
especies en Africa; 43 especies en Asia y 2 especies en Australia. Se ha sefialado constantemente
que este subgénero no es monofilético (Clarke et al., 2000; Miller y Bayer, 2000, 2003; Robinson y
Harris, 2000; Luckow et al., 2003; Miller et al., 2003; Seigler et al., 2006), lo cual también fue
comprobado en este estudio (Figs. 3-6). Luckow et al. (2003) sugieren la existencia de tres linajes
evolutivos dentro de este subgénero, los cuales son: A. subgénero Aculeiferum s. str., A.

subgénero Aculeiferum sec. Filicinae y el grupo Acacia coulteri.

Las especies del linaje Acacia subgénero Aculeiferum s. str. ocupan diferentes posiciones en los
tres andlisis realizados. En el andlisis con ITS, A. feddeana se ubica como taxa hermano de una
especie de la tribu Ingeae, con una edad de 7.45 + 3.66 Ma (D en Fig. 3; Tabla 3). En la filogenia
obtenida con PEPC, A. feddeana y A. reniformis derivan del nodo J (Fig. 4), con una edad de
divergencia de 3.92 £ 1.38 Ma, en tanto que A. visco se refleja como taxa hermano del resto de las
especies incluidas, excepto Prosopis laevigata (B en Fig. 4). Por otra parte, en el andlisis con
cloroplasto, las especies del linaje A. subgénero Aculeiferum s. str. se encuentran distribuidas en
diferentes clados, aunque la mayoria de ellos derivan de un nodo situado hace 8.06 + 2.38 Ma (T
en Figs. 5, 6; Tabla 8). El grupo de mayor edad incluye a Acacia berlandieri, A. reniformis, A.
gaumeri y A. picachensis, con una edad correspondiente al Mioceno Medio (W: 5.64 + 1.98 Ma;
Figs. 5, 6; Tabla 8). Estas especies habitan sitios aridos y semejante a lo propuesto para el
subgénero Acacia, esta condicion sugiere que la diversificacion del subgénero Aculeiferum s. str.
en el Nuevo Mundo corresponde con los sitios aridos predominantes en el Mioceno Medio (O:

12.31 £2.29 Ma, T: 8.06 + 2.38 Ma; Figs. 5, 6; Tabla 8).
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® Grupo Acacia coulteri = Mariosousa

Las 13 especies del grupo Acacia coulteri, se distribuyen desde Arizona hasta Costa Rica. Seigler
et al. (2006) consideran que morfolégicamente son lo suficientemente distintas para ser
consideradas como un nuevo género (Mariosousa Seigler y Ebinger). Se caracterizan por carecer
de aguijones; nunca son lianas, sélo arbustivas o arborescentes; los arbustos son erectos y los
arboles son pequefios con estipulas herbdceas persistentes; presentan glandulas peciolares
relativamente no especializadas y las flores estan dispuestas en inflorescencias en espiga. El
desarrollo de las primeras hojas en las plantulas de estas especies sucede de la siguiente manera:
pinnadas, pinnadas y bipinnadas; a diferencia del resto de las especies del subgénero
Aculeiferum, en donde la secuencia es: bipinnada o pinnada seguido de dos hojas bipinnadas
(Vassal, 1972). Asimismo, a diferencia de los taxa del subgénero Acacia, los ovarios son
frecuentemente estipitados y las inflorescencias carecen de involucro. Estudios realizados con
caracteres morfol6égicos como moleculares sugieren que estas especies representan un grupo
monofilético (Jawad et al., 2000; Seigler et al., 2006). Cabe sefialar que en el analisis realizado por
Seigler et al. (2006), incluyen sélo seis de las 13 especies y el valor de apoyo asignado al nodo que
las agrupa es relativamente bajo, del 68%. En el presente estudio, este grupo estd representado
por tres especies en los analisis de regiones nucleares y por cuatro especies en el andlisis de
cloroplasto; de ellos, s6lo en la filogenia obtenida con ITS se reflejan como un grupo
monofilético, con un valor de apoyo alto, de 97%. La edad obtenida para este nodo sefala su
origen en el Plioceno, de 4.71 £ 2.27 Ma (G en Fig. 3; Tabla 3). En la filogenia obtenida con PEPC,
Acacia dolichostachya se ubica en un nodo de 4.14 + 1.57 Ma, como taxa hermano de A. mearnsii
(subgénero Phyllodineae), dentro del nodo general que incluye a la mayoria de las especies del
subgénero Acacia (O: 6.92 £ 1.69 Ma; Fig. 4). En tanto que A. centralis y A. willardiana se
encuentran en un clado de edad mas reciente, situado en el Pleistoceno (N: 1.09 + 0.70 Ma; Fig. 4)
y el cual se encuentra a su vez dentro de un nodo que comparten con especies de la tribu Ingeae
y de los subgéneros Aculeiferum y Phyllodineae (J: 3.92 £ 1.38 Ma). De manera semejante, en el
andlisis con cloroplasto, las cuatro especies del grupo A. coulteri se encuentran incluidas dentro
de un nodo general que agrupa béasicamente a todas las especies del subgénero Aculeiferum (T:

8.06 + 2.38 Ma; Fig. 5).
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e Seccion Filicinae = Acaciella

Respecto a la seccion Filicinae, la cual incluye 15 especies neotropicales, ha sido restablecida
como el género Acaciella Britton y Rose, por Rico-Arce y Bachman (2006). A diferencia de
muchas especies del subgénero Aculeiferum seccion Aculeiferum, nunca son lianas; los pedicelos
son usualmente glabros y persisten después de que las flores han caido, como en las flores del
género Piptadenia (Tribu Mimoseae). El céliz y la corola son usualmente glabros; los estambres
son siempre libres y numerosos, llegando a presentar mas de 300 por flor. El ovario es
usualmente glabro; estipitado y con un disco en la base del estipe. El estilo es usualmente mas
largo que los estambres o menos frecuentemente de la misma longitud. Los frutos son
estipitados y semejantes a los del género Piptadenia. Las caracteristicas que las diferencian
notablemente del resto de las especies de Acacia s. lat. son la carencia de aguijones y espinas; la
ausencia de nectarios extraflorales; y la presencia de poliadas con ocho granos de polen (Rico-

Arce y Bachman, 2006).

La evidencia morfolégica y molecular sefiala al género Acaciella como monofilético (Clarke et
al., 2000; Robinson y Harris, 2000; Luckow et al., 2003), sin embargo, este estudio no es
concordante con esta propuesta, dado que sélo Acaciella chamelensis se localiza fuera del clado
que incluye al resto de las especies de este género, en un grupo situado en el Mioceno, integrado
por las especies de la tribu Ingeae y del subgénero Phyllodineae (R: 6.66 + 2.07 Ma; Figs. 5, 6;
Tabla 8). Las seis especies restantes de Acaciella se agrupan como monofiléticas, con una edad de
divergencia correspondiente al Plioceno (Q: 4.67 + 1.82 Ma; Figs. 5, 6; Tabla 8) y se relacionan
filogenéticamente con Calliandra houstoniana var. anomala (P: 6.42 £ 1.85 Ma; Figs. 5, 6; Tabla 8).
Cabe senalar que esta tltima especie pertenece a la serie Racemosae, cuyos integrantes son
considerados como los taxa mas derivados dentro del género Calliandra. Las especies de dicha
serie carecen de nectarios extraflorales y sus poliadas consisten de ocho granos de polen
(Macqueen y Hernandez, 1997), caracteristicas que comparten con las especies del género

Acaciella.

® Subgénero Phyllodineae

El subgénero Phyllodineae incluye 1045 especies que se distribuyen principalmente en Australia,

aunque 20 taxa se localizan fuera del continente, en la region del Pacifico, incluyendo Hawaii, en
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Asia, Madagascar, las Islas Mascarenas, Papta-Nueva Guinea y la costa este de Africa (Vassal,
1972; Maslin et al., 2003; Miller y Bayer 2003; Lewis et al., 2005). Estudios previos realizados con
marcadores moleculares sefialan que este subgénero es monofilético y se relaciona con la tribu
Ingeae (Murphy et al., 2000, 2003; Robinson y Harris, 2000; Miller y Bayer 2001; Miller et al., 2003;
Ariati et al., 2006; Brown et al., 2006). La monofilia de este grupo es reflejada en las filogenias
obtenidas con ITS y cloroplasto. En el primer caso, las 32 especies incluidas se encuentran en un
clado de 10.31 £ 2.66 Ma (P en Fig. 3; Tabla 3), en tanto que el nodo que agrupa a las 12 especies
analizadas con cloroplasto presenta una edad mas reciente, de 3.33 + 1.32 Ma (S en Figs. 5, 6;
Tabla 8). En el andlisis con PEPC no resulta un grupo monofilético y las edades donde se

encuentran son muy variables (C:12.33 + 1.45 Ma, K: 1.67 £ 0.88 Ma, Q: 2.95 + 1.31 Ma; Fig. 4).

Estas acacias representan el género mas numeroso de toda la flora australiana y se distribuyen
en todas sus regiones dridas y semidridas, que cubren cerca del 70% de ese continente (Maslin et
al., 2003). Las fechas obtenidas en este estudio sefialan un origen que coincide (particularmente
la estimada con ITS) con el periodo mas critico (10-7 Ma) en cuanto al establecimiento de la
composicion filogenética de la biota Australiana, mismo que se caracterizé por ser un periodo
frio y seco, a diferencia de las condiciones anteriores y posteriores en las que el clima era caliente
y himedo (Bowman y Yeates, 2006). Estas acacias se distinguen por presentar filodios (peciolos
modificados en forma de hoja), los cuales son una adaptaciéon para conservar agua, y en los
cuales algunos insectos inducen la formacién de agallas, estructuras que los proveen de
alimento, hospedaje y un microclima estable (Atkin, 1998; Niklas, 1999; Doley, 2004; citados en
McLeish et al., 2007; Bowman y Yeates, 2006). La formacién de filodios podria haberse originado
como una respuesta a las condiciones de aridificacion prevalecientes en el Mioceno Tardio.
Asimismo, se menciona que los procesos constantes de aridez en el continente australiano han
contribuido en gran medida a la diversificaciéon de los géneros Acacia, Eucalyptus y Santalum
(Bowman y Yeates, 2006). Cabe sefialar que los suelos australianos son pobres en nutrientes,
constituidos por parches arenosos y rocosos, lo que probablemente ha tenido influencia sobre el
tipo de dispersion de la flora en ese continente, por ejemplo, las semillas de acacias asi como de
muchas otras plantas, son dispersadas por hormigas y aves, quienes las llevan a microhabitats

en donde la disponibilidad de agua y nutrientes es mayor (Davidson y Morton, 1984).
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6.4 Filogenia y tiempos de divergencia en el género Pseudomyrmex

La subfamilia Pseudomyrmecinae incluye al género paleotropical Tetraponera (con ca. 100
especies) y los géneros neotropicales, Myrcidris (con dos especies que se distribuyen en unas
cuantas localidades de Brasil y Guyana) y Pseudomyrmex, con 200 especies (Ward y Downie,
2005). Analisis morfolégicos sugieren que Myrcidris es el grupo hermano de
Pseudomyrmex+Tetraponera (Ward, 1991), mientras que analisis moleculares proponen a
Tetraponera como el género hermano de Myrcidris+Pseudomyrmex (Ward y Downie, 2005). En el
presente trabajo, las especies de Tetraponera se ubican como grupo hermano del clado que
incluye a Myrcidris y Pseudomyrmex (A, B en Figs. 7, 8), lo que apoya la propuesta de Ward y
Downie (2005).

Ward y Downie (2005) mencionaron como un asunto de particular interés conocer la edad de
divergencia entre el linaje paleotropical y el neotropical, pues en un estudio previo (Ward y
Brady, 2003), en donde soélo se incluye una especie de Pseudomyrmex (P. gracilis) y una especie de
Tetraponera (T. rufonigra), la edad obtenida fue de 54 Ma, una edad muy joven para ser
consistente con la ruptura de Gondwana. La edad promedio obtenida en el presente estudio
para el nodo que separa al género paleotropical (Tetraponera) de los géneros neotropicales
(Myrcidris+Pseudomyrmex) fue de 95.80 + 10.82 Ma (A’ en Fig. 8), que corresponde al Cretacico
Inferior. Este resultado es similar a la edad de divergencia (~100 Ma) entre los linajes africano y
suramericano de las hormigas soldado (Brady, 2003), asi como concordante con las edades
propuestas por Goldblatt (1993; 84-106 Ma), McLoughlin (2001; 90-100 Ma) y en particular con la

de Pitman et al. (1993; 95 Ma) para la separacion entre Africa y Suramérica.

Cabe sefialar que la subfamilia Pseudomyrmecinae es uno de los grupos mas distintivos de
hormigas que habitan el estrato arbéreo en las regiones tropicales y subtropicales. Muchas de
ellas han desarrollado habitos de anidacién en ramas y tallos muertos en varias especies de
plantas, de las cuales, poco mas de 40 especies de hormigas son habitantes obligatorios de
plantas mirmecofilas. Esta caracteristica ha evolucionado al menos 10 veces dentro de la
subfamilia y estd presente en los tres géneros que la integran (Ward y Downie, 2005).

Particularmente, dentro del género Tetraponera, las especies del grupo T. nigra forman colonias
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que ocupan ramas muertas de diversas plantas, aunque T. tucurua y T. binghami son habitantes
obligatorios de plantas vivas como Cupaniopsis (Sapindaceae) y bambus (Poaceae)
respectivamente, en donde ademas cultivan insectos escama (Coccoidea) (Ward, 1991; Klein et
al. 1992). Asimismo, otras especies de Tetraponera que presentan esta caracteristica son T.
aethiops, asociada a Barteria fistulosa (Passifloraceae) (Dejean et al., 2008); T. penzigi, habitante
obligatorio de Acacia drepanolobium (Young et al., 1997); T. tessmani, reportada para Vitex
thyrsiflora (Lamiaceae) (Dijleto-Lordon et al.,, 2005) y T. punctulata, asociada a Avicennia
eucalyptifolia (Acanthaceae), Calophyllum inophyllum (Clusiaseae), cinco especies de Eucalyptus
(Myrtaceae), y Rhizophora sp. (Rhizophoraceae) (Ward, 2001). Myrcidris epicharis también es
considerada como una hormiga que forma asociaciones con plantas, habitando en tallos huecos

de Myrcia sp. (Myrtaceae) en el Amazonas (Ward, 1990).

Respecto a Pseudomyrmex, este género presenta el mayor nimero de especies que mantienen
asociaciones muy estrechas con diversas plantas y sus integrantes han sido clasificados en nueve
grupos morfolégicos (Ward, 1989), de los cuales s6lo siete (P. ferrugineus, P. gracilis, P. oculatus,
P. pallidus, P. sericeus, P. subtilissimus y P. tenuis) han resultado monofiléticos en analisis con
caracteres morfologicos y moleculares (Ward y Downie, 2005). El octavo grupo, P. viduus ha
resultado monofilético s6lo en analisis morfolégicos (Ward, 1999), contrario a lo observado con
caracteres moleculares (Ward y Downie, 2005). El noveno grupo, P. pallens no es monofilético, ni
en analisis morfolégicos ni moleculares (Ward y Downie, 2005). El presente estudio coincide con
los resultados anteriores, en donde sélo los grupos P. pallens y P. viduus no son monofiléticos (G,

K, L, Q, T en Figs. 7, 8).

Cabe resaltar que a diferencia del estudio realizado por Ward y Downie (2005), en el presente
trabajo, aunque se incluye un menor ntimero de especies, se establece el género Pseudomyrmex
como un grupo monofilético con dos linajes fuertemente apoyados (D, F en Figs. 7, 8). El clado
D, con un origen estimado en el Mioceno (12.48 + 1.85 Ma) incluye a P. filiformis, especie atin no
asignada a alguno de los grupos morfolégicos, como taxa hermano del grupo P. tenuis (Figs. 7,
8). Este clado se distingue morfolégicamente del resto de las especies de Pseudomyrmex porque
en los machos, el l6bulo dorsoventral es marcadamente truncado, con forma alargada-

subrectangular y de tres a seis veces més alto que largo (caracter 121 de Ward y Downie, 2005).
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Aunque probablemente otro razgo morfolégico consista en que las reinas y trabajadoras
presentan una conexién media débilmente esclerotizada y mas bien membranosa (caracter 87 de

Ward y Downie, 2005).

