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RESUMEN

Las agallas vegetales se definen como el crecimiento anormal de tejidos u 6rganos de
plantas en respuesta a actividad o presencia de un organismo inductor. Mediante la
formacion de la agalla, el inductor asegura alimento y proteccion frente a enemigos
naturales y al medio por determinados periodos de tiempo. Ademas de los formadores de
agallas, otros insectos también estan asociados a estas formaciones, incluyendo inquilinos y
parasitoides. En este estudio, se caracterizaron las especies de insectos asociados a agallas
de hojas de Coccoloba barbadensis (Polygonaceae) en la Estacion Bioldgica de Chamela,
Jalisco, en la costa del Pacifico de México, con el fin de inferir sus asociaciones troficas. Se
distinguieron cinco morfotipos de agallas y se recolectaron larvas y adultos de insectos
presentes en éstas durante febrero-mayo y noviembre de 2013. Los insectos fueron
identificados utilizando morfologia externa y secuencias de ADN del gen mitocondrial
COL. A partir de estas ultimas, se distinguieron 35 y 39 especies putativas con el criterio de
2% de divergencia genética y el modelo de GMYC, respectivamente. Las especies
encontradas pertenecen a Lepidoptera (3 spp.), a una familia de Diptera (Cecidomyiidae, 7
spp.) y a cinco de Hymenoptera (Platygastridae, 6 spp.; Braconidae, 1 sp.; Eulophidae, 10
spp.; Eurytomidae, 7 spp.; Torymidae, 1 sp.). Las relaciones troficas de estos insectos
sugeridas a partir de la literatura disponible indica que los dipteros cecidomidos pueden ser
los responsables de la induccion de las agallas de C. barbadensis, mientras que las especies
de Hymenoptera podrian ser inquilinas de las agallas, parasitoides de los dipteros, o
hiperparasitoides. La presencia de diferentes morfotipos de agallas en las hojas de C.
barbadensis muestra la gran variedad de caracteristicas estructurales asociadas a las agallas
en general, y que la comunidad de insectos asociados a ellas es mucho mayor de lo que se
esperaba. El presente estudio representa la primera investigacion sistematica acerca de la
fenologia de agallas y la riqueza de especies de insectos asociados en una especie de la

familia Polygonaceae.



ABSTRACT

Galls are defined as abnormal growth of tissue or organs of plants in response to activity or
presence of an inducing arthropd. Through gall formation, the galler ensures its food and
protection from natural enemies and the environment during specific periods of its life.
Besides gall formers, other insects are also associated with galls, including those that feed
on gall tissue (inquilines) and parasitoids. In this study, the insect species associated with
leaf galls of Coccoloba barbadensis (Polygonaceae) at the Biological Station of Chamela,
Jalisco, were characterized in order to infer their trophic associations. Five different types
of galls were discriminated, and insects (larvae and adults) occurring in them were
collected during a five months period (February-May 2013). Insects were identified using
both morphology and sequences of the COI mitochondrial DNA gene. A total of 35 and 39
putative species were delimited with the 2% divergence criterion and the GMYC model,
respectively. These species belong to Lepidoptera (3 spp.) and one dipteran
(Cecidomyiidae, 7 spp.) and five hymenopteran (Platygastridae, 6 spp.; Braconidae, 1 sp.;
Eulophidae, 10 spp.; Eurytomidae, 7 spp.; Torymidae, 1 spp.) families. The presumed
trophic association of this species based on the available literature suggests that
cecidomyiids might be responsible for inducing leaf galls on C. barbadensis, whereas
among the hymenopteran species there are inquilines, galler parasitoids and
hyperparasitoids. The presence of various types of leaf galls on C. barbadensis reveals their
great variety of structural features and an unexpected species richness of insect associated
to this system. This represents the first study that seeks to investigate the phenology of galls

and their associated insect species richnes in a plant species of the family Polygonaceae.



INTRODUCCION

1.1 Interacciones troficas

La mayoria de los organismos en cualquier ecosistema interactian simultaneamente de
manera directa o indirecta con mas de una especie. Las interacciones entre multiples
especies pueden suceder de manera sinérgica o antagénica e influir en los resultados
ecologicos y evolutivos de la interaccion entre cada par de especies, por lo cual el estudio
de las redes de interacciones emerjen como una herramienta apropiada para estudiar la
complejidad de la naturaleza (Bascompte, 2007; Boege y Carmona, 2012). En una
comunidad, las especies se encuentran conectadas mediante relaciones troficas donde los
individuos pueden verse perjudicados, beneficiados o no afectados, de manera que en la
obtencidn de recursos necesarios para sobrevivir sucede un intercambio de bienes y
servicios que incluyen alimentacion, transporte y proteccion, entre otros (del Val y Boege,

2012).

Las interacciones bidticas se clasifican de acuerdo al efecto que causan sobre los
individuos que estan implicados en ellas. La interaccion en la que los individuos de dos
especies resultan afectados negativamente de manera simultdnea y existe una limitacion del
crecimiento y la reproduccion de los mismos por la limitacion de recursos es un
antagonismo que se conoce como competencia (Schoonhoven et al., 1998; Gotelli, 2008).
Durante la competencia interespecifica, los individuos de una especie sufren una reduccion
en su supervivencia, crecimiento o fecundidad como resultado de la reduccion de recursos,
causada por individuos de otra especie (Holway, 1999). Por su parte, la competencia
intraespecifica sucede cuando una poblacion crece mas alla de la capacidad de carga del
ambiente que habita y los recursos comienzan a escasear (Gotelli, 2008). Los efectos de las
interacciones competitivas se expresan en la dindmica de poblaciones y pueden influir en la

distribucion y evolucion de las especies (Gaxiola y Armesto, 2012).

Otra interaccion antagonica se refiere a la depredacion, que implica el consumo de
un organismo presa por parte del depredador, encontrandose la presa viva cuando éste la

ataca por primera vez (Gotelli, 2008). Dentro de los depredadores se encuentran los que son



generalistas, quienes consumen una amplia variedad de recursos, y los especialistas, que se

concentran en un tipo determinado de recurso (Begon y Harper, 1996).

Existen diferentes formas de depredacion, entre ellas el parasitismo, que se define
como una relacion intima y unidirecccionalmente obligatoria entre dos organismos
heteroespecificos durante la cual el parasito, usualmente mas pequeno, depende
metabolicamente del hospedero. El tiempo de interaccion entre el parasito y el hospedero es
alto, y por lo general el parasito se alimenta de una o pocas presas durante toda su vida y
consume una o pocas partes de su presa (Gotelli, 2008). El parasitoidismo, por otra parte, es
una relacion interespecifica intermedia entre el parasitismo y la depredacion (Begon y
Harper, 1996). Los parasitoides pueden interactuar con sus presas como endo- o
ectoparasitos y pueden paralizar el desarrollo de sus presas en el momento de la puesta,
dejando un huevo dentro o cerca de sus presas para que la larva, después de que eclosiona
el huevo, consuma al huésped inmovil e indefenso, actuando como parasitoides idiobiontes
0, una vez que la hembra adulta del parasito ha efectuado la puesta sobre los hospederos,
permiten que la larva de hospedador contintie desarrollandose mientras el parasito se va
alimentando de sus 6rganos no vitales, actuando como parasitoides koinobiontes

(fernandez y Sharkey, 2006).

Los parasitoides adultos son animales de vida libre que pueden ser tanto herbivoros
como depredadores especificos y pueden dispersarse activamente en busca de sus presas
(Godfray, 1994). Sin embargo, se ha reportado que en insectos sociales pueden existir
relaciones de parasitoidismo intraespecifico, donde las colonias son vulnerables al
parasitoidismo reproductivo por parte de la casta obrera de la colonia o de colonias vecinas
(Oldroyd et al., 1994; Hértel et al., 2006), ya que los machos pueden fecundar tanto los

huevos de la reina, como los de otras obreras (Beekman y Oldroyd, 2008).

Finalmente, dentro de las interacciones antagdnicas se encuentra la herbivoria, la
cual es una interaccion entre plantas y animales donde los animales consumen el tejido de
las plantas para cubrir sus requerimientos energéticos y la planta pierde tejido con
repercusiones frecuentemente negativas para su desempefio o adecuacion (Coley y Barone,
1996; Schoonhoven et al., 1998). La herbivoria representa una presion de seleccion para la

evolucion de la respuesta de defensa de la planta contra el ataque de animales herbivoros



(Belsky et al., 1993). En ocasiones, este tipo de interaccion no causa efectos sobre la planta
en general o por sobrecompensacion, pueden suceder efectos positivos como el incremento
en la cantidad de biomasa de la planta, luego del ataque del herbivoro; el aumento de la

producion de semillas y la supervivencia de las plantulas (Paige y Whitham, 1987).

Cuando dos individuos de diferentes especies se ven beneficiados por su presencia
mutua y la relacion no es ni permanente ni obligatoria, esta interaccidon se conoce como
mutualismo (Gotelli, 2008). El mutualismo presenta diferentes categorias, como por
ejemplo la polinizacion, donde se busca el traspaso de granos de polen desde los estambres
de una flor hasta el estigma de otras flores, tras lo cual el polen germina y fecunda los
ovulos de la flor, permitiendo la produccion de semillas y frutos (Begon y Harper, 1996).
Ademas del transporte del polen, otra de las relaciones mutualistas que desempefia un papel
fundamental en la estructura de la vegetacion y en el mantenimiento de la diversidad es la
dispersion de semillas (Herrera y Pellmyr, 2002). En la dispersion, la formacion de la
semilla y el establecimiento de una nueva plantula est4 influenciada por una serie de
factores que juegan un papel determinante en el destino de la semilla, ya que tienen el
potencial de influir en la adecuacion de una planta, en la dinamica poblacional de una

especie y en la estructuracion de las comunidades vegetales (Andresen, 2012).

Cuando los efectos positivos o negativos de las interacciones bidticas se ven
reflejados en la adecuacion de los individuos al entorno, es probable que estas relaciones
afecten procesos demograficos, ecologicos o evolutivos, por lo que para entender los
diferentes aspectos de las especies y el funcionamiento de los ecosistemas es indispensable
considerar las interacciones troficas (Montoya et al., 2006). Ademas, el hecho de que las
interacciones sean importantes factores de seleccion natural (Cattin ef al., 2004) y
promuevan la evolucion de multiples soluciones adaptativas las coloca como una de las
causas mas importantes de la gran biodiversidad que se observa en el planeta en la

actualidad (Bascompte, 2007; Cagnolo y Valladares, 2011; del Val y Boege, 2012).

Dentro de la biodiversidad del planeta, los artropodos en general estan involucrados
en la mayoria de las interacciones multiespecificas (Triplehorn y Johnson, 2005). Los
artropodos desempefian un papel determinante en todas las comunidades bioldgicas, ya que

interactuan de diferentes maneras con otros animales y con las plantas, siendo éstas las



principales productoras de materia organica (Papaj y Lewis, 1993). Los artropodos
establecen relaciones alimenticias, de supervivencia, transporte, proteccion, etc., de
diferente grado entre ellos mismos y con el ambiente, interactuando con otros animales que
se alimentan de plantas, con animales que se alimentan de otros animales o incluso con
materia orgdnica en descomposicion, convirtiéndose en consumidores secundarios,
terciarios y cuaternarios dependiendo del caso (Basset et al., 2003). Las relaciones
ecoldgicas de los artropodos con otros miembros de una comunidad constituyen redes de
interaccion donde cada especie se alimenta y es consumida por otras especies debido a que
en cada una de las categorias de interaccion las especies varian de acuerdo a sus

preferencias alimenticias y a su nicho ecoldgico (Triplehorn y Johnson, 2005).

1.2 Agallas

Entre muchas especies de artropodos que dependen de las plantas para su alimentacion, un
gran numero de ellos interactia muy estrechamente con las plantas, induciendo el
desarrollo de estructuras de encierro conocidas como “agallas” (Raman ef al., 2005). Las
agallas vegetales (Figura 1) se definen como el crecimiento anormal de tejidos u 6rganos de
plantas en respuesta a la actividad o presencia de un organismo inductor (Nieves-Aldrey,
1998; Redfern y Shirley, 2002; Price, 2005). La formacion de la agalla sucede por la
modificacion de los tejidos de la planta hospedera, de manera que el artropodo inductor o
cecidogeno (i.e. organismo que produce la agalla) asegura su alimento y proteccion frente a
enemigos naturales y al medio ambiente por determinados periodos de tiempo de su historia

de vida (Nieves-Aldrey, 1998; Raman y Withers, 2003).

Figura 1 Agallas de Coccoloba barbadensis. Estacion de Biologia Chamela
(ECBH) México-Jalisco, 2013. Fotografia de I.A. Rodriguez-Cifuentes 6



Para la planta, la modificacion de tejidos por parte de la estimulacion de los insectos
formadores de agalla resulta en modificaciones que van desde la remocién de los tejidos o
dafio fisico de los tejidos vasculares (Raman y Dhileepan, 1999) hasta la manipulacion y
alteracion de la sintesis y transporte de los nutrientes de la planta, afectando el ciclo de vida
de la planta en desarrollo (Rohfritsch, 1988). En plantas jovenes, las agallas reducen
considerablemente las tasas fotosintéticas y de transpiracion, mientras que en plantas
maduras afecta la conductancia de los estomas y reduce el potencial hidrico (Flinn ef al.,
1990; Larson, 1998), especialmente cuando estas se encuentran en etapa de floracion. Las
agallas interfieren en la concentracion de minerales como el boro, cloro, magnesio y zinc y
compuestos fotosintéticos, lo que provoca estrés en la planta (Paquette et al., 1992). De
cierta manera, las agallas secuestran nutrientes que la planta utilizaria en su crecimiento y

reproduccion (Florentine et al., 2005).

Durante la cecidogénesis (i.e. desarrollo de la agalla), el artropodo inhibe el
crecimiento normal de la planta hospedera e induce respuestas morfogenéticas y
fisiologicas en ella (Inbar ef al., 2004) (Figura 2A y 2B). Debido a que éstas respuestas son
especificas, el organismo que induce la agalla obtiene una nutricion adecuada en un

ambiente limitado (Raman et al., 2005).

Figura 2. (A) Corte transversal de agalla de Fucalyptus saligna. nt: tejido nutritivo. (B) Agallas en la parte abaxial de la hoja de la misma
especie vegetal, hospedando una larva madura (flechas) en microscopia electronica de barrido. Fotografias extraidas de Raman y Withers,
2003



Las agallas producidas por artropodos son variables en forma, presentan diferentes
tipos de crecimiento, tanto positivo como negativo, y causan una diferenciacion anormal en
los tejidos de la planta hospedera (Redfern y Shirley, 2002). Esta gran variedad de
estructuras y complejidad de las agallas (Figura 3) se debe en parte a que son producidas
por un gran nimero de organismos. Las agallas inducidas por artrépodos son las mas
frecuentes, debido a que esta asociacion ha surgido independientemente un gran nimero de

veces, aunque no sucede en todos los 6rdenes de Arthropoda (Nieves-Aldrey, 1998).

Figura 3. (A) Agallas en tallos del olmo Ulmus minor inducidas por el acaro Eriophyes populi; (B) hojas con agalla inducida por un himenoptero de
la especie Pontania viminalis; (C) agallas de forma lenticular sobre hojas de roble producidas por un cinipido (Hymenoptera); (D) agallas
algodonosas en los tallos de Artemisia herba-alba producidas por dipteros cecidéomidos. Todas las fotografias fueron extraidas de Nieves-Aldrey,
1998



Las agallas son sistemas sutiles y complejos que involucran dos participantes, el
inductor de la agalla y la planta hospedera. El comportamiento alimenticio especializado
del agallero hace que éste se limite a atacar una sola especie de planta y logre una eficiente
utilizacion del recurso al inducir la agalla (Florentine et al., 2005). Ademas al estar ocultos,
los inductores de agallas presentan caracteristicas especializadas en su fisiologia y sus

dindmicas poblacionales (Schoonhoven et al., 1998).

