Proyecto para la generación de códigos de barras del ADN de especies mexicanas No. HB033

CARACTERIZANDO LA DIVERSIDAD DE ESPECIES CON CÓDIGOS DE BARRAS DEL ADN EN UN GRUPO DE AVISPAS PARASITOIDES: UN CASO DE ESTUDIO EN UN ÁREA NATURAL PROTEGIDA MEXICANA

Institución: Instituto de Biología, Universidad Nacional Autónoma de México

Departamento: Departamento de Zoología

Laboratorio: Colección Nacional de Insectos

Dirección: Circuito Exterior s/n, Ciudad Universitaria, Copilco, Coyoacán, C. P. 54080, México D. F., México.

Datos del responsable técnico: 
Dr. Alejandro Zaldívar Riverón.

Investigador titular A de tiempo completo (plan de repatriación del CONACYT convocatoria 2008, segunda fase).

Teléfono oficina: 560-22-91-33. Fax: 55-50-1760.
Correo electrónico institución: azaldivar@ibiologia.unam.mx
Grupos taxonómicos que se estudiarán: avispas parasitoides de la subfamilia Doryctinae (Insecta: Hymenoptera: Ichneumonoidea: Braconidae).

Región geográfica: reserva de la Biósfera Chamela-Cuixmala, Jalisco, México.

Lista de resultados:
1. Académicos:

a) Publicación de artículos científicos en revistas indizadas con la descripción de nuevos taxones empleando un criterio de taxonomía integral (i.e. usando datos de morfología, historia de vida y secuencias del fragmento del código de barras del ADN).

b) Creación de una base de tejidos y ADN genómico de hymenópteros en la Colección Nacional de Insectos del Instituto de Biología de la UNAM.

2. Del proyecto:

a) Generación de secuencias de ADN del fragmento del código de barras (~ 650 pares de bases del gen mitocondrial Citocromo Oxidasa I) para 1,000 ejemplares pertenecientes la subfamilia Doryctinae (Hymenoptera: Braconidae).

b) Generación de fotografías digitales para las especies identificadas.

Monto total solicitado: $367,193.00 MN

Duración del proyecto: 12 meses.

RESUMEN

Los hymenópteros parasitoides representan aproximadamente el 20% de la totalidad de especies de insectos del planeta, de los cuales la familia Braconidae constituye la segunda familia con mayor riqueza de especies. Las avispas bracónidas parasitan larvas de diversos órdenes de insectos, por lo que juegan un papel fundamental en casi todos los ecosistemas terrestres del planeta. Desafortunadamente, a la fecha un porcentaje considerable de las especies de bracónidos se encuentran sin describir, esto en parte debido a la presencia de un gran número de especies crípticas o morfológicamente muy similares. En el presente proyecto se investigará la diversidad de especies de una de las subfamilias más diversas de Braconidae, la subfamilia Doryctinae, en la Reserva de la Biosfera de Chamela-Cuixmala, Jalisco, empleando para ello el código de barras del ADN. Se espera que los datos moleculares obtenidos revelen la existencia de varias especies crípticas que no hubieran podido ser descubiertas por medio de la taxonomía tradicional. La Colección Nacional de Insectos del Instituto de Biología de la UNAM no cuenta con una colección de Braconidae, por lo que todos los ejemplares examinados provendrán de salidas al campo. La extracción, amplificación y purificación de los productos de PCR se realizará en el Instituto de Biología, y la secuenciación de los fragmentos de ADN se realizará en el Canadian Centre for DNA Barcoding. El proyecto generará 1,000 secuencias del código de barras del ADN pertenecientes a por lo menos 30 morfoespecies de Doryctinae, y se espera que el número de especies crípticas encontradas por medio del uso del código de barras ascienda al doble el número de especies presentes en la región para este grupo.
OBJETIVOS

Generales

· Determinar la diversidad de especies pertenecientes a la subfamilia Doryctinae (Hymenoptera: Braconidae) en la Reserva de la Biosfera Chamela-Cuixmala, Jalisco, con base en el uso del código de barras del ADN.
Particulares

· Incorporación de la información generada durante el proyecto (secuencias de ADN mitocondrial del gen citocromo oxidasa I, fotografías digitales para cada especie) en la base de datos del sistema BOLD.
· Descripción de nuevos taxones pertenecientes al grupo de estudio con base en un criterio taxonómico integral.
· Creación de una base de tejidos y ADN genómico de hymenópteros en la Colección Nacional de Insectos del Instituto de Biología de la UNAM.

