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RESUMEN

La familia Culicidae son considerados vectores en la transmision de patdgenos, entre ellos
arbovirus referentes a los géneros Alphavirus (familia Togaviridae) y Flavivirus (familia
Flaviviridae), hemoparasitos como Plasmodium y parasitos como Dirofilaria immitis y
Wuchereria bancrofti. La amplia distribucion geogréafica de los mosquitos y las perturbaciones
antropogeénicas que influyen en la dinamica vector — hospedero, los convierte en un problema de
interés en salud publica, al facilitar la transmision de dichos patégenos. Por ello, una de las
principales tareas en estudios de eco-epidemiologia o deteccidn de patdgenos en enfermedades
transmitidas por vectores, es la identificacion de especies de mosquitos presentes en zonas
activas para patdgenos de importancia médica. Sin embargo, la taxonomia cléasica de mosquitos
presenta dificultades asociadas a la similitud morfoldgica en especies relacionadas
evolutivamente, la identificacién incompleta debido al dafio ocasionado al especimen durante su
captura, ademas del tiempo requerido si no se tiene la experiencia necesaria para la identificacion
de los mosquitos. Una alternativa para estudios rapidos en focos epidemioldgicos, es la
metodologia codigos de barras de ADN, la cual mediante un fragmento del gen mitocondrial
citocromo oxidasa | (COI) permite identificar las especies que habitan en un ecosistema y
generar informacion sobre posible riesgo epidemioldgico en cuanto a la transmisién de arbovirus
y/o protozoos presentes. En este sentido, este estudio evalud la secuencia propuesta como
codigos de barras - citocromo oxidasa | (COIl), los aspectos evolutivos, la diversidad genética y
la utilidad de la metodologia en la separacion de mosquitos potencialmente transmisores de
patogenos en 14 especies de nueve generos colectados en diferentes sitios del Norte de Cérdoba

(San Antero, San Bernardo y Puerto Escondido).



Palabras claves: Codigos de barras de ADN, Culicidae, Neighbor - Joining



ABSTRACT

The Culicidae family are considered as potential vectors for the transmission of pathogens,
including arboviruses related to the genera Alphavirus (family Togaviridae) and Flavivirus
(family Flaviviridae), hemoparasites such as Plasmodium and parasites such as Dirofilaria
immitis and Wuchereria bancrofti. The wide geographic distribution of mosquitoes and the
anthropogenic disturbances that influence the vector-host dynamics, make them a problem of
interest in public health, by facilitating the transmission of these pathogens. Therefore, one of the
main task in studies of eco-epidemiology or detection of pathogens in vector-borne diseases is
the identification of mosquito species present in active zones for pathogens of medical
importance. However, the classical taxonomy of mosquitoes present difficulties associated with
morphological similarity in evolutionarily related species, the incomplete identification due to
damage to the specimen during its capture, beside the required time if does not have the
experience necessary for the identification of mosquitoes. An alternative for rapid studies in
epidemiological outbreaks, is DNA Barcode methodology, which, through a fragment of the
mitochondrial cytochrome oxidase | (COI) gene allows the identification of species that inhabit
an ecosystem and to generate information on possible epidemiological risk regarding the
transmission of arboviruses and / or protozoa present. In this sense, this study evaluated the
proposed sequence as barcode — cytochrome oxidase | (COIl), evolutionary aspects, genetic
diversity and the usefulness of the methodology in the separation of mosquitoes potentially
transmitting pathogens in 14 species of nine genera collected in different sites in the North of

Cordoba (San Antero, San Bernardo and Puerto Escondido).
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INTRODUCCION

Los mosquitos son vectores en la transmision de maltiples patdgenos como arbovirus que a su
vez, presentan una amplia variedad de taxones de ARN. Se incluyen los pertenecientes al género
Alphavirus (familia Togaviridae); Flavivirus (familia Flaviviridae); Bunyavirus, Nairovirus y
Phlebovirus (familia Bunyaviridae); Orbivirus (familia Reoviridae); Vesiculovirus (familia
Rhabdoviridae) y Thogotovirus (familia Orthomyxoviridae) (Blagrove et al., 2016; Gould,
Higgs, Buckley, & Gritsun, 2006; Jones et al., 2008; Keesing et al., 2010), hemoparasitos como
Plasmodium (Cohuet et al., 2004; Mekuria et al., 1991) y parasitos como Dirofilaria immitis y
Wuchereria bancrofti (Licitra et al.. 2010; Lima et al., 2003; Magalhaes et al., 2008; Vezzani et

al., 2011).

Entre los objetivos de estudios entomoldgicos esta el proporcionar informacion sobre la
abundancia de mosquitos, determinar cambios y distribucion geogréfica de los vectores,
logrando asi generar medidas de prevencién y/o control sobre enfermedades emergentes y re-
emergentes (Tubaki et al., 2004). Sin embargo, las dificultades asociadas a la similitud
morfoldgica en especies relacionadas evolutivamente, identificacion incompleta debido al dafio
ocasionado al especimen durante su captura o el tiempo prolongado demandado si no se tiene la
experiencia necesaria resulta dificil el conocimiento oportuno sobre las especies presentes
(Cywinska et al., 2006; Kumar et al., 2007a). Es por esto, que una identificacion rapida y eficaz
de las especies de mosquitos en zonas activas para patégenos de importancia médica, es un paso
principal en posteriores medidas de prevencion (Cook et al., 2005; Taira et al., 2012). Hebert et

al., 2003 propuso el uso de cadigos de barras de ADN en la identificacion de especies de



animales a partir de una region estandarizada (aproximadamente 700 pb) perteneciente al gen
mitocondrial citocromo oxidasa | (COI) (Ashfaq et al., 2014; Cywinska et al., 2006; Hebert et
al., 2004). Esta alternativa ha permitido la identificacion y separacion de una amplia gama de
artrépodos hemat6fagos de importancia médica incluyendo Phlebotominae (Hoyos-Lopez et al.,
2012), Simuliidae (Rivera & Currie, 2009), Tabanidae (Cywinska et al., 2010), y
Ceratopogonidae (Augot et al., 2013). Los cddigos de barras de ADN también se han utilizado en
estudios sobre complejos de especies en mosquitos (Kumar et al., 2012), identificacion de
potenciales vectores de arbovirus y confirmacion de las especies (Gémez et al., 2013; Ruiz et al.,

2010).

Se han publicado estudios para la identificacidn de culicidos aplicando cddigos de barras de
ADN, como el de Batovska et al., 2016, quienes mediante el uso de codigos de barras de ADN
para la identificacién de mosquitos pertenecientes a la familia Culicidae en el sureste de
Australia, lograron separar e identificar 113 especimenes representados por 29 especies, seis
tribus y 12 géneros, ademas de demostrar la eficacia de la técnica al corroborar la especie
Macleaya macmillani, la cual fue identificada como Macleaya tremula mediante claves
morfoldgicas (Batovska et al., 2016) o el de Laurito et al., 2013, en el que emplearon secuencias
del gen mitocondrial citocromo oxidasa | (COI) en adultos de especies Culex (Culex) de
Argentina y Brasil para evaluar la identificacion de especies y poner a prueba la utilidad del gen

mitocondrial COIl para los cddigos de barras de ADN (Laurito et al., 2013).

En nuestro estudio se identificd la secuencia propuesta como cddigos de barras - citocromo
oxidasa | (COI) - para 186 especimenes representados por nueve géneros y 14 especies
colectados en diferentes sitios de la costa del Caribe Colombiano con presencia de Flavivirus y

Alphavirus en el Norte de Cordoba (Puerto Escondido, San Bernardo del Viento y San Antero).



Se determinaron los aspectos evolutivos y la diversidad genética en las especies colectadas y la
utilidad de la metodologia codigos de barras de ADN en la separacion de especies

potencialmente transmisores de patdgenos de importancia médica.



1. Problema

1.1 Titulo

EVALUACION DEL MARCADOR MOLECULAR CITOCROMO OXIDASA I “CODIGOS
DE BARRAS DE ADN” EN MOSQUITOS DE IMPORTANCIA MEDICA EN ZONAS

COSTERAS DEL DEPARTAMENTO DE CORDOBA.

1.2 Planteamiento del problema

Los seres humanos y animales infectados por arbovirus, pueden sufrir infecciones que van desde
subclinicos o leves a febriles, encefalicos 0 hemorréagicos con una proporcién significativa de
muertes, a diferencia de los artropodos infectados, puesto que no muestran signos detectables de
enfermedad, a pesar de que el virus puede permanecer en el artropodo durante toda la vida

(Liang et al.,2015).

Entre los patdgenos de importancia a nivel de salud publica estan los arbovirus del género
Alphavirus, el cual lo conforman virus como el de Encefalitis Equina Venezolana (VEEV), Virus
de Encefalitis Equina del Este (VEEE), Virus de Encefalitis Equina del Oeste (VWEE),
Chikungunya, Mayaro, entre otros (Borucki, 2010; Ferro et al., 2003; Forrester et al., 2014;
Mufioz & Navarro, 2012; Smith et al., 2007) y los del género Flavivirus, entre los cuales se
encuentran los Virus del Nilo Occidental (WNV), Virus de Dengue (DENV), Virus Zika (ZIKV),

Virus de Fiebre Amarilla (YFV), Virus Usutu (USUV), Virus de Encefalitis de San Luis (SLEV)



entre otros (Moulis et al., 2015; Petersen et al., 2015; Vorou, 2016), hemoparasitos como
Plasmodium (Cohuet et al., 2004; Mekuria et al., 1991) y parasitos como Dirofilaria immitis y
Wuchereria bancrofti (Licitra et al., 2010; Lima et al., 2003; Magalhaes et al., 2008; Vezzani et
al., 2011). Durante los estudios de estos patdgenos se pudo determinar que entre los mosquitos
implicados en su transmision estaban las hembras de las especies Aedes (Oc.) taeniorhynchus, A.
(Oc.) sollicitans, Psorophora confinnis, Culex (Deinocerites) pseudes, Mansonia indubitans,
Mansonia titillans y Culex (Melanoconion) spp. (Kenney et al., 2012; Quiroz et al., 2009; Smith

etal., 2007).

La identificacion de culicidos mediante claves dicotémicas ha sido el método estandar
convencional, sin embargo, la existencia de similitud morfoldgica entre especies relacionadas
evolutivamente, evidenciando especies cripticas o hermanas, la identificacion incompleta debido
al dafio ocasionado al especimen durante su captura y el tiempo prolongado demandado debido a
la poca experiencia en la identificacion de culicidos han limitado el empleo de dichas técnicas
convencionales (Chan et al., 2014; Harbach, 2007). Debido a esto, se genera la necesidad de
utilizar metodologias diferentes que sean capaces de solucionar dichos inconvenientes (Besansky

etal.,, 2003; Chan et al., 2014; Jinbo et al., 2011).



1.2.1 Formulacion del problema.

¢Es el empleo de codigos de barras de ADN una alternativa viable para la identificacion de
culicidos en tres areas costeras del Norte de Cordoba activas para patdgenos de importancia

medica?

1.3 Justificacién

Las metodologias manejadas en biologia molecular han sido de utilidad en la identificacion de
individuos y especies, puesto que se puede obtener la informacion genética a partir de un
pequefio fragmento del organismo (Helmersson, 2013). El uso de cddigos de barras de ADN ha
permitido suplir ciertas limitaciones que presenta la identificacion morfoldgica de las especies; al
complementar, corroborar y reconocer nuevas especies, las cuales se almacenan en bases de
datos como BOLD o GenBank, ademas de estudiar complejos de especies y conocer la riqueza
bioldgica de las especies circulando en diferentes zonas geogréaficas (Bourke et al., 2013; Rozo-

Lopez & Mengual, 2015; Ruiz-Lopez et al., 2013).

La metodologia codigos de barras de ADN se ha probado en multiples estudios para identificar y
discriminar especies de dificil separacion morfoldgica en zonas activas de transmision de
enfermedades y en hemipteros y dipteros como Tabanidae (Banerjee et al., 2015; Cywinska et
al., 2010), Triatominae (Pagotto et al., 2013), Simuliidae (Ondrejicka et al., 2014; Rivera &
Currie, 2009), Phlebotominae (Contreras-Gutierrrez et al., 2013; Kumar et al., 2012; Pinto et al.,

2015) y Calliphoridae (Solano et al., 2013). En estos estudios, el uso de la metodologia de



cddigos de barras de ADN permitié disipar las dificultades relacionadas con la identificacion
taxondmica, ademas de identificar y descubrir la diversidad criptica encontrada en especies
pertenecientes a estas familias, reconociendo asi la validez de la metodologia de codigos de

barras de ADN.

En mosquitos se ha observado un avance en la tipificacion molecular de especies implicadas a
nivel epidemioldgico en paises como India (Kumar et al., 2007a), Pakistan (Ashfaq et al., 2014),
Argentina (Diaz-Nieto et al., 2013) y China (Wang et al., 2012), entre otros paises, ademas de ser
usado en la separacion de complejos de especies (Conn et al., 2012; Moreno et al., 2013) y en la

identificacion de potenciales vectores de arbovirus (Golding et al., 2012).

En Colombia se han reportado casos de arbovirus que implican vigilancia entomolégica en
géneros y subgéneros de dificil identificacion taxonémica (Hoyos-Lépez et al., 2016). En este
sentido, rapidos inventarios de diversidad en zonas activas son necesarios para identificar
posibles vectores e incriminarlos o estudiar su ecologia para determinar aspectos asociados al
ciclo de transmision de patdégenos emergentes y re-emergentes (Hoyos-L06pez et al., 2015; Rozo-

Lopez & Mengual, 2015).



1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general.

Evaluar el marcador molecular citocromo oxidasa | “cédigos de barras de ADN” en mosquitos

de importancia médica en zonas costeras del departamento de cordoba.

1.4.2 Objetivos especificos.

Con soporte de la metodologia cddigos de barras de ADN esta tesis pretende especificamente:

Discriminar las especies de culicidos potencialmente transmisores de patdégenos de
importancia clinico-veterinaria de acuerdo a claves morfoldgicas y codigos de barra de

ADN.

Determinar aspectos evolutivos del marcador COIl — codigos de barras de ADN en las

secuencias tipificadas para las especies identificadas.

Estimar la diversidad genética de los mosquitos identificadas mediante el marcador

molecular COI-codigos de barras de ADN.