El sistema agalla-artropodo se caracteriza por: (1) la correcta seleccion del estado de
desarrollo del 6rgano o tejido de la planta hospedera; (2) la colonizacion altamente
especializada y/o comportamiento de ovoposicion de la hembra gravida; (3) la activacion a
tiempo de las modificaciones fisioldgicas en la agalla; y (4) la dehiscencia o ruptura de la
agalla, sincronizada con la maduracién del artropodo permitiendo su emergencia (Raman,
1994). El contexto ecoldgico del desarrollo de la agalla se puede explicar como un proceso
equilibrado entre los estimulos del inductor y la respuesta de defensa de la planta hospedera
(Rohfritsh, 1992). Por lo tanto, una agalla representa el cumplimiento de una serie de
interacciones complejas y coordinadas entre la planta y el artropodo (Florentine et al.,

2005).

Las agallas pueden ser buenos indicadores de la calidad del habitat en determinados
lugares (Fernandez et al., 2005), debido a que la riqueza de especies inductoras de agallas
sera mayor en en habitats que presentan mayores condiciones de estrés como sequia, déficit
de nutrientes, estrés hidrico y desecacion admosférica (Fernandez et al., 1993). Ademas, la
modificacion del habitat por procesos antropogénicos puede cambiar significativamente la

distribucion espacial de las agallas a escala local (Juliad et al., 2005).

1.3 Ordenes de insectos asociados a agallas

Actualmente se conocen mas de 15,000 especies de organismos capaces de inducir la
formacion de agallas entre los que se cuentan virus, bacterias, algas, hongos, protozoos,
rotiferos, nematodos, acaros e insectos (Nieves-Aldrey, 1998). En los diferentes 6rdenes de

Arthropoda que se alimentan o estan estrechamente relacionados con plantas, los inductores



de agallas difieren entre si por sus mecanismos de induccion, sus efectos sobre los sus
hospederos, sus métodos de alimentacion, asi como por sus ciclos de vida (Inbar et al.,
2004; Raman et al., 2005). Ademas, es interesante resaltar la capacidad desarrollada
independientemente en muchos taxones de reproducir los procesos de crecimiento de la
planta hospedera, orientandolos para proporcionar cobijo y nutricion adecuados para el

artropodo gallicola (Nieves-Aldrey, 1998).

A la fecha, se conocen unas 13,000 especies de insectos formadores de agallas, de
las que un 98% estan asociadas a angiospermas (Triplehorn y Johnson, 2005). Los insectos
gallicolas se agrupan en dos grandes grupos (Tabla 1): uno de ellos comprende los insectos
picadores (p. ¢j. tisanopteros, hemipteros y homodpteros), para quienes la formacién de una
agalla se relaciona escencialmente con la alimentacion. El segundo grupo incluye 6rdenes
como Coleoptera, Lepidoptera, Diptera e Hymenoptera, para quienes la induccion de la

agalla es consecutiva a la puesta y al desarrollo de las larvas (Nieves-Aldrey, 1998).

Tabla 1. Ordenes de la Clase Insecta formadores de agallas

Gallicolas por picadura
alimenticia
Orden Familia
Thysanoptera -
Hemiptera Tingidae
Cercopidae
Cicadellidae
Homoptera Psyllidae
Aphididae
Coccidae
Gallicolas por ovoposicion
Orden Familia Orden Familia
) Tortricidae . Cecidomyiidae
Lepidoptera Gelechiidae Diptera Tephrit}i]dae
Curculionidae Cynipidae
Apionidae Eurytomidae
Coleoptera Hymenoptera | Braconidae
Buprestidae Agaonidae
Tenthredinidae
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Ademas de los inductores de agallas, otros insectos también estan asociados a este
tipo de formacion, entre los que se encuentran especies inquilinas o cleptoparésitas, que
crecen en agallas inducidas por otros organismos y se alimentan principalmente del tejido
de la agalla (Hanson y Gauld, 2006). Los cleptoparasitos pueden o no causar la muerte del
insecto inductor de la agalla, ademéas de producir modificaciones en la estructura de la
planta a pesar de que no pueden inducir la formacion de su propia agalla (Fernandez y
Sharkey, 2006). También se pueden encontrar en las agallas parasitoides de los insectos
gallicolas como de los inquilinos, asi como hiper-parasitoides, es decir, parasitoides de

parasitoides (Hanson y Gauld, 2006).

1.3.1 Diptera

Dentro de los insectos formadores de agallas, los dipteros de la familia Cecidomyiidae son
uno de los grupos mas abundantes y con mayor riqueza de especies (Raman, 2011) (Figura
4). Si bien el habitat del insecto agallero no muestra un patrén especifico de distribucion, la
mayoria de dipteros cecidomidos estan adaptados a areas que presentan una sequia
estacional marcada (Fernandez et al., 1993; 1994). La riqueza de estas especies se
incrementa a medida que el ambiente se torna mas seco, sugiriendo una estrecha asociacion

entre la diversidad de especies formadoras de agallas y la vegetacion de climas mesofiticos

(Yukawa y Rohfritsch, 2005).

Las especies de dipteros agalleros pueden ser mondfagas, parasitando sélo una
especie de planta hospedera u oligéfagas, donde el desarrollo larval esta restringido a dos o
mas especies de plantas dentro de un mismo género o a diferentes especies de plantas que
pertenecen a mas de un género, pero siempre dentro de una misma familia (Yukawa y

Masuda, 1996).

Independientemente de la planta, al momento de emerger la hembra puede colocar
de 40 a 400 huevos maduros, razon por la cual muchas de las hembras de varias especies de
la familia Cecidomiiydae comienzan la ovoposicion tan pronto se aparean (Kolesik, 1993).
Estos huevos pueden ser ovopositados dentro o fuera del tejido vegetal, de manera gregaria
o individual y permanecen en este estadio de 4 a 8 dias (Raman et al., 2005). Aquellas

larvas que eclosionan de los huevos que fueron puestos en la parte exterior de la hojas y
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que logran sobrevivir, se mueven a otros lugares de la planta de donde puedan alimentarse

(Yukawa y Rohfritsch, 2005).

Figura 4. Larva de cecidémido en una agalla de Coccoloba barbadensis. Estacion de Biologia
Chamela (ECBH) México-Jalisco, 2013. Fotografia de L. A. Rodriguez-Cifuentes
Las historias de vida de los dipteros agalleros estan estrechamente relacionadas con la
fenologia de su planta hospedera (Raman, 1994). Por ejemplo, en regiones templadas,
muchos arboles producen nuevos brotes y flores una vez al afio, haciendo que sus agalleros
sean univoltinos (Yukawa y Rohfritsch, 2005). Los patrones de historia de vida de los
dipteros agalleros se pueden dividir en dos grandes grupos, cada uno dividido en dos

subgrupos (Yukawa, 1987):

(1) Tipo IA. La larva madura rapidamente, sale de la agalla y cae al suelo, generalmente

antes del verano.

(2) Tipo IB. La larva madura no abandona la agalla, pero la agalla se desprende y cae al

suelo, generalmente a comienzos del verano o finalizando el otofio.

(3) Tipo IlA. La larva completamente desarrollada permanece en la agalla adherida a la
hoja de la planta durante el invierno y pupa dentro de la agalla hasta la siguiente primavera.

Este tipo de crecimiento es el mas lento.

(4) Tipo lIB. La larva no madura hasta la proxima primavera y la duracion del primer

estadio larval es el mas largo de los cuatro tipos.
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1.3.2 Hymenoptera

Por su parte, los agalleros en el orden Hymenoptera estan representados por grupos con
especies fitéfagas que se alimentan de las hojas de manera externa, por minadores de hojas
y por especies gallicolas (i.e. formadores de agallas) (Hanson y Gauld, 2006). Las especies
gallicolas, pertenecientes a familias como Cynipidae, Agaonidae, Eulophidae,
Eurytomidae, Pteromalidae, Tanaostigmatidae, Torymidae y Braconidae, son usualmente
especificas con respecto a su hospedero y por lo general cada especie induce la formacioén
de agallas en un lugar determinado de la planta (Fernandez y Sharkey, 2006). A
continuacion se mencionan las caracteristicas generales de cada una de estas familias de

himenopteros agalleros:

Cynipidae. Las especies inductoras de agallas en Hymenoptera pertenecen en su
mayoria a la familia Cynipidae. Las agallas inducidas por estas avispas son las mas
especializadas y estructuralemente complejas de todas las zoocecidias (i.e. agallas
producidas por animales) y son el segundo grupo con mayor riqueza de agalleros después
de Cecidomiiydae (Diptera) (Goémez et al., 2006). Una de las caracteristicas distintivas de
Cynipidae es que presenta una asociacion obligatoria con diversas plantas fanerdgamas en
las que inducen la formacion de agallas, las cuales presentan estructuras morfologicas
anormales, cualitativamente diferentes de los 6rganos de la planta de donde se originan, y
con alto grado de diferenciacion tisular que depende de la especie de cinipido inductora
(Figura 5A). Las agallas de los cinipidos pueden formarse sobre hojas, tallos, yemas, flores
o frutos y también en las partes subterraneas de la planta como raices o estolones (Nieves-

Aldrey, 2001).

Eulophidae. Los eul6fidos cuentan con una gran riqueza de especies. Son
principalmente parasitoides de estadios inmaduros de insectos holometabolos, sobre todo
de hospederos que viven ocultos dentro del tejido vegetal, como minadores, enrrolladores
de hojas y productores de agallas (Fernandez y Sharkey, 2006). Las especies de Eulophidae
que son parasitoides atacan los estadios larvales y pre-pupales de sus hospederos, aunque
algunos parasitan huevos, pupas e incluso individuos adultos (La Salle, 2005) (Figura 5B).

Algunos miembros de la subfamilia Tetrastichinae son fitéfagos, y en su mayoria se
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desarrollan como inquilinos de agallas hospederas, aunque algunos pueden ser productores

de agallas (Hanson y Gauld, 2006).

Figura 5. Miembros de familias de Hymenoptera inductores de agallas junto con los tipos de agallas que inducen. (A) Cynipidae. Fotografias de M.
Kummel, 2012; (B) Eulophidae. Fotografias de José Marin, 2014; (C) Agaonidae. Fotografias de S. van Noort (Iziko Museums of South Africa)
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Agaonidae. Las avispas agalleras de la familia Agaonidae (Figura 5C) han
coevolucionado junto con su planta hospedera para explotar la asociacion Agaonidae-Ficus
como formadores de agallas, parasitoides y cleptoparasitos. Todas las avispas agadnidas se
desarrollan a partir de larvas colocadas dentro de los embriones del higo. En este grupo, los
machos emergen primero y copulan a la hembra que permanece dentro de las agallas; éstas
al salir colectan el polen de las flores macho y polinizan las flores hembra donde van a

ovipositar (Fernandez y Sharkey, 2006).

Eurytomidae. Las larvas de Eurytomidae (Figura 6A) pueden ser fitofagas o
entomoéfagas. Estas ultimas parasitan estadios larvales o pupas de Coleoptera, Diptera e
Hymenoptera que viven ocultos dentro del tejido vegetal y es probable que sean idiobiontes
parasitoides solitarios. La mayor parte de las especies pertenecientes al género mas grande
de esta familia, Eurytoma, suelen ser idiobiontes ectoparasitoides de insectos formadores de
agallas, donde la larva luego de devorar al hospedero también devora tejidos de la agalla,

de manera que también puede desarrollarse como inquilina (Gates y Hanson, 2006).

Pteromalidae. Las especies de la familia Pteromalidae (Figura 6B) en su mayoria
son parasitoides de larvas y pupas de insectos holometabolos como Coleoptera y Diptera
que viven ocultas, como en los tejidos de las plantas (Hanson y Gauld, 2006). Sin embargo,
el conocimiento de la biologia de este grupo es aun muy limitado y no se sabe con precision
si muchas de sus especies son inductores de agallas, inquilinos o parasitoides (La Salle,

2005).

Braconidae. En décadas recientes se ha descubierto la existencia de algunas
especies fitofagas dentro de la familia Braconidae, particularmente de las subfamilias
Braconinae (Flores et al., 2005), Mesostoinae (Austin y Dangerfield, 1998) y Doryctinae
(Wanderley et al., 2011) (Figura 6C). Algunas de estas especies se ha observado que son
inductoras de agallas, aunque existen otras que son inquilinas y se alimentan del tejido de
las agallas inducidas por cinipidos o cecidomidos (Wharton y Hanson, 2005). Sin embargo
esta familia incluye fundamentalmente especies parasitoides de larvas de varios 6rdenes de

insectos (Shaw, 2006).
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Figura 6. Diferentes familias de Hymenoptera parasitoides o inductoras de agallas. (A) Eurytomidae. Fotografia de C. Eiseman, 2012; (B) Pteromalidae.
Fotografia de A. Burguers, 2014; (C) Braconidae. Fotografia de A. Zaldivar- Riverén, 2013

En Hymenoptera, existen dos estrategias contrastantes de parasitoidismo con
respecto a los diferentes estadios de los dipteros agalleros de la familia Cecidomyiidae. Las
especies de las familias Platygastridae, Eupelmidae y Eurytomidae atacan huevos y
primeros instares de insectos agalleros (Yukawa y Rohfritsch, 2005). Estos parasitoides,
cuyo tiempo de vida es relativamente corto y gastan mucha energia en producir mas
progenie, son usualmente monofagos y endoparasitoides que sincronizan sus historias de
vida con la de sus hospederos. En contraste, las especies de las familias Torymidae y
Braconidae que atacan estadios tardios y pupas de dipteros agalleros, son usualmente
univoltinas, polifagas (i.e. parasitan un amplio rango de especies hospederas) y
ectoparasitoides. El ciclo de vida en estas especies es un poco mas largo y pasan la mayor
parte de su tiempo buscando un hospedero (larva o pupa) adecuado (Yukawa y Rohfritsch,

2005).

1.4 Mecanismo de induccion de agallas

El mecanismo de formacion de agallas causadas por insectos ha sido poco estudiado (Inbar
et al., 2004). Sin embargo, se sabe que existe una relacion directamente proporcional entre
la complejidad estructural de la agalla, la diversidad del taxon inductor y la complejidad de

la comunidad asociada de insectos (Nieves-Aldrey, 1998; Hrcek et al., 2011).

En Diptera, la larva del cecidomido en sus primeros estadios ataca las células
epidérmicas de las hojas de las plantas y se encierra en una masa de tejidos de crecimiento

cerca al lugar donde fueron puestos los huevos antes de penetrar en el tejido de la hoja
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(Rohfritsch, 1992). Las larvas modifican los tejidos vegetales con las mandibulas y la saliva
y algunas larvas de insectos agalleros martillan las células epidérmicas sin dafiar la pared
celular para alimentarse de la periferia del area atacada, donde la agalla comienza a crecer
(Raman, 1994). El comportamiento de alimentacion de la larva durante el desarrollo de la

agalla estimula el crecimiento celular (Ollerstam et al., 2002).

