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Resumen

Los himendpteros parasitoides tienen un papel fundamental en los ecosistemas ya que
representan un control natural de otros insectos. La familia Braconidae es la segunda
mas diversa dentro de Hymenoptera con mas de 17,000 especies descritas a la fecha
a nivel mundial. Una de las subfamilias de Braconidae mas diversas es Doryctinae,
con mas de 1,000 especies descritas y mas de 180 géneros reconocidos. No obstante
esto, el trabajo taxon6mico para esta subfamilia es adn muy escaso.
El cédigo de barras de la vida (aprox. 650 pb del gen mitocondrial citocromo oxidasa )
es una herramienta molecular que emplea secuencias del ADN para la identificacion
de especies, debido a que su diferencia nucleotidica es generalmente mucho menor
entre individuos de una especie que entre especies estrechamente relacionadas.
Debido a la extraordinaria diversidad de especies que podemos encontrar dentro de la
subfamilia Doryctinae y a su morfologia conservada, el cédigo de barras representa
una alternativa para identificar de manera rapida el nimero de especies presentes en
este grupo. El objetivo de este estudio fue el conocer la diversidad de géneros de
Doryctinae presentes en la Reserva de la Biésfera de Chamela-Cuixmala, Jalisco, asi
como investigar el nUmero de especies de esta subfamilia en la regiéon de estudio,
utilizando para ello secuencias del cédigo de barras. Se realizaron cinco salidas al
campo durante un afio y se utilizaron cuatro tipos de muestreo: redes entomoldgicas,
platos amarillos, trampas de luz y trampas Malaise. Se obtuvo un total de 777
ejemplares procedentes de 17 localidades distintas, de las cuales se identificaron 26
géneros. De estos ejemplares se obtuvieron 524 secuencias y se identificaron 289
especies empleando el método "General mixed Yule-Coalescent Model", el cual
requiere de un arbol ultramétrico con longitudes de ramas escaladas en tiempo para
poder distinguir entre los eventos de coalescencia y especiacién en dicho arbol. El
andlisis de los datos revel6 que el género Heterospilus tuvo el mayor namero de
ejemplares secuenciados y de especies, con 177 y 345, respectivamente. La red
entomoldgica fue la trampa mas eficiente para recolectar ejemplares de doryctinos,
aunque la trampa de luz tuvo una mayor diversidad de géneros recolectados. Aunque
febrero fue el mes donde se capturaron mas ejemplares, en junio se colectaron mas
géneros, y el numero de especies recolectadas en estos meses fue similar. Los
géneros Coiba, Panama, Hansonorum, Masonius, Neoheterospilus, Psenobolus,
Ptesimogaster, Vanderentiellus, lare, Heterospathius y Caenophanes representan
registros nuevos para México. El género Caenophanes representa el primer registro de
este taxén para el Continente Americano. La extraordinaria diversidad de especies de
la subfamilia Doryctinae en la Reserva de Chamela Cuixmala sugerida por el cédigo
de barras representa una ayuda para la rapida descripcion de nuevos taxones en el
grupo, aunque esta evidencia necesita ser confirmada por otras fuentes de
informacion, incluyendo morfologia, marcadores nucleares, y datos de historia natural
de los organismos.

Palabras clave: Cédigo de barras de ADN, Hymenoptera, Braconidae y Doryctinae.



1. INTRODUCCION

1.1 El orden Hymenoptera

Los insectos constituyen una parte muy importante de los ecosistemas del
planeta debido a las funciones que realizan dentro de éste, entre las cuales
destacan el reciclaje de nutrientes, la propagacion y mantenimiento de la
diversidad de plantas, ademas del sostén de la estructura de la comunidad
animal (Gullan y Cranston, 2005). La enorme abundancia y diversidad de los
insectos los coloca por encima de otras clases de artropodos e incluso phyla de
animales. Actualmente se conocen alrededor de un millébn de especies de
insectos, pero se cree que su diversidad real es de por lo menos tres millones
(Dolphin y Quicke, 2001). Entre los érdenes con mayor nimero de especies se
encuentra Hymenoptera, con mas de 115, 000 especies descritas (Hanson y
Gauld, 2006), pero este numero solo representa una parte de su diversidad real
ya que aun hay muchas especies que no han sido descritas, por lo que este
orden podria superar a Coleoptera y Lepidoptera en riqueza de especies
(Grisell, 1999).

Es de gran interés estudiar a los himendpteros puesto que tienen un
papel fundamental en los ecosistemas y en la economia del ser humano. Tanto
los himenopteros depredadores como los parasitos son parte esencial de las
cadenas troficas, manteniendo la densidad poblacional de otras especies de
insectos y a su vez sirviendo de presas y huéspedes a otros animales
(Schoenly, 1990). El ser humano obtiene beneficios de los himendpteros tales
como la domesticacion de las abejas para obtener miel que se utiliza como
alimento y para el tratamiento de heridas. Otro ejemplo son las avispas
parasitoides, las cuales ayudan a controlar multiples plagas de insectos en
cultivos agricolas (Hanson y Gauld, 2006). Ademas, los himenopteros
parasitoides pueden ser empleados como bioindicadores de impacto ambiental,
ya que pueden representar la diversidad de hospederos artropodos que ellos
atacan (LaSalle y Gauld, 1993).

El orden Hymenoptera incluye a las moscas sierra, avispas, abejas y

hormigas. Los himendpteros son insectos holometabolos, por lo que su ciclo de



vida se compone de huevo, larva, pupa y adulto. Generalmente presentan alas
membranosas, siendo las frontales mas grandes que las traseras y con

pocas venas relativamente. Sus antenas son usualmente largas con diez o
mas segmentos. Las hembras tienen un ovopositor bien desarrollado, algunas
veces mas grande que el cuerpo o modificado en aguijon (Borror, 1970).

Los himendpteros habitan en un gran nimero de ambientes terrestres, y
algunas especies hasta ocupan ambientes acuaticos, como es el caso de
algunas avispas parasitoides de odonatos, hemipteros y dipteros acuaticos
(Hanson y Gauld, 2006). Las formas de vida de los himendépteros van desde
eusociales hasta solitarios, fit6fagos y parasitoides (Wharton, 1998). También
tienen formas de alimentacion muy variada, incluyendo polen, néctar floral, asi
como tejidos de larvas de coledpteros, lepidopteros y dipteros, entre otros, en
sus formas inmaduras (Borror, 1970).

Los himendpteros se dividen tradicionalmente en dos subdrdenes,
Symphyta y Apocrita. Los miembros de Symphyta tienen alas con venacién
comparativamente completa, son fitofagos y no presentan la constriccion
abdominal caracteristica del resto de los himendpteros. Los miembros de
Apocrita por otra parte presentan una constriccion abdominal, la cual esta
formada por la unién del primer segmento abdominal con el térax y una fuerte
constriccidon entre los dos primeros segmentos abdominales (Sharkey, 2007). El
suborden Apdcrita es un grupo monofilético que contiene dos divisiones
principales: 1) Aculeata, que incluye a las abejas, avispas depredadoras,
aculeatos parasitoides y hormigas; y 2) Parasitica, que incluye un gran numero
de superfamilias de avispas parasitoides, entre ellas Ichneumonoidea, la cual
contiene a las dos familias mas diversas del orden y uno de los grupos mas
diversos del planeta, Ichneumonidae y Braconidae (Wharton, 1998), ambas con
un estimado de 100 000 especies (Sharkey y Wharton 1998).

Aproximadamente el 80% de los himendpteros son parasitoides (LaSalle
y Gauld 1993), y su gran diversidad tiene un efecto significativo en el control de
especies de plagas, contribuyendo al balance de los ecosistemas terrestres
(LaSalle y Gauld, 1993; Hawkins y Hochberg 1994). Ademas, los himenopteros
parasitoides pueden ser utilizados en programas de control biolégico debido al
gran impacto que pueden tener en las poblaciones de sus hospederos (LaSalle
y Gauld 1993).



Los insectos parasitoides en sus estadios inmaduros requieren de otro
invertebrado (generalmente insecto) para completar su desarrollo al cual matan
en el proceso. (Sharkey, 1998). Existen dos tipos de parasitoides, los
idiobiontes, que detienen el desarrollo de su huésped después de atacarlo, y
los koinobiontes, que permiten el desarrollo del huésped por un tiempo

después de que lo parasitan (Wharton, 1998).

1.2 Familia Braconidae
Dentro de la superfamilia Ichneumonoidea se encuentra la familia Braconidae,

siendo ésta la mas grande de las familias de avispas parasiticas, con mas de
15 000 especies descritas en el mundo (Gauld y Bolton, 1988); sin embargo
esto es solo una fraccion de las aproximadamente 40 000 especies que se
tienen estimadas para el grupo (Dolphin y Quicke, 2001). Las avispas
braconidas se encuentran distribuidas en todo el mundo, y no presentan una
preferencia por alguna region o habitat en particular (Sharkey y Wahl1993).

La longitud del cuerpo en los bracdnidos varia desde menos de 1mm
hasta 30 mm sin tomar en cuenta el ovopositor. Los miembros de esta familia
se distinguen por tener los tergos metasomales dos y tres fusionados o la
ausencia de una celda costal (costa, subcosta y radio fusionados en la mitad
basal del ala anterior), la presencia de un trocantelo (el trocanter parece estar
segmentado dos veces), la vena 1r-m del ala anterior usualmente tiene una
separacion basal de R1 y Rs y la ausencia de una vena 2m-cu en el ala

anterior, excepto en el género Apozyx Mason (Wharton, 1998) (Fig. 1).

Figura 1. Esquema de un miembro de la subfamilia Doryctinae (Braconidae).



Los bracdénidos son generalmente parasitoides de otras especies de
insectos, principalmente larvas de lepiddpteros, coledpteros y dipteros
(Wharton, 1998), pero se conocen especies parasitas de ninfas de insectos
hemimetdbolos, de adultos de insectos hemimetadbolos y holometabolos
(Sharkey, 1993), y en pocos casos, especies fitéfagas (Austin y Dangerfield,
1997, 1998; Infante et al., 1995; Marsh, 2002; Wharton y Hanson, 2005). Los
braconidos son usualmente solitarios, pero el parasitismo gregario es también
comun, particularmente en las subfamilias Microgastrinae, Braconinae y
Doryctinae (Wharton et al., 1998).

La mayoria de las especies de braconidos son koinobiontes
endoparasitos, es decir que el desarrollo del huésped continua desde que es
parasitado hasta su muerte, pero también se conocen un gran numero de
idiobiontes ectoparasitoides, donde el desarrollo del huésped se reduce o
detiene después de ser parasitado (Sharkey, 1998). Los bracénidos idiobiontes
ectoparasitoides estan representados principalmente por las subfamilias
Braconinae, Hormiinae y Doryctinae, mientras que los koinobiontes
endoparasitoides incluyen a todas las especies de las subfamilias Alysiinae,
Microgastrinae y Opiinae, aunque existen excepciones en ambos casos
(Wharton et al., 1998).