El otro linaje, situado también en el Mioceno (F: 17.18 £ 1.23 Ma) agrupa a la mayoria de los
grupos reconocidos por Ward (1989), mismos que representan toda una combinacién de
hormigas generalistas asi como a todas las especies mutualistas reportadas hasta el momento.
Dentro de este clado principal, sélo los grupos P. pallens y P. viduus no son monofiléticos. Cabe
sefialar que los grupos con mayor ntimero de especies mutualistas son P. ferrugineus, P. oculatus
y P. viduus. El grupo monofilético P. ferrugineus es hermano de la especie P. haytianus (M: 6.68 +
1.07 Ma; Figs. 7, 8). Esta tltima especie no se encuentra asignada a algtn grupo morfolégico y su
relaciéon con el grupo P. ferrugineus, reportada también con anterioridad (Kautz et al., 2009),
probablemente deba ser tomada en consideraciéon para la futura delimitacién del grupo. Es
importante sefialar que los machos del grupo P. ferrugineus y de P. haytianus son
morfolégicamente similares (Ward, 1993). Cabe resaltar la cercania filogenética del grupo P.
ferrugineus con la especie P. haytianus, endémica de Haiti, lo cual refleja la unién histérica entre
la mirmecofauna de las Antillas Mayores y Mesoamérica. Este patréon biogeogréfico ha sido

observado también en otros insectos caribefios (Liebherr, 1988).

El grupo P. oculatus incluye 11 especies y para ocho de ellas existen registros de anidaciéon en
ramas muertas de varias especies lefiosas y arbdreas de la familia Leguminosae, entre las cuales
se encuentran Inga sp., Samanea saman y Prosopis juliflora, entre muchas otras mas (Ward, 1989).
El grupo P. viduus, con 13 especies, representa un grupo interesante, debido a que cinco de éstas,
entre las cuales figuran P. viduus y P. dendroicus (T: 1.68 £ 0.74 Ma; Figs. 7, 8), son habitantes
obligatorios de Triplaris sp. (Polygonaceae), mientras que otras cinco, entre ellas P. tachigaliae y
P. concolor (Q: 418 £ 1.05 Ma; Figs. 7, 8), son taxa restringidos a Tachigalia sp. (Leguminosae)
(Ward, 1999). Por otra parte, es interesante resaltar la estrecha asociacién entre los grupos P.
sericeus y P. gracilis (I: 3.76 £ 0.97 Ma, J: 2.75 £ 0.67 Ma; Figs. 7, 8), de éste ultimo grupo, las
especies P. gracilis y P. nigropilosus han sido reportadas como parasitas del mutualismo

neotropical (Kautz et al., 2009).
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6.5 Geologia de México y Australia en el Mioceno

Como se mencioné anteriormente, los datos obtenidos en el presente trabajo sugieren que la
diversificacion de los tres subgéneros de Acacia (Tabla 11), asi como del género Pseudomyrmex y
los dos clados principales dentro de éste (C, D, F en Fig. 8; Tabla 10), sucedié en el Mioceno,
periodo caracterizado por un aumento en la aridificacién a consecuencia del calentamiento
global (Zachos et al., 2001). Los eventos ocurridos durante el Mioceno, como la formacién del
Océano sur y el enfriamiento de la Antartida, son parte de los procesos que podrian explicar el
aumento global en la aridificacién. A nivel mundial, el Mioceno es considerado como un
periodo de gran importancia ya que es cuando, a consecuencia de las fluctuaciones de
temperatura ocurridas, sucede un cambio en la linea de la vegetacién tropical, la cual se
desplaza desde de los 32° L.N. (en donde estaba situada en el Eoceno-Oligoceno), hasta los 23¢
L.N., con un ligero ascenso durante el Mioceno medio y superior, en donde alcanza los 260 L.N.,
y debido a lo anterior, la flora y fauna templadas invaden latitudes bajas (Gonzalez-Medrano,
1998). Debido a que la mayoria de las especies de Acacia aqui incluidas habitan en nuestro pais y
considerando ademés que la mayor diversidad del género mencionado se encuentra en el

continente australiano, se describe a grandes rasgos, la geologia de México y de Australia.

El Mioceno es una etapa de gran importancia para la Repablica Mexicana, ya que es cuando
comienza el establecimiento de la fisiografia y modernizaciéon biolégica, encontrando en
aquellos tiempos condiciones semejantes a las actuales, lo que sugiere que la evolucion
geologica y biologica se ha desarrollado paralelamente. Si bien las principales cadenas
montafiosas en nuestro pais se formaron bésicamente a finales del Cretacico (~ 80 Ma), los
eventos ecologicos ocurridos durante el Paledgeno (65-23.5 Ma) y particularmente en el
Neodgeno, periodo que incluye al Mioceno y al Plioceno (23.5-1.75 Ma), han sido relevantes. Esto
es, las provincias que sufrieron cambios mayores en su configuraciéon durante el Nedgeno son el
Golfo de California, la Sierra de La Giganta, la Faja Volcanica Transversal, la Sierra de Chiapas,
la Llanura Costera del Golfo y la Peninsula de Yucatan. Asimismo, durante este periodo, la
Sierra Madre Oriental, la Sierra Madre Occidental y la Sierra Madre del Sur (cuya formaron
corresponde al Paledgeno), experimentaron procesos graduales de levantamiento y erosion

(Arroyo-Cabrales et al., 2008).
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Tales eventos se describen brevemente a continuacién. El inicio de la formacion del Golfo de
California hace 22 Ma (Mioceno), fue debido a la interaccion entre las placas del Pacifico y de
Norteameérica, lo que ocasioné el hundimiento acelerado del Borde Continental y algunas areas
adyacentes, coincidente ademds con una elevaciéon global del nivel del mar. La apertura del
Golfo de California trajo como consecuencia el apilamiento de rocas volcdnicas que conforman
en parte a la Sierra de La Giganta. Esta sierra esta constituida principalmente por rocas de arco
magmatico (andesitas) que se originaron a consecuencia del proceso de subduccion de la placa
Farallon hace aproximadamente 12 Ma (Mioceno) (Arroyo-Cabrales et al., 2008). La formacion de
la Faja Volcanica Transmexicana o Cinturén Volcdnico Transversal comienza hace
aproximadamente 20 Ma (Mioceno), y la teoria més aceptada para su origen sugiere que su
formaciéon se debe a la asimilacién de la Placa de Cocos por parte de la Placa Continental. Esta
provincia fisiogréfica esta atin en proceso de emersiéon y ha tenido dos etapas principales de
vulcanismo, que corresponden al Plioceno-Cuaternario y al Oligoceno-Mioceno, éste dltimo
asociado con la prolongacién de la Sierra Madre Occidental (Aguayo y Trapaga, 1996). La Sierra
Madre de Chiapas se forma a consecuencia de una intensa actividad tecténica a consecuencia del
desplazamiento de la Plataforma de Yucatdn en direcciéon noreste-sureste, durante el Mioceno
(Aguayo y Trapaga, 1996), en otras palabras, los pliegues y fallas que conforman esta sierra
representan una amplia faja de deformacién inducida por el desplazamiento relativo de la Placa
del Caribe respecto a la Norteamericana. La evolucién de la Llanura Costera del Golfo de
Meéxico y de la Peninsula de Yucatidn se han caracterizado por un retroceso general de la linea de
costa, mismo que ha estado determinado por una tendencia general de descenso a escala global
y a una relativa estabilidad tecténica de ambas regiones con un relleno abundante de
sedimentos marinos. Este retroceso ha propiciado la emersiéon de al menos 50,000 km?2 en la zona

del Pacifico (Arroyo-Cabrales et al., 2008).

Las provincias mencionadas anteriormente conforman finalmente parte del marco geogréfico
y de la variada fisiografia de nuestro pais. En resumen, conforme los mares se fueron retirando,
se dio paso a la formacién de cadenas montafosas, las cuales funcionan como barreras naturales
que limitan el paso de corrientes de viento, humedad, lluvia, etcétera. En particular, el
surgimiento de la Sierra Madre Oriental, tuvo principales consecuencias. En primer lugar, afecto
el clima local, pues las montafias originan una sombra orografica que provoca una aridez

variable en las zonas que quedan a sotavento, favoreciendo el desarrollo de una biota mas
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xerdfila; en contraste con la vertiente a barlovento en donde floreci6é una vegetacién tropical en
altitudes bajas. Otra de las consecuencias es el desarrollo de una zonacién vertical de la
vegetacion, la cual puede apreciarse por ejemplo en Coatzacoalcos, Veracruz, en donde para
mediados del Mioceno (ca. 16 Ma), la secuencia vertical de las comunidades era muy similar a la
que actualmente se presenta en la mayor parte de la vertiente a barlovento de la Sierra Madre

Oriental (Gonzalez-Medrano, 1998).

Por otra parte, es bien conocido que Australia es un continente antiguo, asi como uno de los
mas planos y aridos en el planeta. El promedio de elevacion del continente es de sélo 330 m
snm, con un maximo de relieve topogréfico local de 1500 m. Dos terceras partes del continente
son semiaridas y dridas (Quigley y Sandiford, 2010). En cuanto a la historia de este continente, el
desarrollo del paisaje australiano que ahora conocemos empezé antes del rompimiento de
Gondwana (Ollier, 1979). Los mapas paleogeograficos revelan que gran parte de Australia ha
sido planicie desde tiempos del Cretacico, con periodos de rédpida erosiéon que corresponder con
una rapida sedimentaciéon del material erosionado, asi como periodos de lenta erosiéon y su
correspondiente lenta sedimentacion. En lo que respecta al nivel del mar, se mantuvo bajo desde
el Paleoceno hasta el Eoceno inferior, con un posterior aumento a partir del Eoceno superior
hasta el Mioceno temprano (Ollier, 1979). Australia ha migrado mas de 3000 km NNE a una tasa
de 6-7 cm/afio sobre los ultimos 45 Ma como parte de la placa Indo-Australiana, lo cual lo
convierte en el continente de mayor movimiento desde el Eoceno (Sandiford, 2007; citado en

Quigley y Sandiford, 2010).

La parte sur del continente, especificamente New South Wales, representa un area de
tectonismo cuya planicie se form¢é durante el Cretécico, y sobre ésta se formé una nueva planicie
a consecuencia de los depodsitos pluviales en el Eoceno. Durante el Eoceno-Oligoceno, se
present6 también una deposicién volcanica, dando paso a la primer planicie post-baséltica,
sobre la cual se form6 una segunda planicie volcanica a consecuencia de una erupcién ocurrida
en el Mioceno. Lo anterior demuestra que las planicies en Australia son multiples y antiguas
(Ollier, 1979). El norte de Australia ha estado tectonicamente estable por grandes periodos de
tiempo aunque los relieves presentes se deben en parte al levantamiento tecténico e incluso a

periodos distintos de erosiéon (Quigley y Sandiford, 2010).
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Australia ha sido considerado como un continente de relativa quietud tecténica, sin embargo,
la actividad ocurrida desde el Ne6geno (Mioceno-Plioceno) hasta el presente ha moldeado el
paisaje (Quigley y Sandiford, 2010). Las cuencas sedimentarias del SE de Australia (e.g. Cuencas
Gippsland y Otway) sufrieron levantamiento tecténico significante acompafiado de erosion
ocurrida hace 8-6 Ma. En la parte centro-sur, las secuencias aluviales del Mioceno medio-tardio
revelan cambios en la direccion de drenaje a partir del Este rumbo al Oeste, a consecuencia de
un levantamiento tecténico. En el noroeste de Australia, comenzé una deformacion
transpresional y levantamiento de la plataforma hace 11-5 Ma, con distintos pulsos de

deformacion ocurridos hace 8-3 Ma.

Sandiford et al. (2004; citado en Quigley y Sandiford, 2010) atribuyen el inicio de la actividad
tectonica hace 10-6 Ma (Mioceno) en el sureste de Australia al desarrollo sincrénico de la
transgresion a lo largo de los limites de la placa IAP-Pacifico del sur de Nueva Zelanda, de la
zanja Puyseguer y del puente Macquiarie. De cualquier forma, es incluso notable que el inicio de
la deformacion en el centro del Océano Indico alrededor de este tiempo ha sido atribuible al
incremento en el nivel de tensién propagado por el sistema Himalayo-Tibet. Estos resultados
implican que las fuerzas ejercidas a partir de los cinturones orogénicos tienen consecuencias
hasta algunos cientos de kilometros al interior de las placas. El efecto combinado del
hundimiento de la parte norte de la plataforma continental y la emergencia suroeste ha
resultado en una inclinacion de casi 300 metros sobre los ultimos 15 Ma a una tasa de 10-20

m/Ma.

En cuanto a la vegetacion australiana, a principios del Cenozoico, la evidencia fosil sefiala
caracteristicas afines con bosques lluviosos. Durante el Oligoceno tardio estuvo representado
por bosques abiertos, cambiando nuevamente a bosques lluviosos en el Mioceno temprano y
medio. El Mioceno tardio estuvo caracterizado por bosques abiertos, lo cual queda demostrado
en la fauna de mamiferos de este periodo, misma que estd representada por taxa que presentan

adaptaciones para procesar vegetacion caracteristica de hébitats secos (Travouillon et al., 2009).
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6.6 Mutualismo neotropical

La relacion entre las acacias mirmecoéfilas y sus hormigas asociadas ha sido una de las simbiosis
mejor conocidas hasta el momento y es frecuentemente citada como ejemplo de coevolucion
desde Janzen (1966). La evoluciéon de este mutualismo puede ser vista a nivel de especie y a
nivel macroevolutivo. A nivel de especie, las adaptaciones reciprocas entre las acacias
mirmecofilas y las hormigas del grupo P. ferrugineus refuerzan la propuesta de coevoluciéon. Un
ejemplo de ello es que las hormigas anidan de manera exclusiva en los domacios de estas
acacias. Asimismo, evidencias recientes sefialan que la composiciéon quimica de las recompensas
ofrecidas por estas plantas (cuerpos beltianos y néctar extrafloral) son también exclusivas para
las hormigas residentes (Heil et al., 2004, 2005). Los cuerpos beltianos proveen 10 aminoacidos
considerados esenciales para los insectos, asi como de 4acidos grasos (4c. linoléico y ac.
linolénico) necesarios como factores de crecimiento y para un desarrollo normal (Heil et al.,
2004). El néctar extrafloral carece de sacarosa, lo cual es favorable para las hormigas residentes,
quienes, a diferencia del resto de las hormigas, carecen de invertasa en su sistema digestivo,

enzima encargada de hidrolizar tal aztcar (Heil et al., 2005).

A nivel macroevolutivo, las edades de divergencia obtenidas para los grupos de acacias
mirmecoéfilas neotropicales (obtenida del analisis de cloroplasto) y P. ferrugineus, 5.44 £ 1.93 y
4.58 = 0.82 Ma respectivamente, apoyan la propuesta de coevolucién y sitdan el origen temporal
de la relacién mutualista Acacia-Pseudomyrmex a finales del Mioceno-principios del Plioceno (L
en Fig. 5; N en Fig. 7). Tomando en consideracion que los grupos involucrados en el mutualismo
neotropical se encuentran relacionados cercanamente con los grupos caribefios, asi como la
geologia presente en el Mioceno, en el presente trabajo se propone como el centro de origen de
la relacién mutualista Acacia-Pseudomyrmex, lo que actualmente es conocido como Mesoamérica,
con una eventual diversificacion de ambos grupos hacia el norte de México, principalmente a lo
largo de las costas hasta el Tropico de Cancer (Janzen, 1966). La mayor diversidad de especies de
ambos grupos se encuentra en México, y en particular para las acacias mirmecofilas, esta
distribucion podria haber sido asistida por aves, quienes se alimentan de las semillas de estas

plantas (Janzen, 1966, 1969).
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Como se mencioné anteriormente, Janzen (1974; pag. 12) sugirié un origen polifilético para las
acacias mirmecofilas neotropicales. Especificamente, propuso que el mutualismo pudo haber
evolucionado més de una vez o que algunas especies no mirmecéfilas pudieron adquirir esta
caracteristica por hibridaciéon. En el presente estudio, la filogenia obtenida con marcadores de
cloroplasto sefiala que todas las especies del grupo mirmecéfilo forman un grupo monofilético,

cuya edad de divergencia corresponde al Mioceno Tardio (L: 5.44 £ 1.93 Ma; Figs. 5, 6; Tabla 8).

