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Resumen 
 
El género Pegoscapus Cameron 1906 (Chalcidoidea, Agaonidae) está conformado por 
avispas polinizadoras nativas de América, que mantienen un mutualismo obligado con las 
plantas del género Ficus L. (subgénero Spherosuke Raf. Moraceae). Se han identificado 
cinco especies de avispas polinizadoras asociadas al complejo de especies Ficus aurea 
Nutt., para el cual se han propuesto cuatro entidades taxonómicas informales o formas (fo. 
tuerckheimii, fo. isophlebia, fo. cookii y fo. aurea), distribuidas desde Florida, Las 
Bahamas, Las Antillas Mayores y desde México hasta Panamá. A pesar de que la relación 
entre especies de avispas y de Ficus se ha considerado especie-específica, estudios 
recientes demuestran que la relación entre ambos interactuantes no siempre es uno a uno. 
Los objetivos de este trabajo fueron determinar la riqueza de especies, la especificidad y 
las relaciones filogenéticas de los polinizadores del género Pegoscapus asociados a las 
formas de F. aurea; inferir posibles eventos de divergencia en el mutualismo y aportar 
información sobre la hipótesis de colonización de Ficus L. en América. Para lograrlo se 
realizó una filogenia de inferencia bayesiana utilizando secuencias del gen mitocondrial 
citocromo oxidasa I (COI), se estimaron las distancias genéticas entre los clados y el tiempo 
de divergencia de los linajes de avispas mediante una filogenia datada. También se efectuó 
un análisis de reconstrucción de áreas ancestrales y uno de delimitación de especies con el 
método de mPTP (multi-rate Poisson tree processes). Los resultados indican la presencia 
de al menos nueve linajes con distancias genéticas entre ellos de alrededor del 10% para 
un fragmento de la región de código de barras de COI. La divergencia entre los linajes se 
estima que ocurrió durante el Mioceno medio-tardío (17-7 Ma). A su vez, se sugiere que 
no existe especificidad a nivel filogenético entre polinizadores y las formas de F. aurea. 
Se detectó un cambio de huésped para Pegoscapus sp. 3, y dos especies polinizadoras de 
F. aurea fo. tuerckheimii que presentan convergencias morfológicas marcadas con 
Pegoscapus carlosi y Pegoscapus mariae. Los resultados no se acoplan consistentemente 
con alguna de las hipótesis biogeográficas de colonización de Ficus en América de sur a 
norte de Pederneiras et al. 2018 o sentido norte a sur de Cruaud et al. 2012, aunque 
concuerdan parcialmente con esta última. El estudio concluye que no existe congruencia 
filogenética uno a uno entre los polinizadores y las formas de F. aurea, además proporciona 
evidencia de que los cambios de huésped y la especiación críptica son procesos importantes 
que influyen en la diversificación de las avispas polinizadoras de Ficus.    
 
Palabras clave: mutualismo obligado, especies crípticas, COI, polinización, 
coespeciación. 
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Introducción 
 
La idea sobre la generación de nuevas especies a partir de la adaptación a diferentes nichos 
ecológicos constituye el núcleo del trabajo realizado por Darwin en el siglo XIX Jousselin 
& Elias (2019). Se ha asumido desde entonces que las interacciones ecológicas 
interespecíficas juegan un papel importante en la generación de biodiversidad. En este 
contexto, las interacciones que ocurren entre plantas e insectos han sido propuestas como 
modelos idóneos para estudiar los patrones de codivergencia y diversificación, debido a la 
naturaleza intrincada de las interacciones (Rodríguez et al.,, 2017). Las plantas juegan un 
papel importante en la historia de vida de los insectos, ya sea como fuente de alimento, 
hábitat o sitio de oviposición, entre otros (Slater, 2014). Estas relaciones pueden ser 
antagónicas en el caso de la herbivoría o el parasitismo, o mutuamente benéficas como la 
polinización.  Además, el interés sobre el origen de las especies de insectos es fuertemente 
justificable, ya que son el grupo más diverso de organismos eucariotas. A este grupo 
corresponden dos tercios de todas las especies descritas hasta la actualidad (Stork, 2018), 
por lo que entender los procesos que afectan la diversificación de los insectos es crucial 
para dilucidar el origen de la biodiversidad.  
 
I. Interacciones y especiación ecológica 
 
Existen varias teorías con las cuales se intentan explicar los patrones de diversificación en 
las interacciones planta-insecto. La hipótesis de especiación ecológica resultante de 
presiones de selección divergente ejercida por las plantas ha sido la más utilizada para 
explicar la radiación de insectos (Nyman et al., 2010; Sasakawa & Kon, 2018). La 
especiación ecológica ocurre cuando el aislamiento reproductivo entre poblaciones 
evoluciona como resultado de una diferenciación de nicho (Rundle & Nosil, 2005).  
 

Las relaciones antagónicas como la herbivoría, el parasitismo, la depredación y la 
competencia se han reconocido ampliamente como promotoras de diversificación por 
medio de mecanismos bien conocidos como radiación adaptativa, el modelo de escape- 
radiación (Fig. 1) (Erhlich & Raven, 1965), coevolución diversificadora (Thompson, 1994) 
o la hipótesis de evolución secuencial (Jermy, 1993).  
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Fig. 1. Ejemplo del modelo de Erhlich & Raven (1965) de coevolucuón por escape y 
radiación (tomado de Futuyma & Agrawal, 2009). Para la filogenia de las plantas 
(izquierda) el color negro indica el fenotipo ancestral, y el amarillo indica la evolución de 
una nueva defensa. La evolución de las contra adaptaciones de los insectos (derecha) se 
indica de manera similar.  
 

Al respecto se ha mencionado que la evolución de nuevos caracteres asociados a la 
interacción está relacionada con un incremento en la tasa de diversificación (i.e. 
acumulación de especies por unidad de tiempo), y que las contra adaptaciones de los 
insectos les permiten colonizar distintos clados de plantas, pero en este caso, las contra 
adaptaciones no han “escalado” añadiendo nuevos fenotipos; si no que dos contra 
adaptaciones han evolucionado de manera independiente. Es decir, no hay necesariamente 
coespeciación entre linajes de plantas e insectos, por ello, las filogenias paralelas no son 
sinónimo de coevolución, y pueden ser simplemente consecuencia de eventos de vicarianza 
conjunta que resultan en especiación tanto de plantas como de insectos, Futuyma & 
Agrawal (2009). 
 

Es escasa la evidencia del papel de los mutualismos en moldear y promover la 
diversificación, además las diferentes líneas de evidencia son contradictorias. Por ejemplo, 
una premisa teórica sugiere que los mutualismos de polinización deberían causar que 
ambos miembros de la interacción presenten coespeciación simultánea (Kiester et al., 
1984), pero también se ha observado que modelos que incorporan el efecto de la deriva 
génica y la selección estabilizadora, demuestran que las coadaptaciones que los mantienen 
intrincados pueden actuar en contra de estas fuerzas evolutivas (Yoder & Nuismer, 2010). 
En consecuencia, se ha buscado entender los mecanismos a través de los cuales los 
mutualismos son motores principales de la diversificación, sobre todo en sistemas de alta 
especificidad interespecífica (Thompson, 2005; Lengyel et al., 2009). 
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II. Mutualismos y especificidad interespecífica 
 
Las relaciones mutualistas pueden ser generalistas o específicas, y en general la estrategia 
generalista es la que suele predominar (Faegri & Van del Pijl, 2013). En biología de la 
polinización, la planta generalista no depende de una sola especie de insecto para garantizar 
la transferencia de polen, si no que depende de un conjunto de visitantes recompensados 
que aseguran la reproducción sexual (Boucher & Keeler, 1982). Este conjunto puede incluir 
especies de diversas familias de insectos para una sola planta como es el caso de las 
ranunculáceas, en la que una sola especie de planta puede recibir hasta 53 especies de 
animales visitantes (la mayoría insectos) de hasta 29 géneros distintos (Waser et al., 1996; 
Ollerton et al., 2009). Sin embargo, las presiones de selección que ejercen los polinizadores 
más efectivos son las que moldean las características florales de las plantas (Stebbins, 1970; 
Rosas-Guerrero et al., 2014; Ramos & Schiestl, 2019). Esto puede significar que los 
polinizadores más efectivos se traten de gremios o grupos funcionales de animales que 
tienen comportamientos similares (Fenster et al., 2004), por lo que la idea de extrema 
especialización (cuando hay relaciones interespecíficas) y de extrema generalización 
(cuando todos los visitantes son polinizadores) son concepciones que han sido 
malinterpretadas por falta de evidencias (Rosas-Guerrero et al., 2014).  
 

Son pocos los modelos mutualistas que tienden a ser especie-específicos en la 
naturaleza. Uno de los modelos de mutualismo de polinización más específicos que se 
conocen y que implican adaptaciones morfológicas recíprocas son el que ocurre entre 
polillas de los géneros Tegeticula Zeller 1873 y Parategeticula Davis 1967 (Lepidoptera, 
Prodoxidae) y las plantas de los géneros Yucca L. y Hesperoyucca Baker (Asparagaceae). 
Las polillas hembras exhiben adaptaciones morfológicas y etológicas que garantizan la 
polinización de las yucas, las cuales a su vez tienen flores altamente modificadas que 
reducen la posibilidad de auto-polinización o de transferencia pasiva de polen por otros 
insectos (Sheppard & Oliver, 2004). Otro sistema mutualista altamente específico es el que 
ocurre entre avispas de la familia Agaonidae (Hymenoptera, Chalcidoidea) y las especies 
de plantas del género Ficus L. (Moraceae) comúnmente conocidas como higueras o 
higuerones (Cook & Segar, 2010). Varios autores sugieren que quizá éste último sea el 
mutualismo de polinización obligado más estrecho que se conozca en términos de 
especificidad ecológica interespecífica.  Lo anterior basado en que, mientras que alrededor 
de cinco especies de polillas polinizan cerca de 30 especies de Yucca L., en el caso de 
higueras y avispas se ha considerado la hipótesis (para algunos considerada un paradigma) 
de relación uno a uno (Corner, 1952; Ramírez, 1970; Janzen, 1979; Wiebes, 1979; Herre 
et al.,, 1996; Cook et al.,, 2004). Esta relación es una simbiosis ya que es obligada para la 
supervivencia de ambos grupos y se ha mantenido a lo largo de periodos geológicos, pues 
se calcula por análisis moleculares que su origen data aproximadamente hace 75 - 90 Ma 
(Machado et al., 2001; Cruaud et al., 2012).  
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III. Evaluación de la coespeciación entre Ficus y Agaonidae 
 
Numerosos estudios filogenéticos en insectos y plantas (huéspedes) han tenido por objetivo 
probar si la especiación promovida por la adaptación a la planta es la ruta principal de la 
diversificación de ambos taxones, Ficus y agaónidos (Cook & Rasplus, 2003; Machado et 
al., 2005; Erasmus et al., 2007; Cruaud et al., 2012; Pederneiras et al., 2018). Estos estudios 
buscan evaluar la congruencia en términos de los tiempos de divergencia de las especies 
de ambos grupos y los patrones de cladogénesis respectivos.   
 

La evidencia obtenida indica que la congruencia entre filogenias de plantas y 
polinizadores en una escala de géneros se debe a que la coevolución actúa como un motor 
de la diversificación. Sin embargo, en la mayoría de los casos no existe congruencia al 
nivel de especie (Kawakita et al., 2004; Weiblen 2004). Por ejemplo, las observaciones 
biológicas y las reconstrucciones filogenéticas comparadas de Ficus y sus avispas 
asociadas muestran que los géneros de polinizadores se asocian consistentemente con 
secciones y subsecciones de Ficus (Cruaud et al., 2012), pero a nivel de subgéneros y 
especies existen discordancias que sugieren que han existido diversos eventos de cambio 
de huésped y aislamiento reproductivo subsecuente (Fordyce, 2010). Al respecto, aún 
quedan preguntas importantes para lograr vincular eventos microevolutivos en escenarios 
macroevolutivos y viceversa. 
 

De manera similar, la correspondencia entre características morfológicas de la 
planta y el polinizador también sugiere que la adaptación recíproca puede ser un importante 
motor de diversificación (Molbo et al., 2003; Weiblen, 2004). Dos factores propuestos 
como claves y sugerentes de codiversificación son la especificidad en la mediación química 
por el reconocimiento de compuestos volátiles activos que emite el higo (Grison-Pige et 
al., 2002) y el sistema “llave-cerradura” entre la abertura del ostiolo y las cabezas de las 
avispas (Kjellberg et al., 2001). No obstante, algunos trabajos han demostrado que las 
coadaptaciones que exhiben los mutualismos pueden haber ocurrido por eventos evolutivos 
independientes, representando convergencias evolutivas, descartando así la coevolución 
sensu stricto (Godsoe et al., 2004; Percy et al., 2004). 
 
IV. Antecedentes sobre la hipótesis de especificidad uno a uno en Ficus-Agaonidae 
 
El grado de especificidad ecológica observable morfológicamente llevó a los expertos a 
considerar la hipótesis de la relación interespecífica uno a uno entre las avispas Agaonidae 
y las plantas del género Ficus. Son diversos los estudios que se han centrado a lo largo del 
último siglo en entender la especificidad y estabilidad de la interacción, así como sus 
implicaciones evolutivas (Ronsted et al., 2005). En este contexto existe un debate, varios 
estudios sustentan la existencia de patrones de codivergencia estricta entre higuera y 
polinizador aunque reconocen que no es una regla general (Weiblen, 2000.; Machado et 
al., 2001; Jousselin et al., 2003; Ronsted et al., 2005; Cruaud et al., 2012), otros indican 
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que esta especificidad no se conserva al menos a nivel de especie, indicando que pueden 
existir cambios de huésped más frecuentemente de lo que se pensaba, además del 
descubrimiento de especies crípticas de avispas previamente indetectables (Michaloud et 
al., 1996; Cook et al., 2003; Su et al., 2008; Herre et al., 2008). Esto hace de la interacción 
un sujeto de estudio cada vez más complejo. Con el fin de resumir los antecedentes, a 
continuación, se muestra una síntesis histórica sobre evidencia que apoya o refuta la 
hipótesis uno a uno: 
 
Evidencias de apoyo:  

• Pemberton (1921) registra varias especies de avispas Agaonidae en el Jardín 
Botánico de Sidney, Australia, pero sólo identifica una en el higo de Ficus 
macrophylla Desf. ex Pers. 

• Timberlake (1921) encuentra 22 especies de avispas en un higo de F. retusa L. en 
Hong Kong, pero define una sola polinizadora. 

• Wiebes (1965) establece que, para cada especie de Ficus, hay exclusivamente una 
especie de avispa que lo poliniza, defiende la teoría estrictamente. 

• Baker & Hurd (1968) reconocen que la relación es muy específica en comparación 
con el caso de mutualismo obligado entre polillas y yucas. 

• Ramírez (1970) reconoce excepciones a la regla, el caso de F. aurea fo. 
tuerckheimii en el que hay dos polinizadores (Pegoscapus carlosi y P. mariae). y 
el de F. sycomorus L. de África del Este (Wiebes, 1964). Con base en experimentos, 
establece que muy difícilmente ocurriría hibridación en Ficus.  

• Cook & Rasplus (2003) argumentan que, aunque se han documentado excepciones 
a la especificidad uno a uno, éstas pueden representar un tercio o menos de los casos 
totales. Además, señalan que algunas de estas excepciones se pueden deber a 
errores de taxónomos.  

• Cruaud et al. (2012): Con base en marcadores moleculares realizan una 
comparación filogenética entre avispas polinizadoras y huéspedes, encuentran 
patrones de codiversificación en una alta proporción de géneros de avispas y 
secciones de Ficus. 

 
Evidencias que la refutan: 

• Eisen (1901) nota que al abrir un higo emergen muchas avispas al mismo tiempo. 
• Van del Pijl (1960) define que es poco probable una relación de polinización hiper-

especializada, pues se pondría en peligro el futuro evolutivo de ambas especies, 
pero reconoce que sí puede existir monotropía a un nivel supra específico. 

• Baker (1961) argumenta que la completa interdependencia entre un grupo de 
plantas y un polinizador particular tendría efectos restrictivos en la evolución de los 
mismos.  

• Wiebes (1964) encuentra dos especies de avispas polinizadoras (Ceratosolen 
arabicus Mayr 1906 y C. galili Wiebes 1964) en F. sycomorus. 
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• Wiebes (1979) aclara la diferencia entre la especificidad ecológica y filogenética. 
Menciona que la base para decir que la especificidad es uno a uno radica en que 
siempre se obtiene la misma especie de avispa a partir del mismo huésped. Recalca 
que no es necesario que la especificidad ecológica refleje concordancia 
filogenética, por lo que es necesario precisar el nivel taxonómico en el que se mide. 
Es decir, ésta parece siempre cumplirse a nivel de secciones y subsecciones de 
Ficus y géneros de agaónidos, sin embargo, a nivel de especie hay excepciones 
notables. 

• Michaloud et al., (1985) encuentran dos especies de avispas polinizadoras en el 
complejo F. ottonifolia (Miq.) Miq. en África occidental. 

• Kerdelhué et al., (1997) encuentran dos polinizadores activos (Ceratosolen 
flabellatus Grandi 1916 y C. silvestranus Grandi 1916) en Ficus sur en Costa de 
Marfil, África Occidental. Detectan que hay diferencia significativa en las 
abundancias de cada uno y suponen que no hay competencia directa entre ellos. 

• Molbo et al., (2003) utilizando marcadores moleculares encuentran especies 
crípticas de avispas en al menos la mitad de Ficus estudiados. 

• Haine et al., (2006) analizaron genes de ADN mitocondrial en 71 individuos de 
avispas, que morfológicamente fueron identificados como Pleistodontes imperialis. 
Sin embargo, las distancias genéticas encontradas fueron profundas (9-17%), 
sugiriendo la presencia de especies crípticas. Por lo que concluyen que éstas pueden 
especiar utilizando un mismo huésped sin que exista divergencia paralela de la 
higuera. 

• Su et al., (2008) obtuvieron evidencia de que avispas del género Pegoscapus que 
polinizan a una sola especie de Ficus no se agrupan en un mismo clado o linaje, en 
cambio se separan en más de un linaje y se agrupan con polinizadores de otras 
especies de huéspedes. 