Los braconidos koinobiontes estan muy relacionados con los ciclos de
vida de sus huéspedes, por lo que tienen rangos de huéspedes limitados,
mientras que los idiobiontes, al no estar tan sincronizados con el ciclo de vida
de su huésped tienen rangos de hospederos mas amplios (Sharkey, 1993).

La familia Braconidae tradicionalmente se divide en dos grandes grupos:
los ciclostomados y los que no presentan esta condicién. La condicion
ciclostoma se presenta cuando la parte inferior del clipeo esta retraida y el
labrum es céncavo, lo que forma una depresion ovalada por encima de las
mandibulas (Wharton, 1998) (Fig. 2).
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Figura. 2. (a) Cabeza, vista anterior. Condicion no ciclostomada del clipeo y mandibulas endodontas
tipicas; (b) mandibulas exodontas; (c) condicion ciclostoma del clipeo y labrum céncavo (mandibula
izquierda removida).

Andlisis filogenéticos recientes no obstante han revelado que algunos
miembros del grupo de los ciclostomados han perdido ésta condicion de
manera secundaria, como por ejemplo las especies de la subfamilia Alysiinae
(Quicke y van Achterberg, 1992; Zaldivar-Riverén et al., 2006). Todos los
miembros del grupo de los no ciclostomados son koinobiontes
endoparasitoides, mientras que los ciclostomados presentan diferentes
condiciones, es decir, koinobiontes, idiobiontes y especies ecto vy
endoparasitoides (Askew y Shaw, 1986; Godfray, 1993; Quicke, 1997), asi
como a todas las especies fito6fagas (Zaldivar-Riverén et al., 2006, 2007, 2008).
Wharton et al. (1998) reconoce 36 subfamilias de braconidos, de las cuales 23
son koinobiontes endoparasiticas, seis idiobiontes ectoparasiticas y una

koinobionte ectoparasitica (tabla 1).



Subfamilia No. géneros Biologia
en el mund0

Alysinae 77 Koinobiontes, gregarias de dipteros (Muscomorpha fitéfagos y
sapréfagos).

Aphidiinae 50 Koinobiontes, solitarias de Aphidoidea.

Apozyginae 1 Desconocida

Betylobraconinae 7 Desconocida

Braconinae Alrededor de  Idiobiontes, gregarias de Coleoptera, Lepidoptera, Diptera,

200 Hymenoptera (hormigas).
Doryctinae Alrededor de  Idiobiontes, gregarias, parasitoides de Lepidoptera, Coleoptera,
200 Hymenoptera y Embiidina.

Exothecinae 5 Idiobiontes, solitarias, de Lepidoptera, Diptera y Coleoptera
(minadores de hojas).

Gnamptodontinae 3 Koinobiontes, solitarias de Lepidoptera (Nepticulidae).

Hormiinae 20 Idiobiontes, gregarias de Lepidoptera.

Mesostoinae 7 Posiblemente Idiobiontes, solitarias de Cecidomyiidae.

Opiinae 17 Koinobiontes, solitarias de Diptera (Muscomorpha fitéfagos).

Pambolinae 9 Idiobiontes, gregarias, de Lepidoptera, Coleoptera (constructores
de estuches).

Rhysipolinae 3 Koinobointes, solitarias de Lepidoptera (minadores de hojas).

Rhyssalinae 8 Idiobiontes, gregarias de Lepidoptera (enrolladores de hojas).

Rogadinae 53 Koinobiontes, gregarias de Lepidoptera.

Ypsistocerinae 3 Desconocida, esta asociada a termiteros (Isoptera).

Agathidinae 52 Koinobiontes, solitarias de Lepidoptera.

Blacinae 13 Koinobiontes, solitarias de Coleoptera.

Cenocoeliinae 5 Koinobiontes, solitarias de Coleoptera.

Euphorinae 34 Koinobiontes, gregarias de ninfas y adultos de Psocoptera y
Heteroptera; adultos de Neuroptera, Coleoptera e Hymenoptera.

Helconinae 40 Koinobiontes, solitarias de Coleoptera.

Homolobinae 5 Koinobiontes, solitarias de Lepidoptera.

Ichneutinae 9 Koinobiontes, solitarias de Hymenoptera (sinfitos) y Lepidoptera
(minadores de hojas).

Macrocentrinae 10 Koinobiontes, gregarias de Lepidoptera

Meteorideinae 2 Koinobiontes, gregarias de Lepidoptera y Microgastrinae.

Meteorinae 2 Koinobiontes, gregarios de Lepidoptera y Coleoptera.

Microtypinae 3 Koinobiontes, solitarias de Lepidoptera

Orgilinae 9 Koinobiontes, solitarias de Lepidoptera

Sigalphinae 8 Koinobiontes, gregarias de Lepidoptera

Adeliinae 2 Koinobiontes, solitarias de Lepidoptera (Nepticulidae).

Cardiochilinae 16 Koinobiontes, solitarias de Lepidoptera

Cheloninae 11 Koinobiontes, solitarias de Lepidoptera

Dirrhopinae 1 Desconocida; criada en Lepidoptera (Nepticulidae)

Mendesellinae 2 Desconocida; criada en agallas de Lepidoptera

Microgastrinae 54 Koinobiontes, gregarias de Lepidoptera

Miracinae 1 Koinobionte, solitarias de Lepidoptera (Nepticulidae).

Tabla 1. Biologia y nimero de géneros en el mundo de las distintas subfamilias de la familia Braconidae.
Tomado de Hanson y Gauld (2006).



Otra clasificacion de esta familia fue realizada por Sharkey (1993),
quien reconocié Unicamente 29 subfamilias. Por otra parte, un analisis
filogenético reciente basado en caracteres moleculares y morfologicos
reconocio un total de 18 subfamilias dentro del grupo de los ciclostomos,
incluyendo a varios taxones pequefios que anteriormente habian sido
agrupados dentro de otras subfamilias (p. ej. Rhysipolinae, Lysiterminae,
Pambolinae) (Zaldivar-Riveron et al, 2006) (tabla 2).

Subfamilias de Braconidae

Adeliinae ©
Agathidinae **
Alysiinae **
Amicrocentrinae
Aphidinae ***
Apozyginae 2
Auphorinae 2
Betylobraconinae 3
Blacinae *

Braconinae ***
Cenocoelinae *
Cardiochilinae ™
Cheloninae *?
Doryctinae ***
Dirrhopinae *2
Euphorinae **
Exothecinae *
Gnamptodontinae 3
Helconinae “**
Homolobinae *?
Hormiinae **

Ichneutinae *?

Ichneutinae **
Khoikhoiinae
Lysiterminae *
Macrocentrinae *?
Meteoridiinae
Meteorinae
Microgastrinae -
Mendesellinae *
Microtypinae *
Mesostoinae **
Miracinae *?
Neoneurinae
Opiinae “**
Orgilinae **
Pambolinae *
Rhyssalinae *
Rhysipolinae *
Rogadinae “**
Sigalphinae **
Telengainae *
Trachypetinae *
Xiphozelinae 2

Ypsistocerinae *

Tabla 2. Lista con las subfamilias de Braconidae reconocidas por Wharton® (1998), Sharkey? (1993) y Zaldivar-

Riverén® et al. (2006).

1.3 Subfamilia Doryctinae
La subfamilia Doryctinae es una de las mas diversas de la familia Braconidae,

con alrededor de 1,000 especies descritas y mas de 180 géneros reconocidos
(Shenefelt y Marsh, 1976; Belokobylskij et al., 2004). Los doryctinos son
principalmente tropicales y subtropicales (Shenefelt y Marsh, 1976). Estas
avispas son principalmente idiobiontes ectoparasitoides de larvas xil6fagas de

coleopteros (Belokobylskij et al., 2004), pero también parasitan otros ordenes
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como Lepidoptera e Hymenoptera (Cushman 1923; Belokobylskij 2002).
Ademas, algunos géneros son fit6fagos formadores de agallas en higueras,
fabaceas y araceas (Wharton y Hanson, 2005; Hanson y Gauld, 2006; Zaldivar
Riverdn et al., 2007).

Los miembros de la subfamilia Doryctinae son ciclostomados, el clipeo
tiene un margen apical concavo, mandibula endodonta con dos dientes y las
mandibulas se tocan cuando estas se cierran. Presentan una hilera de
guetobotreas (setas con forma de clavija) en el margen anterior de la tibia
anterior; pueden o no presentar una protuberancia o diente en la parte superior
de la coxa ademas de que muestran carinas occipitales y dorsales (Quicke y
Achterberg, 1990) (Fig. 3). La vena M+CU del ala posterior es relativamente
mas larga que la vena 1-M en algunos casos, ademas de mostrar la vena 2m-
cu en el ala posterior (Fig. 4). Las hembras tienen un doble nodo en el 4pice del
ovopositor y los machos presentan aros basales particularmente elongados en
sus genitales (Quicke y Achterberg 1992) (Fig.5).

—
Figura 3. (1-10). Esquematizacién de un miembro de la subfamilia Doryctinae: Doryctini: Priosphys biannulatus 9. 1,
ala anterior; 2, ala posterior; 3, condicion ciclostomada del labrdm inferior; 4, presencia de ocelos; 5, diente en la parte
media de la coxa; 6, tergos metasomales con carinas dorsales; 7, tarsos 2, 3 y 4 mas largos que; 8, carinas occipitales;
9, carinas mesopleurales; 10, ovipositor usualmente mas largo que el cuerpo.
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Figura 4. Esquema de las alas anterior y posterior de una especie de la subfamilia Doryctinae.

——Dorsopo

" Lateropo

= Carina dorsal

Tergo metasomal 2
|
Terguito lateral ;‘—*

del tergo ! Terguito medio
metasomal 2 H /deltergo
. ! ! ~“metasomal 2
Peciolo {2
Dorsopo ==\ coteon

Vaina del
; ovipositor
Lateropo | Ry
Espiraculo Hipopygio /‘*%
Qvipositor

_—Vaina del ovipositor

Ovipositor

Figura 5. Vista lateral y dorsal del abdomen de un doryctino 9.

La clasificacion a nivel supraespecifico dentro de la subfamilia
Doryctinae ha sido objeto de diversos trabajos, sin que a la fecha se haya
resuelto el numero, extension y limites de la mayoria de sus tribus. Se piensa
que la subfamilia Doryctinae estd muy relacionada con Braconinae ya que
algunos caracteres presentes en doryctinos, tales como las quetas, se
encuentran también en Braconinae. En caso de que estos fueran apomaorficos
o plesiomdérficos podrian indicar una relacién cercana entre las subfamilias
(Quicke y Achterberg, 1990).

