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1. Resumen

Los insectos eusociales muestran una division reproductiva del trabajo en la que uno o mas
individuos se reproducen, mientras que otros denominados obreras son estériles y realizan
diversas tareas como el cuidado de las larvas, la defensa del nido y la busqueda de alimento
(forrajeo). Los mecanismos que subyacen al mantenimiento de la division de castas han
sido mayormente estudiados por diferencias fisioldgicas y transcriptomicas y en varios

tejidos desde el cerebro hasta los cuerpos grasos.

La hormona juvenil (JH) juega un papel importante en la diferenciacion de castas, tanto en
su desarrollo como en la conducta. La JH se sintetiza en los corpora allata (CA) en la etapa
temprana de cada estadio larvario y funciona como una hormona anti metamorfica para
mantener el crecimiento de las larvas de insectos y evitar que las larvas experimenten una
transicion de desarrollo. En algunas especies de hormigas como Camponotus floridanus y
Harpegnathos saltator se ha documentado que los niveles de JH varian en funcion de la
division de trabajo. Las hormigas obreras forrajeras exhiben niveles mas altos de JH
mientras que las obreras cuidadoras del nido muestran niveles relativamente mas bajos
comparadas con las forrajeras. Para comprobar estas observaciones medimos de forma
indirecta los niveles de JH en el cerebro mediante la cuantificacion de expresion relativa de
la enzima Jhepox, la cual es la encargada de llevar a cabo la dltima reaccidn de la sintesis
de JH, ademas analizamos la expresion de los genes Vgl y Vg2 vinculados con el potencial

reproductivo y mas recientemente con la division del trabajo.

Por otro lado, los mecanismos reguladores epigenéticos juegan un papel importante en la
plasticidad fenotipica de los insectos sociales, sin embargo, han sido poco explorados. Las
modificaciones postraduccionales de histonas (hPTM) se han asociado con las diferencias
en la conducta y divisién de trabajo de hormigas obreras maduras y jévenes. En la hormiga
carpintera C. floridanus, Simola y colaboradores (2013) describieron que la acetilacién de

la histona 3 lisina 27 (H3K27ac) puede afectar la diferenciacion de castas.

En este proyecto, estudiamos a la hormiga Pogonomyrmex barbatus para investigar las
diferencias en los niveles de intensidad de fluorescencia de H3K27ac en los CA y la

expresion relativa de los genes Vg1, Vg2 y Jhepox en los cerebros de distintas castas.
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2. Introduccién

2.1 La organizacion social compleja en el reino animal.

Los animales de una misma especie tienen distintas interacciones entre ellos, dependiendo
de la complejidad y la frecuencia de las interacciones se pueden diferenciar animales
solitarios y animales sociales. Generalmente en los animales sociales las interacciones
entre los individuos de la poblacién van mas alla de la reproduccion y el cuidado parental
por parte de los adultos (Alexander, 1974). La organizacion social se puede definir como un
grupo de individuos de la misma especie organizados de manera cooperativa para lograr
un fin comun, donde conviven individuos de distintas generaciones y hay algun tipo de
cuidado parental (Wilson, 2000; 2005).

La organizacion social se presenta con distintos grados de complejidad, por ello se han
propuesto categorias para medir los niveles de las sociedades complejas. La clasificacion
esta basada en la presencia o ausencia de cuidado parental, division de tareas y traslape
de generaciones. Con base en estas caracteristicas se postulan las siguientes categorias:

sub-, quasi-, semi-, para-, pre- y eu-social (Wilson, 2000).

La subsocialidad es el nivel de organizacion menos derivado, consiste en grupos que
muestran conductas de aprovisionamiento progresivo (la base evolutiva del cuidado
parental); los organismos semisociales presentan cuidado parental, division de tareas y
especializacion de una casta reproductiva. Estas dos categorias son importantes porque
marcan avances claros en el grado de complejidad social (Linksvayer, 2010). La
eusocialidad es el maximo nivel de organizacion social y se define como el cuidado
cooperativo de las crias que nacen de individuos reproductivos, pero son cuidados por
individuos no reproductivos con generaciones superpuestas dentro de una colonia (Wilson,
1971; Yan et al, 2014). El grupo mas representativo que presenta eusocialdad es el de los
insectos eusociales, caracterizado principalmente por himendpteros (abejas, avispas y
hormigas) e isOpteros (termitas) (Wilson y Hoélldobler, 2005). También existen otros
animales no insectos que también presentan eusocialidad por ejemplo el mamifero

Heterocephalus glaber (Burda et al., 2000).

El proceso de establecimiento de la eusocialidad en un determinado grupo taxonémico
inicia con la construccién y formacién de un nido, el nido se establece si se alcanza un nivel

de cohesion suficiente para que los individuos se reconozcan y protejan entre ellos mismos.
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A medida que los niveles se vuelven socialmente mas complejos, mas caracteristicas
eusociales son obtenidas, a esto se le conoce como “peldafios de una escalera evolutiva”
(Rehan y Thoth, 2015). Cuando se establece un nido, como segunda etapa puede surgir la
division de tareas que es fundamental para la eusocialidad. La division de labores aparece
cuando algunos miembros de la colonia realizan un trabajo y no comienzan otro hasta
terminar el que tiene en progreso. Los otros miembros evitan realizar esa tarea y se
encargan de otras tareas disponibles, esta sefial se propaga rapidamente entre el nido
hasta que se establece de forma definitiva la division de tareas. Si todo lo anterior causa un
beneficio que supera los costos dentro del nido procede la tercera fase evolutiva que es el
origen de alelos eusociales y con ello el establecimiento de la eusocialidad en un taxén
(Nowak et al, 2010).

La eusocialidad es poco frecuente en los insectos porque solo esta presente en 15 familias
de las aproximadamente 2600 descritas (Wilson y Holldobler, 2005). Sin embargo, la
eusocialidad y los comportamientos altruistas ponen en ventaja a las hormigas sobre las
especies solitarias, esto se puede observar en el dominio de habitats. Las hormigas
generalmente ocupan los habitats mas estables y centrales, mientras que las especies
solitarias suelen encontrarse en las areas periféricas del mismo habitat (H6lldobler y Wilson,
1990). Parte fundamental del éxito ecolégico de las hormigas es la divisién de castas, esta
caracteristica les otorga una gran ventaja porque, las hace resistentes a depredadores, al
defenderse mediante estrategias organizadas y conseguir alimento se vuelve menos
riesgoso al utilizar individuos de una sola casta para esa tarea, mientras que los otros

individuos estan a salvo dentro del nido (Wilson, 1971).

Las castas se dividen en una casta reproductiva (reina) y una estéril (obreras) (Holldobler y
Wilson, 1990). Dichas castas presentan diferencias en la morfologia, esperanza de vida y
comportamiento (Wheeler, 1986). La diferenciacion de castas esté influenciada por distintos
factores como presiones ambientales, cambios en la dieta durante los estadios larvales y
en menor medida por factores genéticos, sin embargo, esto no es una regla ya que en
algunas especies de hormigas se ha observado la diferenciacion de castas por

determinacién genética (Helms y Keller, 2003).

2.2 Regulacion endocrinay mecanismos epigenéticos de la plasticidad fenotipica.

La mayoria de las hormigas presenta polifenismos, es decir que generan castas

(organismos con distintos fenotipos) a partir del mismo genoma (Simpson et al., 2011) por
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un proceso de plasticidad fenotipica. Los polifenismos surgen en respuesta a distintos
factores como estimulos ambientales y variaciones en la dieta. Los insectos al estar
expuestos a estos cambios activan mecanismos de regulacién hormonal que, a su vez,
estan asociados con la regulacion epigenética de la expresion génica (Evans y Wheeler,
2001).

2.2.1 Regulacion endocrina: Hormona juvenil y los corpora allata.

En las hormigas los estimulos ambientales son percibidos desde la etapa larvaria y esto
puede determinar el fenotipo de un individuo adulto. Las distintas castas fenotipicas o
polifenismos surgen por la regulacién del sistema endocrino de los insectos sociales. La
hormona juvenil (JH) es una de las principales hormonas relacionadas con la conducta en
insectos. Esta hormona se ha estudiado desde hace décadas con la finalidad de entender
la regulaciéon de los mecanismos endocrinos asociados a distintos procesos fisioldgicos,
como la reproduccion, la diapausa y la determinaciéon de castas (Rachinsky y Hartfelder,
1990; Robinson y Vargo 1997; Norman y Huges, 2016).

