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RESUMEN

Los mosquitos del género Haemagogus son importantes en salud publica, por ser vectores
del virus Fiebre Amarilla y del virus Mayaro. Este trabajo permitid identificar seis
especies de este género en tres departamentos de Colombia: Sucre, Atlantico y Cesar,
basado en caracteres morfologicos y moleculares mediante la amplificacion de un
fragmento de los genes Citocromo Oxidasa | y White, utilizando las técnicas de PCR y
secuenciacion. Los mosquitos se recolectaron a través de larvitrampas, busqueda directa
en criaderos potenciales y captura adultos. La determinacion taxonémica se realizd con
las claves y descripciones de Arnell (1973) y Liria y Navarro (2009). Se capturaron 8863
estados inmaduros de mosquitos agrupados en seis géneros: Haemagogus (77%), Aedes
(13%), Limatus (6%), Culex (4%), Toxorhynchites (0,34%) y Wyeomyia (0,13%). El
género Haemagogus en el departamento de Sucre estuvo representado por 6 especies: H.
lucifer, H. janthinomys, H. equinus, H. celeste, H. anastasionis y H. chalcospilans; dos
especies fueron capturadas en los departamentos de Atlantico y Cesar: H. equinus y H.
anastasionis. La presencia de H. janthinomys, H. equinus y H. lucifer constituyen un
riesgo en la transmision de fiebre amarilla en estos departamentos. Los andlisis realizados
a partir de un fragmento de 617 pb de la secuencia del gen mitocondrial COl demuestran
su utilidad en la discriminacion de seis especies del género Haemagogus y en la
realizacion de inferencias filogenéticas. Los arboles obtenidos agrupan las especies en dos
clados, resultados consistentes con la taxonomia clasica propuesta por Arnell (1973) para
dos secciones de este genero: Albomaculatus y Splendens; el andlisis de un fragmento de
223 pb de las secuencias del gen White solo pudo discriminar tres especies: H. lucifer,
H. celeste y H. chalcospilans y carecid de resolucion para diferenciar especies
estrechamente relacionadas como H. equinus, H. anastasionis y H. janthinomys. Este
estudio confirma la utilidad de las técnicas de biologia molecular como apoyo a técnicas

morfoldgicas tradicionales para la discriminacion de especies de mosquitos.

Palabras Claves: Fiebre Amarilla, Haemagogus, Larvitrampas, PCR, Secuenciacion.
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ABSTRACT

The mosquitoes from genus Haemagogus are important in public health, because of they
are vectors of Mayaro virus and yellow fever virus. This study found six species of this
genus in three departments of Colombia: Sucre, Atlantico and Cesar, based on
morphological and molecular characters by amplification of a fragment of Cytochrome
Oxidase | and White genes, using the techniques of PCR and sequencing. Mosquitoes
were collected by larvitraps, direct search in potential breeding sites and capturing adult
insects. Taxonomic identification was done with keys and descriptions proposed by Arnell
(1973) and Liria and Navarro (2009). 8863 immature stages of mosquitoes grouped in six
genera were captured: Haemagogus (77%), Aedes (13%), Limatus (6%), Culex (4%),
Toxorhynchites (0.34%) and Wyeomyia (0.13%). The genus Haemagogus in Sucre
department was represented by 6 species; H. lucifer, H. janthinomys, H. equinus, H.
celeste, H. anastasionis y H. chalcospilans and two species were captured in the
departments of Atlantico and Cesar: H. equinus and H. anastasionis. The presence of H.
janthinomys, H. Lucifer and H. equinus represents a potential risk in the transmission of
yellow fever in these departments. Analysis from a fragment of 617 bp of the sequence of
mitochondrial COl gene, demonstrated its usefulness in discriminating six species of
Haemagogus and performing phylogenetic inferences. Trees obtained grouped species
into two clades, This results are consistent with classical taxonomy proposed by Arnell
(1973) for two sections of this genus: Albomaculatus and Splendens; analysis of a 223 bp
fragment of the White gene sequences could only discriminate three species H. lucifer, H.
celeste and H. chalcospilans and lacked the resolution to distinguish closely related
species such as H. equinus, H. janthinomys and H. anastasionis. This study confirms the
utility of molecular biology tools to support traditional morphological techniques in order

to discriminate species of mosquitoes.

Keywords: Yellow Fever, Haemagogus, larvitraps, PCR, Sequencing.
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INTRODUCCION

La fiebre amarilla (FA) es una enfermedad reemergente de gran importancia en
salud publica, propia de regiones tropicales de América del Sur y Africa donde se
presentan casos esporadicos o brotes epidémicos con altas tasas de mortalidad (Mejia,
2010). Esta es una enfermedad virica aguda, hemorragica, transmitida por insectos
hematdfagos de la familia Culicidae, principalmente de los géneros Aedes y Haemagogus
(Vasconcelos et al., 2003).

La tasa de mortalidad de la enfermedad es del 50%, se calcula que cada afio se
producen en el mundo 200.000 casos de FA que causan unas 30.000 muertes. EI nimero
de casos ha aumentado en las dos ultimas decadas debido a la disminucion de la
inmunidad de la poblacion, la deforestacion, la urbanizacion, los movimientos de
poblacién y el cambio climéatico (OMS, 2011). Segun la OMS muchas regiones hoy en
dia son susceptibles a la reemergencia de FA urbana, si el virus es introducido
eventualmente por viajeros y/o personas con alta viremia a sitios con presencia de
mosquitos vectores (OMS, 2011).

La fiebre amarilla selvatica en Suramérica es endémica de Brasil, Colombia,
Bolivia, Per0 y Venezuela (Liria y Navarro, 2010). En 2015, tres paises confirmaron la
circulacién del virus (Bolivia, Brasil y Per(), y en 2016, tres paises notificaron casos:
Brasil, Colombia y Peru. (OMS/OPS, 2016).

En Colombia esta enfermedad ha tenido un caracter endemo-epidémico, con
tendencia al ascenso desde el afio 2000, hasta constituirse en un problema de salud publica
en 2003, con un extenso brote iniciado durante este afio en el departamento de Norte de
Santander, posteriormente se extendid hacia el norte para los departamentos de Cesar, la
Guajira, Magdalena y hacia el sur en el departamento de Meta. En el pais, hasta la semana
epidemiologica N° 40 del afio 2016, se han notificado al Sivigila 11 casos de fiebre
amarilla, con cuatro muertes confirmadas. (INS, 2016).

En Suramérica, algunas especies de mosquitos del género Haemagogus Williston,
1896, estan incriminados como vectores del virus de la fiebre amarilla (VFA) en su ciclo
selvatico (Alencar et al., 2009); también estan involucradas en el ciclo enzodtico del virus

Mayaro (Mufioz y Navarro, 2012).



La fiebre Mayaro (FM), es una zoonosis producida por un Alphavirus, Familia
Togaviridae, endémico en bosques himedos tropicales de Sur América. Este virus ha sido
aislado en humanos, vertebrados silvestres y mosquitos en Bolivia, Brasil, Colombia,
Guyana, Guyana Francesa, Pert y Surinam. En el afio 2010 ante la presencia de casos en
Venezuela, la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) alertd sobre la posibilidad
de brotes en América; sin embargo, en Colombia la informacion epidemiolégica sobre la
enfermedad es escasa, aunque existen reportes previos de circulacién viral. (OPS, 2010).
A pesar de la importancia epidemioldgica de estas patologias, en el pais, son pocos los
estudios relacionados con los mosquitos involucrados en la transmision del virus en el
ciclo selvatico, lo que denota un vacio en el conocimiento de la epidemiologia de estas
enfermedades.

La identificacion de especies vectoras es el primer paso en la vigilancia y control
de las enfermedades transmitidas por mosquitos. Sin embargo, existen problemas
relacionados con la identificacion de especies, porque los caracteres morfolégicos
analizados en este proceso con frecuencia se pierden durante la recoleccion, manejo v el
almacenamiento de los ejemplares, 0 pueden no estar presentes durante todas las etapas
de desarrollo del insecto (Wang et al., 2012). Las claves de identificacion de especies de
mosquitos disponibles deben ser usadas con precaucion, teniendo encuenta que los
caracteres morfologicos de las hembras que son las que se capturan con mayor frecuencia,
pueden ser polimorficos o ser compartidos por varias especies y por la presencia de
especies cripticas o de complejos de especies que hace ain mas dificil la identificacidn
morfoldgica (Laurito, Oliveira, Almiron, y Sallum, 2013).

En el Caribe Colombiano, el género Haemagogus se ha reportado en distintas
localidades: las especies H. equinus , H. janthinomys y H. celeste , en el area de la Sierra
Nevada, Magdalena; H. capricornii, H. janthinomys, H. lucifer y H. equinus, en el
departamento del Cesar; H. lucifer, H. equinus y H. capricornii, en el departamento de
Cordoba; H. capricornii , H. equinus , H. janthinomys, H. celeste y H. anastasionis , en
La Guajira; y H. equinus, en el departamento del Atlantico (Maestre et al., 2013).

La discriminacién de especies morfologicamente similares del género
Haemagogus se ha basado principalmente en caracteres de los genitales masculinos

(Alencar, Silva, Serra-Freire y Guimaraes, 2009); su limitante es que en campo es dificil



colectar individuos machos y caracteres en las hembras como los colores metalicos
iridiscentes de las escamas y su amplia gama de tonalidad son dificiles de identificar, dado
que las definiciones de los colores son generalmente de interpretacion del investigador, lo
que requiere de experiencia para detectar las diferencias sutiles en el color que son

utilizadas como caracteres diagndsticos especificos en este género.

Dentro de las especies con problemas de identificacion se encuentran: H.
janthinomys y H. capricornii, aparentemente indistinguibles excepto por detalles del
organo genital masculino (Aedeagus); ambas especies han sido reportadas para la Region
Caribe de Colombia y se ha sugerido que puede existir un “complejo janthinomys” de
especies, por su presencia en diferentes biomas forestales en diversas regiones del
continente (Alencar et al., 2009). También, se ha registrado que los machos de H. equinus
presentan variabilidad morfologica en la claspeta, y en estadios larvarios son muy
similares a H. anastasionis; la genitalia del macho de H. Splendens y H. celeste es
aparentemente indistinguible por morfologia. H. lucifer, H. regalis, H. iridicolor y H.
aerinticus en adultos hembras pueden ser separadas por la coloracion de las escamas, sin
embargo, no se puede realizar por caracteres larvares, lo que dificulta su identificacion
por morfologia clasica (Arnell, 1973).

En consecuencia, los retos que enfrentan los taxbnomos en la identificacion de
especies, sumado a la falta de registros actualizados de estas especies en el pais, dificultan
el establecimiento de patrones de distribucion y por lo tanto impiden la correcta
estimacion del riesgo epidemioldgico que representan estos insectos, porque solo algunas
especies juegan un papel importante en la transmision de enfermedades, lo que limita el
disefio e implementacion de medidas prevencion y control.

Para solucionar el problema actual de la identificacion de especies se ha propuesto
la combinacion de metodologias morfoldgicas y moleculares, las secuencias de ADN
estan siendo ampliamente utilizadas como codigos de barras para la diferenciacion de
especies y entre estos se destacan los fragmentos de genes ubicados en el genoma nuclear
como: el gen ITS2 y el gen White, y de genes del genoma mitocondrial, Citocromo
Oxidasa I y Il (Norris y Norris, 2015; Besanski, 1995; Reidenbach et al., 2009).



Por décadas el ADN mitocondrial ha sido empleado en estudios moleculares de
mosquitos (Cook, Diallo, Sall, Cooper y Holmes, 2005; Kambhampati y Smith, 1995;
Paupy et al., 2012; Da Silva et al., 2015); estas secuencias de ADN, en conjunto con la
morfologia clasica, plantean una solucion confiable y rapida para el problema de la
identificacion de especies (Hebert, Cywinska, Ball, y de Waard, 2003). Actualmente,
existen muy pocas secuencias de ADN de especies del género Haemagogus en la base de
datos del GenBank, que permitan apoyar la identificacion morfoldgica y realizar anélisis
genéticos en este taxon.

Considerando el escaso conocimiento sobre la taxonomia y filogenia de los
mosquitos de este género en la region Caribe Colombiana, su importancia epidemiologica,
las dificultades en la identificacion morfologica de especies similares, la presente
investigacion se centrd en el analisis morfoldgico y molecular de seis especies del género
Haemagogus capturadas en los departamentos de Sucre, Atlantico y Cesar, planteandose
las siguientes preguntas de investigacion: ¢Existen diferencias genéticas y morfologicas
que permitan discriminar las especies del género Haemagogus capturadas en el area de
estudio?, ¢Son los genes COIl y White (tiles para la discriminacion de las especies del

género Haemagogus capturadas?.



2. Marco referencial

2.1 Género Haemagogus y su importancia en Salud Publica

Los mosquitos del género Haemagogus Williston, 1896, son vectores del virus de
la FA en su ciclo “selvatico” (Arnell, 1973; Down, 1968; Souza et al., 2011), y estan
involucradas en el ciclo enzodtico del virus Mayaro (Mufioz y Navarro, 2012). Este
género desarrolla su fase larvaria en huecos de &rboles y de bambu (Arnell, 1953; Navarro,
1998), sin embargo se puede encontrar también en recipientes artificiales (Ramirez et al.,
2007). Los mosquitos adultos son de habitos diurnos y antropofilicos, se encuentran en
bosques y zonas rurales, con maxima actividad al medio dia (Chadee et al., 1992).

Para este género se han realizado estudios sobre aspectos bioldgicos, ecoldgicos y
epidemioldgicos en Brasil, Trinidad, Colombia y Panama (Alencar et al., 2016; Chadee,
Tikasingh, y Ganesh, 1992; Chadee, Hingwan, Persad, y Tikasingh, 1993; Chadee,
Ganesh, Hingwan, y Tikasingh, 1995; Kumm, Osorno-Mesa y Boshell-
Manrique, 1946; Kumm y Cerqueira, 1951 ; Galindo, De Rodaniche y Trapido, 1956).

Las revisiones taxonomicas més recientes del género Haemagogus las realizaron
Zavortink (1972) con el subgénero Conopostegus (4 spp y 4 formas no descritas) y Arnell
(1973), quien realiz6 wuna revision para dos subgéneros (Haemagogus con
24 spp. y Conopostegus con 4 spp); mientras que Marcondes y Alencar en 2010,
realizaron una revision para las especies presentes en Brasil. Recientemente, Liria y
Navarro (2010) estimaron la distribucién potencial de catorce especies del género
Haemagogus con base en modelo de nicho ecoldgico y establecieron su relacién con la
transmision de arbovirus. En Ecuador dos especies de mosquitos vectores
potenciales de los virus de la Fiebre Amarilla y Mayaro fueron registrados:
Sabethes amazonicus y Haemagogus anastasionis (Navarro, Ponce y Cevallos, 2013) y
en Venezuela se ampli6 la distribucion de especies con Haemagogus anastasionis y
Haemagogus janthinomys (Berti et al., 2014).

H. janthinomys Dyar, es el vector més importante y ha sido involucrado
repetidamente en el ciclo enzodtico de FA. Otras especies han sido registradas con
infeccion natural: H. leucocelaenus (Dyar y Shannon), H. capricornii Lutz, H.

mesodentatus Komp y Kumm, H. Albomaculatus Theobald, H. soperi Levi-Castillo, H.



equinus Theobald, H. celeste Dyar y Nufiez Tovar y H. lucifer (Howard, Dyar y Knab).
Adicionalmente H. janthinomys y H. leucocelaenus han sido encontrados infectados
naturalmente por virus llheus en Panamay Una en Belém (Brasil) (Liria y Navarro, 2009).

Estudios morfométricos para discriminar dos especies cripticas, Haemagogus
capricornii y Haemagogus janthinomys fueron realizados en Brasil por Alencar et al. en
2009.

2.2 Taxonomia y distribucién del Género Haemagogus.

El género Haemagogus presenta 28 especies descritas, distribuidas
principalmente en América Central, Norte de Suramérica e islas del Caribe. En América
del Sur, alcanza el norte de Argentina, con excepcion de la costa Pacifica del Golfo de
Guayaquil (Ecuador) y ciertas elevaciones de los Andes. Con una sola especie registrada
en el Neartico, en Texas, Estados Unidos (Liria y Navarro, 2010).

Inicialmente, el género Haemagogus incluia a las especies de tres subgéneros
Haemagogus, Stegoconops y Longipalpifer (Dyar 1921; Antunes 1939; Levi-Castillo
1951; Lane 1953). La revision taxondmica realizada por Zavortink (1972) del subgénero
Conopostegus (4 ssp y 4 formas no descritas), reasigna las species Neotropicales del
Grupo Leucocelaenus de Aedes (Finlaya) al subgénero Conopostegus con H.
leucocelaenus como especie tipo (Liria y Navarro, 2010).

La revision taxondmica mas reciente fue realizada por Arnell (1973), quien
conserva el subgénero Conopostegus e incluye en el subgénero Haemagogus a las
especies sefialadas para Longipalpifer, Stegoconops y Haemagogus (Lutz, 1905; Dyar,
1921; Levi-Castillo, 1951). Sugiere tres secciones o grupos para el Subgénero

Haemagogus: Albomaculatus (14 spp.), Splendens (9 spp.) y Tropicalis (1 sp.)(Tabla 1).



Tabla 1. Revision el género Haemagogus Arnell, 1973.

Género Haemagogus

Subgénero Conopostegus

(4 spp.)

Haemagogus (Conopostegus)
leucocelaenus

Haemagogus(C.) clarki

Haemagogus(C.) leucotaeniatus

Haemagogus(C.) leucophoebus

Subgénero Haemagogus, Williston

Seccidn Albomaculatus
(14 spp.)

Seccion Tropicalis (1 sp.)
Seccion Splendens

(9 spp.)