El trabajo taxonomico que se tiene de la subfamilia Doryctinae es
escaso, esto debido a que se cuenta con muy poca informacién acerca de los
géneros del Neotrdpico, ademas de que la morfologia externa no ha sido bien

explorada en todos los géneros de doryctinos. En otros casos, la morfologia



externa es muy divergente, por lo que definir caracteristicas para identificar
especies es complicado (Zaldivar-Riveron et al., 2008).

En los trabajos de Sharkey et al (1993), Shaw (1995,) y Achterberg,
(1993) se encuentran las principales claves para identificar subfamilias de
Braconidae. Los catalogos de Shenefelt y Marsh (1976), Mackauer (1968), y
Fischer (1987) también facilitan la descripcion de las subfamilias de
Braconidae. Los trabajos mas importantes para identificar los géneros de
Doryctinae del Neotropicos son los de Marsh (2002) y Wharton et al. (1998);
pero hasta la fecha no existe ninguna clave publicada para las especies de

doryctinos.

1.4 Diversidad de Doryctinos en el mundo y trabajos en
México relacionados con este grupo de estudio.

Las avispas parasitoides juegan un papel muy importante en el control de las
poblaciones de otros insectos. En particular las avispas braconidas pueden ser
utilizadas como grupo parametro para estimar la biodiversidad de ecosistemas
natural y perturbados (Delfin y Ledn 1997; Delfin y Burgos 2000; Chay-
Hernandez et al., 2006). Sin embargo, el conocimiento de la fauna de muchos
grupos de bracénidos aun es poco en la regién del Neotrépico en relacién con
la regidon Neartica. Los pocos trabajos que existen para el Neotropico se
restringen generalmente a dos paises, Costa Rica y México (Figueroa-De la
Rosa et al., 2003).

En el caso de Meéxico, existen algunos trabajos sobre Ila familia
Braconidae pero no hay ningun estudio que se enfoque con la subfamilia
Doryctinae, esto a pesar de ser una de las subfamilias mas diversas de
Braconidae. Unicamente existen algunos trabajos que reportan los géneros de
la familia Braconidae en general para algunos estados (Tabla 6). Tal es el caso
de un estudio faunistico de Braconidae para el estado de Guanajuato
(Sanchez-Garcia et al.,1998), En dicho estudio se encontraron 19 subfamilias y
61 géneros de Braconidae, y en el caso de la subfamilia Doryctinae se

registraron 125 ejemplares pertenecientes a cuatro géneros y 16 especies. En
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este estudio, el género con el mayor numero de especies fue Heterospilus,
seguido de Leluthia, Stenocorse y Allorhogas.

Otro trabajo faunistico en territorio mexicano en donde se registra a la
subfamilia Doryctinae es en la tesis doctoral de Saavedra (2009). Este estudio
se realizd en el estado de Hidalgo y se identificaron 2,261 ejemplares
pertenecientes a 19 subfamilias. De estas subfamilias se registré un total de
188 morfoespecies y 23 especies, de las cuales a la subfamilia Doryctinae
pertenecieron tres géneros y cuatro especies. Los tres géneros registrados en
este trabajo fueron Ecphylus, Hecabolus y Heterospilus.

En el estudio faunistico de Delfin y Leén (2002) en el estado de Yucatan
se registraron los siguientes siete géneros para la subfamilia Doryctinae:
Stenocorse (una especie), Rhaconotus (cinco especies), Parallorhogas (una
especie), Notiosphatius (una especie), Acrophasmus (una especie),
heterospilus (nueve especies) y Allorhogas (una especie). Morales (2007) por
otra parte investigo la diversidad de Bracdnidos presentes en Pluma Hidalgo,
Oaxaca, en donde encontré 11 géneros.

Otro estudio se realizé para la region de Yucatan (Chay y Delfin, 2006) e
investigo la diversidad de la familia Ichneumonoidea en un area agricola. En
este estudio, los autores buscaron conocer los cambios en la diversidad de
avispas con respecto a los cambios en la estructura de la vegetacion adyacente
a un cultivo. Los sitios de colecta fueron divididos en tres ambientes distintos:
sin vegetacion alrededor del cultivo (NSV), con parches remanentes de
vegetacion (WSV) y con parches de vegetacion secundaria de siete afios de
antigledad (SV). En total se recolectaron 1,715 ejemplares pertenecientes a 21
subfamilias, 84 géneros y 342 especies, siendo la familia Braconidae la que
obtuvo la mayor diversidad, abundancia y riqueza de especies. Con respecto a
la subfamilia Doryctinae, en la condicion NSV se encontraron cinco géneros, 20
especies y 28 especimenes; en la condicion WSV seis géneros, 26 especies y
30 ejemplares, y la condicibn SV arrojé dos géneros, cinco especies y 10
ejemplares. Los autores concluyeron sugiriendo que la superfamilia
Ichneumonoidea podria ser una buena indicadora del grado de disturbio que
tiene un ambiente dado.

Por ultimo, Martinez Gonzalez (2008) realiz6 un estudio faunistico de
Braconidae en Santa Maria Yavesia, en la Sierra Norte de Oaxaca. Las
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colectas para este estudio se llevaron a cabo cada mes en una zona de bosque
de pino-encino, en una zona de huertas frutales y una zona de milpa,
empleando redes de golpeo y trampas amarillas de agosto del 2006 a julio del
2007. En total se obtuvieron 1,540 ejemplares, de los cuales 1,270 cayeron en
las trampas amarillas y 270 con la red de golpeo. Las superfamilias mas
abundantes colectadas en cada uno de los sitios y con los dos tipos de trampas
fueron Chalcidoidea, con 289 e Ichneumunoidea, con 620 ejemplares. Dentro
de Ichneumonoidea, se recolectaron 371 ejemplares de la familia Braconidae
pertenecientes a 14 subfamilias y 32 géneros. Con respecto a la subfamilia
Doryctinae, el autor colect6 cinco ejemplares con la trampa de platos amarillos
y que pertenecen al género de Heterospilus y también colecté cinco ejemplares

mas del género Spathius con la red entomoldgica.

Géneros encontrados en la estacion Géneros encontrados en otros trabajos

L realizados en México
biol6gica de Chamela

Allorhogas Oaxaca, en Sanchez et al., 2003
Guanajuato, en Sanchez et al., 1998

Caenophanes Sin registro

Callihormius Yucatan, en Delfin et al., 2002

Coiba Sin registro

Curtisella Yucatan, en Delfin et al., 2002

Ecphylus Yucatan, en Delfin et al., 2002

Oaxaca, en Morales et al., 2007
Hidalgo, en Tesis Saavedra Aguilar M., 2009

Glyptocolastes Oaxaca, en Sanchez et al., 2003
Hansonorum Sin registro
Hecabolus Yucatan, en Delfin et al., 2002

Oaxaca, en Morales et al., 2007
Hidalgo, en Tesis Saavedra Aguilar M., 2009

Heterospilus Yucatan, en Delfin et al., 2002
Oaxaca, en Morales et al., 2007
Hidalgo, en Tesis Saavedra Aguilar M., 2009
Oaxaca, en Sanchez et al., 2003
Guanajuato, en Sanchez et al., 1998

Heterospathius Sin registro

lare Sin registro

Janzenia Oaxaca, en Morales et al., 2007
Yucatan, en Delfin et al., 2002

Leluthia Oaxaca, en Morales et al., 2007

Yucatan, en Delfin et al., 2002
Guanajuato, en Sanchez et al., 1998

Masonius Sin registro
Neoheterospilus Sin registro
Notiospathius Oaxaca, en Sanchez et al., 2003
Odontobracon Oaxaca, en Sanchez et al., 2003

Yucatan, en Delfin et al., 2002
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Panama Sin registro

Psenobolus Sin registro

Ptesimogaster Sin registro

Rhaconotus Yucatén, en Delfin et al., 2002
Spathius Oaxaca, en Sanchez et al., 2003

Oaxaca, en Morales et al., 2007
Yucatan, en Delfin et al., 2002

Vanderentiullus Sin registro
Whitfieldiellus Yucatan, en Delfin et al., 2002

Tabla 6. Relacién de los géneros encontrados en la Estacion Biolégica de Chamela-Cuixmala y los
géneros que se han encontrado en otros trabajos realizados en México.

1.5 El codigo de barras de ADN de la vida

El cédigo de barras de la vida es una herramienta molecular que emplea
secuencias de ADN de regiones genéticas estandarizadas. Dichas secuencias
de ADN ayudan a identificar especies de organismos debido a que su
divergencia nucleotidica es mucho menor entre individuos de una sola especie
que entre las especies que estan estrechamente relacionadas (Hebert et al.,
2003). Para llevar a cabo esta identificacibn en animales se utiliza una
secuencia genética de 658 pares de bases presente en las mitocondrias y que
se hereda por medio de la madre, responsable de producir una enzima llamada
citocromo c oxidasa | (COIl). El gen COI contiene una sefial filogenética de gran
rango como ningun otro gen mitocondrial, por lo que constituye la principal
secuencia del codigo de barras para el reino animal con excepcion del phylum
Cnidaria (Hebert et al., 2003; Savolainen et al., 2005).

Debido a la alta diversidad de especies que podemos encontrar en el
mundo, la descripcion de especies puede ser una tarea dura y los matices que
distingue a una especie y otra a menudo da como resultado que los taxbnomos
se especialicen en un grupo de estrecha relacion, por lo que se necesitaria una
gran cantidad de taxbnomos para poder describir toda la diversidad del planeta.
El cédigo de barras de ADN ofrece una alternativa viable, haciendo eficiente la
descripcion de especies ayudando a corroborar los resultados en los casos
donde las claves de identificacion pudieran tener dudas respecto a la
identificacion o en los casos donde se pudiera presentar plasticidad fenotipica
o variabilidad genética en una misma especie y los caracteres morfolégicos no
son claros 0 no se cuenta con alguna clave de identificacion (Monaghan et al.,

2009). En el caso de muchos insectos las claves de identificacion estan
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disefiadas Unicamente para una etapa en particular de la vida de los
organismos, o solo se cuenta con la clave del macho o la hembra por lo que el
codigo de barras resulta de gran utilidad en la identificacion de los organismos
en estos casos (Hebert et al., 2003).

Las desventajas que tiene el cdédigo de barras de ADN en la
identificacion de especies es que el mtADN no es funcional para todos los
organismos vivos. Por ejemplo, en las plantas la tasa de sustitucion de
nucleodtidos es mucho mas lenta que en los animales. Para este caso sin
embargo se ha intentado utilizar varios fragmentos de otros genes que en
combinacion podrian dar resultados alentadores (Kress et al, 2005; Fazekas et
al, 2008). Otra desventaja del cédigo de barras es la obtencién de falsos
positivos y falsos negativos es decir, que se obtengan mas o menos especies
de lo que en realidad son; por lo que si no se emplea correctamente esta
herramienta se podrian obtener nuevas especies que no son reales o en su
defecto no detectar diferencias entre las especies que facilmente podrian ser
discriminadas por otros medios. (Packer et al, 2009).