2. Marco Referencial

2.1 Antecedentes

Entre los estudios de cddigos de barra de ADN que avalan el uso de dicha técnica, esté el de
Cywinska et al., 2006, quienes emplearon el gen mitocondrial citocromo oxidasa | para generar
los primeros codigos de barras de ADN en 37 especies de mosquitos canadienses (Diptera:
Culicidae) de las provincias de Ontario y New Brunswick. Obtuvieron un fragmento de 617 pb
del extremo 5 'de la region COI, determinando un total de 302 secuencias. Las secuencias de
cada especie de mosquito formaron grupos con una estrecha cohesién. Las divergencias de la
secuencia CO1 fueron, en promedio, casi 20 veces mas altas para las especies congenéricas que
para los miembros de una especie; Las divergencias entre las especies congenéricas fueron del
10,4% (rango 0,2 - 17,2%), mientras que las de los congéneres promediaron 0,5% (rango 0,0 -
3,9%). Como conclusion, lograron recuperar y alinear el fragmento COI de todas las especies de
mosquitos analizadas. Ademas, de detectar un posible pseudogén nuclear en la especie Culex
restuans. Los especimenes formaron clusters distintivos y las divergencias de codigos de barras
de ADN fueron relativamente grandes entre taxones. Por ultimo, los limites de las especies eran

congruentes con los establecidos por el trabajo taxondmico morfologico (Cywinska et al., 2006).

Kumar et al., 2007 realizaron un estudio para construir codigos de barras de ADN para varias
especies de mosquitos predominantes en la India, que incluia especies vectoriales principales. Se

usaron en total 111 ejemplares de mosquitos pertenecientes a 15 géneros y 63 especies



identificados morfologicamente. El enfoque de codigos de barras — COI- logro identificar 62
especies entre ellos, en confirmacion con la taxonomia convencional. Sin embargo, dos especies
estrechamente relacionadas, Oc. portonovoensis y Oc. wardi no se lograron diferenciar, puesto
que sus linajes indicaron divergencia genética insignificante (distancia genética de Kimura a dos

pardmetros = 0,0043) (Kumar et al., 2007b).

Wang et al., 2012 emplearon codigos de barras de ADN para la subunidad 1 del gen mitocondrial
COl en especies de mosquitos mas comunes y de importancia epidemioldgica en ocho provincias
de China. Se recolectaron 404 especimenes, a los cuales posterior a un proceso de extraccion y
empleo de primers los cuales amplifican para el gen COIl se determino un total de 15 géneros y
122 especies de acuerdo a sus caracteristicas morfoldgicas. Adicional determinaron las especies
que se encontraban estrechamente relacionadas generando un Neighbor-Joining, el cual se basa
en el criterio minimo de evolucidn. La divergencia observada en las secuencias del gen COI fue
aproximadamente 30 veces mayor para las especies del mismo género que para los miembros de
la misma especie. La divergencia en mas de 98% de las especies congéneres varié de 2,3% a
21,8%, mientras que la divergencia en los individuos conespecificos varié de 0% a 1,67% (Wang

etal., 2012).

Laurito et al., 2013 utilizaron secuencias del gen mitocondrial COI en adultos de 22 especies de
Culex (Culex) de Argentina y Brasil para evaluar la identificacion de las especies y probar la
utilidad del COI para cddigos de barras de ADN utilizando el mejor algoritmo de coincidencia
cercana best-match. Construyeron una matriz de distancia usando el algoritmo de Kimura 2
parametros, incluyendo las distancias intra e interespecificas para 71 secuencias de codigos de
barras COI. De los 12 linajes recuperados, cinco especies fueron morfolégicamente confirmadas

(Cx. acharistus, Cx. chidesteri, Cx. dolosus, Cx. lygrus y Cx. saltanensis) con divergencias



intraespecificas inferiores al 1,75%. Cx. bilineatus es formalmente resucitado de la sinonimia de
Cx. dolosus Cx. maxi, Cx. surinamensis y especies incluidas dentro del grupo Coronator se
agruparon en un linaje sin resolver. La distancia intraespecifica de Cx. pipiens (3%) fue casi el
doble de la interespecifica entre ella y Cx. quinquefasciatus (1,6%). Con respecto a los criterios
de best-match, cddigos de barras de COI identificd con éxito el 69% de todas las especies. Las
demaés secuencias permanecieron como ambiguamente, erréneas y no identificadas y con
respecto a las especies del género Culex, codigos de barras COI no contiene suficiente

informacion para distinguir (Laurito et al., 2013).

Trabajo similar se realiz6 en la Universidad de Osmania, India, en donde Daravath et al., 2013
amplificaron el gen COIl a partir de extractos de ADN de mosquitos de Aedes albopictus criados
en laboratorio bajo especificas condiciones. Posteriormente, el producto de la PCR fue
secuenciado y sometido al banco de genes del NCBI, evidenciando 100% de similitud del gen
COl con especies de Aedes albopictus situados en diferentes zonas geograficas como
Pondicherry, Karnataka y Hyderabad, aunque encontraron una variacién distinguibles en sus
frecuencias porcentuales de aminoacidos. Se pudo concluir que los mosquitos de Aedes
albopictus son morfolégicamente similares en todas las regiones pero diferentes a nivel
molecular y presumen que el gen COI puede ser ligeramente diferente a nivel de aminoacidos de
las respectivas especies que se puedan clasificar sobre la base de cddigos de barras de ADN, pero

las caracteristicas fenotipicas generales no ha cambiado (Daravath et al., 2013).

Otra demostracion de la importancia en la aplicacion de codigos de barras de ADN es el
realizado por Ashfaq et al., 2014 al analizar la diversidad de mosquitos (Diptera: Culicidae) en
Pakistan mediante codigos de barras de ADN. En este estudio recolectaron 1684 mosquitos en

450 centros urbanos y rurales de Pujab y Khyber Pakhtunkhwa durante un periodo comprendido



entre 2010-2013, los cuales se clasificaron de acuerdo a claves taxondmicas. Posteriormente,
procedieron con la parte molecular (Extraccion y PCR de los especimenes), en este paso para la
amplificacion de la region del gen COI-5’ se usaron pares de primers C_LepFolF (combinacion
de LepF1+LCO1490)/C_LepFolR (combinacion de LepR1+HC02198). Luego el amplicon de
ser secuenciado y comparado con las secuencias reportadas en la base de datos GenBank reveld
32 especies con predominio de la especie Culex quinquefasciatus (61% de la coleccién), el
género Aedes (Stegomyia) compuesta por 15% de los especimenes, representado por seis taxa
con las dos especies vectores de dengue, Ae. albopictus y Ae. aegypti, dominante y ampliamente
distribuido y Anopheles constituy6 otro 6% de los especimenes con dominio de la especie An.
subpictus. La divergencia de secuencias en las muestras de la misma especie oscilé entre 0-2.4%,
mientras que las especies congéneres evidencio 2.3-17.8% de divergencia y se comprobd que Ae.
aegypti y Ae. albopictus fueron las especies dominante, encontrandose tanto en zonas rurales
como urbanos. Por Gltimo paso, llegaron a la conclusion que la metodologia de codigos de barras
de ADN representa una herramienta importante al ser capaz de diferenciar especies a pesar de
sus minimas variaciones morfolégicas y permitir el seguimiento de las poblaciones denominadas
como vectores en la transmision de patdgenos de importancia epidemiolégica (Ashfaq et al.,

2014).

Investigacion semejante se evidencia en el trabajo de Batovska et al. 2016 decidieron realizar la
identificacion molecular de mosquitos (Diptera: Culicidae) en el sureste de Australia aplicando
cddigos de barra. En este estudio se capturaron 113 especimenes, que, de acuerdo a claves
morfoldgicas representaban 12 géneros y 26 especies colectados en el estado de Victoria,
Australia. Luego de un proceso de extraccion de ADN, procedieron con la PCR, el cual

manejaron los pares de primers considerados como universales para el gen mitocondrial COl,



LCO1490/HC02198, quienes amplificaron una secuencia de 648 pb. Luego de su secuenciacion
y comparado con la informacidn encontrada en la base de datos GenBank, se evidenci6 que el
andlisis de Neighbor-Joining revelaron la presencia de 29 especies agrupadas por separado, a
excepcion de Cx. quinquefasciatus y Cx. pipiens especie molestus, y Cx. australicus y Cx.
globocoxitus. Estas cuatro especies son parte del subgrupo Cx. pipiens, mientras que Cx.
quinquefasciatus, Cx. pipiens especie molestus y Cx. australicus forman el complejo Culex con
distancias entre las misma especie y congéneres promedio fue de 0,8% y 7,6%, respectivamente,
también demostraron la eficacia de los cddigos de barras de ADN al distinguir especies exdéticas
de mosquitos endémicas al identificar un huevo Stegomyia aegypti interceptado en uno de los
sitios de muestreo. Por lo que concluyeron que el uso de cddigos de barras de ADN es una
herramienta eficaz al reducir el tiempo requerido en la identificacion de especies en el
laboratorio, eliminando los errores evidenciados al aplicar técnicas convencionales en la

clasificacion de los especimenes (Batovska et al., 2016).

A nivel nacional, estudios relacionados con codigos de barra en Culicidos es reducida, sin
embargo se pueden apreciar trabajos como el de Hoyos, Roman, Castafio y Gallego en el 2015,
el cual se basaron en la implementacion de codigos de barras de ADN para la tipificacion de
culicidos inmaduros de Armenia y Circasia (Quindio, Colombia). Las muestras usadas fueron 56
formas inmaduras de culicidos morfologicamente identificadas como: Aedes (Stegomyia)
aegypti, Culex (Culex) quinquefasciatus, Cx. (Phenacomyia) corniger, Cx. (Culex) nigripalpus y
Cx. (Culex) grupo Coronator en criaderos de zonas urbanas en Armenia y Circasia.
Posteriormente se estimo la diversidad genética, distancias genéticas intra/inter-especie y

dendograma de “Neighbor-Joining”. Los resultados obtenidos lograron discernir la separacion de



los mosquitos y deducir el potencial uso del marcador en genética de poblaciones. Aunque, las
especies del grupo Coronator — subgénero Culex, no ofreci¢ informacion conveniente para su
discriminacién taxondmica. A nivel epidemioldgico, las especies identificadas presentan
antecedentes en la transmision de alfavirus y flavivirus emergentes de interés en la salud publica
colombiana donde el uso de codigos de barras de ADN puede facilitar estudios de ecologia de
mosquitos en &reas urbanas y la vigilancia epidemioldgica de patdgenos emergentes (Hoyos-

Lépez et al., 2015).

Estudio afin se presenta con el de Rozo-Lopez y Mengual et al., 2015, al trabajar con especies de
mosquitos (Diptera, Culicidae) en tres ecosistemas de los Andes colombianos e identificacion a
través de cddigos de barras de ADN y la morfologia de los adultos. Un total de 22 especies de
mosquitos de ocho géneros y 11 subgéneros fueron identificadas mediante las combinaciones de
metodologias morfoldgicas y moleculares. Obtuvieron 77 secuencias de codigos de barras con 16
especies presentadas como nuevos registros de bases de datos publicas y analizaron la utilidad de
los cddigos de barras de ADN para discriminar especies de mosquitos del neotrépico mediante la
compilacion de 1.292 secuencias de un total de 133 especies y el uso de los métodos basados en
“neighbor-joining” y maxima verosimilitud. De acuerdo a los resultados, concluyen que las dos
metodologias proporcionan resultados similares mediante la resolucion de 105 especies de
mosquitos separados en grupos distintos, lo que evidencian la importancia de combinar
metodologias morfoldgicos clasicos con herramientas moleculares para identificar con precisién

los mosquitos de Colombia (Rozo-Lopez & Mengual, 2015).

Otro reporte registrado fue el de Zamora, Castafio y Hoyos en el 2015 al usar c6digos de barras
de ADN en la identificacion de Aedes (Stegomyia) albopictus (Diptera: Culicidae) en la Tebaida

(Quindio, Colombia). Un total de 55 especimenes en fase inmadura y 5 pupas de Aedes



colectadas en llantas usadas como ovitrampas en un remanente de plantas de guadua en zona
rural de Tebaida. Se registraron las primeras secuencias para 13 especimenes de Ae. albopictus,
identificando un origen asiatico (Singapur) y evidenciando la utilidad de este método en la
identificacion molecular. En Colombia, estas secuencias pueden ser usadas para estudios en flujo
de genes en otras poblaciones de mosquitos, ecologia e incriminacion vectorial en brotes

epidémicos de arbovirus emergentes y re-emergentes (Zamora-Delgado et al., 2015).



2.2 Estado del Arte.

2.2.1 Familia Culicidae.

Los mosquitos culicidos (Diptera: Culicidae) se han relacionado como vectores en la transmision
biol6gica de una variedad de patdgenos causales de enfermedades importantes en salud pablica
(Bueno-Mari, 2013). Son un grupo abundante que de acuerdo a su clasificacion, pertenecen a la
orden de los Dipteros, suborden Nematocera, Infraorden Culicomorpha y superfamilia
Culicoidea, ademas presenta dos grandes subfamilias (Anophelinae y Culicinae), 113 géneros y
3555 especies, que se encuentran por lo general distribuidos en zonas templadas y tropicales a
nivel mundial (Tabla 1) (Harbach, 2008a). La subfamilia Anophelinae esta representada por tres
géneros y Culicinae por 110 géneros distribuidos en 11 tribus, de los cuales s6lo Aedini, Culicini,
Culisetini, Mansoniini, Orthopodomyini y Uranotaeniini presentan representantes europeos
(Chordé, 2014). A pesar de los multiples trabajos dirigidos a esta familia, se tiene poco
conocimiento en la distribucion e historia evolutiva de estos mosquitos, particularmente en zonas
silvestres ha limitado en el transporte de informacién que podria cooperar con la implementacion
de vigilancia en enfermedades emergentes y re emergentes transmitidas por vectores y contribuir
en la expansién del panorama que se tiene sobre la distribucion geografica de esta poblacién
(Méndez-Lépez et al., 2016). Su reproduccion se efectta en climas calidos, humedos y de baja

altitud sobre el nivel del mar (Weaver & Reisen, 2010).