La JH fue descubierta en 1934 por Vince Wigglesworth en la chinche Rhodnius prolixus,
esta hormona inicialmente se describié como un factor que prevenia la metamorfosis de las
ninfas a estadios adultos, posteriormente se demostré que era necesaria para la
maduracién de los huevos (Wigglesworth, 1934; 1936). En 1967 se obtuvo el primer
homologo de JH y posteriormente su estructura quimica (Rdller et al., 1967). A partir de
extractos lipidicos de la polilla de Hyalophora cecropia, Réller y su grupo de trabajo (1967)
pudieron obtener por primera vez la estructura sesquiterpenoide (2E,6E,10-cis)-10,11-
epoxy-7-ethyl-3,11-dimethyl-2,6-tridecadienoate, caracteristica de este grupo de hormonas.
Este homdlogo de JH es nombrado JH |, ya que fue el primero en ser descubierto (Roller et
al., 1967; Riddiford, 2008).

Todos los homélogos de JH son sintetizados y secretados hacia la hemolinfa a partir de un
par de glandulas endocrinas llamadas corpora allata (CA) las cuales son de origen
ectodérmico y surgen en las primeras etapas del desarrollo embrionario. Inicialmente
surgen como agregados celulares formando pliegues entre la regién mandibular y maxilar.
Conforme el organismo se desarrolla, las CA migran dorsalmente hasta asociarse con los
sacos celémicos de las antenas. La ruta final de migracion es variada pero finalmente, en
la mayoria de 6rdenes de insectos se ubican en posicion laterodorsal al esofago en la region

posterior de la cabeza y quedan asociadas junto con elementos del sistema nervioso
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estomatogastrico como el corpora cardiaca (CC) y el ganglio hipocerebral. En la mayoria
de los insectos los CA se conectan con nervios del cerebro y el ganglio subesofagico. La
forma comun de las glandulas es ovoide o redonda pero también pueden ser delgadas y
alargadas. Eltamafio de las CA es muy variable entre las especies e incluso dentro de ellas,
asi mismo se han detectado diferencias marcadas entre sexos y entre individuos de
distintas edades (Tobe y Stay,1985).

Los CA pueden producir cualquier forma de JH, sin embargo, algunos tipos son especificos
de ciertos Ordenes de insectos, por ejemplo, la JH 0 y la 4-metil-JH son exclusivas de
lepidépteros (Riddiford, 2008). Lo que diferencia a los homdlogos entre si son sus
caracteristicas quimicas y fisiolégicas y con base en esto existen ocho formas de hormonas
juveniles (figura 1) (Gilbert, 2011).

La JH 1l es el homélogo que tiene mayor presencia en los insectos y por ello es uno de los
mas estudiados. JH Il fue descrita por primera vez en la oruga de Manduca sexta y aislado
a partir de los CA. Este homologo se diferencia de los demas por su estructura del esqueleto
de carbono y los grupos funcionales que posee, en el C3, C7 y C11 posee grupos metilo y
un solo carbono quiral C10. Sin embargo, conserva la geometria de 2E,6E, los analisis
estereoquimicos han arrojado que en la naturaleza la molécula se presenta con
configuracion espacial 10R la cual es la misma configuracion que posee JH I. (Goodman y
Cusson, 2012). Mediante ensayos de cromatografia de gases y espectrometria de masas
se ha confirmado que en Pogonomyrmex JH Il es el homdlogo primario de JH en la especie

P. californicus (Dolezal et al., 2009).
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Figura 1. Estructura quimica de los homélogos de JH, todos comparten la estructura

sesquiterpenoide (Tomado y modificado de Riddiford, 2020)

2.2.2 Sintesis de la hormona juvenil.

La ruta de sintesis consta de 13 reacciones enzimaticas. La sintesis de JH inicia de la
misma forma que la via de sintesis del colesterol (aunque los insectos han perdido la
capacidad de sintetizar colesterol). Ambas inician con dos moléculas de acetil coenzima A
(acetil-CoA), la cual se reduce através de una serie de reacciones enzimaticas hasta formar
5-pirofosfomevalonato (5-PPM). A pesar de que hasta este punto la via del mevalonato
(MVAP) se comparte entre insectos y vertebrados, se especula que los mecanismos
reguladores de la via difieren entre ambos grupos. Las reacciones posteriores se comparten
hasta el punto de inflexién que es el pirofosfato de farnesilo (FPP), a partir de esa molécula
se puede sintetizar colesterol y JH por lo tanto la via tiene dos ramificaciones. En insectos,
una vez que se formd el FPP una pirofosfatasa lo hidroliza para formar farnesol,
posteriormente interviene una oxidasa que forma farnesal, este se oxida por una

deshidrogenasa para formar acido farnesoico (FA) (figura 2) (Bellés et al., 2005).
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Figura 2. Diagrama de la via del MVAP con la ramificacion del colesterol y JH, se muestran sus
productos y enzimas intermediarias, se inicia con dos moléculas de Acetil-CoA que se reduce en

diversos compuestos isoprenoides hasta finalizar con JH (Tomado de Bellés et al, 2005).

Como la mayoria de las rutas metabdlicas presenta variaciones en ella dependiendo del
orden del insecto y el tipo de JH que se sintetice (DeFelipe et al., 2011). Una de estas
variantes se encuentra en lepidopteros en los primeros pasos de la via donde se sustituye
el propionil-CoA por un acetil-CoA (Goodman y Cusson, 2012). Otra variacion en la ruta es
en el orden de las dos Ultimas reacciones, en general estas reacciones consisten en una
metilacién seguida de una epoxidacion, sin embargo, en ortépteros la esterificacién del FA
ocurre antes de la epoxidacion, lo antes mencionado resulta de interés porque pone en
debate la importancia de los Ultimos pasos de la reaccion para formar un producto de JH

especifico (DeFelipe et al., 2011).

2.2.3 La hormona juvenil y otras moléculas relacionadas con la diferenciacion de
castas.

En el apartado anterior describimos la ruta de sintesis de JH y vimos que en ella hay méas
de una enzima y productos implicados. La JH no es codificada por un gen, por ello, los
intermediarios involucrados en su sintesis han tomado relevancia para estudiar los
mecanismos moleculares que involucran la regulacion de la sefializacion por JH. Tal es el
caso de la Ultima enzima de la ruta de sintesis de JH, la metil farnesoato epoxidasa (MFE)
que es utilizada para medir de forma indirecta los niveles de JH en un determinado tejido
(Sheng et al, 2008; Cardoso-Junior et al., 2017). Dicha enzima fue descrita por primera vez
en la cucaracha Diploptera punctata y es codificada por el gen CYP15A1 perteneciente a la
superfamilia de genes citocromo P450. Esta enzima se encarga de catalizar la reaccion de
conversién de metil farseonato (MF) a JH con una alta tasa de estereoselectividad lo que le
impide metabolizar otros compuestos similares al MF como el farnesol y el acido farnesaéico.
La MFE se expresa especificamente en los CA en el momento de maxima produccion de
JH. Esta presente en todos los insectos excepto en lepidopteros y actia de manera

especifica con el MF (Helvig, et al., 2004; Daimon y Shinoda, 2013).

En el género de hormigas Pogonomyrmex la MFE se ha identificado (o al menos la que
cataliza la ultima reaccion de la sintesis de JH) bajo el nombre de JHEPOX (Smith et al.,
2011). El estudio de los niveles de expresion de la dltima enzima de la sintesis de JH no

solo se ha empleado en hormigas si no también en otros himendpteros como son las abejas
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M. scutellaris donde se corrobora que la enzima se expresa de forma exclusiva en las CA
y ademas se sustenta que los niveles de transcripcion de la mfe estan correlacionados de
manera proporcional con los titulos de JH en hemolinfa. Por lo tanto, medir la expresion de
esta enzima es una buena aproximacién para conocer los niveles de JH (Helvig et al., 2004;
Cardoso-Junior et al., 2017).

La funcién descrita de la JH es diversa, regula aspectos fisioldgicos, reproductivos y
conductuales, incluidos el desarrollo embrionario, produccién de feromonas, cortejo,
maduracion sexual, cuidados parentales, cuidados aloparentales, agresion y la division del
trabajo (Robinson y Vargo, 1997; Norman y Hughes, 2016).