1.6 CAdigos de barras en Hymenoptera
El cédigo de barras de la vida actualmente se esta implementando en diversos

grupos de animales, y el de los himenoOpteros no es una excepcion. Por
ejemplo, Sheffield y colaboradores en el 2009 utilizaron el cddigo de barras de
la vida para identificar especies de Apoidea en Nueva Escocia, Canada. En ese
trabajo se encontr6 que las claves de identificacion suelen ser deficientes en
estos grupos ya que muchas veces se cuenta con ejemplares de un solo sexo.
En este caso el cédigo de barras de la vida logré resolver los problemas
taxonomicos existentes. Ademas de que esta herramienta molecular puede
ayudar a resolver dudas respecto a los diferentes estadios de los organismos,
de tal forma que los adultos puedan ser ligados con sus larvas y asi saber si se
trata de la misma especies. Los autores proponen que el cédigo de barras es
una herramienta muy completa ya que permite también identificar asociaciones
ecologicas entre los organismos; tal es el caso de las abejas cleptoparasitas
(i.e. forma de vida en donde un animal se aprovecha de presas que otro animal
ha capturado) que estan asociadas a los nidos de otras abejas y aprovechando

los recursos de éstas.
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En uno de los pocos estudios con el cédigo de barras de la vida para
avispas de la familia Braconidae, Smith et al. (2008) investigaron la diversidad
de la subfamilia de avispas Microgastrine en el area de conservacion de
Guanacaste, Costa Rica. En este estudio los autores examinaron seis géneros
de microgastrinos asi como datos de los huéspedes recolectados por mas de
30 afios. El andlisis morfologico indicé la presencia de 171 especies de
microgastrinos; no obstante, el estudio combinado de datos de historia natural,
morfologia y secuencias de ADN ayudoé a discriminar un total de 313 especies.
Ademas, se pudieron realizar confirmaciones de los huéspedes para las
especies de avispas discriminadas, y se encontrd que, a diferencia de lo que
se pensaba anteriormente, en la mayoria de los casos las especies

parasitoides son especialistas para una o pocas especies de hospederos.

1.7 Justificacion del estudio
Con este trabajo se busca conocer la diversidad de especies de avispas

parasitoides de la subfamilia Doryctinae en la region de la Reserva de la
Biosfera Chamela-Cuixmala, empleando para ello el cédigo de barras de ADN
de la vida. A la fecha, esta region no cuenta con un registro detallado de la
mayor parte de los grupos de himendpteros, incluyendo a las familias més
diversas, Braconidae e Ichneumonidae (Gaston et al.,, 1969), de ahi la
importancia de hacer una lista de sus diferentes grupos, el cual podra servir
para realizar trabajos posteriores de taxonomia, conservacion, y ecologia, entre

otros.

1.8 Objetivo general

e Determinar la diversidad de especies de la subfamilia Doryctinae en la
Reserva de la Bidsfera de Chamela-Cuixmala con la ayuda del codigo de
barras del ADN.

1.9 Objetivos Particulares
e Investigar la diversidad de géneros pertenecientes a la subfamilia

Doryctinae para la Reserva de la Bidsfera de Chamela-Cuixmala.
e Conocer el numero de especies para cada género de doryctinos con la

ayuda del cddigo de barras de ADN de la vida.
15



e Investigar la técnica de recolecta mas adecuada para capturar especies de

doryctinos en la region de estudio.

2. METODO
2.1 Area de Estudio

La reserva de la Biosfera Chamela-Cuixmala (RBCC) esta localizada en la
costa del pacifico mexicano en el estado de Jalisco, (entre 19°29’ y 19°34’
Norte y 104°58’ y 105° 04’ Oeste), esta delimitada por el rio Cuixmala al sur vy el
ejido San mateo al norte y aa altitud va de 0 a 500 msnm. La reserva cuenta
con un area de 13,142 hectareas, de las cuales 8208 pertenecen a las zonas
nacleo y 4934 ha a la zona de amortiguamiento (DOF, 1993) (Fig. 6). La zona
ndcleo cuenta con cuatro secciones que representan el 80 % de la superficie
de la reserva. Esta zona esta sujeta a proteccion estricta y la Unica actividad
permitida es la investigacion cientifica, los objetivos del manejo de esta zona
son la proteccién y eliminacién de factores de perturbacion (Ceballos et al.,
1999). La zona de amortiguamiento de la reserva consta de 4,934 ha, incluye
areas naturales poco alteradas y areas modificadas por el hombre. Esta zona
promueve la investigacion, difusiébn y el apoyo a comunidades vecinas a la

reserva (Ceballos et al., 1999).
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Figura 6. Mapas con la ubicacion geogréfica de la reserva de la Biosfera Chamela-Cuixmala en el estado

de Jalisco.
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2.2 Tipo de vegetacion de la zona de estudio
La vegetacion que prevalece es el bosque tropical caducifolio que es

caracteristico de la Costa del Pacifico (Rzedoswki, 1978), pero también se
observan pequefias é&reas de selva mediana subperenifolia, manglar,
vegetacion acuatica de las lagunas y esteros, dunas costeras y matorral
xerdfilo (DOF, 1993). ElI bosque tropical caducifolio se caracteriza
principalmente porque pierde sus hojas durante un periodo de cinco y ocho

meses del afio, el estrato arboreo presenta una altura de ocho a 12 m,

ramificandose a baja altura (Trejo y Dirzo, 2000) (Fig. 7).

Figura 7. Fotografias mostrando la vegetacion tanto en época de lluvias como de secas en la Reserva de

la Biésfera de Chamela-Cuixmala.

En Chamela la flora es muy diversa y tiene un alto contenido de
especies endémicas; entre la vegetacion caracteristica de la reserva podemos
encontrar arboles como, Sciadodendron excelsum, Jatropha chamelensis y
Celanodendron mexicanum, cactaceas como Peniocereus cuixmalensis y
Opuntia excelsa, y otras especies como el Agave colimana (Lott, 2002). La
vegetacion estd dividida dentro de ocho categorias: 1) bosque deciduo de
tierras bajas, que es el mas extenso; 2) arbustos xerofiticos, que se encuentran
cerca del océano; 3) bosque semideciduo mediano que se ubica en parches
comunmente en cafiones; 4) manglares que se encuentran en regiones de
Cuixmala cercanas al océano, dominando las especies como L. racemosa y R.
mangle; 5) bosque Manzanillera dominado por el arbol maquinel, conocido
como el arbol de la guayaba venenosa (Hippomane mancinella); 6) vegetacion
riverefa distribuida a lo largo del rio Cuixmala y arroyos de Chamela; 7) cafnas

y vegetacion acuatica que se encuentran en Cuixmala con especies
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representativas como: Typha latifolia, Eichornia crassipes y Nymphaea ampla;
8) vegetacion de dunas costeras, estan localizadas en areas cercanas al
océano; 9) pastizales, estan restringidos a suelos arenosos y fueron muy
afectados por el pastoreo antes ser creada la reserva. (Rzedowski 1978 y
Ceballos et al., 1999).

2.3 Tipo de clima

El clima que prevalece es calido sub-humedo segun la clasificacion de Kdpen
(Garcia 1988), la temperatura media anual es de 24.6 °C y la humedad
atmosférica relativa se mantiene por encima de 65 % todo el afio debido a la
cercania con el mar (Camou, 2001). La precipitacion es de 788 mm, con
variaciones anuales debido a patrones de incidencia de ciclones tropicales en
la parte central de la costa del Pacifico (Garcia-Oliva et al. 1991). La
estacionalidad es muy marcada con periodos de lluvia de julio a octubre y de

sequia de noviembre a junio.

2.4Trabajo de campo

El trabajo de campo consisti6 en cinco salidas de una semana de duracion
cada una durante los meses de junio (23-27), septiembre (3-7), y noviembre
(18-21) de 2009, asi como febrero (20-25) y marzo-abril (28-3) de 2010. Se
muestrearon 13 sitios localizados dentro de la estacién de Biologia propiedad
de la Universidad Nacional Autbnoma de México en Chamela y en terrenos
propiedad de la Fundacién-Cuixmala. También se colocé una trampa Malaise
del 1 al 30 de septiembre, 1 al 31 de octubre y 1 al 21 de noviembre de 2009.
En la figura 8 se pueden observar las veredas de la Estacion Biolégica
de Chamela, asi como los puntos donde se llevaron a cabo los muestreos y las

trampas que se utilizaron para la captura del material entomolégico.
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Figura 8. Mapa con las veredas principales de la estaciéon Biolégica de Chamela, asi como los puntos
donde se llevaron a cabo los muestreos.

En cada punto de muestreo se tomaron las coordenadas vy la altitud con
la ayuda de un GPS. En la tabla 3 se muestran los sitios de recolecta, sus

coordenadas, altitud y el método de colecta que se utilizd en cada sitio.

LOCALIDAD COORDENADAS ALTITUD TIPO DE TRAMPA

Cerca ala estacién 19.4985/105.0441 92 YPT

Camino 19.4956/105.0393 30 Red entomoldgica

Zarco/Chachalaca

Camino buho 19.4990/105.0412 74/65 Red entomoldgica, Trampa
19.4988/105.0404 de luz, Malaise

Camino chachalaca | 19.4993/105.0383 56/120 Malaise, Red entomoldgica,
19.4978/105.0445 Trampa de luz, YPT

Atréas del laboratorio | 19.4981/105.0444 95 Trampa de luz

Camino calandria 19.5048/105.0378 45 Malaise, YPT, Trampa de

luz, Red entomologica

Eje central/camino | 19.5002/105.0425 49/52 Red entomoldgica

calandria 19.5039/105.0335

Camino 19.5049/105.0377 52/56 Red entomoldgica

calandria/chachalac | 19.4993/105.03833

a
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Fundacién-Cuixmala
/ poza del jaguar

Fundacién-
Cuixmala/El sendero

Atras del comedor
Camino ardilla
Eje central

Calandria
calandria)

(arroyo
Camino calandria (el
mirador)

Camino
buho/chachalaca

Camino Antiguo

19.4292/104.9796

19.4192/104.9732

19.4978/105.0445

19.5085/105.0366

19.5048/105.0378

19.5036/105.0364

19.5048/105.0378
19.5002/105.0353

19.4991/105.0421
19.4978/105.0444

19.5047/105.367

66

61

120

32

45/62

45/109

68/106

59

Red entomoldgica

Red entomolégica, Malaise

Trampa de luz
Red entomoldgica

Red entomoldgica

Red entomoldgica

Red entomoldgica

Red entomoldgica

Red entomoldgica

Tabla 3. Sitios de recolecta, coordenadas y método de recolecta que se utiliz6 en cada salida.