• Compton et al., (2009) encontraron en una misma especie de Ficus, y en un mismo 
individuo (F. natalensis) a tres especies de avispas polinizadoras del género 
Alfonsiella Waterston 1920, en su distribución nativa en el bosque Kibale, Uganda. 

• Cruaud et al., (2012) detectan diversos cambios de planta huésped.  
 
V. Biología y ecología del mutualismo entre higueras y sus polinizadores 
 
El género Ficus L., es un género arbóreo de la familia Moraceae que destaca por su gran 
riqueza. Comprende alrededor de 750 especies distribuidas en las áreas tropicales alrededor 
del mundo (Berg & Corner 2005) pero presenta importantes dificultades taxonómicas 
(Berg, 1989; Ibarra-Manríquez et al., 2012). En América las especies de Ficus se 
encuentran desde Florida hasta el norte de Argentina en altitudes menores a 2 500 msnm 
donde no se registran heladas, así como en diversos tipos de comunidades vegetales (Ibarra-
Manríquez et al., 2012). De los seis subgéneros en los que se divide Ficus, dos se 
encuentran en América, Pharmacosycea Miq. y Spherosuke Raf. 
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Las especies incluidas en el subgénero Pharmacosycea (Miq.) Miq. (sección 

Pharmacosycea (Miq.) Griseb., 20 especies) son polinizadas por avispas del género 
Tetrapus Mayr 1885 de manera pasiva, es decir, no presentan una conducta de recolección 
de polen ni poseen sacos polínicos, sino que éste se distribuye en el cuerpo de la avispa 
como resultado del tránsito aleatorio por el sicono (Tarachai et al., 2008). Por otra parte, 
las especies del subgénero Spherosuke Raf. (sección Americanae (Miq.) Corner, 120 
especies), en el que se encuentra clasificado Ficus aurea Nutt., es polinizado por avispas 
del género Pegoscapus Cameron 1906 de manera activa. La polinización activa implica 
una conducta de colecta de polen en sacos polínicos (corbículas) en los cuales se almacena 
y transporta, utilizando los apéndices delanteros para ser depositado (Jousselin & 
Kjellberg, 2001).  

 
Todas las especies de Ficus comparten una estructura reproductiva única llamada 

higo o sicono, una inflorescencia en forma de urna que está íntimamente relacionada con 
las avispas de la familia Agaonidae (Walker, 1848). Las especies de Ficus pueden ser 
dioicas o monoicas, lo que también tiene implicaciones en la relación con las avispas. El 
caso de F. aurea se trata de una especie monoica, lo que significa que los individuos son 
hermafroditas. En el interior del sicono se encuentran flores pistiladas o estaminadas 
(femeninas y masculinas), y el único acceso a la inflorescencia desde el exterior es a través 
de una abertura apical denominada ostiolo, la cual está cerrada por brácteas. Para la 
producción de semillas, los Ficus dependen exclusivamente de que las avispas ingresen al 
sicono y polinicen las flores. A su vez, las avispas sólo se reproducen dentro del sicono, el 
cual les da refugio y alimento para que se desarrolle su descendencia, ya que las hembras 
oviponen a los huevecillos en los ovarios de las flores pistiladas, formando agallas. Las 
larvas de las avispas se alimentan del tejido del endospermo.  
 

Las flores del sicono son protóginas, hecho que evita la autofecundación. Los autores 
Galil & Eisenkowitch (1968) describieron las etapas de desarrollo del sicono de F. 
sycomorus L. y el acoplamiento del proceso de polinización por las avispas: Fase A (pre-
femenina): la inflorescencia se desarrolla hasta alcanzar la madurez, los estigmas de las 
flores son receptivos. Fase B (femenina): los óvulos están desarrollados, los estigmas son 
receptivos, las brácteas del ostiolo se descomprimen, lo que facilita la entrada de las 
avispas, éstas polinizan y/u oviponen las flores pistiladas. Fase C (interfloral): las larvas y 
semillas se desarrollan hasta madurar o convertirse en imagos. Fase (D) masculina: las 
flores masculinas maduran y el polen queda expuesto en los estambres. Emergen las 
avispas macho, las cuales son aproximadamente el 15% de la población de avispas 
(Ramírez, 1970) y fecundan a las hembras que aún se encuentran en las agallas. Los machos 
cavan un túnel en la pared del sicono, por el que saldrán posteriormente las hembras, las 
cuales ya fertilizadas son liberadas por los machos; éstas colectan polen y abandonan el 
sicono en búsqueda de un sicono en fase B. Fase E (post-floral): El sicono madura 
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completamente, se torna suave y atractivo para animales frugívoros, quienes realizarán la 
dispersión de las semillas (ver Anexo 1). 

 
VI.  Sistemática y genética del género Pegoscapus   
 
La superfamilia Chalcidoidea (Hymenoptera) es un grupo de avispas extremadamente 
diverso con alrededor de 23 000 especies descritas y se estima que existen alrededor de 500 
000. Son avispas diminutas cuyo tamaño varía de entre 0.13 mm a 20 mm (Heraty et al., 
2013). La mayoría de las 19 familias tienen especies parasitoides, y algunas entre ellas 
Agaonidae, son fitófagas (Munro et al., 2011). Al igual que ocurre con la taxonomía de 
Ficus en América, la sistemática de Agaonidae ha variado intensamente en las últimas 
décadas. Anteriormente se agrupaban en Agaonidae a otras cuatro subfamilias de avispas 
parasíticas y parasitoides con base en características morfológicas de la estructura occipital 
(Walker, 1848; Boucek, 1993). Sin embargo, estudios moleculares de Machado et al., 
(1996) y Rasplus et al., (1998) demostraron que Agaonidae no es un grupo monofilético, 
pero sí lo son todas las avispas polinizadoras, por lo que propusieron una subfamilia en 
Agaonidae que las incluyera (Agaoninae), la cual cuenta con 20 géneros y alrededor de 320 
especies descritas. 
 

El género Pegoscapus Cameron 1906 pertenece a la familia Agaonidae, 
específicamente a la subfamilia Agaoninae. Este género es endémico del continente 
americano (Wiebes, 1995). Se distribuye desde el sur de la península de Florida en Estados 
Unidos de América hasta el norte de Argentina, incluyendo las islas del Caribe. Se estima 
que divergió al menos hace 20 millones de años (Ma), aunque aún no está clara la relación 
sobre su posible género hermano (Machado et al., 2001), lo que ha dificultado esclarecer 
los patrones biogeográficos del grupo. 
 

De acuerdo con la descripción de Ramírez (1970) Pegoscapus se caracteriza por la 
presencia de corbículas en las coxas frontales, a excepción de P. carlosi (Ramírez 1970) y 
P. mariae (Ramírez 1970). Esta característica se refleja en el comportamiento que tienen 
las avispas para la recolección de polen y se diferencia del otro género de avispas 
polinizadoras en América, Tetrapus, cuyos individuos carecen de corbículas y hacen 
polinización pasiva. Las hembras miden de 1.2 a 1.8 mm. Tienen mandíbulas con apéndice 
y número variable de lamelas (Fig. 2); antenas con once segmentos; el primer flagelómero 
dividido en dos secciones; el segundo flagelómero es subconical y generalmente sin 
sensilios; los últimos siete flagelómeros tienen sensilios elongados y un número variable 
de setas; el último flagelómero presenta un número variable de sensilios elongados y 
circulares; ojo compuesto; 3 ocelos; ala anterior usualmente con vena humeral, marginal y 
estigmal, algunas especies con vena postmarginal corta, otras con sólo vena humeral 
desarrollada y algunas con venas ausentes o transparentes a la vista; ocho tergitas 
abdominales con espiráculos y peritremata pequeños y redondeados; ovopositor 
usualmente más largo que el abdomen. Se han descrito 52 especies a la fecha; sin embargo, 



 

 16 

aún hay especies por descubrir ya que siguiendo la hipótesis de uno a uno deberían existir 
al menos 120 especies, una por cada especie de Ficus subgen. Spherosuke. Además, son 
altas las probabilidades de que existan especies crípticas dentro de las ya descritas, como 
ya lo han demostrado algunos autores mediante análisis genéticos (Molbo et al., 2003; 
Haine et al 2006; Herre et al., 2008). 

 

 
 
Fig. 2. Vista lateral de una avispa hembra adulta del género Pegoscapus (ilustración 
realizada por Corona-Santiago D. K & Vázquez-Quintana P. para este trabajo). 
 
VII. Especiación críptica en Agaonidae 
  
La detección de las especies crípticas, formalmente definidas como dos o más especies 
distintas pero clasificadas como una sola, cambió paradigmas en la ecología y modificó la 
manera de comprender algunos procesos en biología evolutiva (Bickford et al., 2007). Los 
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grupos en los que se ha reconocido mayor y más profunda diversidad críptica son hongos, 
ranas y artrópodos (Bickford et al., 2007). Dentro del último grupo destacan los 
himenópteros destacan por ser uno de los cuatro órdenes hiperdiversos de insectos 
holometábolos (Tang et al., 2018). 
 

La forma en la que se detectan especies crípticas es a partir de que se observan 
grandes distancias genéticas y una monofilia recíproca en organismos morfológicamente 
indistinguibles (al menos de manera superficial o con diferencias muy sutiles; Xiao et al., 
2011). En el orden Hymenoptera el ADN mitocondrial posee características excepcionales, 
como son un alto contenido de A+T (75%) (Wei et al., 2014), reacomodo frecuente de 
genes (Dowton et al., 2009), tasas de sustitución altas (Olivieira et al., 2008), y se ve 
afectado al tener altas tasas de infección por Wolbachia (Xiao et al., 2011).  Sin embargo, 
hay marcadores moleculares tradicionalmente usados en insectos, generalmente se ha 
propuesto un fragmento del gen mitocondrial citocromo c oxidasa subunidad I (COI) como 
“código de barras” para estos análisis (Herbert et al., 2003) y en insectos ha demostrado 
ser útil para la delimitación de especies (Coeur d’Arcier et al., 2014). 

 
Se han usado otros marcadores, por ejemplo, en su trabajo Darwell & Cook (2017) 

utilizaron los marcadores ITS2 (espaciador interno transcrito) y CytB (citocromo B) para 
evaluar la riqueza de una comunidad de avispas polinizadoras y no polinizadoras en Ficus 
rubiginosa. Ellos encontraron que la diversidad de especies incrementó con respecto a las 
determinadas con datos morfológicos. Esto implicó que cada género de avispas estudiado 
mantenía al menos una especie críptica coexistiendo en los higos de F. rubiginosa. En la 
Tabla 1 se muestran las distancias genéticas (inter e intraespecíficas) reportadas en avispas 
de la familia Agaonidae: 
 
Tabla 1. Distancias genéticas inter e intraespecíficas reportadas en especies de avispas de 
la familia Agaonidae. 

Especie de avispa Especie de Ficus Gen Modelo de 
sustitución 

Porcentaje de divergencia 

Interclado Intraclado 

Pegoscapus hoffmeyeri 1 F. obtusifolia COI - 4.3 - 

Pegoscapus gemellus 1 F. popenoei COI - 6.6 - 

Pegoscapus gemellus 1 F. bullenei COI - 4.7 - 

Pegoscapus insularis 1 F. perforata COI - 6.1 - 

Tetrapus americanus 1 F. maxima COI - 10.8 - 

Pleistodontes imperialis 2 F. rubiginosa CytB GTR 9 -17 0 - 7 

Ceratosolen solmsi 3 F. hispida COI K 9.2 0 - 1 

Ceratosolen solmsi 3 F. hispida CytB K 15.3 0 - 2.2 

Sycoscapter spp. 4 F. rubiginosa CytB K80 6.2 - 14.3 0 - 4.1 

Phylotrypesis spp. 4 F. rubiginosa CytB K80 2.7 - 16 0 - 7.2 
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Watshamiella spp. 4 F. rubiginosa CytB K80 4 - 7.7 0 - 2 

Eukobelea spp. 4 F. rubiginosa CytB K80 6.9 - 10.1 0 - 3.9 

Valisia spp. 4 F. hirta COI K80 6.4 - 27 0 - 1.4 

Sycoscapter spp. 5 F. rubiginosa ITS2 K80 2.6 - 8.6 - 

Phylotrypesis spp. 5 F. rubiginosa ITS2 K80 2.2 - 12.7 - 

Watshamiella spp.   F. rubiginosa ITS2 K80 0.9 - 5.7 - 

Eukobelea spp. 5 F. rubiginosa ITS2 K80 21.4 - 48.9 - 

Datos de: Molbo et al., 20031; Haine et al., 20062; Xiao et al., 20113; Darwell & Cook, 20174; Xiao 
et al., 20105. COI: citocromo oxidasa I; CytB: citocromo B; ITS2: región espaciadora intergénica 
ribosomal 2; GTR: modelo general tiempo-reversible (Tavaré, 1986); K80: modelo de 2 parámetros 
(Kimura, 1980). 

 
VIII.   El complejo de especies F. aurea y sus polinizadores 
 
Las especies de Ficus en América tienden a formar complejos taxonómicos, a diferencia 
de lo que ocurre en el Paleotrópico, donde la sistemática alrededor de ellas es menos 
problemática (Berg & Villavicencio 2004). En el Viejo Mundo, la gran mayoría de las 
especies son dioicas, mientras que en el Neotrópico son monoicas (Berg 2007). De acuerdo 
con Ibarra-Manríquez et al., (2012), F. aurea Nutt. es una de las 22 especies monoicas de 
Ficus en México, pertenece a la sección Americanae, subgénero Spherosuke Raf., 
comúnmente conocidas como matapalos, aunque presentan un amplio número de nombres 
comunes. La sección Americanae es polinizada por avispas del género Pegoscapus 
Cameron 1906 (Wiebes 1995). 
 

F. aurea se distribuye en Florida, Las Bahamas, Islas Caicos, Antillas Mayores 
(Cuba, Jamaica, República Dominicana, Puerto Rico), Islas Caimán, San Andrés, México 
y Centroamérica hasta Panamá (Ibarra-Manríquez et al., 2012),  En México se han 
registrado poblaciones en ecosistemas de bosque de galería, bosque de coníferas, bosque 
tropical perennifolio, selva tropical subcaducifolia, dunas costeras, manglar, matorral 
xerófilo y en altitudes que van desde el nivel del mar hasta los 1 700 m.s.n.m. (op cit.). Es 
una especie fenotípicamente muy variable, particularmente varían en el tamaño de los 
siconos, la forma y dimensiones de las hojas, y la disposición pedunculada o sésil del sicono 
(Berg & Villavicencio 2004). Se han reconocido hasta 17 sinónimos para entidades 
colectadas en distintas localidades a lo largo de su distribución (ver Anexo 2). Berg (2007) 
en un intento de delimitar con mayor claridad el complejo sugirió el reconocimiento formal 
de sólo cuatro morfotipos (Fig. 3), los cuales carecen de un reconocimiento taxonómico 
formal. 
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1. F. aurea fo. aurea: lámina foliar oblonga a elíptica, de hasta 10cm de largo, base 
cuneada a redondeada; siconos de 0.6-0.8 cm de diámetro; sésiles o pedunculados 
 

2. F. aurea fo. tuerckheimii: lámina foliar oblonga a elíptica, más de 10 cm de largo, 
base cuneada a redondeada; siconos de 1-1.2 cm de diámetro; higos sésiles. 

 
3. F. aurea fo. isophlebia: lámina foliar cordiforme a ovada, base cordada a redonda; 

siconos de aproximadamente 1 cm de diámetro; sésiles. 
 

4. F. aurea fo. cookii: lámina cordiforme a ovada, base cordada a redonda; siconos de 
aproximadamente 1 cm de diámetro; pedunculados. 

           

 
Fig. 3. Hojas y siconos de las cuatro formas de F. aurea. 1-3. fo. aurea; 4-6 fo. cookii; 7-
9; fo. isopblebia; 10-12 fo. tuerckheimii (fotografías de Karen B. Hernández-Esquivel 
2018)  
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Berg (2007) reconoce que existen formas intermedias, las cuales han sido definidas 
tomando en cuenta los extremos de variación, por lo que este complejo continúa 
presentando problemas en su clasificación. Debido a la gran cantidad de sinonimias en este 
complejo, ha sido complicado asignar el árbol huésped de las especies de avispas descritas 
a partir del mismo. Además, existen dos problemas que han dificultado la sistemática de 
los polinizadores: i) la sistemática de Pegoscapus ha cambiado a lo largo del tiempo, por 
lo que también existen sinonimias para algunas especies, y ii) la gran mayoría de las 
colectas y descripciones se han hecho a nivel regional (Ramírez 1970; Wiebes 1995; 
Schiffler 2002) mientras que el límite norte de la distribución ha sido poco estudiado (Su 
et al., 2008). En la Tabla 2. se enlistan las especies de avispas conocidas y colectadas de 
individuos del complejo F. aurea: 
 
Tabla 2. Especies descritas de avispas polinizadoras de F. aurea 

Especie de avispa Sinonimias Forma de 
F. aurea 

Autor Localidad 

Pegoscapus mexicanus Eisenia 
mexicana 

fo. aurea Nutall Florida 

Pegoscapus urbanae - fo. isophlebia Pittier Panamá 

Pegoscapus jimenezi - fo. aurea 

fo. jimenezii 

Tonduz & O. 
Jiménez 

Costa Rica 

Pegoscapus carlosi - fo. tuerckheimii Pittier Costa Rica 

Pegoscapus mariae - fo. tuerckheimii Pittier Costa Rica 

 
Actualmente existe un gran interés en esclarecer la sistemática de este complejo y 

se están realizando estudios para probar la hipótesis de que los morfotipos son realmente 
especies distintas (Hernández-Esquivel et al., en revisión). Dado que la filogenia de 
algunos grupos Ficus no se ha logrado resolver con altos valores de soporte, se ha propuesto 
estudiar los complejos desde un enfoque integrativo, que tome en consideración datos 
morfológicos, análisis biogeográficos, ecológicos y genéticos (Dayrat, 2005). En este 
sentido, la utilización de métodos filogenéticos comparativos entre el huésped y sus 
polinizadores podrían ayudar a esclarecer la sistemática de F. aurea y a la vez, probar la 
hipótesis uno a uno de acuerdo con los morfotipos propuestos por Berg (2007) los cuales 
posiblemente representan especies de acuerdo con Hernández-Esquivel et al., en revisión.  
 