ANTECEDENTES Y JUSTIFICACIÓN
De la vasta variedad de formas de vida existentes en el planeta, los insectos representan por mucho el mayor componente de la biodiversidad macroscópica, dominando frecuentemente las cadenas alimenticias tanto en cantidad de individuos como en número de especies. Las especies que integran a este megadiverso grupo forman parte esencial para la realización de diversas funciones en los ecosistemas, tales como el reciclamiento de nutrientes, propagación de plantas, mantenimiento de la composición de comunidades vegetales y animales, así como servir de alimento para los vertebrados insectívoros (Gullan y Cranston, 2005). Actualmente, poco más de un millón de especies de insectos han sido formalmente descritos; sin embargo, las estimaciones más conservadoras sobre su diversidad sugieren que por lo menos existen tres millones de especies (Reaka-Kudla et al., 1997).

Los hymenópteros parasitoides (i.e. que sus larvas se desarrollan alimentándose de otros artrópodos a los cuales generalmente matan; Godfray, 1994) son uno de los grupos de animales más diversos, representando aproximadamente el 20% de la totalidad de especies de insectos del planeta (LaSalle y Gould, 1992). La familia Braconidae constituye la segunda familia con mayor riqueza de especies dentro del orden Hymenoptera, y sus especies parasitan larvas de diversos órdenes de insectos, incluyendo Coleoptera, Lepidoptera, Díptera, Homóptera, Hymenoptera, y en algunos casos adultos de Orthoptera y Embioptera (Wharton et al., 1997).

Dentro de la familia Braconidae existe una considerable variedad de estrategias de vida, incluyendo endo- y ectoparasitismo, parasitismo tanto de larvas como de adultos, koino- (i.e., especies que paralizan momentáneamente al hospedero, el cual se recupera después de haber sido atacado) e idiobiosis (i.e., especies que no permiten la recuperación y posterior desarrollo del hospedero después de ser atacado), así como especies solitarias (i.e., especies que depositan uno solo huevo) y gregarias (i.e., que depositan varios huevos). En las últimas dos décadas además se ha confirmado fitofagia en algunas especies, varias de las cuales producen agallas en las plantas hospederas (Wharton y Hanson, 2005). Esta riqueza de estrategias de vida ha dado lugar a que varias especies de bracónidos hayan sido empleadas exitosamente desde hace más de un siglo como control natural de plagas de otros insectos, tanto en cultivos agrícolas como en actividades forestales (Quicke, 1997). Cálculos recientes estiman que existen aproximadamente 17,000 especies de bracónidos formalmente descritas (Ghahari et al. 2006), aunque se ha reportado que una cifra similar a la anterior tan solo representa una tercera parte de la diversidad real del grupo (van Achterberg, 1984).

Las avispas de la subfamilia Doryctinae representan uno de los grupos de bracónidos más diversos y morfológicamente más heterogéneos (Marsh, 1997, 2002; Belokobylskij et al., 2004a, b). A la fecha, mas de mil especies y cerca de 180 géneros de doryctinos han sido descritos, aunque estas cifras probablemente representan solo una parte de la diversidad existente en el grupo. Aunque con una distribución cosmopolita, las doryctinos habitan principalmente en las regiones tropicales y subtropicales del continente Americano, en donde dos terceras partes de sus géneros han sido descritos (Shenefelt & Marsh, 1976; Belokobylskij, 1992; Marsh, 1993, 1997). El elevado número de especies de doryctinos que faltan por describirse hace que su completa identificación sea prácticamente imposible empleando únicamente las herramientas taxonómicas tradicionales (i.e. morfología). Esta problemática se agudiza si se reconoce la existencia de un gran número de especies crípticas o morfológicamente muy similares. La mayoría de los doryctinos cuya biología es conocida son ectoparasitoides idiobiontes de larvas de coleópteros barrenadores de madera (Belokobylskij, 1992; Marsh, 1997), aunque otros hospederos y estrategias de vida también han sido reportados dentro de la subfamilia (p. ej. cecidogénesis, termitofilia, asociación con higos; Belokobylskij, 2002; Marsh, 2002; Wharton y Hanson, 2005).