Haemagogus (Haemagogus)
anastasionis

Haemagogus (H.) chrysochlorus
Haemagogus (H.) spegazzinii
Haemagogus (H.) baresi
Haemagogus (H.) andinus
Haemagogus (H.) nebulosus
Haemagogus (H.) janthinomys
Haemagogus (H.) capricormi
Haemagogus (H.) mesodentatus
Haemagogus (H.) albomaculatus
Haemagogus (H.) panarchys
Haemagogus (H.) soperi
Haemagogus (H.) acutisentis
Haemagogus (H.) equinus

Haemagogus (H.) tropicalis

Haemagogus (H.) splendens
Haemagogus (H.) celeste
Haemagogus (H.) iridicolor
Haemagogus (H.) aeritinctus
Haemagogus (H.) regalis

Haemagogus (H.) lucifer
Haemagogus (H.) argyromeris

Haemagogus (H.) chalcospilans

Haemagogus (H.) boshelli

(Dyar y Shannon, 1924)

(Galindo, Carpenter y Trapido,
1953)
(Komp, 1938)

(Galindo, Carpenter y Trapido,
1953)

Dyar, 1921

Arnell, 1973

Brethes, 1912
Cerqueira, 1960
Osorno-Mesa, 1944
Arnell, 1973

Dyar, 1921

Lutz, 1904

Komp y Kumm, 1938

Theobald, 1903
Dyar, 1921
Levi-Castillo, 1955

Arnell, 1973
Theobald, 1903

Cerqueira y Antunes, 1938
Williston, 1896

Dyar y Nufiez Tovar, 1927
Dyar, 1921

Galindo y Trapido, 1967
Dyar y Knab, 1906

(Howard, Dyar y Knab, 1913)
Dyar y Ludlow, 1921
Dyar, 1921

Osorno-Mesa, 1944




En cuanto a la distribucion geografica en Colombia, se han registrado nueve de las
veintiocho especies del género: H. andinus, H. anastasionis , H. capricornii, H. bosheli,
H. chalcospilans, H. lucifer, H. celeste, H. janthinomys y H. equinus; las Gltimas dos
especies han sido involucradas como vectores del virus agente causal de FA.

En la region del Caribe Colombiano, se ha reportado en distintas localidades, en
el departamento del Cesar se registrd la presencia de H. capricornii, H. janthinomys, H.
lucifer y H. equinus (Soto et al., 2005), en los departamentos de Atlantico y La Guajira,
se ha registrado el género Haemagogus en areas urbanas y periurbanas (Kumm et al.,
1946; Morales et al., 1984; Maestre et al., 2008). Ademas, tanto en el departamento del
Atlantico, como en La Guajira se han encontrado formas inmaduras de Haemagogus
compartiendo criaderos con larvas de Ae. aegypti. En La Guajira, en la poblacion de
Fonseca y en el Atlantico en los municipios de Barranquilla, Soledad y Malambo (Morales
et al., 1984; Maestre et al., 2008), en el departamento de Sucre, su presencia ha sido
registrada en el aeropuerto del municipio de Tolu y en el terminal de transportes del
municipio de Covefias, en larvitrampas (Maestre et al., 2013). Situacion que aumenta los
factores de riesgo de transmision del virus de la FA por la posibilidad de enlace entre los

ciclos epidemioldgicos de transmision del virus, el rural y el urbano.

2.3 ldentificacion morfoldgica del género Haemagogus.

El género Haemagogus es posiblemente un taxdn derivado en la tribu Aedinii. Los
caracteres en los adultos incluyen escamas metélicas anchas y planas (Figura 1a),
acompariado de una reduccion en la quetotaxia toracica, l6bulos pronotales agrandados,
aumento de la coxa posterior, el meron se encuentra por encima de la coxa posterior,
carece de setas en el postnotum y el desarrollo de un parche apical de escamas
esternomesales en la pieza lateral de los genitales masculinos, las larvas presentan cabeza
redondeada, sifén con un par de setas, octavo segmento abdominal con peine, seta
abdominal 3-VII larga y fuerte, seta 6-C simple o doble, espinas en el segmento X (Arnell,
1973; Belkin et al., 1970).

Se diferencian de los demas Aedinos Neotropicales por la siguiente combinacion
de caracteres: Escuto cubierto con escamas anchas metalizadas cobre, verde, azul o

violetaen la mayoria de las especies, setas acrosticales, dorsocentrales y prescutelares
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ausentes, antepronoto desarrollado y aproximados en vista dorsal, pleura con una o tres
bandas de escamas plateadas que se extienden desde el escuto hasta la coxa posterior
(Figura 1b), y setas pre espiraculares ausentes. (Zavortink, 1972; Arnell, 1973; WRBU,
2009, Liria y Navarro, 2009).

Figura 1. Vista dorsal y lateral del térax de H. janthinomys. a) Vista dorsal, mostrando escamas
anchas y de colores metalicos en el escuto. Tomado de:
http://www.wrbu.org/images/mq_medspc/mq_hi-res/hi_non-ano/ad/HGjthTD24335_thd2.jpg. b)
Vista lateral, mostrando la pleura con una banda de escamas plateadas que se extienden desde el
escuto hasta la coxa posterior. Tomado de: ttp://www.wrbu.org/images/mg_medspc/mg_hi-
res/hi_non-ano/ad/HGjanCO40-13 plu2.jpg.

2.4 ldentificacién molecular de especies de mosquitos.

Las secuencias de ADN han sido ampliamente utilizadas en taxonomia molecular
en la diferenciacién de especies de mosquitos (Navarro y Weaver, 2004; Cook, Diallo,
Sall, Cooper, y Holmes, 2005; Scarpassa y Conn, 2006; Sallum et al., 2008, Sallum et al.,
2010; Demari, Vesgueiro, Sallum y Marrelli, 2011; Daravath, Yadav, Chakrapani y
Reddya, 2013; Bennett et al., 2015), para establecer relaciones filogenéticas entre familias
de Culicidae (Krzywinski, Wilkerson y Besansky, 2001; Sallum et al., 2002; Reidenbach
et al., 2009), estimar tiempos de divergencia entre mosquitos (Shepard, Andreadis, y
Vossbrinck, 2006; Moreno et al., 2010) y para definir la estructura genética de
poblaciones de especies vectoras (Bracco et al., 2007; Scarpassa, Cardoza, y Cardoso
Junior, 2008; Mirabello y Conn, 2008; Laurito et al., 2013; Moore et al., 2013; Daravath,
Siddaiah y Reddya Naik, 2015; Jaimes, Arboleda, Triana y Gomez, 2015); estas aportan
informacion critica en el disefio de estrategias de prevencion y control de las

enfermedades de transmision vectorial. Los diferentes tipos de marcadores se distinguen


http://www.wrbu.org/images/mq_medspc/mq_hi-res/hi_non-ano/ad/HGjthTD24335_thd2.jpg
http://www.wrbu.org/images/mq_medspc/mq_hi-res/hi_non-ano/ad/HGjanCO40-13_plu2.jpg
http://www.wrbu.org/images/mq_medspc/mq_hi-res/hi_non-ano/ad/HGjanCO40-13_plu2.jpg

por su capacidad de detectar polimorfismos en loci Unicos o multiples y son de tipo
dominante o co-dominante (Simpson, 1997). Los mas utilizados son los basados en genes
ribosomales, mitocondriales y nucleares.

Los marcadores mitocondriales han sido ampliamente utilizados para estudios de
variaciones genéticas entre especies, hacer inferencias acerca de parametros poblacionales
y son especialmente importantes para trazar la historia filogeografica (Avisé et al.,1987;
Simon et al., 1994; Pedro y Sallum, 2008; 2009) y la estructura genética poblacional de
linajes estrechamente relacionados (Avisé, 2000), porque estos son de herencia
uniparental y no recombinan, tienen altas tasas de mutacién ya que estan expuesto a un
ambiente con alto estrés oxidativo y carecen de sistemas de reparacion del DNA. También
nos permiten inferir cambios demogréficos y de dispersion entre especies (Di Rienzo y
Wilson, 1991), ha proporcionado una fuente de informacion amplia y de facil acceso para
que los evolucionistas realicen inferencias genealdgicas fuertes a nivel intraespecifico,
ofreciendo ventajas para el anélisis filogenético microevolutivo (Aviseé et al., 1987).

Los genes de las subunidades 4 y 5 de la NADH deshidrodrogenasa (ND4 y ND5)
han sido utilizado para evaluar la estructura genética de poblaciones en Aedes vexans,
Aedes aegypti, y Anopheles darlingi (Szalanski, Owens, Lewter y Broce, 2000; Bossio et
al., 2015; Conn, Rosa-Freitas, Luz, y Momen, 1999). Estudios filogeograficos de Aedes
albopictus han sido realizados utilizando el gen ND5 con el fin de establecer el origen
invasivo de esta especie (Birungi y Munstermann, 2002); también se estudio el flujo de
genes en poblaciones de Aedes Ochlerotatus triseriatus (Beck et al., 2005).

Por otra parte, un fragmento de la subunidad | de citocromo C oxidasa (COI) ha
sido ampliamente usado como “codigo de barras” de un gran nimero de especies (Cook
et al., 2005; Kambhampati y Smith, 1995; Paupy et al., 2012, Da Silva et al., 2015); ha
permitido determinar divergencia genética entre especies estrechamente relacionadas,
debido a la capacidad de este marcador de proporcionar una alta variacién a nivel intra e
interespecifica, y a que puede ser facilmente estandarizado para obtener resultados
comparables (Hebert et al., 2003; Chan et al., 2014, ).

El fragmento del gen mitocondrial que codifica para la proteina citocromo oxidasa
I (COI) (650 pb) fue el primero empleado como codigo de barras con gran aceptacién en

la comunidad cientifica (Hebert et al.,2003), se ha empleado cada vez mas para estudios
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evolutivos; esto ocurre porque esta conformado por regiones altamente variables y
conservadas, tiene una gran capacidad de resolucién lo cual permite estimar relaciones
entre grupos de insectos, desde Ordenes hasta especies (Cook et al.,2005); ha sido
ampliamente utilizado en la determinacion de variabilidad genética, reconstrucciones
filogenéticas y dispersion geografica (Low et al., 2014; Ambrose et al., 2014;
Kambhampati y Rai, 1991).

Muchos estudios han seleccionado este marcador molecular para identificar
especies de mosquitos en diversos paises y establecer relaciones filogenéticas entre
diferentes grupos taxonémicos, en Colombia (Lopez et al., 2015), Singapur (Chan et al.,
2014), Belgica (Versteirt et al., 2014) Brasil (Laurito et al., 2013), China (Wang et al.,
2012), India (Kumar et al., 2007), Canada (Cywinska, Hunter, y Hebert, 2006). Linton et
al. en el 2013, utilizaron la metodologia del cddigo de barras de ADN para realizar
estudios sobre diversidad de especies de mosquitos en Ecuador; permitié la identificacién
de 20 especies representadas en nueve géneros, de las cuales ocho especies pertenecen a
la tribu Aedini: H. janthinomys, Aedes (Oc.) fulvus , Aedes (Oc.)serratus , Aedes (Oc.)
argyrothorax, Ps. cingulata, Ps. albigenu , Ps. albipes y Ps. lanei; estudios similares
fueron realizados en Pakistan donde se establecid una linea base de la fauna y diversidad
genética de mosquitos de esta region (Ashfag et al., 2014).

Mediante la utilizacion del gen COI se ha determinado la estructura genética de
diferentes especies pertenecientes a la tribu Aedini (Kamgang et al., 2011; Zawani, Abu,
Sazaly, Zary, y Darlina, 2014; Petersen, Devicari, y Suesdek, 2015); también fue utilizado
para diferenciardos especies cripticas del género Aedes en Africa, Aedes talori y Aedes
furcifer (Cook et al., 2005); estudios relacionados con genética de poblaciones
permitieron establecer la estructura genética y filogeografia de Aedes aegypti en Bolivia
(Paupy et al., 2012), y la variacién mitocondrial en tres poblaciones de Aedes albopictus
(Kambhampati, 1991).

Da Silva et al. en el 2015, secuenciaron y describieron todos los genes
mitocondriales de Haemagogus janthinomys, la secuencia codificante completa es de
14937 pb e incluye 37 genes funcionales, de los cuales 13 codifican proteinas, 22 ARNt
y 2 subunidades ribosomales, informacion que puede ser util en estudios taxondmicos y

evolutivos. (Figura 2).
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Estudios en el subgenero Nysorhynchus de Anopheles han revelado complejos de
especies (Ruiz-Lopez et al., 2012; Foster et al., 2013). Debido a su elevado nivel
polimérfico el gen COl hasido til para diferenciar especies de los géneros Culex y Aedes
(Shaikevich, 2007; Cook et al., 2005). En Colombia se evaluo la estructura poblacional
de Anopheles albimanus (Gutiérrez et al., 2009), Sin embargo, este marcador ha fallado
en la distincion de ciertas especies de mosquitos de los géneros Anopheles y Culex, y de
especies del genero Aedes subgénero Ochlerotatus (Laurito et al., 2013; Kumar et al.,
2007; Bourke, Oliveira, Suesdek, Bergo, y Sallum, 2013; Werblow et al., 2014).

CIN2191
2

KT372555 (Hacmagogus janthinemys mitochondrion, complete genome)

15,698 bp }5

Figura 2. Genoma Mitocondrial de Haemagogus janthinomys, Gen Bank cédigo de acceso
KT372555. La secuencia codificante completa de 14 937 pb de longitud incluye 37 genes
funcionales, de los cuales 13 codifican para proteinas, 22 RNAt y 2 subunidades ribosomales.

En eucariotas, la mayor parte de la informacion genética se encuentra contenida
en el nucleo de la célula, el ADNn se encuentra empaquetado y asociado a proteinas
histonas, que constituye los cromosomas. EI ADNn contiene regiones de copia unica, de
mas de una copia (pueden ser diferentes entre si, 6 ser copias iguales producidas por
eventos de duplicacién) y regiones repetitivas. Los genes que codifican proteinas
nucleares ofrecen una alternativa como marcadores moleculares en Culicidae, y combinan
las ventajas del facil alineamiento con las adecuadas tasas de mutacion que permiten la

resolucion de interrogantes en sistematica de insectos (Besansky y Fahey 1997). Dentro
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de los genes nucleares recientemente utilizados en insectos estan, el gen Glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa (Gepd), gen Alcohol deshidrogenasa, gen fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa, la copia Unica del gen nuclear White (Besansky y Fahey, 1997), entre
otros.

Besansky y Fahey (1997) establecieron la utilidad del gen White para analisis
filogenéticos en Culicidae; analizaron 13 especies correspondientes a tres subfamilias y
nueve géneros de mosquitos, los resultados ubican al género Toxorhynchites dentro de la
subfamilia Culicinae y la subfamilia Anophelinae ocupa una posicion basal, confirma los
estudios filogenéticos basados en caracteres morfologicos propuestos por Harbach y
Kitching (1998). Investigaciones similares confirmaron su utilidad en analisis
filogenéticos de los géneros Haemagogus y Aedes (Reidenbach et al., 2009), demostrando
las ventajas de este marcador para establecer relaciones evolutivas en estos grupos
taxonomicos.

Estos resultados han demostrado que las técnicas moleculares constituyen una
herramienta Util para la identificacion de especies de importancia médica; ha permitido a
los investigadores tener una nueva perspectiva en los estudios de la ecologia, del
comportamiento y de la genética de los vectores, con el fin de buscar métodos mas

eficientes de controlar sus densidades.

2.5 Epidemiologia de la fiebre amarilla

La FA es una arbovirosis inmunoprevenible que causa una importante letalidad
en extensas zonas de las regiones tropicales de Africa y América. En el continente
Americano se reconocen dos ciclos de transmision: uno urbano y otro selvatico (Figura
3). En el ciclo selvatico el virus circula entre primates no humanos y entre marsupiales
susceptibles, en los monos pueden producirse epizootias ciclicas. En este ciclo, el ser
humano adquiere la infeccion cuando, al internarse en la selva, es picado por mosquitos
infectados por el virus de la fiebre amarilla. En el ciclo urbano el vector es el mosquito

Aedes aegypti, que tiene caracteristicas domésticas (OPS, 2005).

13



(a) Haemagogus spp. y Sabethes (b) Ae. aegypti y Ae. albopictus

Figura 3. Ciclos de transmision de Fiebre Amarilla. (a) Ciclo selvatico, la infeccion se transmite
al ser humano por la picadura de hembras de mosquitos de los géneros Haemagogus y Sabethes
infectadas a través de la picadura previa a monos virémicos. (b) Ciclo urbano, se caracteriza por
la circulacion de virus entre personas virémicas y personas susceptibles, a través de Aedes aegypti
y Aedes albopictus. Tomado de: www.paho.org/panaftosa/index.php?option=com_docman&task.

Segun la OMS, entre 1987 y 1991 en el mundo se registraron cerca de 19.000
casos de fiebre amarilla, con una mortalidad global de 24%, anualmente se estiman
200.000 casos nuevos Y la gran mayoria se presenta en Africa, aunque las cifras de esta
enfermedad son altas los casos estan subregistrados, y se acepta que el nimero real de
afectados puede ser 10 a 20 veces el registrado. En Suramérica, entre 1985 y 1994 se
confirmaron en promedio 150 casos al afio y es importante destacar que los patrones
ecoldgicos del virus difieren entre América y Africa, pero en ambos continentes el virus
es mantenido en las selvas tropicales por monos y mosquitos pertenecientes a la Familia
Culicidae (OMS, 1986; Vasconcelos et al., 2003).

La fiebre amarilla selvatica se presenta predominantemente en América del Sur,
en zonas boscosas de Colombia, Venezuela, Las Guayanas, Ecuador, Peru, Brasil y
Bolivia. Ha desaparecido de Centro América (Panama, Costa Rica, Honduras, Guatemala)
y de México, donde hasta hace unos afios también fue endémica la transmision selvatica.
En Africa, la zona donde la enfermedad es endémica esta localizada entre las latitudes 15°
norte y 10° sur (Figura 2), que se extiende desde el desierto del Sahara hasta Sudan
meridional incluyendo 34 paises subsaharianos con la forma urbana o rural de la

enfermedad (Mejia, 2010). En Colombia, los ultimos casos urbanos se presentaron en la
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epidemia de Socorro, Santander en 1929 que afectd al menos a 150 personas, con 23% de
mortalidad (Rodriguez, Velandia y Boshell, 2003)

Los brotes recientes de la enfermedad se han presentado en Angola, la Republica
Democratica del Congo (RDC) y Uganda. Angola permanece como el pais con el brote
de mayor magnitud; alli, desde diciembre de 2015 y hasta el 15 de mayo de 2016, se
registraron 2.420 casos sospechosos (736 confirmados), incluidas 258 defunciones (96
confirmados para fiebre amarilla). En la Republica Democrética del Congo, A fecha 31
de Mayo de 2016 el sistema nacional de vigilancia habia notificado un total de 700 casos
sospechosos (63 de ellos mortales), de los cuales 52 fueron confirmados como fiebre
Amarilla. El 8 de abril de 2016, el Centro Nacional de Enlace de Uganda notifico a la
OMS un brote de fiebre amarilla (FA), registrando 30 casos sospechosos, 7 de ellos
mortales, de los cuales 6 de ellos fueron confirmados (OPS/OMS, 2016).

Teniendo en cuenta las ventajas de los genes COIl y White como marcadores
moleculares, en este estudio se sugiere su uso como alternativa para identificar
molecularmente las especies del género Haemagogus presentes en el Caribe Colombiano.

A pesar de la importancia epidemioldgica de este género, a la fecha son pocas las
investigaciones realizadas sobre este taxon en la region, adicionalmente, los problemas
que se presentan en la identificacion morfologica de especies estrechamente relacionadas
limitan la vigilancia epidemiolégica y el disefio de medidas adecuadas de prevencion y
control de esta patologia.