IX. Hipótesis biogeográficas de la distribución de F. aurea y sus polinizadores 
 
El origen de la familia Moraceae se ha estimado que ocurrió durante el Cretácico tardío 
hace 78.9-70.4 Ma (Magallón et al., 2015). Aunque la mayoría de los autores llegan a un 
consenso de que el origen de Ficus está en Eurasia, las rutas de dispersión y la 
diversificación de las secciones están bajo continuo debate (Machado et al., 2018). Se han 
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propuesto dos escenarios biogeográficos principales para el género Ficus, sección 
Americanae (polinizada por Pegoscapus) utilizando alrededor de 24 especies y basados en 
diversos marcadores. 
 

Cruaud et al. (2012) consideran que el origen de la sección se originó a partir de 
una población ancestral en Eurasia que ya estaba presente hace alrededor de 75 Ma, y que 
se dispersó por Norte América gradualmente a través de puentes terrestres (Tiffney, 1985) 
de bosques perennes y cinturones de bosques tropicales; se propone que sus integrantes 
alcanzaron Sudamérica posteriormente por eventos de dispersión escalonados a través de 
las islas del Caribe y las Antillas, llegando a establecerse en el actual Brasil hace 30-32 Ma 
(Fig.4 A). Por otra parte, el estudio de Pederneiras et al., (2018) propone que la sección 
Americanae llegó a Sudamérica por la vía de África y el Océano Atlántico, ya que durante 
el Eoceno (56 a 34 Ma) la distancia entre estos continentes era menor que la actual y 
existían una serie de islas que actuaron como escalones para la dispersión (Theide, 1977; 
Parrish, 1993), misma que fue coadyuvada por animales. Al incrementar la distancia entre 
los continentes, suponen que este fue el evento de vicarianza que resultó en la separación 
de los linajes Americanae (en América) y Platyphyllae en África (Fig.4 B). Posteriormente 
Americanae se fue dispersando y diversificando hacia el norte llegando a su límite de 
distribución actual (México y Florida en los Estados Unidos de América). 

 

 

Fig. 4. Mapas sobre la distribución ancestral hipotética de las secciones de Ficus y 
dispersión subsecuente (tomados de Cruaud et al., 2012 y Pederneiras et al., 2018). A. 
Hipótesis de norte a sur (Cruaud et al., 2012); las líneas sólidas indican la distribución y 
dispersión de las higueras, y las líneas punteadas las rutas de dispersión de las avispas. B. 
Hipótesis de sur a norte (Pederneiras et al., 2018); las áreas de color gris oscuro representan 
antiguos bosques tropicales megatérmicos y las de color gris claro representan bosques de 
clima monzónico.  
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X. Propiedades del marcador molecular COI  
 
La enzima citocromo c oxidasa es una proteína ampliamente estudiada que funciona dentro 
del proceso de la cadena de transporte de electrones en la mitocondria (Pentinsaari et al., 
2016). El gen COI codifica para la subunidad I de dicha proteína, se ubica en el genoma 
mitocondrial, y mide alrededor de 1 500 pares de bases (Castresana et al 1994; Patwardhan, 
2014). El gen COI ha sido un marcador usado ampliamente en estudios filogenéticos 
debido a sus propiedades. Al ubicarse en el genoma mitocondrial carece de intrones, tiene 
exposición limitada a la recombinación, y la vía de herencia es matrilineal (Avise, 2000; 
Saccone et al., 1999; Patwardhan, 2014). Los cebadores o primers universales para este 
gen son muy robustos, pues existe un alto grado de conservación de la secuencia del 
extremo 3’ en la mayoría de taxones dentro de los phyla de animales (Folmer et al., 1994; 
Zhang & Hewitt 1997). COI se ha propuesto como un “código de barras” para la 
identificación de insectos en general (Helbert et al., 2003) y se mantiene actualmente como 
el código de barras estándar para animales (Ratnasingham & Herbert, 2007; Andújar et al., 
2018; Powers et al., 2018; Suriya et al., 2018). Herbert et al. 2003 propusieron que para el 
orden Hymenoptera la distancia p no corregida promedio entre especies es de 3.2%  
 

Aunque algunos autores han mencionado algunas desventajas y limitaciones (Lesse 
& Held, 2011) de este marcador, en insectos presenta una óptima señal filogenética que se 
ha aplicado para resolver problemas filogenéticos a diversos niveles taxonómicos supra-
específicos (Yoshizawa & Johnson, 2010; Yeates et al., 2016). La tasa de evolución del 
gen es lo suficientemente rápida para permitir la discriminación entre especies, y en 
algunos casos también entre poblaciones (Cox & Herbert 2001; Wares & Cunningham, 
2001). Por lo anterior y debido a la cada vez mayor accesibilidad y rapidez de las técnicas 
moleculares, es un marcador adecuado para estudios filogenéticos en agaónidos (Weiblen, 
2001; Erasmus et al., 2006).  
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Justificación 
 
Las interacciones entre Ficus y sus avispas polinizadoras asociadas ofrecen uno de los 
sistemas naturales más interesantes para estudiar el amplio espectro de preguntas sobre 
coevolución y codivergencia. Las preguntas sobre este mutualismo pueden dirigirse desde 
la perspectiva adaptativa, ecológica, filogeográfica o filogenética. Para que se puedan 
evaluar las congruencias históricas entre ambas partes de la interacción es necesario 
reconstruir las relaciones filogenéticas de ambos grupos. El presente trabajo propone 
aportar información para entender los patrones de variación genética interespecífica, y así 
inferir los procesos macroevolutivos en la historia natural de Pegoscapus spp. asociadas a 
F. aurea. 
 

Aunque investigaciones similares ya se han realizado en otras regiones del planeta, 
en México resulta novedosa en lo relativo a las avispas polinizadoras del complejo F. 
aurea. Esta es la primera vez que se  estudian las especies de polinizadores de un complejo 
de Ficus a lo largo de su distribución en el continente americano. La sistemática de F. 
aurea y Pegoscapus ha sido controversial, por lo que la reconstrucción de las relaciones 
filogenéticas de los polinizadores de cada forma del complejo F. aurea puede ayudar al 
esclarecimiento de la situación taxonómica de ambos interactuantes.  

Por otra parte, los servicios ecosistémicos que proveen las higueras son numerosos. 
Son especies clave para el mantenimiento de comunidades de frugívoros dan refugio a 
varias especies de animales y fungen como reguladores del microclima (Mackay et al., 
2018). Las higueras dependen obligadamente de las diminutas avispas para su reproducción 
y permanencia en el ecosistema. Tanto avispas como higueras son sistemas biológicos que 
se han mantenido fuera del foco de la conservación y protección. Como es sabido, a lo 
largo del planeta existe una disminución drástica de especies de insectos y pequeños 
invertebrados (Soger et al., 2012; Leather 2017; Basset & Lamarre 2019), de tal forma que 
la entomofauna está desapareciendo incluso antes de que la ciencia sea capaz de describirla 
y comprenderla (Sánchez-Bayo & Wyckhuys 2019). Por lo tanto, este estudio da un primer 
paso en el reconocimiento de los himenópteros polinizadores de F. aurea y pretende 
elucidar las relaciones filogenéticas entre estos, integrando el conocimiento básico de la 
diversidad con los procesos evolutivos y biogeográficos que han moldeado el mutualismo 
más estrecho de polinización hasta ahora conocido. 
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Preguntas de investigación 
 
I. ¿Cuáles son las relaciones filogenéticas entre los polinizadores del complejo F. aurea? 

 
II. ¿Existe algún grado de especificidad ecológica interespecífica de las formas de F. 

aurea con sus avispas polinizadoras? 
 

III. ¿Cuáles serían los posibles patrones de divergencia de las avispas polinizadoras, y qué 
procesos podrían estar influyendo en la diversificación de las mismas? 

 
IV. ¿Los resultados son congruentes con alguna de las hipótesis biogeográficas propuestas 

para la actual distribución del mutualismo (Ficus sec. Americanae-Pegoscapus) en 
América (Cruaud et al., 2012 y Pederneiras et al., 2018)? 

 

Hipótesis 
 
I.  Si se considera que cada morfotipo de F. aurea (sensu Berg 2007) es de facto una entidad 
biológica independiente (una especie distinta sensu Hernández-Esquivel et al., en revisión), 
y que no hay cambios de huésped u otros procesos de divergencia se espera observar en la 
filogenia: Grupos monofiléticos de polinizadores del género Pegoscapus asociados 
respectivamente con cada entidad taxonómica de F. aurea (fo. tuerchkeimii, fo. aurea, fo. 
isophlebia, fo. cookii); o en su defecto, especies con mayor cercanía entre ellas de manera 
congruente con el morfotipo de F. aurea que polinizan. 
 
II. Tomando en cuenta que no se ha reconocido la especificidad uno a uno en F. aurea y 
Pegoscapus ya que se han reportado al menos 5 polinizadores sólo en 3 localidades, se 
espera que la riqueza de especies que polinizan el complejo sea igual o mayor  a 5 especies, 
debido a la alta probabilidad de especiación críptica. Además, es factible que distintos 
eventos de diversificación (no sólo la coespeciación con el huésped) estén asociados a la 
diversidad de los polinizadores de F. aurea. 
 
III. Es posible que se identifique especiación críptica, cambios de huésped, o especiación 
simpátrica en las avispas del género Pegoscapus estudiadas, debido a que existe evidencia 
de que estos procesos han sucedido en otras especies de agaónidos.  
 
IV. Dado que la distribución de F. aurea y sus polinizadores es amplia abarcando 
Norteamérica, Centroamérica y el Caribe, se encontrará evidencia que apoye a alguna de 
las dos hipótesis biogeográficas de colonización de Ficus secc. Americanae y sus 
polinizadores (Pegoscapus) en América.  
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Objetivos 
 
I. Objetivo general 
 
Inferir las relaciones filogenéticas y los eventos de diversificación de las avispas del género 
Pegoscapus (Agaonidae) asociadas al complejo F. aurea (Moraceae). 
 
II. Objetivos particulares 
 

• Generar una hipótesis filogenética de las especies de Pegoscapus asociadas a F. 
aurea con base en el marcador COI.  

• Probar la hipótesis de especificidad uno a uno, considerando como especies las 
cuatro formas de F. aurea propuestas por Berg (2007) y reevaluadas por 
Hernández-Esquivel et al. (en revisión). 

• Analizar la variación genética mediante métodos de delimietación de especies entre 
las avispas polinizadoras de F. aurea 

•  Identificar algunas diferencias morfológicas entre las avispas polinizadoras del 
complejo F. aurea para detectar o descartar posible especiación críptica. 

• Calcular la antigüedad de la divergencia entre los linajes de Pegoscapus haciendo 
un análisis de filogenia datada calibrando con evidencia fósil. 

• Elucidar procesos de extinción, vicarianza y dispersión e integrar la información 
genética, geológica y paleoclimática para proponer una hipótesis biogeográfica 
sobre los procesos de diversificación de los polinizadores de F. aurea y sus posibles 
causas. 
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Metodología 
 
I. Colecta en campo y puntos de muestreo 
 
Entre los meses de mayo y octubre del 2017 se visitaron poblaciones del complejo F. aurea 
en doce localidades en México, una en Costa Rica y una en República Dominicana (Fig. 
5). Las avispas deben ser obtenidas en la fase adulta, cuando emergen de las agallas de los 
higos. Esto sucede en un periodo muy corto (24 - 48 h de duración) cuando el higo se 
encuentra en la fase D de maduración. En cada localidad el número de individuos de 
avispas obtenidas de F. aurea fue variable debido a diversos factores. Uno de ellos, es que 
al ser los Ficus árboles de baja densidad poblacional en la comunidad (Rasplus et al., 2016), 
pueden estar separados entre sí por varios kilómetros, por lo que en un mismo día se pueden 
visitar pocos árboles. Otro factor es que los árboles producen higos asincrónicamente a lo 
largo del año, y en consecuencia es baja la proporción de higos maduros específicamente 
en la Fase D de desarrollo encontrados por árbol. Éstos pueden ser de cero a 10 
aproximadamente en la zona baja de la copa que se puede alcanzar utilizando una garrocha 
de poda. La duración de la fase D es de aproximadamente siete días para algunas especies 
de la sección Americanae (Piedra-Malagón et al., 2019) y en cualquier momento de ésta 
las avispas pueden emerger de las agallas. Es decir, es común encontrar higos en la fase D 
de los cuales ya emergieron las avispas.  
 

Una vez colectados los higos en la Fase D de desarrollo, se llevaron al laboratorio 
y en un periodo no mayor a 24 horas posterior a la colecta se realizó un corte sagital del 
sicono. El corte permite la oxigenación dentro del higo y estimula la eclosión de las avispas 
desde las agallas (Rasplus et al., sin publicar). Este proceso fue monitoreado a través de un 
microscopio estereoscópico (ver Anexo 3). Las avispas hembra que lograron emerger 
fueron capturadas con ayuda de un pincel húmedo y fijadas en etanol al 70% para evitar el 
colapso de los tejidos. Al transcurso de 24 horas fueron trasladadas a etanol al 100%. 
Algunas avispas se seleccionaron para la toma de imágenes con microscopía electrónica y 
estereoscópica. El resto se almacenó en refrigeración a -20 °C hasta el procedimiento de 
extracción de ADN.  
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Fig 5. Distribución de F. aurea y puntos de muestreo. En un tono sombreado se muestra la 
distribución aproximada del complejo. Las figuras en el mapa indican las zonas de las 
cuales se obtuvieron muestras para los análisis filogenéticos y el morfotipo 
correspondiente:  fo. tuerckheimii;  fo. aurea;  fo. isophlebia;  fo. cookii.  
 
II. Identificación morfológica por microscopía y uso de claves taxonómicas 
 
Se observaron características a nivel de microscopio estereoscópico para tratar de 
determinar a las especies utilizando las claves de avispas neotropicales de Ramírez (1970) 
y Wiebes (1995). Se capturaron imágenes de algunas de estas avispas (una por localidad y 
por morfotipo de F. aurea) al microscopio estereoscópico y en electrónico de barrido de 
los siguientes ejemplares: 
 

- Pegoscapus sp. 3 y P. sp. 6 (extraídas de F. aurea fo. tuerckheimii de Neblinas, 
México), P. carlosi y P. mariae (extraídas de fo. tuerckheimii de Costa Rica) con 
la finalidad de comparar los sensilios en los tres últimos flagelómeros de las 
antenas, el ancho del ojo y la presencia o ausencia de sacos polínicos. 

- Pegoscapus sp. 2 (extraída de F. aurea fo. isophlebia de Veracruz, México), con el 
objetivo de identificar si corresponde a la especie P. urbanae, el polinizador 
descrito para F. aurea fo. isophlebia en Panamá. 
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- Pegoscapus jimenezi (extraída de fo. aurea de Costa Rica) para verificar su 
identidad. 

 
Para las imágenes de microscopía electrónica de barrido el equipo utilizado fue un 

microscopio GEOL JSM-IT300 ubicado en el Laboratorio de Microscopía Electrónica de 
la Escuela Nacional de Estudios Superiores, UNAM, Unidad Morelia. Se trabajó en la 
modalidad de bajo vacío a una presión de 70 pascales. Se analizaron imágenes adquiridas 
con electrones retrodispersados (BED). Las muestras se congelaron a -20°C para evitar la 
deformación de las estructuras.  
 
III. Extracción de ADN 
 
Se utilizó el kit de extracción Invitrogen PureLink Genomic DNA (ThermoFisher 
Scientific). Como base se siguió el protocolo de fábrica sugerido, sin embargo, fue 
necesario realizar diversas modificaciones. El protocolo final se menciona con detalle en 
el Anexo 4. Para seleccionar a las avispas que serían sometidas al procedimiento de 
extracción, se revisaron las muestras en el microscopio estereoscópico con el fin de 
verificar el buen estado de los ejemplares. Se extrajo el ADN de cada ejemplar por 
separado.  
 

La concentración y pureza del ADN obtenido se cuantificó en un espectrofotómetro 
NanoDrop™. Las muestras en las que se obtuvo una concentración mayor a 2.0 ng/µL y 
valores de pureza confiables se seleccionaron para ser sometidas a la amplificación de un 
fragmento del gen COI usando la técnica de reacción en cadena de la polimerasa (PCR). 
 
IV. Amplificación de ADN por PCR 

 
Se amplificó un fragmento de aproximadamente 800 pb del gen COI de cada individuo. 
Para la PCR se utilizaron los primers específicos diseñados por Su et al., (2008):  

COI-1-Ple F: 5’ TTA ATT GGA AAT GAT CAA ATT TAT AAT 3’ 
COI-2M R: 5’ ACA TAA TGA AAA TGT GCT ACT ACA TAA TAN 3’. 

 
Las condiciones para la PCR fueron las siguientes: desnaturalización inicial a 94 

°C por 4 min, seguida por 37 ciclos de desnaturalización a 94 ºC (40 s), alineación a 52 °C 
(uno a uno0 min), elongación a 72 °C (1:25 min) y elongación final a 72 °C por 8 min. Se 
determinaron las proporciones de la mezcla de la siguiente manera para obtener 22 µL de 
producto final: 
Taq polimerasa Platinum PCR Supermix, 11 µL; primer F COI -1- Ple: 1.1 µL; primer R 
COI -2M: 1.1 µL; Agua Mili-Q, 3.5 µL; BSA como adyuvante, 2.8 µL; ADN de la muestra, 
2.8 µL. 
 



 

 29 

Se validó la amplificación por medio de electroforesis en geles de agarosa 1.5% con 
SYBR safe™. De cada producto obtenido se cargó en el gel 1 µL con 1.5 µL de azul de 
bromofenol. Una vez terminada la electroforesis, se iluminó el gel con una lámpara UV 
para verificar la calidad del amplicón. De esta manera, al observar la intensidad y 
uniformidad de las bandas se seleccionaron los productos candidatos a secuenciación. Se 
enviaron a purificar y secuenciar los productos de PCR seleccionados (Tabla 3) siguiendo 
la guía de preparación de muestras de los laboratorios de Macrogen© Rockville, Maryland, 
EUA. 
 