Recientemente, un estudio llevado a cabo en el Área de Conservación Guanacaste (ACG) en Costa Rica investigó la diversidad de especies de la subfamilia Microgastrinae, un grupo de bracónidos conformado exclusivamente por endoparasitoides de larvas de Lepidoptera, empleando conjuntamente información morfológica, de historia natural, y del código de barras del ADN (Smith et al., 2008). En este trabajo, los autores evaluaron si la información morfológica y del código de barras del ADN descubrían el mismo número de especies, y si las entidades biológicas identificadas eran congruentes con una especificidad hacia los hospederos. Los resultados obtenidos categóricamente indicaron que el número de especies identificadas por códigos de barras (313 spp.) era mucho mayor al número de especies descubiertas por medio de la taxonomía tradicional (171 spp.). Además, el uso del código de barras reveló la existencia de un gran número de especies crípticas, la mayoría de ellas teniendo una especificidad ‘uno a uno’ con su hospedero, y por lo tanto no apoyando los resultados derivados del examen morfológico, que indicaban en su lugar la existencia de un número menor de especies parasitoides con un amplio espectro de especies de hospederos.

En el presente proyecto se evaluará la diversidad de especies en la subfamilia Doryctinae dentro de un área natural protegida en México, la Reserva de la Biosfera Chamela-Cuixmala, empleando para ello el código de barras del ADN. De acuerdo con la información existente sobre la diversidad de este grupo y los datos arrojados por el estudio mencionado arriba, se espera que exista un considerable número de especies crípticas de doryctinos en esta región tropical del país. Toda la información generada en el proyecto (secuencias de ADN y fotografías digitales) será depositada en la base de datos del sistema BOLD. Además, con el material recolectado se creará de una base de tejidos y ADN genómico de hymenópteros en la Colección Nacional de Insectos (CNIN) del Instituto de Biología (IB) de la UNAM

La Reserva de la Biosfera Chamela-Cuixmala se encuentra en el estado de Jalisco y está constituida en su mayoría por bosque tropical caducifolio, el cual es el tipo de bosque tropical predominante en México y presenta una importante diversidad de flora y fauna (Noguera et al., 2002). Por ejemplo, se calcula que este tipo de bosque contiene aproximadamente el 20% de la flora y el 33% de las especies de vertebrados conocidos en México. Con respecto a los artrópodos presentes en la Región de la Biosfera de Chamela-Cuixmala, los últimos datos registran un total de 1877 especies conocidas para la región, 257 de ellas pertenecientes al orden Hymenoptera (Pescador-Rubio et al., 2002). No obstante, el conocimiento de la diversidad de especies de hymenópteros en la región de Chamela es muy pobre ya que aún no se han estudiado las familias más diversas del grupo, entre ellas Braconidae.

LISTA DE ESPECIES POTENCIALES

Se espera que gran parte de las especies de doryctinos discriminadas se encuentren sin describir. No obstante, todos los ejemplares serán identificados a nivel de género, reportándose además el número total de especies que sean identificadas por medio del uso del código de barras de ADN. De acuerdo con la información obtenida en literatura sobre los géneros de doryctinos presentes en el territorio mexicano (Shenefelt y Marsh, 1976; Delfín et al., 2002), se calcula que se recolectarán alrededor de 30 morfoespecies diferentes pertenecientes a la subfamilia, a partir de los cuales se obtendrán secuencias de ADN del código de barras de alrededor de 30 ejemplares para cada morfoespecie con el fin de evaluar la presencia de posibles especies crípticas.

MÉTODOS

Obtención de ejemplares
La CNIN no cuenta con una colección de avispas de la familia Braconidae propiamente curada, y el poco material de este grupo que se encuentra depositado no pertenece al área Geogr.fica de estudio. Además, de acuerdo con estudios previos realizados por el responsable de este proyecto (Zaldívar-Riverón et al., 2006, 2007, 2008), el éxito para poder obtener secuencias de ADN (~700 pares de bases) a partir de especimenes montados con más de cinco años de antigüedad es muy bajo. Por lo tanto, todos los especimenes examinados en este trabajo provendrán de cuatro salidas al campo, las cuales se realizarán en diferentes épocas del año para tener una mejor representatividad del grupo de estudio. Todos los ejemplares recolectados serán depositados en la CNIN del IB, la cual está registrada en la DGVS de la SEMARNAT. El material entomológico recolectado servirá también para crear una base de tejidos y ADN genómico de hymenópteros en dicha colección.