Es importante mencionar que las acacias mirmecofilas neotropicales y el grupo A. macracantha
se encuentran estrechamente relacionados por ancestria comtn hace 6.92 + 2.49 Ma (] en Figs. 5,
6, Tabla 8). Clarke et al. (2000) sehalaron que la radiaciéon de las acacias mirmecofilas
neotropicales podria haber sido a partir de un ancestro similar al grupo Acacia macracantha,
debido a que ambos grupos presentan hojas grandes que emergen a partir de retofios largos, los
cuales son producidos por plantas que habitan el bosque mésico. Cabe sefialar que Janzen (1974)
menciond que la hibridacién entre el grupos mirmecoéfilo y su grupo hermano (A. macracantha)
parecia ser mas comun que entre mirmecofilas de distribucion simpatrica. Al respecto, en este
trabajo puede sugerirse el intercambio de flujo génico presente entre los grupos mirmecéfilo y
A. macracantha. Prueba de ello es A. hirtipes, la cual ha sido propuesta como el resultado de la
hibridacién entre la mirmecoéfila A. hindsii y la no-mirmecéfila A. pennatula, y es considerada

como el hibrido mas comtn que involucra una acacia mirmecofila (Ebinger y Seigler, 1992).

Adicionalmente, es importante mencionar que A. pennatula (grupo A. macracantha) secreta
néctar extrafloral solo al final de la estacion seca, tiempo al cual se encuentra asociada con
hormigas Brachymyrmex obscurior (Formicidae), quienes obtienen alimento de los nectarios
extraflorales, pero no ofrecen ninguna proteccion contra herbivoros (Moya-Raygoza, 2005). En
este sentido, es importante recalcar que las especies del subgénero Acacia se caracterizan por
presentar nectarios extraflorales, los cuales son considerados como preadaptaciones para el
establecimiento de relaciones mutualistas (Davidson y McKey, 1993), por lo que no seria raro
que estas plantas estén asociadas frecuentemente con hormigas. Por ejemplo, A. constricta
(subgénero Acacia), ha sido relacionada principalmente con Formica perpilosa. Esta hormiga
forma nidos permanentes en Prosopis juliflora, sin embargo, sus colonias se expanden después de

las lluvias de verano hacia A. constricta, de donde obtienen néctar y sitios en los que pueden
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cultivar orugas y homopteros (Nicklen y Wagner, 2006). Asimismo, en Arizona, se han
encontrado individuos de Myrmecocystus mimicus, Dorymyrmex sp. (complejo smithi) y Formica

pruinosus visitando comtinmente a A. constricta (Nicklen y Wagner, 2006).

Al igual que los nectarios, los domacios son estructuras de gran importancia en la evoluciéon
de relaciones mutualistas (Davidson y McKey, 1993), ejemplo de ello es Acacia amentacea
(subgénero Acacia), especie que se distribuye desde la parte central de México hasta Texas,
donde en algunas poblaciones como Atascoca (Texas), las espinas son anormalmente largas, de
8-9 cm y se encuentran habitadas por Pseudomyrmex pallidus. Las hormigas adultas hacen
aberturas en las espinas jovenes de las plantas y anidan dentro de ellas. No obstante, no proveen
ninguna defensa a su hospedero, no son agresivas y sélo aguijonean cuando son molestadas

(Seigler et al., 1982).

6.7 Mutualismo paleotropical

Las acacias mirmecofilas africanas, A. drepanolobium, A. luederitzii y A. seyal, no forman un grupo
monofilético, lo cual sugiere que la mirmecofilia derivé o se perdi6é al menos dos veces en el
Viejo Mundo. Las edades de divergencia mds antiguas para los grupos mirmecoéfilos
paleotropicales y neotropicales son las obtenidas en el analisis con cloroplasto y corresponden a
7.08 £3.11 Ma y a 5.44 £ 1.93 Ma respectivamente (F y L en Figs. 5, 6; Tabla 8), lo que da cuenta
de que la mirmecofilia ocurri6 primero en Africa en comparacion con el Neotrépico. Las
especies africanas no presentan la gran diversidad y abundancia de nectarios extraflorales
presentes en las neotropicales, sin embargo, A. karroo presenta una gran variaciéon en las espinas
estipulares, y en el interior de algunas de ellas se han encontrado nidos de hormigas de los

géneros Tetraponera, Cataulacus y Lepthothorax stramineus (Lubertazzi, 2002).

Por otra parte, se consideraba que en el Viejo Mundo s6lo habia cuatro especies mirmecoéfilas
pertenecientes al género Acacia, sin embargo, recientemente Kocheril y Krishnamurthy (2009)
sefialaron que semejante al mutualismo neotropical, cuatro especies de Acacia de la India
mantienen una asociacion mutualista con hormigas. Tales autores mencionan que Camponotus

leonardi Emery (citada como Colobopsis pubescens), es especifica a Acacia horrida. Asimismo

99



reportan que A. eburnea es habitada por Tetraponera allaborans (Walter), (citada como Sima
allaborans) y Pheidole symthiesii, en tanto que la hormiga Pheidole indica forma asociaciones
temporales con A. nilotica y A. leucopholea. Los autores mencionan que tales hormigas patrullan
las ramas con domacios; visitan frecuentemente las flores de estas acacias y al menor disturbio
salen en grandes ntimeros y proveen de proteccién a sus hospederos. Asimismo refieren que los
domacios que no son ocupados por hormigas son colonizados frecuentemente por hongos,

caracoles (Stylommatophora), arafias, coledpteros y lepidopteros.

Tomando en consideraciéon que las estipulas modificadas representan una preadaptacion para
el desarrollo de domacios y en consecuencia para el establecimiento de posibles relaciones
mutualistas (Davidson y McKey, 1993) seria de gran importancia realizar observaciones en
especies que las presentan, como por ejemplo en Acacia latispina, una especie descrita
recientemente, endémica del norte de Mozambique, la cual se caracteriza por presentar estipulas
aladas prominentemente grandes que se asemejan a las estipulas de A. cochliacantha (Burrows y
Burrows, 2009), y para la cual se carece de registros de visitantes florales, de polinizadores,

etcétera.

6.8 Tasas de diversificacion

Las tasas de diversificacion han sido utilizadas recientemente para tratar de explicar la
diversidad biologica, permitiendo la identificacion de grupos con tasas estimadas de
diversificacion excepcionalmente altas, como en Kikihia (Cicadaceae) (0.54 sp/Ma; Marshall et al.,
2008), las Aizoaceae africanas (0.77-1.75 sp/Ma; Klack et al., 2004), las silversword hawaianas
(0.56 £ 0.17 sp/Ma; Baldwin y Sanderson, 1998) y el género Agave (0.51 + 0.06 sp/Ma; Good-
Avila et al., 2006). Malcomber (2002) sugiere que en el género Gaertnera (Rubiaceae) la alta tasa
de diversificacion presente (0.717-0.832 sp/Ma) esta correlacionada con un cambio en la
morfologia de la corola. En los géneros neotropicales Costus (Costaceae) y Lupinus
(Leguminosae) con 0.6-2.6 y 2.49-3.72 sp/Ma respectivamente, se ha propuesto que tales valores
son el resultado de una radiacion reciente (Kay et al., 2005; Hughes y Eastwood, 2006). Semejante
a esta propuesta, las tasas de diversificaciéon altas presentes en los géneros Inga (0.5 sp/Ma,
calculada a partir de los datos de Richardson et al., 2001) y Acaciella (Tabla 4) podrian deberse a

que ambos son taxa de origen reciente.
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En contraste, la tasa de diversificacion para todo el subgénero Acacia es menor a lo
mencionado anteriormente (0.341 sp/Ma y roo= 0.294, r09=0.186; Tabla 4). El valor obtenido para
el linaje del Nuevo Mundo es similar al que presenta todo el subgénero (0.321 sp/Ma y ro0=
0.265, 109=0.143; Tabla 4), en tanto que para el linaje del Viejo Mundo incrementa un poco (0.395
sp/Ma y ro0= 0.331, 109=0.189; Tabla 4). Dentro de los grupos del Nuevo Mundo en el subgénero
Acacia, las tasas de diversificacion aumentan conforme la distribuciéon de las especies se
aproximan al ecuador, esto es, la menor tasa de diversificacion corresponde al grupo A.
constricta (0.201 sp/Ma y roo= 0.115, r09=0.035; Tabla 4), el cual se distribuye principalmente en
ambientes aridos. Para los grupos A. farnesiana (0.378 sp/Ma y roo= 0.270, r09=0.101; Tabla 4) y A.
macracantha (0.424 sp/Ma y roo= 0.274, r09=0.090; Tabla 4), las tasas son ligeramente mayores y
son similares a la del subgénero Acacia en el Viejo Mundo. Cabe sefialar que para estos tltimos
dos grupos fue posible obtener las tasas de diversificacion con base en la filogenia obtenida con
ITS, y los valores son mucho mayores a los obtenidos con la filogenia de cloroplasto; esto es, de
0.731 sp/Ma y ro0= 0.519, 109=0.194 para el grupo A. farnesiana; y de 0.972 sp/Ma y roo= 0.626,
109=0.207 para el grupo A. macracantha (Tabla 4). Estas diferencias se deben principalmente a las

edades de divergencia obtenidas, mismas que indican un origen mads reciente a partir de los

datos de ITS (Tabla 4).

Las mayores tasas de diversificacion de todo el subgénero Acacia en el Nuevo Mundo
corresponden a los grupos A. acuifera (0457 sp/Ma y roo= 0.330, 109=0.127; Tabla 4) y
mirmecoéfilo (0.496 sp/Ma y roo= 0.370, ro9=0.151; Tabla 4), cuyas especies se distribuyen
principalmente en regiones tropicales htiimedas, usualmente en latitudes bajas y son las tnicas
especies del género en el Nuevo Mundo, cuyas semillas estan rodeadas de arilos esponjosos, los
cuales son consumidos por aves. La tendencia a presentar mayores tasas de diversificacion en el
tropico humedo ha sido reportada para angiospermas en general asi como para aves paserinas y
mariposas (Cardillo, 1999; Cardillo et al.,, 2005; Janson y Davies, 2008). Para las acacias
mirmecoéfilas neotropicales, el valor encontrado podria deberse a la relacién mutualista con las
hormigas del grupo Pseudomyrmex ferrugineus, quienes probablemente pudieron haber inducido
caracteristicas morfolégicas tales como la proliferacién de nectarios extraflorales altamente
desarrollados en los peciolos de las hojas y la presencia de cuerpos beltianos en la punta de los

foliolos.
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Respecto a las especies del subgénero Phyllodineae, se obtuvieron dos estimados de
diversificacion, de los cuales, el calculado a partir de los resultados obtenidos con ITS (0.674
sp/Ma y roo= 0.607, 1r09=0.446; Tabla 4) es tres veces menor al obtenido con los datos de
cloroplasto (2.087 sp/Ma y roo= 1.879, 109=1.383; Tabla 4). Las diferencias entre tales valores se
deben a las edades de divergencia, como se mencioné anteriormente para los grupos A.
farnesiana y A. mcracantha, y no obstante, se encuentran entre las mas altas reportadas hasta el
momento para otros taxa (Baldwin y Sanderson, 1998; Malcomber, 2002; Klack et al., 2004; Good-
Avila et al., 2006, Marshall et al.,, 2008). En particular, para este subgénero, la tasa de
diversificaciéon alta podria ser reflejo de la presion que han ejercido las condiciones de aridez
constante en el continente australiano desde hace aproximadamente 10 Ma (Bowman y Yeates,

2006).

Por otra parte, las tasas de diversificaciéon en insectos varian de 0.048 a 0.060 sp/Ma en
Coleoptera (Hunt et al., 2007), hasta 4.17 sp/Ma en Laupala (Gryllidae), un género hawaiano de
grillos que presenta el mayor valor registrado en artrépodos, y para el cual se ha propuesto que
las diferencias en el comportamiento sexual han sido las fuerzas que conllevaron a la
especiaciéon. En particular, para taxa de hormigas, Moreau (2008) menciona que en Pheidole
(Formicidae), género con el mayor nimero de especies en todo el mundo (1,100), y cuya edad de

divergencia es de 58.4-61.2 Ma, la tasa de diversificacion es de 0.108-0.103 sp/Ma.

La tasa de diversificaciéon obtenida para el género neotropical Pseudomymrex (0.264 sp/Ma y
roo= 0.230, r09=0.149; Tabla 4) es mayor a la sugerida para Pheidole. De los siete grupos
monofiléticos de Pseudomyrmex, solo el grupo P. tenuis tiene una tasa de diversificaciéon baja,
incluso menor a la de todo el género (0.147 sp/Ma y roo= 0.073, r09=0.021; Tabla 4). En contraste,
los grupos P. gracilis (0.913 sp/Ma y roo= 0.728, r09=0.354; Tabla 4), P. oculatus (0.911 sp/Ma y
roo= 0.648, 109=0.243; Tabla 4), P. pallidus (1.136 sp/Ma y roo= 0.897, 109=0.423; Tabla 4) y P.
sericeus (0.984 sp/Ma y roo= 0.732, 109=0.299 Tabla 4) tienen tasas de diversificacion muy altas.
Cabe sefialar que las especies de estos grupos se asocian con una gran diversidad de plantas,
principalmente leguminosas, aunque las especies del grupo P. sericeus se relacionan también con
integrantes de las familias Boraginaceae, Lauraceae y Poligonaceae, lo cual podria estar

ofreciendo nuevos habitats para la colonizacién y en consecuencia, los valores altos de
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diversificacion obtenidos podrian ser el resultado de la asociaciéon de estos grupos de hormigas
con una mayor cantidad de plantas. Los grupos P. subtilissimus (0.410 sp/Ma y roo= 0.205,
109=0.059; Tabla 4) y P. ferrugineus (0.502 sp/Ma y roo= 0.351, 109=0.128; Tabla 4) presentan
valores intermedios de diversificacion. Este tltimo grupo se asocia estrictamente con las acacias
mirmecoéfilas neotropicales y probablemente este tipo de asociacién ha tenido un efecto sobre su
tasa de diversificacién, de tal manera que podria considerarse que el mutualismo obligatorio ha
tenido un mayor costo para el grupo P. ferrugineus, cuyas especies han tenido que desarrollar

modificaciones fisioldgicas (Kautz et al., 2009).

6.9 Mosaico geografico Acacia-Pseudomyrmex.

La relacion entre las acacias mirmecofilas y sus hormigas asociadas es citada frecuentemente
como ejemplo de coevolucion, término que ha sido empleado para referirse al cambio reciproco
de especies interactuantes, en donde cada especie actta como un agente de seleccion natural con
respecto de la otra (Thompson, 2003). Tradicionalmente, se ha considerado que la coevolucion
implica interacciones uno a uno en el sentido estricto, y en estos casos la seleccién reciproca
resulta en filogenias congruentes (Weiblen y Bush, 2002; Johnson y Clayton, 2004), como en los
sistemas hospedero-parasito Yuca-Tegeticula y Ficus-Agaonide. Sin embargo este tipo de
relaciones constituyen el extremo ideal y podrian representar el limite de todas las posibles

formas en las que puede ocurrir el proceso coevolutivo (Thompson, 2003).