2.5 Técnicas de recolecta
Las recolectas del material entomolégico se llevaron a cabo empleando cuatro

técnicas de colecta, las cuales se describen a continuacion:

Trampa Malaise. Las trampas Malaise que fueron utilizadas corresponden al

modelo Townes (Marris House Nets, London®). Este tipo de trampa se

compone de una malla fina de color blanco o negro en forma de pantalla y en

un extremo superior tiene un orificio en el que esta conectado un tubo por

donde pasan los insectos que se interceptan en la malla, para luego caer a un

contenedor con alcohol al 70% Fig. 9. En cada salida se colocaron dos trampas

en lugares al azar, las trampas permanecieron por toda una semana y después

se vertieron los insectos que cayeron en una bolsa para su posterior

separacién y analisis en el laboratorio.
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< N0 cm/r

Figura 9. Esquema de una trampa Malaise.

Trampa de luz. Esta trampa esta disefiada para insectos nocturnos, que son

atraidos por la luz; se compone de un foco de luz negra con un capuchoén
hecho de malla fina, el cual esta previamente rociado con insecticida; colocado
en forma vertical y dentro de un cilindro de malla, que en la parte inferior tiene
un contenedor de plastico con agua y jabon. Los insectos atraviesan la malla y
caen dentro del contenedor (Fig. 10). Posteriormente se quita el contenedor y
se vierte el liquido en un colador para quitar el exceso de agua con jabén y
después los insectos se enjuagan con agua limpia y se colocan en bolsas con

alcohol al 70%.

Figura 10. Trampa de luz colocada en el camino calandria en la estacion bioldgico de Chamela, UNAM.
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Trampas amarillas (YPT). También se utilizé el muestreo por atraccion

utilizando trampas de color amarillo de 20 cm de didmetro por 4 cm de
profundidad. Para ello se colocaron 150 platos amarillos por colecta con una
mezcla de agua y jabon para asi disminuir la tension superficial y permitir que
los insectos se sumergieran en el fondo. Los platos se colocaron a nivel del
suelo en grupos de seis y a una distancia de 5 m entre un grupo y otro, segun
lo sugerido por Droege (2006). Después de dos dias las muestras se colaron
para quitar el exceso de la mezcla de agua y jabon, luego se enjuagaron y se
colocaron en bolsas con alcohol al 70 %. Esta técnica atrae generalmente
insectos que viven en el suelo y parasitoides que se encuentran asociados a
estos (Fig. 11).

Figura 11. Platos amarillos colocados en el camino chachalaca, en la estacion Bioldgica de
Chamela, UNAM en el estado de Jalisco.

Red entomolégica. La captura con redes entomoldgicas se realizé haciendo

recorridos diarios sobre el terreno de la reserva utilizando por lo menos cuatro
redes al menos durante cuatro horas por dia. Se barrieron horizontalmente las
orillas de la vegetacion y de troncos en descomposicion. Después de 10
minutos el contenido de cada red se vacié a una bolsa con alcohol al 96% con

la ayuda de un aspirador de insectos (Fig. 12).

Figura 12. Colecta de avispas con red entomoldgica en la poza, Fundacién-Cuixmala.
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2.6 Identificacion del material entomoldgico
Todas las bolsas con las muestras se refrigeraron a -20°C con la finalidad de

evitar que se degradara el ADN. Para separar e identificar el material, se utilizé
un microscopio estereoscépico, una charola de separacion, un pincel y unas
pinzas; el material separado e identificado se coloco en tubos previamente
etiquetados con alcohol al 100% (sin desnaturalizar) a -20°C, para su posterior
analisis molecular; teniendo seleccionados los ejemplares de avispas se
identific6 la subfamilia doryctinae empleando la clave de subfamilias de
Braconidae de Sharkey (1998) y la identificaciébn hasta género se realizé con
las claves taxondmicas de Marsh (1998) y Marsh (2002), con base en

caracteres morfoldgicos.

2.7 Obtencion de secuencias de ADN
Para la extraccion de ADN se removié una pata de cada espécimen,

cada una se coloc6 en uno de los pozos de una placa de lisis de 96 pozos y
subsecuentemente fue enviada a la Universidad de Guelph, para la extraccion,
amplificacion y secuenciacion del ADN. Para todas las muestras, los extractos
de ADN totales fueron obtenidos usando el protocolo estandarizado descrito
en Ivanova et al. (2006). En este protocolo, los extractos se resuspendieron en
20-30 pl de dH,0 y posteriormente una region de 658 pares de bases cerca del
extremo 5’ correspondiente al marcador de DNA estandar del codigo de barras
de animales (gen mitocondrial citocromo oxidasa |) fue amplificada usando los
primers LepFl/LepRI. En los casos en donde un producto de 658 pb no fue
exitosamente generado, se emplearon los primers LCO1490/HC0O2198. Estos
altimos primers recuperan un fragmento un poco mas corto (aproximadamente
50 pares de bases menos) que los primers LepFl/LepRIl. Los primers
LepF1/LepRI fueron disefiados por Hebert et al. (2004) (LEP-F1: 5-ATT CAA
CCA ATC ATA AAG ATA T-3'; LEP-R1: 5'-TAA ACT TCT GGA TGT CCA AAA
A-3"). Los primers LCO1490/HC0O2198 fueron disefiados por Foster et al., 1994
(LCO: 5' GGT CAA CAA ATC ATA AAG ATATTG G-3'; HCO: 5'-TAA ACT TCA
GGG TGA CCA AAA AAT CA-3).

Las reacciones en cadena de polimerasa se llevaron a cabo en
volumenes de reaccion de 12.5 ul conteniendo: 2.5mm MgCl,, 1.25 pm de cada
primer, 50 pum dNTPs, 10mm Tris-HCI (pH 8.3), 50 mm KCI, 10-20 ng (1-2
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microlitros) de DNA genomico y 0.3 U de Tag polimerasa (Platinum Taqg DNA
Polymerase; Invitrogen) usando un termociclado de un ciclo de 2 min a 94°C,
cinco ciclos de 40 s a 94°C, 40 s a 45°Cy 1 min a 72°C, seguido de 36 ciclos
de 40 s a 94°C, 40 sa 51°C, y 1 min a 72°C, con un paso final de 5 min a 72°C.
Los productos fueron visualizados en un sistema de 96 pozos de gel de
agarosa 2% E-Gel (Invitrogen®). Posteriormente los fragmentos de ADN
previamente marcados fueron secuenciados en el secuenciador automéatico ABI
3730x!I (Applied Biosystems®).

Las secuencias y la informaciéon de todos los especimenes estaran
disponibles en el archivo de proyecto ASDOR en la seccion de proyectos
publicados del sistema de datos del cédigo de barras de la vida
(www.barcodinglife.com) y también en la base de datos de GenBank (numeros
de acceso HM434309-544, HM420734-5).

2.8 Analisis para delimitar especies
Todas las secuencias no tuvieron inserciones/deleciones y pudieron ser

alineadas visualmente con el programa BioEdit (Hall, 1999). Los limites entre
especies fueron evaluados utilizando el modelo “general mixed Yule-
Coalescent” (GMYC; Pons et al., 2006; Fontaneto et al., 2007), el cual requiere
una topologia totalmente resuelta con longitudes de ramas. Para ello se realizd
un analisis Bayesiano utilizando la version 1.5.3 BEAST (Drummond vy
Rambaut 2007) con el fin de reconstruir una topologia totalmente resuelta con
estimaciones de longitudes de las ramas. Todos los haplotipos duplicados se
eliminaron con el programa COLAPSE version 1.2 (Posada, 2004) antes de
realizar el andlisis bayesiano. El andlisis bayesiano utiliz6 un 'reloj relajado’
(“relaxed clock”) lognormal, y las longitudes de las ramas se estimaron
empleando un 'previo coalescente' (“coalescent prior”). Estudios previos han
encontrado que el previo coalescente obtiene resultados mas optimos para la
estimacion de longitudes de las ramas en comparacion con el previo de Yules
(Monaghan et al., 2009). El modelo de evolucion empleado para las secuencias
fue el GTR + I+T.

El analisis Bayesiano se ejecutd por 20 millones de generaciones, y el

muestreo de arboles se efectu6 cada 1,000 generaciones. La asintota
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(“stationarity”) de los valores de likelihood de los arboles muestreados se
detectd que ocurrio después de las 700,000 generaciones empleando el
programa Tracer version 1.4 (Rambaut y Drumond, 2007). No obstante, se
siguidé un enfoque conservador y se eliminaron los arboles muestreados
durante las primeros 10 millones de generaciones. Los arboles restantes se
utilizaron para construir un arbol con probabilidades posteriores usando el
criterio 'clado con maxima credibilidad' (“maximum credibility clade”) con el
programa TreeAnnotator version 1.5.3 (Rambaut y Drummond, 2008). La
delimitacion de las especies con el modelo GMYC se llevé a cabo utilizando el
paquete SPLITS disefiado para el programa R (de http://r-forge.r-

project.org/projects/divisiones/).

3. RESULTADOS

3.1 Diversidad de géneros de la subfamilia Doryctinae
En total se revisaron 777 ejemplares recolectados en 17 localidades diferentes

durante las cinco salidas a la Estacion Biolégica de Chamela, UNAM. El mes
donde se colecté la mayor cantidad de individuos fue en febrero con 220,
seguido de junio con 215, septiembre con 149, noviembre con 102 y marzo fue
el que representdé menor cantidad con 91 ejemplares. El nimero de individuos

de la subfamilia Doryctinae recolectados en cada salida se representa en la

Figura 13.
250 220 215
200 -
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Figura 13. Relacion de los ejemplares recolectados en cada mes de recolecta.
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Una vez identificados, se de 25 géneros

registraron un total
pertenecientes a la subfamilia Doryctinae. Diecinueve ejemplares no pudieron
ser identificados a nivel de género con las claves taxonomicas y posiblemente
se traten de nuevos taxones. Los géneros con representantes recolectados en
todas las salidas fueron Heterospilus, Allorhogas, Neoheterospilus, Rhaconotus
ademas algunos géneros que no pudieron ser identificados. Callihormius,
Glyptocolastes, Notiospathius, Ecphylus y Hansonorum se recolectaron en
todas las salidas excepto marzo. Coiba se encontré en la salida de noviembre,
febrero y junio. Por otra parte, especimenes asignados a los siguientes nueve
géneros solo se recolectaron en el mes de junio: Panama, Odontobracon,
Janzenia, Psenobolus, Ptesimogaster, Whitfieldiellus, lare, Heterospathius y
Leluthia. Los géneros Hecabolus, Vanderentiellus y Caenophanes fueron
recolectados Unicamente recolectados en el mes de febrero. El género
Curtisella se recolect6 en el mes de febrero y septiembre; Spathius en el mes
de septiembre y noviembre y Masonius se recolecté en el mes de junio y
noviembre. La relacion de todos los géneros y los meses en los que fueron

colectados se pueden observar en la Figura 14.
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Figura 14. Representacion grafica de los géneros recolectados en los
Noviembre de 2009; Febrero y Marzo de 2010 en la Estacion Biol6gica de Chamela-Cuixmala.
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3.2 Eficiencia de las técnicas de recolecta.
De las 4 técnicas de recolecta empleadas, la red entomoldgica fue la que

obtuvo un mayor numero de ejemplares con 503, representando el 63% del
material colectado, seguido por la trampa de luz con 197 ejemplares (25%), los
platos amarillos (YPT) con 55 ejemplares (7%), y por ultimo la trampa Malaise
con 22 individuos (3%) (Fig. 15).