Tabla 1. Lista de las tribus de mosquitos y sus géneros representativos. Los géneros mas

importantes desde el punto de vista médico son en negrita. Tomado de Bosco, 2013

Subfamilia Tribu Género representativo
Anophelinae Anophelini Anopheles. Bironella,
Chagasia
Culicinae Aedini* Aedes, Haemagogus,
Ochlertatus, Psorophora,
Armigeres, Stegomyia,
Belkinius, kompia, Bothaella,
Collessius, Finlaya, Udaya,
Scutomyia, Opifex, etc.
Culicini Culex, Deinocerites,
Galindomyia
Aedeomyiini Aedeomyia
Culisetini Culiseta
Ficalbiini Ficalbia, Mimomyia
Hodgesiini Hodgesia
Mansoniini Coquilletidia, Mansonia
Orthopodomyniini Orthopodomyia
Sabethini Sabethes, Trichoprosopon,

Uranotaeniini
Toxorhynchitinae

Wyeomyia, Isostomyia,
Topomyia, Shannoniana,
Johnbelkinia, Kimia, Limatus,
Malaya, Maorigoeldia,
Onirion, Runchomyia,

Tripteroides
Uranotaenia
Toxorhynchites

*Hay 82 géneros de Aedini, pero sélo 14 géneros representativos se enumeran

Entre su morfologia, los adultos de esta familia son pequefios (3.0-9.0 mm de largo) con cuerpo,
patas y alas alargadas con patron caracteristico de venas uniformes, superficie cubierta de
escamas, setas Y fina pilosidad lo que proporciona patrones de ornamentacion siendo
caracteristicos para cada especie, de cabeza pequefia, ocelos ausentes, probdscide prominente
adaptada para picar en hembras, piezas bucales tipo estilete, antenas largas y filamentosas con

escapo pequefio, pedicelo globoso y 13 delgados flagelomeros; térax ovoide, ancho a nivel



dorsal y generalmente con escamas, mesonoto con marcas de color; escutelo corto mayormente

arqueado o trilobulado (Figura 1) (Marin et al., 2009; Tantely et al., 2016).

A- Antena

C: Coxa

CE: Ojo compuesto
CL: Una

Clp: Clipeo

CoF: Faceta comeal
Fe: Fémur

Fl: Flagelo

FLm: Flagelomero
Fr: Frontal

IS: Espacio interocular
Lb: Labio

MPip: Paipo maxilar

Oce: Oceipiral
OL: Linea ocular
P: Probozcide
Pe: Pedicelo

Plp: Palpdmerc
Sc: Scape

Ta: Tarso

Ta,,: Tarzomero
Ti: Tibia

Tr: Trocanter

V: Veértice

La. Labela

Figura 1. Anatomia externa en culicidos adulto (A, B) Estructura del aparato bucal y antenas;

(C) Estructura de la cabeza; (D) Estructura de las patas. Tomado de Chordé, 2014.

En cuanto a la forma inmadura, las larvas presentan cuatro estadios, donde se encuentran 193

pares de setas simétricas sin contar las piezas bucales, distribuidas asi: seis en la antena, 19 en la

cabeza, 15 en el protdrax, 14 en el mesotdrax, 13 en el metatorax, 12 en el segmento abdominal

I, 15 en los segmentos abdominales I1-V11, siete en el segmento abdominal VII11, 13 en el sifon o



en la placa pectinada si son anofelinos y en el aparato espiracular, y cuatro en el segmento
abdominal X, de las cuales tienen mayor importancia taxondmica las localizadas en la cabeza, en
el sifon y en los segmentos V111 'y X del abdomen (Harbach, 2008a) (Figura 2). De las 19 pares
de setas encontradas en la cabeza, solo las siete primeras, encontradas en la parte dorsal (1C-7C)
se usan para su identificacion, por el contrario, las setas ubicadas en la cara ventral (11C-17C) y
las setas dorsales (8C-10C) carecen de importancia taxonémica (Harbach, 2007, 2008a). Otra
clave de valor taxondmico son las setas encontradas en las antenas, de las cuales la 1A es la de
mayor importancia, ya que su ubicacion (mitad basal o mitad apical) como el nimero de ramas
(simples o ramificadas) y su ornamentacion (lisa o espiculada) son usadas en las principales
claves de identificacion, debido a que su forma varia entre géneros y especies. En cuanto al térax
y abdomen, actualmente se utilizan las setas 1P, 2P, 3P, 7P y las setas de los segmentos I, IV y X
como claves taxondmicas, puesto que su forma y distribucion varia entre especies. Ahora bien,
tanto para las especies de la familia Culicinae como para Anophelinae, en el segmento VIII se
encuentra el aparato espiracular (aparato respiratorio), el cual tiene un peine abdominal en ambos
lados, que puede descansar sobre una placa esclerotizada (género Aedeomyia y casi todas las
especies del género Uranotaenia) o directamente sobre el tegumento (las demas especies) y su
disposicion, numero y forma de dientes representan un gran valor taxonémico, especialmente en

los géneros Aedes y Ochlerotatus (Chordé, 2014).
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Figura 2. Anatomia general de la larva en culicidos. (vista general) y posicion adoptada sobre la

pelicula superficial. Tomado de Chorda, 2014.

A pesar de almacenar gran cantidad de caracteres taxonémicos, esta fase se emplea poco en la
identificacion, solo su quetotaxia es usada para distinguir especies que morfoldgicamente son
muy similares en la fase larval y adulto. Su establecimiento se da en una amplia variedad de
micro habitats entre aguas estancadas o permanentes (Figura 3) (Barajas et al., 2013; Gonzalez

et al., 2016; Wolf, 2006).



Figura 3. Anatomia general de la pupa en culicidos. (vista lateral). Tomado de Chorda, 2014.

De acuerdo a la biologia y evolucion de cada especie, se pueden encontrar algunas cuyos
estrictos requerimientos ecoldgicos limitan su poblacién y las asocian a determinados ambientes
y/o colecciones hidricas y otras especies capaces de habitar cualquier tipo de ambientes (Chorda,
2014), debido a su abundancia relativa en multiples paises y distribucion indica que estos Gltimos
han presentado mayor éxito evolutivo, al manejar gran plasticidad ecolégica pueden completar
una cantidad de ciclos bioldgicos, lo que aumentaria el nimero de generaciones al afio (Harbach

etal., 2012).

Entre las enfermedades con gran trascendencia a nivel mundial transmitidas por estos mosquitos
esta la malaria o paludismo que es causada por el protozoo del género Plasmodium con
estimacion a padecerla 3200 millones de personas (Garcia et al., 2010; Padilla & Montoya,
2011), dengue que actualmente constituye una de las patologias de mayor impacto globalmente
con referencia a morbilidad, mortalidad y afectacion economica (Guzman et al., 2010; Martinez,
2008; Stanaway et al., 2016) y se les ha involucrado con la transmision de Encefalitis Equina

Venezolana ocasionado por el arbovirus que lleva el mismo nombre (Fritz, 2005). Su



distribucion y presencia de arbovirus estan delimitadas por factores determinantes como
temperatura, lluvia, barreras geograficas, humedad, topografia, huéspedes y agentes causales que
influyen en la transmision de los virus por sus vectores (Marquetti-Fernandez et al., 2013; Torres
et al., 2015). A nivel regional, Hoyos et al., 2016 detectaron mediante la metodologia de RT-
PCR la presencia de arbovirus pertenecientes a los géneros Flavivirus y Alphavirus en mosquitos
de una zona rural de San Bernardo del Viento (Cérdoba, Monteria). Entre los arbovirus
encontrados, corresponden al género flavivirus Virus del Dengue, Virus del Nilo Occidental,
Virus de Encefalitis de San Luis y el virus de la Fiebre Amarilla y para el género alfavirus esta
la Encefalitis Equina Venezolana encontrado en los especimenes de Culex, Ps. confinnis, De.
atlanticus aff., Ae. scapularis y Ma. titillans, facilitando la transmisién de estos virus a

reservorios y humanos, lo que podria generar un brote epidémico (Hoyos-L6pez et al. 2016).

2.2.2.1 Aedes.

Mosquitos de este género estan involucrados en la transmision de maltiples virus como dengue,
chikungufa, Zika, EEE, WEE, EEV, entre otros. EI mosquito Aedes (Stegomyia) albopictus es
considerado vector de importancia en salud publica al ser la tercera especie mas invasiva a nivel
mundial, después de Aedes aegypti y Culex pipens (Paupy et al., 2009). Esta especie originaria
en los bosques del sudeste de Asia progresivamente se fue adaptando a ambientes
antropogénicos con capacidad de reproducirse de manera continua y sobrevivir a temperaturas
por encima de 10°C y llegar hasta los 5°C debido a su capacidad de sintetizar una alta cantidad

de lipidos, de acuerdo a estudios realizados para poblaciones de esta especie (Delatte et al., 2009;



Kobayashi et al., 2002). Otra especie considerada como sospechosa en la transmision del VEEV
es Aedes (Protomacleaya) triseriatus, quienes se vio involucrado en serios casos de encefalitis,
sobre todo en pediatricos en América del Norte al reportar 42 — 172 casos anualmente entre los
afios 1960 — 1990, sin embargo su transmision no es tan comun como Aedes (Stegomyia)
albopictus, también se han denominado como potenciales vectores de EEEV, WEEV, DENV y
SLEV (Tabla 2), ademas de otras especies como Ae. sollicitans, Ae. scapularis y Ae. thelcter

(McJunkin et al., 2001; Medlock et al., 2012; Styer et al., 2007).

Tabla 2. Mosquitos del género Aedes como posibles y confirmados vectores en la transmision de

patogenos, Tomado de Medlock. 2011.

Patogenos azgypti  albopictus  atropalpus japenicus  korsicus  friseriaius
Viruz Alphavirys Chilmguya

Encefalitiz
Euina del
Este
La Crosse ]
Encefalitiz
Equina
Wenezolana
Encefalitis
Equina del
Oeste
Flavivirus  Dengue |
Encefalitiz
Japonesa
Encefzlitis
de San Lws
Virns Nilo
del Oeste

Fiebre -
Amazrilla
Zika

Bunyavirus  Jamestown

Canyon

MNematodos Dirgfilaria D imonitis v
D). repens

- Wector probado en campo

Hallades infectados en estudics de campo v laboratorio con potencial de papel vectorial, pero no probade
En campo

Solo los estudios de competencia de laboratorio que hayan demostrado una participacicn potencial en la
transmision

I:l Mo vector o no conocido



2.2.2.2 Anopheles.

Los mosquitos de este género estan relacionados con la transmision de multiples patégenos, ya
sean parasitos como Plasmodium, causante de la malaria, Wuchereria bancrofti y Brugia malayi,
responsables de la filariosis linfatica y virus causantes de la EEV y O’nyong’nyong (Afrane et
al., 2013). Se conoce aproximadamente 460 mosquitos de este género, los cuales cerca de 100
especies actian como vectores en la transmision de enfermedades a humanos o animales. Dentro
de las caracteristicas del ciclo de vida de estos mosquitos esta la tasa de picadura, la duracion del
ciclo gonotrofico, fecundativo y la supervivencia y desarrollo de los estados inmaduros y
adultos, los cuales pueden verse afectados por diversos factores como el cambio climatico,
cambios ambientales, que a su vez alteran el ciclo de transmisidn de las diversas enfermedades

(Depinay et al., 2004).

Las condiciones climaticas pueden afectar la fisiologia de estas especies; en la fase inmadura, el
desarrollo larval es detenido a temperaturas por debajo de 18°C, lo que aumenta el riesgo de
muerte; pero al aumentar su temperatura debido al cambio climatico, las larvas culminarian su
desarrollo en menor tiempo y consecuentemente aumentaria el nimero de descendencia
(Godfray, 2013). En cuanto al estado adulto, un incremento en la temperatura podria acelerar su
digestion de ingesta sanguinea, aumentando asi la tasa de picadura, tasa de fecundidad y

reproductividad (Afrane et al., 2008; Afrane et al., 2006).



2.2.2.3 Culex

Especies de este subgénero se encuentran implicadas como vectores principales en la transmision
enzodtica del arbovirus de EEV, EEE y del WNV (Cupp et al., 2007; Williams & Savage, 2009).
El ciclo enzodtico regularmente se produce en bosques intactos, con pozos estables y presencia
de especificas plantas acuéticas requeridas para el desarrollo larval (Kenney et al., 2012).
Estudios de identificacidn realizados en diferentes zonas de Ecuador, Bolivia y Pert han
reportado la propagacion de los subtipos ID e IE, los cuales afectan a especies silvestres (Aguilar
et al., 2009). Las especies incluidas como principales transmisores de EEV estan Culex spissipes
(Theobald), Culex dunni Dyar (Bolivia) y Culex (Mel) pedroi, Culex. (Mel) adamesi y Culex.

(Mel) vomerifer (Colombia) (Berti et al., 2013).

La especie Cx. (Melanoconion) erraticus presenta un amplio grupo de animales de orden de
mamiferos, aves, reptiles y al menos un anfibio dentro de su ciclo alimenticio, ademés de estar
implicados como vectores en la transmision de la variante IC del virus de EEV (Mendenhall et
al., 2012). Otra especie transmisora de este virus y otros patdgenos es Culex quinquefasciatus,
quienes se desarrollan en aguas estancadas, ricas en materia organica, con amplia distribucion
altitudinal, registrando en Colombia un extenso rango de altitud comprendido entre 0 hasta 2600
msnm (Garcia et al., 2010). En cuanto a los especimenes adultos hembras del género son dificiles
de identificar entre especies, debido a que son altamente conservadas a nivel morfologico,
adicional a estos inconvenientes se anexan los agravantes por las técnicas de captura 'y
manipulacion, pues dafian o deterioran los caracteres externos de utilidad para su identificacion

(Williams & Savage, 2011).



2.2.2 Arbovirus.

Son virus transmitidos por una variedad de vectores hematdfagos tales como Culicidae
(mosquitos), Simuliidae (moscas negras), Cimicidae (chinches), Phthiraptera (piojos), Acari
(&caros) e Ixodoidea (garrapatas) a huéspedes vertebrados y a causa de la distribucion geogréfica
de dichos vectores, los arbovirus exhiben gran dispersion a nivel global (Weaver & Reisen,
2010). Existe una amplia variedad de taxones de virus de ARN que incluyen los Alphavirus
(familia Togaviridae); Flavivirus (familia Flaviviridae); Bunyavirus, Nairovirus y Phlebovirus
(familia Bunyaviridae); Orbivirus (familia Reoviridae); Vesiculovirus (familia Rhabdoviridae) y

los Thogotovirus (familia Orthomyxoviridae) (Gubler, 2001).

Karabatsos en 1985 registrd 534 virus en el Catalogo Internacional de Arbovirus, de los cuales
214 estan clasificados, 287 son considerados posibles arbovirus y 33 de ellos son provisionales,
en donde 134 causan enfermedades en el hombre. Son taxondmicamente diversos, perteneciendo
a ocho familias virales y 14 géneros, siendo los mas importantes para la salud publica los

pertenecientes a tres familias: Flaviviridae, Togaviridae y Bunyaviridae (Gubler, 2001).