En hormigas se ha asociado JH con la conducta de forrajeo, generalmente las obreras que
desempenfan esta tarea suelen tener niveles mas elevados de JH que las que llevan a cabo
otro tipo de tareas como cuidados parentales o defensa. Esto se puede observar en
diversas especies, en C. floridanus las hormigas minors, que realizan mas tareas de
cuidado presentan niveles mas altos de JH respecto a los niveles de las majors que realizan
tareas de defensa (Simola et al, 2013; 2016). En las hormigas obreras de Harpegnathos
saltator se ha observado algo similar, las obreras que realizan la busqueda de alimento
presentan mayor cantidad de JH en hemolinfa que las obreras que estan dentro del nido
(Penick et al, 2011). Particularmente resulta de nuestro interés lo reportado para P.
californicus, para esta especie los cambios en los niveles de JH estdn asociados con la
edad y la transicién de la division de labores de mantenimiento del nido al forrajeo (Dolezal
et al., 2012).

La JH interactda con otras moléculas y vias de sefializacién como es la via de TOR (por
sus siglas en inglés Target of rapamycin), la vitelogenina (Vg) y el receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR), en conjunto estas moléculas regulan el crecimiento y la
diferenciacion de tejido en insectos sociales (Corona et al., 2016). En cuanto a la Vg. Su
funcién principal y mas conocida es en la reproduccién y el desarrollo ovarico en insectos
hembra. Debido a que esta molécula interactta dentro de la red de regulacién endocrina de
la conducta en insectos sociales, se ha investigado mas sobre su papel mas alla del
contexto de la reproduccion (Corona et al., 2016). En abejas obreras de A. mellifera la Vg
se relaciona de manera inversa con la JH, a medida que los niveles de Vg disminuyen el
comportamiento de forrajeo y la sintesis de JH aumentan (Guidugli et al., 2005). Con base

en estas observaciones se ha propuesto que la Vg pudiera ser parte de los mecanismos

Pagina | 13



gue controlan la conducta de forrajeo en insectos sociales que presentan castas obreras
estériles (Bloch et al., 2002) co mo en el caso de P. barbatus (Khila y Abouheif, 2010).

Uno de los hallazgos que dio pauta a estudiar la Vg es que se ha reportado que los genomas
de distintas especies de hormigas albergan mas de un gen de Vg (Smith et al., 2011; Wurum
et al., 2011). Esto hace ideales a las hormigas para estudiar las posibles funciones de la Vg
sobre la regulacién de la conducta, ya que se ha propuesto que las copias han perdido la
funcion principal y han adquirido una subfuncionalizacion que hasta ahora es desconocida.
En el caso particular de P. barbatus se han identificado dos copias de vitelogenina Vgl y
Vg2 y se ha sugerido que, en esta especie, la Vg2 posiblemente ha adquirido funciones

reguladoras en la conducta (Corona et al., 2013).

2.2.4 Mecanismos epigenéticos de la diferenciacién de castas.

El término epigenética fue empleado por primera vez por el biélogo Conrad H. Waddington
en 1942, este surgié al combinar las palabras genética y epigénesis mientras estudiaba el
desarrollo embrionario. Definié el concepto como cambios en el fenotipo conservando el
genotipo, con esto se establecieron las bases de una nueva disciplina que combinaba la
embriologia y la genética. Actualmente la epigenética se define como la ciencia que estudia
la herencia de los rasgos fenotipicos causados por cambios en la expresion de genes sin
alterar la secuencia de nucleétidos, asi como la activacién o represion de genes que se da

por alteraciones quimicas que acttan sobre la estructura de la cromatina (Ospelt, 2022).

Los mecanismos epigenéticos son reguladores clave de la determinacion de castas en
insectos sociales. Las principales alteraciones relacionadas con la regulacién de la
conducta en insectos incluyen la metilacién del DNA, la remodelacion de la cromatina, los
ARN no codificantes y las modificaciones postraduccionales de histonas (hPTM) (Bonasio
et al, 2010).

En el nucleo eucarionte la cromatina se encuentra conformada por nucleosomas (Cutter y
Hayes, 2015). Los nucleosomas son la unidad béasica de la cromatina, estas estructuras
se encuentran formadas por aproximadamente 145 pares de bases de DNA
superenrolladas alrededor de un octamero de histonas conformados por dos copias de cada
una de las histonas medulares conocidas como H2A, H2B, H3 y H4 (Turner, 1993). Las
proteinas histonas son altamente basicas y poseen dominios amino y carboxilo terminales

los cuales son objetivos para modificaciones postraduccionales de histonas (hPTM) ya que

Pagina | 14



son regiones que quedan expuestas fuera del nucleosoma y estan propensas a ser
modificadas por enzimas (figura 3 A), en los que se agregan grupos funcionales como metilo
o0 acetilo, que posteriormente son reconocidos por proteinas efectoras que pueden estimular

o reprimir la transcripcion (Taverna et al., 2007).

La distribucién y la densidad de los nucleosomas a lo largo del DNA pueden afectar la
accesibilidad de la cromatina a la maquinaria transcripcional y, en consecuencia, los niveles
de expresion génica. La cromatina se puede presentar en dos estados, de forma laxa que
se le denomina eucromatina y permite el reconocimiento y ensamblaje con otras proteinas
o de forma condensada que se le conoce como heterocromatina, este estado se considera
transcripcionalmente inactivo debido a la poca interaccion con otras proteinas (Grunstein,
1997)
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Figura 3. a) Estructura de un nucleosoma formado por el tetramero H3,-H4, y dos dimeros H2A-H2B,
los extremos amino de las histonas se proyectan fuera del ntcleo del nucleosoma (H2A se muestra
en amarillo, H2B en violeta, H3 en azul y H4 en verde). b) Estructura cristalina del nucleosoma en
interaccién con el octamero de histonas. c) Extremo amino de la histona H3 humana con los primeros
30 aminoacidos que la componen, se muestran algunas de las marcas epigenéticas mas comunes

y sus posibles sitios de union (Tomado de Leveson y Sweatt, 2005).
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Los estudios de los mecanismos epigenéticos involucrados en la conducta social se han
enfocado principalmente en el andlisis de proteinas nucleares que producen alteraciones
en la cromatina y a modificaciones postraduccionales de las histonas (hPTMs) (Chittka et
al., 2012; Levenson y Sweatt, 2005). Estas modificaciones incluyen distintas marcas
guimicas, las principales son la acetilacién, la metilacion, la fosforilacion (figura 3 C) y la
butirilacion de las histonas (Bannister y Kouzarides, 2011). Aunque existen otras
modificaciones éstas son las de mayor importancia en el estudio del comportamiento social
en insectos debido a que, en organismos como A. mellifera, se ha reportado que son las
mas abundantes y algunas desempefian funciones moduladoras de la conducta (Yan et al.,
2014).

La acetilacion se produce por enzimas histona acetiltransferasas (HAT) que actian sobre
residuos de lisina en las histonas, transfiriendo un grupo acetilo desde una molécula de
acetil-CoA. Este mecanismo altera la actividad génica, de manera directa cambiando la
estructura de la cromatina o de manera indirecta estableciendo una superficie de unién para

el reclutamiento de proteinas efectoras. (Berger, 1999).

La marca epigenética que resulta interesante para este trabajo es la acetilacion de H3 en
la lisina 27 (H3K27ac), el motivo por el cual se eligio fue por tres principales razones: 1) El
auge de los insectos sociales como modelo de estudio para entender la epigenética de la
conducta ha causado que hasta hace unos afios atras se estudien marcas de metilacién de
histonas y metilaciéon de DNA, dejando a las otras modificaciones de histonas con mayor
sesgo (Chittka et al., 2012; Yan et al., 2014). 2) Se sabe que la H3K27ac es caracteristica
de los enhancers y promotores activos que determinan el andamiaje de los factores de
transcripcion que regulan la expresion génica tanto en vertebrados, mamiferos (Creyghton
et al., 2010) e insectos (Tie et al., 2009) y finalmente 3) Estudios desarrollados en hormigas
han propuesto a esta marca como posible regulador de las funciones cerebrales que
modulan los cambios en el comportamiento y la identidad de casta (Simola et al., 2013;
Glastad et al., 2019). A continuacion, se describen con mayor detalle los puntos

mencionados:

Se ha documentado que modificaciones ligadas con la transcripcion activa como H3K27ac,
se presentan con mayor frecuencia en eucariontes menos complejos, como en
Tetrahymena thermophila que es un ciliado unicelular, sin embargo, desde los eucariontes
menos complejos hasta los mas complejos, la mayoria de lisinas en la histona H3 tienden

a estar metiladas o acetiladas, el grado de modificacion dependera del organismo en
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concreto, se pueden encontrar marcas como H3K9ac y H3K27ac ligadas con la
transcripcién activa, mientras que en mamiferos hay una mayor abundancia de marcas
asociadas con el silenciamiento de genes y en caso de que se presente H3K27ac se asocia
con promotores activos de transcripcion (Garcia et al., 2006; Wang et al., 2008). En
mamiferos se ha reportado que H3K27ac es necesaria para reclutar a la ARN polimerasa

[l en una amplia variedad de genes (Jin et al., 2011).