Por otro lado, el proceso de formacion de la agalla en los himenopteros difiere entre
los diferentes grupos ya que, por ejemplo, muchos organismos gallicolas necesitan la
presencia de tejidos meristematicos para inducir la formacion de agallas (Raman y Withers,
2003). Sin embargo, al igual que los dipteros, las avispas formadoras de agallas suelen ser
muy especificas con respecto a su hospedero y por lo general cada especie induce la
formacion de agallas en un lugar determinado de la planta (Hanson y Gault, 2006). La
estructura de la agalla también varia de una especie a otra aunque practicamente en todos
los casos el insecto “obliga” a la planta a canalizar proteinas y nutrientes hacia las capas de

tejido que se encuentran rodeando la larva (Rohfritsch, 1992).

1.5 Técnicas moleculares para el estudio de interacciones troficas

El conocimiento que se tiene sobre la relacion planta-animal, y especificamente las
asociaciones troficas hospedero-parasitoide, permiten suponer que en los lugares en donde
existe una mayor diversidad de especies existe también una cantidad mayor de
interacciones (Bascompte, 2007). No obstante, a la fecha se conoce muy poco sobre las
relaciones hospedero-parasitoide y, en general, sobre las interacciones que se establecen
entre insectos. Esto se debe principalmente a que es muy dificil conocer con certeza todas
las especies presentes en el sistema estudiado, asi como al conocimiento limitado sobre la
taxonomia de muchos de los grupos de insectos involucrados, lo que conlleva en muchas
ocasiones a identificaciones incorrectas (Cagnolo y Valladares, 2011; Rougerie et al.,

2011).

Una alternativa prometedora para el estudio de las asociaciones entre insectos es el

uso de técnicas moleculares, las cuales permiten obtener secuencias de ADN tanto de tejido
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animal como vegetal. Utilizando herramientas moleculares es posible conocer que especies
se alimentan de materia vegetal y cuales son ingeridas por parasitoides, confirmandose asi
sus relaciones troficas (Zhou et al., 2012). El uso de secuencias de ADN también es
utilizado para investigar la diversidad de especies de grupos de insectos con morfologias
conservadas (Monaghan et al., 2009; Hrcek et al., 2011; Ceccarelli et al., 2012), y permite
la identificacion de insectos en diferentes estadios de su ciclo de vida, ya que las claves
taxondmicas generalmente solo sirven para identificar estadios determinados o solo un
género (hembra o macho), por lo que muchos individuos no pueden ser identificados

(Hebert et al., 2003).

En afios recientes se han desarrollado técnicas que permiten la obtencion de
secuencias de ADN de tejido vegetal y animal a partir de contenidos estomacales de
insectos (Jurado-Rivera et al., 2009; Rougerie et al., 2011; Wirta et al., 2014). A partir del
analisis de secuencias de ADN de los contenidos estomacales de insectos adultos,
especificamente avispas, Rougerie ef al. (2011) identificaron de que se alimentaban
especies de avispas parasitoides en sus estadios larvales. En otro estudio, realizado con
coleopteros de la subamilia Chrysomelinae, Jurado-Rivera et al. (2009) identificaron las
especies de plantas hospederas a partir de extracciones de ADN del tracto digestivo de estos
insectos. La similitud entre las secuencias y los resultados de anélisis filogenéticos
permitieron lograr una identificacion precisa de cada hospedero a nivel de tribu, género o
especie de acuerdo a la informacion disponible de cada uno de los linajesen las bases de
datos de secuencias de referencia. Asi, la complementariedad entre analisis morfoldgicos y
nuevos analisis moleculares permite considerar diferentes aspectos de las redes troficas,
descubrir interacciones de especies cripticas y en general, documentar mas interacciones
que las que se detectan al utilizar metodologias tradicionales, identificar correctamente las
plantas hospederas y establecer una auténtica asociacion trofica (Jurado-Rivera et al., 2009;

Wirta et al., 2014).

A la fecha, los pocos trabajos que han hecho uso de técnicas moleculares para
investigar asociaciones de himendpteros presentes en agallas se han enfocado al grupo
gallicola mas diverso, la familia Cynipidae. Kaartinen et al. (2010) trabajaron con cinipidos

inductores de agallas del roble comtn, sistema en el que existen un gran nimero de
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especies de insectos agalleros sin identificar y en el que se encontraron incongruencias en la
delimitacion de especies al utilizar caracteres morfoldgicos o moleculares. A través del uso
de las herramientas moleculares, los autores lograron identificar especies, incluso especies
cripticas, a través de umbrales de divergencia genética. A partir de sus identificaciones,
construyeron redes troficas que les permitieron entender el rol de cada una de las especies
en las interacciones en las que estaban involucradas. De esta manera, la inclusion de
técnicas moleculares aumenta la precision de casi cualquier estudio respecto a la estructura

de una comunidad de insectos (Kaartinen et al., 2010).

1.6 Codigo de barras de ADN

Los sistemas de identificacion microgenémica, ampliamente conocidos como “Cddigos de
barras del ADN”, permiten la discriminacion de especies a través del analisis de un
pequefio segmento del genoma. En el caso de los animales, se ha seleccionado para tal fin
un fragmento de un gen mitocondrial que, debido a su falta de intrones, a su baja
recombinacion, alta tasa de sustitucion nucleotidica y a su herencia haploide tiene ventajas
sobre los genes nucleares (Saccone et al., 1999; Hebert et al., 2003). Ademas, el genoma
mitocondrial es mas abundante en la célula, por lo que es facil de recuperar, sobre todo
cuando existen muestras de tejido animal pequefias o degradadas (Stoeckle y Hebert, 2008;

Hebert et al., 2004).

En particular, un fragmento de 658 pares de bases del gen mitocondrial citocromo
oxidasa I (COI), ha sido adoptado como el marcador estandar para la identificacion de la
mayoria de los grupos animales (Hebert ef al., 2003). Este marcador genético cuenta con
primers universales robustos, lo que permite su recuperacion en la mayoria de los grupos de
animales. Tiene ademads un alta tasa de sustitucion nucleotidica en comparacion con otros
genes mitocondriales como el 12S o 16S y su tasa de evolucion es lo suficientemente rapida
para permitir no solo la diferenciacion de especies estrechamente relacionadas, sino
también, en muchos casos, la diferenciacion de poblaciones filogeograficos dentro de una
sola especie (Cox y Hebert, 2001; Wares y Cunningham, 2001). La asignacion de diferentes

OTUs (Unidades Taxondémicas Operacionales, por sus siglas en inglés) a una especie por el
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gen COI en animales, dependera del porcentaje de similitud en las distancias génicas de las
secuencias analizadas, de manera que si dicho porcentaje es menor a 2%, pertenecen a una
misma especie (Hebert ef al., 2003). El coédigo de barras de ADN ha demostrado ser una
herramienta rapida y generalmente eficaz para identificar muchas especies, detectar
especies cripticas, asociar diferentes estadios del ciclo de vida o para asociar sexos de la
misma especie (Miller et al., 2005; Ward et al., 2005; Sheffield et al., 2009; Pauls et al.,
2010).

Aunque COI puede ser combinado con otros genes mitocondriales para resolver casos
de reciente divergencia, este gen es mas adecuado que, por ejemplo, el citocromo b, para
construir relaciones filogenéticas (Simmons y Weller, 2001) debido a que los cambios en su
secuencia de aminoacidos suceden mas pausadamente (Lynch y Jarrell, 1993). Por
consiguiente, al examinar la composicion de aminoacidos es posible asignar, soportado en
bases de datos existentes, cualquier organismo sin identificacion a una categoria
taxondmica mayor (p. €j. phylum, clase, orden) antes de examinar cuidadosamente las
sustituciones de nucleodtidos para la identificacion a especie (Hebert et al., 2003; Hebert et

al., 2004).

1.7 Meétodos de delimitacion de especies

Se han propuesto varias aproximaciones para la delimitacion de especies con base en
secuencias de ADN y un criterio muy empleado es mediante el uso de umbrales de
divergencia genética. El criterio de divergencia del 2% tiene como premisa principal que la
variacion intraespecifica siempre sera menor a la interespecifica para un marcador genético
en particular (Hebert et al., 2003). No obstante, este criterio ha sido criticado debido a la
arbitrariedad en la suposicion de una misma tasa de evolucion para dicho marcador en
diferentes grupos de organismos, ademas de que el uso de distancias genéticas no es

apropiado en especies de reciente divergencia (Drummond ef al., 2006; Burns et al., 2008).

En afos recientes se han desarrollado métodos mds rigurosos que toman en cuenta

los procesos que han dado lugar a la especiacion, tales como aislamiento reproductivo o
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seleccion por divergencia (Barraclough, 2010). Dentro de estos métodos se encuentran los
métodos de coalescencia para la delimitacion de especies, los cuales pueden detectar linajes
que son evolutivamente diferentes en escalas de tiempo recientes (Maddison y Knowles,

2006).

Los métodos de coalescencia pueden desempefiar un papel importante al momento
de estabilizar la taxonomia de los grupos de especies, debido a que tienen el potencial de
reducir los sesgos establecidos por los investigadores al momento de definir las especies
(Fujita et al., 2012). Esta delimitacién proporciona un marco diferente para identificar
especies cripticas y/o alopatricas por medio de datos genéticos para inferir dindmicas de
divergencia, la interaccion de los procesos evolutivos y las relaciones entre taxones
(McCormack et al., 2009). Sin embargo, la aplicacion del método resulta limitante cuando
no se cuenta con un numero abundante de individuos de las especies, lo que influye en la
seleccion del nimero de loci a trabajar, ya que al utilizar pocos ejemplares se puede perder

informacion en grupos que sean de reciente especiacion (Fujita ef al., 2012).

El modelo general mixto de coalescencia de Yule (Pons ef al., 2006; GMYC por sus
siglas en inglés) es un método que ha sido empleado recientemente para la delimitacion de
especies usando un solo locus. Este método de coalescencia busca identificar linajes que
han evolucionado de manera independiente a partir de patrones de ramificacion en un arbol
filogenético ultramétrico (i.e., un arbol con longitudes de rama escaladas en tiempo
absoluto o relativo), desde el punto mas probable de transicion de la coalescencia a la
especiacion (Pons et al., 2006; Monaghan et al., 2009; Fujisawa y Barraclough, 2013;
Talavera et al., 2013). En otras palabras, GMYC estima los limites entre especies a partir
de secuencias de ADN identificando en un arbol filogenético los patrones de las ramas
como una transicion entre fendmenos de coalescencia y de especiacion en linajes que han
evolucionado independientemente buscando mayores valores de verosimilitud en cada
transicion (Ferndndez-Garcia, 2012). Sin embargo, la utilizacion de éste método en
taxonomia requiere la aplicacion de pruebas de congruencia con loci genéticos adicionales

y que la especie esté reconocida taxonémicamente (Monaghan et al., 2009).

Por las caracteristicas enumeradas anteriormente, el empleo del criterio de

divergencia del 2% y la utilizacion del modelo general mixto de coalescencia resultan
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métodos adecuados al momento de discriminar especies y las relaciones entre taxones a
partir de la generacion de secuencias de ADN ya que estos métodos reducen sesgos
generados por identificaciones taxondmicas incorrectas y proporcionan informacion

relevante respecto a la variacion intra- e interespecifica.
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JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

El presente estudio investiga la riqueza de especies de la entomofauna asociada a las
agallas de Coccoloba barbadensis Jacquin (Polygonaceae) en una zona de bosque tropical
caducifolio de la region de Chamela, Jalisco, a partir de identificaciones basadas tanto en
morfologia como en secuencias de ADN del c6digo de barras estandar para animales (COI).
Este estudio pretende conocer de una manera mas rapida y precisa el nuimero de especies de
insectos presentes en el sistema de estudio, lo cual facilitara conocer las posibles
asociaciones troficas existentes entre las especies identificadas. También se investiga la
morfologia y fenologia de las agallas examinadas, lo cual ayudara a conocer la manera en
que interactiian las diferentes especies de insectos encontrados y la temporalidad de dichas
interacciones. A la fecha no se han realizado estudios sobre la riqueza de especies de
insectos asociados a agallas que consideren especies pertenecientes a la familia

Polygonaceae.
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OBJETIVOS

1.8 Objetivo general

e Identificar las especies de insectos asociados a agallas de Coccoloba barbadensis

(Polygonaceae) e investigar sus interacciones troficas.

1.9 Objetivos particulares

e Caracterizar la morfologia y fenologia de los diferentes tipos de agallas presentes en

hojas de C. barbadensis, asi como la fenologia de la entomofauna asociada.

o Identificar las especies de insectos presentes en los tipos de agallas encontrados con base
en informacion de morfologia externa y molecular (secuencias del codigo de barras del

ADN).

¢ Inferir asociaciones tréficas entre las especies de insectos identificadas con base en la
informacion disponible en la literatura sobre la historia natural de cada grupo

taxondmico.
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METODOS

1.10 Area de estudio

La Estacion de Biologia Chamela (EBCH) del Instituto de Biologia de la Universidad
Nacional Auténoma de México, esta ubicada dentro de la Reserva de la Biosfera de
Chamela-Cuixmala en el estado de Jalisco, sobre la costa del Pacifico mexicano y se
encuentra en la zona intertropical del hemisferio norte entre los 19°29’ de latitud norte y los

105°01° de longitud oeste (Noguera ef al., 2002).

La region de Chamela presenta una marcada estacionalidad, con dos temporadas
climaticas bien definidas: una estacion seca que va de noviembre a mayo y una temporada
de lluvias de junio a octubre (Noguera et al., 2002; Fernandez-Florez et al., 2013). La
vegetacion dentro de la Estacion esta compuesta en su mayoria por bosque tropical
caducifolio (BTC) también conocido como selva baja caducifolia, el cual domina el paisaje
e influye en los procesos bioldgicos y bioquimicos del ecosistema. El BTC cubre el 60%
del area ocupada por bosques tropicales en México (Trejo y Dirzo, 2000), y se caracteriza
porque la vegetacion pierde sus hojas durante un periodo de cinco a ocho meses del afio,
presenta generalmente s6lo un estrato arboreo y sus arboles tienen una altura de 8§ a 12 m.,
ramificandose a baja altura. El clima de las regiones donde ocurre es calido y semidrido a
subhumedo. La temperatura promedio es de 22 a 26°C y la precipitacion total anual varia
de 400 a 1300 mm, distribuyéndose en un periodo de cuatro a seis meses, lo que determina
su marcada estacionalidad. Ademas del bosque tropical caducifolio, la reserva incluye
pequetias areas de selva mediana subperennifolia, manglar, vegetacion acuatica de lagunas

y esteros, vegetacion riparia, dunas costeras y matorral xerd6filo (Noguera et al., 2002).

1.11 Especie hospedera de estudio

La familia Polygonaceae cuenta con aproximadamente 40 a 50 géneros representados en
1100 especies (Frye y Kron, 2003). Presenta una distribucion cosmopolita pero es

particularmente diversa en las regiones de clima templado del hemisferio norte y cuenta
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con algunas especies representantes en los tropicos y subtrdpicos, aunque es poco frecuente
en el bosque tropical subcaducifolio (Castillejos-Cruz y Solano, 2008; Olson, 2013). Es una
familia de importancia econdémica debido a que algunas de sus especies son maderables y

otras son utilizadas en la horticultura. En algunas regiones, las plantas de esta familia tienen

usos medicinales (Anjen et al., 2003; Morris, 2009).

Los arboles del género Coccoloba P. Browne (Polygonaceae) son propios de las
regiones tropicales y subtropicales de América. Se encuentran desde las Islas Bermudas y
Florida, en Norteamérica, a través de México y Centroamérica hasta Suramérica, con varias
especies en la cuenca amazonica y pocas especies mas hacia el sur, con su limite meridional
en Argentina (Howard, 1949). El género incluye 120 a 150 especies, de las cuales unas 17
habitan en México. Son plantas que pueden alcanzar los 18 m de alto, perennifolias, con
hojas de tamafo y forma variable e inflorescencias en forma de racimos terminales

(Howard, 1949; Castillejos y Solano, 2008).