El presente trabajo evalu6 la utilidad de los genes COIl y White, conjuntamente
con la taxonomia clésica para la identificacion de seis especies del género Haemagogus

en los departamentos de Sucre, Atlantico y Cesar.

Hipotesis de investigacion

Los marcadores moleculares han sido ampliamente utilizadas como apoyo en la
taxonomia de muchos taxa de importancia médica, por ello se espera que las secuencias
de ADN de los genes COI y White sean Utiles para la discriminacion de las especies del
género Haemagogus capturadas en esta investigacién, especialmente en aquellas donde
la separacion mediante caracteres tradicionales resulte dificil por ser especies similares

estrechamente relacionadas. Deben existir diferencias genéticas y morfoldgicas que
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permitan discriminar las especies del género Haemagogus capturadas en el area de

estudio.

Para probar la hipétesis planteada se proponen los siguientes Objetivos:

3. Objetivos

3.1 Objetivo general:

Realizar la identificacion morfologica y molecular de especies del género Haemagogus
capturadas en los departamentos de Sucre, Atlantico y Cesar, utilizando como
marcadores moleculares secuencias de ADN del gen mitocondrial Citocromo Oxidasa |

y el gen nuclear White.

3.2 Objetivos especificos:

e Identificar las especies de mosquitos del género Haemagogus capturados con base
en caracteres morfoldgicos.

e FEvaluar la utilidad del gen de Citocromo Oxidasa | y del gen White como
marcadores para la identificacibn molecular de las especies del género
Haemagogus capturadas.

e Comparar la concordancia entre la identificacion morfologica y molecular de las

especies analizadas.
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4. Metodologia

4.1 Area de estudio

Para la realizacion del estudio se seleccionaron tres departamentos de la region

Caribe Colombiana: Sucre, Atlantico y César (Figura 1), los sitios de muestreo fueron

escogidos por ser zonas de riesgo para la transmision de Fiebre Amarilla, haber reportado

de la presencia de mosquitos del género Haemagogus y tener puestos de Vigilancia

Centinela con larvitrampas instalados en cada departamento (Tabla 2, Figura 4).

Tabla 2.Coordenadas geograficas de los sitios de recoleccion del material
entomoldgico.

Departamento  Municipio Sitio centinela Coordenadas geogréficas
Sucre Colos6 Reserva Forestal Serrania de 9°31'44> N, 75°21°05” O
Coraza
Sucre Covefias Reserva Ciénaga de la 9°24°39”N, 75°37°44” O
Caimanera
Sucre Santiago de Tolu Zona urbana, Aeropuerto 9°30°52,430”N, 75°35°08,815”0
Golfo del Morrosquillo
Atlantico Malambo Batallon Vergara y Velazco 10°52°50.61”N 74°45°58.92”0
Atlantico Barranquilla Terminal de transporte 10°54'33.92” Ny 74°47°39.19”0
Atlantico Barranquilla Aeropuerto Ernesto Cortissoz ~ 10°53°13.37” Ny 74°
46°36.30”0
Cesar Valledupar Aeropuerto 10°26°01.13” N y 73°14754.49”0
Cesar Valledupar Terminal de transportes 10°26°39.84” N y 73°1435.09”0
Cesar Valledupar RCN 10°29°47.54’N y

73°16°31.22°0
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Sur

Figura 4. Georeferenciacion de los sitios de captura: Departamento de Sucre. Reserva Serrania
de Coraza, Coloso; Reserva Ciénaga de la Caimanera, Covefias. Area urbana, Santiago de Tolu.
Barranquilla, departamento del Atlantico y Valledupar, departamento del Cesar.

4.2 Recoleccion del material bioldgico
Para la recoleccion del material entomoldgico se utilizaron una combinacion de métodos

de muestreo descritos acontinuacion:

4.2.1 Capturas con larvitrampas

Las larvitrampas fueron fabricadas a partir de llantas de motocicletas. Las llantas
se cortaron, dejando una superficie concava que constituye el interior de la larvitrampa,
en su interior se colocé agua declorada (Figura 5)(Maestre et al., 2008). Cada larvitrampa
fue etiquetada con un nimero Unico consecutivo, todas las larvitrampas se colocaron a un
metro de altura sobre el nivel del suelo, en lugares protegidos de la luz directa del sol, de

las aguas lluvias y de la perturbacién por animales y personas (Maestre et al., 2008).
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Figura 5. Larvitrampas ubicadas en un puesto de vigilancia centinela.

En el departamento de Sucre, se instalaron 45 larvitrampas distribuidas al azar (15 puntos
de captura por cada municipio: Coloso, Toll, Covefias), las cuales fueron monitoreadas
semanalmente durante siete meses.

El material bioldgico (larvas, pieles y adultos obtenidos a partir de larvas) provenientes
de los departamentos del Atlantico y Cesar fue suministrado por los Coordinadores de las
unidades de entomologia departamentales, este material fue recolectado a partir de

larvitrampas ubicadas en los puestos de vigilancia centinela de cada departamento.

4.2.3 Capturas de estados inmaduros en criaderos naturales y artificiales

Para incrementar el nimero de especies este género capturadas en el departamento de
Sucre, se inspecciond una amplia variedad de habitats larvales, desde cuerpos de agua en
el suelo hasta fitotelmatas (depdsitos de agua en las plantas) y depositos artificiales, con
el fin de determinar los sitios de cria usados por los mosquitos en las localidades de
estudio.

Los ejemplares recolectados fueron transportados hasta el laboratorio de la Secretaria de
Salud departamental, para realizar cria hasta la fase adulta (series entomoldgicas)(Figura
6). Cada serie fue almacenada conjuntamente, un vial seco con el adulto emergido, un vial
con alcohol al 80% donde se almacenaron las pieles de la larva de IV estadio y de la pupa,
cada uno debidamente rotulado con el codigo correspondiente a cada ejemplar. La serie
asociada y el adulto fueron almacenados como “voucher”en la Coleccion de Artropodos
de Importancia Médica de la Universidad de Sucre (CAIMUS), con el fin de hacer la

posterior identificacion taxondmica siguiendo el protocolo de Navarro y Weaver (2004).
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Figura 6. Obtencién de adultos (Series entomoldgicas) a partir de larvas de mosquitos.

4.2.4 Capturas diurnas de mosquitos adultos.

Los muestreos de mosquitos adultos fueron realizados durante tres dias consecutivos en
los meses de septiembre y noviembre de 2012, se realizaron capturas diurnas con cebo
humano protegido, desde las 9:00 am hasta las 4:00 pm segin recomendaciones de la
OMS, 1975. Las capturas fueron realizadas con ayuda de una red entomoldgica y un

aspirador bucal.
4.3 Morfologia

4.3.1 Morfologia de inmaduros.

Para el procesamiento de los estados inmaduros de mosquitos se siguid la
metodologia propuesta por Gonzales y Carrejo, 2009, con algunas modificaciones. Una
proporcién de las larvas de IV estadio provenientes de las larvitrampas, fueron
clarificadas durante 12 horas con KOH al 10% para disminuir el grado de esclerotizacion
y macerar la musculatura de la capsula cefalica. Después de este periodo, el KOH fue
eliminado con agua y posteriormente se hizo una deshidratacion con etanol a diferentes
concentraciones: 80%, 90%, 95% vy etanol absoluto durante 10 minutos cada uno. A
continuacidn, se retiro el alcohol absoluto y se adiciono aceite de clavo (eugenol). La larva
fue sumergida en Eugenol durante dos horas. EI montaje se realiz6 en una gota de balsamo
de Canada, las laminas se colocaron a temperatura ambiente para secado del medio,
después de una semana se adicion0 otra gota de balsamo de Canada y el cubreobjetos.

Como las exuvias fueron almacenadas en alcohol al 80%, se pasaron por baterias
de alcohol al 90%, 95% y etanol absoluto durante 10 minutos cada uno, a continuacion,
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se retiro el alcohol absoluto y se adicion0 aceite de clavo (eugenol), las pieles de larvas y
pupas fueron montadas en balsamo de Canada. El reconocimiento de las estructuras fue
realizado utilizando un microscopio Marca Olympus CX21 y las medidas fueron tomadas

con un micrometro de ocular previamente calibrado con un micrémetro de objeto.

4.3.2 Morfologia de adultos

Los adultos hembras fueron montados en doble montaje con triangulos de
cartulina opalina sujetos a alfileres entomologicos, y fueron revisados en un
estereomicroscopio Nikon 745, utilizando luz fria.

A los genitales masculinos se le hizo un corte con un alfiler de diseccion a partir
del segmento abdominal V11, el segmento separado se colocé en un vial con KOH al 10%,
para luego someterlo a calentamiento en bafio de Maria durante 15 minutos. Después de
este periodo, el KOH fue eliminado con agua y posteriormente se hizo una deshidratacion
con etanol a diferentes concentraciones: 80%, 90%, 95% y etanol absoluto durante 10
minutos cada uno. Se retird el alcohol absoluto y se adiciond aceite de clavo (eugenol)
(Gonzales y Carrejo, 2009).

El montaje se realizd en una gota escasa de balsamo de Canadd, se hizo la
diseccidn de los genitales separando el gonocoxito, el aedeago y la novena tergita, se dejo
secar la lamina a temperatura ambiente, luego se adicion6 una gota pequefia de balsamo
de Canada y el cubreobjetos (Gonzales y Carrejo, 2009) . Posteriormente las laminas
fueron colocadas en estufa a 50-60°C para secado permanente. Finalmente, se estudio la
morfologia bajo un microscopio Olympus CX21.

4.4 ldentificacion taxondmica de especies presentes en la zona de estudio.

La identificacion morfoldgica de los ejemplares capturados se hizo utilizando las
asociaciones larva y adulto, descritos en trabajos previos (Navarro, 1998), y mediante las
claves y descripciones de Foratinni (1962), Clark y Darsie (1983), Lane, (1953), Belkin
(1970) y Adames (1971). Las especies del género Haemagogus fueron identificadas
utilizando las claves de Arnell (1973) y Liria y Navarro (2009). En cada caso se realizaron

montajes permanentes de larvas, pieles y genitales masculinos.
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Se incluyeron para los anélisis comparativos especimenes del género Haemagogus de
los departamentos de Cesar y Atlantico. Las especies capturadas fueron comparadas con
la coleccion de referencia de mosquitos del Instituto Nacional de Salud y confirmadas
taxondmicamente por la Dra Cristina Ferro (Q.E.P.D), que en ese momento se
desempefiaba como referente nacional de vectores de Fiebre Amarilla en el laboratorio de
Entomologia del Instituto Nacional de Salud.

Teniendo como base la identificacion de las especies de este género, se realiz6é una
revision del estatus taxondmico y distribucion de las especies del género Haemagogus
encontradas, resaltando su importancia médica segun asociacion con la transmisién de

patdgenos, previamente documentados.

4.5 Coleccion de referencia

Los montajes en placas de los genitales masculinos, las larvas, pieles y adultos,
se mantuvieron en la Coleccion de Artropodos de Importancia Médica de la Universidad
de Sucre (CAIMUS), los mosquitos adultos de ambos sexos seleccionados para los
analisis moleculares fueron almacenadas en viales de 1,5 mL y rotulados segln la
codificacion respectiva y congelados a -20°C, hasta que fueron utilizados para hacer los
analisis genéticos de los especimenes con base en la secuencia del gen nuclear White y

del gen mitocondrial COI.

4.6 ldentificacion Molecular

Para los analisis moleculares se utilizaron mosquitos adultos obtenidos a partir de
fases inmaduras o por captura directa en campo, adicionalmente se incluyeron algunas
larvas de especies del género Haemagogus con el fin de confirmar la correspondencia
entre la taxonomia basada en los caracteres anatomicos de larvas y la obtenida con base
en las secuencias de los genes evaluados. EI numero de mosquitos evaluados varié de
acuerdo a la abundancia de las especies en cada localidad estudiada.

4.6.1 Extraccion de ADN.

El ADN gendmico fue extraido a partir de dos patas removidas de mosquitos
(Navarro y Waever, 2004) previamente identificados morfologicamente y también se
utilizaron larvas completas para confirmar la identificacion morfoldgica realizada en

estados inmaduros (Linton et al., 2013), a partir de estos, se realizd una extraccion del
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material genético empleando el método de alta concentracion de sales descrito
inicialmente por Collins et al., 1987, con algunas modificaciones: Las patas fueron
maceradas mecanicamente en 120 uL de tampon de lisis pH 9.1 (NaCl 0,1 M; Sucrosa 0,1
M; EDTA 0,05M; Tris — HCI 0,1; SDS 0,5%); y enzimaticamente con 6 uL de proteinasa
K (20mg/mL) e incubando a una temperatura de 65°C por 3 horas, inactivacion de la
enzima a 95°C por 10 minutos.

La precipitacion de proteinas se realiz6 con 28 pL de acetato de potasio 8M, e
incubacién durante 30 min sobre hielo, seguido de centrifugacion a 12.000 rpm durante
30 min, se tomd el sobrenadante y se le adicionaron 200 pL de etanol absoluto y se dejo
precipitando el ADN a -20°C por 24 horas. Al dia siguiente se centrifug6 a 12.000 rpm
por 20 min, se descartd el sobrenadante y se agregaron 200 pL de etanol al 70% al
precipitado. Posteriormente, se centrifugd la mezcla a 12.000 rpm durante 5 min y el
precipitado se lavo dos veces con etanol (70 % - 100%) por 20 min. Después de secar a
temperatura ambiente, el ADN se resuspendio en 30 L de agua ultra pura, se determind
su concentracion en un espectofotrometro (NanoDrop 1000) haciendo mediciones a
diferentes longitud de onda (260/280 nm - NaNoDrop), finalmente el DNA obtenido

conservo a - 20°C hasta su utilizacion.

4.6.2 Amplificacion del gen nuclear White y del gen mitocondrial Citocromo oxidasa

sub unidad I (COI) mediante Reaccién en Cadena de la Polimerasa.

Tradicionalmente los estudios de genotipificacion de especies de mosquitos y
otros se han basado en el codigo de barras obtenidos a partir de un marcador, bien sea del
genoma nuclear o del genoma mitocondrial, al respecto los investigadores argumentan
que cada marcador cuenta una historia evoutiva diferente, debido a los distintos procesos
de evolucion que experimenta cada genoma, en este contexto en el presente trabajo se
quizo comparar la concordancia de los resultados obtenidos por cada marcador con la
taxonomia clasica y a continuacion se describe el proceso de tipificacion genética.
4.6.2.1 Amplificacion de ADN del Gen COI

La amplificacion del gen mitocondrial COI se realizd utilizando los cebadores
descritos por Kumar et al., 2007 (Region 1684-2394), los cuales amplifican un fragmento

de 700pb correspondientes a la extension de la secuencia inicial de 500pb de los cebadores
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desarrollados por Simon et al.,1994 y de la region de 648 pb de Hebert et al., 2003 (Figura
7).

“’*\ ;. COl Forward

KT372555 (Haemagogus janthinomys mitochondrion, complete genome) i

Figura 7. Ubicacion de los cebadores MTFN / MTRN (Kumar at al., 2007) utilizados para
amplificar un fragmento de 700pb el gen COI. La imagen muestra los cebadores utilizados en el
genoma mitocondrial de H. janthinomys.

La PCR se realizd en un volumen final de 25uL, la mezcla de reaccion contiene
5uL de bafer 10X (10 mM Tris-HCI, pH 8.3), 50 mM KCI, 1.5 mM MgCI2,) 200 uM de
cada dNTP, 1 U Taq polimerasa, 3uM de cada cebador (Tabla 3), y 2 ul del ADN extraido
de cada Mosquito diluido 1/50. Las condiciones de amplificacion fueron:
desnaturalizacion a 94°C por 1 minuto; 5 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 5
minutos, alineamiento a 45°C por 1.5 minutos, extension a 72°C por 1.5 minutos; 35
ciclos de 1 minuto a 94 un minuto a 72°C, con un ciclo final de 5 minutos a 72°C .
(Hebert, et al., 2003).

Tabla 3. Secuencias de los cebadores utilizados en la amplificacion del gen nuclear
White y del gen mitocondrial Citocromo oxidasa sub unidad 1 (COl).

Nombre del Cebador Secuencia 5°-3°

WZ2E 5- AA{T,C}TA{T,C}AA{T,C, }CCIGCIGA{T,C}TT{T,C}TA-3
WZ11X 5-TTIA{G A} {G,A}AA{G,A}AAICCICC{G,AIAA-3'
WZ5X 5-CC {AG}TI{AGT}AT{AG}TICATIACICC-3'

COlI Forward- MTFN 5’-GGATTTGGAAATTGATTAGTTCCTT-3’
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COI Reverse- MTRN 5-AAAAATTTTAATTCCAGTTGGAACAGC-3’

Los corchetes indican bases degeneradas, la I= losina
4.6.2.2 Amplificacion de ADN del Gen White

La amplificacion del Gen White se realizé empleando la técnica de Reaccion en
Cadena de la Polimerasa semianidada, el gen White de An. gambiae tiene 5 exones
(Besanski, 1995), en este estudio fue amplificado la mayor parte del exon IV y la mitad
del V de este gen durante la primera ronda de amplificacion del PCR, utilizando los
cebadores: WZ2E, y el WZ11X y para la segunda ronda los cebadores WZ2EF/WZ5X
(Tabla 3) descritos por (Krzywinski et al.,2001), estos cebadores corresponden a las
posiciones 12483-12505 y 13314-13333 respectivamente, de la secuencia del gen White
de An. gambiae publicada por Besansky (1995) (GenBank accession number U29485) .

La reaccion de PCR se realizé en un volumen final de 25uL de la mezcla de
reaccion conformada por bafer de PCR 1x, 1.5 mM MgCI2, 50 mM KCl, 0,2mM de cada
dNTP (Promega), 2.5 U Taq polimerasa (Go Taq Flexi DNA polymerase, Promega), 1uM
de cada cebador, y 1 ul ADN molde (dilucion 1/50) del ADN extraido de cada Mosquito.
Se incluy6d control negativo constituido por agua estéril en lugar de ADN. La
amplificacion realiz6 en un termociclador Verity de Aplliedd Biosystem y se us6 un perfil
térmico de tres etapas, Activacion a 93°C por 60 seg; 35 ciclos de amplificacion,
compuestos de tres fases: denaturacion a 93°C por 20 seg lineamiento a 45°C por 60 seg,
y extension a 72°C por 2 min; y una etapa de extension final de 72°C por 2 min. (Besansky
y Fahey, 1997).