Tie y colaboradores estudiaron in vivo e in vitro H3K27ac en Drosophila y demostraron que
la proteina de unién a Creb (CBP, por sus siglas en inglés) es la responsable de la
acetilacion en H3K27 en insectos. Dicha acetilacion junto con la proteina Trithorax (TRX)
mantienen estados transcripcionalmente activos durante el desarrollo y antagonizan el
silenciamiento del grupo de proteinas Polycomb implicados en el silenciamiento epigenético
de genes (Tie et al., 2009).

En la hormiga carpintera de Florida Camponotus floridanus, Simola y colaboradores (2013;
2016) han investigado ampliamente el papel de las hPTMs en la modulacion de la identidad
social de las castas. Han encontrado que los cambios en la estructura de la cromatina entre
las castas de hormigas adultas de dicha especie estdn coordinados entre los tejidos y
modulados por H3K27ac. El trabajo de estos investigadores se ha centrado en entender
como se regulan las diferencias de conducta en la casta obrera de C. floridanus,
particularmente la conducta de forrajeo. En estas hormigas se presentan dos subcastas
obreras: majors y minors, la casta major se dedica principalmente a desempefar tareas de
defensa del nido y patrullaje, mientras que las minors realizan tareas de busqueda de
alimento y forrajeo. En un primer estudio observaron que H3K27ac discrimina genes
expresados diferencialmente entre castas obreras y que los patrones epigenéticos de
cromatina establecidos durante el desarrollo podrian conservarse hasta la edad adulta.
(Simola et al., 2013).

Recientemente lograron demostrar que cambiar la acetilacion de las histonas tenia un fuerte
impacto en los cambios de conducta relacionados con el forrajeo en las hormigas
inyectadas en el cerebro con inhibidores de la acetilacion como lo es el tratamiento con
acido valproico (VPA) y tricostatina A (TSA). Es decir, las obreras con comportamiento de
forrajeo se pueden reprogramar hacia el comportamiento del cuidado del nido y viceversa,

mediante la manipulacion basada en la cromatina (Simola, 2016).
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En otros estudios al investigar mas sobre la reprogramacion de la conducta en C. floridanus
se ha demostrado que esta programacion del comportamiento estd mediada por el co-
represor neuronal COREST (H3K27ac esta asociada con la activacion de CoREST) vy el
factor de unién al ADN tramtrack (ttk) a través de la regulacion de la expresién génica. Con
esta informacién los autores establecen que H3K27ac a través de CoOREST podria funcionar
como un mecanismo de regulacion de JH en el cerebro. En majors induce el forrajeo similar

al de minors al suprimir las enzimas que degradan JH (Glastad et al.,2019).

2.3 Lahormiga roja cosechadora Pogonomyrmex barbatus como modelo de estudio.

Los insectos son los organismos que se han utilizado para desarrollar los principales
estudios sobre la conducta, la diferenciacion morfologica y los mecanismos evolutivos que
actlan para moldear la plasticidad fenotipica. Apis mellifera ha sido la especie eusocial mas
estudiada, de hecho, el primer genoma completo de un insecto social que se pudo

secuenciar es de A. mellifera (Honeybee Genome Sequencing Consortium, 2006).

En este trabajo se utiliz6 a la hormiga cosechadora roja Pogonomyrmex barbatus (Smith,
1858) como modelo de estudio para saber si existen diferencias epigenéticas y de expresion
génica relativa entre castas. Esta especie presenta dos castas femeninas: Reinas y obreras,
la reina genera descendencia en la colonia, por su parte, las obreras realizan distintas
tareas dentro y fuera del nido. En algunas colonias puede haber princesas que son hembras
con capacidad reproductiva pero no estan fecundadas. En vida silvestre las obreras
presentan al menos cinco tipos de tareas: forrajeo, mantenimiento del nido, patrullaje,
trabajo en el basurero y de reunién en pequefios grupos para acicalarse. Las tareas se
realizan en mayor o menor medida con base en las necesidades de la colonia y un mismo
individuo puede encargarse de distintas tareas (no al mismo tiempo) dependiendo de

factores como la hora del dia, edad y disponibilidad de alimento (Gordon, 1986).

En condiciones de laboratorio las hormigas estan expuestas a menos presiones
ambientales, las necesidades de las colonias son distintas y por lo tanto algunas tareas no
son tan frecuentes y es dificil observarlas. Lo que se tiene documentado es que las obreras
mas jovenes realizan tareas de cuidados parentales dentro del nido y conforme son mas
viejas se encargan del forrajeo, a esta particular manera de division de tareas se le conoce
como polietismo de edad (Gordon, 1989), mientras que a la transicion de labores conforme
avanza la edad de una hormiga se le llama maduracién conductual y es lo que genera

subcastas obreras (Figura 4) (Winston, 1991).
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Figura 4. Secuencia de las tareas que realiza una hormiga obrera de P. barbatus silvestre a lo largo
de su vida. De izquierda a derecha: Inicia con el individuo adulto recién eclosionado (callow) hasta
que se vuelve forrajera, la flecha punteada indica que puede darse la transicién de mantenimiento
del nido a forrajera sin necesidad de pasar por patrullera. (Tomada y modificada de Ingram et al.,
2005).

En cuanto a la determinacion de castas algunas poblaciones presentan un sistema de
determinacion genético donde los individuos antes de eclosionar ya poseen un programa
genético para desarrollarse en una casta especifica. Esta determinacién de castas esta
presente en linajes especificos de P. barbatus posiblemente por la hibridaciéon ancestral con
P. rugosus. En estas poblaciones los factores ambientales han perdido influencia sobre la
determinacion en comparacioén de otras especies de hormigas donde el medio es el

principal determinante de la casta (Cahan et al., 2004).

Se sabe que en Pogonomyrmex la determinacion genética de casta no es una regla.
Mediante experimentos de crianza cruzada, se ha reportado que en las reinas los efectos
maternos relacionados con la edad estan fuertemente vinculados a la determinacién de la
casta femenina (Schwander et al., 2008). Respecto a los factores ambientales el tratamiento
de exposicion al frio afecta la sefializacidbn hormonal particularmente la insulina, la hormona
juvenil (JH) y la vitelogenina (Vg). Las reinas al estar expuestas al frio presentan cambios
en la expresion de genes relacionados con estas vias, esto a su vez se relaciona con la
produccién de huevos haciendo que estén predispuestos al desarrollo de nuevas reinas
(Libbrecht et al., 2013).

En la dltima década han aumentado los estudios en P. barbatus, un claro ejemplo es que
se obtuvo el borrador del genoma completo (Smith et al, 2011). Al tener mas conocimiento
sobre la biologia y la conducta de esta especie resulta facil estudiar los distintos
mecanismos que regulan la conducta y por ello se ha elegido como modelo de estudio
(Corona et al, 2013; Dolezal et al, 2009). Adicionalmente, es relativamente sencillo criar
hormigas de esta especie en el laboratorio y dichas hormigas son faciles de manipular

experimentalmente (por ejemplo, hacer disecciones de los diversos tejidos para su estudio),
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en comparacion con hormigas de otras subfamilias, porque presentan un tamafio corporal
grande (Jaffe y Perez, 1989; Holldobler y Wilson, 1990).

3. Justificacion

Las hormigas muestran un diverso repertorio de comportamientos y una organizacion
altamente compleja. Actualmente ya se conocen algunos genes, péptidos y vias de
sefializaciéon que difieren entre castas. Sin embargo, queda por resolver si hay diferencias
en tejidos especificos y en las marcas epigenéticas que se mantienen después del
desarrollo. Especificamente consideramos importante a la marca H3K27ac por su relacién
con la regulacion endocrina y a las glandulas CA por ser las encargadas de secretar JH,
una hormona que esté involucrada en conductas como el forrajeo y a la vez esta relacionada
con otras moléculas importantes para el desarrollo de castas como es el caso de la Vg. Al
existir diferencias en el comportamiento, proponemos que también existen diferencias
epigenéticas en el 6rgano encargado de secretar a la JH, ya que se ha establecido que hay
diferencias en el volumen nuclear de dichas glandulas en insectos sociales (Schumann et
al., 2019).

Dados estos antecedentes, en este trabajo analizamos la acetilaciéon de histonas en los
corpora allata, asi como diferencias en la expresion de genes reguladores de la conducta
como Jhepox y las vitelogeninas entre castas conductuales de hormigas basadas en la
edad, en P. barbatus. Ademas, incluimos muestras de la casta reina en los experimentos
de expresién génica relativa para conocer si Jhepox se expresa en el tejido cerebral de esta
casta y si una de las copias de Vg podria estar implicada en procesos que van mas alla de

la reproduccion.