En cada salida se seleccionarán distintas áreas de muestreo dentro de la zona núcleo de la reserva. Con el fin de maximizar la recolecta de ejemplares, estos se capturarán tanto de manera diurna como nocturna usando cuatro técnicas diferentes: 1) redes de golpeo, 2) trampas amarillas, 3) trampas ‘malaise’, y 4) trampas de luz. Las coordenadas geográficas de las localidades en donde sean recolectados los organismos serán obtenidas empleando un GPS. Todos los individuos recolectados con los diferentes tipos de trampas serán preservados en alcohol etílico al 95% y subsecuentemente refrigerados a -20˚C hasta su posterior procesamiento.

Discriminación de morfoespecies

La determinación de morfoespecies se realizará de la siguiente manera. Primero, cada uno de los doryctinos recolectados será identificado a nivel de género utilizando para ello la literatura especializada (Marsh, 1997, 2002, y descripciones de nuevos géneros de doryctinos posteriores al año 2002). Las morfoespecies de cada uno de los géneros obtenidos serán luego determinadas comparando aquellos caracteres que se considere pudieran ser diagnósticos. En el caso de los géneros en los que se observe un número potencialmente considerable de morfoespecies (p. ej. Heterospilus), se creará una lista de caracteres externos, incluyendo caracteres de venación de las alas, escultura del cuerpo, forma de estructuras y coloración, entre otros. Los estados de carácter  se registrarán para cada ejemplar y se creará una matriz de datos con valores numéricos para cada estado (0, 1, 2, etc.). La matriz de datos será analizada con el programa PAUP versión 4.0 (Swofford, 2001) usando el método de distancia UPGMA, y el fenograma resultante permitirá distinguir la formación de grupos de ejemplares morfológicamente homogéneos, cada uno de los cuales será considerado como una morfoespecie.


Todos los ejemplares secuenciados contarán con un código de identificación personal (p. ej. ChamelaIB-0001), el cual estará ligado a una base de datos conteniendo sus datos de recolecta, así como a su código de barras y a su extracto de ADN/tejido. Estos códigos se encontrarán disponibles en la página del BOLD (www.barcodinglife.org). 
Obtención de secuencias de ADN

El fragmento genético empleado para el código de barras de ADN es una porción de ~ 650 pares de bases del gen mitocondrial citocromo oxidasa I (COI). Este fragmento genético ha sido ampliamente usado en estudios con varios grupos de hymenópteros para resolver relaciones evolutivas, principalmente a nivel de especie (Lin y Danforth, 2004). La extracción de ADN genómico y la amplificación y purificación de los productos de PCR serán llevadas a cabo por el responsable del proyecto y el técnico contratado en el laboratorio del Código de Barras de la Vida del IB. Todos los productos de PCR purificados serán enviados al Canadian Centre for DNA Barcoding para su secuenciación.


El ADN genómico de cada ejemplar será extraído usando Chelex™ al 5% (Biorad®) o el ZR Insect/tissue DNA Kit™ (Zymo research®) a partir de una pequeña porción de tejido (generalmente una o dos patas). Los primers usados para la amplificación del fragmento de COI examinado serán los diseñados por Folmer et al. (1994) (LCO 5’ GGT CAA CAA ATC ATA AAG ATA TTG G 3’; HCO 5’ TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAA AAT CA 3’). Todas las reacciones de PCRs se llevarán a cabo en 12.5µl de volumen total. Estos primers han sido empleados con éxito en anteriores estudios con diversos miembros de la subfamilia Doryctinae (Zaldívar-Riverón et al., 2007, 2008). No obstante, en aquellos casos en donde las amplificaciones resulten negativas, se emplearán los primers descritos en Smith et al. (2008). El programa de PCR que se empleará para todas las amplificaciones es: un ciclo de desnaturalización inicial de 94ºC por 3 min, seguido por 40 ciclos con 94ºC por 1 min, 50ºC por 1 min, y 72ºC por 1 min, y finalizando con un ciclo de 72ºC por 10 minutos. Los productos de PCR serán purificados con el kit Montage PCR (Milipore®).