En mosquitos, los géneros de la familia Culicidae son los encargados en la transmision de estos
arbovirus, como el virus de la Encefalitis Japonesa, Virus del Nilo Occidental, Virus de
Encefalitis Equina Venezolana, Virus de Encefalitis Equina del Este, Chikungunya, Dengue,
Mayaro, Usutu, Virus Gamboa, entre otros (Tabla 3) (Blagrove et al., 2016; Ferro et al., 2003;
Nuries et al., 2014). Para una transmision exitosa, es importante determinar la interaccion entre el

virus-vector, teniendo en cuenta la competencia vectorial y la capacidad que tiene el vector para



infectarse con el virus, facilitar su replicacion y por ultimo la transmision de este a un hospedero

susceptible (Contreras-Gutiérrez & Uribe, 2014), ademas de las barreras naturales, inmunoldgica

y la presencia de receptores especificos para el virus son las que favoreceran la transmision o no

del virus (Contreras-Gutiérrez & Uribe, 2014).

Tabla 3. Arbovirus mas importantes causantes de enfermedades humanas. U: urbano, S:

suburbano, R: rural, SFI: enfermedad febril sistémica, ME: meningoencefalitis, HF: fiebre

hemorragica. Tomado de Gubler, 2001.

Familia/Virus Vector Hospedero  Ecologia® Enfermedades Distribucion  Epidémicos
vertebrado en humanos®  geogréfica
Togaviridae
Chikungunya? Mosquitos Humanos, U,S,R SFI Africa, Asia S
primates
Ross River? Mosquitos Humanos, R,S,U SFI Australia, Si
marsupiales Pacifico del
Sur
Mayaro? Mosquitos  Aves R,S,U SFI Suramérica Si
O’nyong- Mosquitos  ? R SFI Africa Si
nyong?
Sinbis Mosquitos  Aves R Asia, Africa, Si
Australia,
Europa,
Américas
Barmah Forest*  Mosquitos ? R SFI Australia Si
Encefalitis Mosquitos  Aves R SFI,ME Américas Si
Equina del Este
Encefalitis Mosquitos  Aves, R SFI,ME Ameéricas Si
Equina del conejos
Oeste
Encefalitis Mosquitos Roedores R SFI,ME Ameéricas Si
Equina
Venezolana?
Flaviviridae
Dengue 1-42 Mosquitos Humanos, U,R,S SFILHF Mundial enel Si
primates tropico
Fiebre Mosquitos Humanos, R,S,U SFI,HF Africa, Si
Amarilla? primates Suramerica
Encefalitis Mosquitos  Aves, R,S SFI,ME Asia, Pacifico Si
japonesa Cerdos




Encefalitis Mosquitos  Aves R SFI,ME Australia Si
Murray Valley

Rocio Mosquitos  Aves R SFI,ME Suramericas  Si

Encefalitis de Mosquitos  Aves R,S,U SFI,ME Americas Si

San Luis

Nilo del Oeste®” Mosquitos ~ Aves R,S,U SFI,ME Africa, Asia,  Si
Europa,
Norteamerica

Enfermedad de  Garrapatas Primates, R SFI,HF,ME India, Saudi,  Si

Kyasanar roedores, Arabia

Forest? camellos

Fiebre Garrapatas Roedores R SFI,HF Asia No

hemorrégica de

Omsk

Encefalitis Garrapatas  Aves, R,S SFI,ME Europa, Asia, No

transmitidas por roedores Norteamerica

garrapatas

Bunyaviridae

Fiebre de la Moscade ? R SFI Europa, Si

mosca de arena® arenas Africa, Asia

Fiebre del Valle Mosquitos ? R SFI,HF,ME Afrca, Si

del Rift? Medioeste

Encefalitis La Mosquitos Roedores R,S SFI,ME Norteamerica No

Crosse

Encefalitis Mosquitos Roedores R SFI,ME Norteamerica, Si

California Europa, Asia

Fiebre Garrapatas Roedores R SFI,HF Europa, Asia, Si

hemorragica de Africa

Crimeay

Congo

Oropouchea Mosquitos  ? R,S,U SFI Centroy Si
Suramerica

Las enfermedades re-emergentes son aquellas que aparecen después de cierto periodo, siendo
considerados de importancia, ya que bajo las condiciones cambiantes de la naturaleza y los
ecosistemas particulares, han resurgido en proporciones epidémicas constituyendo un problema
de salud (Contreras-Gutiérrez & Uribe, 2014). Los brotes de arbovirus emergentes factiblemente
estan relacionados con pequefios cambios en la genética viral o la introduccidn de nuevas cepas

que incrementen los niveles de virulencia y viremia en los vertebrados, ampliando asi el rango



del huésped y aumentando el potencial de amplificacion (Weaver & Reisen, 2010). Por otra
parte, los cambios genéticos aumentarian la tasa de transmision al intensificar la competencia
vectorial, ademas de la variacion de especies vectores, creacion de nuevos nichos debido a
cambios ambientales o a invasiones relacionadas con viajes o comercio, que permiten su
prolongacion a ambientes permisivos que con frecuencia son seguidas por invasiones de los
arbovirus que transmiten (Batista et al., 2013; Weaver & Reisen, 2010). Las enfermedades
causadas por arbovirus empiezan con la picadura de un artrépodo portador del virus, en donde el
artrépodo absorbe cierta cantidad de sangre necesaria para facilitar la ovulacién, y en el proceso
adquiere una concentracion razonable del virus, quien no afecta el ciclo de vida del insecto y
puede o no causarle dafio (Perng & Chen, 2013). Posteriormente, el virus migra al intestino
medio del mosquito infectando las células epiteliales, en donde se multiplica y atraviesan la
lamina basal para llegar a la hemolinfa. Luego, invaden las glandulas salivales, donde mantienen
una infeccion persistente y se multiplican, aqui el virus es liberado junto con la saliva cuando el
mosquito tiene otra ingestién sanguinea Ilamada periodo de incubacién extrinseca (Mufioz &

Navarro, 2012). (Figura 4).
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Figura 4. Ciclos de transmision de arbovirus en la naturaleza. Tomado de Perng, 2013.

Algunos de los virus pertenecientes al género Flavivirus se consideran de gran importancia
debido al impacto que ocasionan a nivel de salud pablica con el desarrollo de enfermedades
emergentes, como el virus dengue (DENV), quien se encuentra ampliamente distribuido en areas
tropicales y subtropicales, la emergencia del Virus Nilo del Oeste (WNV) en el continente
americano, la propagacion del virus de la Encefalitis Japonesa (JEV) por Asia y Oceania, ademas
de la reciente aparicion del virus Usutu (USUV) en Austria en 2001, que se dispersé a Hungria

en 2005, encontrandose en mosquitos en Espafia en 2006, siendo éstas las Unicas



especificaciones del virus conocidas fuera del continente africano asociandose a enfermedad y

muerte en aves (Bakonyi et al., 2007; Weissenbdck et al., 2002).

Los Alphavirus, cominmente denominados virus del "Viejo Mundo" y "Nuevo Mundo",
generalmente estan asociados con enfermedades reumaticas en humanos (Viejo mundo) y Virus
causantes de encefalitis (Nuevo mundo), quienes estan asociados principalmente a enfermedades
encefalicas potencialmente mortal en las Américas (Strauss & Strauss, 1994). Entre los virus
causantes de enfermedades reumaticas estan el virus chikungunya (CHIKV), el Virus de Ross
River (RRV), el Virus de Barmah Forest (BFV), el Virus O'nyong-nyong (también conocido
como Igbo Ora), el grupo Sindbis de Virus y el Virus Mayaro y con respecto a los virus
causantes de enfermedades cefalicas comprenden el Virus de Encefalitis Equina del Este
(EEEV), Virus de Encefalitis Equina del Oeste (WEEV), Virus de Encefalitis Equina
Venezolana (VEEV) (Tabla 4) (Borucki, 2010; the Center for Food Security & Public Health &

Intitute for International Cooperation in Animal Biologics, 2015; Vargas, Jaime, & Vera, 2009).



Tabla 4. Lista de patdgenos reportados por infeccion natural y/o incriminacion vectorial por

especies de mosquitos colectados en zonas rurales del departamento de Cérdoba. Fuente propia.

2017

Especies

Patégenos

Referencias

Anopheles agquasalis

Malaria

Virus de Encefalitis
Equina Venezolana
Wuchereria bancrofti

(Sinka et al., 2010)
(Pina-costa et al., 2014)
(Farrar et al., 2009)
(Paily, Hoti, & Das,
2009)

Aedeomyia
squamipennis

Virus Gamboa
Virus de Encefalitis
Equina Venezolana

(Nunes et al., 2014)
(Farrar et al., 2009)

Aedes aegypti

Virus de Dengue
Virus de Fiebre

(Carrington & Simmons,
2014)
(Gardner, Ryman, &

Aedes scapularis

Amarilla Genetics, 2015)
Virus Chikungunya (Coffey et al., 2014)
Virus de Zika (Vorou, 2016)
Malaria aviar

Virus Mayaro
Virus de Encefalitis
Equina Venezolana
Dirofilaria immitis
Wuchereria bancrofti
Virus Kairi

Virus Rocio

Virus Caraparu
Virus Melao

Virus Ilheus

Virus de Fiebre
Amarilla

(Ferreira, Rodrigues,
Sato, Borges, & Braga,
2016)

(Mufioz & Navarro,
2012)

(Farrar et al., 2009)
(Petersen et al., 2015)

Culex (melanoconion)
spp.

Virus de Encefalitis
Equina Venezolana

(Ferro et al., 2003)
(Carrara et al., 2007)

Culex
quinguefasciatus

Virus de Encefalitis
de San Luis

Virus del Nilo
Occidental
Dirofilaria immitis

(Rojas-Mogollon,
Hernandez-Neuta,
Moncada-Alvarez,
Quifionez, & Renteria-
Ledezma, 2013)
(Kent, Crabtree, &
Miller, 2010)
(Carvalho et al., 2008)

Ochlerotatus
taeniorhynchus

Virus Kairi

Virus Cachey Valley
Virus de Encefalitis
Equina Venezolana

(Blitvich et al., 2012)
(Farrar et al., 2009)
(F. Bello & Becerra,
2017)




Virus de Encefalitis (F. J. Bello, Segura,

Equina del Este Sciences, Biology, &
Dirofilaria immitis Unit, 2014)
Virus del Nilo
Occidental
Haemagogus lucifer X:;L;?iflelebre (Liria & Navarro, 2010)
Psorophora confinnis Viru_s de Encefalitis (Farrgr et al., 2009)
Equina Venezolana (Aguilar et al., 2011)
Malaria aviar
Virus de Encefalitis (Ferreira et al., 2016)
Mansonia titillans Equina Venezolana (Farrar et al., 2009)
Virus del Nilo (Moulis et al., 2015)
Occidental

2.2.3 Cdédigo de barras de ADN.

Esta técnica molecular se ha convertido una herramienta util para la identificacion de fauna 'y
recientemente la flora, al usar marcadores genéticos cortos provenientes de una parte estandar del
genoma de un organismo con el fin de identificarlo como perteneciente a un determinado
individuo, raza / variedad o especie (Barcaccia et al., 2016; Sarkar & Trizna, 2011). Sin
embargo, los cddigos de barras de ADN se pueden aplicar como herramientas para abordar temas
fundamentales en ecologia, evolucion y biologia de la conservacion, como el ensamblaje de las
especies en las comunidades, las multiples interacciones de las especies con ambientes poco
conocidos, los habitats méas ricos evolutivamente para ser objeto de proteccion (Kress et al.,

2015).

El establecimiento de secuencias de ADN para las identificaciones biologicas no es algo reciente
y el concepto de cddigos de barras de ADN para las identificaciones rapidas y fiables a nivel de
especies, incluyendo animales, plantas, hongos y microorganismos, es un tema que se propuso

hace un poco mas de una década (Hebert et al., 2003; Hebert & Gregory, 2005). En animales,



una secuencia corta de ADN de 600 pb que codifica para el gen mitocondrial citocromo oxidasa |
(COl) se ha implementado y estandarizado como codigos de barras de ADN, sin embargo, este
gen no funciona para hongos y plantas, por lo que se requiere evaluar otros tipos de genes de
acuerdo al estudio (Kress & Erickson, 2007). Para los bi6logos evolutivos y ecologistas, entre
sus objetivos esté entender el origen de las especies y los factores que causan la disparidad en la
riqueza de especies en diferentes biomas a nivel mundial, puesto que en ciertas regiones es aln
desconocida; por lo que el implemento de una metodologia como los cddigos de barras de ADN
ha sido particularmente Util en el descubrimiento de especies cripticas o hermanas y no
reconocidas previamente, sobretodo en especies pertenecientes a familias consideradas de
importancia medica como es el caso de Tabanidae (Banerjee et al., 2015; Cywinska et al., 2010),
Triatominae (Pagotto et al., 2013), Simuliidae (Ondrejicka et al., 2014; Rivera & Currie, 2009),
Phlebotominae (Contreras-Gutierrrez et al., 2013; Kumar et al., 2012; Pinto et al., 2015),
Calliphoridae (Solano et al., 2013) y Muscidae (M. A. Smith et al., 2008). A nivel global, esta
metodologia ha tenido gran auge, de acuerdo a los estudios reportados, como en el 2015, los
investigadores Banerjee, Kumar, Maity & Colaboradores identificaron a través de la metodologia
de codigos de barras de ADN en insectos de la familia Tabanidae, quienes son vectores
implicados en la transmisién de tripanosomiasis (surra) en la India. Debido a la falta de
caracteres morfoldgicos estables, su correcta identificacion ha sido limitada. La metodologia de
codigos de barras de ADN se implementd con el fin de evaluar su utilidad para discriminar los
vectores potenciales en la trasmision de la tripanosomiasis (surra) en la India. Tomaron 46
muestras pertenecientes a siete especies de cuatro géneros, del cual, el analisis revelé que todas
las especies morfologicamente identificables pueden discriminarse, ademas de demostrar la

presencia de especies cripticas en Chrysops dispar (Banerjee et al., 2015). Otras especies que



han sido analizadas aplicando la metodologia de codigos de barra ha sido en las moscas de carne
de Diptera: Sarcophagidae, por su importancia forense. Una de las investigaciones se ha llevado
a cabo en Australia seguido por los investigadores Meiklejohn, Wallman y Dowton, en la cual
buscaban identificar mediante codigos de barra la fase inmadura de las moscas de la carne
(Diptera: Sarcophagidae) de importancia forense. Los resultados obtenidos indicaron que los
estados inmaduros de Sarcophaga impatiens (larvas o pupas), son una fuente de tejido adecuada
para la identificacion a nivel de especie molecular usando los codigos de barras de ADN,
complementando asi la identificacion morfoldgica previamente realizada (Meiklejohn et al.,
2013). A nivel nacional, se han evidenciado maltiples trabajos en la identificacion molecular de
especies basados en la metodologia de cédigos de barra, como es el estudio de Solano, Wolff &
Castro en el 2013, al utilizar el gen mitocondrial COl como herramienta de diagndstico
molecular en la identificacion de califéridos de importancia forense en Colombia. Emplearon
secuencias de muestras colectadas en Colombia y otras tomadas de Genbank, al cual se les
efectud andlisis de divergencia de nucle6tidos y anélisis de “Neighbor-Joining”, con base en las
distancias genéticas calculadas con el modelo Kimura-2-Pardmetros, ademas se realizaron
andlisis bayesianos y una representacion grafica de la variacion del fragmento de COI para cada
especie. Se obtuvieron secuencias con un tamafio de 545 pb; los valores de distancia intra-
especifica oscilaron entre 0%-2,904% vy la distancia inter-especifica entre 0,188%-18,07%,
observandose un solapamiento de distancias, ocasionado principalmente por la inclusion de
especies con solo una secuencia. Al excluir las especies con una sola secuencia y tratar a Lucilia
eximia como dos subgrupos, se logro observar un gap de distancias de 2,292%, el cual es un

valor optimo para la validacion de esta técnica. Se observaron monofilias reciprocamente



especificas en la mayoria de las especies, concluyendo que el gen COI es un buen marcador para

delinear especies de la familia Calliphoridae en Colombia (Solano et al., 2013).