22
3%

B Trampa de luz  EMalaise kdRed entom EPlatos amarillos

Figura 15. Nimero y porcentaje de individuos que se recolectaron con las cuatro técnicas
empleadas en las cinco salidas al campo realizadas a la Estacion Biol6gica de Chamela, UNAM

Aungue la red entomoldgica obtuvo el mayor nimero de ejemplares, en
las trampas de luz se obtuvo la mayor cantidad de géneros, donde siete de
ellos se recolectaron Unicamente con esta técnica: Panama, Odontobracon,
Janzenia, Whitfieldiellus, lare, Heterosphatius y Leluthia. Por otra parte, en con
la red entomoldgica se obtuvieron tres géneros que no se recolectaron con otro
método: Hecabolus, Vanderentiellus y Caenophanes. Dos géneros, Psenobolus
y Ptesimogaster, fueron recolectados Unicamente con platos amarillos

Los géneros Heterospilus, Allorhogas y los ejemplares de los géneros no
identificados se recolectaron con las cuatro técnicas de recolecta.
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Glyptocolastes, Ecphylus, Hansonorum y Rhaconotus fueron colectados con
redes entomologica, platos amarillos y trampa de luz. Los géneros Coiba,
Callihormius, Masonius, Neoheterospilus y Curtisella se obtuvieron con trampa
de luz y red entomoldgica. Por ultimo, los géneros Notiospathius y Spathius
fueron colectados tanto con redes entomolégicas como con platos amarillos
(Fig. 16).
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Figura 16. Grafica con los géneros de la familia Doryctinae encontrados con las cuatro técnicas
de recolecta empleadas.

3.3 Abundancia de especimenes por género
El cuadro 4 muestra la relacibn de los especimenes recolectados

pertenecientes a los 25 géneros descritos y los que no pudieron ser
identificados y sus localidades de procedencia. El género con el mayor niumero
de ejemplares y que estuvo presente en todas las localidades y tipos de trampa
fue Heterospilus con 535 ejemplares. EI nUmero de ejemplares de este género
representd el 68.85% del total ejemplares recolectados. El sitio donde se
obtuvo el mayor nimero de ejemplares de Heterospilus fue en la localidad
camino Chachalaca. Otros géneros también abundantes aunque con un
namero mucho menor de ejemplares fueron: Allorhogas, con 53 especimenes,
6.83%; Neoheterospilus con 34 ejemplares, 4.38%; y Ecphylus, con 31

ejemplares, 4%. Los géneros que se reportaron a partir de un unico ejemplar a
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lo largo de todas las salidas fueron: Caenophanes, recolectado en la
Fundacion-Cuixmala-poza del Jaguar con red entomoldgica; Hecabolus, que se
encontré en la estacién biologica en el camino Calandria-el mirador con red
entomoldgica; Heterospathius, Leluthia y Whitfieldiellus que se hallaron atras
del laboratorio y recolectados con trampa de luz; Psenobolus, recolectado con
trampa de luz en el camino Buho; y Vanderentiellus, recolectado en el camino

Buho-Chachalaca con red entomolégica.
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3.4 Diversidad de especies identificadas con codigos de
barras.
De 777 ejemplares recolectados se pudieron obtener secuencias del codigo de

barras de ADN (Citocromo c oxidasa subunidad | gen ADN) para 524 de ellos.
Las secuencias obtenidas se editaron, alinearon y analizaron con el programa
BEAST, del cual se obtuvo un filograma con longitudes de ramas. El analisis de
este arbol con el modelo GMYC discrimind un total de 289 especies
pertenecientes a los 25 géneros descritos y 19 individuos sin asignacion de
género (ver lista de los especimenes para cada una de las especies obtenidas
por el método GMYC en Apéndice 1). El género que obtuvo la mayor cantidad
de especies fue Heterospilus con 177, seguido de Allorhogas, del cual se
obtuvieron 26 especies; Ecphylus con 21 especies; 11 especies de los géneros
gue no pudieron ser identificados; 9 especies del género Callihormius;
Hansonorum con 6 especies; los géneros Glyptocolastes y lare con 5 especies;
Coiba y Rhaconotus con 4 especies; Odontobracon, Spathius, Masonius y
Curtisella con 2 especies; y Panama, Notiospathius, Janzenia, Psenobolus,
Ptesimogaster, Whitfieldiellus, Hecabolus, Vanderentiellus, Heterospathius,
Leluthia y Caenophanes con solo una especie recolectada. En la figura 17 se
puede observar el nUmero de especies obtenidas con el uso del codigo de
barras para cada género recolectado. En la tabla 5 se muestra la relacion entre
el total de ejemplares colectados, el nUmero de total de individuos de los cuales
se pudieron obtener las secuencias del gen COI por cada género, y el nimero
total de especies por género obtenidas gracias a este método de identificacion
de especies.

En los resultados obtenidos se observa que el género Ptesimogaster y
Ptesimogasteroides ambos con un ejemplar recolectado representan el mismo
género y no géeneros diferentes como se creé; el codigo de barras confirmo que

se trata de la misma especie en ambos géneros.
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Figura 17.Representacion gréfica de los géneros que se identificaron y el nimero de especies que se
obtuvieron a partir de la secuenciacién del gen COI (Citocromo oxidasa subunidad I).

GENERO N°® DE ESPECIES EJEMPLARES TOTAL DE
POR GENERO SECUENCIADOS EJEMPLARES
COLECTADOS
Heterospilus 177 345 535
Allorhogas 26 41 53
Coiba 4 6 7
Calliharmius 9 10 12
Glyptocolastes 5 8 8
Panama 1 2 2
MNotiospathius 0 0 7
Odontobracon 2 2 2
Ecphylus 21 28 i
Hansonorum 6 7 13
Spathius 2 1" 13
Janzenia 1 1 2
Masonius 2 2 3
Meoheterospilus Chame 3 11 34
Psenobolus 1 1 1
Ptesimogaster 1 2 2
Rhaconotus 4 7 8
Whitfieldiellus 1 1 1
Hecabolus 1 1 1
Wanderentiellus 1 1 1
lare g 15 17
Mo identificados 11 14 19
Heterospathius 1 4 1
Leluthia sp. 1 1 1
Curtisella 2 2 2
Caenophanes 1 1 1
Total 289 h24 Tiv

Tabla 5. Numero de especies obtenidas, ejemplares secuenciados con el gen COIl y niUmero de
ejemplares colectados en todas las salidas al campo.
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3.5 Variacion en el nimero de especies obtenidas en
relacion con los meses de colecta.
El nimero de especies encontradas varido notablemente en cada uno de los

meses en los que se recolectd, donde febrero y junio fueron los meses con el
mayor numero de especies recolectadas, marzo y noviembre que
representaron el menor nimero de especies. En la figura 18 se observa el

namero de especies y las fechas en las que se recolectaron.

Numero de especies recolectadas

Febirero Marzo lunio Septiembre  Moviembre
Mes de recolecta

Figura 18. Especies encontradas en la Reserva de la Biosfera de Chamela-Cuixmala, recolectadas
en los meses de junio, septiembre y noviembre de 2009; febrero y marzo de 2010.

3.6 Eficiencia de las técnicas de muestreo para recolectar
especies de doryctinos.

De todas las recolectas que se llevaron a cabo se obtuvieron 289 especies
discriminadas por el cédigo de barras de ADN de la vida. De cada una de ellas
se obtuvieron entre uno y once ejemplares y éstos fueron atrapados en uno o
mas de los cuatro tipos de técnicas que se emplearon. Con la red entomolégica
se atrap0O un total de 189 especies, que representd el 58% de la recolecta
global, seguido de la trampa de luz, en la cual cayeron 101 especies de avispas
(31% del total), los platos amarillos con 27 especies recolectadas (8%), y por

altimo la trampa Malaise con 11 especies (3%) (Fig. 19).
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Figura 19. Representacion grafica del nimero y porcentaje de especies recolectadas con cada técnica
en las cinco recolecciones en la estacion Bioldgica de Chamela-Cuixmala.

3.7 Curva de acumulacion de especies determinadas con
el cddigo de barras de ADN

De los cinco viajes que se realizaron y las especies colectadas se obtuvo una
curva de acumulacién de especies generada por el sistema de datos del cédigo

de barras de la vida (www.barcodinglife.org). En esta curva se muestra que el

numero de unidades evolutivas discriminadas no ha llegado a una asintota, por
lo que aun un numero considerable de especies estan en espera de ser
descubiertas. Sin embargo esta diversidad descubierta aun tiene que ser
analizada por otras herramientas como un andlisis morfolégico de las especies
involucradas o adicionar un marcador nuclear distinto para confirmar los

resultados. Fig 20.

160 |- /
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120 [ i

100 |- /

Niumero de especies determinadas

Ejemplares colectados

Figura 20. Curva de acumulacion de especies obtenido del sistema de datos del cédigo de barras de la vida
(www.barcodinglife.org) de las especies de avispas de la subfamilia Doryctinae recolectadas durante las cinco salidas al
campo.
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4. DISCUSION

4.1 Diversidad de la subfamilia Doryctinae
Las avispas parasitoides juegan un papel muy importante en el control de las

poblaciones de otros insectos. En particular las avispas bracénidas pueden ser
utilizadas como grupo parametro para estimar la biodiversidad de ecosistemas
natural y perturbados (Delfin y Ledn 1997; Delfin y Burgos 2000; Chay-
Hernandez et al., 2006). Sin embargo, el conocimiento de la fauna de muchos
grupos de braconidos aun es poco en la regién del Neotropico en relacién con
la region Neartica. Los pocos trabajos que existen para el NeotrOpico se
restringen generalmente a dos paises, Costa Rica y México (Figueroa-De la
Rosa et al., 2003).