Coccoloba barbadensis Jacq. se distribuye a lo largo de ambas vertientes de México
y hacia el sur hasta El Salvador y también en las Antillas. Es un arbol perennifolio de copa
redonda y gruesa que puede alcanzar los 12 m de altura, cuyo tronco es recto y del cual
nacen muchas ramas colgantes (Castillejos-Cruz y Solano, 2008). Las laminas foliares
estan dispuestas en espiral, son coridceas y glabras en ambas superficies, de tamafio o
forma variable y miden de 10 a 30 cm de largo y 3.5 a 17 cm de ancho. Las inflorescencias
son racimos terminales de hasta 30 cm de largo; las flores masculinas son color crema,
mientras que las flores femeninas son verdes o pardas y el fruto de la planta es ovoide con
una sola semilla. Florece de enero a agosto y fructifica de junio a noviembre (Castillejos-

Cruz y Solano, 2008).

1.12 Muestreo de agallas e insectos asociados

Las agallas de C. barbadensis fueron muestreadas en 15 arboles ubicados en cuatro
senderos (Arroyo, Buho, Calandria y Eje Central) dentro de la Estacion de Biologia de

Chamela (EBCH). Estos senderos estan ubicados hacia la parte méas humeda y se
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encuentran cerca o sobre los arroyos que cruzan la estacion en la época de lluvias. El
sendero de Eje Central es el mas lejano de estas condiciones ambientales y es el camino
principal dentro de la estacion, por lo que es frecuente el transito de personas, animales y

vehiculos.

Figura 7. Ubicacion de los arboles de Coccoloba barbadensis trabajados en los senderos de la Estacion de Biologia Chamela
(ECBH) México-Jalisco, 2013. Esquema realizado por L.A. Rodriguez-Cifuentes

En total se hicieron dos viajes a la Estacion en diferentes temporadas del afio. La
primera fase de campo se llevo a cabo a partir de la Gltima semana de marzo hasta
mediados de junio de 2013 (temporada de secas). Observaciones realizadas con
anterioridad permitieron identificar durante este periodo la presencia de agallas en la planta
de estudio, asi como la emergencia de dipteros cecidomidos y de himenopteros parasitoides

(Zaldivar-Riverén, com. pers.).

Durante la primera semana de muestreo se ubicaron, identificaron y marcaron 15
arboles de C. barbadensis (Figura 7). Para cada arbol se evaluo el estado general de las
hojas (i.e. coloracion, tamafio, si estaban frescas, muertas, deterioradas, infestadas de
agallas) y se realiz6 el registro fotografico in situ de las agallas para su posterior analisis y

clasificacion. Se recolectaron de diferentes partes del arbol un nimero variable de hojas de
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los diferentes arboles marcados de acuerdo con la metodologia propuesta por Santos de

Aratjo et al. (2011) con el fin de evaluar caracteristicas generales de las agallas tales como

forma, tamafio, color, pubescencia, entre otras, para determinar el nimero de morfotipos de

agallas presentes.

Los niveles de infestacion, la presencia y estado de las agallas, asi como la

identificacion de insectos presentes en las agallas se evalu6 revisando las plantas cada

semana (Medianero et al., 2010). Una vez cada semana se recolectaron de una a cinco hojas

por arbol debido a que los arboles presentan una cantidad variable de hojas y a que a través

del tiempo de muestreo, los arboles fueron perdiendo sus hojas como consecuencia de la

estacionalidad de la zona de estudio. En cada hoja recolectada se conté el numero de

agallas total y por morfotipo, se disectaron todas las agallas presentes, estuvieran secas o no

con el fin de recolectar los insectos presentes en las agallas y se tomaron medidas de

longitud de las hojas recolectadas.

La segunda etapa de campo se realiz6 durante la primera semana de noviembre de
2013 (temporada de lluvias) para revisar el estado de las hojas, observar la posible

presencia de agallas y en su caso recolectar insectos.

Todos los insectos obtenidos en las dos etapas del muestreo fueron sacrificados,
codificados y separados de acuerdo al arbol individual del que provenian, la morfologia
externa de la agalla, el nimero de hoja, asi como por su estado de desarrollo (larva o
adulto) (Medianero et al., 2010). Todos los insectos recolectados fueron preservados en

alcohol absoluto y conservados a una temperatura de -20 °C.

1.13 Identificacion morfologica de los insectos

Los ejemplares recolectados fueron organizados de acuerdo con sus caracteristicas
morfoldgicas; los insectos adultos, larvas y pupas en los tltimos estadios identificados a
nivel de orden. Subsecuentemente, para los ejemplares adultos, los dipteros fueron
identificados a nivel de familia y los himenopteros tanto a nivel de familia como de

subfamilia, con la ayuda de las claves taxonémicas de Goulet y Huber (1993), Hanson y
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Gault (2006) y Fernandez y Sharkey (2006). En algunos casos se logro identificar
ejemplares adultos hasta nivel de género empleando la literatura especializada para cada
grupo. Todos los ejemplares fueron después separados en morfoespecies, contados y

fotografiados bajo un estereomicroscopio Zeizz.

1.14 Obtencion de secuencias de ADN de los insectos

Para cada morfotipo de agalla se escogieron de uno a cinco individuos, de acuerdo a la
cantidad de ejemplares recolectados, de cada morfoespecie (larvas, pupas y adultos), para la
obtencion de secuencias de ADN del locus del codigo de barras animal (658 pares de bases
del gen mitocondrial COI). Las extracciones de ADN se realizaron con el kit “Tissue and
tissue plus SV mini” (Gene All®) empleando una técnica no destructiva, en donde el
individuo completo se incubo en 20 pl de proteinasa K y 200 pl de Buffer TL durante 8
horas a 56 °C con el fin de lisar sus tejidos blandos. Durante la extraccion, las larvas fueron
degradadas completamente, mientras que los exoesqueletos de las pupas y los individuos
adultos se lavaron con agua destilada, se colocaron de nuevo en alcohol absoluto y se

mantuvieron a una temperatura de -20 °C para luego montarlos en seco.

La amplificacion de COI se realizé con los primers LCO 1490 (5'-GGT CAA CAA
ATC ATA AAG ATA TTG G-3") y HCO 2198 (5'-TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAA
AAT CA-3") (Folmer et al., 1994) bajo las siguientes condiciones de la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés): desnaturalizacion inicial a 95 °C por 3
min, seguido de 30 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C por 40 s, hibridacion de
oligonucledtidos (primers) a 45 °C por 40 s, extension a72 °C por 40 s, y una extension
final a 72 °C por 7 min. Las muestras para la PCR fueron preparadas en un volumen final
de 15 pl de mezcla de reaccidn, que incluyo 1.5 pl de tampon 10X, 0.75 pl de MgCl, (50
mM), 0.3 pl de ANTPs (10 mM), 0.24 ul de cada primer (10 uM), 0.12 pl de polimerasa
Taq Platinum (Invitrogen®), 8.85 ul de agua y 3ul del extracto de ADN. Los productos de
PCR se visualizaron por electroforesis en un gel de agarosa al 1.5% tefiido con GelRed y

fueron enviados sin purificar, junto con el primer LCO, a la “High-Throughput Genomics
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Unit” de la Universidad de Washington, Seattle, EEUU (http:// www.htseq.org/) para ser

secuenciados

Todas las secuencias se editaron manualmente en un editor de texto tomando en
cuenta su traduccion a aminoacidos y se compararon de manera individual con las
secuencias disponibles en GenBank (http: /www. ncbi.nlm.nih.gov/genbank), utilizando el
programa en linea BLAST (Altschup et al., 1990; http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
utilizando la opcion “nucleotide blast” en la cual se realiza, a través del algoritmo “blastn”,
una busqueda de coincidencias entre los nucle6tidos de las secuencias de tamafio corto
trabajadas y los nucleotidos de la base de datos del programa, para excluir una posibles
contaminaciones o secuenciacion de pseudogenes, asi como para corroborar la

identificacion taxondmica a nivel de familia del individuo correspondiente.

1.15 Delimitacion de especies de insectos con base en secuencias de ADN

La delimitacion de especies con base en secuencias de ADN se realizé por medio de dos
aproximaciones diferentes. Primero se emple6 el modelo General Mixto de Coalescencia de
Yule (GMYC) (Pons ef al., 2006; Fontaneto et al., 2007), el cual considera patrones de
ramificacion que discriminan especies desde el punto mas probable de transicion de la
coalescencia a especiacion en un arbol ultramétrico. Este modelo ha sido recientemente
empleado con éxito para delimitar especies en grupos de los que se tiene poco
conocimiento taxondmico de los taxones involucrados como es el caso de los insectos

(Monaghan et al., 2009; Ceccarelli et al., 2012).

La delimitacion de especies con este modelo se obtuvo generando un arbol
ultramétrico con longitudes de rama escaladas con BEAST version 1.7.4 (Drummond ef al.,
2012), utilizando la hipoétesis del reloj molecular relajado, el principio de coalescencia
como opcidn mas conservadora y el modelo de evolucion GTR +T' + 1, debido a que se
asume un supuesto de homogenidad en las tasas de sustitucion a lo largo del tiempo y entre
linajes (Monaghan et al., 2009). Para el andlisis se eliminaron de la matriz los haplotipos

duplicados utilizando el programa Collapse 1.2 (Posada, 2004). El analisis se corrid por 10
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millones de generaciones. Los primeros 5,000 arboles fueron eliminados como “burn-in""y
los arboles restantes fueron utilizados para reconstruir un arbol de clados de maxima
credibilidad colapsando los clados con una probabilidad posterior menor a 0.5 con el
programa TreeAnnotator version 1.7.4 (parte del paquete de BEAST 1.7.4). El cronograma
asi generado se utilizo para delimitar especies utilizando el modelo GMYC implementado
en el paquete de SPLITS, el cual contiene herramientas que permiten la delimitacion de
especies y la asignacion de categorias taxonémicas en muchos niveles de organizacion
biologica a partir de informacion del ADN (Cddigo de Barras de la Vida) o de morfometria,
entre otras opciones (disponible en http://r-forge.r-project.org/projects/splits/) con el

programa R version 2.10.1 (R core Development Team 2009).

El segundo método empleado fue el criterio de distancias corregidas > 2%,
generalmente empleado como umbral para considerar dos o grupos de secuencias como
especies diferentes en animales (Hebert ez al., 2003). Las distancias entre las secuencias se
corrigieron con el modelo de dos parametros de Kimura o K2P (Kimura, 1980) y se
calcularon mediante el método de “Neighbor Joining” (NJ) empleando el programa PAUP
version 4.0 (Swofford, 2002). Este analisis es utilizado para la determinacion de unidades
taxonomicas operativas moleculares o MOTUs (Jones et al., 2011) y ha probado ser rapido

y confiable para la identificacion de especies en la mayoria de grupos de animales (Hebert

et al.,2003).

Los arboles resultantes de los dos métodos de delimitacion de especies fueron
editados en FigTree version 1.4.2 (Bouckaert et al., 2014). Las delimitaciones realizadas
con base en secuencias de ADN empleando los dos métodos arriba mencionados fueron
comparadas con el nimero de morfoespecies discriminadas morfolégicamente y se tuvieron
en cuenta ejemplares de insectos obtenidos tanto en el muestreo realizado durante la época

de secas (marzo-junio) como en la de lluvias (primera semana de noviembre).
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1.16 Identificacion taxonomica de insectos con base en secuencias de ADN

Con el fin de obtener una identificacion taxondmica de los ejemplares a partir de las
secuencias de ADN generadas, éstas fueron filtradas y agrupadas en MOTUs de acuerdo a
un 98% de similitud utilizando el programa QIIME 1.7.0 (Quantitative Insights Into
Microbial Ecology; www.qiime.org) (Gibbons ef al., 2015). El script generado en formato
FASTA fue después comparado con el banco de secuencias de COI depositadas en
GenBank con BLAST bajo la opcion “nucleotide blast™ y el algoritmo “blastn”. Las 100
secuencias con mayor similitud obtenidas en BLAST para cada MOTU fueron almacenadas
en un archivo, el cual posteriormente se analiz6 con el programa MEGAN version 5
(Huson et al., 2011). Este programa permite comparar las secuencias generadas con las
obtenidas en GenBank, las cuales generalmente tienen una identificacion taxonoémica, para
después seleccionar hasta qué nivel taxonémico puede ser identificado de manera confiable
cada MOTU por este medio. Para este analisis se utilizaron dos valores del parametro ‘Top
Percent’, uno de 5% y otro de 2%. Estos dos porcentajes se emplearon para establecer un
limite del maximo porcentaje por el cual el valor de un ‘hit’ (valor de una secuencia
determinada seleccionada por BLAST) puede caer por debajo del mejor valor obtenido en
una corrida. Cualquier ‘hit’ que cae por debajo de este limite es descartado (Huson y Mitra,

2012).

Luego de delimitar las morfoespecies e identificarlas con el procedimiento
mencionado anteriormente hasta el nivel taxonémico de familia, subfamilia o género, segiin
el caso, se consultd la informacidn bioldgica disponible para taxén con el fin de inferir las

posibles interacciones presentes en el sistema.

1.17 Analisis estadisticos

Se calcularon los porcentajes del numero de agallas contadas y disectadas en total por tipo
de agalla presentes en las hojas a lo largo de los periodos de trabajo de campo. Se realizo

una regresion lineal simple utilizando el programa estadistico R (R Core Team,
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2013) para evaluar las relaciones: promedio de agallas totales vs tiempo y promedio de
agallas por tipos vs tiempo. Una vez delimitadas las especies y cotejadas con la
identificacion morfoldgica, se analiz6 la frecuencia de las familias a lo largo del periodo de
muestreo. Con el fin de ver la asociacion entre las diferentes especies de insectos con los
tipos de agallas encontrados, se realiz6 un analisis de correspondencias candnicas
utilizando el programa Statistica 12 (StatSoft, 2010). Este analisis parte de la construccion
de una tabla de contingencia para obtener un diagrama cartesiano que muestra la asociacion
entre las variables analizadas a través de puntos representados en el espacio. La proximidad
entre los puntos representados, esta relacionada con el nivel de asociacion entre los valores

y las variables de la tabla de contingencia (Salvador- Figueras, 2003).
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RESULTADQOS

1.18 Descripcion y abundancia de agallas

Durante el periodo comprendido entre el 25 de marzo y 21 de mayo de 2013 se recolecto un
total de 480 hojas, de las cuales se disectaron 11,044 agallas provenientes de 15 arboles
muestreados en cuatro senderos seleccionados de la estacion. En la visita realizada en la
primera semana de noviembre del mismo afo, se recoletaron 50 hojas adicionales y se

disectaron otras 1127 agallas.

En el periodo de muestreo en la temporada de secas (marzo-mayo de 2013) se
observa que existe una relacion significativa entre el nimero promedio de agallas totales
colectadas y las semanas de muestreo (R2=0,73 1; F=21,796; p<0,001). La presencia de
agallas en las hojas aument6 paulatinamente a través de las semanas de muestreo. A lo
largo de las cuatro primeras semanas del estudio (25-29 marzo al 8-9 abril), el aumento en
el nimero de agallas presentes en los arboles fue constante. Sin embargo, a partir de la
semana cinco (15-16 abril), el nimero de agallas aument6 considerablemente con respecto
a los conteos iniciales (Figura 8). En el analisis estadistico no se incluyeron datos
correspondientes al muestreo realizado durante la primera semana de noviembre debido a
que corresponden a dos temporadas ambientales diferentes (temporada de secas y

temporada de lluvias).