2.3 Marco conceptual

Arbovirus: Son un grupo de virus que existen en la naturaleza principalmente, debido a la
transmision bioldgica entre huéspedes vertebrados susceptibles por artropodos hematéfagos

(Arredondo-Garcia et al., 2016).

Cadigos de barras de ADN. Es un método taxonomico, el cual utiliza secuencias cortas como
marcadores genéticos a partir de determinado sitio del genoma de ADN en un organismo

(Goldstain & DeSalle, 2010).

Complejos de especie. Se utiliza para describir grupos de especies estrechamente relacionadas y
se suele utilizar para describir especies recién derivadas que tienen pocas diferencias

morfoldgicas entre los miembros del complejo (Reinert et al., 1997).

Especie criptica. Se refieren a dos 0 mas especies distintas que estan o fueron descritas como una
sola especie porque son dificiles o imposibles de identificar basandose en la morfologia

(Bickford et al., 2007).



Virus emergentes: Aguellos que o bien han aparecido recientemente, o han aumentado su

prevalencia o alcance geografico (Holmes, 2004).

Virus re-emergente: Son virus que reaparecen en cierta localidad geografica después de una larga

ausencia (Pujol, 2000).



3 Metodologia

3.1 Area de estudio

El area de estudio abarcd las veredas de los municipios de Puerto Escondido (EI Palmar,
8°57'49.10" N, 76°13'55.45" W), San Bernardo del Viento (Chiqui, 9°19°57.37” N,
75°58°48.21” W) y San Antero (Santa Rosa, 9°21°00.02” N, 75°42°59.86”W) en el departamento

de Cordoba (Colombia).

Los municipios de San Antero, San Bernardo del Viento y Puerto Escondido se caracterizan por
presentar una altitud menor a los 100 metros, ademas de contener maltiples manglares, con
suelos bien irrigados por arroyos ocasionando varios estanques (Cortes-Castillo & Rangel,
2011). Con respecto a la fauna, se tienen pocos estudios sobre la biodiversidad presente en el
municipio de San Antero, sin embargo resaltan una variedad de aves como Harpia harpyja
(Aguila arpia), Leucopternis plumbeus (Aguila pizarra), Anas bahamensis (Pato caribefio),
Agamia agami (Garza colorada), Egretta rufescens (Garza rojiza), Falco peregrinus (Halcon
peregrino), mamiferos como Aotus lemurinus, Ateles geoffroyi, Cebus albifrons y Saguinus
oedipus (Primates), Akodon affinis (Roedor), Panthera onca (Jaguar), Lontra longicaudis (Nutria)
y reptiles representados por las especies Batrachemys dahli, Chelydra serpentina y Chelonia
mydas (Tortugas) (Rojas-Giraldo & Sierra-Correa, 2010); En el municipio de San Bernardo del
Viento se incluyen 296 especies de aves (pertenecientes a 61 familias, de las cuales 64 son
migratorias), 117 especies de mamiferos (40 familias y 90 géneros), representados por

Oligoryzomys spp. y Zygodontomys spp. (Roedores), Artibeus spp., Carollia spp. y Sturnira spp.



(Murciélagos), Bradypus spp. (Perezosos), Didelphis marsupialis (Zariglieyas) y Aoutus
lemurinus, Ateles geoffroyi, Cebus albifrons y Sanguinus oedipus (Primates) (Estela & Lopez-
Victoria, 2005; Racero, Ballesteros, & Perez, 2015) . Por ltimo, en el municipio de Puerto
Escondido la falta de estudios ha limitado la informacion sobre la biologia y ecologia presente.
A pesar de esto, se ha reportado la presencia de aves perteneciente a las especies Egretta alba,
Crotophaga major, Bubulcus ibis, Columbina talpacoti, Progne chalybea; mamiferos
representados por las especies Glossophaga comisiaris (Muricuelago), Sciorus sp (Ardilla),
Dasypus sp (Armadillo) y reptiles como Caiméan crocodylus (Babilla), Chironius carinatus,
Bothrops atrox (Serpientes), Polychurs marmoratus (Camaleon) e Iguana iguana (Iguana)
(Garcia, 2010). Con respecto a los animales peri-domésticos mas comunes en las areas agricolas
cerradas a los manglares y relictos de bosque seco (aproximadamente 400 m) son bovinos,
pollos, cabras, caballos y burros, ademas de pequefios campos de arroz que son cultivados por la

gente rural dentro de los manglares y cerca de las casas humanas. (Figura 5).
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Figura 5. Posicion del area de estudio Puerto Escondido, San Bernardo del Viento y San Antero

(Cérdoba). 2017.



3.2 Coleccion de mosquitos

Se realizaron siete salidas por cuatro dias para cada municipio, en donde la colecta se efectuo
entre los periodos Febrero-Abril / Septiembre-Octubre del 2015 y Julio-Agosto del 2016,
utilizando diferentes trampas con el fin de obtener la mayor cantidad de mosquitos. Las

metodologias de colecta fueron:

1. Trampa de luz CDC: Se dispusieron de siete trampas distribuidas de la siguiente
manera: dos trampas ubicadas en mangles, dos trampas situadas en cultivos de arroz,
dos trampas instaladas en los bordes del manglar y por ultimo una trampa ubicada en
pastizales, todas a una altura de 1,30 m del nivel del suelo y separadas cada una por
un transecto de 7,4 Km. El tiempo de operacion para cada trampa fue de 12 horas a
partir de las 18:00 hasta las 06:00 horas, con un esfuerzo de colecta de 336 horas para
las siete salidas distribuidas en los periodos mencionados. Para cada trampa se
registro fecha, hora, coordenadas, tipo de cobertura (Contreras et al., 2012; May-Uc

etal., 2011).

2. Trampa Shannon: Se instalaron cuatro trampas distribuidas una por sitio: manglar,
cultivos de arroz, borde del manglar y pastizales a una altura de 1,50 m del nivel del
suelo. Se operaron desde las 18:00 hasta las 21:00 horas, con un esfuerzo de colecta
de 84 horas por las siete salidas distribuidas en los periodos mencionados
anteriormente. Cada trampa llevaba su respectivo registro que incluye fecha, hora,

coordenadas, tipo de cobertura (Cordova et al., 2011; Tejada et al., 2003).



3. Busqueda activa: Se implement6 en sitios de reposo con aspirador bucal, operados
desde las 09:00 hasta las 15:00 horas, con un esfuerzo de colecta de 168 horas para
las siete salidas. Con ello, se capturaron especimenes que no son atraidos por fuentes
luminosas. Los ambientes especificos inspeccionados fueron huecos, superficies de
arboles, lugares humedos y abundante materia orgénica (Jawara et al., 2009;

L’Ambert et al., 2012).

3.3 Identificacion de especimenes

Los mosquitos colectados se separaron de la entomofauna y almacenaron en crioviales, que
fueron puestos en un tanque de nitrégeno liquido y transportados al laboratorio de Ciencias
Biomédicas y Biologia Molecular (Universidad del Sin0). Las muestras se separaron teniendo en
cuenta las caracteristicas morfologicas como: los palpos maxilares, quienes en Anopheles se
muestran tan largos como la probdscide y en Aedes son mas cortos, el escutelo redondeado con
setas uniformemente distribuidas y ausencia de setas y escamas postpronotonales para
Anopheles, proboscide fuertemente curvada ligeramente en forma dorsal para especies del género
Aedes, ausencia de un grupo central de setas en el postpronoto para el género Haemagogus,
antenas mas largas que la probdscides para el género Deinocerites, cuarto tarsomero de patas
delanteras y medias mas largos que anchos y setas ausentes en la base de la vena subcostal del
ala (vista ventral) con escamas largas y angostas sobre las venas R2 y R3 para Culex, féemur de
pata media con mechon de escamas en el pice para Aedeomyia, fémur con escamas negras y

blancas mezcladas pero sin bandas pre-apicales de escamas blancas y escamas anchas en las



venas R2 y R3 para Mansonia (Berti et al., 2013; Cova-Garcia, Sutil, & Rausseo, 1966; Forattini,

2002; Jiménez et al., 2012; Lane, 1953).

3.4 Extraccion, amplificacion y secuenciacion de ADN

3.4.1 Extraccion y amplificacion de ADN.

A los mosquitos colectados e identificados, se les realiz6 extraccién de ADN aplicando el
protocolo de alta concentracion de sales modificado de Collins (Collins et al., 1987).
Posteriormente se usaron los pares de cebadores MTNF (5°-
GGATTTGGAAATTGATTAGTTCCT T-3")/ MTNR (5"-
AAAAATTTTAATTCCAGTTGGAACAGC -3") (Kumar et al., 2007a), los cuales amplifican
un fragmento de aproximadamente 700 pb de la region de cddigo de barras de ADN a partir del
gen mitocondrial Citocromo Oxidasa I (COl), siguiendo la mezcla de PCR propuesta por Kumar
(Kumar et al., 2007a). Cada mezcla de PCR contenia 1x NH4SO4 de buffer, 1 mM cada dNTPs, 5
mM de MgCl, 0.5 uM de cada primer, 0,4 U de Taq polimerasa (Bioline, Maryland) y 4 ul del
ADN molde y se llevo hasta un volumen final de 50 pl con agua grado biologia molecular.
Dentro de los parametros del termociclador esta un solo ciclo de 95°C por 5 minutos; seguido de
35 ciclos de 94°C por 40 segundos, 45°C por 1 minuto y 72°C por 1 minuto; un ciclo final de

extension de 72°C por 5 minutos y posteriormente 4°C en infinito (Hold)



3.4.2 Andlisis de datos.

Las secuencias obtenidas se editaron y alinearon con el programa BioEdit v7.2.0 (Hall, 1999)
para generar la secuencia consenso de cada espécimen. El alineamiento multiple se realizo
usando el programa ClustalW (Larkin et al., 2007), y luego examinado visualmente, para
asegurar que no existian codones de parada ni mutaciones en el marco de lectura, posteriormente
se les realiz6 un BLASTN (Basic Local Alignment Search Tool Nucleotide) con el fin de
comparar las secuencias registradas del gen mitocondrial COI para las especies almacenadas en
GenBank y BOLD Systems. El analisis se realiz6 bajo los parametros de la iniciativa cddigos de

barras de ADN previamente definido por Hebert en el 2003 (Hebert et al., 2003).

Se determino el modelo de sustitucion Tiempo General Reversible “GTR+I+G”, mediante el
Criterio de Informacién de Akaike (AIC) con el programa jModeltest versién 2.1.4 (Posada &
Posada, 2008). Las Unidades Taxondmicas Operacionales Moleculares (MOTU’s) fueron
obtenidas por los grupos jerarquicos definidos en el dendrograma mediante el método de
Maxima Verosimilitud “Maximum Likelihood”, desde el modelo Tiempo General Reversible
“GTR+I+G” soportado en el programa MEGA 6.0 (Kimura, 1980). Asimismo se realizo la

inferencia bayesiana (IB) con el programa MrBayes (v.3.2) (Ronquist & Huelsenbeck, 2003).

La matriz de distancias genéticas intra e inter especificas se calcularon mediante el uso del
programa MEGAV6.0 utilizando el modelo evolutivo de Kimura-2-parametro (Tamura, Dudley,
Nei, & Kumar, 2007; Tamura, Stecher, Peterson, Filipski, & Kumar, 2013). Posteriormente se
evalud la composicion nucleotidica, entropia por substitucion y la saturacién de nucleétidos fue

analizada graficando el nimero absoluto de transiciones y transversiones contra los valores de



distancia genética mediante el uso del programa DAMBE (Xia, 2002). Por Gltimo, el nimero de
haplotipos, la frecuencia haplotipica, el nimero de sitios polimorficos (S), el nimero promedio
de diferencias nucleotidicas (k), los pardmetros de diversidad genética como la diversidad
haplotipica (DH) y la diversidad nucleotidica (), se calcularon mediante el programa DNAsp

v5.0 (Cywinska et al., 2006; Tamura et al., 2007; Versteirt et al., 2015; Wang et al., 2012).



4. Resultados

4.1 Especimenes colectados.

Para este estudio se analizaron &reas rurales de los municipios de Puerto Escondido (EI Palmar,
8°57'49.10" N, 76°13'55.45" W), San Bernardo del Viento (Chiqui, 9°19°57.37” N,
75°58°48.21” W) y San Antero (Santa Rosa, 9°21°00.02” N, 75°42°59.86”W) correspondientes
al departamento de Cérdoba. Se colect6 un total de 550 especimenes, de los cuales 186 fueron
tomados para este proyecto debido a que se encontraban en buen estado y de acuerdo a las
caracteristicas morfologicas se clasificaron en nueve géneros: Aedeomyia, Aedes, Anopheles,

Culex, Deinocerites, Haemagogus, Mansonia, Ochlerotatus y Psorophora (Tabla 5).

Tabla 5. Generalidades de los especimenes utilizados en la metodologia de codigos de barras de

ADN.