4. Pregunta de investigacién

¢, Cudles son los niveles de intensidad de fluorescencia de H3K27ac en los corpora allata y
cuales son los niveles de expresion relativa de los genes Vgl, Vg2 y Jhepox en muestras

de tejido de cabezas de castas jovenes y viejas de hormigas adultas de P. barbatus?

5. Hipotesis

La intensidad de H3K27ac serd mayor en los corpora allata en obreras viejas que realizan

las tareas de forrajeo en la colonia en comparacién con obreras jovenes que realizan tareas
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de cuidado y mantenimiento del nido. La expresion relativa de Jhepox serd mayor en
obreras viejas, que son mas propensas a forrajear en comparacion con obreras jévenes
que realizan mas tareas de cuidado. La expresion relativa de Vgl sera mayor en reinas que
en obreras ya que este gen esté asociado con la reproduccién. Por su parte Vg2 sera mayor
en obreras jévenes que realizan tareas dentro del nido respecto a obreras viejas que tienden

a forrajear.

6. Objetivos

Objetivo general:

Cuantificar y comparar la intensidad de fluorescencia de H3K27ac entre castas, en los
corpora allata de P. barbatus. Cuantificar y comparar la expresion relativa de los genes Vg1,
Vg2 y Jhepox en muestras de RNA extraidas de cabezas de reinas y obreras de diferentes

edades y castas conductuales de P. barbatus.
Objetivos particulares:

1) Cuantificar los niveles de H3K27ac entre castas y obreras de distintas edades en
los nucleos de las glandulas CA.

2) Realizar una descripciéon anatémica del nimero de nucleos y el volumen de las
células que conforman las glandulas corpora allata de cada casta.

3) Cuantificar y comparar la expresion relativa de los genes Vgl, Vg2 y Jhepox en

cabezas completas de reinas y obreras de diferentes edades de P. barbatus.

7. Materiales y métodos

7.1 Obtencion y cuidados de las hormigas.

Las hormigas se obtuvieron a partir de colonias disponibles en el Laboratorio de Hormigas
y Plasticidad Fenotipica del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM. Las
colonias se mantuvieron en cajas de plastico con tubos de agua colocadas en incubadora
a 29°C y una humedad relativa de 85%, se alimentaron de forma semanal con una mezcla

de semillas, larvas disecadas y una mezcla de leche con miel.

Las cajas se limpiaban cada vez que fuera necesario, dicha limpieza consistia en retirar los

restos de comida y hormigas muertas del basurero, limpiar los tubos de agua y cambiar el
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algodon de succion. En caso de observar presencia de acaros se mudaba la colonia
completa a una caja nueva y se aislaba de las colonias libres de acaros hasta dejar de

observar la presencia de éstos.

7.2 Disecciones de hormigas.

Las disecciones se realizaron en hormigas obreras, las cuales se clasificaron en dos
grupos, viejas y jovenes. La clasificacion se hizo con base en el comportamiento, color y
dureza de la cuticula, las hormigas que se encontraban dentro de los tubos de ensayo con
las pupas y presentaban cuticulas mas claras y blandas se consideraron como jovenes. Por
su parte, las hormigas que se encontraban fuera de los tubos de ensayo realizando tareas
de limpieza o acarreo de semillas y presentaban cuticula obscura y rigida pertenecieron al

grupo de hormigas viejas.

Para iniciar la diseccion las hormigas se anestesiaron en hielo por 5 minutos,
posteriormente se colocaron en tubos eppendorf con etanol al 96%, durante 5 minutos, para
eliminar los hidrocarburos cuticulares. Después de esto se realiz6 la diseccion con ayuda
de un microscopio estereoscopico. Los organismos se colocaron en un plato de diseccion
con solucion PBS 1x, se sujet6 a las hormigas del térax con pinzas blandas de punta roma
y se realizé un corte en cada una de las mandibulas para poder retirar la cuticula que rodea
la cabeza, posteriormente se extirpd el cerebro. Una vez realizada la extraccion del tejido

se puso en solucién de paraformaldehido (PFA) 4% para fijar el tejido.

7.3 Inmunofluorescencia.

Las tinciones se realizaron en cerebros completos de hormigas en etapa adulta de tres
colonias independientes, las tres colonias utilizadas tenian reina, larvas y pupas que habian
sido criadas bajo las mismas condiciones de humedad y temperatura. Asi mismo se usaron
tres reinas independientes de las colonias de las cuales se tomaron obreras. Se utilizaron
los anticuerpos policlonales anti-H3K27ac (primario) y donkey anti-rabbit Alexa Fluor 488
(secundario) (Invitrogen) que permiten la deteccion de H3K27ac, siguiendo el protocolo de

inmunotincién descrito en (Chandra et al., 2018).

Para realizar las inmunotinciones, en los tejidos previamente obtenidos vy fijados, se utilizo
el protocolo desarrollado por el laboratorio de hormigas y plasticidad fenotipica. El protocolo

consiste en la realizacion de 3 lavados con PBS-Triton al 0.5% durante 15 minutos a
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temperatura ambiente. A continuacién, se realizd el bloqueo en una solucion PBS-Triton
0.5% y BSA 4% durante 30 minutos. Una vez realizado el bloqueo, los tejidos se incubaron
en el anticuerpo primario dirigido a H3K27ac diluido en PBS-Triton 0.5%+BSA 1% con
proporcion de 1:1000 durante 24 horas a 4°C.

Posteriormente se realizaron 3 lavados en PBS-Tween 0.01% para poder incubar en el
anticuerpo secundario (donkey anti-rabbit Alexa Fluor 488) en una proporcién 1:500
combinado con DAPI 1:1000 y faloidina 1:400 diluidos en PBS-Tritén 0.5%. Finalmente,
para montar el tejido se realizaron 5 lavados en PBS 1x durante 10 minutos. Los tejidos se
colocaron con 30 microlitros de medio de montaje (Vectashield) a 4°C. Al dia siguiente se
montaron en un portaobjetos con 20 microlitros de medio de montaje. Después del montaje
las laminillas se dejaron reposar 24 horas a temperatura ambiente y finalmente se sellaron

con una ligera capa de esmalte de ufias.

7.4 Capturay procesamiento de imagenes.

Para cuantificar la sefial de marcadores fluorescentes que ayudan a visualizar marcas
epigenéticas en tejidos especificos se utiliza el procesamiento y analisis de imagenes
digitales. El primer paso es capturar las imagenes de interés, en el area de las ciencias
biolégicas resulta conveniente tomar las imagenes mediante microscopia confocal ya que
ofrece la opcién de capturar imagenes tridimensionales mediante la reconstruccion de
diversas secciones o6pticas con distintas profundidades, esto resulta muy conveniente para
capturar la intensidad de sefial de fluor6foros debido a que la sefal se obtiene a través de

distintos angulos del plano focal (Smith, 2011).

Después de que se han obtenido las imagenes, el siguiente paso es el procesamiento y
andlisis. Para realizar esta tarea se han desarrollado softwares especificos, en este trabajo
utilizamos Fiji, una distribucion de ImageJ de acceso libre que se ha desarrollado con el fin
de estudiar imagenes provenientes de muestras bioldgicas que no se pueden analizar con
programas enfocados a procesar imagenes convencionales (Schindelin et al., 2012). En los
siguientes parrafos describimos la metodologia empleada para capturar nuestras imagenes
y cuantificar los parametros de interés, los resultados obtenidos dependen de este flujo de

trabajo.
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Se utilizd un microscopio confocal Nikon A1R+ STORM, de la unidad de microscopia del
Instituto de investigaciones biomédicas, para observar y capturar las imagenes de las
muestras obtenidas. Por cada laminilla se tomaron imagenes con los aumentos 10x, 20x y
60x. La profundidad de las imagenes con mayor resolucion se determiné de forma
cualitativa, se enfocd la muestra y se capturé desde que aparecia en la pantalla el primer
punto brillante de los nucleos celulares hasta que se dejaba de observar, el promedio de

imégenes que conforman las capturas 3D de todas las castas es de 95 imagenes.

El analisis y procesamiento de las imagenes se realiz6 con el software ImageJ Fiji version
v1.53t. Todas las imagenes utilizadas para los andlisis cuantitativos fueron las de aumento
60x. Para el andlisis nos enfocamos Unicamente en el canal verde que muestra anti-
H3K27ac. El primer paso fue delimitar las regiones de interés (ROI) de forma manual
tomando en cuenta las particulas mayores a 8 micras (valor promedio obtenido
arbitrariamente tras medir 20 de las células de interés). Por imagen se deberian tener dos
ROI debido a que las CA son glandulas pares, sin embargo, en algunas imagenes solo se

obtuvo una ROlI.