No obstante, en la naturaleza es mas comtn encontrar ejemplos en donde la unidad evolutiva
de interaccion incluye a més de un par de especies, es decir, las especies interacttian de distintas
maneras en diferentes poblaciones, generando toda una gama de caracteristicas que son el
resultado de la selecciéon natural, y para cuyos casos los cambios de hospedero son mas
probables debido a que los taxa involucrados comunmente difieren con las especies que
interacttian. Para este tipo de relaciones se han empleado los términos de coevolucion difusa,
coevolucion de gremio o coevolucion multiespecifica, conceptos que originalmente fueron aplicados a

fin de considerar este tipo de interacciones como poco especificas (Thompson, 2003).
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Ward (1993) propuso al mutualismo Acacia-Pseudomyrmex como un ejemplo de coevolucion
difusa debido a que las acacias pueden estar asociadas al mismo tiempo y espacio con mas de
una especie de hormiga. Asimismo las hormigas hospederas también pueden habitar diferentes
especies de acacias mirmecéfilas en tiempo y espacio. La comparacion entre las filogenias de las
acacias mirmecofilas y el grupo P. ferrugineus realizada en este estudio revela la ausencia de una
congruencia filogenética, lo cual es reflejo del cambio constante de hospedero por parte de las
hormigas, mismo que depende de la distribucion geogréfica de ambos grupos involucrados (Fig.
9). Este escenario es similar a lo que se ha encontrado para otros sistemas mutualistas hormiga-
planta como en Azteca-Cecropia (Ayala et al., 1996); Crematogaster-Macaranga (Feldhaar et al., 2003;
Quek et al., 2004) y Petalomyrmex-Leonardoxa (Chenuil y McKey, 1996).

Por otra parte, al aplicar el término coevolucién difusa se tiende a considerar que las relaciones
entre los participantes son laxas y que por lo tanto no estarian ejerciendo una fuerte presiéon de
seleccion hacia el otro participante, razén por la cual Thompson (2003) propone una alternativa
que permite explicar de una manera mads precisa lo que implica interactuar y evolucionar
simultdneamente con més de una especie, llamada “Teoria del mosaico geogréfico”. En esta
teoria propone basicamente que el proceso coevolutivo es altamente dindmico, por lo que las
adaptaciones pueden aparecer o desaparecer debido a que algunas poblaciones se vuelven
sumamente especializadas con respecto a un interactuante mientras que en otras tal interaccion
puede ser menos especializada. Asimismo, algunas de estas poblaciones podrian estar fuera del
area de distribuciéon geografica de su especie interactuante, lo cual ocasionaria la probable
pérdida de algunas de las adaptaciones que les permitan interactuar o el surgimiento de nuevas
adaptaciones para establecer relaciones con otras especies; por lo tanto, el curso global de la
coevolucion entre dos o mas especies estd impulsada por este mosaico geografico, siempre

cambiante de interacciones.

Los sistemas mutualistas africano (Acacia-Crematogaster-Tetraponera) y neotropical (Acacia-
Pseudomyrmex) ofrecen un buen ejemplo para aplicar esta teoria. Respecto a las mirmecofilas
africanas, la especie mas estudiada es Acacia drepanolobium, en la cual coexisten basicamente
cuatro especies de hormigas (Crematogaster mimosae, C. nigriceps, C. sjostedti y Tetraponera

penzigi). De ellas, C. mimosae es la residente mas comtn y es la especie que defiende activamente
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a su hospedero, especialmente las ramas jovenes. C. sjostedti, a pesar de que no anida dentro de
los domacios y prefiere para ello las ramas muertas localizadas en la base de tales acacias,
defiende a su hospedero en contra de las otras tres especies que las habitan. C. nigriceps tiene un
comportamiento peculiar, ya que poda todas las ramas con yemas florales, a fin de inducir en las
plantas una mayor produccién de hojas con domacios, por lo cual esteriliza a su hospedero. T.
penzigi no responde activamente a los disturbios en el hospedero y se alimenta de los nectarios

extraflorales. Estas dos dltimas especies son méds comunes en arboles pequefios (Palmer et al.,

2000).

Particularmente, en el mutualismo neotropical, las hormigas con mayor distribucién como P.
ferrugineus y P. peperi, anidan en un mayor ndimero de acacias mirmecoéfilas. En contraparte,
especies con menor distribucién como P. particeps (restringida a Costa Rica), P. satanicus
(restringida a Panama) y P. janzenii (restringida al oeste de México), han sido observadas sé6lo en
una especie de Acacia, lo cual probablemente pueda representar ejemplos de coevolucion local
por parte de estos interactuantes (Ward, 1993). El escenario puede ser ain mdas complicado,
debido a que estas plantas pueden incluso estar habitadas simultaneamente por hormigas que
no pertenecen al grupo P. ferrugineus o por otros géneros, como en A. cedilloi, en donde ademas
de la hormiga mutualista P. peperi, se encontraron tres especies mas (Cephalotes sp., Crematogaster
torosa 'y P. gracilis). Asimismo, también en dos individuos de A. cornigera sobresale la
coexistencia de P. mixtecus y P. subtilissimus con hormigas del género Crematogaster (Tabla 1), lo
cual no habia sido reportado con anterioridad y podria implicar una nueva asociacién para

acacias mirmecofilas neotropicales.

Raine et al. (2004) realizaron un estudio detallado en una poblacién de Acacia mayana, donde
encontraron que el 76.5% de 34 individuos estudiados estaba ocupado exclusivamente por P.
ferrugineus (especie mutualista), en tanto que en el 23.5% restante se encontraba esta misma
especie de hormiga coexistiendo con Camponotus planatus, la cual representa un parasito del
mutualismo, puesto que no defiende a su hospedero. Cabe sefialar que en los individuos que
presentaban ambas especies de hormigas, la mutualista P. ferrugineus ocupa principalmente los

domacios cercanos a las ramas nuevas que es donde se encuentran basicamente los cuerpos
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beltianos, debido a que estas estructuras son utilizadas exclusivamente para alimentar a las

pupas y una vez que son cortadas de la hojas, no son producidos nuevamente por las plantas.

En un estudio similar, Clement et al. (2008) estudiaron cuatro especies de acacias mirmecoéfilas
neotropicales (A. chiapensis, A. collinsii, A. cornigera y A. hindsii), en las cuales encontraron como
hormiga residente a la mutualista P. ferrugineus, coexistiendo con otras especies tanto del género
Pseudomyrmex como de otros géneros. Respecto a su distribuciéon espacial, observaron que
plantas de menos de 1 metro de altura, podian estar ocupadas por mds de una especie de
hormiga, aunque en ramas separadas. El caso mas extremo fue A. hindsii, en donde observaron
tres especies del grupo obligatorio (P. ferrugineus, P. mixtecus y P. peperi) y dos especies no
mutualistas (P. gracilis y P. nigropilosus). Al igual que en el trabajo reportado por Raine et al.
(2004), las hormigas no mutualistas se encontraron habitando las partes bajas de las plantas,

mismas que no son visitadas por las hormigas mutualistas residentes.

Finalmente, el mosaico de interacciones puede verse reflejado cuando se comparan las
filogenias obtenidas para ambos grupos (Fig. 9). En dicha propuesta filogenética se encuentran
todas las posibles relaciones reportadas hasta el momento, por lo menos para los grupos que
integran el mutualismo obligatorio neotropical y en donde es posible comprobar que el proceso
coevolutivo es mucho mas dindmico de lo que se expresa en estudios de poblaciones
individuales o de distribucion. Dicha estructuracién permite que la evolucion general de una
especie sea producto de la coevolucion con varias especies, aunque las poblaciones individuales

estén especializadas s6lo hacia una o dos especies (Thompson, 2003).
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El muestreo realizado en el presente estudio es limitado, sin embargo, es posible apreciar que los
tres subgéneros del género Acacia (Acacia, Aculeiferum y Phyllodineae) diversificaron en el
Mioceno, probablemente en respuesta al incremento de aridez y estacionalidad que
caracterizaron a ese periodo. En particular, en el Nuevo Mundo, las especies del subgénero
Acacia diversificaron primeramente en latitudes nortehas (grupo Acacia constricta), invadiendo
subsecuentemente latitudes hacia el sur, lo cual queda demostrado por la estructuraciéon
geografica filogenética y las edades de divergencia obtenidas para los grupos de las especies

americanas.

En el presente estudio queda clara la monofilia del género Pseudomyrmex, asi como de los
grupos P. ferrugineus, P. gracilis, P. oculatus, P. pallidus, P. sericeus, P. subtilissimus y P. tenuis. Sin
embargo, para algunos de estos grupos hace falta una mayor representatividad, a fin de reforzar
tanto las relaciones filogenéticas observadas en este estudio, como las edades de divergencia y
en consecuencia las tasas de diversificacion, ya que la baja representatividad puede conllevar a

ambigtiedades en las edades y en las tasas de diversificaciéon estimadas.

Las edades estimadas para los grupos de acacias mirmecéfilas neotropicales y sus hormigas
mutualistas (Pseudomyrmex ferrugineus) muestran un origen reciente, e ilustran el posible papel
del mutualismo acacia-hormiga en la divergencia y especiaciéon en las acacias mirmecéfilas. Al
respecto, las asociaciones reportadas para acacias del grupo A. macracantha (taxa hermano de las
acacias mirmecofilas neotropicales), como Acacia pennatula + Brachymyrmex obscurior, podrian
dar indicios de cémo fue surgiendo el mutualismo neotropical; y estos analisis podrian
complementarse con estudios de colonizacion e interacciones de todas las hormigas que habitan

o visitan las plantas tanto mirmecoéfilas como de su grupo hermano.

Los mutualismos de Acacia-Pseudomyrmex y Acacia-Crematogaster-Tetraponera, ofrecen una
excelente oportunidad para realizar estudios de colonizacién e interacciones, pues los reportes
conocidos a la fecha incluyen principalmente unas cuantas poblaciones de las especies con
mayor distribucion geografica como A. collinsii, A. cornigera 'y A. hindsii en el Nuevo Mundo y A.

drepanolobium en Africa. De tal forma que esta informacion representa en términos especificos
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puntos dispersos, que atin cuando permiten tener una visiéon general de lo que est4 sucediendo
en estos mutualismos, seria recomendable analizar en la medida de lo posible un mayor nimero

de poblaciones a fin de tener una mejor comprensién de estos sistemas.

La comparacién realizada entre las filogenias de los grupos involucrados en el mutualismo
neotropical reflejan sélo de manera general las relaciones y caracteristicas que han logrado
fijarse a través del tiempo para todas las poblaciones de tales especies. No obstante, revela
también que tanto la coevolucién (observable ademds en las modificaciones fisiol6gicas de las
hormigas; las adaptaciones morfolégicas en las plantas; y las fechas estimadas de divergencia),
como la colonizacién intragenérica han sido dos procesos de gran importancia que han tenido

lugar durante la evolucién de este mutualismo.

Finalmente, seria deseable complementar los resultados obtenidos en el presente estudio, con
otro tipo de anélisis, como el de la medicién de tasas de sustitucion, a fin de evaluar la tendencia
de las tasas de sustitucion en los diferentes grupos analizados, particularmente en los clados
mirmecoéfilos, en donde probablemente podria presentarse un aumento. Asimismo, seria
recomendable realizar estudios de variabilidad genética intraespecifica para los grupos que
presentan estructuracién filogenética geografica (subgénero Acacia), a fin de corroborar si la
variabilidad presente también esta estructurada geograficamente, como lo sugerido para otros

taxa.
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The interaction between Acacia and Pseudomyrmex is a textbook example of mutualism between ants and
plants, nevertheless aspects of its evolutionary biology have not been formally explored. In this paper we
analyze primarily the phylogenies of both New World Acacia and of their associated species of ants, and
the geographic origin of this mutualism. Until now, there has been no molecular analysis of this relation-
ship in terms of its origin and age. We analyzed three chloroplast markers (matK, psaB-rps14, and
trnL-trnF) on a total of 70 taxa of legumes from the subfamily Mimosoideae, and two nuclear regions
(long-wavelength rhodopsine and wingless) on a total of 43 taxa of ants from subfamily Pseudomyrmeci-
nae. The monophyly of subgenus Acacia and within the New World lineages that of the myrmecophilous
Acacia group was established. In addition, our results supported the monophyly of the genus Pseudomyr-
mex and of the associated acacia-ants P. ferrugineus group. Using Bayesian methods and calibration data,
the estimated divergence times for the groups involved in the mutualism are: 5.44 + 1.93 My for the myr-
mecophilous acacias and 4.58 + 0.82 My for their associated ant species, implying that their relationship
originated in Mesoamerica between the late Miocene to the middle Pliocene, with eventual diversifica-
tion of both groups in Mexico.

© 2010 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Ecological interactions between species are of great evolutionary
relevance, and may be one of the forces that have generated lineage
diversification and speciation (Chenuil and McKey, 1996; Stebbins,
1981; Thompson, 1994). The ant-plant symbiotic association is a
classic example of mutualism (Rico-Gray and Oliveira, 2007). A high
degree of specialization in several of the myrmecophilous plants is
manifested in modified housing structures (domatia), and food
bodies for the resident ants. In exchange, the ants protect the plant
against herbivores, pathogens and/or climbing plants that may ob-
struct the optimal growth of the plant (Davidson and McKey,
1993; Heil, 2008; Heil and McKey, 2003; Janzen, 1966). Also it has
been suggested that there is also production of additional CO, and
nutrients such as nitrogen as a result of the decomposition of debris
produced by the ants (Fischer et al., 2003; Sagers et al., 2000).

Myrmecophylia has been described in at least 465 species (in 52
families) of vascular plants, including herbs, shrubs, trees and lianas

* Corresponding author. Fax: +52 55 56 22 89 95.
E-mail addresses: sanluza@correo.unam.mx, sanluza@gmail.com (S. Gémez-
Acevedo).
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that maintain this symbiosis with at least 25 ant genera (Jolivet,
1998). This interaction seems to be most common in tropical regions
(McKey and Davidson, 1993). It has been reported that in genera
with a pantropical distribution, myrmecophylia is only present in
either neotropics or palaeotropics, being the genus Acacia the excep-
tion (McKey and Davidson, 1993), as it includes four myrmecophi-
lous species in Africa (Janzen, 1974) and 15 species in the
American continent (Rico-Arce, 2003). The latter species are also
called swollen-thorn acacias.

The Neotropical myrmecophilous Acacia species are distributed
mainly along the coast and in central areas of Mexico southwards
to northwestern Colombia. These species display morphological
structures associated with a mutualist ant interaction, such as
swollen hollow stipular thorns (domatia), leaflet tips bearing bel-
tian bodies (as food for the ants), and one or more extrafloral nec-
taries on the leaves (Janzen, 1966). The beltian bodies are a source
of food for the ant larvae and contain lipids (1-10% of dry weight),
proteins and free amino acids (8-14% of dry weight), carbohy-
drates (3-11% of dry weight) and water (18-24%) (Heil et al.,
2004). All Neotropical species maintain an obligate mutualism
with the Neotropical Pseudomyrmex ferrugineus ant group which
contains 10 species that have no interaction with any other
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vascular plant, all nesting exclusively in Acacia domatia (Ward,
1993). The P. ferrugineus group is distributed from eastern to wes-
tern Mexico throughout Central America to northern Colombia,
broadly following the distribution of the myrmecophilous Acacia
plants; although there is not a single species that covers the whole
range (Ward, 1993).

The African myrmecophilous Acacia present domatia and extra
floral nectaries, but in contrast to the Neotropical myrmecophilous
Acacia they lack beltian bodies (Stapley, 1998). Their domatia are
occupied by only four ant species: three belong to Crematogaster
and one to the genus Tetraponera (Young et al., 1997).