Se identificaron cinco tipos diferentes de agallas asociados a las hojas de C.

barbadensis (Figura 9):

(a) Morfotipo 1: corresponde a agallas en forma de cépsula tanto en el haz como en el
envés de la hoja, de color verde, sin pubescencia y con un solo canal central interno

alargado (Figura 9-1).

(b) Morfotipo 2: este morfotipo de agalla es conico y verde palido, terminado en punta en la
haz, sin pubescencia y con una camara redonda interna donde se encuentra el individuo

(Figura 9-2).
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Figura 8. Relacion entre el periodo de muestreo por semanas y el numero promedio de todas las agallas
recolectadas y disectadas. Las 10 semanas de muestreo se nombraron de acuerdo a los dos primeros dias de cada

semana

(c) Morfotipo 3: en este morfotipo, las agallas no tienen pubescencia, son aplanadas por
ambos lados de la hoja, de color verde-amarillo en la haz y café en el envés de la hoja, y

presentan una camara central horizontalmente alargada (Figura 9-3).

(d) Morfotipo 4: la agalla es esférica, café y solo se observa en el envés de la hoja, estando

generalmente distribuidas de manera irregular a lo largo de la misma (Figura 9-4).

e) Morfotipo 5: este morfotipo de agalla es redondo, tiene pubescencia abundante color

crema-café y se observa tanto en la haz como en el envés de la hoja. De este morfotipo no

se obtuvo registro fotografico.
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Figura 9. Cuatro de los cinco morfotipos de las agallas presentes en las hojas de Coccoloba barbadensis (morfotipos1-4; vease
texto). Estacion de Biologia Chamela (ECBH) México-Jalisco, 2013. Fotografias de I.A. Rodriguez-Cifuentes

De las agallas disectadas, el 35% correspondio6 al morfotipo 1 (Figura 10), estando
presente en la mayor parte de las hojas del 87% de los arboles examinados. En este
morfotipo de agalla se encontraron exuvias de dipteros cecidomidos durante las primeras
semanas de muestreo (25 de marzo al 1 de abril). Otro 32% de las agallas recolectadas
correspondi6 al morfotipo 4, el cual se encontré en el 80% de los arboles trabajados. En
este tipo de agalla también se observo la presencia de exuvias de cecidomidos adheridas a
las paredes externas de la agalla o en las hojas durante la Gltima semana de febrero. El
morfotipo 4 de agalla se presenté abundantemente en los arboles que estan mas cerca o
sobre los arroyos. Por su parte, el morfotipo 5, fue observado en tres ocasiones so6lo en el
13% de los arboles trabajados. Los morfotipos de agalla 2 y 3 fueron considerablemente
menos frecuentes en las hojas (13% y 18.5%), a pesar de que se observaron en el 73% y

80% de los arboles, respectivamente (Figura 10).

36



En el muestro de noviembre, el tnico tipo de agalla que no se registré fue el
morfotipo 5. Los porcentajes de agallas encontradas fueron diferentes a la primera
temporada de campo. El morfotipo 3 se registré en un 30.7% de los registros, seguido del
morfotipo 2 con un 26.4% y el morfotipo 4 con un 25.4%. Estas agallas se obtuvieron
principalmente de las hojas de los arboles que estuvieron cerca o sobre los arroyos. El
morfotipo de agalla tipo 1 fue la que presentdé menor pocentaje en las hojas recolectadas, en
¢ésta ocasion con un 17.5%. Este ltimo tipo de agallas se observé principalmente en los

arboles de las zonas distantes de los arroyos.

Tipos de Agallas

1%

=% M1
m9% M2
m 9% M3
m% M4
% M5

Figura 10. Porcentaje de morfotipos de agallas (M) presentes en las hojas de Coccoloba barbadensis durante el muestreo febrero-
mayo de 2013

Durante el periodo de secas se observo que el promedio de agallas de cada uno de
los morfotipos aumentd y vari6 a lo largo del tiempo, existiendo diferencias
estadisticamente significativas entre los tipos de agallas registrados (F3 125=8.616; p<0.001)
(Figura 11). En la primera fase de campo, el morfotipo 1 fue aumentando paulatinamente
el nimero de agallas en las hojas y hacia la ultima semana de abril ya no se registraron. El
morfotipo 2 presentd poca abundancia y se mantuvo relativamente constante a lo largo de
todo el muestreo, mientras que el morfotipo 3 tuvo una baja frecuencia aunque mostrd un
aumento en el promedio de agallas hacia la primera semana de mayo. En esta misma
semana, el morfotipo 4 mostré6 un aumento considerable en el promedio de agallas, asi
como en la transicion de la semana 5 a la 6, hacia mediados de abril. Las agallas del
morfotipo 5 solo se observaron hacia el final del muestreo, coincidiendo en la semana 6-7

mayo, con en el aumento del nimero de agallas 3 y 4. Hubo semanas en las que no se

37



registrd ningun tipo agallas en las hojas recolectadas; hay que considerar, sin embargo que

las hojas se colectaban al azar y no buscando la presencia o no de agallas.

Este andlisis fue hecho considerando solo los datos obtenidos en el muestreo del
primer semestre de 2013 y no se incluyeron los datos de noviembre, debido principalmente
a que corresponden a dos temporadas ambientales diferentes (temporada de secas y
temporada de lluvias). La informacion obtenida en noviembre de 2013 se presenta solo de
manera informativa, aunque no se analizé estadisticamente debido a que los datos

obtenidos no son suficientes para incluirlos en Isa pruebas estadisticas.
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Figura 11. Morfotipos de agallas de las hojas de Coccoloba barbadensis con respecto al tiempo de muestreo

1.19 Delimitacion de especies de insectos

Se generaron 243 secuencias COI para un total de 36 morfoespecies tanto de larvas y pupas
como de adultos identificados de manera preliminar con base en las caracteristicas de su
morfologia externa. Para cada una de estas 36 morfoespecies se secuenciaron entre uno y
seis ejemplares dependiendo del niimero de individuos obtenidos por cada morfoespecie
tanto en el muestreo de secas como el realizado en noviembre. Las secuencias generadas

correspondieron a 123 haplotipos diferentes.
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Los andlisis de 2% de divergencia genética y de GMYC fueron en su mayoria
congruentes entre si en cuanto al nimero de especies delimitadas (Tabla 2), encontrandose
unicamente tres incongruencias. El andlisis del 2% discrimind 35 especies (Figura 12),
mientras que el modelo de GMYC delimit6 39 especies (Figura 13). Esta incongruencia se
debid a que para la subfamilia Entedoninae (Eulophidae, Hymenoptera) una de las especies
determinada por el criterio del 2%, fue dividida en tres especies por el método GMYC.
Ademés, en la subfamilia Eurytominae (Eurytomidae), dos de las especies delimitadas por
el andlisis del 2% se dividieron en dos especies cada una en el método de GMYC. No se
encontraron diferencias de morfologia externa entre los ejemplares de las especies
delimitadas por GYMC para cada uno de los casos antes mencionados, por I oque podria

tratarse de especies cripticas.

Para la familia Cecidomyiidae (Diptera), las especies delimitadas estan
representadas en su mayoria por secuencias de ADN de larvas, ya que se obtuvieron muy
pocos ejemplares adultos de las agallas. Los andlisis de las secuencias de los cinco
morfotipos adultos de Diptera mostraron que cada uno corresponde a una especie diferente
(Figura 12). Respecto a Hymenoptera, para cada familia, se obtuvieron individuos en
diferentes estadios de desarrollo, por lo que la mayoria de las especies delimitadas se
encuentran soportadas por larvas, pupas y adultos. La tinica excepcion corresponde a la
familia Torymidae, de la cual solo se obtuvieron dos individuos en estadio larval. Las tres
especies delimitadas del orden Lepidoptera también estan representadas inicamente por
individuos en estadio larval.

Tabla 2. Lista de ordenes, familias y subfamilias identificadas con el nimero de especies

delimitado por el criterio de distancias corregidas del 2% (CDC) y el modelo general mixto
de coalescencia de Yule (GMYC)

ORDEN FAMILIA SUBFAMILIA CDC 2% GMYC
Diptera Cecidomiiydae - 7 7
Lepidoptera - - 3 3
Platygastridae Telenomlpae ! !
Platygastrinae 5 5
Braconidae Doryctinae 1 1
Hymenoptera . Entedoninae 5 7
Eulophidae Tetrastichinae 5 5
Eurytomidae Eurytominae 7 9
Torymidae - 1 1
Total 35 39
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Figura 12. Fenograma obtenido con el método Neighbour-Joining empleando el modelo de evolucién de 2 parametros Kimura. Las morfoespecies de las diferentes
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1.20 Analisis de secuencias de ADN

El programa QIIME delimit6 un total de 41 MOTUs. El analisis de identidad taxondémica se
realizd mediante la busqueda de BLAST y el programa MEGAN utilizando los parametros
de 5% y 2% de ‘Top percent’. En la Figura 14 se muestran los cuatro fenogramas obtenidos
con los dos parametros arriba mencionados, en donde se observan los diferentes tamafios de
cada nodo de acuerdo al nimero de lecturas asignadas en cada caso y se constrifio la

busqueda tanto a nivel de familia como de género.

La figura 14A, que corresponde a la grafica de 5% de “Top Percent”, arroj6 una
familia de Diptera (Cecidomyiidae), seis familias de Hymenoptera (Encyrtidae, Eulophidae,
Eupelmidae, Eurytomidae, Braconidae y Platygastridae) y un himendptero no clasificado.
En la figura 14B, que se obtuvo con un “Top Percent” de 2%, se obtuvieron solo cinco
familias de Hymenoptera, eliminando la familia Eupelmidae. Con este Gltimo parametro, el

numero de lecturas para Eulophidae aument6 al disminuir el valor de porcentaje maximo.

A O D Cecidomyiidae O U ——( contarinia
C F
Encyrtidae O
Chalcidoidea Chalcidoidea hida 470 Entedoninae
Eulophid
. ulophidae i I—O'—O i
Endopterygota A Eupelmidae —————()Eupel
p_rygmgnome,-a Apocrita O P Endopterygotal Hymenoptera ocrita O upelmus
CT Q Eurytomidae ——Q Eurytoma
O Braconidae
. _PM[_O Leptacis
Platygastridae e O wa—

O unclassified Hymenopte
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B : D ~ ‘—O Macrodiplosis
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O Eulophidae Enledaninae O Chrysonotomyia
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Figura 14. Fenogramas obtenidos en MEGAN indicando la identificacion taxonomica de las 41 MOTUS obtenidas en el programa QUIIME. La
busqueda empled dos valores de “Top Percent” (5 y 2%). Las identificaciones taxondmicas se restringieron tanto a nivel de familia, A) 5% y B)
2%, como de género, C) 5% y D) 2%
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A nivel de género, el nimero de lecturas para cada nodo aumenta con respecto a la
disminucion del valor del “Top Percent”. Para Diptera, un valor de 5% (Figura 14C) no
asigna muchas lecturas a este nodo y muestra unicamente el género Contarinia Rondani,
1960 (Cecidomyiidae), mientras que el 2%, especifica la tribu a la que pertenecen
(Cecidomyiini), asigna un mayor nimero de lecturas a los nodos correspondientes y
muestra la existencia de dos géneros: Contarinia y Macrodiplosis Kieffer, 1895 (Figura
14D). En Hymenoptera, los valores del 5% asignan ocho géneros y los del 2% solo siete:
Metaphycus Mercet, 1917 (Encyrtidae) se mantiene igual en los dos casos. En Eulophidae,
Baryscopus Foerster, 1856 esta presente en las dos aproximaciones, mientras que el otro
género asignado por el valor del 5%, se divide en Chrysonotomyia Ashmead, 1904 y
Closterocerus Westwood, 1833 en la representacion del 2%. Los tres géneros corresponden
a la subfamilia Entedoninae y esta tltima aproximacion taxondmica coincide con las

observaciones morfologicas que se realizaron de estos individuos.

El género Eupelmus Dalman, 1820 (Eupelmidae) solo se obtiene en el analisis del
5% de “Top Percent”. Con los dos porcentajes se obtienen los géneros Eurytoma llliger,
1807 (Eurytomidae) y Allorhogas Gahan, 1912 (Docryctinae-Braconidae) con una especie
cada uno. Estos géneros también coinciden con las identificaciones morfologicas de los
individuos adultos realizadas por los métodos tradicionales. Para Platygastridae se obtienen
dos géneros con el 5% de “Top Percent”, Leptacis Forster, 1856 y Synopeas Forster, 1856
(Platigastrinae), mientras que este Ultimo género es el tnico representante de la familia
empleando el 2%. Sélo existen coincidencias con las identificaciones morfoldgicas a nivel
de subfamilia, ya que a través del uso de claves taxonomicas, los individuos de esta familia

fueron identificados pertenecientes al género Platygaster Latrielle, 1809.
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1.21 Insectos asociados a las agallas

El niimero de agallas en las hojas de C. barbadensis fue aumentando a lo largo del periodo
de muestreo, asi como el nimero de individuos que se obtuvieron de las agallas, el cual
aumento hacia la semana del 15 de abril. De las agallas disectadas provenientes de hojas de

los 15 arboles muestreados se obtuvieron 2008 larvas y 356 invidivuos adultos.

En la tabla 3 se presenta el nimero de especies por familia delimitadas tanto con la
informacion de las secuencias de ADN como por morfologia externa que se encontraron
para cada tipo de agalla tanto en la temporada de secas como en la primera semana de

noviembre.

El tipo de agalla que se observd con menor frecuencia fue el morfotipo 5, del cual
solo se obtuvo una especie de Eulohpidae, una de Platygastridae y dos de Cecidomyiidae;
el morfotipo de agalla 3 fue el que presentd una mayor riqueza de especies con un total de
19 especies de las diferentes familias encontradas en el estudio a excepcion de la familia
Braconidae y Torymidae. De este morfotipo de agalla se obtuvo el mayor nimero de
especies de Eulophidae y de las nueve especies de esta familia, siete de ellas corresponden
a la subfamilia Tetrastichinae, las cuales solo se obtuvieron de éste tipo de agalla. Por su
parte el tipo 1 de agalla, a pesar de ser el mas abundante y frecuente en las hojas de C.
barbadensis, presentd 18 especies asociadas. La tnica familia que no se obtuvo en este tipo
de agalla fue Braconidae y se encontré el mayor nimero de especies de Platygastridae y

Eurytomidae.

En las agallas tipo 4 se obtuvo una riqueza de 12 especies donde se registro el
mayor nimero de especies de Cecidomyiidae y la tnica especie de Braconidae presente en
el estudio. El tipo de agalla 2, al igual que el tipo de agalla 3, no registr6 especies de
Braconidae ni de Torymidae y solo presento una riqueza de 10 especies. A excepcion de las
especies de Braconidae, Torymidae y de Tetrastichinae (Eulophidae), las otras especies
estuvieron asociadas a mas de un tipo de agalla. Las tres especies de Lepidoptera obtenidas

en este estudio, solo se encontraron en las agallas tipo 1, 2 y 3.
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Tabla 3. Riqueza de especies asociadas a los diferentes tipos de agallas encontrados
en C. barbadensis.