Durante la captura de imagenes puede haber variaciones entre la intensidad de
fluorescencia en las muestras al igual que en los valores de profundidad del eje z por lo
cual es necesario tener un método de segmentacion estandar para todas las imagenes
independientemente de la casta o los valores de profundidad, por ello se utilizé el auto
threshold con el método Otsu (Otsu, 1979) que proporciona Fiji. Este método se eligié de
entre los demas ya que en la literatura esta reportado que es un método adecuado para
segmentar imagenes de muestras bioldgicas en el area biomédica (Win y Choomchuay,
2017). Finalmente, para obtener el volumen, la intensidad de fluorescencia y el numero de
nucleos por glandula se utilizé la herramienta de contador de objetos 3D (3D objects
counter) y se seleccionaron solamente los parametros de interés (Figura 5) (Bolte y
Cordeliéres, 2006).
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Figura 5. Diagrama de flujo del andlisis de imagenes de microscopia confocal. a) Delimitacion de
ROI, b) Seleccion del método de umbralizacién Otsu, c) Obtencion de la imagen con la ROl y la
umbralizacién seleccionada, d) Eleccién de parametros a calcular con el plugin 3D OC, e) Tabla de

resultados con los valores calculados.

7.5 Valores cuantitativos obtenidos.

Los datos obtenidos por medio de Fiji fueron volumen (um?), densidad integrada (integrated
density) que es la suma de los valores de los pixeles gue componen un objeto en este caso
un nlcleo y nimero de nucleos detectados por glandula, que es el valor numérico de
observaciones de volumen y densidad integrada, de cada nucleo contabilizado corresponde

un valor de volumen y uno de densidad integrada.

Debido a que en algunas imagenes solo se pudo observar una glandula y no el par como
deberia de ser, de cada individuo se obtuvo la sumatoria del total de los valores obtenidos
y si presentaban ambas glandulas el valor total de la suma se dividié entre dos, en caso de
solo observar una glandula se consideré solo la sumatoria sin aplicar divisién. Esta serie de

pasos se aplicé tanto para volumen, densidad integrada y numero de nucleos.

7.6 Extraccion de RNA y andlisis de expresion génica.

Para tener mas certeza sobre si hay diferencias en las CA entre castas, en particular en la
expresion génica, probamos como se comporta la expresion del gen Jhepox junto con Vgl

y Vg2 que corresponden a los dos paralogos de vitelogenina identificados en P. barbatus y

Pagina | 25



gue se hareportado como se comporta la expresion relativa entre las castas de esta especie
(Corona et al., 2013).

Las extracciones de RNA para obreras se realizaron a partir de cabezas de individuos de
cada casta. Se utilizaron 7 cabezas por casta de obreras para generar pools de tejido, esto
se hizo para 3 colonias independientes. Para la casta reina se utilizé solo un pool de 4
cabezas de reinas. Se utilizo el kit de extraccion RNeasy y la integridad del RNA se
cuantificd6 en nano drop one (Thermo Fisher Scientific). EIl mRNA se cuantific6 mediante
gRT-PCR con el kit Quantinova SYBR Green RT-PCR y el uso del equipo giagquant 96. Se
utilizaron 200 ng de RNA total para cada una de las muestras. Los valores de ct (cycle
threshold) se normalizaron a partir del gen control RP49 correspondiente a la proteina
ribosomal 60s que se ha utilizado como control en otros estudios en la misma especie
(Corona et al., 2013, Libbrecht et al., 2013). Las secuencias de cebadores de RP49, Vgly
Vg2 se obtuvieron a partir de las secuencias reportadas en Corona et al, 2013 y Jhepox de
Libbrecht et al., 2013 (Tabla 1).

Finalmente, los niveles de expresion relativa se cuantificaron mediante el método AACt
(Livak y Schmittgen, 2001). Las comparaciones se hicieron directamente contra el gen
control RP49.

Tabla 1. Cebadores usados para gRT-PCR en direccién 5™-3’

Gen Forward Reverse
RP49 CGATAGATATGACAAACTCAAACGCAAC | GTATTGGCCCTTGAAACGTCTGCG
Jhepox ATACTTCAAGCCGAGTTGGAC AAAGCTTCCGTCATTGGCAAG
Vgl ACAGGACGATGTTGTTTCGGAATTA TCGTCACGGATGATTGAATGGTATAT
Vg2 TCTAATGATGGAGTTCTTTCGAGATCA | ACGGAAGACTGAATAGTGAAGCGTT

7.7 Andlisis estadistico

Todos los analisis se realizaron con Rstudio (http://www.r-project.org/ ). Los datos de

volumen de nucleos e intensidad de fluorescencia entre castas se analizaron mediante
pruebas de ANOVA. Para realizarlas primero probamos si los datos tenian una distribucion
normal con la prueba de Shapiro; los datos de volumen, fluorescencia y nimero de nucleos

presentaron distribuciones normales. Posteriormente se aplico la prueba de Levene para
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verificar la homocedasticidad de las varianzas y finalmente se aplicé la prueba de ANOVA

entre castas.

El analisis estadistico de los valores de expresidn relativa se realizé con una prueba t para
muestras independientes. Primero se verificd la normalidad de los datos y posteriormente
se aplicé la prueba. En este estadistico no se incluy6 al grupo de reinas debido a que no
tuvimos réplicas biologicas de este grupo. Para todas las pruebas se considero significativa

una p < 0.05. Las graficas se realizaron con el paquete ggplot2 de R (Wickham, 2016).

8. Resultados

8.1 H3K27ac esté presente en los corpora allata en las tres castas de hormigas.

Con el objetivo de caracterizar diferencias en la marca de H3K27ac en los CA de distintas
castas morfoldgicas y conductuales de hormigas, realizamos experimentos de
inmunofluorescencia en tejido cerebral completo. Observamos la presencia de H3K27ac en
la mayoria de los nucleos de las células del cerebro, asi como en todos los nucleos
pertenecientes a las glandulas CA. Dicha marca se encuentra presente en las tes castas
analizadas en este trabajo (reinas, obreras jovenes y obreras viejas) (Figura 6). En algunas
de las laminillas generadas encontramos una sola glandula CA, debido a que son glandulas
que facilmente se separan del tejido nervioso al realizar las disecciones. En el caso de las
glandulas de las reinas encontramos unos ndcleos pequefios y con una marca para
H3K27ac muy intensa, rodeando a las glandulas. Dichos ndcleos no fueron observados en

las glandulas de las hormigas obreras (Figura 6 d-f).
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Figura 6. Imagenes capturadas con microscopio confocal de la inmunofluorescencia realizada en las
tres castas de P. barbatus. En color azul se observa DAPI que contratifie los ndcleos, en magenta
faloidina que tifie actinay en verde el anticuerpo que marca la H3K27ac. En el panel superior (a, by
¢) las flechas marcan las CA, en el panel inferior (d, e y f) se muestran las glandulas de cada casta
en magnificacién 60x. El signo de interrogacion en el panel f indica las estructuras tefiidas con anti-
H3K27ac que parecen estar rodeando la periferia de las glandulas y que solo fueron observadas en

reinas.

8.2 Fluorescencia, volumen y cantidad de nucleos.

Con el objetivo de saber si existen diferencias cuantitativas en los niveles de H3K27ac entre
hormigas de distintas castas, realizamos un andlisis de cuantificacion de intensidad de
fluorescencia utilizando el software de Fiji. Al cuantificar la intensidad de fluorescencia (por
nucleo sobre el total de la glandula) de una muestra de imagenes de microscopia confocal
de hormigas obreras jovenes n=9, obreras viejas n=9 y reinas n=3 no encontramos
diferencias significativas para la marca H3K27ac entre obreras jovenes y viejas, asi como

reinas en los nucleos de los CA (Figura 7).
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Figura 7. Gréfica de distribucion de los valores de intensidad de fluorescencia de anti-H3K27ac. Al

aplicar la prueba de ANOVA no se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p=0.073)

Respecto a las mediciones realizadas para conocer el volumen y el nUmero de ndcleos
(Figura 8) que conforman las glandulas CA, no encontramos diferencias en el volumen entre
castas (p=0.095).
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Figura 8. Volumen y nimero de nucleos en las glandulas corpora allata. A) Grafica de distribucion
de los valores obtenidos de volumen. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre castas (ANOVA, p=0.095) (Jévenes n=9, Viejas n=9, Reinas n=3) B) Grafica de distribucion de
los valores obtenidos de nimero de nucleos por glandula. Se observé una tendencia marginalmente
significativa entre castas (ANOVA, p=0.054) seguido de una prueba post hoc de Tukey se observé

diferencia entre jévenes y viejas (p=0.042) (Jévenes n=9, Viejas n=9, Reinas n=3).
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8.3 Expresion génica.