While ecological studies on mutualism are abundant in litera-
ture (Bronstein, 1994), the vast majority lack analysis of their evo-
lutionary origins, patterns and diversification. In particular, we
suggest that it is especially relevant to analyze the phylogeny of
the groups involved in the interaction. Most published studies on
mutualism cover the interaction between plant and pollinator,
and some of them suggest that specialist pollination can promote
rapid and simultaneous diversification in both the plants and the
pollinators (Althoff et al., 2006; Brouat et al., 2004; Kato et al.,
2003; Jousselin et al., 2003; Pellmyr, 2003; Smith et al., 2008;
Whittall and Hodges, 2007).

In contrast, ant-plant relationships have been poorly studied
(Bronstein, 1994; Dejean et al., 2009; Gibernau et al., 2008; Grangier
etal.,2008; Szilagyi et al.,2009), although the Acacia-Pseudomyrmex
interaction is one of the most studied symbioses to date. Janzen
(1974: p. 12) suggested a polyphyletic origin for the American myr-
mecophilous Acacia species, where the mutualism might have
evolved more than once, or that some non-myrmecophilous species
became myrmecophilous by hybridization. In particular, the
hypotheses of a rapid and simultaneous diversification have not
been tested for the association between the swollen-thorn acacias
and its associated ants.

The aim of this paper is to analyze the Acacia-Pseudomyrmex
mutualism from a phylogenic perspective in order to elucidate
the evolutionary history of this relationship. The following ques-
tions were used to guide the study: (1) are both the myrmecophi-
lous Acacia and their mutualists Pseudomyrmex monophyletic
groups?; (2) which are the estimated ages of their lineages?; and
(3) are the diversification rates correlated?, or are they dependent
on the mutualist association? In addition, we discuss the evolution
and systematics of the genus Acacia within the Leguminosae and
Pseudomyrmex within Formicidae.

2. Material and methods

A broad sample of the species in both groups, plants and ants,
was undertaken including selected outgroups. For the plants we in-
cluded members of the tribes Acacieae, Ingeae and Mimoseae
(Leguminosae: Mimosoideae). For the ants, we sampled different
ant species of the genera Myrcidris, Pseudomyrmex and Tetraponera
(Formicidae: Pseudomyrmecinae).

2.1. Mimosoids

2.1.1. Sampling

Leaf tissue was either obtained from fresh material (collected in
natural populations or sampled from cultivated plants) or herbar-
ium specimens (from the MEXU and USCG herbaria). DNA se-
quence analysis of Acacia taxa were sampled for each of the main
five possible lineages suggested by Maslin et al. (2003) and Lewis
et al. (2005). We decided to use Acacia, a genus with three subgen-
era for several reasons. Despite the numerous nomenclatural
changes suggested for the species in the whole genus, there is still
a controversial issue of which is the most adequate to used based

on its pantropical distribution (Walker and Simpson, 2003; Mur-
ray, 2004; Pedley, 2003, 2004; Maslin, 2008; Maslin et al., 2003;
Orchard and Maslin, 2005; Luckow et al., 2005; Smith et al.,
2006; Rijckevorsel, 2004, 2006; Moore, 2006, 2007, 2008). To date
the possible retypification of the genus is still inconclusive and
unresolved as the inclusion of A. penninervis in the printed interna-
tional nomenclature code will be presented for ratification in the
nomenclatural section in the next International Botanical Congress
in Melbourne in 2011. Our phylogenetic work is related to the tax-
onomy more than to the nomenclature, and in view that nomen-
clatural issues are pending, we opted to follow the classification
of Acacia as one genus with three subgenera. The final taxa selected
included 22 species of subgenus Acacia from the New World
(including 10 of the 15 species of the Neotropical swollen-thorn
acacias); 5 species of subgenus Acacia from the Old World, three
of them myrmecophylous; 13 species of subgenus Aculeiferum
(including 4 species of the A. coulteri group also named Mariosou-
sa); 12 species of subgenus Phyllodineae; 7 species of the genus
Acaciella (formerly Aculeiferum sect. Filicinae); 7 species of tribe In-
geae, and 4 species of tribe Mimoseae (Table 1). We used Prosopis
as outgroup so we could have a more suitable Mimosoideae taxon
as a calibration point, following the phylogeny proposed by Lavin
et al. (2005).

2.1.2. DNA isolation and amplification

Total genomic DNA was isolated from leaves using CTAB
protocol (Doyle and Doyle, 1987). Three cpDNA regions, matk,
psaB-rps14 and trnL-trnF, were amplified via the polymerase chain
reaction (PCR). The matK gene was amplified using the trnK-3914
primer (5'-GGG GTT GCT AAC TCA ACG G-3'; Johnson and Soltis,
1994) and an Acacia-based primer Ac1707R (5'-TGC ACA CGG
CTT TCC CTA TG-3'; Miller and Bayer, 2000), which amplified a
2.5 kb fragment. PCR reactions followed Miller and Bayer (2001).
Sequences were generated with four Acacia-based internal
sequencing primers from Miller and Bayer (2001), Ac283R (5'-
CAC TGA CGG CAA GCC CCT CTG-3'), Ac12F (5-GGT GCA (A/C)AA
TCT AGG TTA TGA C-3'), Ac1290R (5'-AAT ACA AGA AAG CCG
AAG-3’) and Ac1104F (5'-CCT CTA ATT AGA TCA TTG GC-3').

The psaB-rps14 spacer was amplified and sequenced using the
primers psaB-rps14 1 (5-GCA CGA TTA GTT GGA TTA GC-3’) and
psaB-rps14 2 (5-CCA TCT CAC GGA GTA TGT GT-3') (Suyama
et al., 2000). The PCR reaction mixture consisted of 3 puL of 10x
reaction buffer, 1.5 pL of 30 mM/L magnesium chloride solution,
1.2 pL of a 1.25 mM/L dNTP solution in equimolar ratio, 0.25 mM
for each primer, 10-50 ng of template DNA and 1 U of polymerase
in a total volume of 30 pL. Amplification was carried out for an ini-
tial denaturization of 95 °C for 10 min followed by 40 PCR cycles
consisting of 94 °C for 30s, 55 °C for 1 min and 72 °C for 1 min,
with a final extension period of 72 °C for 10 min.

The trnL-trnF region, which consists of the trnL intron, trnL 3’
exon, and an intergenic spacer between trnL gene and the trnF gene
was amplified and sequenced using primers C (5-CGA AAT CGG
TAG ACG CTA CG-3') and F (5-ATT TGA ACT GGT GAC ACG AG-
3’) from Taberlet et al. (1991). PCR reactions followed Taberlet
et al. (1991).

2.2. Ants

2.2.1. Sampling

Four species were collected of living plants, P. ferrugineus,
P. mixtecus, P. peperi and P. veneficus and were stored in 70% etha-
nol. The ants were collected directly from the domatia of Neotrop-
ical swollen-thorn acacias. For the phylogenetic analysis we used a
total of 39 species (35 from GenBank) of Pseudomyrmex - including
8 of the 10 species of the P. ferrugineus group, one species of
Myrcidris and three species of Tetraponera (from GenBank).
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Table 1
Mimosoid taxa analyzed in this study. Genbank numbers are given for all cpDNA
sequences.
Species matK psaB-rps14 trnL-trnF
Subgenus Acacia
Neotropical ant-acacias
1 A. cedilloi HMO020708 © HMO020745 ¢ HMO020798 ©
2 A. chiapensis HMO020709 © HMO020746 © HMO020799 ¢
3 A. collinsii HMO020711 ¢ HMO020748 © HMO020801 ©
4 A. cornigera HMO020713 ¢ HMO020750 ¢ HMO020803 ©
5 A. gentlei HMO020717 € HMO020754 ¢ HMO020807 ©
6 A. globulifera HMO020718 ¢ HMO020755 ¢ HM020808 ©
7 A. hindsii HMO020719 ¢ HMO020756 ¢ HMO020809 ©
8 A. hirtipes HMO020720 © HMO020757 ¢ HMO020810 ©
9 A. mayana HMO020722 ¢ HMO020760 ¢ HMO020813 ©
10 A sphaerocephala HMO020729 ¢ HMO020769 © HMO020821 ©
African ant-acacias
11 A drepanolobium HM020714° HMO020751 ¢ HMO020804 ¢
12 A seyal HM020728°¢ HMO020768 ¢ HMO020820 ¢
13 A luederitzii AF523186¢ P b
Non myrmecophilous
New World
14 A anegadensis HMO020706 © HMO020743 © HMO020796 ©
15 A. caven AF274131 ¢ D AF522967 ©
16  A. cochliacantha HMO020710 ¢ HMO020747 ¢ HMO020800 ©
17  A. constricta HMO020712 ¢ HMO020749 ¢ HMO020802 ©
18 A farnesiana HMO020715 ¢ HMO020752 ¢ HMO020805 ©
19 A macracantha HMO020721 ¢ HMO020759 ¢ HMO020812 ¢
20 A neovernicosa AF523113¢ P AF522970 ©
21 A pennatula HMO020724 ¢ HMO020762 ¢ HMO020814 ©
22 A roigii 2 HMO020765 ¢ ?
23 A. schaffneri AF274132 f HMO020767 € HMO020818 ©
24 A. schottii AF274136 © B AF522971 ©
25 A tortuosa HMO020730 ¢ HMO020771 ¢ HMO020823 ©
Non myrmecophilous
Old World
26 A karroo AF274137 f HMO020758 ¢ HMO020811 ¢
27 A tortilis AF274140 f HMO020770 ¢ HMO020822 ©
Subgenus Aculeiferum
28 A berlandieri HMO020707 ¢ HMO020744 ¢ HMO020797 ©
29 A centralis 2 HMO020781 ¢ HMO020832 ©
30 A. dolichostachya DQ371892 % HMO020782 ¢ DQ371873 2
31 A feddeana HMO020716 ¢ HMO020753 ¢ HMO020806 ©
32 A gaumeri DQ371895¢& ° DQ371858 &
33 A picachensis EU812009 " P EU439983 "
34 A. reniformis HMO020725 ¢ HMO020763 ¢ HMO020815 ©
35 A. riograndensis HM020726 ¢ HMO020764 © HMO020816 ©
36 A scleroxyla 2 2 HMO020819 ©
37 A. usumacintensis DQ3718918 P DQ371864 &
38 A. visco HM020731 ¢ HMO020772 ¢ HMO020824 ©
39 A vogeliana HMO020732 ¢ HMO020773 ¢ 2
40 A. willardiana HMO020735 ¢ HMO020783 ¢ HMO020833 ¢
Subgenus Phyllodineae
41 A adoxa AF523076 © D AF195684 ©
42 A. ampliceps AF523074 © b AF522983 ©
43 A colei AF274215 © D AF522987 ©
44 A elata AF274149 © D AF195683 ©
45  A. mearnsii HMO020723 © HMO020761 ¢  AF195694!
46  A. melanoxylon AF274166 © D AF195680 ©
47  A. penninervis AF274159 f P B
48  A. platycarpa AF274223 © b AF522985 ©
49 A saligna HMO020727 ¢ HMO020766 ¢ HMO020817 ©
50 A. spinescens AF523082¢ P AF195687 ©
51 A. translucens AF274165° P AF522984 ©
52 A tumida AF523111°¢ P AF522986 ©
Genus Acaciella
53 A angustissima HMO020733 ¢ HMO020774 ¢ HMO020825 ¢
54  A. bicolor 4 HMO020775 ¢ HMO020826 ©
55 A. chamelensis HMO020734 ¢ HMO020776 © HMO020827 ©
56 A painteri ? HMO020777 ¢ HMO020828 ¢
57 A rosei a HMO020778 ¢ HMO020829 ©
58 A sousae 2 HMO020779 ¢ HMO020830 ¢
59 A tequilana ? HMO020780 ¢ HMO020831 ¢
Tribe Ingeae
60  Albizia kalkora AF523083 ¢ P AF522945 ©

Table 1 (continued)

Species matK psaB-rps14 trnL-trnF
61  Calliandra houstoniana HMO020736 ¢ HMO020784 ¢ HMO020834 ©

var. anomala
62  Faidherbia albida HMO020737 ¢ HMO020785 ¢ HMO020835 ©
63  Havardia pallens AF274125¢ AF522955 ©
64 Inga edulis HMO020738 ¢ HMO020786 ¢ HMO020836 ©
65  Lysiloma divaricatum AF523088°¢ HM020787 ¢ HMO020837 ©
66  Pithecellobium dulce HM020740 © HMO020789 ¢ 2

Tribe Mimoseae
67  Mimosa similis HMO020739 ¢ HMO020788 ¢ HMO020838 ©
68  Piptadenia viridiflora AF521856 © D AF522963 ©
69  Prosopis juliflora HMO020741 ¢ HMO020790 © HMO020839 ©
70  Prosopis laevigata HMO020742 ¢ HMO020791 ¢ HMO020840 ©

Regions that could not been amplified nor sequenced.
No sequence found in GenBank.

Species sequenced in this study.

Species from Miller and Bayer (2003).

Species from Luckow et al. (2003).

Species from Miller and Bayer (2001).

& Species from Seigler et al. (2006).

" Species from J. Miller (unpublished).

I Species from Murphy et al. (2000).

a
b
c
d
e

f

Analyzed species of Pseudomyrmex belong to the nine morpholog-
ical groups proposed by Ward (1989) (Table 2).

2.2.2. DNA isolation and amplification

Total genomic DNA was isolated from whole ants using phenol-
chloroform protocol (Gadau et al., 1996). Two nuclear regions,
wingless and long-wavelength rhodopsin, were amplified via poly-
merase chain reaction (PCR). The wingless region was amplified
using Wg578F (5-TGC ACN GTG AAR ACY TGC TGG ATG CG-3/;
Ward and Downie, 2005) and Wg1032R (5'-ACY TCG CAG CAC
CAR TGG AA-3’; Abouheif and Wray, 2002). The long-wavelength
rhodopsin was amplified using Lr143F (5-GAC AAA GTK CCA CCR
GAR ATG CT-3') and Lr639ER (5’-YTT ACC GRT TCC ATC CRA ACA
-3’) from Ward and Downie (2005). For both wingless and long-
wavelength rhodopsin, the PCR reaction mixture consisted of 3 uL
of 10x reaction buffer, 1.5 uL of 30 mM/L magnesium chloride
solution, 0.8 pL of a 1.25 mM/L dNTP solution in equimolar ratio,
0.25 mM of each primer, 10-50 ng of template DNA and 1U of
polymerase in a total volume of 30 pL. Amplification was carried
out for an initial denaturation of 95 °C for 1 min followed by 40
PCR cycles consisting of 95 °C for 30s, 52 °C for 1 min for wing-
less/50 °C for 1 min for long-wavelength rhodopsin, and 72 °C for
1.30 min, with a final extension period of 72 °C for 3 min.

2.2.3. Phylogenetic analyses

Sequences of both data sets, mimosoids and ants, were aligned
using ClustalW (Thompson et al., 1994) as implemented in BioEdit
7.0.0 (Hall, 1997), and subsequently employed for phylogenetic
analysis. The program Modeltest (Posada and Crandall, 1998) was
utilized to find the best-fitting model for the data set for each
DNA region of mimosoids and ants separately. Phylogenetic analy-
ses were conducted implementing gene partitioned data, applying
the best fit substitution model, and allowing unlinked parameter
estimation among partitions using a Bayesian approach (MrBayes
version 3.1.2; Huelsenbeck and Ronquist, 2001). Both groups of
taxa were analyzed with 5,000,000 generations. Analyses included
two paired runs, each with one cold chain and three heated chains
(temp=0.2) and a sample frequency of 200 generations. The
phylogenies of both myrmecophilous group and their associated
ants were compared using TreeMap (Page, 1994).
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Table 2
Ants analyzed in this study. GenBank numbers are given for all nDNA sequences. LW
Rh = long-wavelength rhodopsin. wg = wingless.