PCR semianidado: La reaccion de PCR semianidada se realiz6 en un volumen
final de 25uL de la mezcla de reaccion conformada por: Bufer de PCR 1x, 1.5 mM MgCl,
0,2mM de cada dNTP (Promega), 2.5 U Taq polimerasa (Go Taq Flexi DNA polymerase,
Promega), 0.5 uM de cada cebador, y 1 ul producto de ADN obtenido de la primera ronda
de amplificacion a una dilucion 1/40. Se incluyo control negativo constituido por agua
estéril en lugar de ADN y un control positivo (ADN de Aedes aegypti). La amplificacion
se llevd a cabo en un termociclador Verity de Aplliedd Biosystem y se us6 un perfil
térmico de tres etapas, Activacion a 94°C por 3 minutos; una etapa de amplificacion de
35 ciclos compuestos de tres fases: desnaturalizacion a de 94°C por 15 seg, alineamiento
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de cebadores a 50 °C por 15 seg, y extension 72°C por 1 min; finalmente un ciclo de

extension final de 72°C por 10 min. (Krzywinski et al., 2001).

4.6.3 Vouchers.

El ADN obtenido en este estudio se encuentra almacenado a -70% en el
Laboratorio de Investigaciones Biomédicas de la Universidad de Sucre (Departamento de
Sucre- Colombia) para futuras referencias. Inmaduros, montajes en placas de genitalia
masculina, pieles de larvas y pupas de ejemplares utilizados en la extraccién de ADN

fueron depositados en la coleccion de referencia del referido laboratorio.

4.6.4 Andlisis del ADN por Electroforesis en gel de agarosa

Los productos amplificados por PCR correspondientes a ambos marcadores,
fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa al 1.5% usando un bufer TBE 0.5X
(Tris-base, Acido Bérico, EDTA 0.5M a pH de 8.0), y fueron separados a 60 voltios
durante una hora, previa tincion con 2ul de GelStar a 10.000 X, el tamarfio del fragmento
amplificado se determind con la ayuda de un marcador de peso molecular, la electroféresis

fue visualizada en un fotodocumentador.

4.6.5 Secuenciacion del ADN
Los amplicones obtenidos por PCR fueron purificados y secuenciados en ambos

sentidos de la cadena de nucle6tidos empleando los mismos cebadores de la reaccién
original, este proceso se realizé en un secuenciador automatico de electroforesis capilar

ABI 3730x, este servicio técnico fue contratado con la compafia Macrogeninc (Korea).

4.6.6 Analisis de secuencias nucleotidicas

Las secuencias nucleotidicas se pre-editaron utilizando el programa Geneious version
7.1.5 (Biomatters Ltd., Auckland, New Zealand) y se revisaron manualmente, para
verificar que no se presentaran ambigliedades entre las secuencias obtenidas en cada
sentido de la doble cadena de ADN, generando una secuencia consenso por individuo,
fueron seleccionadas solo aquellas secuencias que presentaban en sus bases un alto valor
QC (Highest Quality, programa Geneious). Los polimorfismos encontrados se

comprobaron con los cromatogramas arrojados por el secuenciador automatico.
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La secuencia obtenida de cada ejemplar fue comparada con secuencias en la base de datos
del Gen Bank NCBI usando la herramienta “BLAST” (disponible en linea), con el fin de
verificar la validez de las secuencias obtenidas mediante la comparacion de su identidad
con secuencias del mismo género depositadas en Gen Bank y para determinar la posicion
respectiva de las nuevas secuencias.

El alineamiento multiple de las secuencias se hizo mediante el programa CLUSTAL W
(Thompson, Higgins, y Gibson, 1994) incorporado en el programa MEGA 5 (Tamura,
et al. 2011), los pardametros de alineamiento utilizados fueron Costo de apertura del Gap
(GOP=15) y Costo de extencion del Gap (GEP = 6,66), a partir de este alineamiento
fueron inferidas las relaciones filogenéticas con base a los métodos Maxima Parsimonia
y Méxima probabilidad en los programas filogenéticos MEGA 5.2(Kumar, et al., 2004),
DAMBE (Xia y Xie, 2001).

Para asegurarnos que las secuencias COI no tuvieran presencia de pseudogenes,
fueron traducidos a amino&cidos utilizando el cddigo genético del ADN mitocondrial de
Drosophila con DnaSP 4.10.9 (Rozas y Rozas, 1999) y el codigo genético Universal para
el Gen White utilizando MEGA v5.2. Adicionalmente, se determind la composicion y
frecuencia nucleotidica por especie, los sitios informativos para parsimonia, la
composicion y frecuencia aminoacidica, asi como las distancias genéticas pareadas entre
los individuos y entre especies.

Las inferencias filogeneticas para las especies del género Haemagogus capturadas
en el estudio, fueron realizadas utilizando métodos de méaxima probabilidad y méaxima
parsimonia.

4.6.6.1 Méaxima probabilidad o maxima verosimilitud

Para iniciar el analisis de Maxima probabilidad se seleccion6 el modelo de sustitucion de
nucleotidos sugerido por programa MEGA v5.2, el modelo GTR (del inglés General Time
Reversible), que segun el criterio de informacion Akaico (AIC), es el modelo que mejor
explica los polimorfismos encontrados en el alineamiento de secuencias. En este modelo
los parametros de la matriz de las sustituciones AC, A—G, AT, CoG, CoT y
G T, pueden ocurrir a tasas diferentes (Rodriguez et al., 1990). Se utilizd una

distribucion Gamma (+G) para modelar la variacion de tasas en el modelo evolutivo.
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4.6.6.2 Parsimonia Maxima

La construccion del arbol filogenético se efectu6 mediante el método de Parsimonia
Méaxima, que se basa en el principio de Ockham, el cual plantea que en ausencia de
informacién que indique lo contrario, la elucidacion mas plausible para explicar los
fendmenos observados es la que involucra el menor nimero de manipulaciones, en
nuestro caso, la ruta que involucra el menor nimero de eventos evolutivos.

Se realizé el analisis con el programa MEGA v5.2, utilizando criterios de optimizacién y
busqueda heuristica, para obtener los cladogramas mas parsimoniosos utilizando la
opcion de adicidn al azar, con recorte y reconexion de ramas (TBR). Los caracteres no
informativos para parsimonia fueron excluidos. Un anélisis de bootstrap (Felsestein,
1985) con 1000 repeticiones fue aplicada para estimar el soporte de los clados obtenidos

en el andlisis de maxima parsimonia.
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5. RESULTADOS

5.1 Composicion y Abundancia de Mosquitos

En larvitrampas durante el periodo Junio 2012- Enero de 2013, se recolectaron e
identificaron en el area de estudio 8.863 estados inmaduros de mosquitos agrupados en
seis géneros: Haemagogus con 5834 (77%)(Tabla 4), Aedes con 938 (13%), Limatus con
438 (6%), Culex con 303 (4%), Toxorhynchites con 26 (0,34) y Wyeomyia con 10
(0,13%)(Anexo 1).

El municipio de Colosé en el departamento de Sucre, aporté el mayor nimero de
mosquitos recolectados y la méxima riqueza de especies en larvitrampas, donde se
recolectaron 10 taxones, siendo el género Haemagogus el mas abundante (Anexo 1).
Durante el muestreo diurno de mosquitos adultos en el departamento de Sucre, un total de
12 géneros y 23 especies de mosquitos fueron capturados e identificados
morfolégicamente, registrandose la presencia de cuatro especies del género Haemagogus:
H. janthinomys, H. chalcospilans, H. celeste y H. lucifer (Anexo 2).

Tabla 4. Ejemplares del género Haemagogus colectados en las diferentes localidades
muestreadas.

Departamento  Localidad Especies N° de N° Total de
individuos individuos
Identificados por
Identificados Localidad
Sucre Coloso H. lucifer 3997 4486
H. equinus 477
H. 12

janthinomys/caprico

rnii

Sucre Tolu H. celeste 175 299
H. equinus 65
H. anastasionis 31
H. chalcospilans 28
Sucre Covefias H. chalcospilans 621 621
Atlantico Batallon Vergaray H. anastasionis 274 278
Velazco
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H. equinus 4
Atlantico Base aeronaval H. anastasionis 10 10
Atlantico Gran abastos H. anastasionis 86 86
Atléntico Terminal de H. anastasionis 1 1
transportes
Atlantico Aeropuerto H. anastasionis 9 9

Internacional

Ernesto Cortissoz

César Terminal de H. anastasionis 24 28
transportes
H. equinus 4
César Aeropuerto H. anastasionis 9 9
César RCN H. anastasionis 6 7
H. equinus 1
Total 5834

5.2 Revision taxonomica de las especies del Género Haemagogus encontradas en el
area de estudio.

En total se capturaron 6 especies pertenecientes al género Haemagogus,
representando el 66.6% de las especies de este género reportadas para Colombia. Las
especies capturadas se ubican taxondémicamente en el subgénero Haemagogus
(Haemagogus), en las secciones Albomaculatus y Splendens (Figuras 8-11) (Arnell,
1963).

5.2.1 Caracteres taxonomicos de las especies Haemagogus encontradas en el area
de estudio.

Se revisé la taxonomia con base en la morfologia y los caracteres diagnosticos
para las especies del género Haemagogus capturadas en el presente estudio. Se muestran
las categorias taxonomicas segun los esquemas actuales de clasificacion en mosquitos de
este género, Lane, 1953; Zavortink, 1972; Arnell, 1973; Liria y Navarro, 2009, asi
también los datos de la distribucion y bionomia (Arnell, 1973; Liria y Navarro, 2009;
WRBU, 2016; Maestre et al., 2013; Morales, 1968).

Basandonos en las descripciones de Arnell (1973), la seccion Albomaculatus se

caracterizo por presentar ausencia de setas en el postnoto, las hembras tienen ufias tarsales
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dentadas, vena R2 corta, machos con antenas densamente plumosas (Figuras 8-9), tergito
IX de genitales masculinos con setas, gonocoxito y gonoestilo simples, larvas con cinco
pares de setas ventrales en el segmento abdominal X y una fila de escamas sobre el
segmento VIII.

La seccion Splendens presenta setas en el postnoto, hembras con ufias tarsales
simples, vena R2 larga, machos con antenas poco plumosas (Figuras10 y 11), tergito IX
de los genitales masculinos sin setas, larvas con seis pares de setas ventrales en el

segmento X y numerosas escamas en parche sobre el segmento X (Liria y Navarro, 2010).

Antenas
Palpos

Antenas

Figura 8. Machos de Haemagogus Seccion Albomaculatus mostrando antenas plumosas (a y b).
a. H. anastasionis, se observan los palpos cortos. b. H. equinus, palpos largos.

R2

R2+3

Uina con garra

Figura 9. a. Ala de H. equinus hembra (Seccién Albomaculatus), se observa vena R2+3 mayor
a 0,50 R2 b. Ufia con garra de H. equinus.
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Antenas ARSnE

Palpos
Palpos

Figura 10. a-b.Machos de Haemagogus Seccidn Splendens con antenas poco plumosas. a. H.
lucifer, se observan los palpos cortos. b. H. celeste, palpos cortos.

R2
R2+3

Figura 11. a-b. Alay ufia Haemagogus seccion Splendens. a. Ala de H. lucifer hembra, se observa
vena R2+3 menor a 0,50 R2 b. Ufia simple de H. lucifer hembra.

A continuacion se presenta los nuevos registros de Haemagogus para el departamento de
Sucre y ampliacion de localidades para la distribucion en Colombia. Las descripciones de

las especies se basaron en la revision realizada por Arnell, 1973 y Liria y Navarro, 2009.
5.2.1.1 Haemagogus (H.) lucifer (Howard, Dyar & Knab)

Stegoconops lucifer Howard, Dyar and Knab, 1913
Haemagogus (Haemagogus) luciferDyar, 1921

La hembra presenta escamas oscuras en la probdscide, palpos, alas y patas de color
violeta. Escamas del vertex y el occipucio violetas con reflecciones pdrpuras. Proboscide
de 1.05-1.15, la longitud del femur anterior. Escamas del mesonoto verde oscuro, area

antealar plateada, Antepronoto (Apn) con escamas violetas a parpura, Postpronoto (Ppn)
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sin escamas. En las alas la vena R2+3 es menor que 0,50 de R>. Abdomen con escamas
plateadas dorsales en V1 y VII.

El macho tiene palpos cortos, segmento V111 de la tergita con margen ligeramente
en declive en la linea media, con numerosas setas largas rigidas, generalmente con puntas
en forma de gancho lateralmente, unas pocas escamas cuneiformes. Segmento 1X: Tergita
en declive y débilmente esclerotizado en la mitad. Piezalateral: Conica, truncada; base del
area tergomesal alargada, extendiéndose como una zona elevada cerca del tercio distal de
la piezalateral. Con numerosas setas cortas distalmente y largas proximalmente, l16bulo
apical prominente, presenta de 10-15 setas moderadas, escamas esternomesales apicales
lanceoladas u oblanceoladas. Claspeta del tallo grueso, con la porcién apical globular, en
forma de cabezuela, formada por dos hojillas estrechamente unidas. (Arnell, 1973; Lane,
1953). La larva en el segmento VIII tiene escalas de peine 25-28, en tres lineas
irregulares. indice del Sifon alrededor de 2,4 (2,0-2,6).Dientes del pecten de 13-15, que
se extiende alrededor de 0,50 la base del sifon. Espinas relativamente largas en el margen
caudal de la silla de montar. Pelo 4aX usualmnete de 4 a 6 ramificaciones.

Distribucion ~ conocida: Panama, Costa  Rica, Colombia, Ecuador vy
Venezuela.Distribucién en Colombia: Antioquia, Cérdoba, Cundinamarca, Santander,
Norte de Santander, Valle del Cauca.

Ampliacion de distribucion: Colombia, Sucre, Colos6/Serrania de Coraza. 9°31°44°° N,
75°21°05” O, Junio 2012. Larvitrampas y capturas manuales.

En la figura 12 se muestran algunos caracteres morfolégicos utilizados para la

identificacion de Haemagogus lucifer.
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Gonoestilo [

(a) (b) (d)

G} (8) (h) (i)

margen caudal

(k)

Figura 12. Estructuras morfolégicas empleadas en la determinacion de Haemagogus
(Haemagogus) lucifer Howard, Dyar y Knab, 1913.(a) Haemagogus lucifer macho, mostrando
antenas poco plumosas. (b)Pieza lateral (Gonocoxito y gonoestilo) (c) Claspeta (d) Falosoma (e)
novena tergita (f) Mosquito hembra, Mesopostnoto con escamas cobre a verde oscuro, abdomen
violeta a purpura (g) ala R2+3 menor 0.50 R2 (h) ufia sin garra (i) Postpronoto sin escamas
plateadas (j) Larva (k) segmentos terminales de la larva, con dientes del peine en nimero mayor
que 22, espinas del margen caudal gruesas.
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5.2.1.2 Haemagogus equinus Theobald, 1903

Sindnimos:
Aedes philosophicus Dyar and Knab, 1906. Sinonimizado con H. equinus por Howard,
Dyar and Knab (1917)
Aedes affirmatus Dyar and Knab, 1906. Sinonimizado con equinus por Howard, Dyar
andKnab (1917).
Haemagogus (Stegoconops) equinus Dyar (1921)
Haemagogus (Cyanoconops) equinus Lane (1939)
Haemagogus (Longipalpifer) equinusLevi-Castillo (1951)

La hembra tiene escamas oscuras de la proboscide, palpos, alas y patas azul oscuro
a violeta con algunas reflecciones parpuras. Escamas del vertex y occipucio azul a verde
claro. Proboscide relativamente larga cerca de 1.25-1.40 el femur anterior. Escamas del
mesoescuto con colores metalizados (azul, verde, cobre o bronce) y sin franja de escamas
plateadas en linea acrostical; pleura cubierta completamente por escamas plateadas; R2+3
mayor que 0,55 de Rz, Apice de fémures medios y posteriores con escamas plateadas
anteriormente, Mesonoto con escamas azules o verdes; tergitos abdominales con escamas
plateadas dorsales en VI-VII.
El macho presenta proboscide cerca de 1.35-1.50 el femur anterior, palpos largos
delgados, rectos a lo largo de0.58-0.70 la probdscide; patas con la ufia larga de la pata
anterior y una pequefia garra en la pata delantera y media con un diente subbasal agudo.
Apny ppn posterior con escamas plateadas; en la genitalia masculina el tallo de la claspeta
tiene una membrana distal con proyecciones dorsal y ventralmente y encierra la porcion
basal del filamento.
La larva tiene integumento sin espiculas, pelo 12-1 presente, Boss débilmente
esclerotizado, pelo I-C sin estrias y espinas del peine por lo general con 7-10 dientes en
una sola linea.
Comentarios: Encontramos variacion en la genitalia masculina de H. equinus, en la forma
de la porcién ventral del filamento de la claspeta y en el numero de escamas plateadas en

el apn y ppn de los adultos.
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Distribucidn conocida: USA, Jamaica, Méxixo, Guatemala, Bélice, El Salvador,
Honduras, Nicaragua, Costa Rica, Panama, Colombia, Trinidad y Tobago, Guyana y
Venezuela.

Distribucion en Colombia: Antioquia, Cérdoba, Cundinamarca, Huila, Magdalena,

Santander, Tolima, Atlantico, César, Magdalena, Guajira.

Ampliacion de distribucion: Colombia, Sucre, Colos6/Serrania de Coraza. 9°31°44° N,
75°21°05” O, Junio 2012. Larvitrampas y Capturas manuales.Colombia, Sucre, Santiago
de Tolu. 9°30°52,430”N, 75°35°08,815”0, 2012. Larvitrampas y capturas manuales.

En la figura 13 se muestran algunos caracteres morfoldgicos utilizados para la

identificacion de Haemagogus equinus.

(d) (e)

(h) (i) (i)

Figura 13. Estructuras morfolégicas empleadas en la determinacion de Haemagogus
(Haemagogus) equinus Theobald 1903. (a) Haemagogus equinus Macho, antenas densamente
plumosas. (b) Pieza lateral (Gonocoxito y gonoestilo) (c) falosoma (d) Claspeta (€) novena tergita
(f) Hembra: Femur con escamas blancas apicales (g) ala: R2+3 mayor que 0,55 de R2 (h) Ufia con
garra (i) Larva: peine con espinas en una sola hilera (j) Abdomen: pelo 12 | presente.
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5.2.1.3 Haemagogus (Haemagogus) janthinomys Dyar, 1921

Sindnimos:

Haemagogus uriartei var. obscurescens Martini, 1931. Sinonimia con H. anastasionispor
Stone (1957).

Sinonimia con H. capricornii por Antunes (1939); sinonimia con H. spegazzinii por
Cerqueira (1943); considerada una subespecie de H. capricornii por Martinez, Carcavallo
y Prosen (1960).

Haemagogus spegazzinii falco Kumm, Osorno-Mesa y Boshell-Manrique, 1946.