Para probar si existe una relacién entre genes y conductas caracteristicas de las castas
realizamos un analisis cuantitativo de expresion relativa mediante RT-gPCR de los genes
Vg1, Vg2 y Jhepox en cabezas completas de las hormigas. El gen Vg1 esta asociado con
la reproduccion en reinas, el gen Vg2 aun no se conoce exactamente cual es su funcién en
la hormiga P. barbatus y Jhepox que recientemente ha sido objeto de estudio por ser un

posible predictor de los niveles de JH en hemolinfa en insectos sociales.

Los experimentos se realizaron utilizando pools de cada casta (para cada casta obrera 7
individuos y para la reina un solo pool de 3 individuos) de la casta obreras jovenes, obreras
viejas y reinas de las distintas colonias. Para los analisis estadisticos se excluyé el grupo
de la reina ya que no se contaba con repeticiones biol6gicas de la muestra teniendo una

n=1.

La expresion relativa de Jhepox se comporta de forma similar en obreras jovenes y viejas,
obtuvimos dos valores por debajo de la media y un valor por encima de la media. En las
obreras jovenes los valores son menores con respecto a las obreras viejas, pero no

muestran diferencias significativas (p=0.97).
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Figura 9. Expresién relativa de Jhepox. Las hormigas jovenes y viejas muestran un patrén de
expresién similar entre ellas, dos pools estan por debajo de la media y uno esta por arriba de la
media. La casta reina muestra una expresion cercana a cero. Las barras muestran la media y la

desviacion estandar de los datos (Jovenes n=3, Viejas n=3, Reina n=1)
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Expresion Relativa Vg1

En cuanto la expresion de Vgl observamos que las obreras las jovenes muestran una
tendencia de expresion mas alta respecto a las viejas sin embargo las diferencias no son

significativas.

Por su parte el gen Vg2 mostro diferencias de expresion (p=0.024) entre obreras jovenes y
viejas, siendo las obreras viejas las que muestran una mayor expresion. Las reinas no se
incluyeron en este andlisis, sin embargo, en otros estudios esta casta ha mostrado

diferencias significativas respecto a las obreras.

Figura 10. Expresion relativa Vgl y Vg2. A) Gréafica de expresion del gen Vgl. No se observan
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diferencias significativas (ANOVA, p=0.97) (J6évenes n=3, Viejas n=3, Reina n=1). B) Grafica de
expresion del gen Vg2. Se observan diferencias estadisticamente significativas entre hormigas
obreras jovenes y viejas (p=0.024) (J6venes n=3, Viejas n=3, Reina n=1). La casta reina presenta
niveles de expresién mas altos en comparacion a las castas obreras (p=0.066). Las barras muestran

la media y la desviacion estandar de los datos.

9. Discusién

Este trabajo se realiz6 con el fin de comprender méas sobre cémo se regula la conducta de
forrajeo entre castas en insectos sociales. Por una parte, estudiamos los aspectos
hormonales, dentro de ellos las glandulas CA y el gen Jhepox. El otro mecanismo que
estudiamos es la epigenética, especificamente la marca H3K27ac debido a sus
antecedentes como posible modulador de la conducta de forrajeo en hormigas C. floridanus.
Decidimos abordar el estudio de estos dos aspectos de forma integrativa, esto lo hicimos a
través de experimentos de inmunofluorescencia en tejido cerebral y analisis de expresion

génica en cabezas de hormigas.
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El estudio de como influyen los mecanismos epigenéticos en la conducta de hormigas se
ha centrado principalmente en entender si los mecanismos juegan un papel en la
determinacion de castas, poco se sabe sobre si las marcas epigenéticas se mantienen
después del desarrollo 0 cambian sus niveles de enriquecimiento conforme pasa el tiempo
en los organismos adultos, esto es importante para organismos como P. barbatus que
presenta castas basadas en edad; se sabe que esto es una de las caracteristicas de las
hormigas formicoides (grupo al que pertenece este género). En este grupo hay una
marcada diferencia en morfologia, fisiologia y conducta entre reinas y las distintas castas
obreras (Ward, 2014).

Las imagenes capturadas de las inmunotinciones visualmente muestran diferencias de
tincion entre las CA de obreras y reinas. Particularmente en las reinas identificamos un
patron de tincion de puntos verdes que rodean las CA (observado en 2 de 3 imagenes
capturadas) (Figura 6). Esta observacién nos hace pensar que efectivamente existen
diferencias morfologicas en los CA. En insectos sociales se han reportado diferencias en la
composicion estructural de CA en patrticular en la membrana que cubre las glandulas (Van

Laere y Lagasse, 1973).

En este trabajo utilizamos un tamafo de muestra relativamente pequefio para obtener los
datos de fluorescencia comparado con otros estudios que aplican la misma técnica en
hormigas (Bolder et al., 2022), a pesar de esto nos permitio tener una aproximacion de
dénde podrian encontrarse las diferencias. El nimero de nucleos exhibié una tendencia
hacia diferencias significativas, creemos que al aumentar el tamafio de muestra podriamos

encontrar diferencias marcadas.

Con relacién a la intensidad de fluorescencia, se ha reportado que la pérdida de histonas
ocurre durante el envejecimiento (O'sullivan et al., 2010). La reduccién en las histonas
podria impactar en una reduccién de las modificaciones postraduccionales o al menos es
lo que se esperaria. Sin embargo, no encontramos diferencias en la fluorescencia de anti-

H3K27ac. Esto puede deberse a varias razones que se describen a continuacion:

La primera es el flujo de trabajo que utilizamos para el andlisis de imagenes. En este paso
se pueden generar variaciones al momento de obtener las medidas cuantitativas. Se han
propuesto estrategias metodoldgicas para el andlisis de este tipo de experimentos y lo ideal
es analizar las imagenes con aprendizaje automatico (machine learning) (Kan, 2017). El

objetivo principal de este trabajo no fue generar una metodologia automatizada para el
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andlisis de imagenes, pero un objetivo secundario fue hacer una aproximacién a generar
un flujo de trabajo que pueda ser replicable, por esta razon se utilizé6 un método de auto
umbralizacién ya que estos métodos proporcionan la posibilidad de poder aplicarse a otras
imagenes en comparacion con la umbralizacion manual que depende de lo que pueda

observar el investigador (Bolder et al., 2022).

La segunda causa puede deberse como tal a la biologia de la especie. En primer lugar, se
ha descrito que la plasticidad conductual en insectos sociales esté regulada principalmente
por neuromoduladores por ejemplo las aminas biogénicas (Kamhi y Traniello, 2013). Sin
embargo, recientemente se les ha otorgado crédito a los mecanismos epigenéticos por
formar parte en esta plasticidad (Simola et al., 2013; Alvarado et al., 2015 Simola et al.,
2016). Las hormigas que utilizamos estaban en etapa adulta, y posiblemente por esto no
logramos observar diferencias marcadas en la intensidad de fluorescencia de H3K27ac ya
que se ha reportado que las diferencias epigenéticas generalmente estan mas marcadas
durante los estadios larvarios en otras especies de hormiga como C. floridanus (Alvarado
et al., 2015). Es importante mencionar que el objetivo principal de este trabajo fue detectar
diferencias en la intensidad de fluorescencia de la marca epigenética en hormigas adultas
con casta ya establecida, no debe confundirse con saber si H3K27ac influye en la
determinacion de castas ya que este proceso se da durante el desarrollo larvario (Wheeler,
1991).

Otra de las causas puede deberse a que la edad de las hormigas no difiera lo suficiente
para reflejar diferencias en H3K27ac. Una de las caracteristicas del epigenoma es que es
dindmico y cambia con base en la edad y el envejecimiento, por lo que las hormigas al
encontrarse en el mismo rango de edad tendran un epigenoma similar entre ellas (Sen et
al., 2016).