Tipol Tipo2 Tipo3 Tipo4 Tipo5

Lepidoptera 1 1 1 - —
Cecidomyiidae 3 4 4 5 2
Eurytomidae 5 2 3 2 —
Eulophidae 3 2 9 2 1
Braconidae - - - 1 —
Torymidae 1 - - — —
Platigastridae 5 1 2 2 1
Total 18 10 19 12 4

Respecto a la abundancia de individuos, se observa que las larvas de individuos de
Cecidomyiidae (Diptera) se presentaron de manera abundante durante todo el periodo
muestreado de secas (Figura 15). Hacia la sexta semana (22-23 abril), el nimero de larvas
de este grupo aument6 considerablemente y aunque varid en las semanas posteriores, la
frecuencia de los morfotipos de Cecidomyiidae fue mayor que al comienzo del muestreo.
Las cinco morfoespecies de dipteros adultos no fueron incluidas en la construccion de ésta

grafica.

En las familias de Hymenoptera, los periodos de presencia de los morfotipos de
larvas y adultos de Eurytomidae (7 spp.) y Braconidae (1 sp.) fué similar al de los dipteros,
aumentando considerablemente hacia la sexta semana del muestreo en secas. Para
Eulophidae, la presencia de estadios inmaduros fue més frecuente al inicio del muestreo (1-
2 abril), mientras que los individuos adultos se observaron a lo largo del periodo de
muestreo. Platygastridae fue la familia de Hymenoptera que se encontré mas
frecuentemente, tanto larvas como adultos, a lo largo del periodo de muestreo a excepcion
de la primera semana. Para la familia Torymidae solo se obtuvieron dos individuos
inmaduros durante todo el periodo de muestreo, los cuales fueron recolectados en la semana
del 15-16 abril. Para el orden Lepidoptera solo se registraron tres larvas en la Gltima
semana de abril y la primera semana de mayo, por lo que no se incluyeron en los analisis de

frecuencias de familias obtenidas en el muestreo.

De las agallas recolectadas en noviembre sélo se obtuvieron individuos en estadios

inmaduros de las familias Cecidomyiidae (Diptera) y Eulophidae (Hymenoptera.)
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Figura 15. Familias de insectos asociados a las agallas de C. barbadensis a lo largo de todo el periodo de muestreo

En la Figura 16 se muestra un analisis de correspondencias canonicas en donde se
observa la asociacion de especies de insectos identificados con cuatro de los cinco tipos de
agallas de acuerdo con la frecuencia de las mismas a lo largo del muestreo en secas. Las
dimensiones de la grafica explican el 86% de los datos y se observa una diferencia
estadisticamente significativa entre los diferentes tipos de agallas y las especies asociadas a
estas (X”=912,989; df= 102; p<0.001). De las 37 especies de insectos delimitadas por los
dos tipos de evidencia se registraron seis especies putativas asociadas a un solo tipo de
agalla: dos especies de Eurytomidae en los tipos de agalla 1 y 3, respectivamente; dos de
Tetrastichinae (Eulophidae) en los tipos de agalla 2 y 3, la tinica especie de Torymidae y
una de Cecidomyiidae en el tipo de agalla 1. En Cecidomyiidae, cinco de las siete especies
representadas por mas de un individuo secuenciado se presentaron en los cuatro tipos de

agallas y solo una especie estuvo presente en los tipos de agalla 2, 3 y 4.
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Figura 16. Analisis de correspondencia entre los tipos de agallas y las especies de insectos delimitadas. Los puntos en azul corresponden a los tipos de
agallas y los cuadrados rojos corresponden a las especies de insectos organizadas: 1 a 5 Especies de Platigastridae 01-05; 6 Especie Telenominae 01; 7 a 15
Especies de Eurytomidae 01- 09; 16 a 20 Especies de Tetrastichinae 01- 05; 21 a 27 Especies de Entedoninae 01- 07; 28 Especie de Allorhogas 01; 29
Especie de Torymidae 01; 30 a 36 Especies de Cecidomyiidae 01- 07

Para Hymenoptera, en la subfamilia Platygastrinae (Platygastridae) dos de las
especies estuvieron asociadas solo al tipo 1 de agalla (3 y 13 ejemplares secuenciados,
respectivamente), y solo una especie de Platygastrinae se encontr6 en tres morfotipos de
agalla distintos (9 ejemplares secuenciados). La subfamilia Telenominae (Platygastridae)
estuvo asociada a los tipos de agalla 1 y 3 con 30 ejemplares secuenciados entre pupas e

individuos adultos (Figura 16).

Doce de los trece ejemplares secuenciados de la especie de Braconidae, Allorhogas

coccolobae (Doryctinae), ocurrieron en el morfotipo de agalla 4, mientras que sélo una
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larva de esta especie fue encontrada en el tipo 1 de agalla. En general, la subfamilia
Entedoninae (Eulophidae) estuvo presente en los cuatro tipos de agallas. Para una de las
especies se secuenciaron solo tres individuos y cada uno estuvo relacionado con un tipo de
agalla diferente. De la especie de esta subfamilia de la que mas se obtuvieron individuos se
secuenciaron 26 ejemplares que estuvieron asociados a los tipos de agalla 1 y 2. De las
otras especies se obtuvieron muy pocos individuos, de manera que solo se secuencié un
individuo por especie, cada una por lo tanto relacionada con solo un tipo de agalla. La otra
subfamilia de Eulophidae, Tetrastichinae, es la inica que no tiene ninguna especie que esté
presente en los cinco tipos de agallas. Se secuenciaron ocho ejemplares de las cinco

especies de esta subfamilia y en su mayoria estan asociados a la agalla tipo 3.

De las siete especies de la familia Eurytomidae, hay cuatro especies asociadas a un
solo tipo de agalla: una al tipo de agalla 4 con tres ejemplares secuenciados, dos asociadas
al tipo de agalla 1 con uno y dos ejemplares secuenciados respectivamente y una especie
asociada al tipo de agalla 3 con solo un individuo secuenciado. De las especies restantes,
una estéd asociada a los tipos de agallas 1, 3 y 4, de la cual se secuenciaron 18 individuos;
otra, con solo dos individuos secuenciados, esta asociada a los tipos de agalla 1 y 2 y por
ultimo, se secuenciaron 9 individuos de la inica especie asociada a los cuatro tipos de

agalla.

1.22 Biologia de los taxones obtenidos

Los dipteros de la familia Cecidomyiidae son principalmente formadores de agallas. Los
resultados obtenidos en MEGAN muestran que las especies delimitadas pertenecen a la
tribu Cecidomyiini y pueden corresponder a los géneros Contarinia o Macrodiplosis, 1os
cuales presentan biologias bastante similares de acuerdo con Gagné (1981), Uechi ef al.

(2011) y Kim et al. (2014) (Tabla 4).

La tribu Cecidomyiini (Cecidomyiinae: Cecidomyiidae) presenta un amplio rango
de habitos, ya que existen especies de vida libre, fitofagos y micofagos, formadores de

agallas simples y complejas, depredadores generales o especificos de acaros, afidos y
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coccidos o parasitoides internos de afidos y psilidos (Gagné, 1981). Las especies inductoras
de agallas del género Contarinia son cosmopolitas y pueden ser polifagas con un amplio
rango de especies hospederas o mondfagas u oligéfagas con uno o varios géneros de plantas
dentro de una misma familia como hospederos (Uechi ef al., 2011). La mayoria de las
especies de este género viven de manera gregaria en las partes florales de la planta o en las
agallas que inducen en las hojas (Gagné, 2010). Por su parte, las larvas de los individuos
del género Macrodiplosis son principalmente inductores de agallas de plantas fagaceas del
género Quecus y a pesar de que se conoce poco de su biologia, se sabe que inducen agallas

en los margenes del haz de la hoja (Kim ef al., 2014).

Para Hymenoptera, las especies asignadas a Platigastridae pertenecen a la
subfamilia Platigastrinae. Los individuos de esta subfamilia son endoparasitoides
koinobiontes de huevos de cedidomidos agalleros y estan estrechamente relacionados con
las plantas o las partes de las plantas donde se encuentra la agalla del hospedero (Masner y
Huggert, 1989; Masner, 1993). Al momento de la ovoposicion, la hembra parasita los
huevos o los primeros instares larvales del diptero y la avispa adulta emerge de la prepupa o

pupa del diptero parasitado (Hanson y Gauld, 2006).

Los géneros obtenidos por MEGAN, Leptacis y Synopeas y el género obtenido por
medio del uso de claves taxondmicas, Platygaster, presentan la misma biologia general de
la subfamilia (Masner, 1993; Buhl, 2014) y se encuentran relacionados directamente con

diferentes especies agalleras de Cecidomyiidae (Hanson y Gauld, 2006).

De la familia Eulophidae, se obtuvieron especies asignadas a dos subfamilias,
Entedoninae y Tetrastichinae. La familia en general presenta habitos parasitoides y pocos
individuos son fit6fagos o depredadores. Los hospederos incluyen arafas y huevos de
insectos, nematodos, acaros, trips y otros Hymenoptera (La Salle, 1994). Sin embargo, los
eulofidos atacan principalmente larvas de insectos holometdbolos como Lepidoptera,
Hymenoptera, Diptera y Coleoptera, aunque también hay registros de parasitoidismo en

huevos, prepupas y pupas (Graham, 1991; Fernandez y Sharkey, 2006) (Tabla 4).

Las especies de los dos géneros de Entedoninae obtenidos con MEGAN,

Chrysonotomyia 'y Closterocerus presentan similitudes en su biologia y comparten el rango
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de hospederos. Los dos géneros son endoparasitoides gregarios o solitarios de larvas de
especies minadoras o gallicolas y pupas de Hymenoptera, Diptera, Lepidoptera y
Coleoptera (Noyes, 2003; Gumovsky et al., 2006; Burks et al., 2011). El género
Baryscapus (Tetrastichinae) es hiperparasitoide de Ichneumonoidea y Chalcidoidea, aunque
algunas de sus especies también son endoparasitoides gregarios de pupas y larvas de
dipteros de la familia Tephritidae y de otros 6rdenes de Insecta como Lepidoptera,
Coleoptera y en algunas ocasiones se han registrado en Neuroptera (Graham, 1991; La
Salle, 1994; Surekha y LaSalle, 1995). Sin embargo, algunas especies de la subfamilia son
parasitoides y/o inquilinos de insectos agalleros o de las agallas, aunque algunas pocas son

inductoras de agallas (La Salle, 2005).

Las larvas de la familia Eurytomidae pueden ser entomofagas, parasitando estados
larvales o pupales de Coleoptera, Diptera e Hymenoptera como idiobiontes endoparasiticos
solitarios, fitofagas, alimentandose de semillas o induciendo la formacion de agallas sobre
otras partes de las plantas (Campbell ef al., 2000) o inquilinas que se alimentan del insecto
hospedero y del tejido de la agalla (Lotfalizadeh et al., 2007; Gates y Delvare, 2008). La
mayoria de las especies del género mas grande, Eurytoma, son idiobiontes ectoparasiticos
de insectos formadores de agallas (Uhler, 1951; Askew, 1961), como dipteros cecidomidos
y miembros de la familia Cynipidae. Sin embargo, se reconocen otros tipos de alimentacion
para este género como cleptoparasitismo (Arthur, 1961), fitofagia en semillas (Bugbee,

1971), pseudohiperparasitismo (Rosenberg, 1934) o entomofitofagia (Bugbee, 1975).

La informacion obtenida a partir de las secuencias generadas de los individuos de la
familia Torymidae no permitié que se identificaran hasta un nivel inferior. En general, poco
se conoce de la biologia de este grupo. Las especies de esta familia cuya biologia es
conocida son ectoparasitoides de dipteros e hymenopteros inductores de agallas (Hanson y

Gauld, 2006; Fernandez y Sharkey, 2006).

Por su parte, Allorhogas coccolobae (Doryctinae) es una especie de la familia
Braconidae recientemente descrita y asociada con agallas de hojas de C. barbadensis en la
zona de estudio del presente trabajo (Martinez y Zaldivar-Riveron, 2013). Varias especies
de este género han sido reportadas como inductoras de agallas en especies vegetales de

nueve familias de plantas vasculares (Macedo ef al., 1998; Chavarria et al., 2009; Centrella
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y Shaw, 2010; Zaldivar-Riverdn et al., 2014), aunque otras se han obtenido de agallas
inducidas por otros insectos, a pesar de que la interaccion con éstos inductores es

desconocida (Gahan, 1912; Zaldivar-Riveron et al., 2014).

Finalmente, existen pocas especies de Lepidoptera que induzcan agallas y existen
discusiones respecto a si el dafio que inducen los lepidopteros en sus hospederos pueden
considerarse agallas como tal (Miller, 2005). A pesar de esto, las caracteristicas
morfoldgicas que presentan las agallas producidas por especies de este grupo ejemplifican
el concepto de fenotipo extendido y se consideran como caracteres diagndsticos (Miller,
2000). Los lepidopteros en general se consideran como inquilinos obligados o facultativos
que utilizan las agallas inducidas por otros organismos como proteccion y alimento debido
principalmente al elevado valor nutritivo de los tejidos de la agalla (Raman, 1994). La
informacion correspondiente a la biologia de Lepidoptera asociada a las agallas no se

presenta en la tabla 4.

Tabla 4. Familias, tribus, subfamilias y géneros de Diptera e Hymenoptera y nlimero de especies encontradas en el
estudio con informacién sobre su biologia de acuerdo con la literatura

Namero Tribu o
Familias de - Género Biologia
: subfamilia
especies
Contarinia Gallicolas, fitofagos de tallos,
. . . - micofagos, depredadores,
Cecidomyiidae / Cecidomyiini . . parasitoides (Gagné, 1981; Uechi et
Macrodiplosis al., 2011; Kim et al., 2014).
Leptacis Parasitoides koinobiontes de huevos
Platigastridae 6 Platygastrinae de Cecidomyiidae (Masner y
Huggert, 1989; Masner, 1993; Buhl,
Synopeas 2014).

Endoparasitoides solitarios,
Chrysonotomyia gregarios de larvas minadoras o
gallicolas, pupas de Hymenoptera,
Eulophidae 12 Entedoninae Diptera, Lepidoptera y Coleoptera.
Pocos fitofagas (Noyes, 2003;
Closterocerus ~ Gumovsky et al., 2006; Burks et al.,
2011)
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Eulophidae

Tetrastichinae Baryscapus

Endoparasitoides gregarios de
huevos, larvas y pupas de
Lepidoptera, Diptera, Hymenoptera,
Coleoptera, Neuroptera y
Coccoidea. Hiperparasitoides de
Ichneumonoidea y Chalcidoidea.
Fit6fagos, depredadores de dipteros
o nematodos agalleros (Graham,
1991; La Salle, 1994)

Eurytomidae

- Eurytoma

Fitofagos, depredadores de semillas
o agalleros. Idiobiontes
ectoparasiticos, o inquilinos que se
alimentan del hospedero y del tejido
vegetal (Uhler, 1951; Lotfalizadeh
et al., 2007; Gates y Delvare, 2008)

Torymidae

Parasitoides generalistas.
Ectoparasitoides de dipteros e
himenodpteros gallicolas.
Seminivoras o gallicolas (Hanson y
Gauld, 2006; Fernandez y Sharkey,
2006)

Braconidae

Allorhogas

Doryctinae
y coccolobae

Inductores de agallas (Macedo et

al., 1998). Algunos inquilinos o

parasitoides (Wharton y Hanson,
2005).
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DISCUSION

1.23 Fenologia de las agallas

El presente estudio representa la primera investigacion sistemadtica acerca de la fenologia de
agallas y su riqueza de especies de insectos asociados en una especie de la familia
Polygonaceae. A pesar de que no se pudieron realizar muestreos sistematicos durante todo
el afo, el periodo muestreado en la temporada de secas (marzo-mayo 2013) permitid
conocer varios aspectos relevantes, tales como el nimero de tipos de agallas presentes en
las hojas, su estado de desarrollo en esa época del afio y la riqueza de especies de insectos
asociados. Sin embargo, la presencia de todos los morfotipos de agallas y de larvas de
dipteros cecidomidos durante el muestreo de noviembre indica que los inductores de este
tipo de agallas probablemente son multivoltinos (i.e. presentan mas de una generacion al
afio). Aunque los resultados obtenidos en este estudio representan un avance significativo
en el entendimiento de la biologia de las agallas de C. barbadensis y su entomofauna
asociada en Chamela, aun es necesario realizar un estudio sistematico a lo largo de uno o
mas ciclos anuales para conocer con mayor precision qué especies inductoras y sus
inquilinos y/o parasitoides asociados se encuentran presentes a lo largo del afio, cuales son

estacionales y cuales presentan més de una generacion.