Haemagogus (Stegoconops) capricornii Martinez, Carcavallo y Prosen,1961.

Haemagogus janthinomys puede ser separada de las demés especies de la seccion
Albomaculatus por la siguiente combinacion de caracteres: En los adultos de todas las
especies exceptuando H. capricornii por escamas plateadas extendiéndose hacia el apice
del femur posterior, parches de escamas oscuras en la coxa anterior y media y escamas
verde azuladas en el margen distal de las tergitas abdominales V-VIII las cuales son mas
numerosas lateralmente, contraste con escamas abdominales predominantemente
purpuras. En la genitalia masculina se presentan espiculas conspicuas en el Aedeagus,
apice modificado en una especie de pico.

La larva presenta integumento con espiculas, ausencia del pelo 12-1, peine atado
basalmente a una placa esclerotizada.

Haemagogus janthinomys es aparentemente indistinguible de H. capricornii, excepto en
la genitalia masculina, donde en H. capricornii el Aedeagus es liso, sin espiculas.
Distribucion conocida: Honduras, Nicaragua, Costa Rica, Panama, Colombia, Trinidad y
Tobago, Guyana, Guyana Francesa, Surinan, Paraguay, Argentina, Bolivia, Perd,
Colombia, Venezuela, Brasil, Ecuador.

Distribucion en Colombia: Boyaca, Caquetad, Norte de Santander, Cundinamarca,
Magdalena, Meta, Cesar y La Guajira.

Ampliacion de distribucion: Colombia, Sucre, Colos6/Serrania de Coraza. 9°31°44°° N,

75°21°05” O, Junio 2012. Larvitrampas y capturas manuales.
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En la figura 14 se muestran algunos caracteres morfoldgicos utilizados para la
identificacion de Haemagogus janthinomys y en la figura 15 algunas variaciones

morfolGgicas encontradas en larvas.

(b) (c)

(e)

Figura 14. Estructuras anatdmicas empleadas en la determinacion de Haemagogus janthinomys
Dyar 1921; Lutz 1904. (a) Larva de Haemagogus janthinomys/capricorni. (b) integumento con
espiculas (c) Larva: dientes del peine en una sola hilera unidos a una placa esclerotizada. (d)
Hembra: sin escamas blancas en el antepronoto (e) ala: R2+3 mayor que 0,55 de R2 (f) Area baja
del mesokatepisterno con setas.

Peine placa
esclerotizada

Agallas anales

. Agallas anales

Agallas anales

Peine placa
esclerotizada

Figura 15. Variaciones morfoldgicas encontradas en H. janthinomys.a-c. Placa esclerotizada
ancha y agallas anales largas. d-e. Placa esclerotizada delgada, agallas anales cortas.
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5.3 Evaluacion de la utilidad del gen Citocromo Oxidasa | y del gen White para la
identificacion molecular de especies del género Haemagogus

5.3.1 Amplificacion del gen Citocromo Oxidasa |

En la PCR se amplifico una region aproximada de 700 pb a partir del ADN aislado de las
especies del género Haemagogus, previamente determinadas morfoldgicamente. (Figura
16).

1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14

700 pb

Figura 16. Electroforesis en gel de agarosa al 1 %para separar los productos de obtenidos a partir
de la amplificacion de un fragmento del gen COI de mosquitos del género Haemagogus (Kumar
et al., 2007). El fragmento amplificado tiene un tamafio aproximado de 700pb. Carril: 1 marcador
de peso molecular 100 bp DNA Ladder; 2 -13 ADN de Haemagogus, 14 Control negativo.

5.3.2 Amplificacion del gen White

En el PCR semianidado del gen White de se amplificé un fragmento de 500 pb a partir

del ADN aislado de las especies del género Haemagogus (Figura 17).

1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14

500 pb

Figura 17. Electroforesis en gel de agarosa al 1 % para separar los productos de la PCR
amplificados con los cebadores WZ2EF/WZ5XR, (Krzywinski et al., 2001), obtenidos a partir de
mosquitos del género Haemagogus. El fragmento amplificado tiene un tamafio aproximado de
500 pb. Carril: 1 marcador de peso molecular 100 bp DNA Ladder; 2 -13 ADN de Haemagogus,
14 Control negativo.
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5.4 Analisis de secuencias nucleotidicas

Fueron secuenciados un total de 221 amplicones pertenecientes a seis especies del género
Hemagogus (102 para el gen COl y 119 para el gen White); de estas secuencias 132 fueron
utilizadas para los analisis, 79 secuencias nucleotidicas del fragmento de 700pb del gen
COl y 53 secuencias nucleotidicas del fragmento de 500pb del gen White.

La secuenciacion no fue igual de eficiente para ambos genes. De las 102 secuencias
analizadas con el gen COlI, solo 12 de estas fueron comunes para los analisis realizados
con el gen White.

A pesar de haber amplificado el fragmento esperado con el gen White en la mayoria de
individuos seleccionados para el estudio, un gran porcentaje de las secuencias obtenidas
fueron de mala calidad lo que impidié su andlisis, por esta razén amplificamos el
fragmento de interés para este gen en nuevos individuos, con el fin de tener un numero
representativo que permitiera hacer el analisis con este marcador. Posiblemente el
almacenamiento de los ejemplares utilizados para el estudio o procesos de descongelacién
y congelacion pudieron afectar la calidad del ADN, lo que pudo influir en los resultados
de la secuenciacidn, aspecto que se evidencio al obtener secuencias de buena calidad al

amplificar con el gen nuclear individuos recientemente colectados.

5.4.1 Andlisis de la secuencia del gen COI en mosquitos del género Haemagogus.

Luego de editar las secuencias, se obtuvo un fragmento de 617 nucleétidos, la
primera y Gltima posicién del alineamiento son homologas la posicién 1.735y 2.352 del
genoma mitocondrial de Haemagogus janthinomys (Numero de acceso: KT372555). El
alineamiento de las 79 secuencias en el programa CLUSTALW vy posterior analisis en
Mega permitid identificar 448 sitios conservados, 169 sitios polimorficos y 142 sitios
parsimoniosamente informativos; solo 27 mutaciones fueron en sitios Unicos. Se confirmo
la ausencia de segmentos de ADN mitocondrial insertados en el nicleo (NUMTS) en las
secuencias obtenidas al realizar la traduccion a proteinas, tampoco se obtuvieron bandas
duplicadas de PCR o picos dobles en los cromatogramas, no se encontraron eventos de
insercion-delecion (Anexo 6).

La identificacién molecular con este gen permitio la discriminacion de las seis

especies del género Haemagogus, lo que concuerda con la identificacion morfologica
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inicial. Las secuencias de H. equinus revela un 94% de identidad comparada con la
secuencia depositada en Genbank con numero de acceso JX260698.1 (407pb) y la
secuencia de H. janthinomys un 99% de identidad con la secuencia del GenBank
KT372555.1.

El nimero de muestras utilizadas por localidad se muestra en la Tabla 5. De las
secuencias utilizadas para el estudio 28 corresponden a H. equinus, 16 a H. anastasionis,
13 a H. chalcospilans, 10 a H. celeste, 6 a H. lucifer, 4 a H. janthinomys, una secuencia
de H. janthinomys proveniente de Genbank (Numero de acceso: GenBank KT372555.1)

y una secuencia de un género diferente Aedes aegypti como grupo externo.

Tabla 5. Numero de secuencias del gen COIl analizadas por localidad y especie de
Mosquito.

Departamento/Especie Numero de secuencias analizadas
Atlantico 14
H. anastasionis 10
H. equinus 4
Cesar 1
H. anastasionis 1
Coloso 27
H. equinus 17
H. janthinomys/capricornii 4
H. lucifer 6
Covefias 13
H. chalcospilans 13
Genbank 1
H. janthinomys 1
Tolu 23
Aedes aegypti 1
H. anastasionis 5
H. celeste 10
H. equinus 7
H. anastasionis 2
Sincelejo 2
Total general 81
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Los analisis de distancia incluyeron 80 secuencias nucleotidicas del género

Haemagogus. Las posiciones del codon incluyen 1st+2nd+3rd+ No codificante. Las

distancias genéticas netas p, indicaron niveles de divergencia intraespecifica entre 0,01%-

0,9%. Para H. celeste, la variacion fue de 0,01%, para H. chalcospilans de 0,2%, en H.

lucifer fue de 0,5%, 0,5% en H. equinus, 0,9% en H. janthinomys y 0,7% en H.

anastasionis (Tabla 16).

H. janthinomys presento el mayor porcentaje de divergencia intraespecifica dentro

de las especies evaluadas; en esta especie se encontraron variaciones morfologicas en

estadios larvarios (Figura 15).

Tabla 6. Distancias genéticas intra especifica y error estandar para secuencias del gen

COl de seis especies del Género Haemagogus.

Numero de Porcentaje
Especie individuos Distanciap  Errorestandar (%)
H. lucifer 6 0,005 0,002 05
H. chalcospilans 13 0,002 0,001 0,2
H. celeste 10 0,001 0,000 0,1
H. equinus 28 0,005 0,001 05
H. anastasionis 17 0,007 0,002 0,7
H. janthinomys 4 0,009 0,003 0,9

Se observan distancias interespecificas entre las especies analizadas con un rango

de divergencia del 5,57% al 14,21% (Tabla 17). Se encontraron que las especies con

menor distancia genética fueron H. anastasionis y H. janthinomys con un 5,57% y la de

mayor distancia entre H. lucifer y H. anastasionis con un 14,21%. (Anexo 5).
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Tabla 7. Distancias geneticas p (%) interespecificas para secuencias del gen COI

1 2 3 4 5 6 7
1. H.lucifer
2. H.chalcospilans 12,735
3. H.celeste 13,160 9,705
4. H.equinus 12,985 10,185 11,725
5. H.anastasionis 14,215 10,519 12,249 7,800
6. H.janthinomys 13,883 9,405 11,185 8,212 5,572
Grupo_externo
7. Aedes aegypti 17,191 13,632 15,537 11,978 12,119 11,741

La topologia de los arboles filogenéticos obtenidos por los diferentes métodos de
reconstruccion, Maxima parsimonia y Maxima probabilidad (Figuras 18-19) a partir de la
secuencias del gen COI, demuestran la utilidad de este marcador como cddigo genético
de barras para la identificacion de especies del género Haemagogus, puesto que en las
reconstrucciones, cada clado es conformado por secuencias obtenidas de individuos que
por morfologia pertenecen a una misma especie y tales agrupamientos son respaldados
por altos valores de soporte de rama o de probabilidad (98-99% segun el método usado),

lo que sustenta la identidad de las secuencias obtenidas en el estudio.
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Figura 18. Anélisis filogenético de
la secuencia del gen COIl de
mosquitos del género Haemagogus
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Figura 19. Analisis filogenético basado en la secuencia de COI del género Haemagogus por el método de Méxima
probabilidad. Se analizaron 79 secuencias derivadas del gen COI de utilizando el método de Maxima probabilidad
basado en el modelo General Time Reversible (GTR +G). Se incluy6é una secuencia de Haemagogus janthinomys
obtenida de Gen Bank (KT372555.1) y como grupo externo una secuencia de Aedes aegypti. Se muestra el arbol con
la més alto probabilidad (-2072.8442). El analisis se realizd mediante el programa Mega v5.2(Tamura, et al. 2011).

5.4.2 Analisis del gen White de mosquitos del género Haemagogus.

Despues del proceso de edicidn, se analizaron 51 secuencias de 223 nucledtidos
de longitud, provenientes de seis especies del género Haemagogus previamente
identificadas morfoldgicamente (Tabla 8), como grupo externo se utiliz6 una secuencia
de Li. durhamii obtenida en el estudio y se comparé con una secuencia del Genbank. El
alineamiento de las secuencias en el programa CLUSTALW y posterior anélisis en Mega
permiti0 identificar: 130 sitios conservados, 93 sitios polimorficos y 56 sitios
parsimoniosamente informativos.

De las secuencias utilizadas para el estudio 21 corresponden a H. lucifer, 8 a H.
equinus, 8 a H. celeste, 6 a H. chalcospilans, 5 a H. janthinomys, 3 a H. anastasionis, 1
secuencia de H. equinus proveniente de Genbank (Numero de acceso:U73834) y una
secuencia de otro género Limatus durhamii como grupo externo (Tabla 8).

Tabla 8. Numero de secuencias del gen White analizadas por localidad y especies de
mosquitos recolectadas.

Departamento/Especie Numero secuencia

Cesar 1
H. equinus 1

Colos6 31
H. equinus 5
H.

janthinomys/capricornii 5
H. lucifer 21
Li. durhamii

Covefias

H. chalcospilans
Genbank

O O P
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H. equinus 1

Tolu 13
H. anastasionis 3
H. celeste 8
H. equinus 2

Total general 53

Los analisis de distancias genéticas involucraron 52 secuencias nucleotidicas. Las
posiciones del coddn incluyen 1st+2nd+3rd+ No codificante.

Se encontrd un rango de variacion intraespecifica para las secuencias del gen
White analizadas de 0,3052% a 10,886%, mostrando divergencias en los clados que
agrupan las especies capturadas y que hacen parte de dos secciones descritas
morfolégicamente dentro del subgénero Haemagogus (Tabla 9). En tres de las especies
analizadas pertenecientes a la seccidn Splendens, la variacion intraespecifica estuvo en un
rango de 0 a 0,3052%, esta variacion fue de cero (0) en H. chalcospilans, de 0,1287% en
H.lucifer y en H. celeste fue de 0,3052%. La variacion en las otras tres especies
pertenecientes a la seccion albomaculatus fue mucho mas alta con un rango de 7,55% a
10.88% para H. equinus fue de 7,53%, en H. janthinomys fue de 10,88 %y 10,23% en H.

anastasionis (Tabla 9).

Tabla 9. Distancias genéticas intra especificas y error estandar para secuencias del gen
White de seis especies del Género Haemagogus.

NUmero de individuos distancia p

Especie (%) Error estandar
H. lucifer 21 0,1287  0,1369

H. celeste 8 0,3052  0,2156

H. chalcospilans 6 0 0

H. equinus 9 7,5353 1,1701

H. anastasionis 3 10,233  1,7133

H. janthinomys 5 10,886  1,5789
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Las distancias interespecificas entre las especies analizadas estuvieron en un rango
de divergencia del 2,709% al 16,671%. Se encontraron que las especies con menor
distancia genética fueron H. celeste y H. chalcospilans con un 2,709% y la de mayor
distancia entre H. lucifer y H. janthinomys/capricornii con un 16,671%.

Tabla 10. Distancias genéticas pareadas interespecificas calculadas entre las secuencias
del gen White de seis especies del género Haemagogus.

1 2 3 4 5 6 7
1. H. lucifer
2. H. celeste 6.519
3. H. chalcospilans 6,137 2,709
4. H. equinus 13,794 10,898 11,551

5. H. anastasionis 14,449 11,837 12,309 7,245

6. H. janthinomys 16,671 13,885 14,217 10,306 9,451

Grupo externo

7. Limatus durhamii 31,319 29,727 30,758 29,492 29,788 30,862

Al igual que con el gen COI, el arbol obtenido por el Método de Maxima
probabilidad fue contrastado con el arbol originado mediante Méaxima Parsimonia —
MEGA v5.2. (Figuras 19-20), en ellos se puede apreciar que independientemente del
método usado, la topologia indica que las relaciones fiogenéticas para las especies
analizadas de la seccion Albomaculatus no son bien resueltas con la secuencia utilizada
para este gen, se observan dos clados separados por altos soportes de rama, sin embargo
al interior de cada uno ellos se encuentran secuencias de individuos de H. equinus, H.
anastasionis y H. janthinomys mezclados en ambos clados, indicando que las secuencias
obtenidas de estas especies se encuentran en parafilia.

Para corroborar que no se presentaran errores en la identificacion, se revisaron los
vouchers almacenados de estos ejemplares y las bases de datos que contienen la
informacion de marcaje/rotulacion de muestras y vouchers de ADN, no se encontrd
diferencia con los datos analizados. Como resultado se confirmé la identidad de cada
ejemplar, y se observd que algunos de los individuos de la seccion Albomaculatus
analizados con el gen White (HanMCSTo187, HjaLCSCo47, HjaLCSCo01,
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HjaLCSCo02), también fueron caracterizados con el gen COl, es importante resaltar que

con este gen las especies fueron bien resueltas. A pesar de estas limitaciones al interior de

la seccién Albomaculatus, este marcador pudo discriminar satisfactoriamente las especies

H. lucifer, H. celeste y H. chalcospilans (Seccion Splendens), lo que indica que el

fragmento del gen utilizado en el estudio tiene limitaciones para diferenciar algunas

especies, especialmente, si los taxones estan estrechamente relacionados.
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Figura 20.Analisis filogenético de la
secuencia del gen White de
mosquitos del género Haemagogus
por el método de Maxima
Parsimonia. Se analizaron 53
secuencias derivadas del gen White
de seis especies del género
Haemagogus de la Costa Caribe
Colombiana, se incluyd una
secuencia de Haemagogus equinus
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Figura 21. Analisis filogenético basado
en la secuencia del gen White de
mosquitos del género Haemagogus por el
método de Maxima Probabilidad. Se
analizaron 52 secuencias derivadas del
gen White de Haemagogus utilizando el
método de Maxima probabilidad basado
en el modelo de Kimura 2 parametros,
este modelo fue seleccionado por ser el
mejor modelo encontrado por el
programa Mega v5.2. Se incluy6 una
secuencia de Haemagogus equinus
obtenida de Gen Bank (U73834) y como
grupo externo una secuencia de Limatus
durhamii procedente del municipio de
Colosd. Se muestra el &rbol con la méas
alto probabilidad (-808.7064). El anélisis
se realizd6 mediante el programa Mega
v5.2 (Tamura, et al. 2011).
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6. DISCUSION

En este estudio se describen por primera vez, seis registros para el departamento
de Sucre de especies del género Haemagogus: H. lucifer, H. celeste, H. equinus, H.
chalcospilans, H. anastasionis y H. janthinomyis, y se amplia la distribucidn de especies
para este género en la Costa Caribe Colombiana con la presencia de H. chalcospilans.

La elevada abundancia de mosquitos del género Haemagogus capturados en el
Municipio de Colosd, puede ser explicado por las condiciones ambientales de la Reserva
Forestal Protectora Serrania de Coraza y Montes de Maria; la zona constituye un relicto
de transicion de bosque seco premontano a bosque seco Tropical (IGAC, 1969), la
vegetacion encontrada es de tipo higrofitico y subhigrofitica, donde el dosel arbéreo
alcanza unos 25-30 metros de altura y predominan especies caducifolias (Cuervo, Barbosa
y De la Ossa, 1986), siendo las especies del género Haemagogus ampliamente
reconocidas por su asociacion con el dosel de los arboles, donde se alimentan
generalmente de monos. En este area se encuentran primates como: Alouatta seniculus
(Mono aullador), Saguinus oedipus (Titi carita blanca), Aotus lemurinus(Marta, Martica),
Ateles paniscus (Mico prieto o Marimonda), Cebus capucinus (Cariblanco o mico
maicero) (Cuervo et al.,1986); estos primates pueden actuar como hospederos o posibles
reservorios del virus.