Análisis de datos

Todas las secuencias de ADN será editadas usando el programa Sequencher® versión 4.9. Las secuencias serán alineadas manualmente usando el programa MaCClade versión 4.06 (Maddison y Maddison, 2004). Las distancias genéticas entre las secuencias examinadas se obtendrán usando el modelo de distancia de Kimura-2-parámetros (Kimura, 1980). Todas las secuencias serán incluidas en un análisis de distancia (NJ) para detectar el número de especies con el código de barras. Las especies del “código de barras” discriminadas en el fenograma reconstruido serán aquellas que se encuentren formando grupos distintos, y dentro de los cuales exista una considerable homogeneidad genética (Smith et al., 2008).

Ingreso de información al sistema BOLD
Imágenes digitales de cada una de las especies identificadas mediante el uso del código de barras del ADN se obtendrán con un microscopio estereoscópico Leica LAS Montage® propiedad del Instituto del IB. Este microscopio cuenta con un equipo de fotografía digital que permite crear imágenes compuestas de gran calidad y resolución. Tanto el responsable del proyecto como el técnico contratado (V. De Jesús) se encargarán de tomar las fotografías de las especies examinadas, estableciéndose un compromiso entre ellos y la CONABIO para que las imágenes obtenidas puedan ser utilizadas por el banco de imágenes de la CONABIO.


Toda las secuencias generadas en el proyecto (1,000 secuencias), los electroferogramas originales, así como las fotografías digitales de cada una de las especies obtenidas) serán incluidas al catálogo del código de barras del iBOL tanto por el responsable del proyecto (A. Zaldívar) como por el técnico contratado (V. De Jesús).
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RESULTADOS Y PRODUCTOS

Se espera recolectar por lo menos 30 morfoespecies de doryctinos, de los cuales se obtendrán secuencias de ADN del código de barras de alrededor de 30 ejemplares para cada morfoespecie con el fin de detectar posibles especies crípticas. De acuerdo con un estudio previo con otra subfamilia de bracónidos que empleó el código de barras del ADN (Smith et al., 2008), se espera identificar otras 30 especies crípticas o morfológicamente poco diferenciadas a partir de los datos moleculares obtenidos. Toda la información generada en este proyecto (1,000 secuencias del gen mitocondrial citocromo oxidasa I, electroferogramas originales, fotografías digitales de cada una de las especies obtenidas) será ingresada al sistema BOLD.

INDICADORES DE AVANCE (ÉXITO) CUANTIFICADOS

Los indicadores que permitirán evaluar el avance y éxito del proyecto serán los datos (secuencias de ADN, electroferogramas originales, y fotografías digitales) que se ingresen al sistema BOLD. Se enviará una clave de acceso al sistema BOLD al analista de la CONABIO encargado de dar seguimiento al proyecto para que pueda revisar toda la información ingresada. Para el informe parcial de actividades, que será entregado al término del sexto mes de duración del proyecto, se ingresarán por lo menos 350 registros al sistema BOLD, incluyendo la información de cada ejemplar, sus secuencias, electroferogramas originales, así como las fotografías de cada especie identificada. Para el informe final de actividades, que se entregará al final del último mes de duración del proyecto, se habrá incluido al sistema BOLD la información de los 1,000 ejemplares comprometidos. Junto con los informes de avance parcial y final se entregará un reporte generado por el sistema BOLD en archivo Excel en el que se mostrarán los avances en la incorporación de información relativa al proyecto.

PRESUPUESTO

Presupuesto Desglosado
1. HONORARIOS.

· Un técnico para el procesamiento del material entomológico, extracción del ADN genómico y amplificación y purificación del fragmento genético del código de barras (externo). Nivel pasante en Biología. $8,500 por 12 meses (Vladimir de Jesús Bonilla, se anexa CV) …………………………………… $102,000.00 MN








             SUBTOTAL $102,000.00 MN

2. REACTIVOS Y MATERIAL DE LABORATORIO

· Reactivos para extracción y amplificación de 1,000 muestras ….... $200,000.00 MN