Especies Sexo  Zonade muestreo  Habitat/Trampa Municipio

H Orilla del manglar  Agujero en el arbol San Bernardo del Viento

H Orilla del manglar  Agujero en el arbol San Bernardo del Viento

H Casa cerca al CDC light San Bernardo del Viento

manglar

M Casa cerca al CDC light— CO2 San Bernardo del Viento
Aedes manglar
(Stegor_nyla) H Casa cerca al CDC light - CO2 Puerto Escondido
aegypti manglar

H Casa cerca al CDC light — CO2 Puerto Escondido

manglar

M Avrea peri urbana Contenedor artificial San Antero

H Avrea peri urbana Contenedor artificial San Antero

H Manglar Aspirador manual Puerto Escondido

H Manglar CDC light — CO2 San Bernardo del Viento
Acdes M Or!lla del manglar CDC I!ght - CO2 Puerto Escondido _
(Ochlerotatu M Or!lla del manglar CDC I!ght - CO02 San Bernardo del Viento
s) scapularis M Or!lla del manglar CDC I!ght - CO2 San Antero

H Orilla del manglar  CDC light — CO2 San Antero

H Orilla del manglar ~ CDC light — CO2 San Antero

M Manglar Aspirador manual Puerto Escondido




M Manglar CDC light — CO2 Puerto Escondido
H Manglar CDC light — CO2 Puerto Escondido
H Orilla del manglar  CDC light — CO2 San Bernardo del Viento
H Orilla del manglar  CDC light — CO2 San Bernardo del Viento
H Orilla del manglar  CDC light — CO2 San Bernardo del Viento
Aedes M Orilla del manglar ~ CDC light — CO2 San Antero
(Ochlerotatu  H Orilla del manglar ~ CDC light — CO2 San Antero
S) H Orilla del manglar ~ CDC light — CO2 San Antero
Lasenlorhynch H Orilla del manglar ~ CDC light — CO2 San Antero
M Manglar Aspirador manual Puerto Escondido
H Campos de arroz Aspirador manual Puerto Escondido
Aedeomyia H Campos de arroz Aspirador manual Puerto Escondido
(Aedeomyia) M Campos de arroz Aspirador manual Puerto Escondido
squamipenn H Manglar CDC light — CO2 San Antero
us H Manglar CDC light - CO2 San Bernardo del Viento
H Manglar CDC light— CO2 San Bernardo del Viento
M Manglar CDC light— CO2 San Antero
M Manglar CDC light— CO2 Puerto Escondido
H Manglar CDC light— CO2 Puerto Escondido
M Manglar CDC light— CO2 San Antero
M Manglar CDC light - CO2 San Antero
Anopheles H Manglar CDC light — CO2 San Antero
(Nyssorhync  H Manglar CDC light - CO2 San Antero
hus) H Manglar CDC light - CO2 San Antero
aquasalis M Manglar Agujero en el arbol San Bernardo del Viento
H Manglar Agujero en el arbol San Bernardo del Viento
H Manglar Agujero en el arbol San Bernardo del Viento
Anopheles H Manglar CDC light— CO2 San Antero
In;l?smacullpa H Manglar CDC light — CO2 San Antero
Culex H Campos de arroz CDC light— CO2 Puerto Escondido
(CUI‘?X) H Manglar CDC light - CO2 Puerto Escondido
corniger
M Casa cerca al Aguijero en el rbol Puerto Escondido
manglar
Casa cerca al . . Puerto Escondido
H Agujero en el arbol
manglar
M Casa cercaal Agujero en el arbol San Antero
manglar
H Casa cerca al Aguiero en el 4rbol San Antero
manglar
H Casa cerca al Aguiero en el 4rbol San Antero
manglar
H Campos de arroz Aspirador manual San Antero
Culex H Manglar Aspirador manual San Antero
(Culex) H Manglar CDC light — CO2 San Antero
grupo H Orilla al manglar CDC light — CO2 San Antero
salinarius M Orilla al manglar CDC light — CO2 San Bernardo del Viento
H Manglar Aspirador manual San Bernardo del Viento
H Manglar Aspirador manual San Bernardo del Viento
H Manglar Aspirador manual Puerto Escondido
M Manglar Aspirador manual Puerto Escondido
H Manglar Aspirador manual Puerto Escondido
Culex H Manglar Aspirador manual Puerto Escondido




(Culex)
quinquefasci
atus

Culex
(Melanoconi
on) erraticus

Deinocerites
atlanticus
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Manglar

Manglar
Manglar

Bosque relicto
Bosque relicto
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Manglar
Manglar
Manglar
Manglar
Manglar
Manglar
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Campos de arroz

Manglar
Manglar
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Manglar
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Orilla del manglar
Orilla del manglar
Orilla del manglar
Orilla del manglar
Orilla del manglar
Orilla del manglar
Orilla del manglar
Orilla del manglar

Orilla del manglar

Manglar
Manglar
Manglar
Manglar
Manglar
Manglar
Manglar
Manglar

CDC light - CO2

CDC light — CO2
Aspirador manual
CDC light - CO2
CDC light - CO2
CDC light - CO2

CDC light — CO2

CDC light - CO2
Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual
CDC light — CO2
CDC light - CO2
CDC light - CO2
CDC light - CO2
CDC light - CO2

CDC light — CO2

CDC light — CO2
CDC light — CO2
CDC light — CO2

CDC light — CO2

Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual
CDC light— CO2
CDC light — CO2
CDC light — CO2
CDC light — CO2
CDC light — CO2
CDC light — CO2
CDC light — CO2
CDC light — CO2

CDC light — CO2

Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual

San Antero

San Antero
San Antero
San Bernardo del Viento
San Bernardo del Viento
San Bernardo del Viento

San Bernardo del Viento

Puerto Escondido
Puerto Escondido
Puerto Escondido
Puerto Escondido
San Antero
San Antero
San Antero
San Antero
San Antero
San Antero

San Bernardo del Viento

San Bernardo del Viento
San Bernardo del Viento
San Bernardo del Viento

San Bernardo del Viento

Puerto Escondido
Puerto Escondido
Puerto Escondido
Puerto Escondido
Puerto Escondido
Puerto Escondido
Puerto Escondido
San Antero

San Antero

San Antero

San Antero

San Antero

San Antero

San Antero

San Antero

San Antero

San Antero

San Antero

San Bernardo del Viento

San Bernardo del Viento

San Bernardo del Viento
San Bernardo del Viento
San Bernardo del Viento
San Bernardo del Viento
San Bernardo del Viento
San Bernardo del Viento
San Bernardo del Viento
San Bernardo del Viento




Deinocerites
atlanticus

Haemagogus
(Haemagogu
s) lucifer

Mansonia
(Mansonia)
titillans
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Manglar
Manglar
Manglar
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Manglar
Manglar
Manglar
Manglar
Manglar
Manglar
Manglar
Manglar
Manglar
Manglar
Manglar
Manglar
Manglar
Manglar
Manglar
Manglar
Manglar

Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual

Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual
Aspirador manual
CDC light— CO2
CDC light — CO2
CDC light — CO2
CDC light — CO2

San Bernardo del Viento
San Bernardo del Viento
San Bernardo del Viento
San Bernardo del Viento
San Bernardo del Viento
San Bernardo del Viento
San Bernardo del Viento
San Bernardo del Viento
San Bernardo del Viento
San Bernardo del Viento
San Bernardo del Viento
San Bernardo del Viento
San Bernardo del Viento
San Bernardo del Viento
San Bernardo del Viento
San Bernardo del Viento
San Bernardo del Viento
San Bernardo del Viento
San Bernardo del Viento
San Bernardo del Viento
San Bernardo del Viento
San Bernardo del Viento

Puerto Escondido
Puerto Escondido
Puerto Escondido
Puerto Escondido
Puerto Escondido
Puerto Escondido
Puerto Escondido
Puerto Escondido

San Antero

San Antero

San Antero

San Antero

San Antero

San Antero

San Antero

San Antero

San Antero

San Antero

San Antero

San Bernardo del Viento
San Bernardo del Viento
San Bernardo del Viento
San Bernardo del Viento
San Bernardo del Viento
San Bernardo del Viento
Puerto Escondido
Puerto Escondido
Puerto Escondido
Puerto Escondido
Puerto Escondido
Puerto Escondido

San Antero

San Antero




M Manglar CDC light — CO2 San Antero
H Manglar Aspirador manual San Antero
H Orilla del manglar  CDC light — CO2 San Antero
M Manglar Aspirador manual San Bernardo del Viento
M Manglar Aspirador manual San Bernardo del Viento
M Manglar Aspirador manual San Bernardo del Viento
H Manglar CDC light— CO2 San Bernardo del Viento
H Manglar CDC light— CO2 San Bernardo del Viento
M Manglar CDC light— CO2 San Bernardo del Viento
H Manglar CDC light— CO2 San Bernardo del Viento
H Manglar CDC light — CO2 San Bernardo del Viento
H Manglar CDC light — CO2 San Bernardo del Viento
H Manglar CDC light — CO2 San Bernardo del Viento
H Orilla del manglar  CDC light — CO2 San Bernardo del Viento
H Orilla del manglar  CDC light — CO2 San Bernardo del Viento
Psoro H Orilla del manglar  CDC light — CO2 San Antero
phora H Orilla del manglar  CDC light — CO2 San Antero
(Grabhamia) Orilla del manglar CDC light — CO2 San Bernardo del Viento

confinnis

4.2 Extraccion de ADN y PCR.

El método de extraccidn a base de altas concentraciones de sales descrito por Collins (Collins et
al., 1987) y modificado por Caldera y Jaramillo (Atencia et al., 2016), permitié obtener ADN de
buena calidad, libre de impurezas, permitiendo obtener resultados confiables durante la PCR.
(ThermoScientific, 2011). De los cebadores usados en la PCR, se observd la amplificacion del
gen COl para el total de 186 especimenes de 14 especies de mosquitos pertenecientes a la
familia Culicidae previamente identificados por claves taxondémicas usando los cebadores MTNF
(5"-GGATTTGGAAATTGATTAGTTCCT T-3") / MTNR (5"-
AAAAATTTTAATTCCAGTTGGAACAGC -3"). La banda amplificada presentd un tamario de
~700 pb y se pudo apreciar mediante el uso del programa QUANTUM-CAPT Software

(Fotografia 1).



Fotografia 1. Gel de agarosa al 1% de los productos de PCR amplificados con los cebadores

MTNF/MTNR
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M: Marcador de peso molecular Hyperlader 1V de 100 pb DNA Ladder; Carril 1-3: Ad. squamipennis,
carril 4-6: Ae. aegypti, carril 7-9 Ae. scapularis, carril 10-11: An. aquasalis, carril 12-14: An.
neomaculipalpus, carril 15 - 16: Cx. corniger, carril 17-18: Cx. erraticus, carril 19 - 21: Cx. complejo
salinarius, carril 22-24: Cx. quinquefasciatus, carril 25-26: De. atlanticus, carril 27-28: Hg. lucifer, carril

29 - 31: Ma. titillans, carril 32-33: Oc. taeniorhynchus, carril 34-35: Ps. confinnis, (-): Control negativo.

4.3 Géneros y composicion nucleotidica.

Las secuencias de 657 pb, correspondientes al fragmento 5° del gen COI obtenidas de los 186
especimenes de mosquitos concernientes a los géneros Aedeomyia, Aedes, Anopheles, Culex,
Deinocerites, Haemagogus, Mansonia, Ochlerotatus y Psorophora, pertenecen a las posiciones
295 a 945 del gen mitocondrial COI en Aedes aegypti (NUmero de acceso en GenBank:

AF425846.1), usado como genoma de referencia.



El analisis de composicion nucleotidica revel6 un alto contenido de Adenina-Timina (68,5%)
para todas las secuencias (promedio A= 30,2%, T= 38,3%, C=16% y G= 15,5%). No se
observaron inserciones, delecciones o codones de parada, descartando pseudogenes o copias

nucleares de origen mitocondrial (NUMTS).

En el alineamiento de las 186 secuencias, fueron identificados 397 sitios conservados, 260 sitios
variables y 53 haplotipos, con un rango de sitios polimorficos entre 2 y 26 posiciones, entre 1 a 7
haplotipos y una alta diversidad haplotipica y nucleotidica (>0.5), siendo principalmente

sustituciones no sindnimas relacionadas con la posicion del tercer codon (Tabla 6).

La variacion intra-especifica fue menor a 2% para todas las especies, con un rango para las
distancias genéticas de 0-1.3% (Tabla 6). Para la especie Ps. confinnis no se observo variacion
intra-especifica y otras especies como Oc. taeniorhynchus, Cx. erraticus y Cx. quinquefasciatus
mostraron una baja variacion intra-especifica. Por otra parte, las especies Ae. aegypti y An.
aquasalis obtuvieron una alta divergencia intra-especifica, sin embargo se encontraban dentro de

los valores de corte establecidos por otros estudios para estas especies de mosquitos.



Tabla 6. Distancias genéticas intra-especificas con el modelo Kimura-2- parametros y
variabilidad genética en 14 especies de mosquitos colectados en tres zonas rurales del norte de
Colombia. N = especimenes, S = sitios polimérficos, H = haplotipos, Hd = diversidad de

haplotipos, Pi = diversidad de nucleétidos.

Especies N S H Hd Pi K2P rango intra-especie
Ad. squamipennis 8 12 5 0.893 0.0055 0.006
Ae. Aegypti 8 13 4 0.750 0.0098 0.010
Ae. Scapularis 7 4 3 0.667 0.0027 0.003
An. Aquasalis 10 26 6 0.844 0.0130 0.013
An. neomaculipalpus 2 2 2 1.000 0.0030 0.003
Cx. corniger 2 4 2 1.000 0.0060 0.006
Cx. erraticus 15 4 5 0.676  0.0015 0.002
Cx. grupo salinarius 12 11 3 0.591 0.0088 0.009
Cx. quinquefasciatus 11 5 5 0.818 0.0022 0.002
De. atlanticus 50 8 3 0.615 0.0048 0.005
Ha. lucifer 25 18 7 0777 0.0076 0.008
Ma. titillans 23 8 4  0.696 0.0032 0.003
Oc. taeniorhynchus 10 2 3 0.722  0.0016 0.002
Ps. confinnis 3 0 1 0.000  0.0000 0.000
Total 186 260 53 0.958 0.1064 -

La tasa de saturacion de sustitucion para las posiciones del primer y segundo codoén graficado
contra las distancias genéticas mediante el modelo GTR indicaron que, tanto Ts como Tv
exhibieron una relacion lineal sugiriendo que las secuencias no estaban saturadas (Figura 6).
Ademas, la prueba de saturacién sustancial por Xia (2002), reveld que el valor de Iss era menor
que el Iss.c, indicando que las secuencias no sufrieron una saturacion sustancial, pudiendo
utilizarse para la codificacion de barras de ADN vy estudios filogenéticos (Tabla 7) y en la
grafica de variables de sustitucion por sitio se observé una variabilidad constante distribuida a lo

largo de todo el alineamiento (Figura 7).
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Figura 6. Tasas de transiciones y transversiones con respecto a las distancias genéticas
estimadas para el primer y segundo coddn dentro de la region del gen COI — codigos de barras

con el modelo GTR.