Los resultados obtenidos indican que el niumero de agallas presentes en las hojas de
los arboles de C. barbadensis aumento a lo largo del periodo de muestreo en la temporada
seca (Figura 8). Este aumento pudiera deberse a que la oviposicion de la especie inductora
se realizo durante o poco antes del inicio del periodo de muestreo (fines de marzo 2013),
por lo que el desarrollo de la agalla fue paulatino hasta hacerse visible en las semanas
subsecuentes. Esto concuerda con la presencia de un mayor nimero de larvas a partir de la
quinta semana de muestreo (15-16 abril), ya que resulta sumamente dificil detectar huevos

y larvas en etapas iniciales de desarrollo al diseccionar las agallas.

El aumento gradual en el nimero de agallas durante la temporada de secas en C.
barbadensis pudiera deberse ademas, a la variacion de las condiciones medioambientales
y/o a la modificacion en el habitat por diferentes procesos bidticos, como la caida de

arboles adjacentes, que pueden influir en su distribucion espacial y temporal a escala local
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(Juliad et al., 2005). Es posible que la agudizacion en la disponibilidad limitada de agua
durante la temporada de secas induzca a la planta a presentar respuestas fisioldgicas para
mantenerse y poderse reproducir (Taiz y Zeiger, 2006). Este estrés ambiental causado por
el incremento de la sequia influye en la respuesta de defensa de la planta, haciéndola mas
susceptible al ataque de insectos herbivoros, lo cual, puede afectar positivamente la
diversidad de insectos inductores de agallas (Fernandez et al., 2005; Santos de Araujo et

al., 2011).

1.24 Caracteristicas estructurales de las agallas

Las caracteristicas morfoldgicas que presentan los cinco tipos de agallas registrados en las
hojas de C. barbadensis, pueden sugerir que fueron inducidos por diferentes insectos
agalleros, debido a que cada organismo inductor induce respuestas morfogenéticas y
fisiologicas especificas en su planta hospedera (Inbar et al., 2004; Florentine et al., 2005;
Raman et al., 2005). Ademas, es frecuente la presencia de una gran diversidad de tipos de
agallas no solo en una misma especie de planta hospedera, sino hasta en el mismo 6rgano
(Price et al., 1987; Stone y Cook, 1998), lo que coincide con el hecho de haber encontrado

esta variedad de agallas n las hojas de una misma especie vegetal.

De los cinco morfotipos de agallas encontrados en C. barbadensis, el morfotipo 1
(Figura 9-1) se distingue de los demads por tener paredes considerablemente mas gruesas,
duras y de mayor tamafo. De este morfotipo de agalla se obtuvo el mayor niimero de larvas
de dipteros cecidomidos, posiblemente los inductores de las agallas (Figura 10), por lo que
su estructura mas gruesa y dura podria permitir al insecto agallero o al inquilino sobrevivir
a ataques de enemigos naturales independientemente de las condiciones ambientales que
afecten a la planta (Crespi y Worobey, 1998; Santos de Araujo et al., 2011). Aumentar el
grosor y dureza de la agalla podria resultar en un menor ataque por parte de parasitoides al
insecto inductor, debido a que el ovipositor pudiera no ser lo suficientemente largo y rigido
para alcanzar la larva o pupa que esta dentro de la camara de la agalla (Weis, 1993;
Espirito-Santo et al., 2004). No obstante, este morfotipo presentd el mayor nimero de

especies de parasitoides asociados (Tabla 3).
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En los otros cuatro morfotipos de agallas registrados, que son considerablemente
mas pequefios y sus paredes mas delgadas y fragiles, el nimero de especies parasitoides
asociadas es menor que en el morfotipo 1 (Tabla 3). Sin embargo, Stone y Cook (1998),
sugieren que las larvas de los insectos inductores de las agallas cuyas estructuras son mas
delgadas y fragiles, sufren mayores tasas de parasitoidismo, por lo que sus ciclos de
desarrollo suelen ser mas rapidos para evitar o disminuir el ataque de parasitoides
(Schoonhoven et al., 1998). Estudios subsecuentes permitiran conocer si existe una relacion
entre la estructura y las caracteristicas morfoldgicas de las agallas y su riqueza de especies

parasitoides asociadas.

1.25 Interaccion agalla-insecto

La diversidad de agallas encontradas en C. barbadensis alberga una vasta riqueza de
especies de insectos, la cual incluye no solo a los inductores, sino ademas varias otras
especies, entre ellos posibles parasitoides, inquilinos y/o hiperparasitoides. Este
‘microcosmos’ de agallas representa por lo tanto una comunidad ecoldgica de gran
complejidad funcional, pero a la vez dificulta sustancialmente el conocimiento de sus
interacciones troficas. El presente estudio representa una base objetiva para la
identificacion de las especies presentes en el sistema, lo cual permite dilucidar de manera

preliminar el rol que podria jugar cada una de ellas en las interacciones troficas existentes.

El comportamiento alimenticio especializado del agallero hace que éste se limite a
atacar una sola especie de planta y logre una eficiente utilizacion del recurso al inducir la
agalla (Florentine et al., 2005). Dicha agalla, presenta una estructura que puede ser el
reflejo fenotipico de los genes del inductor (Crespi et al., 1997). Lo anterior sugiere que
cada tipo de agalla encontrada en C. barbadensis esta originada por una especie inductora
diferente. Algunos insectos inductores de agallas como los cinipidos presentan dos
generaciones por afio, una sexual y otra asexuada, y cada una desarrolla agallas que son
estructuralmente diferentes y pueden ser desarrolladas en diferentes especies de plantas

hospederas y 6rganos de la planta (Askew, 1984). No obstante, esto no parece ser el caso en
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este estudio, ya que las cinco formas de agallas fueron encontradas en el mismo periodo de

muestreo.

Con base en los resultados obtenidos y en las observaciones de campo realizadas es
probable que al menos cuatro de los cinco tipos de agallas (tipos 1-4) encontrados en las
hojas de C. barbadensis puedan ser inducidas por dipteros cecidoémidos. Esta propuesta se
apoya en las siguientes lineas de evidencia. Primero, las larvas de cecidémidos fueron
siempre las més abundantes en los cinco morfotipos de agalla, y generalmente presentaron
el mayor tamafio. Se ha observado que las especies inductoras son generalmente mas
abundantes y de mayor tamafo que los parasitoides e inquilinos, a menos de que éstos
también se alimenten del tejido vegetal (Paul Hanson, com. pers.) Otra evidencia que apoya
que los tipos de agallas 1 y 4 son inducidas por especies de cecidomidos es la presencia de
exuvias de estos dipteros encontradas en su parte externa durante los meses de marzo y
abril. Este tipo de comportamiento es comun en los dipteros cecidomidos que emergen de
las agallas en el momento en que pasan a su fase adulta (Ollerstam et a/., 2002; Kim et al.,
2014). La emergencia de los posibles inductores junto con la caida de las hojas, sugiere que
los cecidomidos tendrian un patron de historia de vida similar al IB propuesto por Yukawa
(1987), en el cual la larva madura no abandona la agalla, alcanzando la etapa adulta hasta
después que la agalla se desprende y cae al suelo. Por tltimo, los cecidémidos fueron el
unico taxon presente en los cinco tipos de agallas, lo cual sugiere que una especie de

cecidomido indujo cada tipo de agalla.

Una explicacion alternativa menos plausible, pero que no debe descartarse, es que
un inductor pueda ser el responsable de la formacién de mas de un tipo de agalla. Se ha
observado que en ocasiones la diferenciacion estructural de las agallas se debe a que las
larvas del inductor se aprovechan de diversas maneras los tejidos alimenticios de la planta,
ademas de inducir sobre la misma diferentes respuestas en relacion al comportamiento de
los insectos (Hanson y Gauld, 2006). Ademas, pudiera ser que las agallas sufran
modificaciones morfologicas por parte de los insectos inquilinos cuando la larva comienza
a alimentarse de los tejidos de la agalla (Rohfritsch, 1992), o por la presencia de
parasitoides en etapas tempranas de la larva inductora que interrumpan su desarrollo

normal.
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A lo largo del periodo de muestreo en temporada de secas, tanto en hojas jovenes
como maduras, se encontraron agallas en diferentes etapas de desarrollo con individuos en
diferentes estadios larvales en las camaras. Independientemente del tipo de agalla, del
insecto inductor o del inquilino, el impacto de esta estructura de encierro en el
comportamiento del parasitoide debe considerarse en todo el periodo de desarrollo de la
misma (Stone y Cook, 1998), ya que las estructuras presentes en la agalla madura casi
siempre estan ausentes en los primeros estadios de desarrollo y algunos parasitoides
generalistas atacan en las primeras fases de crecimiento de la agalla o en las fases tardias

(Schonrogge et al., 1995; Plantard ef al., 1996).

1.26 Comunidad de insectos asociados a las agallas

1.26.1 Meétodos de delimitacion de especies

En el sistema estudiado se encontrd, ademas de una riqueza considerable de especies de
dipteros y de himenopteros pertenecientes a varias familias, una diversidad importante de
estrategias de vida para estas especies de acuerdo con la informacion biologica conocida a
la fecha para las familias y géneros identificados con la informacion morfologica y
molecular. Estas identificaciones permiten sugerir que entre los taxones recolectados
existen especies inquilinas o cleptoparésitas, parasitoides tanto de los insectos gallicolas
como de los inquilinos, asi como hiper-parasitoides, es decir, parasitoides de los

parasitoides primarios (Hanson y Gauld, 2006).

Los individuos adultos de la comunidad de insectos asociados a las agallas
examinadas fueron generalmente identificados hasta nivel de subfamilia con base en su
morfologia externa, aunque para la mayor parte de los ejemplares en estado larval asi como
pupas no fue posible realizar identificaciones con este tipo de caracteres. El empleo del
locus del codigo de barras (Hebert et al., 2003) por lo tanto represent6 una herramienta de
gran utilidad para asociar ejemplares de la misma especie en diferentes estados de
desarrollo. Esta asociacion por medio de evidencia molecular permitié ademads recabar

informacion acerca de los instares larvales de algunas de las especies.
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Los andlisis de delimitacion de especies del 2% y GMYC permitieron establecer 35
y 39 especies putativas, respectivamente, asociadas a las agallas de C. barbadensis. El
método de GMYC dividié en tres especies a una MOTU de Eulophidae y en dos a dos
MOTUs de Eurytomidae (Tabla 2). Treinta y dos de las especies delimitadas, que
corresponden a individuos de los 6rdenes Lepidoptera, Diptera e Hymenoptera, son
concordantes entre los dos métodos utilizados. Con respecto a las especies con
incongruencias entre los dos métodos arriba mencionados, no fue posible observar
caracteres morfologicos que ayudaran a separar a las especies propuestas por el método de
GMYC, ya que en estos taxones en su mayoria solo se contd con pupas. Por lo tanto, es
recomendable adoptar una postura conservadora y reconocer Unicamente a 35 especies para

el sistema de estudio.

Finalmente, los analisis de identidad taxondmica realizados con los programas
QUIIME y MEGAN permitieron ampliar la informacion sobre las identificaciones
morfoldgicas, corroborar la informacion taxondmica obtenida a partir de las secuencias de
ADN vy sugerir niveles taxondémicos mas precisos (e.g. subfamilia, tribu, subtribu y género)
para algunos grupos identificados hasta nivel de familia (Figura 14). Sin embargo, la base
de datos de GenBank que usa BLAST para encontrar las secuencias publicadas mas
similares resulta sumamente incompleta para muchos grupos de insectos, incluyendo
himendpteros y cecidomidos. Por lo tanto, los resultados obtenidos de esos analisis deben
utilizarse solo de manera preliminar en ausencia de identificaciones mas confiables, pero
constituye hipdtesis a poner a prueba y sientan una base para estudios sistematicos

subsecuentes.

1.26.2 Insectos asociados a agallas

Los dipteros pertenecientes a la familia Cecidomyiidae son uno de los grupos formadores
de agallas mas diversos y abundantes (Fernandez et al., 1994; Raman, 2011). A pesar de ser
una familia constante durante el muestreo en secas, durante los periodos de aumento de
temperatura ambiental en la zona de estudio (a partir de la segunda semana de abril), el
numero de individuos recolectados de dicha familia crecio, coincidiendo ademas con el
aumento del nimero de agallas en las hojas. Al respecto, Fernandez ef al. (1993, 1994)

plantean que el habitat de este tipo de insectos esta adaptado a areas de muy poca humedad,
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lo que hace que la riqueza de estas especies incremente a medida que el ambiente se torna

mas seco.

Las larvas de Cecidomyiidae en sus primeros estadios atacan las células epidermales
de las hojas de las plantas y se encierran en una masa de tejidos de crecimiento cerca al
lugar donde fueron puestos los huevos antes de penetrar en el tejido de la hoja (Rohfritsh,
1992), modificando los tejidos vegetales con las mandibulas y la saliva (Ollerstam et al.,
2002). Debido a este proceso mecanico, es posible que las larvas de esta familia no
necesiten que las hojas de los arboles estén jovenes para poder inducir la formacion de la
agalla y puedan crecer en hojas maduras, lo que explica el hecho de que se hayan registrado
larvas de esta familia en cada una de las semanas de muestreo. Por consiguiente, al ser una
especie perennifolia (Castillejos y Solano, 2008), C. barbadensis resulta un hospedero

adecuado para los cecidomidos, independientemente de la fenologia de la planta

De las agallas disectadas entre marzo y mayo sélo se obtuvieron larvas de
individuos de Cecidomyiidae asociadas a los cinco tipos de agallas y en ningin momento
se observo la emergencia de algun adulto. Las larvas de Cecidomyiidae son relativamente
faciles de recolectar en las agallas que inducen en la planta hospedera, pero no asi los
adultos, ya que se observé que éstos suelen emerger de las hojas una vez que estas caen al
suelo (Uechi et al., 2011). Esta estrategia se observo en una visita corta realizada a la zona
de estudio el 19 de mayo de 2014, donde al no encontrar hojas en los arboles trabajados se
recolectaron hojas del suelo que presentaron agallas, obteniendo de éstas los adultos de
dipteros cecidomidos incluidos en los andlisis de delimitacion de especies con base en
secuencias de ADN. Esta evidencia, por lo tanto, indica que los cecidémidos de las agallas
estudiadas siguen el patron de historia de vida IB (Yukawa, 1987), en el que la larva
permanece en la agalla durante todas sus fases y hasta que la agalla se desprende y cae al

suelo es que llega al estado adulto.