Tabla 3. Datos de los individuos de Pegoscapus de los que se realizó extracción y 
secuenciación. Se presentan las coordenadas geográficas, nombres de las localidades y el 
morfotipo de F. aurea del que fueron obtenidos. 
 

No. 
individuos 
Pegoscapus 

Forma de F. 
aurea Árbol Localidad      Estado 

Coordenadas 
Latitud Longitud 

1 fo. aurea R2 Neblinas Querétaro 16.80017 -93.08631 

2 fo. aurea R4 Neblinas Querétaro 21.299166 -99.0675 

1 fo. aurea R6 Neblinas Querétaro 21-266388 -99.07638 

2 fo. aurea R7 Neblinas Querétaro 21.280556 -99.07111 

2 fo. aurea R9 Neblinas Querétaro 21.266111 -99.07305 

5 fo. aurea RD1 San José de las 
Matas 

República 
Dominicana 

19.351248 -70.983113 

1 fo. aurea TUX5R Los Tuxtlas Veracruz 18.44738 -95.08270 

2 fo. aurea TUX9R Los Tuxtlas Veracruz 18.53267 -95.06250 

3 fo. aurea TUX17SE Los Tuxtlas Veracruz 18.591745 -95.08546 

2 fo. aurea CR3J Alajuela Costa Rica 10.09120 -84.29755 

4 fo. tuerckheimii N1 Neblinas Querétaro 21.243055 -99.10749 

1 fo. tuerckheimii N4 Neblinas Querétaro 21.28112 -99.09166 

1 fo. tuerckheimii N5 Neblinas Querétaro 21.270013 -99.05666 

1 fo. tuerckheimii N6 Neblinas Querétaro 21.270267 -99.06267 

2 fo. tuerckheimii N8 Neblinas Querétaro 21.248889 -99.07250 

1 fo. tuerckheimii N9 Neblinas Querétaro 21.25556 -99.0745 

3 fo. tuerckheimii ORI1 Orizaba Veracruz 18.83034 -97.1467 

3 fo. tuerckheimii ORI2 Orizaba Veracruz 18.83166 -97.14694 

1 fo. tuerckheimii ORI5 Orizaba Veracruz 18.8328 -97.1345 

1 fo. tuerckheimii HUE1 Hueytamalco Veracruz 19.943851 -97.28709 

1 fo. tuerckheimii XAL1 Xalapa Veracruz 19.45965 -96.93904 

1 fo. tuerckheimii CIE1 El Cielo Veracruz 23.05195 -99.18444 

2 fo. tuerckheimii CR2T San José Costa Rica 9.85756 -84.17854 
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3 fo. tuerckheimii CR6T San José Costa Rica 9.856139 -84.17272 

4 fo. isophlebia ACA3 Acayucan Veracruz 17.7351 -95.0778 

1 fo. isophlebia ACA9 Acayucan Veracruz 17.62619 -95.0829 

3 fo. isophlebia NIZ1 Nizanda Oaxaca 16.670277 -95.01361 

1 fo. isophlebia MG1 Las Margaritas Chiapas 16.311367 -92.006789 

2 fo. isophlebia TUX1BS Los Tuxtlas Veracruz 18.59083 -95.0724 

1 fo. isophlebia TUXPBS Los Tuxtlas Veracruz 18.59083 -95.0676 

1 fo. isophlebia TUX7 Los Tuxtlas Veracruz 18.555362 -95.06098 

1 fo. isophlebia TUX13S Los Tuxtlas Veracruz 18.459825 -95.08127 

2 fo. isophlebia TUXB4 Los Tuxtlas Veracruz 18.583511 -95.07476 

1 fo. cookii CSU1 Cañón del 
Sumidero 

Chiapas 16.80017 -93.08631 

Total: 62       

 
V. Edición y alineamiento de secuencias 
 
Una vez obtenidas las secuencias, se analizaron con la herramienta en línea BLAST 
(Altschul et al., 1990) provista por NCBI (National Center for Biotechnology Information). 
Aquellas que no mostraron afinidad por la familia Agaonidae fueron descartadas. Se 
analizó la calidad de los cromatogramas en el programa Sequencher 5.4.6 (Gene Codes 
Corporation, 2017) y FinchTV 1.5.0 (Patterson et al., 2004). Se descartaron las secuencias 
que incluyeran gran cantidad de sitios ambiguos (N) o en las que se observaran dobles picos 
de lectura en el medio de la secuencia. El alineamiento se llevó a cabo en los programas 
PhyDE v.09971 (Müller et al., 2005) y MEGA (Tamura et al., 2007), utilizando el 
algoritmo Muscle (Edgar, 2004) y se afinó manualmente dada una función objetiva. Los 
datos inciertos se verificaron visualmente en los cromatogramas. Una vez definida la matriz 
de secuencias, se verificó la presencia de posiciones ambiguas utilizando en el programa 
GBlocks (Castresana, 2002) en línea y se verificó que no existiera saturación de bases 
utilizando el programa DAMBE (Xia 2018). 
 
VI. Estimación de la diversidad genética y distancias genéticas 
 
Se calcularon diversos parámetros para la estimación de la diversidad genética: la 
diversidad haplotídica (Hd), nucleotídica (Pi), número de sitios segregantes (S) y número 
de sitios conservados se estimaron en el programa DnaSP v.6 (Rozas et al., 2019). Se 
calcularon las distancias genéticas bajo el modelo Kimura de 2 parámetros (K80; Kimura 
1980) entre y dentro de los clados resultantes de la filogenia bayesiana, mediante el 
programa MEGA v.7 (Kumar et al., 2015). Se elaboraron tablas de estas distancias 
interclado e intraclado. 
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Para evaluar las distancias genéticas entre otros géneros dentro de la familia 
Agaonidae, se compararon a las especies Eupristina verticillata y Blastophaga nipponica 
(Tabla 4). La avispa E. verticillata poliniza a Ficus microcarpa, una especie arbórea 
originaria de Asia (Sri Lanka, India, sur de China, Islas Ryukyu, Australia y Nueva 
Caledonia). A su vez, B. nipponica se encuentra en Asia (Japón, Korea, Taiwan y sur de 
China) y poliniza a F. erecta (complejo de especies de hasta 17 epítetos), se ubica dentro 
de la subsección Frutescentiae. Finalmente, para comparar las divergencias genéticas entre 
especies del mismo género, se compararon las secuencias con el individuo Pegoscapus 
obscurus (Tabla 4), misma que poliniza a F. longifolia nativo de Brasil y perteneciente al 
subgénero Spherosuke.  
 
VII. Reconstrucción de inferencia filogenética Bayesiana 
 
Para los análisis filogenéticos se añadieron diversas secuencias de COI obtenidas de 
GenBank, con distintos fines: Como grupos externos para la filogenia bayesiana se 
añadieron dos secuencias de especies del género Tetrapus, avispas que polinizan a Ficus 
de la sección Pharmacosycea en América (Ramírez-Benavides, 2016) y dos secuencias de 
géneros hermanos de Pegoscapus (Eupristina y Blatophaga) (Tabla 4). También se 
añadieron dos secuencias de especies bien identificadas de Pegoscapus, P. obscurus y P. 
jimenezi como referencia para la divergencia interespecífica y para conocer las relaciones 
entre estas con respecto a las obtenidas en laboratorio. El modelo de sustitución 
nucleotídica de mejor ajuste se determinó por medio del programa jModelTest 2.1.10 
(Darriba et al., 2012) con el Criterio de Información de Akaike (AIC). El modelo evolutivo 
utilizado fue el General Time Reversible (GTR) (Tavaré, 1986) tomando en cuenta la 
heterogeneidad de las secuencias (+G) y la proporción de sitios invariables (+I). El análisis 
de inferencia bayesiana se realizó en el programa MrBayes v.3.2.6 (Huelsenbeck & 
Ronquist 2001), para el cual se implementaron dos corridas independientes de 13 millones 
de generaciones con cuatro Cadenas de Markov Monte Carlo, muestreando cada 1000 
generaciones. Los valores de ESS (Tamaño efectivo de muestra) fueron mayores a 200 y 
fueron visualizados con la herramienta Tracer v.1.7.1 (Rambaut et al., 2018).  
Posteriormente se excluyeron 13 000 árboles correspondientes al 10% de burnin utilizando 
MrBayes. Para visualizar el filograma resultante se utilizó el programa FigTree v.1.4.3 
(Rambaut, 2016), en donde se analizaron los valores de probabilidad posterior.  
 
Tabla 4. Secuencias de COI obtenidas de GenBank para las reconstrucciones filogenéticas. 

Especie No. de acceso Autor Localidad 

Tetrapus costaricanus JN103266 Cruaud et al., 2012 Guyana Francesa 

Tetrapus americanus AB308327 Su et al., 2008 Los Tuxtlas   

Eupristina verticillata AB488713 Azuma et al., 2016 Yonaguni, Japón 
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Blastophaga nipponica LC176392 Wachi et al., 2016 Nagasaki, Japón 

Pegoscapus jimenezi GQ367944 Cruaud et al., 2010 Costa Rica 

Pegoscapus obscurus JN103286 Cruaud et al., 2012 Brasil 

 
VIII. Estimación de tiempos de divergencia por reloj molecular relajado 
 
Para la datación de los tiempos de divergencia entre los clados de la filogenia se utilizó el 
programa BEAST v.2.5 (Drummond & Rambaut, 2007). Para la calibración del reloj 
molecular se utilizaron dos fósiles. En el primer punto de calibración se utilizó un fósil de 
la especie extinta Tetrapus mayri, proveniente del depósito de Florissant, Colorado, EUA, 
cuya edad estimada es de 34.5 Ma (Machado et al., 2001), considerando ésta la edad 
mínima del ancestro más reciente para el grupo externo utilizado, Tetrapus costaricanus y 
T. americanus. El segundo punto de calibración fue establecido para el nodo principal de 
Pegoscapus utilizando el único fósil de la especie extinta Pegoscapus peritus encontrado 
en depósitos de ámbar en República Dominicana, cuya edad estimada es de entre 15 y 20 
Ma (Iturralde-Vinent & MacPhee, 1996; Peñalver et al., 2006). Para el análisis se 
estableció la media de 17.5 Ma, en este último caso. Se implementó el mismo modelo de 
sustitución nucleotídica utilizado para la reconstrucción filogenética (GTR+I+G). El árbol 
se construyó utilizando el modelo de especiación de Yule y un reloj log-normal relajado. 
Se implementaron 100 millones de generaciones, realizando un muestreo cada 1000 
árboles. El análisis fue evaluado a través de los valores de ESS y de la convergencia de las 
cadenas para descartar el 10% de las generaciones muestreadas a través de la herramienta 
TreeAnnotator de BEAST, para finalmente construir el árbol a través del algoritmo 
maximum clade credibility. 
 
IX. Reconstrucción de áreas ancestrales 
 
La estimación de las áreas ancestrales se realizó través de los algoritmos Statistical 
Dispersal-Vicariance Analysis (S-DIVA) (Yu et al., 2010; Nylander et al., 2008) y 
Statistical Dispersal-Extintion-Cladogenesis (S-DEC) (Ree & Smith, 2008), modelos 
incuidos dentro del software RASP (Reconstruct Ancestral States in Phylogenies) v4.2 (Yu 
et al., 2015). En ambos casos se utilizaron 100 000 árboles ultramétricos obtenidos a través 
de la estimación de los tiempos de divergencias con BEAST, y se descartaron el 10% de 
ellos. Se consideraron nueve áreas, determinadas con base en las provincias y 
subprovincias morfotectónicas de México (Ferrusquia-Villafranca 1990) (Tabla 5). Estas 
áreas corresponden a la distribución de las formas de F. aurea de donde se muestrearon las 
distintas especies de Pegoscapus analizadas en el presente estudio. 
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Tabla 5. Asignación de localidades de muestreo de las especies de Pegoscapus a provincias 
morfotectónicas. 

Área Provincia/subprovincia 
morfotectónica 

Localidad de 
muestreo 

Especie(s) de 
Pegoscapus 

A Campechano-Petenense/ 
Tuxtleña 

Los Tuxtlas, Ver P. sp. 2, P. sp. 7 

B Campechano-Petenense/ 
Planiciense 

Acayucan, Ver. P. sp. 2 

C Neovolcanense/ Meridional Hueytamalco, Pue. P. sp. 3 

D Oaxaquense/   
Valle Nacionaliana 

Orizaba, Ver. P. sp. 3 

E Sierra Madre Orientalense Neblinas, Qro. P. sp. 3, P. sp. 5,  P. 
sp. 6 

F Chiapanense/ Comitaniana Las Margaritas, Chis. P. sp. 1 

G Cordillera de Talamanca/ 
Montes del Aguacate 

Costa Rica P.mariae, P. carlosi, 
P.jimenezi 

H Cordillera Central República Dominicana P. sp. 4 
   

Se aplicó un modelo no constreñido que permite cualquier combinación de áreas 
geográficas en una matriz de adyacencia con un máximo de ocho áreas adyacentes en 
ambos análisis. Además de la estimación de eventos de dispersión y vicarianza, se incluyó 
la estimación de eventos de extinción en el modelo biogeográfico, y las tasas de dispersión 
fueron configuradas con la misma probabilidad para cada área habitada por las distintas 
especies de Pegoscapus. Se exluyó del análisis a la secuencia de COI de la especie 
Pegoscapus obscurus, originaria de Brasil.  

 
X. Análisis de delimitación de especies por el modelo multi-rate Poisson Tree 
Processes (mPTP) 
 
Se utilizó el método de delimitación de máxima verosimilitud a través del programa mPTP 
v.0.2.4 (Kapli et al. 2016) para calcular un modelo de especiación dentro del grupo de 
Pegoscapus estudiado. El programa mPTP está diseñado principalmente para analizar loci 
reconocidos como código de barras. A través de mPTP, se permite incorporar diferentes 
niveles de diversidad genética intra e interespecífica derivada de diferencias en la historia 
evolutiva, variación en la tasa mutacional o en el muestreo, es decir, no es necesario la 
similitud entre los umbrales de distancias genéticas. La precisión de mPTP se correlaciona 
fuertemente con la proporción de especies monofiléticas en la filogenia subyacente. Las 
especies polifiléticas se delimitarán en grupos más pequeños o se delimitarán con otras 
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especies anidadas. Para implementar este método de delimitación de especies fue necesario 
la generación de una muestra de árboles a través de cadenas de Markov Monte Carlo. Se 
utilizó como base una topología inicial basada en inferencia bayesiana calculada en el 
presente trabajo. Para ello, se calcularon los valores de probabilidad posterior para cada 
clado como valor de confianza para la delimitación de máxima verosimilitud, 
implementando 50 millones de generaciones y muestreando cada 1 000.  Se descartaron el 
10% de los árboles muestreados.  
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Resultados 
 
I. Identificación morfológica por microscopía y uso de claves taxonómicas 
 
Morfológicamente se identificaron tres especies de Pegoscapus con las claves de Ramírez 
(1970) y Wiebes (1995). Las especies que se identificaron fueron aquellas provenientes de 
las localidades de Costa Rica. Se identificaron las especies P. mariae y P. carlosi a partir 
del árbol huesped F. aurea fo. tuerckheimii. Se identificó también a P. jimenezi proveniente 
también de Costa Rica, de F. aurea fo. aurea. Al menos siete grupos de individuos que no 
fueron identificados a nivel de especie se consideraron como Pegoscapus sp., y de acuerdo 
con los resultados de los análisis filogenéticos y los valores de distancias genéticas entre 
clados, se les asignaron números ascendentes. En la Fig. 6 se muestran las imágenes 
obtenidas por el microscopio estereoscópico de las avispas obtenidas a partir de F. aurea 
fo. tuerckheimii.  
 

Entre los polinizadores de F. aurea fo. tuerckheimi  (Fig.6) se observan a simple 
vista dos patrones de coloración ventral distintos, amarillo-ámbar (Fig. 6 A, B) y negro con 
las patas amarillentas (tibia, tarso, uñas y peines) (Fig. 6. C, D). Los cuatro ejemplares 
poseen similitud en el tamaño (alrededor de 1.5 mm). Sin embargo, se aprecian diferencias 
sutiles en las formas de la cabeza y proporción del tamaño de esta con el ancho del ojo. 
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Fig. 6.  Imágenes obtenidas por microscopio estereoscópico de la vista lateral las avispas 
hembras polinizadoras de F. aurea fo. tuerckheimii. A. P. mariae, Costa Rica; B. P. sp. 6, 
Neblinas, México; C. P. carlosi, Costa Rica. D. P. sp. 3, Neblinas, México.  
 

Al examinar a los ejemplares al microscopio electrónico se observaron diferencias 
en el ancho y tamaño del ojo, así como en el ángulo de la estructura occipital (Fig. 7 A y 
B). También se enfocaron los tres últimos segmentos de la antena de Pegoscapus sp. 6 y 
P. sp. 3 respectivamente (Fig. 7 A.1 y B.1). Se aprecian sensilios redondeados y pequeñas 
setas (más delgadas). La disposición de los sensilios es similar en ambos organismos. 
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Fig. 7. Imágenes de microscopía electrónica de la vista lateral de la cabeza y antenas de las 
avispas polinizadoras de la fo. tuerckheimii en México. A. P. sp. 6 (amarilla, localidad 
Neblinas; A.1. Sensilios de los tres últimos segmentos de la antena de P. sp.6; B. P. sp. 3 
(negra, localidad Neblinas; B.1 Sensilios de los tres últimos segmentos de la antena de P. 
sp.3 

Como una observación incidental, en un ejemplar de Pegoscapus sp. 3 (huésped fo. 
tuerckheimii, localidad Neblinas, coloración negra) se observaron sacos polínicos en el 
mesosoma (Fig. 8).  
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Fig. 8. Detalle de estructuras de P. sp. 3. a. saco polínico o corbícula en el mesosternum; 
b. detalle del polen al interior del saco polínico; c. peines en los tarsos de las patas 
delanteras, con los cuales hacen la recolección del polen de manera activa.  
 

En el caso de P. sp. 6 (huésped fo. tuerckheimii, localidad Neblinas, coloración 
amarilla) no fue posible observar sacos polínicos de manera clara en las imágenes a 
microscopio electrónico.  