Esta reserva tiene una gran importancia epidemioldgica, porque retine condiciones
ecoldgicas para la transmision del ciclo enzootico de Fiebre amarilla, es un area priorizada
para la vigilancia epidemioldgica de esta patologia (Secretaria de Salud Departamental de
Sucre), la zona ha estado promocionandose como destino turistico del departamento de
Sucre, lo que incrementa el riesgo de introduccion del virus al llegar visitantes de diversas
regiones, aumentando el contacto humano-vector.

Las modificaciones del paisaje, el cambio climatico y el incremento de la actividad
agricola en el area tienen una gran influencia en la dinamica poblacional de los mosquitos,
incrementado el riesgo de transmision de enfermedades emergentes y remergentes
transmitidas por mosquitos (Gluber, 2002), hay evidencia que relictos de bosques
modificados pueden proveer refugio para Haemagogus y primates no humanos, los cuales

pueden estar involucrados en el mantenimiento del virusde la FA en la naturaleza, en tales
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areas los mosquitos pueden invadir plantaciones y poblaciones cercanas al bosque y entrar
a las viviendas eventualmente aumentando el riesgo de transmision de esta patologia
(Bres, 1986).

De acuerdo a los hallazgos realizados en este trabajo, se puede considerar que H.
lucifer fue la especie dominante; mantuvo la mayor abundancia durante los meses de
muestreo, fue hallada inicamente en Coloso, nuestros resultados concuerdan con estudios
realizados en Panama donde encontraron que esta especie alcanza su maxima densidad en
bosques primarios, en estas investigaciones se demostré su importancia epidemioldgica
al ser hallada infectada naturalmente con el virus de la FA (Arnell, 1973; Galindo, de
Rodaniche y Trapido, 1956; De Rodaniche, Galindo y Johnson, 1957)(Tabla 15).

H. chalcospilans es la especie predominante la reserva la Caimanera en el
municipio de Covefias; es la Unica especie colectada en las larvitrampas ubicadas en los
manglares, lo que demuestra su adaptacion a las condiciones extremas de salinidad y a las
altas temperaturas que este ecosistema presenta. Estos resultados son concordantes con
las descripciones de la bionomia de la especie propuestas por Arnell (1973),quien indica
que es caracteristica del litoral, asociada a manglares, y que puede colonizar recipientes
artificiales, aparentemente sin importancia en la transmision de fiebre amarilla(Kumm et
al., 1946, Arnell, 1973).

H. celeste, fue encontrada en la Cienaga de la Caimanera y zona urbana de
Santiago de Tolu. Esta especie se reproduce en huecos de arboles e internodos de bambu;
en Venezuela, ha sido hallada en bromelias y en Trinidad en manglares. A pesar de no
ser considerada vector de fiebre amarilla en Colombia, experimentalmente se ha infectado
con el virus y en estudios de nicho ecolégico de Haemagogus, se sugiere que la
transmision del genotipo | de la fiebre amarilla podria asociarse con la distribucion de H.
celeste y H. equinus en el norte de sur América (Liria y Navarro, 2010).

Haemagogus equinus, se encontrd en los departamentos de Sucre (Coloso y
Santiago de Tolu), Atlantico y Cesar, es una de las especies de mayor distribucion del
género Haemagogus, En Colombia, H. equinus se ha registrado entre los 2 y 1.007 metros
sobre el nivel del mar (msnm), en departamentos como Antioquia, Cesar, Cdrdoba,
Cundinamarca, La Guajira, Huila, Magdalena, Santander, Tolima, Meta y Atlantico. Esta

especie ha sido hallada compartiendo criaderos con Aedes aegypti por lo que representa
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un riesgo de transmision de FA y otros arbovirus en areas urbanas del pais. Es
posiblemente la especie del género Haemagogus mas adaptable en términos de utilizacion
del hébitat (Arnell, 1973; Maestre et al., 2008; Maestre et al., 2013).

H. anastasionis, habita en bosques primarios y secundarios, los estados inmaduros
se encuentran principalmente en huecos de arboles y frutos caidos. Hallada en Colombia
en los departamentos de Cundinamarca, Tolima, Guajira, Atlantico y Norte de Santander
(Kumm, 1946; Maestre et al., 2008; Maestre et al., 2013).

H. janthinomys, es considerada el vector mas importante de fiebre amarilla y virus
Mayaro (Sanchezet al., 2014; Tubaki, Menezes, Vesgueiro, y Cardoso, 2010; Arnell,
1973). Esta especie se ha encontrado exclusivamente en bosques primarios, de habitos
arbéreos, presenta distribucion vertical desde el sotobosque al dosel, con preferencias en
el dosel, los sitios de cria principales son huecos de arboles y ha sido colectado en trampas
de oviposicién. A pesar de no ser una especie muy frecuente durante las colectas y con
escasa abundancia durante el estudio, cabe resaltar que fue capturada en larvitrampas, por
lo tanto, muestra su potencial para colonizar recipientes artificiales.

La utilizacion de larvitrampas en el estudio permitio obtener una gran cantidad de
ejemplares del género Haemagogus y un namero considerable de especies, seis de las
ocho reportadas para Colombia. El uso de larvitrampas facilité la obtencion de material
entomoldgico en estados inmaduros y la cria hasta adulto de ejemplares de ambos sexos
para los analisis, aspecto que contribuyo a una correcta identificacién taxondmica, estos
hallazgos posiblemente con otro método de muestreo no hubiesen sido posibles.

En el pais el sistema de vigilancia centinela basado en larvitrampas ha registrado
formas inmaduras de H. equinus en areas urbanas y periurbanas de Bucaramanga en el
departamento de Santander y en los municipios de Soledad y Malambo en el departamento
del Atlantico (Maestre et al., 2013). Estudios con recipientes experimentales en Buenos
Aires, Argentina, demostraron la utilidad de esta metodologia para el estudio de patrones
de respuesta de comunidades de dipteros a lo largo de un gradiente de urbanizacion,
debido a que capta la estructura de la comunidad en la etapa inicial de sucesion (Rubio,
2012); esta metodologia es muy sencilla y facil de implementar en sistemas de vigilancia

entomoldgica rutinaria.
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La gran abundancia del género Haemagogus en larvitrampas, sugiere una elevada
plasticidad genética de las especies de este género que los direcciona evolutivamente
hacia la domiciliacion, estas especies tienen un alto grado de adaptabilidad a ambientes
hechos por el hombre (Foratini et al., 1981, 1986).

H. lucifer y H. janthinomyis fueron hallados solo en area rural del municipio de
Coloso, mientras que H. equinus fue encontrado en zona urbana y rural en el
departamento de Sucre, y en baja abundancia en zona urbana los departamentos de
Atlantico y Cesar, estos hallazgos sugieren procesos exitosos de adaptacion antropica
incrementando el contacto hombre-vector (Maestre et al., 2013).

El registro de H. lucifer, H. equinus y H. janthinomyis, vectores principales de
fiebre amarilla selvética en Colombia, representa un riesgo de transmision de esta
patologia en el departamento de Sucre, ya que las localidades estudiadas tienen
caracteristicas para el desarrollo del ciclo enzootico del VFA, aungue la circulacion del
virus no ha sido sefialada con anterioridad para esta zona (Tabla 11).

En los departamentos de Atlantico, Sucre y Cesar existe riesgo de transmision de Fiebre
Amarilla en areas urbanas al tener la presencia de H. equinus.

Tabla 11. Importancia médica de las especies del género Haemagogus colectadas en el
estudio.

ESPECIE ENFERMEDAD | ESTADO INFECCION | INFECCION REFERENCIAS
VECTORIAL | NATURAL EXPERIMENTAL
. Fiebre Amarilla | Confirmado Virus Fiebre Antunes y Whitman
janthinomys | Mayaro Amarilla 1937
Virus Ilhéus Virus Una Bates y Roca 1945
Virus llhéus Laemmert, Ferreria
y Taylor 1946

Trapido y Galindo
1956 De Rodaniche
y Galindo, 1961
Rawlins, 1990
Mondet et al. 2002
Mondet et al, 2004

H. equinus | Fiebre Amarilla | Confirmado Virus Fiebre | Virus Fiebre Waddell y Taylor,
Amarilla Amarilla 1945, 1947,
Waddell, 1949
Galindo, De
Rodaniche y

Trapido, 1956
De Rodaniche y
Galindo, 1957
De Rodaniche,
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Galindo y Johnson,

1957
H. lucifer Fiebre Amarilla Confirmado Virus Fiebre | Virus Fiebre Galindo, de
Amarilla Amarilla Rodaniche y

Trapido, 1956
De Rodaniche,
Galindo y Johnson,

1957
H. celeste Fiebre Amarilla | Potencial Virus Fiebre Anderson y Osorno-
Amarilla Mesa, 1946

6.1 Identificacion Morfoldgica y Molecular de especies.

Los datos moleculares del género Haemagogus son muy limitados; sin embargo,
existen algunas contribuciones recientes que pueden ser mencionadas, la caracterizacion
del genoma mitocondrial de Haemagogus janthinomys (Da Silva et al., 2015), en
Colombia la identificacion de especies de mosquitos en tres ecosistemas de los Andes
utilizando codigo de barras, permitio la identificacion de 22 especies de mosquitos,
incluyendo dos especies del género Haemagogus: H. janthinomys y H. Lucifer (Rozo y
Mengual, 2015).

En la revision de las secuencias disponibles en Genbank para el gen COI, se
encontraron pocas secuencias para este género: una secuencia de H. equinus, tres de H.
janthinomys y una de H. lucifer. En nuestro estudio, se logr6 obtener un elevado nimero
de secuencias de todas las especies identificadas previamente por caracteres morfol6gicos
de hembras, machos y larvas, incluyendo especies de dificil discriminacion en adultos
como son H. janthinomys, H. celeste, y en larvas H. equinus y H. anastasionis.

Se hallé congruencia entre el agrupamiento morfoldgico propuesto para el género
Haemagogus, en el que las especies encontradas se agrupan en dos secciones: Splendens
y Albomaculatus (Arnell, 1973) y el agrupamiento molecular con este marcador mediante
los métodos de Maxima probabilidad y Maxima parsimonia, los cuales mostraron
resultados similares, apoyado en la formacion de 6 clados con un alto soporte de rama
(98%-99%) definiendo seis taxa (H. lucifer, H. celeste, H. chalcospilans, H. equinus, H.
anastasionis y H. janthinomys).

Estos resultados demuestran la utilidad del gen COI para la identificacion de estas
seis especies de mosquitos y para realizar inferencias filogenéticas. En los analisis

realizados se encontro que las secuencias de H. jantinomys (Genbank y secuencias de
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nuestro estudio) formaron un clado con un alto soporte de rama, lo que confirma la
identificacion morfologica basada en caracteres. Sin embargo, la secuencia de
Haemagogus Lucifer (Individuo hembra) reportada por Rozo y Mengual en un estudio
realizado en Colombia, al compararse el porcentaje de identidad utilizando la herramienta
del Genbank se encontr6 que no son similares a las obtenidas en este estudio, no se agrupa
dentro de las especies del género Haemagogus analizadas por nosotros.

Al realizar la revision de la publicacion se observd que en el analisis filogenético
obtenido en esta investigacion se agrupa a H. lucifer y a H. janthinomys en dos clados
diferentes, H. lucifer es agrupado con Johbelkinia leucopus, perteneciente a la tribu
Sabethini y H. janthinomys con especies del género Aedes subgénero Ochlerotatus,
perteneciente a la tribu Aedini, lo que hace pensar en un error en la identificacion
morfologica de H. lucifer. Estos resultados ratifican la necesidad de ampliar el nimero de
secuencias de este género en las bases de datos moleculares que permitan apoyar la
identificacion morfologica. Es importante resaltar las ventajas de confirmar la
identificacion morfoldgica en base a diferentes estados del ciclo de vida de los mosquitos,
COMO se muestra en nuestra investigacion.

Los resultados hallados revelan un nivel bajo de variacion intraespecifica para este
gen en las especies analizadas, con un rango de 0,1-0,9%, resultados similares a los
encontrados en estudios realizados en otras especies de mosquitos, para Culex
quinquefasciatus en Venezuela se encontraron valores intra-especie entre 0,1-2.8%
(Quintero y Navarro, 2010), Gunay et al. (2015) en analisis realizados en 13 especies del
género Culex en Turquia encontraron valores intra-especie de 0-0,010% y para el Grupo
Anopheles albitarsis la variacion intraespecifica fue de 0.002-0.014% (Ruiz et al., 2012),
asi mismo, la variacién interespecifica mostr6 un rango de divergencia del 5,9% al 13,9%
en las especies de Haemagogus analizadas, estos valores altos son consistentes con los
encontrados en dos subgéneros del Género Culex cuyos valores fluctuaron entre 12,44%
y 12,89%(Quintero y Navarro, 2010), resultados similares fueron encontrados por Laurito
et al. (2013) en este género, donde la divergencia interespecifica fue 18 veces mas alta
que la divergencia intraespecifica.

Las especies mas relacionadas fueron H. anastasionis y H. janthinomys con una

distancia genetica del 5,57%, las especies con mayor distancia fueron H. lucifer y H.

56



anastasionis con un 14,21%. El grado de divergencia entre las especies de Haemagogus
y Aedes aegypti estuvo en un rango de 11,7%-17,19%. El grado de divergencia intra
especifica fue menor al 2% y el grado de divergencia entre las especies relacionadas es
mas alta que 5%, esto concuerda con lo propuesto por Hebert et al. 2003, quienes plantean
que la divergencia interespecifica dentro de insectos casi siempre excede 3% Y este valor
se ha utilizado como un umbral especiacion (Hebert et al 2003).

Este estudio no permite estimar la filogenia para el género Haemagogus, al no
analizarse todas las especies descritas, sin embargo, las especies encontradas se agrupan
como un taxén monofiletico, no se encontré solapamiento entre las distancias de
divergencia intra e interespecificas y los analisis de saturacion mutacional (datos no
mostrados) evidenciaron que el marcador no se estaba saturado, lo que demuestra la
utilidad del marcador para la discriminacion de las seis especies analizadas.

Existe un buen soporte de rama para el subgrupo formado por las especies de la
seccién Splendens (84%-93%) en los arboles obtenidos por MP y ML, se halld un bajo
soporte para el subgrupo de la seccién albomaculatus (39%-38%), la divergencia entre la
subfamilias o a nivel de género tiende a tener bajos valores de soporte, esto puede reflejar
una rapida diversificacion en linajes o alta tasa de evolucion en ADN mitocondrial de
insectos ya que hay un gran nimero de sustituciones por sitio (Conn et al.,2005). En este
trabajo se pudieron diferenciar tres especies muy relacionadas entre si y de dificil
identificacion como son H. anastasionis, H. equinus y H. janthinomys.

6.1.2 Andlisis Gen White

Estudios realizados por Besanki y Fahey (1997) sugieren que la utilizacién de un
gen nuclear puede ser mas adecuado para estimar divergencia genética a nivel mas
profundo que un gen mitocondrial, ya que en comparacion con el genoma mitocondrial,
éstos son menos propensos a la saturacién debido a su menor tasa evolutiva.

Sin embargo, esto implica que frecuentemente no sean lo suficientemente
informativos por si mismos para resolver filogenias de especies cercanas o para ser
utilizados a nivel intraespecifico; esta tasa mutacional baja, aunque minimiza la
saturacion, también disminuye la cantidad de sitios informativos para los estudios

filogenéticos, lo cual es muy importante en filogenias de especies cercanas (Besanski y
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Fahey, 1997; Krzywinski et al., 2001;Stanhope et al., 1992; Porter et al., 1996; Igea,
2012).

Se observo baja variabilidad intraespecifica en H. lucifer, H. celeste y H.
chalcospilans, en un rango de 0 -0,3052%. Concordando con los resultados obtenidos con
el gen COI para estas tres especies. Sin embargo, se encontr6 una muy elevada
variabilidad para H. equinus, H. anastasionis y H. equinus (7,5-10,8%). La estructura de
los arboles obtenidos por MP y ML evidencia que estas especies tienen una posicion
ambigua en dos clados, con bajo soporte de rama (54%). EI gen White fue capaz de
discriminar H. lucifer, H. celeste y H. chalcospilans, las cuales forman tres clados con un
buen soporte de rama (94%), pero fue incapaz con la secuencia utilizada de diferenciar
las especies de la seccion albomaculatus (H. equinus, H. anastasionis y H. janthinomys),
estos resultados concuerdan con los hallazgos en una investigacion realizada en
Colombia, con An. nuneztovari donde este marcador muestra resultados mixtos para
determinar linajes de esta especie en muestras de Antioquia y Cordoba (Jaramillo,
Gutiérrez, Luckhart, Conn y Correa, 2001).

La divergencia inter especifica de H. celeste, H. lucifer y H. chalcospilans estuvo
en un rango del 5 al 6,5% Yy las de H. jantinomys, H. equinus y H. anastasionis en un rango
de 7,2 al 10,3%. A pesar que la divergencia inter especifica fue alta para la mayoria de las
especies, se encontré un solapamiento en la divergencia de las secuencias intra e
interespecificas de H. equinus, H. anastasionis y H. janthinomys.

El andlisis de saturacion mutacional hallado muestra que este marcador no esta
saturado, siendo util para filogenia, sin embargo, no fué capaz de resolver tres de las seis
especies analizadas, esto puede deberse a que los genes nucleares presentan tasas de
mutacién inferiores a las del ADN mitocondrial, por lo que muchas veces no son lo
suficientemente informativos por si solos para resolver filogenias de especies cercanas o
para ser utilizados a nivel intraespecifico (lgea, 2012). La parafilia encontrada en H.
equinus, H. janthinomys y H. anastasionis puede ser evidencia de posible homogenizacion
por entrecruzamiento, introgresion o infeccion por Wolbachia previamente reportado en
Mosquitos (Quintero y Navarro, 2012).

La utilidad del gen White como marcador molecular para la discriminacion de

especies de mosquitos ha sido variable, algunos estudios muestran que el gen White ha
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presentado limitaciones en discriminar especies recientemente separadas o de linajes
incipientes, siendo el ADN mitocondrial méas sensitivo como indicador de divergencia
(Zink y Barrowclough, 2008).