Hay varios aspectos que resaltar de las cinco salidas al campo. Aunque
febrero fue el mes en el que se recolectaron el mayor numero de avispas, en
junio se registré6 un mayor numero de géneros. De los géneros recolectados en
el mes de junio, de nueve de ellos sélo se recolecté un ejemplar y en una sola
trampa. Por otra parte, el mayor numero de especies colectadas las
observamos en el mes de febrero, con 160, y junio con 152, aunque para
febrero la mayoria de estas especies pertenecen a Heterospilus. La razon por
la que pudo haberse encontrado una mayor diversidad de géneros en junio y
una gran diversidad de especies para febrero en general se debe muy
probablemente a la posible presencia de larvas hospederas de estos taxones
en esos periodos del afio. Cabe destacar que es en junio cuando comienzan
las lluvias y con ello, los primeros brotes de plantas y muchas especies
insectos herbivoros que se alimentan de ellas (Filip et al., 1995). Debido a que
muchas de las especies de avispas parasitoides se especializan en atacar a
una o pocas especies de hospederos (p. ej. Smith et al., 2008), es durante el
comienzo de la época de lluvias, cuando existe mayor cantidad y diversidad de
especies de insectos (larvas) herbivoros, por lo que la cantidad de ejemplares y
diversidad de géneros en muchos grupos de avispas parasitoides se dispara.

Las especies del género Heterospilus se registraron todo el afio en las
recolectas, siendo por lo tanto el género que presentd el mayor numero de

especies (177). Esta gran diversidad de especies asignadas a Heterospilus
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probablemente se deba a que es un grupo polifago, ya que sus especies se
han registrado como ectoparasitas de larvas de varios grupos de insectos, tales
como Lepidoptera, Coleoptera, Diptera e Hymenoptera, y en varias épocas del
afio (Belokobylskij, 1992).

4.2 Taxones recolectados con las técnicas de muestreo

En el tipo de trampa en donde se recolecté el mayor numero de avispas fue
en las redes entomoldgicas, con 503 ejemplares, seguido de la trampa de luz,
con 197. En este Ultimo tipo de trampa se recolectd el mayor niumero de
géneros (19 géneros), de los cuales siete fueron exclusivos para esta trampa.
Las trampas menos eficientes y donde se recolectaron el menor nimero de
ejemplares, géneros y especies, fueron la trampa Malaise y los platos
amarillos. Esto sugiere sin duda sugiere que el tipo de actividad que tienen las
especies de doryctinos influye de manera directa en las recolectas. Se sabe
gue los doryctinos pueden ser mas facilmente encontrados cerca de la
presencia de troncos y madera en descomposicion, que es los coledpteros
xil6fagos se encuentran (Belokobylskij, 2008). Las recolectas con las redes
entomolégicas por lo tanto se enfocaron cerca de troncos tirados, lo cual
probablemente origind que estas trampas fueran las que tuvieran mayor éxito
en la obtencion de ejemplares y especies de doryctinos. Por otra parte, resulta
interesante que las trampas de luz hayan obtenido la mayor diversidad de
géneros. A la fecha se desconoce la biologia de gran parte de las especies de
doryctinos, y esta misma situacion ocurre con la mayor parte de los géneros
recolectados Unicamente con trampas de luz. Las especies de avispas
parasitoides recolectadas con trampas de luz suelen ser nocturnas y atacar
principalmente larvas de lepidopteros (p. e€j. Rogadinae; Zaldivar-Riveron et al.,
2008). Futuros estudios permitiran establecer las asociaciones parasitoide-

hospedero dentro de este grupo de bracénidos.

4.3 Importancia del uso del codigo en Doryctinae.
Debido a que se estima que la diversidad de braconidos y en particular de

doryctinos es considerablemente mayor a la descrita hasta la fecha (Dolphin y

Quicke, 2002; Jones et al., 2009), el esfuerzo de trabajo seria casi imposible
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para tratar de describir todas estas especies Unicamente con la de la
taxonomia tradicional, esto es, utilizando solo caracteres morfoldgicos.
Actualmente, el uso de las herramientas moleculares y en especial del como el
codigo de barras de la vida esta permitiendo identificar especies en un periodo
de tiempo mucho mas corto que si solo se utilizara la taxonomia tradicional.
Esta herramienta también permite identificar especies cuando estas no se
encuentran en su forma adulta (larvas) o cuando las especies son cripticas,
esto es, morfolégicamente indistinguibles, o morfolégicamente muy
conservadas y que por lo tanto con la descripcion morfologica seria casi
imposible llevar a cabo la identificacion (Sheffield et al. 2009, Hebert et al.,
2003). Este problema se encontré en este estudio con el género Heterospilus,
en el cual muchas de sus especies son morfolégicamente muy similares, pero
cuando se analizo la informacion del codigo de barras para los 535 ejemplares
obtenidos el resultado arrojo una oculta diversidad extraordinaria (177
especies). Estudios posteriores comparando la diversidad encontrada con la
morfologia de los taxones involucrados permitird definir con precision el nimero
de unidades evolutivas dentro de este megadiverso género.

Las ventajas que tiene el uso de codigo de barras para estudios de
diversidad son enormes, porque este método permite clasificar una gran
cantidad de especies en un espacio de tiempo muy corto a diferencia de la
taxonomia tradicional, en la que tomaria mucho tiempo y esfuerzo clasificar la
misma cantidad. En grupos megadiversos como es el caso de los
Himendpteros (Hanson y Gauld 2006), el empleo de esta herramienta ha
permitido descubrir y describir un gran nimero de especies en los ultimos afios.
El presente estudio ademas confirmé que dos formas que habian originalmente
sido descritas como géneros diferentes, Ptesimogaster y Ptesimogastroides, no
solo estan muy cercanamente relacionadas y por lo tanto representan un solo
género, sino también comparten el mismo codigo de barras y por lo tanto
representan una misma especie. Los estudios con esta herramienta molecular
también pueden detectar si se ha alcanzado o no a recolectar toda la
diversidad presente de un grupo en un area de estudio determinada mediante
el empleo de una curva de acumulacion de especies, como fue el caso de este
trabajo, en donde se observé que no se ha completado el inventario de las

especies de Doryctinae en la regién de Chamela.
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Por dltimo, es importante recalcar que el codigo de barras del ADN no
pretende sustituir la taxonomia tradicional sino solo acelerar el proceso de
identificacion de especimenes, especialmente en estudios de conservacion de
la biodiversidad. un ejemplo de ello es el estudio de Smith (2005) en
Madagascar con una de las familias mas diversas de Hymenoptera, la familia
Formicidae. En este trabajo se mostrd la importancia que tiene la descripcion
de especies en un lugar donde la pérdida de la biodiversidad va en aumento. El
autor agrega que no es posible solo utilizar el cédigo de barras de ADN para
describir especies, ya que la determinacion de especies podria ser difusa. La
combinacion de esta herramienta con un andlisis de otros genes, los caracteres
morfolégicos y los estudios de comportamiento podrian complementarse para
obtener un mejor resultado.

Otro uso que se le ha dado a esta herramienta se muestra en un trabajo
subsecuente de Smith et al. (2006), donde se implementa el uso del cédigo de
barras para discriminar 17 morfoespecies de moscas del género Belvosia,
donde se sospechaba que habia especies cripticas. El resultado de este
trabajo arrojo un total de 32 especies. También se llegd a la conclusion de que
ademas de tener nuevas especies que no podian haber sido identificadas de la
manera tradicional, éstas especies de moscas tienen hospederos especificos.
Smith et al. (2005) concluyen el articulo el mencionando que la herramienta del
cédigo de barras ayuda a la identificacion de especies aun en estados
inmaduros, por lo que no se tiene que esperar a que eclosionen los adultos
para ser identificados.

En regiones donde se tiene un alto nimero de especies y muchas de
ellas endémicas, como lo es en la Reserva de la Bidsfera de Chamela-
Cuixmala, el codigo de barras puede acelerar enormemente el proceso de
descripcion de especies. Ademas, con esta herramienta se pueden obtener
datos sobre la biologia de las especies, como por ejemplo sus asociaciones
con hospedero y sus dietas (p. ej. Jurado et al., 2009; Rougerie et al., 2010). A
la fecha, la region de Chamela no cuenta con un registro de las especies de
ningln grupo de avispas parasitoides y se tiene un conocimiento muy
incompleto acerca de la biologia de estos organismos. El empleo de cédigo de
barras de ADN permitiria por lo tanto obtener datos no solo de los parasitoides,

sino en un futuro también sobre su biologia y los huéspedes que parasitan.
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5. CONCLUSIONES

Se revisaron un total de 777 ejemplares de avispas, recolectados en 17
localidades ubicadas dentro de la Estacion Biologica de la UNAM, en la
Reserva de la Biosfera de Chamela-Cuixmala, Jalisco.

Se identificaron los siguientes 26 géneros de avispas pertenecientes a la
subfamilia Doryctinae: Heterospilus, Allorhogas, Coiba, Callihormius,
Glyptocolastes, Panama, Notiospathius, Odontobracon, Ecphylus,
Hansonorum, Spathius, Janzenia, Masonius, Neoheterospilus, Psenobolus,
Ptesimogaster, Rhaconotus, Whitfieldiellus, Hecabolus, Vanderentiellus,
lare, Heterospathius, Leluthia, Curtisella y Caenophanes. Ademas, 19
ejemplares no pudieron ser clasificados y posiblemente representen
nuevos taxones.

De los 777 ejemplares recolectados, 524 fueron secuenciados para el
Cédigo de barras del ADN (658 pb del gen mitocondrial COI),
discriminandose un total de 289 especies pertenecientes a los 26 géneros
identificados. El género Heterospilus fue el que obtuvo un mayor nimero
tanto de ejemplares (535) y de especies (177).

El mes donde se obtuvo el mayor nimero de ejemplares fue febrero con
220, seqguido de junio con 215 ejemplares, septiembre 149, noviembre con
102 y marzo con 91 ejemplares. En febrero se recolectaron 15 géneros y
160 especies; en junio se capturaron 21 géneros y 152 especies. Ademas
en junio se obtuvieron nueve géneros que no pudieron ser recolectados en
otra salida de campo, estos fueron: Leluthia (1sp), Panama (1sp),
Odontobracon (2spp), Janzenia (1sp), Psenobolus (1sp), Ptesimogaster
(1sp), Whitfieldiellus (1sp), lare (5spp) y Heterospathius (1 sp).

Las técnicas de colecta mas eficientes para colectar doryctinos fueron la red
entomologica con 503 ejemplares y la trampa de luz con 197 ejemplares.

La trampa de luz tuvo una mayor diversidad en cuanto al namero de
géneros colectados y siete de estos géneros fueron particulares a esta
trampa (Panama, Notiospathius, Odontobracon, Janzenia, Whithfieldiellus,
lare y Heterospathius). La red entomoldgica fue en la que se encontr6 el

mayor nimero de especies (189 spp), en la trampa de luz se recolectaron
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101 especies, en los platos amarillos se encontraron 27 especies y en la
trampa Malaise 11 especies.

Los géneros que se registraron en este trabajo y que no se habian
mencionado otros trabajos en México son: Coiba, Panama, Hansonorum,
Masonius, Neoheterospilus, Psenobolus, Ptesimogaster, Vanderentiellus,
lare, Heterospathius y Caenophanes. Ademas, la recolecta de un
espécimen perteneciente a Caenophanes representa el primer registro del
género para el continente americano.