Tabla 7. Prueba de saturacion de sustitucion para el primer y segundo codén dentro de la region

del gen COI — cddigos de barras.

NumOTU Iss Iss.cSym T DF P Iss.cAsym T DF P

4 0,043 0,791 72,680 435 0,0000 0,758 69,491 435 0,0000
8 0,044 0,745 63,617 435 0,0000 0,634 53,507 435 0,0000
16 0,043 0,709 60,715 435 0,0000 0,500 41,644 435 0,0000

32 0,044 0,695 59,047 435 0,0000 0,367 29,338 435 0,0000
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Figura 7. Tasa de saturacion de sustitucion de los codonesl y 2 de las secuencia de nucleétidos

dentro de la regién del gen COI — c6digos de barras.

Las secuencias obtenidas en este estudio fueron comparadas con secuencias que se encuentran
almacenadas en las base de datos de GenBank y BOLD, con el fin de comparar y determinar la
similitud que presenten y la especie mas cercana de acuerdo al criterio de Best-Match
(Ratnasingham & Hebert, 2007, 2013). Para las especies Ad. squamipennis, Ae. aegypti, Ae.
scapularis, An. aquasalis, An. neomaculipalpus, Cx. quinquefasciatus, Ma. titillans y Oc.
taeniorhynchus se obtuvo una concordancia que oscilaba entre 96 a 100% de similitud con las
secuencias almacenadas en las bases de datos de GenBank y BOLD. Con respecto a las
secuencias de Cx complejo salinarius se encontrd en un 99,7% para Cx. maxi y 99,5% para Cx.
usquatus de acuerdo a la base de datos BOLD, sin embargo en GenBank se observé una
semejanza del 100% para Cx complejo salinarius; para las secuencias de la especie de Cx.
corniger correspondid un 98,66% para Ae. albopictus, y un 98,27% para Cx. corniger al usar la

base de datos BOLD, en cuanto a Cx. erraticus se estimo un 99,2% de semejanza con las



especies Cx. conspirator, Cx. declarator, Cx. nigripalpus y en un 98,8% para Cx. erraticus
mediante la base de datos BOLD, pero en GenBank se observd un alto porcentaje de similitud
para la especie Cx. erraticus. Con respecto a De. atlanticus se alcanzé entre 92 — 94% de
semejanza con secuencias pertenecientes a las especies De. cancer, De. duttoni y De. australicus.
Las secuencias de Hg. lucifer se encontro entre un 89 a 90.9% de similitud con especies de Ma.
titillans, Ma. indubitans y Ma. dyari. Por Gltimo con las secuencias de la especie de Ps. confinnis
se obtuvo un 98,2% de similitud para Ps. columbiae en la base de datos BOLD vy para la base de
datos en GenBank se obtuvo gran similitud para las especies en un 100%, sin embargo es
importante aclarar que las especies Ps. columbiae y Ps. confinnis forman parte del complejo

Psorophora confinnis y su nombre varia de acuerdo a la distribucion geografica (Tabla 8).



Tabla 8. Comparacion de las secuencias en las bases de datos BOLD System y GenBank.

Especies

BOLD SYSTEM

GenBank

Ad. squamipennis

Ad. squamipennis
(98,2%)

Ad. squamipennis
(100%)

Ae. aegypti Ae. aegypti (99%) Ae. aegypti (99%)
Ae. scapularis Ae. scapularis (97%) Ae. scapularis (100%)
An. aquasalis An. aquasalis (96,8%) An. aquasalis (100%)

An. neomaculipalpus

An. neomaculipalpus
(98%)

An. neomaculipalpus
(99%)

Cx. corniger

Ae. albopictus (98,6%)
Cx. corniger (98,2%)

Cx. corniger (100%)

Cx. erraticus

Cx. conspirator (99,2%)
Cx. declarator (99,1%)
Cx. nigripalpus (99,1%)
Cx. erraticus (98,8%)

Cx. erraticus (100%)

Cx. complejo
salinarius

Cx. maxi (99,7%)
Cx. usquatus (99,5%)

Cx. complejo
salinarius (99%)

Cx. quinqguefasciatus

Cx. pipiens (99,7%)
Cx. quinquefasciatus
(99,7%)

Cx. quinquefasciatus
(100%)

De. atlanticus

De. cancer (94,5%)
De. duttoni (91,9%)
De. australicus (91,2%)

De. atlanticus (100%)

Hg. lucifer

Ma. titillans (90,9%)
Ma. indubitans (90,7%)
Ma. dyari (89%)

Hg. lucifer (100%)

Ma. titillans

Ma. MBI-03 (99,3%)

Ma. titillans (100%)

Oc. taeniorhynchus

Oc. taeniorhynchus
(99,5%)

Oc. taeniorhynchus
(100%)

Ps. confinnis

Ps. columbiae (98,2%)

Ps. confinnis (100%)




La distancia genética entre especies mediante el pardmetro de K2P evidenci6 un promedio entre 6.2 y 19.5% (Tabla 9), sin valores

superpuestos en las distancias genéticas intra / inter-especies.

Tabla 9. Distancias genéticas inter-especificas en pares con Kimura-2 pardmetros (en BOLD) y desviaciones estandar (fuente regular)
entre 14 especies de mosquitos colectadas en areas rurales de los municipios de Puerto Escondido, San Bernardo del Viento y San

Antero correspondientes al departamento de Cérdoba (Colombia).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
1 Ad. Squamipennis 0,014 0,015 0,013 0,014 0,014 0,016 0,016 0,014 0,017 0,014 0,015 0,017 0,014
2 Ae. aegypti 0,124 0,016 0,013 0,014 0,014 0,016 0,016 0,015 0,015 0,014 0,015 0,016 0,013
3 Ae. scapularis 0,145 0,146 0,014 0,015 0,016 0,016 0,017 0,014 0,015 0,014 0,015 0,015 0,015
4 Cx. erraticus 0,113 0,113 0,123 0,010 0,013 0,014 0,015 0,013 0,015 0,009 0,015 0,014 0,010
5 Cx. quinquefasciatus 0,129 0,117 0,146 0,069 0,013 0,014 0,015 0,013 0,016 0,010 0,016 0,017 0,011
6 De. atlanticus 0,124 0,129 0,156 0,105 0,107 0,015 0,016 0,015 0,015 0,013 0,015 0,015 0,014
7 Ha. lucifer 0,141 0,147 0,153 0,123 0,127 0,136 0,015 0,016 0,017 0,015 0,017 0,017 0,014
8 Ma. titillans 0,140 0,148 0,174 0,131 0,128 0,145 0,116 0,017 0,017 0,017 0,016 0,019 0,014
9 Oc. taeniorhynchus 0,132 0,131 0,115 0,105 0,109 0,137 0,158 0,162 0,014 0,013 0,015 0,016 0,013
10 Ps. confinnis 0,176 0,148 0,141 0,241 0,160 0,147 0,184 0,181 0,134 0,015 0,016 0,018 0,014
11 Cx. complejo salinarius 0,134 0,127 0,230 0,062 0,076 0,112 0,139 0,163 0,112 0,146 0,014 0,015 0,010
12 An. aquasalis 0,143 0,144 0,242 0,133 0,155 0,154 0,171 0,155 0,137 0,162 0,133 0,016 0,014
13 An. neomaculipalpus 0,171 0,168 0,144 0,128 0,154 0,137 0,174 0,195 0,246 0,179 0,139 0,147 0,015

14 Cx. corniger 0,122 0,108 0,135 0,065 0,072 0,114 0,125 0,114 0,202 0,137 0,069 0,136 0,140




El andlisis de ABGD y BGA reveld notoriamente gap entre las distancias intraespecificas e
interespecificas de las especies de mosquitos colectadas en areas rurales de los municipios de
Puerto Escondido, San Bernardo del Viento y San Antero correspondientes al departamento de

Cordoba (Colombia) (Figura 8A-B).
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Figura 8. (A) Histograma de distancias genéticas y (B) distancias clasificadas de 14 especies de
mosquitos colectadas en areas rurales de los municipios de Puerto Escondido, San Bernardo del

Viento y San Antero correspondientes al departamento de Cordoba (Colombia).



Un dendrograma de Neighbor-Joining y Méaxima Verosimilitud (Figura 8, 9) evidencia 14 clusters
(MOTU’s) correspondientes a diferentes grupos taxondmicos identificados por caracteristicas
morfoldgicas y permitiendo su discriminacion entre especies. Todos los nodos se recuperaron
con altos valores de bootstrap (> 90%). Los MOTU se encontraron bien delimitados y
correspondian a distancias intra-inter genéticas caracterizadas para cada especie. Se utilizd
GTR+I1+G como modelo de sustitucion para el conjunto de datos de nucle6tidos, de acuerdo al
criterio Akaike determinado por el jModelTestv2. El analisis bayesiano se realiz6 por 5.000.000

generaciones, descartando el primer 25% de las topologias muestreadas (Figura 10).
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Figura 9. Dendrograma de Neighbor-joining de las secuencias por el método de Kimura-2-
parametros en los mosquitos colectados en tres zonas rurales del norte de Colombia. Entidades

admitidas con valores de arranque de 100% (réplicas = 1000).
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Figura 11. Arbol filogenético bayesiano de las secuencias de codigos de barras de especies de
mosquitos caracterizadas por zonas costeras del departamento de Cérdoba (Colombia). El
namero en los nodos indica la probabilidad posterior del clado. EI conjunto de datos final

comprendia 657 nucleétidos, incluyendo todas las posiciones de codones.



5. Discusion

5.1 Metodologia “Cédigo de Barras”

De acuerdo a las claves morfoldgicas usadas para la discriminacion de los especimenes
estudiados, se obtuvo un total de nueve géneros y 14 especies (Aedeomyia, Aedes, Anopheles,
Culex, Deinocerites, Haemagogus, Mansonia, Ochlerotatus y Psorophora), las cuales fueron
confirmadas mediante la técnica de codigos de barra de ADN. No se encontraron especies
cripticas o hermanas, ni complejos de especies. Resultado similar obtuvo Chan et al., 2014 al
lograr 100% de éxito en la identificacion de 128 especimenes pertenecientes a 13 géneros y 45
especies de acuerdo a claves morfoldgicas y confirmadas mediante la técnica de cddigos de barra
de ADN (Chan et al., 2014). Por otra parte, Batovska (2016) identifico en el sureste de Australia
26 especies de 113 especimenes usando claves morfoldgicas, mientras que, por identificacion
molecular reveld tres especies mas, para un total de 29 especies, siendo Culex palpalis,
Macleaya macmillani y una especie desconocida que previamente se identific6 como
Tripteroides atripes las especies que se encontraban erroneamente identificadas (Batovska et al.,
2016). Las especies silvestres son dificiles de identificar molecularmente, debido a que su
taxonomia corresponde a grupos con escasa informacion sobre biologia, ecologia y ausencia de
secuencias de referencia, adicionalmente las claves de identificacion no se encuentran
actualizadas. Siendo el caso de Deinocerites spp. y la seccion Melanoconion del mismo
subgénero homonimo; este ultimo no tiene claves morfoldgicas y la identificacion requiere un
reconocimiento de caracteres para cada especie, revisar las estructuras de la genitalia masculina

contrastando cada especie de esta seccion. Los inventarios rapidos o estudios de biodiversidad



usando codigos de barras de ADN para mosquitos en este tipo de ecosistemas silvestres necesitan
un esfuerzo adicional en taxonomia para generar una biblioteca de secuencias de referencia para

la investigacion en ecologia de mosquitos y arbovirus.

En la topologia inferida para las secuencias caracterizadas, se generan clados monofiléticos
apoyados (con valores de bootstrap > 80% y de consenso de mayoria de 100%) con
especies/secuencias que corresponden con la denominacion de la unidad molecular taxonémica
de especie, recuperandose catorce MOTU’s en arboles reconstruidos mediante Maxima
Verosimilitud / Inferencia Bayesiana. Otros analisis realizados en BOLD (best-match) permiten
indicar la identificacion molecular y nombres taxonémicos para cada consulta utilizada, sin
evidenciarse la presencia de especies cripticas 0 complejos de especies. Sin embargo, dentro del
conjunto de secuencias analizadas no se tenian suficientes especies del género Culex, los cuales
presentan dificultades por solapamiento de haplotipos en diferentes grupos de especies, lo que
dificulta la discriminacion correcta de especies (Laurito et al. 2013, Rozo-Lopez y Mengual

2015, Hoyos Lépez et al. 2015).

De acuerdo con Aliabadian et al., 2009, el éxito de los codigos de barras de ADN dependen de
las diferencias entre las distancia s genéticas intra/inter-especificas, las cuales no se deben
sobreponer ni solaparse (gap) (Aliabadian et al., 2009). Con respecto a esto, en este estudio, la
divergencia intra-especifica fue menor a 2% para todas las especies, con un rango de 0-1.3%,
mientras que la distancia inter-especifica estimada se encontraron entre los rangos 6.2-19.5%,
ademas de no evidenciarse superposicion, logrando una clara discriminacion molecular de cada

especie estimada. Resultados similares fueron reportados por Cywinska et al., 2006, el cual



reportd que las divergencias de la secuencia de COI para 37 especies originarias de Canada
fueron aproximadamente 20 veces mas altas para especies congénericas que para miembros de
una especie. La divergencia intra-especificas fue del 0 — 3.9%, mientras que la distancia inter-
especifica presentaba un rango entre 0.2 — 17.2% (Cywinska et al., 2006). Wang et al., 2012,
reporto las distancias intra/inter-especifica para una poblacion de 122 especies de mosquitos
procedentes de China, el cual encontr6 que la mayoria de la divergencia de la secuencia intra-
especifica presentaban un rango de 0 - 1.67%, mientras que la divergencia inter-especifica estaba
en un rango de 2.3-21.8% (Wang et al., 2012). Ashfaq et al., 2014 report6 una divergencia intra-
especifica para 32 especies de mosquitos procedentes de Pakistan entre 0-2.4% y la distancia
inter-especifica mostraron un rango entre 2.3-17.8% (Ashfaq et al., 2014). En estudios a nivel
nacional, se tiene el de Hoyos — Lépez et al., 2015, el cual obtiene una divergencia intra-especie
para 56 culicidos en estado inmaduro de los municipios de Armeniay Circasia de 0 —0,0316 y la
distancia inter-especifica con un rango de 0,059 — 0,137 (Hoyos-L6pez et al., 2015a). Zamora-
Delgado et al., 2015, observé que la variedad intra- especie para 55 especimenes pertenecientes
al género Aedes en estado inmaduro en zona rural de la Tebaida (Quindio) fue baja (0.001),
indicando individuos conespecificos de la misma especie y la distancia genética inter-especifica
fue de 0.137, el cual corresponde con los estimados para la identificacion de especies en

mosquitos (Zamora-Delgado et al., 2015).