 
En el caso del polinizador de F. aurea fo. isophlebia (Fig. 9), se detectaron 

discrepancias entre los individuos muestreados y la especie descrita P. urbanae (Ramírez 
1970; Wiebes 1995) para F. isophlebia en Costa Rica. A simple vista, el color de las avispas 
encontradas es predominantemente ámbar, a diferencia de lo referido por Ramírez (1970) 
y Wiebes (1995) quienes refieren que es de color negro.  
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Fig. 9. Vista ventral de una avispa hembra polinizadora de Ficus fo. isophlebia, de la 
localidad de Acayucan, Veracruz (P. sp. 2). a, c. saco polínico en el mesosoma; b. 
apéndices mandibulares; d. destaca la observación de patrones de coloración en los 
fémures, que indican tipos de materiales distintos (a simple vista no es observable, esta 
coloración sólo se detectó con la técnica de microscopía electrónica). 

 
Además, se encontraron 13 lamelas en P. sp. 2 cuando se esperarían 12 (Fig. 10) de 

acuerdo con la clave de Ramírez (1970). También difiere este ejemplar en el ángulo de 
apertura de la mandíbula con respecto a la clave. En la estrucutra maxilar tampoco se 
encontraron las setas medias descritas por Ramírez (1970). 

 
 
 
 



 

 40 

 
Fig. 10. Comparación de apéndice mandibular de P.sp. 2 y maxila mostrada en la clave de 
Ramirez (1970). a. 13 lamelas en el apéndice mandibular. b. estructura maxilar.  
 

En cuanto a los polinizadores de F. aurea fo. aurea, sólo se identificó a P. jimenezi, 
obtenido de una población en Costa Rica. En la Fig. 11 se muestran imágenes laterales del 
cuerpo de las avispas polinizadoras de esta forma, observadas en microscopio 
estereoscópico. El tamaño de todos los ejemplares es muy similar, siendo éste de entre 1.2-
1.3 mm de largo. Se observan características parecidas entre éstos en cuanto a la coloración 
y la forma de la cabeza, con excepción de P. sp. 5 (Fig. 11 D). El color en esta avispa es 
negro más intenso en las patas (fémur y tibia) y en la parte ventral del mesosoma; mientras 
que en el resto de avispas estas estructuras son de un tono parduzco-ámbar. En cuanto a la 
forma de la cabeza también es diferente P. sp. 5 (Fig. 11 D), aunque similar con P.sp. 7 
(Fig. 8 B) pues el ángulo occipital es menos recto que en el resto, dando una apariencia 
más redondeada. En las imágenes A, C y D (Fig. 11) se observa que la vena postmarginal 
del ala está completamente ausente, característica de P. jimenezi de acuerdo con Wiebes 
(1995). 
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Fig. 11. Polinizadores de F. aurea fo. aurea. a. P. sp. 4, República Dominicana; b. P. sp. 
7, Los Tuxtlas; c. P.s cf. jimenezi, Costa Rica; d. P. sp. 5, Neblinas.  
 

Para corroborar que el ejemplar de Costa Rica corresponde a P. jimenezi (Ramírez, 
1970) se visualizó el apéndice mandibular de un ejemplar (Fig. 12) pues la característica 
distintiva es un diente apical muy pronunciado. De acuerdo con lo observado, se confirmó 
que se trata de esta especie. Se puede comparar la agudeza de este diente con el de la Fig. 
10, correspondiente a P. sp. 2.  
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Fig. 12. Vista ventral de la cabeza de P. jimenezi, se observa el diente apical pronunciado, 
como se ilustra en la clave de Ramírez (1970).  
 

Finalmente, en las avispas de polinizadoras de F. aurea fo. cookii se observa una 
coloración ámbar (Fig. 13). Esta es similar a la coloración de las avispas polinizadoras de 
la fo. tuerckheimii: P.mariae y P. sp. 6. Entre estas dos, los polinizadores de fo. cookii son 
más similares a P. mariae por la forma trapezoide de la cabeza (ver Fig. 6 A). En cuanto al 
tamaño también son similares a P. mariae y carecen de vena postmarginal en el ala anterior. 
Sin embargo, la diferencia visible al microscopio estereoscópico radica en la presencia de 
manchas negras en los fémures de las patas frontales y posteriores. 
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Fig.13. Avispa hembra polinizadora de F. aurea fo. cookii, de la localidad Parque Nacional 
Cañón del Sumidero, Chiapas.  
 
II. Edición y alineamiento de secuencias de ADN 
 
De los 62 individuos enviados a secuenciar, se obtuvieron secuencias viables de 46 
individuos. Una vez integradas las secuencias obtenidas de GenBank para los análisis, la 
matriz final analizada constó de 52 secuencias. El fragmento de COI alineado fue de 513 
pb de longitud. De las 52 secuencias, 9 correspondieron a avispas obtenidas de fo. 
isophlebia de 3 localidades; 24 de la fo. tuerckheimii de cuatro localidades; 13 de la fo. 
aurea de cuatro localidades, y no se obtuvieron secuencias viables de los polinizadores de 
la fo. cookii de la localidad de El Sumidero, Chiapas (para ver referencia de las localidades 
ver Tabla 3 en la sección Metodología). 
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III. Estimación de la diversidad genética y distancias genéticas 
  
De las 52 secuencias de la matriz no se tomaron en cuenta los grupos externos para las 
estimaciones de diversidad (2 secuencias de Tetrapus spp., 2 secuencias de géneros 
hermanos de Pegoscapus). De un total de 48 secuencias analizadas, la composición 
nucleotídica fue en mayor porcentaje A+T = 75%, mientras que G+C = 25%. 
 

De las 48 secuencias de Pegoscapus spp. se encontraron un total de 35 haplotipos 
(H), 104 sitios polimórficos (S) (20.3%), 184 sitios invariables (35.8%), y 76 sitios 
informativos de parsimonia (14.8%). La diversidad haplotídica (Hd) resultante es de 0.98 
mientras que la diversidad nucleotídica (Pi) es de 0.082. La matriz de distancias genéticas 
entre los clados resultantes incluyendo los grupos externos de la filogenia, se muestra en la 
Tabla 5. Se observa que las distancias genéticas entre las dos especies formalmente 
reconocidas de Pegoscapus se encuentran entre el 10 y 13%. Las distancias genéticas entre 
el género Pegoscapus y el género Eupristina se encuentran entre el 14 y 19%, entre 
Pegoscapus y Blastophaga 17 y 24% y entre Pegoscapus y Tetrapus entre el 19 y 24%. 
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                                           Tabla 6. Matriz de distancias genéticas interclado (%) relativas calculadas bajo el modelo 2 parámetros de Kimura (K80) 
 

Clado Especie 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

1 A P. sp. 1 
              

2 B P. sp. 2 10 
             

3 C P. sp. 3 12 10 
            

4 D P. sp. 4 11 8 7 
           

5 E P. sp. 5 12 9 7 5 
          

6 F P. sp. 6 14 11 8 7 5 
         

7 
 

P. sp. 7 14    11 10 10 8 8 
        

8 G P. cf. jimenezi      13 14 12   11 10 10 14 
       

9 H P. carlosi 12 13 10 10 8 10 11 13 
      

10 I P. mariae 12 10 10 8 7 11 12 12 10 
     

11 
 

P. jimenezi 13 12 10 8 7 9 12 8 11 10 
    

12 
 

P. obscurus 12 11 10 11 11 13 12 16 12 11 13 
   

13 
 

E. verticillata 18 16 14 18 18 17 16 21 18 19 18 15 
  

14 
 

B. nipponica 23 21 21 19 18 19 17 24 21 20 21 20 17 
 

15 
 

Tetrapus spp. 20 21 20 19 20 22 22 24 21 19 21 20 20 19 
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Las distancias genéticas dentro de los clados reconocidos en la filogenia bayesiana se 
muestran en la Tabla 7. En ésta se observa que el grupo con mayor divergencia intraclado 
es P. jimenezi (4 - 10%) y el grupo con menor divergencia es P. sp. 5 (clado E) con sólo 
un rango entre 0 y 0.7% entre sus individuos.  
 
Tabla 7. Rango de distancias genéticas absolutas intraclado calculadas bajo el modelo de 
2 parámetros de Kimura (K80).  

Clado Especie % Divergencia  Forma Localidad 

G Pegoscapus jimenezi 4 – 10 fo. aurea Costa Rica 

B Pegoscapus sp. 2 3 –  8.9 fo. isophlebia Los Tuxtlas 

H Pegoscapus carlosi * 0 – 3 fo. tuerckheimii Costa Rica 

F Pegoscapus sp. 6 0.4 – 7.6 fo. tuerckheimii SMO 

I Pegoscapus mariae * 0 – 2.6 fo. tuerckheimii Costa Rica 

A Pegoscapus sp. 1 * 1.8 –  2 fo. isophlebia Chiapas 

D Pegoscapus sp. 4 * 0 –  1 fo. aurea República 
Dominicana 

C Pegoscapus sp. 3 * 0 – 1.2 fo. tuerckheimii SMO 

E Pegoscapus sp. 5* 0 – 0.7 fo. aurea Neblinas 

Se marcan con * las especies cuya divergencia es menor al 3%, y que por lo tanto se 
consideran una sola especie de acuerdo con lo estimado para Hymenoptera (Herbert et al. 
2003). 
 
IV. Reconstrucción filogenética bayesiana del gen COI 
 

Dentro del clado de Pegoscapus se diferenciaron nueve clados (P > 0.95) listados 
con las letras A-I (Fig. 14). A los individuos de cada clado, se les asignó el nombre 
Pegoscapus sp. y se enumeraron del uno al siete de acuerdo con los clados observados en 
la filogenia. Esto se debe a que dichos individuos no se agrupan con individuos de especies 
reconocidas de las que fueron incluidas algunas secuencias como P. jimenezi y P. obscurus 
y tampoco fue posible identificarlos a través de caracteres morfológicos. Las relaciones 
filogenéticas entre los clados que presentan valores de probabilidad posterior (P) mayor a 
0.95, son P. obscurus como grupo hermano de P. mariae, y a su vez, P. mariae como grupo 
hermano de P. carlosi. 
 

El grupo de P. sp. 3 (clado C) consiste en individuos que provienen de F. aurea fo. 
tuerckheimii de tres localidades diferentes a lo largo de la Sierra Madre Oriental (Orizaba, 
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Neblinas y Hueytamalco), lo que indica que existe flujo génico entre estas poblaciones. En 
este grupo (clado C) se observa que existen relaciones más cercanas entre individuos de 
distintas localidades que entre individuos colectados de un mismo árbol.  

  
Las avispas polinizadoras de F. aurea fo. aurea corresponden a los clados E             

(P. sp. 5), corresponde a avispas provenientes de en la localidad de Neblinas, Querétaro, D 
(P. sp. 4) de República Dominicana.y P. sp. 7, de los Tuxtlas, Veracruz. Entre ellas no 
existe una relación filogenética cercana, y las posibles relaciones observadas en la filogenia 
son pobremente soportadas (P = 0.85).  

 
Por otra parte, las avispas polinizadoras de F. aurea fo. aurea (Clado G) y fo. 

tuerckheimii (H +I) simpátricos en Costa Rica están más relacionadas entre sí que con las 
avispas que polinizan a los mismos morfotipos en cualquier localidad de México y 
República Dominicana, evidenciando mayor cercanía filogenética congruente con la 
cercanía geográfica, que con la forma de F. aurea a la que están asociadas.  
 

El clado G contiene a los individuos de P. jimenezi de Costa Rica. La secuencia 
obtenida de GenBank se muestra con una rama en color rosa en la filogenia (Fig. 14). 
Aunque los tres individuos se agrupan en un mismo clado, existe un nodo entre ellos que 
sugiere la existencia de un ancestro común y por lo tanto alta divergencia genética entre 
los individuos colectados en campo y el individuo referencia de GenBank (> 3%) 
Morfológicamente se identifican como la misma especie, anterior (ver Fig. 12), por lo que 
se podría tratar de especiación críptica. 

 
Se observa que P. obscurus que poliniza a otra especie de Ficus (Ficus longifolia) 

con distribución en Brasil, se encuentra anidado al clado I, avispas polinizadoras de la fo. 
tuerckheimii de Costa Rica (P= 0.97). Estas relaciones indican nuevamente que existe más 
cercanía filogenética entre grupos de regiones geográficas cercanas que entre grupos que 
polinizan a una misma foma de F. aurea.  
 

Finalmente, en la filogenia también se observan diferencias en las longitudes de las 
ramas internas de los clados. Aunque de manera general la longitud de las ramas intraclado 
se mantiene en un rango corto, destacan algunas ramas largas en la topología. En el clado 
B se observan ramas internas más largas, que corresponden a avispas que polinizan al 
morfotipo isophlebia en las localidades de los Tuxtlas y Acayucan, Veracruz. En el clado 
F también se observa un individuo muy divergente del resto, P. sp. 6. Los individuos del 
clado G, de la especie P. jimenezi también tienen ramas largas. Sin embargo, a pesar de las 
divergencias, se mantienen agrupados en un clado, sin entremezclarse individuos en otros 
linajes. La alta variación genética dentro de estos grupos, y la falta de diferencias 
morfológicas entre los individuos que los conforman, sugieren la presencia de especies 
crípticas. De manera constrastante, los clados que presentan ramas más cortas entre los 
individuos son el clado D (P. sp. 4) y C (P. sp. 3). 
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Fig.14. Filogenia de inferencia bayesiana de las avispas polinizadoras de tres morfotipos 
del complejo F. aurea: fo. tuerckheimii (verde), fo. aurea (amarillo), fo. isophlebia (azul). 
Las ramas rosas indican que los individuos son secuencias obtenidas de Genbank. Las letras 
(A-I) listan a los clados resultantes; para cada clado se muestra el valor de probabilidad 
posterior en el nodo. Del lado derecho de la filogenia se indican el morfotipo de F. aurea 
y la localidad de la cual se colectaron los especímenes analizados. La figura * indica que 
las avispas de dicha localidad se colectaron de un solo individuo de F. aurea. Los 
individuos de Pegoscapus que se colectaron de un solo huésped se marcan del mismo color 
en la filogenia. 
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V. Estimación de tiempos de divergencia por reloj molecular relajado 
 
La datación molecular indica que la diversificación de los linajes de Pegoscapus que 
polinizan al complejo F. aurea ocurrió a partir y durante el Mioceno medio-tardío (Fig. 
15), en un periodo comprendido entre hace aproximadamente 18 – 6.5 Ma. Como linajes 
más antiguos aparecen los ancestros de los clados C (P. sp. 3) de la Sierra Madre Oriental, 
el cual divirgió hace alrededor de 19 – 14.5 Ma y del clado D (P. sp. 4), de la isla La 
Española en República Dominicana, con edad estimada de hace 16 ± 2 Ma.  

Para las avispas polinizadoras de la fo. isophlebia en Veracruz y Chiapas (clados A 
y B) se estima que el último ancestro en común entre estos linajes existió hace 13 ± 4 Ma, 
durante el Mioceno medio. En un periodo similar, hace 16 – 11 Ma divergió el linaje que 
dio origen a las avispas del clado E (P. sp. 5), que se distribuyen hoy en la localidad de 
Neblinas y polinizan a la fo. aurea. Hace 10.5 ± 3.5 Ma existió el último ancestro común 
del clado F (polinizadoras de la fo. tuerckheimii en la SMO y P. sp. 7 (polinizadora de la 
fo. aurea en los Tuxtlas), así como de los grupos G+H+I (Costa Rica) y P. obscurus 
(Brasil).  
 

Los linajes que divergieron más recientemente son los que se distribuyen en Costa 
Rica (G+H+I) y Brasil, en el Mioceno tardío. Entre éstos y de acuerdo con los resultados, 
el nodo más antiguo es el que da origen a P. jimenezi (10 ± 3 Ma), seguido de P. carlosi (8 
± 3 Ma) y el más reciente P. mariae (6.5 ± 4 Ma) con respecto a P. obscurus de Brasil. 
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Fig. 15. Árbol de máxima credibilidad de clados, se muestran los tiempos de divergencia 
estimados para especies de Pegoscapus que polinizan al complejo F. aurea. Las barras en 
los nodos representan los tiempos mínimos y máximos de divergencia estimados dentro del 
intervalo de confianza >95% de HPD (highest posterior density), mientras que los números 
en el nodo representan las medias de dichos tiempos en millones de años.  

VI. Reconstrucción de áreas ancestrales 
 
Los valores de verosimilitud globales para los valores de probabilidad de los nodos fueron 
congruentes entre ambos modelos (S-DIVA y S-DEC) (Fig.16). Así mismo, se observó 
congruencia total entre las áreas predichas entre los dos análisis. El escenario mostrado por 
ambos modelos, sugiere que el área ancestral para el ancestro común más reciente de 
Pegoscapus spp. se conformaba por las cuatro regiones morfotectónicas (BEFH: Tuxtleña, 
Sierra Madre Orientalense, Chiapanense, y en República Dominicana). A partir de dicha 
población ancestral, ocurrieró un evento vicariante que separaría a los linajes polinizadores 
de fo. isophlebia en Chiapas y Veracruz (clados A + B) respecto al resto. Posteriormente, 
se identificaron cinco eventos vicariantes y cuatro de dispersión durante la configuración 
de la actual distribución de Pegoscapus spp. asociadas al F. aurea. 
 



 

 51 

 

Fig. 16. Reconstrucción de áreas ancestrales con S-DIVA y S-DEC, valores de 
probabilidad en los nodos. Los colores en las puntas de las ramas terminales representan 
áreas geográficas preestablecidas (basadas en provincias y subprovincias morfotectónicas). 
Los círculos exteriores alrededor de los nodos representan: verde, eventos vicariantes; azul, 
de dispersión; y amarillo, de extinción.  
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VII. Análisis de delimitación de especies por el método mPTP 
 

El análisis de delimitación mPTP sugirió un modelo de especiación en donde se reconocen 
nueve especies de Pegoscapus que polinizan el complejo F. aurea (Fig. 17, izquierda). Al 
menos dos especies pero con bajo valor de soporte fueron delimitadas y que polinizan la 
fo. ishoplebia en Chiapas: P.sp. 1, y P. sp2, del clado A y B, respectivamente. Al contrario, 
con una alta probabilidad posterior, se estimó que el clado C que poliniza la fo. tuerckheimii 
(P. sp 3); y D y E (P. sp 4 y P. sp. 5) que polinizan la fo. aurea, representan linajes 
evolutivos independientes. Sin embargo, en el clado F, el análisis de delimitación de 
especies sugiere que éste se conforma de al menos 2 especies de Pegoscapus (P=1). Se 
reconoció a la rama nombrada como P. sp. 7 en el análisis filogenético, como una especie 
distinta la cual para este análisis fue nombrada P.sp. 8 (P=1). Finalmente, el modelo de 
especiación obtenido para Pegoscapus sugiere que el clado G+H+I, aquel que incluye a las 
especies de Costa Rica P. mariae, P. carlosi y P. jimenezi, y de Brasil P. obscururs, 
representan una única especie pero con un valor muy bajo de probabilidad posterior. 
 