· Criotubos estériles de rosca externa, 1.8 ml, 1800 unidades ….…… $15,243.00 MN






                           SUBTOTAL
 $215,243.00 MN

Nota: De acuerdo con los lineamientos establecidos por la CONABIO, el monto total solicitado en este proyecto para la extracción y amplificación del fragmento de ADN seleccionado es de $200.00 pesos MN por ejemplar. Además, se acepta la sugerencia de elevar el número de especimenes secuenciados a 1,000, por lo que la cantidad total requerida para realizar el trabajo de laboratorio es de $200,000 pesos MN. Se solicita también financiamiento para la compra de criotubos especiales para separar y almacenar los ejemplares recolectados en alcohol etílico al 95% y mantenerlos a -20˚C. Estos criotubos son indispensables para el éxito del proyecto, ya que están especialmente diseñados para resistir bajas temperaturas por largo tiempo, e impiden la filtración/evaporación del alcohol en el que se preservará el material entomológico.

3. EQUIPO

· 1 Anaquel para almacenamiento del material entomológico ……… $4,950.00 MN

· Cajas entomológicas de madera (10 unidades, $500 c/u) …………... $5,000.00 MN





                                                   SUBTOTAL
 $9,950.00 MN

4. VIATICOS PARA TRABAJO DE CAMPO 

· 4 Salidas al campo (gasolina, casetas, hospedaje y alimentación) a la Reserva de la Biosfera Chamela-Cuixmala. Tres personas, 11 días por salida…. $40,000.00 MN

SUBTOTAL $40,000.00 MN








       GRAN TOTAL $367,193.00 MN
Presupuesto Global
1. Honorarios
                                       $102,000.00 MN

2. Reactivos y material de laboratorio   $215,243.00 MN

3. Equipo                                                $9,950.00 MN

4. Viáticos
                                       $40,000.00 MN

 TOTAL
                                       $367,193.00 MN
RECURSOS INSTITUCIONALES, MATERIALES Y HUMANOS

El IB es miembro de la red MexBOL, y cuenta con la infraestructura necesaria para llevar a cabo la parte correspondiente a la extracción del ADN genómico y amplificación del fragmento genético a secuenciar (COI). La secuenciación de las muestras se llevará a cabo en el Candadian Centre for DNA Barcoding. EL IB cuenta con automóviles para realizar las salidas al campo.


Como parte del presupuesto solicitado, se solicita un salario para contratar a un técnico que realice el trabajo de laboratorio así como la separación y parte de la identificación del material entomológico recolectado, esto último bajo la supervisión del responsable del proyecto. El responsable del presente proyecto cuenta con un amplia trayectoria en el estudio de la sistemática de avispas bracónidas, especialmente en estudios de sistematica molecular (ver CV anexado), así como en la identificación taxonómica de miembros de la subfamilia Doryctinae.

DURACIÓN DEL PROYECTO

La duración del proyecto será de12 meses.

PROGRAMA DE TRABAJO

	ACTIVIDADES
	MESES

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	Salidas al campo*
	X
	
	X
	
	
	X
	
	
	X
	
	
	

	Separación de miembros de Doryctinae
	X
	
	X
	
	
	X
	
	
	X
	
	
	

	Separación de morfoespecies
	X
	X
	X
	X
	X
	X
	X
	X
	X
	X
	
	

	Trabajo de laboratorio (extracción de ADN genómico, amplificación y purificación del producto de PCR)
	
	X
	X
	X
	X
	X
	X
	X
	X
	X
	
	

	Envío de muestras para secuenciación
	
	
	
	X
	
	
	
	X
	
	X
	
	

	Edición de secuencias
	
	
	
	
	X
	X
	
	
	X
	X
	X
	X

	Análisis de datos
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	X
	X

	Incorporación de registros a base de datos del sistema BOLD†
	
	
	
	
	X
	X
	X
	X
	X
	X
	X
	X

	Toma de fotografías digitales
	
	X
	X
	X
	X
	X
	X
	X
	X
	X
	X
	

	Informe Parcial

(incorporación parcial de información al sistema Bold; 35% de los registros)
	
	
	
	
	
	X
	
	
	
	
	
	

	Informe Final  (incorporación de toda la información al sistema BOLD; 100% de los registros)
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	X


* Las salidas al campo se ajustarán de acuerdo con la fecha de asignación de recursos.

†  Ver número de registros ingresados en el sistema BOLD en la sección de indicadores de avance.