En cuanto al Orden Hymenoptera, las avispas parasitoides pertenecientes a las
familias Eurytomidae, Eulophidae, Platygastridae, Torymidae y Braconidae encontradas en
las agallas de C. barbadensis generalmente son capaces de sobrellevar las limitaciones

ambientales del entorno y fisicas de la ovoposicidn sincronizando su fenologia con la de la
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agalla (Hanson y Gauld, 2006). Esto podria explicar por qué fue posible encontrar

individuos de las diferentes familias de parasitoides a lo largo de todo el trabajo de campo.

Se sabe que los primeros estadios de la agalla generalmente son parasitados por
especies generalistas (Surekha y LaSalle, 1995). Este comportamiento se observo en las
primeras semanas de muestreo al encontrarse la presencia de individuos de familias de
Hymenoptera que presentan estos habitos, tales como especies de eulofidos, las cuales
causan una gran mortalidad en los insectos agalleros (Schonrogge et al., 1995).
Subsecuentemente, con el crecimiento posterior de la agalla aparecen los parasitoides
especialistas, entre ellos miembros de la familia Platygastridae, los cuales suelen poseer
ovopositores mas largos que les permiten acceder a la camara de la agalla y a la larva
ubicada en ella (Bulh, 2014). Esto es interpretado como una respuesta coevolutiva entre el
parasitoide y el inductor, donde el parasitoide busca adaptarse al mayor tamafio y a las

caracteristicas estructurales de las agallas (Askew, 1961).

1.27 Inferencias sobre interacciones troficas

Las familias de los dos drdenes principales de insectos encontrados en el estudio (Diptera,
Hymenoptera) presentan biologias diferentes. Los dipteros de la familia Cecidomyiidae son
en su mayoria formadores de agallas (Raman, 2011). Sin embargo, dentro de la familia, y
especificamente en la tribu Cecidomyiini, existen grupos que presentan un amplio rango de
habitos, ya que ademas tener especies inductoras de agallas otras pueden ser de vida libre,

fitéfagas, micofagas, depredadores o hasta parasitoides (Gagné, 1981).

Los andlisis de identidad taxondmica realizados en este estudio sugieren que
algunas de las siete morfoespecies de Cecidomyiidae pueden pertenecer a los géneros
Contarinia y Macrodiplosis, ambos reportados con especies inductoras de agallas (Gagné,
2010; Kim et al., 2014). Por lo tanto, como se propuso anteriormente, la diversidad de
agallas encontradas en las hojas de C. barbadensis y la biologia de estos dos géneros

propuestos permiten sugerir que los dipteros cecidomidos son los responsables de la
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formacion de estructuras de encierro en la planta de estudio, ya que se encontraron larvas

de este grupo en todas las agallas disectadas de los diferentes tipos.

Stone y Cook (1998) plantean que las agallas formadas por miembros de un mismo
género pueden presentar grandes diferencias en cuanto a forma y color, lo que puede
sugerirse para las agallas inducidas por los dipteros cecidomidos en C. barbadensis, en
donde de las siete especies delimitadas, cinco pueden haber inducido esta estructura de
encierro, mientras que las especies restantes podrian tener otros habitos reportados para la
subfamilia Cecidomyiidae, tales como depredadores o parasitoides de insectos

holometabolos (Gagné, 1981).

En Hymenoptera, existen dos estrategias contrastantes de parasitoidismo (Yukawa y
Rohfritsch, 2005). En el tipo 1, en el que estdn agrupados los parasitoides cuyo tiempo de
vida es relativamente corto, gastan mucha energia en producir mas progenie y son
usualmente monodfagos. En esta clasificacion se encuentran los miembros de la familia
Platygastridae, de los cuales se registraron larvas y adultos durante todo el periodo de
muestreo, asociados principalmente al tipo 1 de agalla (Figura 17). Estos himenopteros se
reconocen por ser endoparasitoides koinobiontes de huevos y larvas de cecidomidos
agalleros (Hanson y Gauld, 2006), por lo que a medida que aumentaba el niimero de agallas
presentes en las hojas y el numero de larvas de Cecidomyiidae en las agallas, también
aumentaba el nimero de individuos generalmente adultos de esta familia. Basados en las
identificaciones morfoldgicas y de comparacion de secuencias de ADN realizadas en el
presente estudio, el parasitoidismo en Platygastridae podria ser inducido por tres géneros
diferentes pertenecientes a la subfamilia Platygastrinae, Leptacys, Synopeas y Platygaster,

cuyas especies presentan biologias similares (Masner, 1993; Buhl, 2014).

Dentro de la estrategia de parasitoidismo de tipo 1 se encuentra la familia
Eurytomidae, la cual presenta una gran variedad de habitos en sus diferentes estadios,
incluyendo parasitoidismo, fitofagia o induccion de agallas (Campbell et al., 2000). En
particular, las especies de esta familia pertenecientes al género Eurytoma se caracterizan en
su mayoria por ser idiobiontes endoparasiticos solitarios de insectos formadores de agallas
(Uhler, 1951; Askew, 1961). Los insectos adultos de este género y algunas larvas se

encontraron en los diferentes tipos de agallas (Figura 17), y de acuerdo a su biologia se
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puede sugerir que se encontraban parasitando a los individuos que ocupaban la agalla
actuando como parasitoides, ocupando la agalla inducida por otros organismos actuando
como inquilinos, o luego de devorar al hospedero, también devoraban tejidos de la agalla,
de manera que también pueden actuar como cleptoparasitos (Arthur, 1961; Gates y Hanson,
2006; Lotfalizadeh et al., 2007; Gates y Delvare, 2008). Sin embargo, la secuenciacion de
un marcador del codigo de barras de plantas a partir de extractos de ADN de individuos de
¢ésta familia podria ayudar a esclarecer estas interacciones, ya que si se amplifican genes de

C. barbadensis indicaria la ingestion de tejido vegetal por parte del insecto.

En contraste, en el tipo II de las estrategias de parasitoidismo de los himendpteros se
encuentran aquellas especies que atacan estadios tardios y pupas de dipteros agalleros.
Estas especies son usualmente polifagas y su ciclo de vida es un poco mas largo, pasando la
mayor parte de su tiempo buscando un hospedero adecuado (Yukawa y Rohfritsch, 2005).
En este grupo se encuentra la familia Torymidae, la cual a pesar de que se conoce poco
sobre su biologia, se sabe que algunas especies son ectoparasitoides de dipteros e
hymenopteros inductores de agallas (Hanson y Gauld, 2006). Ademas, algunas especies de
esta familia atacan agallas maduras buscando agalleros en estadios avanzados (Plantard et
al., 1996), lo que podria explicar por qué los pocos individuos obtenidos de esta familia se

registraron al final del muestreo, cuando la mayoria de las agallas estaban maduras.

Las especies parasitoides de la familia Braconidae generalmente presentan la forma
de parasitoidismo tipo II. Aunque Allorhogas cuenta con especies que son inductoras de
agallas (Macedo et al., 1998), hay también otras especies de este género que han sido
reportadas como parasitoides o inquilinas que se alimentan del tejido de las agallas
inducidas por cinipidos o dipteros cecidomidos (Warton y Hanson, 2005). En el caso de las
agallas de C. barbadensis, los individuos encontrados de 4. coccolobae se encontraron
asociados casi en su mayoria al tipo 4 de agalla. Futuros estudios ayudaran a clarificar si las
larvas de esta especie son parasitoides de los cecidomidos inductores o inquilinos de las
agallas maduras abandonadas por éstos, quiza por medio de la cria de agallas e insectos,
para evaluar su desarrollo y comportamiento o por medio de la obtencion de secuencias de
ADN de tejido vegetal y animal a partir de contenidos estomacales de estos insectos

(Jurado- Rivera et al., 2009; Rougerie et al., 2009; Wirta et al., 2014).
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La familia Eulophidae se caracteriza por estar integrada por especies parasitoides y
generalistas, aunque algunas especies son fitéfagas o depredadoras (Surekha y LaSalle,
1995; Burks et al., 2011). De esta familia, se encontraron individuos desde el comienzo y a
lo largo del periodo de muestreo. Las especies de los dos géneros de Entedoninae sugeridos
por las comparaciones de secuencias de ADN, Chrysonotomyia 'y Closterocerus, estuvieron
asociadas unicamente al tipo 1 de agalla. De acuerdo con los datos de la biologia de estos
géneros, sus especies encontradas probablemente son endoparasitoides solitarios de larvas y

pupas de los cecidomidos agalleros.

Con respecto a las especies de eulofidos de la subfamilia Tetrastichinae, el género
Baryscapus, sugerido por las comparaciones con secuencias de ADN, es generalmente
conocido como endoparasitoide solitario de larvas y pupas de muchos himenopteros y
dipteros (Vidal, 1997). No obstante, también se han reportado algunas especies de
Tetrastichinae como inductoras de agallas (La Salle, 2005). Durante el periodo de estudio,
las especies de esta subfamilia se encontraron asociadas tinicamente al tipo de agalla 3, lo
que sugiere que pueden ser parasitoides especialistas de cecidomidos o hiperparasitoides de
avispas de alguna de las especies de Chalcidoidea presentes en las agallas (Yegorenkova et

al., 2011).

EULOPHIDAE

Entedoninae/ Tetrastichinae
Endoparasitoides koinobiontes

Larvas y Pupas PLATYGASTRIDAE

Platygastrinae
Endoparasitoides Koinobiontes

CECIDOMYIIDAE
Cecidomyiinae & EURYTOMIDAE . ;

Inductores de agallas \ Endoparasitico idiobionte
BRACONIDAE
Doryctinae <~
Parasitoides primarios

TORYMIDAE

Ectoparasitoides

sa.1oppopaad o sapiojisv.ivdiadify

Figura 17. Posibles interacciones entre las familias de Diptera e Hymenoptera encontradas en el estudio de acuerdo a la
biologia general de los grupos. La linea continua refiere a las familias de Hymenoptera que son parasitoides de los
diferentes estadios de Cecidomyiidae, mientras que la linea punteada refiere a las posibles interacciones de
hiperparasitoidismo o predacion entre las de familias de Hymenoptera. Esquema realizado por I.A. Rodriguez-Cifuentes
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Ademas del parasitoidismo de larvas de Diptera, es posible que exista una relacion de
parasitoidismo o depredacion entre las especies de Hymenoptera encontradas en el estudio
(Figura 17). Los eul6fidos, por ejemplo, pueden parasitar larvas, prepupas y pupas de otros
himendpteros (Graham, 1991). De acuerdo a Yegorenkova et al. (2011) algunas especies
del género Baryscapus (Eulophidae: Tetrastichinae) también pueden ser hiperparasitoides
de superfamilias como Ichneumonoidea y Chalcidoidea, por lo que pueden estar asociados

a otros eulofidos, eurytomidos o braconidos parasitoides.

Respecto a las especies de Lepidoptera, es posible que estas solo sean inquilinas
facultativas de las agallas en las hojas de C. barbadensis, ya que las pocas especies que se
reconocen como agalleras en este grupo estan reportadas para Europa, Asia, Oceania y unas

pocas en Suramérica (Miller, 2005).

La informacion obtenida en este estudio para las agallas de hojas de C. barbadensis,
muestra la complejidad del sistema de estudio y la necesidad de profundizar en el

conocimiento de la biologia de los insectos y la fenologia planta
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CONCLUSIONES

1.) Las hojas de ejemplares de Coccoloba barbadensis presentes en la Estacion de
Biologia de Chamela, Jalisco, presentaron cinco morfotipos de agallas con
diferentes caracteristicas estructurales y especies de insectos asociados a éstas
pertenecientes a los 6rdenes Lepidoptera, Diptera e Hymenoptera.

2.) Alo largo de la temporada de muestreo en época de secas en la Estacion (marzo-
mayo 2013), el nimero de agallas presentes en los arboles fue constante hasta
mediados de abril. Posterior a esta fecha, independientemente del tipo de agalla, la
cantidad de agallas registradas aument6 considerablemente. Esto refleja la estrategia
de forma de vida de los dipteros agalleros (IB), posibles inductores de las agallas de
Coccoloba barbadensis, donde la larva madura no abandona la agalla, pero la agalla
se desprende y cae al suelo, generalmente a comienzos del verano o finalizando el
otoflo y entonces emergen los adultos.

3.) De los cinco morfotipos de agallas encontrados, el 35% correspondi6 al morfotipo
1, el cual se encontrd en la mayoria de los arboles y las hojas examinados. El 32%
correspondio al morfotipo 4, que a pesar de no registrarse en todos los arboles
muestreados fue muy abundante en las hojas en las que se presentd. Los morfotipos
2 y 3 fueron menos frecuentes tanto en las hojas como en los arboles muestreados.
El morfotipo 5 se observo raramente.

4.) De acuerdo con la delimitacion de especies con base en secuencias de ADN tanto de
ejemplares adultos como de larvas y pupas, se registraron siete especies de Diptera
de la familia Cecidomyiidae, asi como 25 especies de himendpteros pertenecientes a
las familias Platygastridae (6 spp.), Braconidae (1 sp.); Eulophidae (10 spp.);
Eurytomidae (7 spp.) y Torymidae (1 sp.). Los individuos de Lepidoptera solo
quedaron asignados a la categoria taxonomica de Orden.

5.) De acuerdo con la informacién obtenida, al menos cuatro de los cinco diferentes
tipos de agallas podrian ser inducidos por dipteros cecidomidos debido a que: 1) en
este grupo sus especies se caracterizan por ser en su mayoria inductores de agallas;
2) las larvas de cecidomidos fueron siempre las mas abundantes en los cinco
morfotipos de agallas; 3) en dos morfotipos de agallas se encontraron exuvias de

dipteros, los cuales emergen de éstas en el momento en que pasan a su fase adulta; y
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(4) los dipteros cecidomidos fueron el tnico taxon presente en todos los tipos de
agalla.

6.) El empleo de herramientas moleculares (secuencias de ADN mitocondrial) permitio
corroborar y complementar la identificacion morfoldgica de los ejemplares adultos
obtenidos y asociarlos con las larvas y pupas obtenidas de las agallas.

7.) De acuerdo con el conocimiento bioldgico de los taxones recolectados en el sistema,
los dipteros cecidémidos se reconocen principalmente como inductores de agallas.
De las familias de Hymenoptera encontradas en el estudio, las especies de
Platygastridae (6 spp.) son generalmente endoparasitoides koinobiontes de huevos y
larvas de cecidomidos agalleros; Eurytomidae (7 spp.) se caracteriza por ser
idiobionte endoparasitico solitario de insectos formadores de agallas; las especies de
Torymidae (1 sp.) presentan algunas especies ectoparasitoides de dipteros e
hymenopteros inductores de agallas; los miembros de A/lorhogas (Braconidae; 1
sp.) tienen especies parasitoides o inquilinas que se alimentan del tejido de las
agallas inducidas por cecidomidos, aunque también hay inductores de agallas; y
Eulophidae (10 spp.) presenta endoparasitoides solitarios de larvas y pupas de los
cecidomidos agalleros, inductores de agallas asi como hiperparasitoides de especies
de Chalcidoidea e Ichneumonoidea (Hymenoptera).

8.) Aunque esta investigacion es una primera aproximacion al estudio integral de la
complejidad estuctural, taxondmica y funcional de la comunidad de insectos
asociados a agalla de las hojas de C. barbadensis en la region de Chamela, sienta
una base para posteriores estudios enfocados a: conocer con mayor precision la
funcion de cada una de las especies involucradas en el sistema con el fin de tener
claridad respecto a las interacciones troficas que suceden en las hojas de esta planta;
estudiar la respuesta quimica de la planta al momento de ser atacada por los
inductores de agallas y sus inquilinos; establecer con mayor claridad quienes son los
responsables de la induccion de agallas en esta planta y si éstas sufren

modificaciones morfologicas posteriores, entre otras posibilidades.
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