Los criterios basados en gréaficos para la identificacion de especies, describen la similitud
genética de forma visual como los arboles filogenéticos, proporcionando fiabilidad estadistica
(Goldstein and DeSalle 2010). En este estudio se realizaron los arboles de Neighbor — Joining,
Maéaxima Verosimilitud e Inferencia Bayesiana para las 180 secuencias generando 14 grupos

monofiléticos con niveles de congruencia mayores al 70%. Rozo-Lépez y Mengual 2015



implementaron los métodos de Neighbor — Joining y Méaxima Verosimilitud a una compilacion
de 1292 secuencias, el analisis basado en arboles en este estudio mostrd 105 especies de
mosquitos (de 133 especies totales) separados en distintos grupos. Dado que el agrupamiento de
NJ se realiz6 considerablemente mas rapido que el enfoque de MV y de hecho se ha utilizado en
la gran mayoria de los estudios de cddigos de barras publicados, estos resultados indican que es
una eleccion eficaz para los analisis de codigos de barras de mosquitos, similar a lo observado

para otros organismos (Rozo-Lo6pez and Mengual 2015).

5.2 Evolucion y variabilidad genética de Citocromo Oxidasa I “Barcode”

La composicion del gen mitocondrial COI de las secuencias es rica en AT, que es similar a los
estudios anteriores (Cywinska et al., 2010; Hoyos et al., 2012; Tamura et al., 2013) y trabajos
previos para mosquitos de importancia médica (Cywinska et al., 2006; Taira et al., 2012; Wang
etal., 2012). La region COl en las especies de mosquitos se caracteriz6 por la acumulacion de Ts
y Tv de manera lineal con alta tasa de Ts en la primera y segunda posicion de coddn, ya que
mostré un aumento constante a lo largo de la distancia genética con el modelo GTR. Resultado
similar obtuvo Vadivalagan et al., 2015 al observar acumulacion de Ts y Tv de forma lineal en el
segundo coddn, mientras que la primera y tercer codones experimentaron baja tasa de Tv y altas
Ts en especimenes de Ae. aegypti en el Sur de la India (Vadivalagan et al., 2015). Por el
contrario, Wang et al., 2012 reporté un alto nivel de Tv conforme iba aumentando la divergencia
de las secuencias, sugiriendo a su vez un estudio adicional sobre el uso de Tv como un indice

adicional de similitud taxondmica molecular (Wang et al., 2012). Murugan et al., 2016 coincidio



con Wang al reportar que la region COI de las especies de mosquitos pertenecientes a los
géneros Aedes, Anopheles y Culex procedentes de la India, se caracterizaron por la alta tasa de
Tv al confrontarlas con el modelo de distancia genética F84 (Murugan et al., 2016). Esto se
podria deber a la amplia divergencia genética causada por las sustituciones entre y dentro las
especies, también se debe tener en cuenta que en los estudios realizados por Wang y Murugan se
trabaja con el tercer codon, el cual tiende a evolucionar mas rapido y acumular residuos

pudiendo interferir con los valores de Ts/Tv.

El uso de genes mitocondriales, a pesar de ser controversial debido a la restriccion en especies
estrechamente relacionadas causado por altas tasas de sustitucion nucleotidica, exhibe multiples
ventajas con respectos a los genes nucleares al poseer estricta transmision materna con alta tasa
de mutacién causado por el sistema de reparacion limitada, rapida evolucion y robustez contra la
degradacion, ademas de tener una estructura simple conservada (San et al., 2006). Sin embargo,
el gen COI se considera como el marcador molecular por excelencia para estudios evolutivos y
filogenéticos al presentar una alta tasa de sustitucion que permite resolver relaciones en
categorias bajas como familias, géneros y especies utilizando una secuencia genética corta 'y
estandarizada de aproximadamente 600 pb, teniendo ventaja con respecto a los otros marcadores

moleculares mitocondriales (Mandal et al., 2014, Roe & Sperling 2007).

En cuanto al tamafio del fragmento a usar del gen mitocondrial COI, Harvey et al., 2003 pudo
observar que un pequefio fragmento de 278 pb permite discriminar especies de moscas
necrofagas de importancia forense, sin embargo, afirma que para obtener la separacion de
especies estrechamente cercanas como es el caso de Calliphora augur y Calliphora dubia, se
requiere de una region mas grande (Harvey et al., 2003). Debido a esto, multiples estudios en la

actualidad se centraron en la amplificacion de un fragmento de aproximadamente 600 pb, el cual



permite obtener mayor informacion a nivel filogenético, logrando discriminar una variedad de
especies ya sean vertebrados como invertebrados y resolver los inconvenientes presentados con
especies cripticas o hermanas. Sin embargo, un estudio realizado por Gunning et al., 2002,
consiguio obtener un amplificado de 900 pb, por lo que no se requiere limitar la longitud del

fragmento a solo 600 pb (Gunning et al., 2002).

5.3 Mosquitos y Patdgenos emergentes/re-emergentes en Salud Publica

Las especies de mosquitos identificadas en este estudio son de gran relevancia en epidemiologia
y entomologia médica debido a que son potenciales vectores de patdgenos humanos como
arbovirus y protozoos. De acuerdo a esto, Psorophora confinnis se considera un vector enzod6tico
para VEEV, encontrandose en diferentes regiones de Colombia (Ferro et al., 2008) y su complejo
fue definido por ensayo isoenzimatico, el cual permiti6 distinguir cuatro especies: Ps. confinnis
en Ameérica del Sur, Ps. columbiae en América del Norte, Ps. funiculus en Colombia, Ps.
toltecum en el Suroeste de los Estados Unidos y el Oeste de México, y Ps. jamaicensis en el
Caribe (Lanzaro et al., 2015). Trabajo realizado por Hoyos-Lépez et al. 2016 manifesto la
presencia de Ps. confinnis en Lorica — Cordoba (Chiqui - San Bernardo del Viento,
aproximadamente ~ 30 km), identificandose como Ps. confinnis como especie presente en

Colombia e informé que dichos especimenes estaban infectados con VEEV.

Hoyos et al. 2016 demostro la presencia de mosquitos de especie Culex (Mel.) erraticus
infectados con el Virus del Nilo Occidental (WNV) en San Bernardo del Viento (Hoyos-L6pez et

al., 2016), en ecosistemas relacionados con manglares y campos de arroz. Esta especie de



mosquito es un vector competente para el Virus de Encefalitis Equina del Este (EEEV), el
subtipo IC del Virus de Encefalitis Equina Venezolana (VEEV) y el Virus de Encefalitis de Saint
Louis (SLEV) (Mendenhall et al., 2012). Por otro lado, Culex quinquefasciatus se ha encontrado
infectado con SLEV, WNV, VEEV (Rutledge et al., 2003, Dow et al., 1964, Day y Curtis 1999,
Arrigo et al. 2010). Otros estudios han evidenciado patrones de alimentacién selectiva,
identificados en fuentes de alimentacion de sangre relacionadas con roedores, lagartos, ranas,
humanos, mamiferos y alta frecuencia en aves (Edman et al. 1971, Alencar et al., 2005).
Especimenes de Cx. erraticus mostraron patrones similares de habitos alimenticios, con
preferencias asociadas a aves, mamiferos y reptiles, pudiendo cruzar ciclos de arbovirus en
diferentes grupos de vertebrados (Mendenhall et al., 2012). EI comportamiento oportunista de
Cx. nigripalpus y Cx. erraticus, los convierte en candidatos para establecer un puente entre los
ciclos de transmision enzo6ticos y humanos de arbovirus (Kilpatrick et al., 2006, Cupp et al.,

2007).

Aedes (Ochlerotatus) taeniorhynchus es considerado un vector epizo6tico de los subtipos IAB-
IC del Virus de Encefalitis Equina Venezolana (VEEV) (Weaver et al., 2004) y también ha sido
identificado como vector competente del Virus de Encefalitis de St. Louis (Nayar et al., 2001),
Virus de Encefalitis Equina del Este (EEEV) (Ortiz et al. 2005), el Virus del Nilo Occidental
(WNV) (Eastwood et al., 2011) y ha sido incriminado en la transmision de Dirofilaria immitis en

América del Sur y Central (Manrique-Saide et al., 2008).

Las larvas de Ma. titillans prefieren pequefios lagos, estanques, rios con poca corriente y
pantanos, asociados con las plantas flotantes (Lounibos y Linley 1987). Sus patrones de
alimentacion muestran un amplio espectro con tendencia a mamiferos y aves (Edman et al.,

1971). Parra et al. (2012) registré esta especie en fragmentos forestales de Uraba (Antioquia)



cerrados a habitats humanos y Groot et al. (1996) encontré insectos infectados con VEEV en
Magangué (Bolivar) en 1970-1971. En granjas de cocodrilos de Florida (EE. UU.) se registro la
presencia de mosquitos de Ma. titillans infectados con WNV (Unlu et al., 2010) y con SLEV -

genotipo IV en manglares de San Bernardo del Viento (Cérdoba) (Hoyos-Lépez et al., 2015).

El estado inmaduro de De. atlanticus se desarrolla en agua acumulada en el interior de agujeros
excavados por los cangrejos y los mosquitos adultos generalmente son activos en la noche,
donde las hembras son consideradas oportunistas e ingieren sangre de una gran variedad de
vertebrados que incluyen mamiferos, reptiles, anfibios y aves (R. E. Harbach et al., 2012; Mclver
& Siemicki, 1976). Debido al poco estudio sobre el comportamiento, ecologia y biologia de los
mosquitos de esta especie, se desconoce ciertamente el papel que desempefian como vectores en
transmision de posibles enfermedades en vertebrados (Betancourt & Loaiza, 2016). Sin embargo,
en Colombia se han tenido registros de la especie De. atlanticus, como es el trabajo de Ferro en
el 2015, el cual estudio si las condiciones ambientales eran favorables para la reaparicion del
VEEV en un zona rural del municipio de Manaure (Guajira). Dicho trabajo reporté la presencia
de especies como Ae. taeniorhynchus y Ps. confinnis, los cuales tenian relacion con
precipitaciones y temperaturas y la especie De. atlanticus fue la especie con mayor abundancia
(91%) de los especimenes colectados, convirtiéndolo en un vector de importancia en esa zona, ya
que aln se presentan ciertas condiciones ambientales y epidemioldgicas que podrian favorecer la
reaparicién del virus de VEEV en esta localidad (Ferro et al., 2015). Otro estudio fue el de
Hoyos en el 2016 en una zona rural de San Bernardo del Viento (Colombia), en donde lograron
detectar el VEEV en especimenes pertenecientes a las especies Culex, Ps. confinnis, Ae.
scapularis y Ma. titillans, siendo este el primer reporte para De. atlanticus (Hoyos-Lopez et al.,

2016).



6. Conclusiones

En este estudio se obtuvieron secuencias de COI para 186 especimenes, representados por 9
géneros y 14 especies, las cuales al ser sometidas a la base de datos BOLD Systems presentaron
discrepancia para ciertas especies, 1o que evidencia la necesidad de una valoracion de las
secuencias ingresadas y su posterior validacion en dicha base de datos; difiriendo de la base de
datos en GenBank que se obtuvo una total correspondencia con las especies, afirmando la
identidad de las secuencias obtenidas. EI marcador molecular COI — cddigos de barra de ADN
presento una variabilidad nucleotidica constante, con una distancia inter-especifica superior con
respecto a la variacion intra-especifica, ademas de generarse agrupaciones de acuerdo a las
especies de mosquitos identificados bajo los modelos evolutivos de Kimura-2-Parametros y
General — Time — Reversible, usado en la Inferencia Bayesiana, concluyendo asi que la
metodologia cddigos de barra-COI permitio la separacion e identificacion de las especies de
mosquitos usadas en este estudio, las cuales de acuerdo a multiples trabajos a nivel internacional
y nacional se encuentran involucradas en la transmision de patdégenos de importancia clinica y

veterinaria.

El uso del gen mitocondrial COI “cédigo de barras” en la identificacion de especies resulta ser
efectivo y accesible para estudios de sistematica y taxonomia, asi como en estudios
poblacionales en la mayoria de las especies, puesto que permite la definicidn de relaciones
filogenéticas a nivel de especies cercanamente relacionadas, ademas de ser un buen marcador

para las relaciones evolutivas entre poblaciones de una misma especie.



Con respecto a las especies trabajadas pertenecientes al género Culex, se logré su correcta
separacion e identificacion, sin embargo las especies colectadas de este género no son
representativas para evaluar la confiabilidad del marcador cddigos de barras de ADN, y de
acuerdo a los inconvenientes que plantea este género con su identificacion a nivel morfoldgico
(falta de claves dicotomicas, escasas revisiones de subgéneros, ausencia de catalogos, complejos
de especies y las evidencias de una alta diversidad criptica morfoldgica y molecular), seria
adecuado continuar con este estudio enfocandose en este género con especies representativas
para obtener resultados fiables con respecto al empleo de esta metodologia. Adicional a este,
también es requerido realizar este estudio en especies correspondientes a los géneros
Deinocerites, Mansonia y Haemagogus, debido al poco conocimiento que se tiene de dichos
géneros en cuanto a su ecologia e importancia clinica-veterinaria a nivel nacional y en zonas

costeras.



7 . Recomendaciones

Se recomienda profundizar en el estudio de especies del género Culex (subgéneros Culex y
Melanoconion) en municipios del departamento de Cordoba, determinando las especies presentes
mediante la revision taxondmica, implementacion de la metodologia codigos de barras (COI) y
marcadores moleculares como ND4 e ITS-2. “Taxonomia integrativa de especies del subgénero
Culex y Melanoconion en zonas con actividad de patdgenos emergentes de Cordoba

(Colombia)”.
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