 

Fig. 17. Cuadro comparativo entre el modelo de especiación estimado por mPTP (izquierda), la 
variación morfológica observada y especies identificadas con clave taxonómica (centro) y los 
clados obtenidos en la reconstrucción filogenética por inferencia bayesiana (derecha). Los números 
en los nodos representan los valores de probabilidad posterior para cada especie delimitada en el 
modelo estimado por mPTP. 
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Discusión 
 
I. Inferencias filogenéticas y evolutivas basadas en la filogenia de COI 
 
i. Inconsistencia filogenética entre polinizadores de cada morfotipo de F. aurea 
 
El filograma demuestra una clara inconsistencia filogenética entre las relaciones 
filogenéticas de los polinizadores y el huésped en el que se encuentran. Es decir, no se 
observan clados que se agrupen de manera correspondiente con cada uno de los cuatro 
morfotipos de F. aurea evaluados. Por lo tanto, no existe un único grupo de avispas que 
esté favoreciendo el flujo génico específicamente en cada una de las formas de F. aurea 
(sensu Berg 2007) o especies (sensu Hernández-Esquivel et al., en revisión). Esto indica 
que no hay especificidad a un nivel filogenético con cada forma de F. aurea. 

 
Lo anterior podría tener repercusiones en las interpretaciones sobre los procesos de 

especiación de los Ficus. De acuerdo con los resultados, y suponiendo que no hay 
intercambio de polen entre las poblaciones de los morfotipos de F. aurea en la mayoría de 
los casos, se infiere que las poblaciones de un mismo morfotipo están aisladas 
reproductivamente al no compartir al mismo polinizador. Dependiendo de la estructura 
genética de las poblaciones del complejo, se podrían detectar especies independientes. Por 
ello, los resultados sugieren que es más probable que los morfotipos de F. aurea podrían 
tratarse en realidad de especies distintas como sostiene Hernández-Esquivel et al., (en 
revisión). Esto es plausible, ya que Carvajal (2007) describe una nueva especie que antes 
se consideraba dentro del complejo, la denomina Ficus rzedowskiana en la región de los 
Tuxtlas, la cual es apoyada por Ibarra-Manríquez et al. (2012). Sin embargo, no se tomó 
en cuenta en este estudio y se evaluó la hipótesis de las cuatro formas propuestas por Berg 
(2007). No obstante, el árbol del que se obtuvo la secuencia de la avispa P. sp. 5, en la 
localidad de Los Tuxtlas, podría corresponder a F. rzedowskiana Carvajal & Cuev.  

 
En cuanto a la especificidad uno a uno, se puede decir que es posible que las avispas 

se diversifiquen de manera simpátrica polinizando a un mismo morfotipo de Ficus, sin que 
implique necesariamente la especiación del huésped. Para evaluar estas hipótesis será 
necesario la revisión taxonómica por métodos morfológicos y genómicos de las entidades 
que componen al complejo F. aurea, idealmente en toda su distribución, y hacer análisis 
de filogenética y filogeografía comparativa. 
 
ii. Alta especificidad ecológica entre avispas y los morfotipos a los que polinizan. 
 
Aunque no se demuestra correspondencia filogenética entre las avispas asociadas a cada 
forma de F. aurea, la especificidad ecológica es muy marcada y es prácticamente uno a 
uno con respecto a cada morfotipo de prácticamente cada localidad. Es decir, las avispas 
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fueron altamente divergentes genéticamente entre sí en 8 de 10 localidades, donde se 
encontraban los morfotipos de F. aurea. Si se asume que cada uno de los clados 
recuperados en la filogenia representa una especie diferente, 8 de cada 10 poblaciones de 
higueras muestreadas tienen su propia y única especie de polinizador.  
 

La especificidad ecológica en las especies de Pegoscapus parece ser muy marcada, 
ya que no se encontró una misma entidad genética de avispa polinizando al mismo 
morfotipo de F. aurea en diferentes localidades (excepto P. sp. 3 que se encontró en fo. 
tuerckheimii en Orizaba, Neblinas y Hueytamalco). En otras palabras, son ecológicamente 
restringidas a prácticamente una higuera por localidad. Lo que determina esta especificidad 
ecológica tan marcada son características fenotípicas coadaptativas entre las avispas y las 
higueras. Las más determinantes son el tamaño del ostiolo y el tamaño de la avispa, así 
como la forma de la cabeza. Una de las características que se ha considerado como la más 
importante y de la que dependen el resto, es la capacidad de detección por las avispas de 
compuestos volátiles que emite el higo (Wang et al., 2012). Se ha demostrado que mezclas 
de estos compuestos son específicos a diversas especies de Ficus (Hossaert-McKey et al., 
2016). Se desconoce qué tan variable es el espectro de esencias que emiten los higos del 
complejo F. aurea, así como si los sensilios de las antenas de las avispas muestran 
plasticidad para detectarlos. Para poder saberlo, es necesario realizar experimentos en los 
que se evalúe la especificidad en la atracción químico sensorial de la avispa hacia el higo, 
así como el éxito o fracaso exhibido al entrar por el ostiolo (Hossaert-McKey et al., 1994; 
Zeng et al., 2018). Esto permitiría definir qué poblaciones de higueras de cada morfotipo 
de F. aurea podrían ser receptivas a qué especies de avispas y establecer con claridad a 
cada uno de los polinizadores. Con ello también se podría dar mayor evidencia para probar 
la hipótesis del aislamiento de flujo génico entre los morfotipos de F. aurea.  

 
iii. Mayor congruencia filogenética geográfica que por la asociación a las formas de F. 
aurea que polinizan Pegoscapus spp. 
 
Los resultados indican que las relaciones filogenéticas entre las avispas son más 
congruentes con su cercanía geográfica, que con la entidad morfológica de F. aurea a la 
que polinizan. Por lo que el factor geográfico en la distribución podría ser más influyente 
en los procesos de especiación y diversificación, que la compatibilidad entre los morfotipos 
de F. aurea. Esto podría significar dos cosas. Una, que los morfotipos del complejo aurea 
son una clasificación artificial parafilética y que en realidad no hubo codiversificación con 
las avispas que lo polinizan y que han ocurrido múltiples cambios de huésped; la otra, es 
que pudiera haber otras especies de Ficus que podrían ser grupos hermanos de este 
complejo, en las cuales han coevolucionado las avispas, y que, dado que no se han 
muestreado en este estudio, estén causando falta de resolución en las relaciones. También, 
la falta de resolución de estas ramas podría deberse a la falta de muestreo en Centroamérica 
donde también se distribuye la fo. tuerckheimii y a la no inclusión de otros polinizadores 
de Ficus neotropicales. 
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iv. Falta de resolución de los nodos profundos en la filogenia bayesiana. 
 
Si bien la filogenia bayesiana apoya con altos valores de probabilidad la existencia de 
nueve clados de los diferentes polinizadores asociados a F. aurea, permanecen poco claras 
las relaciones entre ellos, a expeción de la existente entre las especies P. carlosi y P. mariae 
(grupos hermanos) y entre estos dos grupos con P. jimenezi. Las tres especies de las que se 
resuelve la filogenia son de Costa Rica. Sin emabrgo, las relaciones de parentesco entre los 
clados que se distribuyen en México y República Dominicana es incierto. Son varios 
factores los que pueden explicar la falta de resolución a ese nivel de la filogenia. Es poco 
probable que se deba al tamaño del fragmento del código de barras analizado, ya que es 
reconocido que una matriz de secuencias de al menos 500 pb ya evita complicaciones 
analíticas (Smith et al., 2018). Más bien, un factor importante puede ser que la laguna de 
datos en el territorio comprendido entre México y Costa Rica. De igual forma, es posible 
que los grupos hermanos de los clados presentados correspondan a avispas que polinizan a 
otros Ficus neotropicales, no necesariamente a F. aurea. Una muestra de ello es que el 
individuo de P. obscurus que poliniza a Ficus longifolia (especie de Ficus que no es del 
complejo aurea), se relaciona como hermana de P. mariae (P=0.97). Para comprender 
mejor la conectividad y la estructura de las poblaciones de avispas asociadas a un 
morfotipo, se deberá muestrear a lo largo de toda la distribución del complejo, en particular 
en localidades intermedias entre México y Costa Rica, hasta Panamá. Otro factor que se 
infiere a partir del estudio, es que, para estos himenópteros, únicamente el gen COI o 
código de barras no es suficiente para resolver las relaciones entre nodos más profundos de 
los linajes. Por ello, es altamente recomendable incluir datos de al menos un gen nuclear. 
 
vi. Implicaciones para la conservación 
 
Una pregunta en términos de conservación que surge a partir de este estudio es que, al ser 
un mutualismo interespecífico de baja densidad poblacional, pero con alta especificidad 
ecológica podría ser especialmente vulnerable a los efectos de la fragmentación por la 
destrucción de hábitat. Por lo anterior cobran relevancia estudios poblacionales de Ficus y 
de las avispas para entender el mutualismo en términos de estabilidad. Si las poblaciones 
de los mismos genotipos de Ficus son muy escasas, se pone en peligro a ambos taxones, 
higueras y avispas. Aunque las especies de higueras pueden ser numerosas en un mismo 
bosque tropical, los individuos por especie son escasos (baja densidad poblacional) (Janzen 
1979; Rasplus et al., 2016). Estudios han sugerido que se necesitan aproximadamente 100 
árboles para mantener poblaciones locales de avispas, y que alrededor de 300 árboles son 
los mínimos para mantener una población viable de Ficus (McKey, 1989). Un punto que 
se debería evaluar al respecto, es si la densidad poblacional de los árboles está relacionada 
con la variación genética en las poblaciones de sus polinizadores. Por ello, próximos 
estudios sobre la variación genética a nivel poblacional de las avispas se podrían evaluar, 
a nivel dentro de un solo árbol o inclusive dentro de un mismo sicono. 
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II. Convergencias morfológicas y especiación críptica 
 
Se detectaron dos convergencias evolutivas en rasgos morfológicos que resaltan en los 
polinizadores de F. aurea fo. tuerckheimii en México y Costa Rica. En estas localidades, 
se encontraron dos especies de avispas dentro de los siconos. A simple vista, o bien al 
microscopio estereoscópico, se observan rasgos similares en tamaño y coloración. En 
ambas regiones hay dos polinizadores, una entidad de coloración clara o ámbar, y otra con 
coloración negra u oscura. Se podría suponer, que las avispas oscuras de México en la fo. 
tuerckheimii son las mismas que las avispas oscuras de la fo. tuerckheimii en Costa Rica; 
y de manera correspondiente con las avispas de coloración ámbar en ambas localidades. 
Sin embargo, las secuencias del marcador COI resultaron ser muy divergentes entre las 
cuatro entidades y no se recuperaron como monofiléticas con respecto a las formas de Ficus 
ni en cuanto al patrón de coloración. Las dos especies de polinizadores en Costa Rica (P. 
mariae y P. carlosi) son más similares entre ellas genéticamente, y son grupos hermanos 
filogenéticamente (P= 0.95). Mientras que las dos avispas en México (P. sp. 6, amarilla y 
P. sp. 3, negra) son muy divergentes entre ellas, no son grupos hermanos y pertenecen a 
linajes distantes. No obstante, se observaron claramente convergencias morfológicas entre 
estos polinizadores (la avispa color ámbar en fo. tuerckheimii en México con respecto de 
P. mariae de Costa Rica; la avispa oscura en fo. tuerckheimii en México con respecto de 
P.carlosi de Costa Rica). Las diferencias sólo son detectables a nivel genético y a nivel de 
análisis morfológico por microscopía electrónica, sin embargo son detectables y por ello 
no se determinan como especies crípticas. La convergencia morfológica es un patrón 
frecuentemente observado que ocurre entre especies con ambientes similares, nichos 
tróficos o estrategias de historias de vida similares (Ceccarelli & Zaldívar-Riverón 2013). 
Estos resultados demuestran que muy probablemente organismos similares 
morfológicamente a nivel superficial que han sido catalogados como una misma especie, 
sean más de una (crípticas) que presentan convergencias morfológicas y se demuestra la 
importancia de realizar este esfuerzo de detección y descripción de especies con métodos 
moleculares en insectos, en particular en himenópteros chalcidoideos. Otra posible 
explicación al fenómeno observado es el patrón de estasis morfológica, es decir, clados que 
acumulan variación fenotípica a una tasa muy lenta, misma que no corresponde con la tasa 
de mutación molecular (Davis et al., 2014). Sin embargo para probar esta hipótesis sería 
necesario evaluar a nivel genómico si los genes asociados a los caracteres morfológicos 
similares están bajo selección estabilizadora y realizar un análisis detallado de los 
caracteres en cuestión. 
 
 Pero, ¿qué factores pueden permitir esta convergencia morfológica tan peculiar? Se 
han reportado varias especies de Ficus que poseen a simple vista dos especies de avispas 
polinizadoras en sus higos. En la mayoría de los casos en los que sucede este fenómeno, 
una especie es amarilla (también descritas como ámbar, o miel) y otra es negra (u oscura). 
Poco se ha estudiado al respecto, pero en tales estudios se ha observado que las avispas de 
color amarillo se dispersan por la noche y las de color negro se dispersan durante el día 
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(Harrison 2003; Sutton et al., 2018). También se ha registrado que las avispas de color 
negro viven más tiempo (unas pocas horas) y tienen ojos más pequeños, mientras que las 
amarillas viven menos horas y tienen ojos más grandes (Conchou et al., 2014). Es decir, 
pueden ocupar nichos distintos en el higo al ovoponer ya sea de día o de noche. ¿Pero el 
higo ofrece en realidad nichos distintos para las avispas negras y amarillas? 
Sorprendentemente, se ha demostrado en algunos higos, que la composición química de la 
esencia (compuestos fitoquímicos volátiles) emitida por los frutos varía entre el amanecer 
y el anochecer. Por lo que las dos especies de avispa (amarillas y negras) están expuestas 
a diferentes rangos de esencias que emite el higo. Esto es una característica ecológica 
divergente que puede facilitar la coexistencia de ambas. Por ello, suponiendo que los higos 
de la fo. tuerckheimii en México y en Costa Rica puedan emitir esencias diferentes de día 
y de noche, esta sería la razón por la cual se discierne el nicho ecológico para que se 
propicien las convergencias morfológicas de coloración en dos pares de avispas (negras y 
amarillas) de especies distintas respectivamente. 
 
 Aunque en el caso anterior se descartan las avispas mencionadas como especies 
crípticas, los resultados apuntan la posibilidad de la existencia de especies crípticas dentro 
de algunos otros clados. Con base en el método de delimitación de especies por divergencia 
del código de barras mayor al 3% en himenópteros (Herbert et al. 2003), se podría suponer 
la existencia de especies crípticas dentro de los grupos de: Pegoscapus jimenezi, P. sp. 2 y 
P. sp. 6. Dentro de esos clados, los individuos divergen en un rango de 4 – 10% , 3 – 8.9%  
y  0.4 – 7.6 % respectivamente. En estos grupos en particular, sería necesario aumentar el 
número de muestra poblacional para confirmar la hipótesis de especiación críptica.  
 
IV. Hipótesis biogrográficas  
 
La datación molecular indica que el periodo de diversificación de los linajes de Pegoscapus 
estudiados se dio durante el Mioceno medio-tardío. Este resultado coincide con uno de los 
periodos de mayor diversificación de Ficus en América de acuerdo con Machado et al., 
2018. Ellos estiman que ocurrieron dos periodos de radiación adaptativa en Ficus, uno 
durante el Mioceno medio y otro en el Plicoeno. El resultado coincide con este primer 
periodo de radiación. El Mioceno se caracterizó por tener una temperatura global más 
cálida que la actual, (aproximadamente 17.8 ºC temperatura media global en superficie 
(Knorr et al., 2011) y altos niveles de precipitación, lo que permitió la expansión de los 
bosques y selvas tropicales en América (Kreft & Jetz 2007; Machado et al., 2018). Los 
altos niveles de temperatura y humedad pudieron por lo tanto haber estado correlacionados 
con la alta riqueza de especies en general.  
 

Los linajes más recientes, corresponden alos polinizadores de F. aurea en Costa 
Rica (P. carlosi, P. mariae y P. jimenezi). Esto sugiere, en primera instancia, que la 
distribución de los ancestros de las avispas analizadas podría encontrarse más al norte, en 
es decir, en México. Lo anterior, es comprobado por el análisis de reconstrucción de áreas 
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ancestrales. Como área ancestral, arroja un área comprendida por las actuales provincias 
morfotectónicas Campechano-Petense (Planiciense), Sierra Madre Orientalense, 
Chiapanense, y la Cordillera Central de la isla La Española (República Dominicana). El 
mismo análisis indica que a partir de un evento vicariante se separaron las especies P. sp. 
1 y P. sp. 2, de Chiapas y los Tuxtlas respectivamente. La separación entre ambos linajes 
se estima que ocurrió hace alrededor de 12 ± 2 Ma, de acuerdo con la datación molecular. 
Si se toma en cuenta la media (12 Ma), la edad coincide con el surgimiento de la Sierra de 
Chiapas, la cual se calcula que emergió hace alrededor de 12.5 Ma (Aguayo-Camargo & 

Córdova 1987). Por lo que al parecer, la 
orogénesis de este sistema montañoso fue el 
evento vicariante que separó a estas dos 
especies. Además, la propuesta de que el área 
ancestral incluía a la actual provincia 
morfotectónica de Chiapas (Chiapanense) 
coincide con que en esta región del Suroeste 
de México (los estados de Oaxaca y Chiapas) 
es la región con mayor riqueza de especies de 
Ficus en México. En ambos estados se cuenta 
con 19 especies de las 22 que se encuentran 
en el país (Ibarra-Manríquez et al., 2012). 
 