Species LW Rh Wg
1 Myrcidris epicharis® AY703785 AY703651
2 Pseudomyrmex apache?® AY703786 AY703652
3 Pseudomyrmex boopis® AY703787 AY703653
4 Pseudomyrmex concolor? AY703788 AY703654
5 Pseudomyrmex cordiae® AY703789 AY703655
6 Pseudomyrmex cubaensis® AY703790 AY703656
7 Pseudomyrmex dendroicus® AY703791 AY703657
8 Pseudomyrmex denticollis® AY703792 AY703658
9 Pseudomyrmex elongatulus® AY703793 AY703659
10 Pseudomyrmex ferrugineus® HM020792 HMO020841
11 Pseudomyrmex filiformis® AY703794 AY703660
12 Pseudomyrmex flavicornis® AY703795 AY703661
13 Pseudomyrmex godmani® AY703796 AY703662
14 Pseudomyrmex gracilis® AY703797 AY703663
15 Pseudomyrmex haytianus?® AY703798 AY703664
16 Pseudomyrmex holmgreni® AY703799 AY703665
17 Pseudomyrmex ita® AY703800 AY703666
18 Pseudomyrmex kuenckeli® AY703801 AY703667
19 Pseudomyrmex mixtecus® HMO020793 HM020842
20 Pseudomyrmex nigrocinctus® AY703802 AY703668
21 Pseudomyrmex nigropilosus® AY703803 AY703669
22 Pseudomyrmex oculatus® AY703804 AY703670
23 Pseudomyrmex oki® AY703805 AY703671
24 Pseudomyrmex pallens® AY703807 AY703673
25 Pseudomyrmex pallidus® AY703806 AY703672
26 Pseudomyrmex pazosi® AY703808 AY703674
27 Pseudomyrmex peperi® HMO020794 HMO020843
28 Pseudomyrmex phyllophilus® AY703809 AY703675
29 Pseudomyrmex satanicus® FJ436889 FJ436865
30 Pseudomyrmex sericeus® AY703810 AY703676
31 Pseudomyrmex simplex® AY703811 AY703677
32 Pseudomyrmex spiculus® AY703812 AY703678
33 Pseudomyrmex spinicola® FJ436890 FJ436866
34 Pseudomyrmex subater® AY703813 AY703679
35 Pseudomyrmex tachigaliae® AY703814 AY703680
36 Pseudomyrmex tenuis® AY703815 AY703681
37 Pseudomyrmex tenuissimus® AY703816 AY703682
38 Pseudomyrmex termitarius® AY703817 AY703683
39 Pseudomyrmex veneficus® HMO020795 HMO020844
40 Pseudomyrmex viduus® AY703818 AY703684
41 Tetraponera aethiops® AY703770 AY703636
42 Tetraponera pilosa® AY703781 AY703647
43 Tetraponera rufonigra® AY703783 AY703649

@ Species from Ward and Downie (2005).
b Species sequenced in this study.
¢ Species from Kautz et al. (2009).

2.2.4. Divergence times

Divergence times were estimated using penalized likelihood
(Sanderson, 2002) implemented in r8s version 1.71 (Sanderson,
2003) using the consensus tree for mimosoids and the maximum
a posteriori (MAP) tree for ants. Two calibration points were used
in the analysis for both data sets. For the mimosoids, Prosopis with
a range between 22.6 and 40.4 My was used, based on node 11 gi-
ven by Lavin et al. (2005: p. 581) and a minimal age of 15.0 My for
the clade that includes all the species here sampled except Prosopis
sp. This latter node age is based on the node G of Lavin et al. (2005:
p. 581). For the ants, an age of 44.10 My for genus Tetraponera, and
an age constraint of 15.0-20.0 My for the genus Pseudomyrmex was
used based on fossil records from Baltic Amber and Dominican Am-
ber fossils, respectively (Dlussky, 1997; Ward, 1992). We obtained
point estimates of age for each node in each of the 72 mimosoid
trees topologically identical to the consensus tree and in 103 ant
trees topologically identical to the maximum a posteriori (MAP)
topology from among those sampled by the Bayesian MCMC's.
From these, a mean and standard deviation of the age of each node
were obtained (Tables 3 and 4). For mimosoids, we used the 72

identical trees to the consensus tree due that we only obtained
three trees topologically identical to the MAP topology.

2.2.5. Diversification rates

Diversification rates were estimated only for the monophyletic
groups of both mimosoids and ants, under a pure birth model using
the formula SR = (Inn, — Inng)/t, where n; is the estimated number
of extant species, ng is the initial diversity 1, and t is time in My
(Yule, 1925). Species numbers (1) were based on a review of the
literature. The Yule model is a continuous time, discrete-state,
Markov process in which the number of splitting events along
any path in a tree follows a Poisson distribution (Sanderson and
Wojciechoswki, 1996). It assumes an effectively constant rate of
lineage diversification with no extinction. In spite of its simplicity,
this method provides a good first approximation for diversification
estimates (Sanderson and Donoghue, 1994).

Table 3

Age estimates (means and standard deviations) derived from 72 Bayesian trees
sampled similar to the consensus tree for legumes. The letters correspond to those in
Figs. 1 and 2. My = million years; SD = standard deviation.

Node Mean age (My) £ SD Minimum (My) Maximum (My)
B 18.12 £ 0.41 17.46 19.37
C 14.88 +£1.98 11.63 18.39
D 10.85 £2.97 5.87 17.22
E 5.00 £2.44 0.72 11.45
F 7.08 £3.11 2.10 14.66
G 12.34+2.25 7.72 17.74
H 7.93+£2.77 3.83 17.32
I 6.31+2.58 2.08 13.86
] 6.92 +2.49 3.10 13.81
K 4.57 £2.14 1.79 11.46
L 544 +1.93 1.83 11.55
L 1.93 £1.09 0.35 5.80
M 5.42 +2.08 1.97 9.98
N 9.97 £3.02 4.56 16.16
(0] 12.31+£2.29 8.51 17.09
P 6.42 +1.85 3.00 10.96
Q 4.67 +1.82 1.48 10.37
R 6.66 +2.07 3.50 11.67
S 333+1.32 1.08 8.36
T 8.06 +2.38 3.16 12.99
0] 6.18 £2.17 2.56 11.19
\Y 2.75+1.44 0.56 6.29
w 5.64 +1.98 2.30 10.76

Table 4

Age estimates (means and standard deviations) derived from 103 Bayesian trees
sampled similar to the tree of major posterior probability for ants. The letters
correspond to those in Figs. 3 and 4. My = million years; SD = standard deviation.

Node Mean age (My) + SD Minimum (My) Maximum (My)
A 95.80 +10.82 76.45 139.8
B 40.78 +5.51 32.13 54.27
D 12.48 +1.85 9.16 17.35
E 9.38+1.52 6.63 14.02
E 17.18 £1.23 14.24 19.95
G 4.69+1.23 2.22 8.23
H 338+1.14 1.27 7.29
I 3.76 +0.97 1.93 6.19
] 2.75+0.67 1.6 4.27
K 9.58 +1.65 6.35 13.60
L 4.01+1.19 1.34 6.99
M 6.68 £ 1.07 3.92 9.34
N 4.58 +0.82 2.52 7.31
(o] 4.02+0.73 2.52 5.92
P 2.90+0.63 1.54 4.65
Q 418 +£1.05 1.89 6.90
R 9.57+1.23 6.64 12.96
S 2.63+0.64 1.44 433
T 1.68+0.74 0.48 3.51
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3. Results
3.1. Mimosoids

Amplification and sequencing of the three chloroplast regions
was achieved relatively ease for all species, represented from
either fresh or herbarium material. The only troublesome se-
quences were those samples obtained from herbarium specimens
of Acaciella. In total we used a matrix of 70 taxa from which we
amplified and sequenced 37 species for matK; 49 species for
psaB-rps14 and 45 species for trnL-trnF. The DNA sequences ob-
tained from GenBank and used in these analyses are indicated in
Table 1. The models with best fit to the sequences were GTR+I+G
for matK, K81+uf+G for psaB-rps14 and TIM+G for trnL-trnF the data
sets of mimosoids.

3.1.1. Phylogeny and divergence times

Phylogenies estimated for the set of 70 taxa using the concate-
nated matrix of 3128 sites with a Bayesian approach, including
branch lengths, are shown in Fig. 1. The dated phylogeny is shown
in Fig. 2. In general, most groups are supported by high posterior
probabilities (Fig. 1). All taxa analyzed were included in one of
two major clades, one grouping all species of subgenus Acacia,
and the other grouping species of subgenus Aculeiferum, subgenus
Phyllodineae, the segregate genus Acaciella, and species of tribe In-
geae and species of tribe Mimoseae.

3.1.2. Subgenus Acacia

This subgenus was resolved as a monophyletic group with the
origin of the crown group dated at Miocene (labeled as C in Figs. 1
and 2). New and Old World species grouped into two different
clades, G and D, respectively (Figs. 1 and 2).

Acacia constricta, A. neovernicosa and A. schottii diverged before
to the rest of the New World species in clade H (Figs. 1 and 2).
The species A. caven, A. farnesiana, A. schaffneri and A. tortuosa are
nested in clade I (Figs. 1 and 2). A. cochliacantha, A. macracantha
and A. pennatula were found in clade K (Figs. 1 and 2). The Carib-
bean endemic species A. anegadensis and A. roigii were established
in clade M (Figs. 1 and 2). The estimated ages for these groups are
listed in Table 3.

The Neotropical swollen-thorn acacias are monophyletic (clade
L, Figs. 1 and 2) and are closely related to the A. macracantha group
(clade K, Figs. 1 and 2). Within this group it is possible to distin-
guish a small clade formed by A. cedilloi, A. collinsii, A. globulifera,
A. hindsii and A. hirtipes (clade L’ in Figs. 1 and 2). In contrast, the
known African swollen-thorn acacias were not established as
monophyletic but instead nested into two sub-clades of the clade
D. The first includes A. drepanolobium and A. luederitzii (E in Figs.
1 and 2), sister to the non-myrmecophylous A. tortilis. A second
sub-clade grouped the myrmecophilous A. seyal and the non-myr-
mecophilous A. karroo (F in Figs. 1 and 2). Estimated ages for these
groups are listed in Table 3.

3.1.3. Subgenus Aculeiferum

The analyzed species of subgenus Aculeiferum were non-mono-
phyletic, but all belong to a clade dated at Miocene (clade O in
Figs. 1 and 2). Clade W contains A. berlandieri, A. reniformis, A. gau-
meri and A. picachensis (Figs. 1 and 2). Clade V includes two ende-
mic species from Bolivia (A. feddeana and A. riograndensis) and
one from the Dominican Republic (A. scleroxyla) (Figs. 1 and 2).
These species are grouped with A. vogeliana and the four species
belonging to the A. coulteri group (A. centralis, A. dolichostachya, A.
usumacintensis and A. willardiana) within the clade U (Figs. 1 and
2). The A. coulteri group, recently proposed as the genus Mariosou-
sa (Seigler et al., 2006), was found to be non-monophyletic be-

cause A. willardiana diverged before node U. A. visco is the sister
group of a clade that includes all sampled species of the subg.
Aculeiferum, species of the subg. Phyllodineae, and those of the
tribe Ingeae and genus Acaciella. The ages of these groups are
listed in Table 3.

3.1.4. Subgenus Phyllodineae

Subgenus Phyllodineae was resolved as monophyletic, corre-
sponding to clade S, although it was represented by only 12 spe-
cies - a small sample size considering its estimated size of 1045
species (Miller and Bayer, 2003; Lewis et al., 2005). Its crown age
was estimated as 3.33+1.32 My (Figs. 1 and 2 and Table 3).
These species are nested within clade R, including six species
of the sampled Ingeae, and a single species of Acaciella (A.
chamelensis). This clade has an estimated age of 6.66 + 2.07 My
(Figs. 1 and 2 and Table 3).

3.1.5. Genus Acaciella

The seven studied species of this genus belong to two clades.
Six of them form a monophyletic group (clade Q) with Calliandra
houstoniana var. anomala as their closest relative (clade P). These
Acaciella species had an estimated age of 4.67 + 1.82 My (Figs. 1
and 2 and Table 3). As mentioned above, Acaciella chamelensis
nested separately with six of the seven species of Ingeae, includ-
ing Acacia subgenus Phyllodineae; thus, Acaciella is established as
paraphyletic.

3.1.6. Tribe Ingeae

Tribe Ingeae was represented by seven genera, which belonged
to two clades. Six of them, Albizia kalkora, Faidherbia albida, Havar-
dia pallens, Inga edulis, Lysiloma divaricatum, and Pithecellobium dul-
ce clustered in clade R, including also Acaciella chamelensis and the
12 species of subgenus Phyllodineae (Figs. 1 and 2). The seventh
species of Ingeae, Calliandra houstoniana var. anomala was nested
together with six species of Acaciella (P in Figs. 1 and 2). The ages of
these groups are listed in Table 3.

3.1.7. Tribe Mimoseae

Tribe Mimoseae was represented by four species, whereas Pros-
opis juliflora and P. laevigata were selected as outgroup taxa (clade
A, Fig. 1). Mimosa similis and Piptadenia viridiflora were grouped to-
gether as a basally branching sub-clade of 9.97 + 3.02 My (clade N,
Figs. 1 and 2 and Table 3), as the sister group of this clade that in-
cludes species in the subgenera Aculeiferum (including the four
species of the A. coulteri group, or Mariosousa), Phyllodineae, tribe
Ingeae as well as the species of the genus Acaciella.

3.1.8. Diversification rates in the mimosoids

In order to test the idea that the specialized mutualism between
the ants and Acacia may have increased the diversification rates of
both mutualistic species, as suggested for Yucca (see Smith et al.,
2008), we estimated the diversification rates of monophyletic
groups within the studied mimosoids, using estimates of the total
number of extant species of groups.

The total rate for subgenus Acacia was 0.341 sp/My (consider-
ing a total of 161 species); 0.321 sp/My for all subgenus Acacia
from the New World (53 species) and 0.395 sp/My for its sister
group from the Old World (73 species). Considering the informal
groups from the New World, the prediction of high diversification
rate due to the specialized mutualism holds, as the highest rate
was found in the myrmecophilous group, clade L, with a rate of
0.496 sp/My (15 species) in contrast to the 0.424 sp/My for its
sister group, the A. macracantha group (7 species). The second
highest rate was obtained by the A. acuifera group, with a rate
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Fig. 1. Bayesian consensus tree of Acacia and selected relatives, inferred from the three chloroplast data (matK, psaB-rps14 and trnL-trnF). The letters indicate the groups
discussed in the text. Thicker horizontal lines represent branches supported by posterior probabilities of 0.90-1.00. Dashed lines represent branches supported by posterior

probabilities of equal or above 0.50.

of 0.457 sp/My (12 species). The A. constricta group has the lowest
rate among the groups of the New World, its rate is of 0.201 sp/

Piptadenia viridiflora Mimoseae

subg. Phyllodineae

My (11 species) (Table 5). The diversification rate of the Neotrop-
ical myrmecophilous, A. macracantha, and A. acuifera groups are
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higher than the rates of the other New World groups (F=30.72;

P = 4, o = 0.05) = 0.0000).

It is important to remark that subgenus Phyllodineae has the

highest diversification rate of all sampled groups, 2.087 sp/My
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Table 5

Diversification rates of groups of both mimosoids and ants. The number of species is
the total for each group, and the second is the number of species included (in
parenthesis).

Clade Number of Diversification
species rates
Mimosoids
C Subgenus Acacia 161 (27) 0.341
D Subgenus Acacia Old World 73 (5) 0.395
G Subgenus Acacia New World 53 (22) 0.321
H Acacia constricta group 5(3) 0.201
1 Acacia farnesiana group 11 (4) 0.378
K Acacia macracantha group 7 (3) 0.424
L Myrmecophilous group 15 (10) 0.496
M Acacia acuifera group 12 (2) 0.457
Q Genus Acaciella 14° (6) 0.563
S Subgenus Phyllodineae 1045 (12) 2.087
Ants
C Genus Pseudomyrmex 200 (39) 0.264
E Pseudomyrmex tenuis group 4 (4) 0.147
H Pseudomyrmex subtilissimus group 4(2) 0.410
I Pseudomyrmex gracilis group 31 (3) 0.913
J Pseudomyrmex sericeus group 15 (3) 0.984
N Pseudomyrmex ferrugineus group 10 (8) 0.502
P Pseudomyrmex pallidus group 27 (4) 1.136
S Pseudomyrmex oculatus group 11 (2) 0.911

@ Acaciella comprises 15 species, but for the analysis only 14 species were con-
sidered, since it proved to be a non-monophyletic group (see Figs. 1 and 2) and thus,
the diversification rate was obtained from the monophyletic clade of six species.