Merritt et al., (2005) evidencio la utilidad de este marcador para diferenciar An.
marajoara utilizando el cuarto intron del gen White, ausente en otros miembros del
complejo (Li y Wilkerson, 2005); también amplificaron un segmento de este gen
corroborando estos resultados. Trabajos en An. triannulatus y An. goeldii, mostraron que
el gen White tiene baja diversidad nucleotidica comparada con COI, sin embargo fue util
para determinar la estructura poblacional de estas especies (Mackeon et al., 2013).

La divergencia en los arboles obtenidos con los genes COIl 'y White en este estudio
puede ser explicado teniendo encuenta que, el tamafio de los genes nucleares es cuatro
veces mayor que el de los mitocondriales, lo que implica que estdn més afectados por los
procesos estocasticos asociados a la coalescencia (Moore, 1995). Pueden también estar
afectados por fendmenos de introgresion de material genético de una especie en otra
cercana por procesos de hibridacion, afecta de forma diferencial distintas regiones del
genoma. Sin embargo, hay que tener en cuenta que la frecuencia de introgresion es mayor
en genes mitocondriales que en nucleares.

Otro factor que puede provocar discordancias entre topologias de arboles, es la
separacion incompleta de linajes, esto ocurre cuando las copias de un gen dentro de una
misma especie no encuentran su ancestro comun (es decir, no coalescen) hasta un tiempo
anterior al evento de especiacion. De esta forma, los polimorfismos existentes en una
poblacién ancestral pueden mantenerse después de sucesivos eventos cladogenéticos. Asi,
al estimar las relaciones filogenéticas de una muestra de alelos de varias especies, puede
ocurrir que algunos alelos de una especie estén mas emparentados (es decir, compartan
un ancestro comin mas cercano) con otros alelos de otra especie distinta que con el resto
de alelos de su propia especie.

Una de las desventajas de la herencia materna del ADN mitocondrial implica que
las inferencias realizadas basadas en €l son aplicables solamente a la historia evolutiva de
las hembras y no a la de la especie completa. Asi, por ejemplo, los resultados obtenidos

en caso de dispersion ligada al sexo pueden ser muy diferentes si s6lo se considera el

59



ADN mitocondrial en vez de afiadir informacion del ADN nuclear, por lo que la
utilizacion de ambos tipos de marcadores es fundamental (Tosi et al., 2003).

Como ya se ha referenciado, los marcadores mitocondriales presentan ventajas
sobre los nucleares; la tasa de mutacion de los genes mitocondriales es mayor que la de
los genes nucleares, esta presente en mayor nimero de copias por lo que su amplificacion
es mucho mas sencilla, y debido a su herencia materna y su caracter haploide, su tamarfio
efectivo es cuatro veces menor que el de un gen nuclear en los organismos diploides. Esto
implica que la probabilidad de tener monofilia reciproca entre dos especies sera mayor
con el arbol de un gen mitocondrial que con uno nuclear y se fijardn nuevos alelos con
mayor rapidez (Palumbi et al., 2001). EI genoma mitocondrial se hereda como un Unico
blogue porque no tiene recombinacion (Ballard y Whitlock, 2004), lo que es muy util ya
que la historia evolutiva de las secuencias se rompe en un grupo de arboles cuando este
fendmeno ocurre en vez de ser representada por un unico arbol (Wiuf et al., 2001), y la
mayoria de los métodos de reconstruccion filogenética parten de la asuncion de ausencia
de recombinacion.

En este trabajo se encontrd correlacion entre los métodos taxonomicos
tradicionales de confirmacion de especies y la metodologia “Cddigo de barras”, por lo
que la taxonomia clasica y la molecular son consistentes para las especies del género
Haemagogus analizadas y pueden seguir siendo usadas independientemente o en conjunto
para diferenciar las especies de este taxon.
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. Conclusiones

e La presencia de H. janthinomys, H. equinus y H. lucifer en el departamento de
Sucre y de H. equinus en Cesar y Atlantico, constituyen un riesgo en la transmision
de Fiebre amarilla y Virus Mayaro en estos departamentos.

e Se reporta por primera vez la colonizacion de H. janthinomys y H. lucifer,
mosquitos de habitos silvestres a recipientes artificiales, demostrando la utilidad
de las larvitampas para estudios en mosquitos con potencial sinantrépico.

e EI fragmento del gen mitocondrial COI utilizado, fue Gtil en la discriminacion de
seis especies del género Haemagogus, las relaciones filogenéticas encontradas
mostraron diferenciacion en clados, sugiriendo monofilia reciproca para las
especies analizadas.

e Lataxonomia basada en caracteres morfoldgicos que ubica a estas especies en dos
secciones Albomaculatus y Splendens, es consistente con la taxonomia molecular
derivada de la secuencia nucleotidica del gen COl y se confirma la utilidad de este
gen para inferencias entre especies y poblaciones.

e Lainferencia basada en el gen nuclear White fue informativa y generé tres grupos
naturales bien definidos para la seccion Splendens, lo que permitié la
diferenciacion de tres especies H. lucifer, H. celeste y H. chalcospilans.

e El fragmento del gen White analizado carecio de resolucion para diferenciar a H.
equinus, H. anastasionis y H. janthinomys, observandose parafilia, posiblemente
por la menor tasa evolutiva de los marcadores nucleares, que puede disminuir la
cantidad de sitios informativos Utiles en estudios taxonémicos y filogenéticos, o
por posibles eventos de recombinacion intragénica (o inter alelica), o de
introgresion que complican la discriminacion de especies cercanas.
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8. Perspectivas

Se hace necesaria la implementacion de un programa de vigilancia epidemioldgica
que permita determinar el riesgo de transmision de FA en las zonas donde se
encontraron los vectores potenciales, mediante el monitoreo y busqueda del virus
en vectoresy primates.

A futuro se hace necesario realizar analisis filogenéticos a nivel molecular que
incluyan todas las especies reportadas para el género Haemagogus, con el fin de
aclarar las relaciones evolutivas en este grupo taxonémico.

Realizar analisis de variacion genética y haplotipica en Haemagogus janthinomys
y Haemagogus equinus que permitan estimar la estructura filogenética
poblacional de estas especies, ademas de aclarar la posible presencia de complejos

de especies.

62



9. REFERENCIAS

Adames, A. J. (1971). Mosquito studies (Diptera, Culicidae). XXIV. A revision of the
crabhole mosquitoes of the genus Deinocerires. Contrib. Am. Entomol.Inst.
(Ann Arbor), 7(2),1-154.

Alencar J., Silva J. S., Serra-Freire N. M. & Guimaraes A. E. (2009). Dispersion and
ecological plasticity patterns of Haemagogus capricornii and H. janthinomys
(Diptera: Culicidae) populations in different regions of Brazil. Entomol.
News. 120: 53-60.

Alencar, J., Ferreira, C., Gil, H., Guimaraes, E.,S., Sy Gleiser, R. (2016). Vertical
oviposition activity of mosquitoes in the Atlantic Forest of Brazil with
emphasis on the sylvan vector, Haemagogus leucocelaenus (Diptera:
Culicidae). Journal of Vector Ecology. 41(1) DOI: 10.1111/jvec.12189

Alencar, J., Rodriguez-Fernandez, J., Degallier, N., Marcondes, C. B., Costa, J. M.,
& Guimaraes, A. E. (2009). Multivariate discrimination between two cryptic
Haemagogus species associated with the transmission of yellow fever virus in
the Americas. J Am Mosq Control Assoc, 25(1), 18-24. doi: 10.2987/08-5737.1.

Ambrose, L., Cooperb, R.D., Russellc, T.L., Burkotc, T.R., Lobod, N.F., Collinsd,
F.H., Hiie, J, Beebe NW. (2014). Microsatellite and mitochondrial markers
reveal strong gene flow barriers for Anopheles farauti in the Solomon
Archipelago: Implications for malaria vector control. Int J Parasitol 44:225-
33.

Anderson, C. R. and E. Osorno-Mesa. (1946). The laboratory transmission of yellow-
fever virus by Haemagogus spZendens. Am. J. Trop. Med. 26:613-618.
Arnell, J. H. (1973). Mosquito studies (Diptera: Culicidae) XXXII. A revision of the

genus Haemagogus. Contrib. Amer. Entomol. Inst., 10:1-174.

Ashfag M, Hebert PDN, Mirza JH, Khan AM, Zafar Y, et al. (2014) Analyzing
Mosquito (Diptera: Culicidae) Diversity in Pakistan by DNA Barcoding.
PLOoSONE 9(5): €97268. doi:10.1371/journal.pone.0097268

Avisé, J.C., Arnold, J., Ball, R.M., Bermingham, E., Lamb. T., Niegel, J.E., Reeb,C.A
& Saunders, N.C. (1987). Intraspecific phylogeography: the
mitochondrialDNA bridge between population genetics and systematics.
Annual Review ofEcology and Systematics 18:489-522.

Beck, ET., Bosio, C. F., Geske, D. A., Blair, C. D., Beaty, B. J. & Black, W. C. (2005).
Analysis of gene flow among midwestern populations of the mosquito
Ochlerotatus triseriatus. Am. J. Trop. Med. Hyg., 73(3), 534-540

Belkin, J. Heinemann, S.J. & Page, W.A. (1970). Mosquito studies (Diptera:
Culicidae) XXI: The Culicidae of Jamaica. Contrib. Amer. Entomol. Inst., 6,
1-458.

Belkin, J. N., Heinemann, S. J. & Page, W. A. (1970). Mosquito studies (Diptera,
Culicidae). XXI. The Culicidae of Jamaica. Contrib. Am. Entomol. Inst. (Ann
Arbor), 6, 11-458.

Bennett, K. L., Linton, Y. M., Shija, F., Kaddumukasa, M., Djouaka, R., Misinzo,
G., ... Walton, C. (2015). Molecular Differentiation of the African Yellow
Fever Vector Aedes bromeliae (Diptera: Culicidae) from Its Sympatric Non-
vector Sister Species, Aedes lilii. PLoS Negl Trop Dis, 9(12), e0004250. doi:
10.1371/journal.pntd.0004250.

63



Berti, J., Moser, Y., Guzman, H., Ramirez, E (2014). Nuevos registros geogréaficos
para Haemagogus anastasionis Dyar, 1921 y Haemagogus janthinomys Dyar,
1921 (Diptera: Culicidae) en Venezuela. Entomotropica. 29(2)

Besansky, N. J., Fahey, G. T. (1997). Utility of the white gene in estimating
phylogenetic relationships among mosquitoes (Diptera: Culicidae). Mol Biol
Evol, 14, 442-454.

Birungi, J. & Munstermann, LE. (2002). Genetic structure of Aedes albopictus
(Diptera: Culicidae) populations based on mitochondrial ND5 sequences:
evidence for an independent invasion into Brazil and United States. Ann
Entomol Soc Am. 95,125-132.

Bourke, B.P., Oliveira, T.P., Suesdek, L., Bergo, E.S., Sallum, M.A. (2013). multi-
locus approach to barcoding in the Anopheles strodei subgroup (Diptera:
Culicidae). Parasit Vectors, 6,111.

Bracco J., Capurro ML., Lourenco-de-Oliveira R, Sallum MAM. (2007). Genetic
variability of Aedes aegypti in the Americas using a mitochondrial gene:
evidence of multiple introductions. Mem Inst Oswaldo Cruz 102: 573-580.

Bres, P. Century of progress in combating yellow fever. Bull WHO. 1986;54:775-
861.

Chadee, D. D., Tikasing, E. S., Ganesh, R. (1992). Seasonality, biting cycle and parity
of the yellow fever vector mosquito Haemagogus janthinomys in Trinidad.
Med Vet Entomol., 6, 143-8.

Chadee, D. D., Tikasingh, E. S., & Ganesh, R. (1992). Seasonality, biting cycle and
parity of the yellow fever vector mosquito Haemagogus janthinomys in
Trinidad. Med Vet Entomol, 6(2), 143-148.

Chadee, D. D.; Ganesh, R.; Hingwan, J. O. Tikasingh, E.S. (1995). Seasonal
abundance, biting cycle and parity of the mosquito Haemagogus
leucocelaenus in  Trinidad, West Indies. Medical and Veterinary
Entomology., 9(4), 372-376.

Chadee, D.D., Hingwan, J.O., Persad, R. C., Tikasingh, E. S. (1993). Seasonal
abundance, biting cycle, parity and vector potential of the mosquito
Haemagogus equinus in Trinidad. Med Vet Entomol., 7(2), 141-6.

Chan, A., Chiang, L. P., Hapuarachchi, H. C., Tan, C. H., Pang, S. C., Lee, R,, . ..
Lam-Phua, S. G. (2014). DNA barcoding: complementing morphological
identification of mosquito species in Singapore. Parasit Vectors, 7, 569. doi:
10.1186/s13071-014-0569-4.

Clark-Gil, S. & R. F. Darsie, Jr. (1983). The mosquitoes of Guatemala, their
identification, distribution and bionomics, with keys to adult females and
larvae in English and Spanish. Mosq. Syst., 15(3), 151-284.

Collins, F. H., Mendez, M. A., Rasmussen, M. O, Mehaffey, P. C., Besansky, N. J.,
Finnerty, V. (1987). A ribosomal RNA gene probe differentiates member
species of the Anopheles gambiae complex. Am J Trop Med Hyg., 37, 37-41.

Conn, J. E., Rosa-Freitas, M. G., Luz, S. L., & Momen, H. (1999). Molecular
population genetics of the primary neotropical malaria vector Anopheles
darlingi using mtDNA. J Am Mosq Control Assoc, 15(4), 468-474.

Conn, J.E., (1998). Systematics and population level analysis of Anopheles darlingi.
Mem. Inst. Oswaldo Cruz Rio de Janeiro, 93, 647-50.

64



Cook, S., Diallo, M., Sall, A., Cooper, A., Holmes, E. (2005). Mitochondrial markers
for molecular identification of Aedes mosquitoes (Diptera:Culicidae)
involved in transmission of arboviral disease in West Africa. J Med Entomol
42:19-28.

Cuervo, A., Barbosa C., De la Ossa J. 1986. Aspectos ecoldgicos y etoldgicos de
primates con énfasis en Alouatta seniculus (Cebidae), de la region de Coloso,
serrania de san Jacinto (Sucre), Costa norte de Colombia. Caldasia. 14 (54),
68-70.

Cuervo, A., Barbosa, C. & De La Ossa, J. (1986). Aspectos ecoldgicos y etoldgicos de
primates con énfasis en Alouatta seniculus (Cebidae), de la region de Coloso,
Serrania de San Jacinto (Sucre), Costa Norte de Colombia. Caldasia 14 (68-
70),709-742.

Cywinska, A., Hunter, F. F., & Hebert, P. D. (2006). Identifying Canadian mosquito
species through DNA barcodes. Med Vet Entomol, 20(4), 413-424. doi:
10.1111/j.1365-2915.2006.00653.x

Daravath, S.S., Siddaiah, M. and ReddyaNaik, B. (2015) Molecular Characterization
and PhylogeneticAnalysis of Culex quinquefasciatus by DNA Barcoding.
Advances in Entomology, 3, 118-124. http://dx.doi.org/10.4236/ae.2015.33014

De Oliveira, R. L. 1984. Algunos aspectos da Ecologia dos mosquitos (Diptera:
Culicidae) De uma area de planicie (Granjas Calabria), em .Jacarepagua, Rio
de Janeiro. | Frequencia comparativa das especies em diferentes ambientes e
metodos de colecta. Mem. Inst. Oswaldo Cruz. 79(4),479-490.

De Rodaniche, E. y Galindo, P.(1957). Isolation of Ilhéus virus from Sabethes
chloropterus captured in Guatemala in 1956. Am J Trop Med Hyg. 6(4): 686—
687.

De Rodaniche, E., Galindo, P y Johnson, C. (1956). Isolation of Yellow Fever Virus
from Haemagogus Lucifer, H. Equinus, H. Spegazzinii Falco, Sabethes
Chloropterus and Anopheles NeivaiCaptured in Panama in the Fall of 1956.
Am J Trop Med Hyg July 1957 6:681-685.

Demari-Silva B, Vesgueiro FT, Sallum MA, Marrelli MT (2011).Taxonomic and
phylogenetic relationships between species of the genus Culex (Diptera:
Culicidae) from Brazil inferred from the cytochrome c¢ oxidase |
mitochondrial gene. J Med Entomol 48: 272-279. doi:10.1603/ME09293.
PubMed: 21485362.

Di Rienzo A., Wilson, A.C. (1991). Branching pattern in the evolutionary tree for
human mitochondrial DNA. Proc Natl Acad Sci U S A, 88(5),1597-601.

Di Rienzo, A., & Wilson, A. C. (1991). Branching pattern in the evolutionary tree for
human mitochondrial DNA. Proc Natl Acad Sci U S A, 88(5), 1597-1601.

Diaz, N. A. (1971). Genital structure of Haemagogus (Longipapifer) with
morphological variations and new data on its ecology, equinus Theobald 1903
(Diptera: Culicidae) . Rev Invest Salud Publica, 31(2), 82-90.

Down, V. G. (1968). The history of Yellow Fever since Walter Reed. Bulletin of the
New York academy of Medicine, 44:721-27.

Forattini, O. P. & Castro, A. (1988). Biting activity of Aedes scapularis (Rondani)
and Haemagogus Mosquitoes in Southern Brazil (Diptera: Culicidae). Rev.
Saude Publ, 22(2), 84-93.

65



Forattini, O. P.(1962). Entomologia médica. | Volume. Faculdad de Higiene e Saude
Publica, S&o Paulo, Brasil: Universidade de S&o Paulo.

Forattini, O. P.,, & Gomes Ade, C. (1988). Biting activity of Aedes scapularis
(Rondani) and Haemagogus mosquitoes in southern Brazil (Diptera:
Culicidae). Rev Saude Publica, 22(2), 84-93.

Forattinni, O. P.; Gomes, A., Natal, D., Santos, J. L. Observac6es sobre atividade
de mosquitos Culicidae em matas primitivas da planicie e perfis
epidemiologicos de varios ambientes no Vale do Ribeira, Sdo Paulo, Brasil.
Rev. Saude publ., S. Paulo, 20,178-203, 1986.

Forattinni, O. P.; Gomes, A., Santos, J. L., Galati, E. A, Rabello, E. X., Natal,
D.(1981). Observacoes sobre atividade de mosquitos Culicidae, em mata
residual no Vale do Ribeira, Sdo Paulo, Brasil. Rev. Saude publ., S. Paulo, 15,
557-86.

Foster, P. G., Bergo, E. S., Bourke, B. P., Oliveira, T. M., Nagaki, S. S., Sant'Ana, D.
C., & Sallum, M. A. (2013). Phylogenetic analysis and DNA-based species
confirmation in Anopheles (Nyssorhynchus). PLoS One, 8(2), e54063. doi:
10.1371/journal.pone.0054063

Galindo, P., De Rodaniche, E., Trapido, H. (1956). Experimental Transmission of
Yellow Fever by Central American Species of Haemagogus and Sabethes
Chloropterus. Am J Trop Med Hyg. 5:1022-1031.