 Posterior al evento vicariante que 
separó a P. sp. 1 y P. sp. 2 del resto, 
ocurrieron eventos de dispersión y de 
vicarianza en el proceso de colonización de 
Pegoscapus hacia otras regiones de México 
(como la SMO). La Sierra Madre Oriental es 
una formación antigua del periodo Paleógeno 
(Era Cenozoica) que se ha propuesto que se 
configuró a lo largo de tres episodios 
calculados hace 86-80 Ma, 75-65 Ma y 55 y 
44 Ma (Dickinson et al., 1988; Fitz-Díaz et 
al., 2014). En la SMO, se encuentran las 
especies que polinizan a la fo. tuerckheimii. 
 

Ambas polinizadoras de la fo. 
tuerckheimii en México tienen fechas 
estimadas de divergencia de sus respectivos 
linajes muy diferentes. El linaje de P. sp. 3 
(avispa negra) data de hace 17 – 14 Ma. 
Mientras que el origen del linaje de P. sp. 6 
(avispa amarilla) data de hace alrededor 14 – 

Fig. 18. Mapa de las Antillas Menores, 
se marcan las edades aproximadas de 
las rocas expuestas y la posición del 
frente volcánico durante el Eoceno – 
Oligoceno (líneas). Las líneas 
punteadas muestran el ímite de la 
isóbata de 200m. Modificado de 
Wadge 1994. 
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7.5 Ma. Ante esta gran diferencia, se deduce que alguna de estas especies no codivergió a 
la par de su huésped. Por ello, se revisó la filogenia datada de Ficus de Cruaud et al. 2012, 
en la cual se incluye a Ficus fo. tuerkcheimii, un ejemplar de Costa Rica. La edad media de 
surgimiento de este organismo, la estimaron de hace 10 Ma. Por lo que es más probable 
que sea la avispa amarilla (P. sp. 6) el polinizador que estuvo más cercano a la evolución 
de su huésped, y que P. sp. 3 especió en otra higuera mucho tiempo antes. Esto significaría 
que, en algún momento del pasado geológico, la avispa negra realizó un cambio de huésped 
y actualmente poliniza a F. aurea fo. tuerckheimii de México. Para probar de una manera 
más certera la coevolución o los eventos de cambio de huésped es necesario contar con la 
filogenia de las formas de F. aurea. Una vez obtenida, sería necesario realizar análisis de 
filogenética comparativa tales como reconciliación de árboles filogenéticos (por ejemplo, 
con el algoritmo EUCALYPT, Donati et al., 2015), pruebas de permutación robustas (por 
ejemplo, ParaFit, Legendre et al., 2002) mismas que ponen a prueba la hipótesis nula de 
que la evolución de los interactuantes ha sido independiente. O bien, utilizar filogenias 
robustas y análisis más complejos basados en modelos que tomen en cuenta procesos de 
origen de nuevos genes (duplicación y transferencia) y de pérdida de genes (por ejemplo, 
el modelo DTL duplication, transfer and loss, Szöllősi & Daubin 2012).  
 

Por otra parte, la avispa P. sp. 4 de República Dominicana (RD) tiene una 
interpretación interesante. La isla La Española, en la que se encuentra RD es muy particular 
desde el punto de vista geológico ya que se compone de fragmentos o bloques de distintos 
orígenes. Algunos son muy antiguos y datan del periodo Cretácico, por lo que no es 
improbable que esta área se considerara ancestral para las especies estudiadas. Otros 
bloques de roca son muy recientes, del periodo Cuaternario, pues la isla continúa 
emergiendo como consecuencia de la subducción de la placa Norteamericana por debajo 
de la placa del Caribe (Calais et al., 2016; Cana-Ortiz et al., 2017). El fósil de P. peritus 
de República Dominicana con el cual se calibró la datación molecular, procede del ámbar 
de los alrededores de la Cordillera Septentrional, cuya orogénesis fue en el Mioceno, por 
lo que se calcula que el género Pegoscapus ya se encontraba ahí hace al menos 17.45 Ma 
(Machado et al., 2005). La geología en el Caribe es muy compleja, pero se acepta que las 
Antillas Mayores son más antiguas (del periodo Cretácico) y preceden al surgimiento de 
las Antillas Menores y el Istmo de Panamá (Santiago-Valentín & Olmstead, 2004; Fig.18 
y 19). La composición florística actual en las Antillas Mayores muestra afinidad con grupos 
de plantas derivadas tanto de origen Laurásico y Gondwánico (Cana-Ortiz et al., 2018). De 
acuerdo con el análisis de reconstrucción de áreas ancestrales, el linaje de P. sp. 4 de 
República Dominicana surgió en esa región por vicarianza a partir de poblaciones en el 
continente, probablemente de la parte Norte (Florida). 
 

Es probable que este polinizador en República Dominicana haya seguido un patrón 
de distribución de norte a sur, desde la Península de Florida y a través de Cuba, sin 
embargo, al carecer de muestras de estas localidades es difícil determinarlo. Además, P. 
sp. 4 no tiene relación cercana con las especies de avispas del sur (P. obscurus, P. mariae 
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y P. carlosi) de Costa Rica. Los puentes terrestres que podrían haber llevado a las avispas 
hacia el Caribe desde Sudamérica (arco volcánico de las Antillas Menores), surgieron en 
su mayoría durante el Plioceno y Pleistoceno (Robertson et al., 2009), cuando por el 
registro fósil en ámbar se sabe que Pegoscapus ya estaba en la isla desde el Mioceno, 
además, en las Antillas Menores no hay registros de F. aurea. 

 

Fig. 19. Ilustración del cierre paulatino del canal de Panamá y surgimiento de la actual 
Costa Rica, desde los últimos 20 Ma hasta concluir el puente terrestre hace alrededor de 3 
Ma. Modificado de Robertson et al. (2009). 

 
Dado que las especies de avispas más recientes son las de ditribución más sureña 

(Costa Rica y Brasil), la evidencia obtenida en este estudio apoya parcialmente a la 
hipótesis biogeográfica de colonización de Pegoscapus de norte a sur expuesta por Cruaud 
et al., (2012), en la que explica que el género Pegoscapus junto con la sección Americana 
de Ficus, colonizan América desde bosques boreales entre la actual Europa y Norteamérica 
desde hace 75 Ma. No obstante, los patrones que explican la distribución actual de 
Pegoscapus en Mesoamérica no son muy claros y parece que hubo fluctuaciones en la 
distribución, es decir, no se observa un patrón unidireccional hacia una región o zona 
geográfica. Esto es evidente en el análisis de  reconstrucción de áreas ancestrales, en donde 
el linaje de P. sp. 5 de la actual SMO se explica mediante un evento de dispersión iniciado 
hace alrededor de 12 - 7 Ma. La especie P. sp. 7 polinizadora de la fo. aurea en los Tuxtlas, 
se origina por un evento vicariante, desde un ancestro común con P. sp. 5. Esto es plausible 
ya que coincide con el inicio de la formación de la Faja Volcánica Transmexicana (FVTM) 
de la cual la región de los Tuxtlas forma parte (Ferrari et al., 2011). La FVTM presentó 
eventos de vulcanismo desde el Mioceno hasta el Holoceno (Zamora-Camacho et al., 
2015). 

  
Es posible que las oscilaciones entre periodos glaciales e interglaciares que 

comenzaron en el Plioceno y continuaron durante el Pleistoceno fueron las responsables de 
la distribución de especies de montaña como lo son las polinizadoras de la fo. tuerckheimii 
en bosques húmedos de altitud en Centroamérica. Esto coincide con la hipótesis de 
especiación de entomofauna en regiones montañosas que propuso Halffter (1987).  Por lo 
que, las fluctuaciones climáticas durante el Plioceno-Pleistoceno favorecieron el origen de 
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distintos linajes en Pegoscapus, como ha ocurrido con otros grupos de animales como los 
reptiles (Streicher et al., 2009), además de que el cierre del puente terrestre entre 
Norteamérica y Sudamérica se completó en el Plioceno (2.8 Ma de acuerdo con O’ Dea et 
al., 2016). Recientemente, se inició un debate acerca del origen de la formación del Istmo 
de Panamá, ya que algunos autores sostienen que el canal marítimo centroamericano se 
cerró hace 15-13 Ma durante el Mioceno medio (Montes et al., 2016); sin embargo, aún no 
existe consenso científico y la hipótesis más aceptada es que, aunque en el Mioceno medio 
ya había algunos pequeños bloques de superficie terrestre en Centroamérica, el estrecho 
estaba incompleto y poco a poco dejaba de ser carácter marino y evolucionaba por el aporte 
sedimentario de ríos de los alrededores y la elevación del suelo marino por actividad 
volcánica (Buchs et al., 2019) hasta completar el puente terrestre hace alrededor de 3 Ma. 
Los resultados de este trabajo apoyan la teoría de que Centroamérica se comenzó a cerrar 
en el Mioceno medio (ya que los linajes de P. jimenezi, P. mariae, P. carlosi y datan en 
promedio de hace 10.7 y 8.8 Ma. 
 

Aunque es probable que un solo ejemplo biogeográfico de un grupo taxonómico, 
no sea representativo de los patrones exhibidos para diversos componentes bióticos de una 
región, el contrastar y comparar escenarios filogeográficos de linajes con distribución 
compartida, provee de evidencia más robusta para la identificación de los patrones 
biogeográficos y permite identificar hasta qué punto pueden ser válidos para otros taxones 
(Avise 2000; Hickerson et al., 2006; Castoe et al., 2009). En este sentido, el mutualismo 
entre avispas e higueras podría ser un modelo muy adecuado para elucidar un patrón 
biogeográfico para insectos y plantas en el Neotrópico. En particular conocer la 
filogeografía comparada entre F. aurea y sus polinizadores ayudaría a comprender mejor 
la historia biogeográfica de Centroamérica, Mesoamérica, la península de Florida y el 
Caribe, regiones extremadamente diversas y con alto grado de endemismos (Campbell 
1999; Flores-Villela & Salazar 2009; Mata-Silva et al., 2019). 
 
V. Pérdida de la característica evolutiva de sacos polínicos en las coxa frontales 

 
Las especies Pegoscapus carlosi y Pegoscapus mariae de acuerdo con la datación 
molecular, especiaron a partir de linajes más recientes que las especies de Pegoscapus 
muestreadas en México. Por lo anterior, se asume que los sacos polínicos coxales son 
caracteres que pueden perderse evolutivamente. Es de notable interés científico que siendo 
la polinización activa un caracter etológico (que implica adaptaciones fenotípicas 
particulares) raro y complejo  en las interacciones planta-insecto, sea un caracter que al 
mismo tiempo pueda perderse fácilmente una vez adquirido. El hecho de que haya 
aparecido evolutivamente tan sólo en cuatro géneros de familias distintas de plantas 
[(Lophocereus Engelm. (Cactaceae), Glodichino/Phyllantus L. (Phyllantaceae), Yucca L. 
(Asparagaceae) y Ficus (Moraceae)] sugiere que la ganancia de esta adaptación es muy 
infrecuente evolutivamente, mientras que la pérdida podría ser común, al menos en el 
mutualismo avispas-higueras.  
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  Esto podría tener implicaciones evolutivas importantes, por la siguiente razón. Un 
indicador del tipo de polinización (activa o pasiva) que tienen los higos, es la proporción 
de anteras/óvulos dentro de las inflorescencias. En higos con polinización pasiva, la 
proporción de anteras es mucho mayor que en higos con polinización activa y es una de las 
características que sugieren coevolución. Por lo que sería muy interesante evaluar la 
proporción anteras/óvulos en los higos de F.aurea fo. tuerckheimii en México y en Costa 
Rica ¿podría ser esto indicador de especiación de la fo. tuerckheimii?  
 

Si se toma en cuenta que F. aurea  fo. tuerckheimii de México y Costa Rica son una 
misma especie, significa que los cambios morfológicos que impliquen la pérdida o 
ganancia de sacos polínicos y posiblemente cambios etológicos en la recolecta de polen, 
pueden ocurrir en las avispas sin que ocurra especiación recíproca en Ficus. La adquisición 
de la conducta de polinización activa o el paso a polinización pasiva son eventos evolutivos 
que pueden ocurrir múltiples ocasiones en los agaónidos (Kjellberg et al., 2001; Cook et 
al., 2004). Un estudio por Cook et al., (2004) también registró la pérdida del carácter de 
polinización activa entre géneros y dentro de un mismo género también (Pleistodontes), 
pero no dentro de una misma especie. El presente estudio provee evidencia que la 
adquisición de la conducta de polinización activa o el paso a polinización pasiva, son 
eventos evolutivos que pueden ocurrir en múltiples ocasiones tratándose de los agaónidos 
y refuta la hipótesis de que la polinización activa fue un evento que apareció por única vez 
dentro de un linaje.  
  
V. Perspectivas para futuras investigaciones 
 
i. Descripción morfológica y determinación de las especies de Pegoscapus polinizadoras 
del complejo F. aurea 
 
Es necesario esclarecer la situación taxonómica de las avispas polinizadoras de F. aurea. 
Una vez identificadas como entidades genéticas distintas y en las que no existe flujo génico, 
es necesaria la descripción y determinación de las especies con ejemplares hembras y 
machos. Hasta el momento los dos estudios que se han realizado con avispas polinizadoras 
de higueras en México revelan información importante; sin embargo, muchos ejemplares 
de avispas permanecen sin identificar ni describir (Su et al., 2008; Van Goor et al., 2018) 
por lo que se dificulta la integración del conocimiento del tema en esta región.  
 
ii. Integración de genes nucleares al análisis filogenético 
 
Aunque la precisión y eficiencia del uso de delimitación de especies por el código de barras 
genético de COI varía entre grupos taxonómicos, se ha demostrado que es muy eficiente 
para la clase Insecta y que los análisis filogenéticos con esta región proporcionan resultados 
robustos (Jiang et al., 2006; Jung et al., 2011; Herbert et al., 2016). En particular se ha 
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reafirmado su precisión en algunos órdenes como en Hymenoptera y Orthoptera (Virgilio 
et al., 2010). No obstante, existen factores que pueden causar confusión en los patrones de 
variación mitocondrial, como lo son la infección por Wolbachia ya que altera las rutas por 
las cuales la mitocondria se hereda a la descendencia (Smith et al., 2012), o bien la 
condición haplodiploide de las avispas. La haplodiploidía implica que las hembras se 
desarrollan a partir de óvulos fertilizados (son diploides), mientras que a partir de óvulos 
no fecundados se desarrollan los machos (son haploides). Por lo anterior, es conveniente 
integrar al análisis realizado en este trabajo las secuencias de al menos un gen nuclear, 
como el gen ITS2 que se ha propuesto como código de barras nuclear (Yao et al., 2010; 
Darwell et al., 2014) o bien de otros genes como Wingless (wg), Factor de elongación 1-a 
(EF1a) y 28S ribosomal (28S r) que se han utilizado ampliamente en himenópteros 
apócritos para estudiar las relaciones evolutivas entre ellos (Ceccarelli et al., 2012; Cruaud 
et al., 2012; Castañeda-Osorio et al., 2019). En particular, el análisis del gen 28S en 
insectos ha demostrado proveer mayor señal filogenética a niveles más profundos (Zhang 
& Sota 2007; Cruaud et al., 2011b). Además, dada la rápida sustitución observada en COI 
en himenópteros, también se podría complementar el estudio añadiendo otro gen 
mitocondrial como Citocromo b (Cyt b) para mejorar la resolución filogenétca con un 
análisis multigénico.  
 
iii. Determinación de infección por Wolbachia 
 
Los himenópteros tienen tasas altas de evolución del ADN mitocondrial, por lo que es 
común encontrar niveles altos de divergencia de ADN mitocondrial en un nivel 
intraespecífico (Xiao et al., 2012). Para complementar el entendimiento de los procesos de 
especiación en el complejo Pegoscapus que poliniza a F. aurea, sería necesario evaluar si 
las poblaciones estudiadas están infectadas por Wolbachia. En caso de que alguna 
población de Pegoscapus spp. hubiera estado infectada, se estaría subestimando la 
divergencia genética de COI observada dentro de algunos clados, y posiblemente 
sobreestimando la diversidad en los análisis de delimitación de especies. Esto es debido a 
que la variación genética es menor en las avispas infectadas con Wolbachia. Aunque se ha 
observado que la infección por este endosimbionte bacteriano puede causar partenogénesis, 
feminización, aborto de machos y sobre todo incompatibilidad citoplasmática (lo que 
implicaría una barrera precigótica y aislamiento de flujo génico dentro de una población) 
(Sakamoto et al., 2018). Anteriormente se consideraba improbable que la infección pudiera 
causar especiación simpátrica (ya que se consideraba que las infecciones por esta bacteria 
no persisten por largos periodos relativos a los tiempos necesarios para la especiación; 
Shoemaker et al., 2011). Sin embargo, se han detectado numerosas especies crípticas de 
agaónidos y otros insectos que divergen entre sí de manera correlacionada con la cepa de 
Wolbachia con la que están infectadas (Shoemaker & Jaenike 1999; Sun et al., 2011; 
Correa & Ballard 2016).  
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iv. Estudio de las implicaciones de la comunidad biológica dentro del higo (avispas no 
polinizadoras y nematodos) en la evolución del mutualismo de polinización. 
 