(1045 species), whereas the Acaciella genus, for which we consider
only 14 species (since A. chamelensis grouped within the tribe In-
geae) has an intermediate rate of 0.563 sp/My (Table 5).

3.2. Ants

The four species of the P. ferrugineus group sampled were col-
lected fresh, amplified and sequenced without any problem for
two nuclear regions. We used a matrix of 43 taxa, 39 of them were
obtained from GenBank (Table 2). The models with best fit to the
data were K80+G for wingless and TVM+G for long-wavelength
rhodopsine.

3.2.1. Phylogeny and divergence times

The phylogeny estimated for the set of 43 taxa, using a concat-
enated matrix of 980 sites and a Bayesian approach, including
branch lengths is shown in Fig. 3. The tree with estimated ages is
shown in Fig. 4. In general, posterior probabilities associated to
clades are high, except for the node shared by the P. ferrugineus,
P. pallidus and P. viduus (in part) groups and that of the P. tenuis
group (Fig. 3).

3.2.2. Pseudomyrmex

The data resolved a monophyletic Pseudomyrmex (clade C) with
an estimated age of 20.0 My (Figs. 3 and 4) and with two primary
lineages (clades D, F; Figs. 3 and 4). Six major clades are nested in
clade F with an estimated age of 17.18 + 1.23 My (Figs. 3 and 4 and
Table 4). From the nine morphological groups suggested by Ward
(1989), the Pseudomyrmex pallens group (clades G, L) and P. viduus
group (clades K, Q, T) were non-monophyletic. Conversely, the
groups of P. ferrugineus (clade N), P. gracilis (clade I), P. oculatus
(clade S), P. pallidus (clade P), P. sericeus (clade ]), P. subtilissimus
(clade H) and P. tenuis (clade E) were monophyletic (Figs. 3 and
4). The ages for these groups are listed in Table 4.

In particular, we analyzed eight of ten species of the P. ferrugin-
eus group. As stated above, this is a monophyletic group supported
by a high posterior probability of 0.90 and an estimated age of
4.58 +0.82 My (clade N, Figs. 3 and 4 and Table 4). The sister group
of this clade is P. haytianus, a species endemic to Haiti. The time of

divergence between the P. ferrugineus group and P. haytianus is
6.68 + 1.07 My (clade M, Figs. 3 and 4 and Table 4).

3.2.3. Myrcidris and Tetraponera

Myrcidris epicharis was found to be an early diverging branch,
which is sister to genus Pseudomyrmex. The age of this divergence
is estimated as 40.78 + 5.51 My (clade B, Figs. 3 and 4 and Table 4).
Tetraponera, represented by three species T. aethiops, T. pilosa and T.
rufonigra, is monophyletic and is the sister lineage to Myrcidris plus
Pseudomyrmex (clade A, Figs. 3 and 4 and Table 4). The divergence
age for the New and Old World lineages was 95.80 + 10.82 My
(clade A/, Fig. 4 and Table 4).

3.2.4. Diversification rates in Pseudomyrmex

The diversification rates for the sampled species was estimated
as 0.264 sp/My (200 species). The diversification rates of the seven
monophyletic groups are shown in Table 5. The highest rate was
for the P. pallidus group with 1.136 sp/My (27 species), whereas
the lowest rate was found for the P. tenuis group with 0.147 sp/
My (4 species). The mutualistic swollen-thorn acacia ants of the
P. ferrugineus group with a total of 10 species, had an intermediate
diversification rate of 0.502 sp/My.

3.2.5. Acacia and Pseudomyrmex dates of origin

Subgenus Acacia, (clade C, Fig. 1) was originated 14.88 + 1.98 My,
and has an estimated diversification rate of 0.341 sp/My. Particu-
larly, the New World species belonging to this subgenus (clade
G, Fig. 1) have an age of 12.34 +2.25 My and a diversification rate
of 0.321 sp/My. The Pseudomyrmex genus with a similar age, in gen-
eral has a slightly lower diversification rate, 0.264 sp/My. Con-
versely, the origin of the myrmecophilous specialized Acacia (clade
L, Fig. 1) was 5.44 + 1.93 My, while our estimate for the clade of
the associated ants (N, Fig. 3) is similar, 4.58 + 0.82 My. Also, the
diversification rates are similar, 0.496 sp/My for the ant-acacias,
and 0.502 sp/My for the acacia-ants. Whereas the diversification
rate of myrmecophilous Acacia is the highest within subgenus Aca-
cia, the diversification rate of ants associated with the Acacia is mod-
erate compared to the rest of the Pseudomyrmex genus (Table 5).

Nevertheless, there is not a one to one pattern of specialization, as
we show inFig. 5, derived from our data and data from the literature. It
is clear that each ant species could be associated to several Acacia spe-
cies, and that each species of Acacia could be exploited by several
Pseudomyrmex ants. In this sense, it is important to note that swol-
len-thorn acacias with major geographical distributions such as
A. collinsii, A. cornigera and A. hindsii are inhabited by a large number
of P. ferrugineus group ants. Also, the acacia-ants that have a greater
distribution are associated to many swollen-thorn acacias, such as
P. ferrugineus and P. peperi. On the contrary, species with restricted
distributions in both taxa have fewer associate species. These patterns
correspond in general terms to a “highly nested matrix” of mutualistic
networks (sensu Bascompte et al., 2003), in which the specialist spe-
cies (either of acacia or ants) mainly interact with a proper subset of
those species interacting with the more generalist species.

4. Discussion
4.1. Acacia-Pseudomyrmex mutualism

The Acacia-Pseudomyrmex symbiosis has been often cited as an
example of a co-evolutionary relationship since Janzen (1966). The
reciprocal adaptations between myrmecophilous acacias and its
mutualistic ants reinforce the co-evolutionary proposal, due to
the fact that these ants nest exclusively in the domatia of myrme-
cophilous acacias. Likewise, the chemical composition of the bel-
tian bodies and extra floral nectar are specific for the resident
ants (Heil et al., 2004, 2005). The beltian bodies contain 10 amino-
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Fig. 3. Bayesian tree of maximum a posteriori (MAP) topology of Pseudomyrmecinae ants inferred from the two nuclear data (long-wavelength rhodopsine and wingless). The
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lines represent branches supported by posterior probabilities of 0.90-1.00. Dashed lines represent branches supported by posterior probabilities of equal or above 0.60.

acids and oily acids, like linoleic and linolelic acids, which are
essential for the growth and normal development of insects in gen-
eral (Heil et al., 2004). Also, the lack of sucrose in extrafloral nectar
confers an advantage to the resident ants which lack invertasa, the
enzyme responsible of sucrose hydrolysis (Heil et al., 2004; Kautz
et al., 2009).

At the macroevolution level, the ages of divergence obtained here
for both the Neotropical myrmecophilous acacias (5.44 + 1.93 My)
and the P. ferrugineus group (4.58 + 0.82 My) support this co-evolu-
tion proposal and provide an estimate of the time of origin of the
mutualistic relationship among Acacia and Pseudomyrmex. This
mutualistic relationship could be situated between the late Miocene
and the early Pliocene (clade L in Fig. 2; clade N in Fig. 4). The
phylogenetic relationship between the P. ferrugineus group and
P. haytianus, an endemic species from Haiti, suggests a historical con-
nection between the Greater Antilles and Mesoamerica. This biogeo-

graphical pattern has been previously reported for some Caribbean
insects (Liebherr, 1988). Based on this evidence, as well as on the
presence of Pseudomyrmex in Dominican amber (the result of a radi-
ation from Mesoamerica to the Antilles, Ward, 1992), our results
suggest that Mesoamerica is the centre of diversification of the
mutualistic association between Pseudomyrmex and Acacia, with
an eventual diversification northwards into Mexico, mostly along
both coasts up to the Tropic of Cancer (Janzen, 1966; Rico-Arce,
2007). The highest diversity of species in both P. ferrugineus group
as well as the myrmecophilous Acacia resides in Mexico. This expan-
sion was perhaps assisted by bird dispersal (Janzen, 1966, 1969).
Janzen (1974: p. 12) as mentioned above suggested a polyphy-
letic origin of the American myrmecophilous Acacia species. Specif-
ically, he suggested that mutualism might have evolved more than
once, or that some non-myrmecophilous species became myrme-
cophilous by hybridization. In contrast, the present study finds
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all sampled Neotropical myrmecophilous species forming a mono-
phyletic group, with a diversification age corresponding to the late
Miocene (L in Figs. 1 and 2 and Table 3). The clade includes a sub-
clade formed by A. cedilloi, A. collinsii, A. globulifera, A. hindsii and
A. hirtipes (L' in Figs. 1 and 2 and Table 3), which lack any distinct
morphological synapomorphies, and the species share no habitat
preference. Of the ten analyzed Neotropical myrmecophilous
species, A. chiapensis and A. globulifera have globose capitate
inflorescences, while the rest have spicate inflorescences. Their
preferred habitat is mesic forests, although A. chiapensis, A. collinsii,
A. hindsii and A. sphaerocephala grow also in seasonally dry forests,
with A. hindsii being the most widely distributed species of the
group (Rico-Arce, 2003).

It is worth mentioning that the Neotropical myrmecophilous
acacias and the A. macracantha groups are closely related by com-
mon ancestry dated at 6.92+2.49My (] in Figs. 1 and 2 and

Table 3). As suggested by Clarke et al. (2000), this is supported
by the presence of large leaves that emerge from long shoots;
which are produced by plants inhabiting mesic forests. In our opin-
ion, this may be related more with the diversification and presence
of numerous types of extrafloral nectaries shared by all myrme-
cophilous species. Another possible morphological synapomorphy
are the modified floral bracts which are peltate in the American
myrmecophilous group. Additionally, it is important to note that
A. pennatula (A. macracantha group) secretes extrafloral nectar only
at the end of the dry season. At this time, the acacias are associated
with the Brachymyrmex obscurior (Formicidae). However, in this
case the ants obtained their food from the extrafloral nectar but
they did not protect the plants from the herbivorous (Moya-Ray-
goza, 2005).

With regard to the relationships of the African myrmecophilous
species, A. drepanolobium, A. luederitzii and A. seyal were not estab-
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lished as sister species, suggesting that myrmecophylia was
derived or lost at least twice in the Old World. The divergence ages
for the nodes in which these species were nested are 5.00 + 2.44
and 7.08 £ 3.11 My, respectively, which suggests that myrmeco-
phylia in Africa occurred slightly earlier than in the Neotropics
(E, Fin Figs. 1 and 2 and Table 3). The African species do not have
the great diversity and abundance of extrafloral nectaries as found
in the Neotropical species. However, floral peltate bracts are pres-
ent both in A. seyal myrmecophylous and in the non-myrmecophy-
lous A. karroo. Could it be that the latter species represents the
ancestral radiation of myrmecophylia in Africa? A. karroo has great
variation on stipular thorns, and recently groups of ants have been
observed on their thorns (Lubertazzi, 2002). A better understand-
ing concerning the latter is still pending.

On the other hand, it is generally accepted that reciprocal selec-
tion results in congruent phylogenies between insects and plants
(Johnson and Clayton, 2004; Weiblen and Bush, 2002), but in par-
ticular for mutualistic systems, host changes are more probable
than cospeciation because they involved species that commonly
differ with the species which with they interact (Brouat et al.,
2004; Davidson and McKey, 1993). The comparison of the phylog-
enies obtained for the Neotropical myrmecophilous acacias and its
mutualistic ants reveals the absence of a phylogenetic congruence,
which is probably the consequence of a recurrent change of ant
hosts, depending on its geographic availability (Fig. 5). This sce-
nario is similar to that found for other ant-plant mutualisms like
in Azteca (Formicidae)-Ceropia (Urticaceae) (Ayala et al., 1996);
Crematogaster (Myrmicinae)-Macaranga (Euphorbiaceae) (Feldhaar
et al., 2003; Quek et al., 2004) and Petalomyrmex (Formicinae)-Leo-
nardoxa (Leguminosae) (Chenuil and McKey, 1996). Nevertheless,
the co-evolution of these systems probably follows a geographical
mosaic in which the populations differ in their characteristics and
specializations with respect to the species with which they interact
(Thompson, 2005).

4.2. Diversification rates

Rates of diversification have been recently used to understand
the evolution of biological diversity, allowing the identification of

groups with exceptional high diversification rates, for example,
the Cicadaceae genus Kikihia (0.54 sp/My; Marshall et al., 2008),
the South African Aizoaceae (0.77-1.75 sp/My; Klack et al., 2004),
the Hawaiian silversword (Asteraceae) (0.56 +0.17 sp/My; Bald-
win and Sanderson, 1998) and the essentially Mexican genus Agave
(Agavaceae) (0.51+0.06 sp/My; Good-Avila et al, 2006).
Malcomber (2002) suggested that in the genus Gaertnera (Rubia-
ceae) the high diversification rate (0.717-0.832 sp/My) is corre-
lated with a change in corolla morphology. Likewise, for the
Neotropical genera Costus (Costaceae) and Lupinus (Leguminosae)
with values of diversification rates, 0.6-2.6 and 2.49-3.72 sp/My,
respectively, are the result of recent radiations (Hughes and East-
wood, 2006; Kay et al., 2005). Congruent with these, the diversifi-
cation rate obtained here for the genus Acaciella is high (0.563 sp/
My; Table 5) and similar to the one of the genus Inga (Legumino-
sae) (0.5 sp/My, calculated from data in Richardson et al., 2001a),
both Neotropical genera of recent origin. In contrast, the diversifi-
cation rate for the whole subgenus Acacia is relatively low
(0.341 sp/My; Table 5), as well as for the New World clade
(0.321 sp/My; Table 5); whereas in the clade of the Old World spe-
cies the rate of diversification increases (0.395 sp/My; Table 5).
Within the groups in subgenus Acacia, we found that the diver-
sification rates increase as the distribution of the species ap-
proaches to the wet tropics, that is, the lowest diversification
rate corresponds to the A. constricta group (0.201 sp/My; Table 5)
which is distributed mainly in dry environments. For the A. farne-
siana and A. macracantha groups diversification rates are slightly
higher (0.378 sp/My and 0.424 sp/My, respectively; Table 5) which
are similar to those obtained for species of the Old World. In con-
trast, the highest diversification rates correspond to the A. acuifera
(0.457 sp/My; Table 5), and the Neotropical myrmecophilous
groups (0.496 sp/My; Table 5), both comprising species distributed
mainly in wet tropical regions, usually at low altitude. The trend of
finding the highest diversification rates in the wet tropics has also
been reported for Angiosperms in general as well as for animals
such as the passerine birds and butterflies (Cardillo, 1999; Cardillo
et al., 2005; Janson and Davies, 2008). For the Neotropical myrme-
cophilous acacias, its high value might be also due to the mutual-
istic association with the ants of the P. ferrugineus group, which
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may have induce adaptative morphological features such as prolif-
eration of extrafloral nectaries on the leaves and the unique pres-
ence of high-energetic beltian bodies at the tip of leaflets.
Moreover, physiological adaptations such as the secretion of nectar
without sucrose by these nectaries have been suggested as an
adaptation that prevents not useful mutualistic visitors to the plant
(Heil et al., 2005).