La curva de acumulacién de especies para las secuencias generadas indica
gue todavia faltan mas especies de doryctinos por ser recolectadas en la
region de Chamela.

El cbédigo de barras es una herramienta muy eficaz porque ademas de
identificar especies en un corto plazo también ayudd a corroborar dudas de
identificacion que se tienen sobre algunos géneros, como fue el caso de
Ptesimogaster y Ptesimogasteroides que ademas de ser el mismo género
se trata de la misma especie.

El cédigo de barras de ADN representa una alternativa viable para
identificar especies en la region de Chamela porque sabemos que hay una
alta diversidad de especies de Doryctinos pero que aun siguen esperando
por ser descubiertos, como lo observamos en la curva de acumulacion de
especies.

La region de Chamela es un lugar que cuenta con una gran diversidad de
organismos y hoy en dia las herramientas con las que contamos como lo es
el cédigo de barras, ayudara a acelerar la identificacion de esas especies y
asi poder tomar decisiones acerca de las zonas que deben ser conservadas

y no solo en esa region sino en todo México.
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7. APENDICE 1

Lista de las especies de doryctinos discriminadas con el método GMYC. El

arbol ultramétrico con las especies discriminadas se encuentra anexado en un

CD:
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ASDOR201

ASDORS385, 754, 570

ASDOR344
ASDOR541
ASDOR117
ASDORA483
ASDOR118
ASDOR154
ASDORG602
ASDOR623
ASDORS569
ASDOR291
ASDOR333
ASDOR388
ASDORS562, 563
ASDOR424
ASDOR250
ASDORA408
ASDOR122

ASDORS594, 600,237,698,092
ASDORG693, 238, 685
ASDOR721, 629, 605

ASDORS536

ASDORS510, 287, 644, 537,684, 699

ASDOR187
ASDOR218

ASDOR301, 507, 269, 341, 266, 300, 508, 219
ASDORG672, 296, 406, 259

ASDOR741

ASDORS547, 542, 496

ASDORS548
ASDORA497

ASDORY756, 419, 136, 052

ASDOR771, 474

ASDORG625, 216, 482, 549, 473, 492, 769

ASDORG601, 772

ASDOR706, 407, 668, 451
ASDOR703, 671, 249, 410

ASDOR251, 203

ASDOR716, 738, 252, 674

Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospatius sp.
Neoheterospilus chamelae
Neoheterospilus chamelae
Neoheterospilus chamelae
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
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41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86

ASDORZ235, 630, 229, 719, 337, 728

ASDOR174

ASDOR130, 383, 390

ASDOR109
ASDOR199
ASDOR115
ASDOR620
ASDOR111, 689
ASDOR294
ASDOR711
ASDORG646

ASDOR312, 648, 545, 676
ASDORA489, 701, 616

ASDORT734, 110
ASDOR149, 755
ASDORA487, 480

ASDORS532, 135, 395, 283

ASDOR715

ASDORZ226, 546, 194

ASDORA485, 279, 502, 512, 263, 271, 707
ASDOR243, 511, 491, 666, 528
ASDORG653, 299, 114, 506, 374

ASDORG690, 499
ASDORG88
ASDOR322
ASDOR141
ASDORG626
ASDORG612

ASDORA403, 153, 215

ASDORG628
ASDORS588
ASDOR634

ASDOR183, 189, 556

ASDORO072

ASDOR160, 732, 657

ASDORS501
ASDOR714
ASDORG675, 680
ASDORS03
ASDORS593
ASDOR221
ASDOR416
ASDOR167, 090
ASDOR261
ASDORA426
ASDOR273, 427

Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.

49



87

88

89

90

91

92

93

94

95

96

97

98

99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132

ASDOR171
ASDOR248
ASDORG622, 529
ASDORG649
ASDOR325
ASDOR234, 209
ASDORG681

ASDORL177, 495, 590, 133, 691, 247, 726, 544

ASDORY753, 678
ASDOR346
ASDOR347, 619
ASDOR186
ASDOR396

ASDORG677, 509, 231, 643

ASDORG637
ASDORS592
ASDORDb543, 478
ASDOR197, 124
ASDORG673
ASDOR213

ASDORG636, 520, 611, 476

ASDORT710
ASDOR313
ASDOR304
ASDOR190
ASDOR224
ASDORS58, 561
ASDORO087

ASDORO085, 162, 086

ASDOR206

ASDOR317, 223, 228, 161, 280, 214, 126, 164

ASDOR170
ASDORA439

ASDOR442, 211, 615

ASDOR246
ASDORT735
ASDOR262
ASDOR241

ASDOR210, 682, 582
ASDORS05, 486, 245, 596, 144, 138, 533, 242, 200, 147, 384

ASDORG606
ASDORO078
ASDOR180
ASDOR314
ASDOR131, 132
ASDOR184, 181

Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
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133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178

ASDOR227
ASDOR289
ASDOR702
ASDORS587, 743

ASDOR179, 494, 139

ASDOR127
ASDORO094
ASDORS393, 559
ASDORG604
ASDOR402

ASDORG650, 705, 265, 712, 704

ASDOR709
ASDOR584
ASDORG654

ASDORZ256, 305, 329

ASDORZ207, 568
ASDOR258
ASDOR331
ASDOR420
ASDOR192, 129
ASDOR157
ASDOR182
ASDOR308
ASDORO089
ASDORS339

ASDORA493, 659, 158
ASDORG687, 523, 477, 692, 665
ASDOR173, 667, 670, 664, 120, 168, 695, 490

ASDORG669, 574
ASDOR751
ASDOR272
ASDOR400
ASDORA436, 752
ASDOR152, 422

ASDOR282, 580, 679

ASDOR212
ASDORS521, 524
ASDORS534
ASDOR150
ASDOR700
ASDORA411
ASDORG661, 125
ASDOR185

ASDOR504, 683,264, 156, 578

ASDOR155, 088
ASDORG651

Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
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179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224

ASDOR292, 319, 208

ASDORZ205, 401
ASDORA452
ASDORG09
ASDOR380
ASDORT757

ASDOR348, 066, 068

ASDOR349
ASDORS552
ASDORO006, 005
ASDORO007, 004
ASDORO083, 513
ASDOR460
ASDORA471, 500
ASDORA450
ASDOR370, 044
ASDORO075
ASDORO001
ASDORS551
ASDORS55, 761
ASDORO038
ASDORO037
ASDORS572
ASDORO018
ASDORO017, 016
ASDORA462
ASDORO015
ASDORG635
ASDOR367
ASDOR434
ASDORO055
ASDORT780, 465
ASDORA464
ASDORS514
ASDORO080, 077
ASDORG642
ASDOR765
ASDORA469
ASDOR318
ASDORO084
ASDORO074

ASDORY767, 768, 321

ASDORA488, 607

ASDORY759, 776, 777

ASDOR763, 762

ASDORS517, 519, 472, 518

Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Heterospilus sp.
Hecabolus sp.
Curtisella sp.

Vanderentiellus sp.
Glyptocolastes sp.

Allorhogas sp.
Allorhogas sp.
Coiba sp.
Coiba sp.
Allorhogas sp.
Doryctinae

Glyptocolastes sp.
Glyptocolastes sp.
Ptesimogaster sp.

Allorhogas sp.

Whitfieldiellus variegate

Allorhogas sp.
Allorhogas sp.
Odontobracon sp.
Odontobracon sp.
Hansonorum sp.
Hansonorum sp.
Hansonorum sp.
Hansonorum sp.
Hansonorum sp.
Hansonorum sp.
Doryctinae
Masonius sp.
Masonius sp.
Notiosphatius
Doryctinae
Doryctinae
Allorhogas sp.
Allorhogas sp.
Allorhogas sp.
Allorhogas sp.

Glyptocolastes sp.

Allorhogas sp.
Allorhogas sp.
Allorhogas sp.
Allorhogas sp.
Allorhogas sp.
Allorhogas sp.
Allorhogas sp.
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225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255
256
257
258
259
260
261
262
263
264
265
266
267
268
269
270

ASDOR764
ASDORA455
ASDORO079

ASDORA447, 446
ASDORY7Y78, 470

ASDORA458
ASDORO041

ASDORA457, 350, 456, 081

ASDORA435
ASDORO051
ASDORO082
ASDORO046
ASDORO048
ASDORA459
ASDOR449
ASDORS571

ASDORO027, 028, 020, 024, 036, 021

ASDORG610

ASDORO13, 011

ASDORO010

ASDORO033, 030

ASDORO035

ASDORO029, 022, 025, 023, 026

ASDORO031
ASDORO050
ASDORO073

ASDORO009, 008

ASDORO039
ASDORA453

ASDOR369, 540

ASDORO049
ASDORO047
ASDORO045
ASDORO097
ASDORS54
ASDORO032
ASDORS53
ASDOR103
ASDOR102

ASDORS539, 100, 101

ASDORO099
ASDOR361
ASDOR105
ASDOR106
ASDORA461
ASDORO057

Allorhogas sp.
Allorhogas sp.
Allorhogas sp.
Doryctinae
Allorhogas sp.
Allorhogas sp.
Allorhogas sp.
Allorhogas sp.
Allorhogas sp.
Psenobolus sp.
Allorhogas sp.
Callihormius sp.
Callihormius sp.
Doryctinae
Coiba sp.
Coiba sp.

lare sp.
Doryctinae
Doryctinae
Doryctinae

lare sp.

lare sp.

lare sp.

lare sp.
Leluthia sp.
Allorhogas sp.
Panama sp.
Janzenia sp.
Callihormius sp.
Callihormius sp.
Callihormius sp.
Callihormius sp.
Callihormius sp.
Callihormius sp.
Callihormius sp.
Glyptocolastes sp.
Curtisella sp.
Ecphylus sp.
Ecphylus sp.
Ecphylus sp.
Ecphylus sp.
Ecphylus sp.
Ecphylus sp.
Ecphylus sp.
Ecphylus sp.
Ecphylus sp.
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271
272
273
274
275
276
277
278
279
280
281
282
283
284
285
286
287
288
289

ASDOR363

ASDORS522

ASDORO059, 364, 058, 061
ASDORO098

ASDORO063, 104
ASDOR362

ASDORS516

ASDOR365, 056
ASDOR107

ASDORO062

ASDOR359

ASDOR257

ASDOR375, 430, 431
ASDOR376, 378, 372, 373, 371, 377, 356, 432
ASDORG613

ASDOR429

ASDORO003, 002
ASDORS531, 381, 454
ASDORA475

Ecphylus sp.
Ecphylus sp.
Ecphylus sp.
Ecphylus sp.
Ecphylus sp.
Ecphylus sp.
Ecphylus sp.
Ecphylus sp.
Ecphylus sp.
Ecphylus sp.
Ecphylus sp.
Ecphylus sp.
Spathius sp.
Spathius sp.
Caenophanes

Rhaconotus sp.
Rhaconotus sp.
Rhaconotus sp.
Rhaconotus sp.
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