Además de los polinizadores dentro del higo, existen múltiples interacciones con otras 
especies, entre ellas, avispas chalcidoideas parasitoides y cleptoparasitoides que se han 
propuesto con cierto grado de especificidad del Ficus. Adicionalmente, las avispas 
polinizadoras tienen nematodos asociados que se ha observado tienen efectos negativos en 
su eficacia biológica o adecuación al reducir la cantidad de huevos depositados (Van Goor 
et al., 2018). Los análisis de redes ecológicas contribuyen al reconocimiento de patrones 
de generalización o especialización entre las especies, y permiten la detección de procesos 
subyacentes que estén promoviendo y dirigiendo la diversificación en comunidades 
simbióticas (Farache et al., 2018).  
 
v. Estabilidad de las relaciones de polinización en F. aurea ante un escenario de cambio 
climático 
 
Los mutualismos son particularmente vulnerables al cambio climático ya que las especies 
interactuantes suelen responder de manera diferente, lo que puede desestabilizar las 
interacciones (Sutton et al., 2018). Por lo que sería de gran interés el análisis de modelos 
de este sistema en un escenario de cambio climático, pues los Ficus son especies claves en 
los ecosistemas a los que pertencen. Algunos de los estudios que se han realizado, indican 
que los insectos diminutos como los agaónidos sucumben rápidamente ante estrés por altas 
temperaturas fuera del higo (Al-Khalaf et al., 2015). Un incremento de 3ºC sobre una media 
de 29ºC disminuye la media de vida de las avispas en un 33-60%, por lo que tienen menos 
tiempo para encontrar un sicono, ovoponer, y polinizar una flor receptiva (Jevanandam 
2013). También se ha observado que la disminución de las lluvias en una región de 
Australia, ha tenido impactos negativos en la fructificación de Ficus al reducir 
considerablemente la producción de siconos (MacKay & Gross 2018) y en consecuencia 
disminuye la población de avispas, y de aves que se alimentan de los higos. Ante los 
cambios climáticos acelerados que se están presentando alrededor del planeta, surge una 
serie de preguntas de investigación que intenten predecir los efectos y mitigar la afectación 
de las poblaciones, (inclusive evitar la extinción) mediante esquemas de conservación 
efectivos. Para ello, son necesarios estudios a nivel local que busquen entender el fenómeno 
de polinización de los Ficus como un sistema complejo que incluya a otras relaciones, 
como la que se mantiene con los dispersores de semillas (aves principalmente), la 
fragmentación de hábitat o el efecto de la variación de temperatura y precipitación.  
 
vi. Ampliación del área de muestreo en Centroamérica  
 
Existen registros de algunas de las formas del complejo F. aurea en Florida, Cuba, 
Nicaragua, el Salvador, Guatemala y Panamá cuyas avispas no fueron colectadas para este 
estudio por razones de financiamiento. Sin embargo, existen zonas para las que no existen 
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registros como en Honduras, y probablemente sí existan ejemplares de F. aurea y sus 
avispas polinizadoras que puedan aportar más información para esclarecer las historias 
evolutivas de estos taxones.   
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Conclusiones 
 

a. Los resultados demuestran la existencia de al menos nueve linajes distintos de 
polinizadores asociados a las formas de F. aurea. En ellos se encuentran cuando 
menos diez especies provisionales distintas de Pegoscapus, es decir, cinco más de 
las hasta ahora reconocidas. Lo anterior refuta la hipótesis de especificiadad 
filogenética uno a uno, inclusive para cada forma de F. aurea propuesta por Berg 
(2007).  
 

b. Se reconocen con altos valores de probabilidad posterior (P) las relaciones 
filogenéticas entre las avispas polinizadoras de F. aurea fo. aurea y fo. tuerckheimii 
en Costa Rica, así como los polinizadores de la fo. isophlebia en México. Sin 
embargo, es necesario complementar el estudio con un mayor número de muestra 
de avispas y con la inclusión de al menos un marcador nuclear para elucidar con 
mayores valores de P las relaciones entre los polinizadores de F. aurea en la zona 
central de México y el Caribe. 
 

c. La especificidad ecológica por región geográfica entre los clados de Pegoscapus y 
las formas de F. aurea es prácticamente uno a uno, ya que no se encontraron avispas 
de linajes genéticos distintos polinizando a los morfotipos en localidades distantes. 
Es decir, casi para cada morfotipo en cada localidad (8 de 10) se le asocia un linaje 
genético de avispa distinto.  
 

d. Se propone la existencia de especies crípticas con base en las divergencias genéticas 
en una región del código de barras (gen COI). Estas distancias intraclado oscilan 
entre el 0.4 y el 10%, siendo estos: P. jimenezi (4 – 10%); P. sp. 2 (3 – 8.9%)  y P. 
sp. 6 (0.4 – 7.6%). Para confirmar la hipótesis se recomienda ampliar la muestra 
particularmente de estos grupos.  
 

e. Se establece que las avispas polinizadoras de F. aurea fo. tuerckheimii para México 
son distintas que las que polinizan la misma forma en Costa Rica. Pues aunque son 
morfológicamente conservadas entre sí (presentan convergencias morfológicas en 
tamaño y patrón de coloración) la evidencia genética y morfológica a nivel de 
microscopía electrónica confirma que se tratan de especies distintas: P. mariae ≠ 
P. sp. 6; y P. carlosi ≠ P. sp. 3.  
 
 

f. El periodo de diversificación de los linajes actuales de Pegoscapus ocurrió durante 
el Mioceno medio-tardío. Esta radiación se vio favorecida por las condiciones 
climáticas que prevalecieron durante el Mioceno, las cuales incluyeron 
temperaturas cálidas y altos índices de humedad. A su vez, el análisis de 
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reconstrucción de áreas ancestrales sugiere que la divergencia de los linajes fue 
consecuencia de cinco eventos vicariantes y cuatro eventos de dispersión. 
 

g. Se infiere un cambio de huésped realizado por P. sp. 3 a partir de otra planta (Ficus) 
más antigua que F. aurea fo. tuerckheimii. Esto se infiere a partir de la filogenia 
datada de Ficus realizada por Cruaud et al., (2012). Es necesario contar con la 
filogenia y estimaciones de los tiempos de divergencia del complejo F. aurea para 
poder comprobar esta inferencia.  
 

h. Al tratarse Pegoscapus mariae y Pegoscapus carlosi de especies provenientes de 
linajes más recientes que el restp de las avispas Pegoscapus estudiadas, se asume 
que la característica de presencia de sacos polínicos en las coxa frontales es un 
carácter que se puede perder evolutivamente, sin que exista la especiación del 
huésped, en este caso F. aurea fo. tuerckheimii. 

 
i. Los resultados no se acoplan a la hipótesis biogeográfica de colonización de Ficus 

de sur a norte explicada por Pederneiras et al., (2018) y parecen ser parcialmente 
más congruentes con la hipótesis de Cruaud et al., (2012) de norte a sur. No 
obstante, los patrones no son claros en Mesoamérica, por lo que los eventos de 
diversificación observados en los polinizadores del complejo de especies F. aurea 
pueden deberse a procesos paleoclimáticos de distinta magnitud ocurridos desde el 
Mioceno, tales como glaciaciones o cambios fisiográficos puntuales. 
Principalmente el surgimiento de la Sierra Madre Oriental, la orogénesis de la 
Sierra de Chiapas y la formación del Istmo de Panamá.  
 

j. Este estudio representa el muestreo más extenso de las avispas del género 
Pegoscapus para el complejo de especies F. aurea, y es el segundo realizado en 
México con avispas polinizadoras de higueras, siendo pionero el trabajo de Su et 
al., (2008). Como este trabajo ha demostrado, existen múltiples incógnitas que aún 
quedan por resolver en cuanto al mutualismo entre avispas polinizadoras y sus 
huéspedes, los árboles tropicales del género Ficus. También plantea la necesidad 
de aceptar la complejidad de la interacción e integrar estudios a nivel de 
comunidades, que tomen en cuenta el papel de las avispas no polinizadoras, los 
nematodos y las bacterias que se asocian en este complejo microhábitat.   
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Anexos 
 
Anexo 1. Ciclo de vida y acoplamiento del mutualismo entre higueras y sus avispas 
polinizadoras de acuerdo con Galil & Eisenkowitch 1968. 
 

 
 
Fase A (pre-femenina): la inflorescencia se desarrolla hasta alcanzar la madurez, los 
estigmas de las flores son receptivos. Fase B (femenina): los óvulos están desarrollados, 
los estigmas son receptivos, las brácteas del ostiolo se descomprimen, lo que facilita la 
entrada de las avispas, éstas polinizan y/u oviponen las flores pistiladas. Fase C 
(interfloral): las larvas y semillas se desarrollan hasta madurar o convertirse en imagos. 
Fase D masculina: las flores masculinas maduran y el polen queda expuesto en los 
estambres. Emergen las avispas macho y fecundan a las hembras que aún se encuentran en 
las agallas. Los machos cavan un túnel en la pared del sicono, por el que saldrán 
posteriormente las hembras, las cuales ya fertilizadas emergen de las agallas, éstas colectan 
polen y abandonan el sicono en búsqueda de un sicono en fase B. Fase E (post-floral): El 
sicono madura completamente, se torna suave y atractivo para animales frugívoros, quienes 
realizarán la dispersión de las semillas. 
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Anexo 2. Lista de epítetos o sinonimias dentro del complejo F. aurea. Hasta el momento 
se consideran entidades taxonómicas informales de acuerdo con Berg (2007): 
 

• Ficus aurea Nutt. (1846) 4, t. 43, nom. cons. — Type: Blodgett s.n. (holo BM; iso NY), 
USA, Florida, Key West.  

• Ficus ciliolosa Link (1822) 450, nom. rej. prop. — Type: Hort. Bot. Berol. (holo B; iso 
NY), origin unknown.  

• Ficus aurea Nutt. var. latifolia Nutt. (1846) 4. — Type: Blodgett s.n. (holo BM), USA, 
Florida, Key West.  

• Ficus venusta Kunth & C.D. Bouché (1847) 16. — Urostigma venustum (Kunth & C.D. 
Bouché) Miq. (1847) 538. — Type: Hort. Bot. Berol., origen desconocido (holo B; iso U).  

• Urostigma tecolutense Liebm. (1851) 324. — Ficus tecolutensis (Liebm.) Miq. (1867) 299. 
— Type: Liebmann 14335 (holo C; iso B; iso fragments F, GH, K), Mexico, Veracruz, Río 
Tecoluta, Sepillo.  

• Ficus dimidiata Griseb. (1859) 151. — Type: Wullschlaegel 1368 (holo GOET), Jamaica, 
Manchester.  

• Urostigma warczewiczii Miq. (1862) 410. — Ficus warczewiczii (Miq.) Miq. (1867) 298. 
— Type: Warzewicz s.n. (holo U), Guatemala, sin localidad.  

• Ficus tuerckheimii Standl. (1917) 13. — Type: Pittier 16149 (holo US; iso B, NY), Costa 
Rica, La Fortuna, Volcan de Irazú, 1575 m.  

• Ficus isophlebia Standl. (1917) 14. — Type: Pittier 2821 (holo US), Panama, Chiriqui, 
cerca de David.  

• Ficus jimenezii Standl. (1917) 14. — Type: Tonduz & O. Jiménez 17536 (holo US; iso 
GH), Costa Rica, cerca de San José.  

• Ficus cookii Standl. (1917) 15. — Type: Cook 73 (holo US), Mexico, Chiapas, San 
Vincente.  

• Ficus lundellii Standl. (1935) 54. — Type: Lundell 3406 (holo F; iso MICH, S, US), 
Guatemala, Peten, La Libertad.  

• Ficus cabusana Standl. & Steyerm. (1940) 226. — Type: Steyermark 37583 (holo F), 
Guatemala, San Marcos, Río Cabús, Potrero Matasán, Finca ‘El Porvenir’, 1000–1300 m. 

• Ficus laterisyce W.C. Burger (1973) 426. — Type: Lent 2972 (holo F; iso U, US), Costa 
Rica, Cartago, Río Pejibaye, 2 km SW de Taus.  

• Ficus mayana Lundell (1975) 157. — Type: Lundell & Contreras 19266 (holo LL; iso BM, 
K, F, S), Guatemala, Petén, La Cumbre.  

• Ficus rigidula Lundell (1975) 159. — Type: Breedlove 9568 (holo LL), Mexico, Chiapas, 
cerca de Tuxtla Gutierrez, 600 m.  

• Ficus rzedowskiana (2003) — Type: Carvajal & Cuevas-Figueroa, México, Veracruz, San 
Andrés Tuxtla, Polvorín, 5.7 km W de San Andrés Tuxtla 
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Anexo 3. Imágenes de avispas e higueras en el proceso de obtención de muestras. 
 

 

 
 

Fig. 20. A. Copa de un individuo de F. aurea en la localidad de Neblinas, Querétaro. B. Avispas 
hembras polinizadoras aglomeradas alrededor del ostiolo en el sicono. C. Tres hembras de 
Pegoscapus sp. al interior del higo, se observan las flores en etapa receptiva para la 
polinización. D.  Hembra adulta vista al microscopio estereoscópico, se observa su coloración 
de la parte ventral color ámbar, así como algunos huevecillos en el abdomen.  
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Anexo 4. Protocolo de extracción de ADN para avispas de la familia Agaonidae  
Se utilizó el kit de extracción Invitrogen PureLink Genomic DNA de la marca 
ThermoFisher Scientific. Se siguió el protocolo de fábrica con diversas modificaciones 
para conseguir la mayor cantidad de ADN a partir de un único individuo de avispa. El 
primer paso fue reducir a la mitad todos los volúmenes de los reactivos que se indican en 
el mismo. Se enumeran los pasos seguidos como procedimiento: 
 

1. Con ayuda de pinzas de relojero, retirar la avispa del tubo con etanol 100% en el 
que está almacenada, y colocarla delicadamente sobre un papel secante por un 
minuto para eliminar el alcohol de la muestra.  

 
Fase de Lisis Celular  

2. En un tubo eppendorf de centrífuga añadir 90 µl de Buffer “Genomic Digestion” 
proporcionado en el kit.   

3. Con ayuda de las pinzas nuevamente, introducir en este tubo a la avispa, una vez 
seca de etanol.   

4. Tomar un micropistilo esterilizado (si no se cuenta con autoclave, se puede 
sumergir unos minutos en alcohol y posteriormente pasarlo rápidamente por una 
flama, se puede usar mechero o encendedor. Dejar enfriar unos instantes) y macerar 
vigorosamente la avispa, hasta reducir lo más posible las partículas. Se debe tener 
cuidado de que la muestra se quede en la solución y no en el micropistilo. Este paso 
se realiza de esta manera para romper lo más posible el exoesqueleto y dejar 
expuesta la mayor cantidad de tejidos internos.  

5. Añadir 10 µl de Proteinasa K y se mezclar 5 segundos en el Vórtex.   
6. Dejar incubar el lisado por un tiempo ideal de 90 minutos a una temperatura de 

55oC y con  agitación de 300 rpm. (Un lapso entre 60-90 minutos ofrece buenos 
resultados. Dejar la muestra por más tiempo (hasta 24hrs) no demostró diferencias 
en la cantidad de ADN obtenido al final del procedimiento).   

7. Idealmente, cada 20 minutos mezclar la muestra en el Vórtex por 3 segundos. Al 
hacer esto, fijarse en que los restos particulados o tejidos no se queden adheridos a 
las paredes del tubo eppendorf, deben quedar suspendidos en la solución).   

8. Una vez concluida la incubación, si se observan aún restos particulados, se debe 
centrifugar por 3 minutos a 12,000 rpm. Los restos quedarán en el fondo, con 
mucho cuidado y con ayuda de una micropipeta, se deben eliminar estas partículas 
observables.   

9. Mezclar en vórtex por 3 segundos el lisado. Añadir 10 µl de RNAsa (que provee el 
kit) y mezclar en Vórtex brevemente (3 segundos). La mezcla con vórtex a lo largo 
del procedimiento debe ser siempre breve ya que esto genera un daño mecánico 
para el ADN que se pretende obtener.   

10. Dejar incubar/reposar la muestra por 8 minutos a temperatura ambiente.  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11. Añadir 100 µl de la solución “PureLink Genomic Lysis/Binding” provista en el kit 
y mezclar en vórtex por 3 segundos. En esta parte se deberían comenzar a observar 
precipitados blancos, estos corresponden a diferentes sales. Dichas sales son las que 
se purificarán en los pasos subsecuentes.  

12. Incubar por 3 minutos.   
13. Añadir 100 µl de etanol frío al 100% (o bien al 96%) y mezclar en Vórtex por 3 

segundos. Dejar  incubar por 1 minuto. Se recomienda tener un frasco de etanol en 
el refrigerador siempre para este paso. 
 

Fase de Unión a Columnas de sílica (Binding)  
13. Tomar una columna de sílica del kit. Abrirla y con una micropipeta, añadir el lisado 

que se ha preparado anteriormente. El volumen del lisado que se forma es de 
aproximadamente de 320 µl por muestra. 

14. Centrifugar la columna a 10,000 g por 1 minuto y a temperatura ambiente.   
15. Desechar el tubo de colecta y colocar uno nuevo en la columna.   

 
Fase de Lavado  

16. Añadir 250 µl de buffer de lavado 1 (“Wash buffer 1”) propio del kit.   
17. Centrifugar la columna a 10 000 g por 1 minuto. Desechar el tubo de colecta y 

colocar uno  nuevo.   
18. Añadir 250 µl de buffer de lavado 2 (“Wash buffer 2”) propio del kit.   
19. Centrifugar la columna a 12 000 rpm por 2 minutos. Desechar el tubo de colecta.   

 
Fase de Elución  

20. Colocar la columna en un microtubo eppendorf nuevo (que actuará como el tubo 
de colecta final, por lo que es importante etiquetarlo muy bien).   

21. Añadir en la columna 25 µl de “Buffer de elución” previamente calentado en un 
bloque térmico a 55oC por 5 minutos. Es importante calentar un poco el buffer de 
elución ya que favorecerá el desprendimiento del ADN de la columna. 

22.  Incubar por 5-7 minutos.   
23. Centrifugar la columna a 12 000 rpm por 1 minuto. En este punto el tubo eppendorf 

ya  contendrá ADN puro.   
24. Realizar una segunda elución: Repitieron pasos 21-23. De esta forma el volumen 

final obtenido  es de 50 µl. Si se desea concentrar aún más la cantidad de ADN 
obtenido, se puede reducir  hasta 30 µl de volumen final, centrifugando con 15 µl 
cada vez. 

25. Verificar el etiquetado de los tubos. 
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Medición de concentración y parámetros de pureza  
La concentración y pureza del ADN obtenido en la solución se puede cuantificar utilizando 
un espectrofotómetro, en este caso se utilizó NanoDropTM. En promedio, las 
concentraciones obtenidas son muy bajas (1.8 – 8 ηg/ µl). De las muestras de las que se 
logra obtener una concentración mayor a 2.0 ηg/ µl y en las cuales se observaron valores 
de pureza adecuados, se pueden someter al procedimiento de amplificación de un gen por 
la técnica de reacción en cadena de la polimerasa, PCR.  
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