Subgenus Phyllodineae presents the highest diversification rate
found in this study, being 2.087 sp/My (Table 5). This subgenus
comprises 1045 species distributed mainly in Australia and it has
been suggested that this high species number could be the out-
come of aridification occuring in that continent 10-7 My (Bowman
and Yeates, 2006). Following this proposal, its highest diversifica-
tion rate could be the result of speciation in response to aridifica-
tion. Similarly to the diversification rates of Agave (Agavaceae)
with 0.51 +0.06 sp/My (Good-Avila et al., 2006), Ehrharta (Poa-
ceae) with 0.87-4.18 sp/My (Verboom et al., 2003), Phylica
(Rhamnaceae) with 0.626 sp/My (calculated from data in Richard-
son et al., 2001b), and Yucca (Agavaceae) with 0.33 + 0.06 sp/My
(Smith et al., 2008), all correlated with this aridification process.

Conversely, the diversification rates of insects vary from 0.048
to 0.068 sp/My in Coleoptera (Hunt et al., 2007) to 4.17 sp/My in
Laupala (Gryllidae), a Hawaiian cricket genus which has the highest
rate recorded for the arthropods, where differences in sexual
behavior has been suggested as the forces that driven speciation
(Mendelson and Shaw, 2005). Remarkably, for Pheidole (Formici-
dae), the most speciose ant genus (1100 species), Moreau (2008)
assessed a divergence age of 58.4-61.2 My, with a diversification
rate of 0.108-0.103 sp/My.

In our study, the overall diversification rates obtained for the
Neotropical genus Pseudomyrmex is 0.264 p/My (Table 5), higher
than the one reported for Pheidole. Of the seven morphological
groups of Pseudomyrmex, only the P. tenuis group (0.147 sp/My;
Table 5) has a low diversification rate, the lowest found so far for
this genus. In contrast, P. gracilis group (0.913 sp/My; Table 5), P.
oculatus group (0.911 sp/My; Table 5), P. pallidus group (1.136 sp/
My; Table 5) and the P. sericeus group (0.984 sp/My; Table 5) have
very high diversification rates. The P. subtilissimus and P. ferrugin-
eus groups have lower diversification rates than the latter groups,
corresponding to 0.410sp/My and 0.502 sp/My, respectively
(Table 5). Conceivably this lower diversification rate in the P. ferru-
gineus group is in part due to its obligatory mutualism with the
Neotropical myrmecophilous acacias. Based on this, we consider
that the obligatory Neotropical mutualism Acacia-Pseudomyrmex
has had a major cost on the P. ferrugineus group which has a lower
diversification rate and whose species have to developed physio-
logical modifications (Kautz et al., 2009). Nevertheless, overall,
the Pseudomyrmex genus is characterized by arboreal ants, in
which many species nest in branches or dead leaves among differ-
ent plant families, principally in plants of Leguminosae, although
the species of the P. sericeus group have been related with plants
of other families such as Boraginaceae, Lauraceae and Polygona-
ceae. These have offer new habitats for colonization, and in conse-
quence, the highest diversification rates obtained in this study
might be due to the association of these groups of ants with a
broader number of plant species.

4.3. Systematics and phylogeny of Acacia

The tribes Acacieae, Ingeae and Mimoseae belong to the sub-
family Mimosoideae (Lewis et al., 2005). Acacia sensu lato flowers
have numerous free stamens; whereas members of the tribe In-
geae are traditionally defined by its flowers with numerous sta-
mens united into a tube, contrasting with those taxa of tribe
Mimoseae which present ten or less free stamens per flower. A
generally accepted hypothesis considers that Acacieae and Ingeae

were derived with respect to the Mimoseae, and phylogenetic
analyses have shown that the tribe Ingeae is paraphyletic with re-
spect to the Acacieae (Brown et al., 2008; Chappill and Maslin,
1995; Luckow et al., 2003; Miller and Bayer, 2000, 2001; Robin-
son and Harris, 2000). Our results confirm that tribes Acacieae
and Ingeae as traditionally circumscribed are not monophyletic
(Figs. 1 and 2).

In this study, we consider Acacia as a single genus comprising
three subgenera, subg. Acacia, subg. Aculeiferum, and subg. Phyllod-
ineae. Subgenus Acacia comprises 161 species with pantropical dis-
tribution; previous molecular studies have shown that this
subgenus is monophyletic (Brown et al., 2008; Luckow et al,
2003; Miller and Bayer, 2000, 2001, 2003; Robinson and Harris,
2000). Our analyses supports the monophyly of subgenus Acacia
and suggest a time of origin at 14.88 + 1.98 My (clade C, Figs. 1
and 2 and Table 3). The monophyly of this subgenus is supported
by the following morphological features: stipular spines, but not
scattered prickles; pollen grains grouped into 16-32-grained poly-
ads with a columellate exine, and the presence of extrafloral nectar-
ies in their leaves. It seems likely that all these characters were
probably acquired only once during the evolution of this taxon. It
has been suggested that the New World species of subgenus Acacia
resulted from a separate radiation from that of Old World species
(Guinet and Vassal, 1978; Miller and Bayer, 2003). Our results sup-
port this hypothesis and establish two well resolved clades: one
containing the New World species and the other the Old World spe-
cies, with estimated ages of 10.85+2.97 and 12.34+2.25 My,
respectively (clades D, G, Figs. 1 and 2 and Table 3). Several authors
have attempted to classify species from both lineages into different
morphological groups. Although groupings of Old World species
have not been convincing (Ross, 1979), species in the New World
lineage have been placed into seven different informal groups, all
supported by small morphological differences: A. acuifera (Clarke
and Seigler, 1991; Clarke et al., 2009); A. constricta (Clarke et al.,
1990); A. choriophylla (Clarke et al., 1989); A. farnesiana (Clarke
et al,, 1989); A. macracantha (Seigler and Ebinger, 1988); A. rigidula
(Lee et al., 1989), and the myrmecophilous Acacia species (Janzen,
1974). In the present analysis species of five of these seven informal
groups were studied (A. acuifera, A. constricta, A. farnesiana, A. mac-
racantha and myrmecophilous species), and all were supported as
monophyletic (Figs. 1 and 2).

The A. constricta group was resolved as the basally branching
lineage within the American clade (H in Figs. 1 and 2 and Table
3). This is congruent with Miller and Bayer (2001, 2003). Four spe-
cies representing the A. farnesiana group are monophyletic (clade I,
Figs. 1 and 2 and Table 3). This group traditionally comprises 11
species, in earlier analyses its members have been also resolved
as monophyletic (Clarke et al., 2000; Luckow et al., 2003; Miller
and Bayer, 2001). Although more recent analyses in which African
species were included and nuclear markers were used, the A. farne-
siana group has proved to be non-monophyletic (Brown et al.,
2008; Miller and Bayer, 2003).

The phylogenetic position of the A. constricta and A. farnesiana
groups suggest that the origin of the subgenus Acacia in the New
World was in the drylands, which are the predilect habitats of
these groups of species. Congruent with this, both groups origi-
nated in the Miocene (clades H, I, Figs. 1 and 2 and Table 3). This
is supported by the existence of related fossils dated from the mid-
dle Miocene to the Pliocene (Graham, 1991), a period in which arid
environments increased as a result of global warming (Zachos
et al., 2001). Also consistent with the increase in arid environments
is the divergence age of the A. acuifera clade (M in Figs. 1 and 2 and
Table 3) which includes 12 species, all inhabitants of arid regions in
the Caribbean region (Clarke and Seigler, 1991; Clarke et al., 2009).
However, only two species of the A. acuifera group were analyzed
in this study (A. anegadensis and A. roigii).
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With respect to the A. macracantha group, only two species
were analyzed by Miller and Bayer (2001, 2003) and three in our
study, in both the A. macracantha group was resolved as monophy-
letic. In contrast, Clarke et al. (2000), who included four species of
this group, found this group to be non-monophyletic. The resulting
divergence age placed the origin of this group in the Pliocene (clade
K, Figs. 1 and 2 and Table 3). The habitat preference of all species in
the A. macracantha group is mesic forests, oak forests, seasonally
dry forests, and dry scrub.

The subgenus Aculeiferum is pantropical, including 207 species.
This group has been found to be non-monophyletic (Clarke et al.,
2000; Luckow et al., 2003; Miller and Bayer, 2000, 2003; Miller
et al., 2003; Robinson and Harris, 2000; Seigler et al., 2006). The
present study is congruent with these findings, where A. visco
was established as not related to the rest of the species of this sub-
genus (clades O, T, Figs. 1 and 2 and Table 3). Luckow et al. (2003)
proposed three evolutionary lineages within subgenus Aculeiferum:
Acacia subg. Aculeiferum s. str., A. subg. Aculeiferum sect. Filicinae,
and the Acacia coulteri group. Our results resolved that different
species of A. subg. Aculeiferum s. str. lineage positioned in different
sub-clades, although the majority of them derived from a node sit-
uated at 8.06 + 2.38 My (clade T, Figs. 1 and 2 and Table 3). The old-
est lineage includes A. berlandieri, A. reniformis, A. gaumeri, and
A. picachensis with an estimated age in the Miocene (clade W, Figs.
1 and 2 and Table 3). These species are inhabitants of dry and sea-
sonally dry forests, similar habitats to those are preferred by the
subgenus Acacia. This suggests that diversification of Aculeiferum
s. str. in the New World could correspond with the Middle Miocene
drylands of Mexico and Central America (clades O, T, Figs. 1 and 2
and Table 3).

Moreover Seigler et al. (2006) have considered that species of
the A. coulteri group (13 species) are sufficiently distinct to be for-
malized into a new genus, Mariosousa Seigler and Ebinger. These
species are characterized by having spicate inflorescences, lack of
prickles and different eophyll sequence during seedling develop-
ment within the rest of the subgenus Aculeiferum. Based on mor-
phological characters, the group was considered as monophyletic
by Jawad et al. (2000). In the current study, four of the 13 species
were included and these were resolved as paraphyletic (clade U,
Figs. 1 and 2 and Table 3).

The section Filicinae, which recently was reinstated as Acaciella
Britton and Rose (1928) by Rico-Arce and Bachman (2006), com-
prises 15 Neotropical species. This genus has been supported by
molecular and morphological analyses. Morphological synapomor-
phies of Acaciella are lack of prickles and spines, lack of extrafloral
nectaries, and 8-grained polyads with a particular characteristic
tectum (Rico-Arce and Bachman, 2006). The monophyly of Acaciella
is congruent with earlier studies (Clarke et al., 2000; Luckow et al.,
2003; Robinson and Harris, 2000). However in the present study A.
chamelensis, a species not previously included in any previous
molecular analyses, remarkably does not grouped with the other
species of the genus Acaciella. This species is nested within the
clade representing the tribe Ingeae including the subgenus Phyllod-
ineae (clade R, Figs. 1 and 2 and Table 3). The other six species of
Acaciella were found to be monophyletic, with a divergence age
in the Pliocene (clade Q, Figs. 1 and 2 and Table 3). C. houstoniana
var. anomala is sister to these six species (clade P, Figs. 1 and 2 and
Table 3). Predominantly Acaciella species inhabit Quercus-Pinus for-
ests and to a lesser extent seasonally dry forests.

The subgenus Phyllodineae with c. 1045 species is largely con-
fined to Australia, with fewer than 20 species outside this conti-
nent, mainly with a Pacific islands distribution (Lewis et al.,
2005; Miller and Bayer, 2003; Vassal, 1972). Previous molecular
studies showed that Phyllodineae is a monophyletic subgenus, clo-
sely related to tribe Ingeae (Ariati et al., 2006; Brown et al., 2006;
Miller and Bayer, 2001; Miller et al., 2003; Murphy et al., 2000,

2003; Robinson and Harris, 2000). Our study included 12 species
that grouped together and show a close relationship with species
of the tribe Ingeae as well as with Acaciella chamelensis (clade S,
Figs. 1 and 2 and Table 3).

4.4. Systematics and phylogeny of Pseudomyrmex

The subfamily Pseudomyrmecinae includes the Paleotropical
genus Tetraponera with c. 100 species and two Neotropical genera:
Myrcidris (2 species with scattered distributions in Brazil and Guy-
ana) and Pseudomyrmex with ca. 200 species (Ward and Downie,
2005). On previous morphological analysis, Myrcidris established
sister to the clade formed by Pseudomyrmex + Tetraponera (Ward,
1991). In contrast, molecular evidence have placed Tetraponera as
a sister group of Myrcidris + Pseudomyrmex (Ward and Downie,
2005). This latter hypothesis is congruent with the present study,
placing Tetraponera species sister group to a clade grouping Myr-
cidris and Pseudomyrmex species (Figs. 3 and 4).

Ward and Downie (2005) have emphasized the importance of
establishing the divergence age between the Paleotropical and
Neotropical lineages of Pseudomyrmecinae. In an earlier study
(Ward and Brady, 2003), considering only one species of Pseudo-
myrmex (P. gracilis) and one species of Tetraponera (T. rufonigra)
an age of 54 My was estimated for this divergence. This estimated
age does not support a role of a Gondwana vicariance. Contrasting-
ly in our analysis, the estimated age of the node representing the
separation of the Paleotropical (Tetraponera) from the Neotropical
genera (Myrcidris + Pseudomyrmex) is of 95.80 + 10.82 Ma (clade
A, Fig. 4), corresponding to the lower Cretaceous. This age is sim-
ilar to the divergence age (~100 My) given by Brady (2003) for
African and South American soldier ants, and is consistent with
the ages proposed by Goldblatt (1993; 84-106 My), McLoughlin
(2001; 90-100My) and particularly by Pitman et al. (1993;
95 My) for the separation of South America from Africa.

Regarding to the nine morphological groups of Pseudomyrmex
proposed by Ward (1989), seven of them (P. ferrugineus, P. gracilis,
P. oculatus, P. pallidus, P. sericeus, P. tenuissimus and P. tenuis) were
supported by phylogenetic analyses based on morphological and
molecular data (Ward and Downie, 2005). However, the P. viduus
group that was monophyletic on a previous morphological analysis
(Ward, 1999) was not so on a more recent molecular analysis
(Ward and Downie, 2005). In addition, the P. pallens group was
unresolved (Ward and Downie, 2005). In contrast to Ward and
Downie’s (2005) study, in our study the 39 sampled species of c.
200 species of Pseudomyrmex established as a monophyletic group
(clade C; Figs. 3 and 4), with two basal and well-supported lineages
(clades D, F), albeit based on a smaller number of species: clade D
comprising a still unassigned species, P. filiformis sister to species
of the P. tenuis group and clade F representing a combination of
ant generalists and all ant-plant mutualists, with most of the rec-
ognized species groups by Ward (1989; Figs. 3 and 4). Our study
did not include morphological characters which could account
for the differences between these two lineages. Character 121 from
Ward and Downie’s study (2005) was argued by these authors to
be shared only by species of this basal group of Pseudomyrmex
(clade D), and we should argue than character 87 based on Ward
and Downie (2005) should also need to be examined as a possible
synapomorphy. In clade F, only the P. pallens and the P. viduus
groups are found to be non-monophyletic. Within clade F, the P.
ferrugineus group was found to be monophyletic, and sister to
one of the still unassigned species, P. haytianus (clade L; Figs. 3
and 4). This relationship was also found by Kautz et al. (2009),
and possibly should be taken into consideration in the future
delimitation of this group. It is worth mention that Ward (1993)
pointed out that males of the P. ferrugineus group and P. haytianus
present similar diagnostic combination of character states. Other
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unassigned species in Ward’s (1989) informal groups classification
such as P. oki, here sister taxon of the P. pallidus group should be
worth of investigating. In addition, interesting to notice is the close
relationship among the P. sericeus and P. gracilis groups (clades I, J;
Figs. 3 and 4). P. gracilis and P. nigropilosus of the latter group have
been reported as presenting a parasitic association with Neotropi-
cal swollen-thorn acacias (Kautz et al., 2009).

Even though that the sampling in several of the groups analyzed
was limited, it is clear the monophyly of subgenus Acacia and with-
in the New World that of the myrmecophilous Acacia group. In
addition, to the monophyly of the genus Pseudomyrmex and of
the associated acacia-ants P. ferrugineus group. The estimated ages
of both groups show their fairly recent formation and specializa-
tion, and illustrates the possible role of ant-plant mutualism in
the divergence and speciation in the obligate-myrmecophilous or
swollen-thorn acacias.
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