En cuanto al volumen de nucleos, en la abeja M. scutellaris se observé que el volumen
difiere entre obreras recién eclosionadas y reinas recién eclosionadas (Schumann et al.,
2019). Con nuestros resultados no pudimos observar esas diferencias, probablemente por
lo descrito en los péarrafos anteriores, seria interesante investigar si se pueden observar
diferencias al realizar los experimentos con hormigas recién eclosionadas comparandolas
entre distintas colonias. Con estos factores controlados tal vez podria encontrarse
diferencias en el volumen de los CA ya que las hormigas y las abejas regulan la division de
labores de manera similar a pesar de que la sociabilidad en ambos grupos evolucioné de

manera independiente (Anderson, 1984; Corona et al., 2013).
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El nimero de nucleos que componen la CA podria variar entre las castas, incluso dentro de
la misma casta podrian existir variaciones. En la hormiga Pachycondyla striata se han
observado diferencias histoldgicas en la composicion celular entre reinas y obreras, también
se han registrado diferencias en el volumen de los nucleos, los de las reinas suelen ser mas
grandes y tienen una composicion quimica distinta donde predominan los lipidos, aunque
las diferencias en volumen no han sido estadisticamente significativas (Forester y Camargo,
2002). Con esta informacion proponemos que probablemente si existen diferencias en la
composicion celular de las glandulas en P. barbatus. El reto podria estar en saber si estan
lo suficientemente diferenciadas para ser estadisticamente significativas y conocer qué

implicaciones tiene este fendmeno en la regulacién de castas.

La expresion relativa de Jhepox fue homogénea entre las castas, pero sigue el patrén de
expresion esperado, las hormigas viejas presentan mayor expresion en comparacion a las
jévenes (Figura 10), con base en esta observacion se puede proponer que Jhepox predice
los niveles de JH (desconocemos con qué nivel de correlacién) y que JH esta asociada con
la conducta de forrajeo en P. barbatus. Para conocer si hay variaciones en la sintesis de JH
entre castas se podria medir directamente la hormona de la hemolinfa, por ejemplo,
mediante radioinmunoensayo, aunque esto podria significar un gran reto ya que las
metodologias para medir JH son complejas y requieren un mayor esfuerzo de investigacion
(Hartfelder et al., 2013). Las diferencias de expresiéon de Jhepox se han reportado en reinas
de P. rugosus expuestas al tratamiento de exposicién al frio (hibernacién) (Libbrecht et al.,
2013), este tratamiento ha demostrado regular al alza los niveles de expresion de la enzima,
en un futuro podriamos probar si este tratamiento funciona de la misma forma en P.

barbatus.

La ultima posible causa por la cual la expresion fue similar entre castas podria atribuirse a
gue el mMRNA del que se cuantificé la expresion relativa no corresponde a nuestro gen de
interés. Como se menciond anteriormente el genoma de esta especie ya fue secuenciado,
pero no todos los genes se encuentran anotados, por esta razon es que podria ser que los
niveles de expresion que observamos corresponden a otro gen, aunque esto es poco
probable ya que la secuencia fue corroborada mediante BLAST y el resultado arrojado
coincide con el gen methyl farnesoate epoxidase like (lo esperado seria Jhepox) pero esto
podria ser solo una variacion en la nomenclatura del nombre de los genes debido a que el
genoma aun no esta caracterizado por completo y de algunos genes se desconoce su

funcion bioldgica. La mayoria de las hormigas poseen una unica copia del gen que codifica
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para esta enzima y aparte las secuencias codificantes estan bien conservadas en la
filogenia de los insectos por lo cual haber evaluado la expresion de otra enzima seria poco
probable (Daimon y Shinoda, 2013).

Respecto a la expresién los niveles de Vgl y Vg2 obtenidos (Figura 10) siguen el mismo
patron que el reportado por Corona y colaboradores, 2013; Vgl se expresa mas en reinas
que en obreras y Vg2 se expresa mas en obreras viejas que en reinas. En ese trabajo se
midieron niveles de expresion en cuerpo completo, aqui nosotros reportamos que Vgl y
Vg2 se expresan en la cabeza de las hormigas probablemente en el cerebro con patrones
de expresion similares. De forma similar a las marcas epigenéticas, sobre los patrones de
expresion especificos de casta, se ha observado que generalmente estan mas marcados
durante el desarrollo, esto se ha descrito en hormigas que presentan una alta plasticidad
en el fenotipo morfologico y conductual como Solenopsis, aunque es importante resaltar
que también se han observado diferencias en la expresion, principalmente en reinas

maduras comparadas con obreras (Ometto et al., 2011).

Las funciones de ambos genes de Vg aln no se han descrito de manera exacta en
Pogonomyrmex, se piensa que la Vgl esta relacionada con funciones reproductivas dados
los niveles de expresion observados mas altos en reinas y menores en obreras (Corona et
al., 2013). Lo que sabemos de forma general es que la Vg esta asociada con la actividad
de los ovarios en reinas y la esperanza de vida (Corona et al., 2007), en las hormigas esta
informacion necesita ser mas especifica ya que varias especies albergan varias copias de
Vg en su genoma como S. invicta que tiene 4 copias (Wurm et al., 2011). El conocer la
funcion bioldgica de cada uno de estos genes, analizar las similitudes de funcion y expresion
entre especies y conocer los procesos evolutivos que han dado origen a la formacion de
multiples copias ha sido un reto que aun no se ha podido culminar, pero poco a poco se ha
ido descifrando (Corona et al., 2013; Feldmeyer et al., 2014).

En los analisis de expresidn en insectos sociales resulta muy importante la especificidad de
organos Y tejidos debido a la variaciéon morfologica que presentan las castas, en S. invicta
los dos receptores de insulina muestran niveles de expresion distintos en cerebros y ovarios
de individuos adultos (Lu y Pietrantonio, 2011). A. mellifera también presenta este tipo de
variacion ya que se observé que hay cerca de 2000 genes expresados diferencialmente en
el cerebro entre reinas y obreras (Grozinger et al. 2007). En esta misma especie se ha
observado que la edad afecta los niveles de expresion de Vg en cabeza, térax y abdomen

en reinas y obreras (Corona et al., 2007). Con nuestros resultados mostramos que tanto
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Jhepox y ambas vitelogeninas se expresan en la cabeza de reinas y obreras de P. barbatus,
un proximo hallazgo que podria ser relevante es saber si Jnepox se expresa en otros tejidos

y comparar los niveles de expresion.

Al estar relacionada la via de JH, insulina y Vg en el desarrollo y diferenciacién de castas
(Corona et al., 2016) se podria comprender mejor sobre la conducta de estos insectos al
conocer como funcionan estas redes de regulacién una vez que ya se ha definido la casta

y si estas redes tienen relevancia en el mantenimiento e identidad de casta.

10. Conclusiones y perspectivas

Con este trabajo proponemos una forma de andlisis para el estudio de CA mediante el uso
de microscopia confocal en la hormiga P. barbatus. Con base en este flujo de trabajo
nuestros resultados muestran que la intensidad de fluorescencia de la marca epigenética
H3K27ac y el volumen de los nlcleos en los CA, son homogéneos en todas las castas que
analizamos. Sin embargo, revelamos que se pueden identificar tendencias en diferencias

del nimero de nucleos que componen las glandulas CA.

A nivel de expresion de genes encontramos que Vgl se expresa mas en reinas respecto a
obreras y Vg2 se expresa mas en obreras viejas respecto a reinas y obreras joévenes.
Al evaluar la expresion de vitelogenina mostramos que ambas copias de este gen se
expresan en la cabeza de castas de P. barbatus. Esto es relevante ya que estudios
anteriores habian reportado diferencias similares, pero a partir de muestras obtenidas de la
hormiga completa. Asi mismo, reportamos la expresion de Jhepox en ambas castas de
obreras y no encontramos diferencias en los niveles de expresién. Con la informacién
recabada en este trabajo y los resultados obtenidos postulamos que, en esta especie de
hormiga seria interesante continuar estudiando Jhepox para conocer si se puede establecer
como un predictor de los niveles de JH en hemolinfa como se ha observado en otros

insectos eusociales.

Consideramos que un buen método para conocer de manera especifica los niveles de
enriquecimiento de H3K27ac en CA de cada casta se podria analizar mediante ChlP-seq
esto permitiria conocer de manera exacta los niveles de acetilacion en las células de las

glandulas y los genes a las que esta marca esta asociada.

Para los analisis de expresion génica se podrian realizar comparaciones entre distintas

muestras de tejido entre castas, una manera de hacerlo seria medir los niveles de expresion
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en cerebro y compararlos contra abdomen o gaster en casta obrera de distintas edades.
Otra comparacion podria ser medir niveles de expresién en individuos de colonias silvestres
de vida libre e individuos de colonias criadas en laboratorio, que en estas Ultimas la divisién

de labores puede no estar tan diferenciada como en las colonias de vida silvestre.
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