Gonzales, R,. & Carrejo, N. (2009). Introduccién al estudio taxonémico de
Anopheles en Colombia. Claves y notas de disitribucion. Cali,
Colombia:Universidad del Valle.

Gluber, D. (2002). The global emergence/resurgence of arboviral disease as public
health problems. Archives of Medical Research. 33: 330-342.

Gutierrez, L. A., Gomez, G. F., Gonzalez, J. J., Castro, M. 1., Luckhart, S., Conn, J.
E., & Correa, M. M. (2010). Microgeographic genetic variation of the malaria
vector Anopheles darlingi root (Diptera: Culicidae) from Cordoba and
Antioquia, Colombia. Am J Trop Med Hyg, 83(1), 38-47. doi:
10.4269/ajtmh.2010.09-0381

Gutiérrez, L.; Naranjo, N.; Cienfuegos, A.; Muskus, C.; Luckhart, S.; Conn, J.;
Correa M. (2009). Population structure analyses and demographic history of
the malaria vector Anopheles albimanus from the Caribbean and the Pacific
regions of Colombia. Malaria Journal, 8, 259-276.

Harbach, R. E. (2007). The Culicidae (Diptera) a review of taxonomy. classification.
Zootaxa, 1668, 591-638.

Harbach, R.E. & Knight K.L. (1998). Phylogeny and classification of Culicidae.
Systematic Entomology,23,327-370

Hebert, P., Cywinska, A. Ball, S. Dewaard, D. (2003). Biological identifications
through DNA barcodes. Proceedings Royal Society of London. 270, 313 —321.

IGAC. (1969). Monografia del departamento de Sucre. Oficina de Estudios
Geogréficos. Bogota.

Igea, J. 2012. Desarrollo de nuevos marcadores gendmicos y su aplicacion a la
filogenia y variabilidad genética de mamiferos. Barcelona.

Jaimes-Duenez, J., Arboleda, S., Triana-Chavez, O., & Gomez-Palacio, A. (2015).
Spatio-temporal distribution of Aedes aegypti (Diptera: Culicidae)

66



mitochondrial lineages in cities with distinct dengue incidence rates suggests
complex population dynamics of the dengue vector in Colombia. PLoS Negl
Trop Dis, 9(4), e0003553. doi: 10.1371/journal.pntd.0003553

Jaramillo, L. M., Gutiérrez, L. A., Luckhart, S., Conn, J. E. & Correa, M. M. (2011).
Molecular evidence for a single taxon, Anopheles nuneztovari s. |., from two
endemic malaria regions in Colombia. Mem Inst Oswaldo Cruz. 106(8):
1017-1023.

Kambhamepati, S., Rai, K.S. (1991). Mitochondrial DNA variation within and among
populations of the mosquito Aedes albopictus. Genome 34:288-92.

Kambhamepati, S., Smith, P. (1995). PCR primers for the amplification of four insect
mitochondrial gene fragments. . Insect Mol Biol 4:233-6.

Kamgang, B., Brengues, C., Fontenille, D., Njiokou, F., Simard, F., & Paupy, C.
(2011). Genetic structure of the tiger mosquito, Aedes albopictus, in
Cameroon (Central Africa). PLoS One, 6(5), €20257. doi:
10.1371/journal.pone.0020257

Krzywinski, J., Wilkerson, R. C., & Besansky, N. J. (2001). Evolution of
mitochondrial and ribosomal gene sequences in anophelinae (Diptera:
Culicidae): implications for phylogeny reconstruction. Mol Phylogenet Evol,
18(3), 479-487. doi: 10.1006/mpev.2000.0894

Kumar NP, Rajavel AR, Natarajan R, Jambulingam P. (2007).DNA barcodes can
distinguish species of Indian mosquitoes (Diptera: Culicidae) J Med Entomol.
44(1):1-7.

Kumar, S., Tamura, K., & Nei, M. (2004). MEGA: integrated software for molecular
Evolutionary Genetics Analysis and sequence alignment. Briefings in
Bioinformatics, 5, 150-163.

Kumm, H., Osorno, E., Boshell, J. (1946). Studies on mosquitoes of the genus
Haemagogus in Colombia (Diptera: Culicidae). Am J Hyg., 43, 13-28.

Lane, J., 1953. Neotropical Culicidae. Univ. Sao-Paulo. Brasil. 2 ,553-1 112.

Laurito M, De Oliveira MP, Almiron WR , Sallum MA. 2013. COI barcode versus
morphological identification of Culex (Culex) (Diptera: Culicidae) species: a
case study using samples from Argentina and Brazil. Mem Inst Oswaldo
Cruz.108(Suppl. I): 110-122.

Laurito, M., Almiron, W.R. (2013). Phylogenetic relationships of Culex (Culex)
species (Diptera, Culicidae) from Argentina based on morphological
characters. Zootaxa, 3652, 117-155.

Lemos, P.D., Monteiro, H.A., Castro, F.C., Lima, C.P., Silva, D.E., Vasconcelos, J.

M., Oliveira, L.F., Silva, S.P., Cardozo, J.F., Vianez, J. & Nunez, M.R. (2015).
Characterization of mitochondrial genome of Haemagogus janthinomys
(Diptera: Culicidae), Mitochondrial DNA, DOI:
10.3109/19401736.2015.1110793

Levi, C. R. 1951. Los mosquitos del género Haemagogus, Williston 1896 en América
del Sur. Cuenca, Ecuador: Ed. Don Bosco.

Li, C. & Wilkerson, R. 2005. Identification of Anopheles (Nyssorhynchus) albitarsis
complex species (Diptera: Culicidae) using rDNA internal transcribed spacer
2-based polymerase chain reaction primes. Mem. Inst. Oswaldo Cruz, 100(5).

67



Linton, Y. M., Pecor, J. E., Porter, C. H., Mitchell, L. B., Garzon-Moreno, A., Foley,
D. H, . . . Wilkerson, R. C. (2013). Mosquitoes of eastern Amazonian
Ecuador: biodiversity, bionomics and barcodes. Mem Inst Oswaldo Cruz, 108
Suppl 1, 100-109. doi: 10.1590/0074-0276130440

Liria, J., Navarro, J. C. (2009). Clave fotogréafica para hembras de Haemagogus
Williston 1896 (Diptera: Culicidae) de Venezuela, con nuevo registro para el
pais. Boletin de malariologia y Salud Ambiental, 49, 283-92.

Liria, J., Navarro, J. C. (2010). Modelo de nicho ecol6gico en Haemagogus Williston
(Diptera: Culicidae), vectores del virus de la fiebre amarilla. Revista
Biomédica, 21, 149-161.

Liria, J., Navarro, J. C. (2010). Sistematica filogenética, morfometria y Biogeografia
de Haemagogus Williston 1896 (Diptera:Culicidae). Tesis Doctoral.
Universidad central de Venezuela, Caracas, Venezuela.

Low, V.L., Lim, P.E., Chen, C.D., Lim, Y.A,, Tan, T.K,, Norma-Rashid, Y., Lee, H.
L., Sofian-Azirun, M. (2014). Mitochondrial DNA analyses reveal low genetic
diversity in Culex quinquefasciatus from residential areas in Malaysia. Med
Vet Entomol 28:157-68.

Maestre, R., Cochero, S., Bello, B., Ferro, C. (2013). Actualizacion de la distribucién
de especies del género Haemagogus (Diptera: Culicidae) en la Region Caribe
colombiana. Biomédica. v. 33, p. 185-9, aug. 2013. ISSN 0120-4157.

Disponible en:
<http://www.revistabiomedica.org/index.php/biomedica/article/view/706/228
2>, Fecha de acceso: 22 nov. 2016

doi:http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v33i0.706.

Maestre-Serrano R., Vergara-Sanchez C., Berrueco-Rodriguez G., Bello-Novoa B.,
Brochero H. (2008). Presencia de Haemagogus equinus Theobald, 1903
(Diptera: Culicidae) en los municipios de Soledad y Malambo en el
departamento del Atlantico, Colombia, 1998-2005. Biomédica, 28(1), 99-107.

Marrelli, M., Malafronte, R., Flores C., Lourenco R., Kloetzel, J., Marinotti, O.,
(1999). Sequence analysis ofthe second internal transcribed spacer of
ribosomal DNA in Anopheles oswaldoi (Diptera: Culicidae). J. Med.
Entomol., 36, 679-84.

McKeon, S., Moreno, M. Sallum, M., Povoa, M., Conn, J. (2013).Distinct population
structure for co-occurring Anopheles goeldii and Anopheles triannulatus in
Amazonian Brazil. Mem Inst Oswaldo Cruz. 108:605-615.

Merritt, T., Young, C., Vogt, R., Wilkerson, R., Quattro, J. (2005). Intron retention
identifies a malaria vector within the Anopheles (Nyssorhynchus) albitarsis
complex (Diptera: Culicidae). Mol Phyl Evol 35: 719-724.

Moore, M., Sylla, M., Goss, L., Burugu, M. W., Sang, R., Kamau, L. W., ... Black,
W. C. (2013). Dual African origins of global Aedes aegypti s.l. populations
revealed by mitochondrial DNA. PLoS Negl Trop Dis, 7(4), e2175. doi:
10.1371/journal.pntd.0002175

Moore, W. (1995). Inferring phylogenies from mtDNA variation: Mitochondrial-
gene trees versus nuclear-gene trees. Evolution 49:718-726.

68



Morales A. Distribucion geogréfica, horizontal y vertical de Haemagogus (Diptera:
Culicidae) de Colombia. Rev Acd Col Ciencias Exactas Fis Nat. 1968;13:267-
72.

Morales, A., Ferro, C., Isaza, C., Cura, E. (1984). Busqueda de mosquitos de género
Haemagogus en el departamento de la Guajira, Colombia, sur América
(Diptera: Culicidae). Biomedica, 4(1), 25-3.

Morales-Alarcon A. (1968) Distribucion geogréfica, horizontal y vertical de
Haemagogus (Diptera: Culicidae) de Colombia. Revista de la Academia
Colombiana de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales, 13(50), 267-72.

Mufoz, M., Navarro, J.C. (2012) Mayaro: un arbovirus re-emergente en Venezuela
y Latinoamérica. Biomédica,32:0-0.

Navarro J. C. & Weaver S. C. (2004). Molecular phylogeny of the vomerifer and
Pedroi Groups in the Spissipes Section of the subgenus Culex
(Melanoconion). J. Med. Entomol. 41: 575-581.

Navarro, J. C. (1998). Fauna de mosquitos (Diptera: Culicidae) del Parque Nacional
Cerro El Copey y nuevos registros para La Isla de Margarita, Venezuela. Bol
Entomol Venez.,13(2),187-194.

Navarro. J.C, Ponce, P., Cevallos, V. (2013). Dos nuevos registros de vectores
potenciales de Fiebre Amarilla selvatica y Mayaro para el Ecuador. Bol Mal
Salud Amb, 53 (1), 77-81.

Norris, L & Norris, D. (2015). Phylogeny of anopheline (Diptera: Culicidae) species
in southern Africa, based on nuclear and mitochondrial genes. Journal of
Vector Ecology. 40 (1), 16-27.

Organizacion Mundial de la Salud, (1986). Present status of Yellow fever or a PAHO
meeting. Bulleting of the World Health Organization, 4(4), 511-524.

Organizacion Panamericana de la Salud. (2005). Control de la fiebre amarilla: Guia
practica. Publicacion Cientifica y Teécnica No. 603. Tomado de:
www.paho.org.

Organizacion Panamericana de la Salud/Organizacion Mundial de la Salud. (2016).
Alerta epidemiologica: Fiebre Amarilla. 25 de Mayo, Washington, D.C.
OPS/OMS. Tomado de: http:// www.paho.org

Paramasivan, R., Dhananjeyan K. J. & Pandian, R. S. (2013). A preliminary report
on DNA barcoding and phylogenetic relationships of certain public health
important mosquito species recorded in rural areas of south India. J Vector
Borne Dis., 50,144-146.

Paupy, C., Le Goff, G., Brengues, C., Guerra, M., Revollo, J., Barja, S., Herve, J-,
Fontenille, D. (2012). Genetic structure and phylogeography of Aedes aegypti,
the dengue and yellow-fever mosquito vector in Bolivia. Infect Genet Evol
Aug 12:1260-9.

Pedro, M. & Sallum, M. A. (2008). Spatial expansion and population struc—ture of
the Neotropical malaria vector, Anopheles darlingi (Dip-tera: Culicidae).
Biol J Linn Soc Lond., 97, 854-866.

Petersen, V., Devicari, M., & Suesdek, L. (2015). High morphological and genetic
variabilities of Ochlerotatus scapularis, a potential vector of filarias and
arboviruses. Parasit Vectors, 8, 128. doi: 10.1186/s13071-015-0740-6

69



Porter, C. A., Goodman, M., & Stanhope, M. (1996). Evidence on mammalian
phylogeny from sequences of exon 28 of the von Willebrand factor gene. Mol.
Phylogenet. Evol., 5, 89-101.

Quintero, L. (2010). Filogenia Intraespecifica y Variabilidad Genética en Culex
qguinquefasciatus Say (Diptera: Culicidae) utilizandosecuencias de ADN
mitochondrial. (Tesis de pregrado). Universidad Central de Venezuela,
Caracas, Venezuela.

Rawlins, S.C, Hull, B., Chadee, D.D., Martinez, R., LeMaitre, A., James, F., Webb,
L. (1990). Sylvati., yellow fever activity in Trinidad, 1988-1989. Trans R Soc
Trop Med Hyg. 84(1):142-3.

Reidenbach, K., Cook, S., Bertone, M., Harbach, R. Wiegmann y Besansky, N.
(2009). Phylogenetic analysis and temporal diversification of mosquitoes
(Diptera: Culicidae) based on nuclear genes and Morphology. BMC
Evolutionary Biology 2009, 9:298.

Rodriguez G, Velandia M y Boshell J. Fiebre amarilla; la enfermedad y su control.
Instituto Nacional de Salud. Bogot4, 2003.

Rozas, J., Sanchez-Del Barrio, J., Messeguer, X., Rozas, R. (2003). DnaSP v 4.5,
DNA polymorphism analyses by the coalescent and other methods.
Bioinformatics, 19, 2496-7.

Rozo-Lopez, P., & Mengual, X. (2015). Mosquito species (Diptera, Culicidae) in
three ecosystems from the Colombian Andes: identification through DNA
barcoding and adult morphology. ZooKeys, 513, 39-64. doi:
10.3897/zookeys.513.9561

Rubio, A. 2012. Tesis Doctoral Respuesta de las comunidades de dipteros de
recipientes artificiales a la urbanizacion. Universidad de Buenos Aires.
www.digital.bl.fcen.uba.ar

Ruiz, F., Wilkerson, R. C., Conn, J. E., McKeon, S. N., Levin, D. M., Quinones, M.
L., ... Linton, Y. M. (2012). DNA barcoding reveals both known and novel
taxa in the Albitarsis Group (Anopheles: Nyssorhynchus) of Neotropical
malaria vectors. Parasit Vectors, 5, 44. doi: 10.1186/1756-3305-5-44

Sanchez, E., Liria J., Ramirez R., Mufioz M., Navarro J. (2014). Nuevos registros de
vectores potenciales de Fiebre Amarillay mayaro para el estado de Guarico,
Venezuela. Primer registro de Haemagogus janthinomys Dyar para los
Llanos centrales de Venezuela. Boletin de mariologia y salud ambiental,
54(2), 250-253.

Scarpassa, V. M., & Conn, J. E. (2006). Molecular differentiation in natural
populations of Anopheles oswaldoi sensu lato (Diptera: Culicidae) from the
Brazilian Amazon, using sequences of the COI gene from mitochondrial
DNA. Genet Mol Res, 5(3), 493-502.

Scarpassa, V. M., Cardoza, T. B., & Cardoso Junior, R. P. (2008). Population
genetics and phylogeography of Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) from
Brazil. Am J Trop Med Hyg, 78(6), 895-903.

Secretaria de Salud departamento de Sucre. 2011. Informes de laboratorio de
entomologia.

70



Shaikevich, E.V. (2007). PCR-RFLP of the COI gene reliably differentiates C.
pipiens, C. pipiens f. molestus and C. torrentium of the Pipiens Complex .
European Mosquito Bull., 23, 25-30.

Shepard, J. J., Andreadis, T. G., & Vossbrinck, C. R. (2006). Molecular phylogeny
and evolutionary relationships among mosquitoes (Diptera: Culicidae) from
the northeastern United States based on small subunit ribosomal DNA (18S
rDNA) sequences. J Med Entomol, 43(3), 443-454.

Simon, C., Frati, F., Beckenback, A., Crepsi, B., Liu, H.,& Flook, P.(1994).
Evolution, weighting and phylogeneticutility of mitochondrial gene sequences
and a compilationof conserved polymerase chain reaction primers. Ann.
Entomol. Soc. Am. 87, 651-701.

Simpson, J. (1997). Amplified fragment length polymorphisms. Bol. Soc. Bot. Méx.,
60, 73-76.

Soto, H., Lépez, E., Florian, J., Olano, V. (2005). Evaluacién entomoldgica sobre
vectores de fiebre amarilla selvatica en el municipio de Valledupar, Cesar.
Biomédica, 25,165-6.

Souza, R.P., Petrella, S., Coimbra, T.L., Maeda, A., Rocco, I.M., Bisordi, I., et al.
(2011). Isolation of yellow fever virus from naturally infectied Haemagogus
(Conopostegus) leucocelaenus (Diptera:Culicidae) in Sdo Paulo State, Brazil.
Rev. Inst. Med. Trop.,53,133-39.

Stanhope, M. J., Czelusniak, J. S., Nickerson, S. I & Goodman, M. (1992). A
molecular perspective on mammalian evolution from the gene encoding
interphotoreceptor retinoid binding protein, with convincing evidence for bat
monophyly. Mol. Phylogenet. Evol., 1:148-160.

Tamura, K., D. Peterson, et al. (2011). "MEGAS5: molecular evolutionary genetics
analysis using maximum likelihood, evolutionary distance, and maximum
parsimony methods. Mol Biol Evol., 28(10), 2731-2739.

Thompson, J.D., Higgins, D.G., Gibson, T.J. (1994). CLUSTAL W. Nucleic acids
Res., 22, 4673-80.

Tubaki, R. M., Menezes, R. M., Vesgueiro, F. T., & Cardoso, R. P., Jr. (2010).
Observations on Haemagogus janthinomys Dyar (Diptera: Culicidae) and
other mosquito populations within tree holes in a gallery forest in the
northwestern region of Sao Paulo state, Brazil. Neotrop Entomol, 39(4), 664-
670.

Vasconcelos, P.F., Sperb, A.F., Monteiro, H.A., Torres, M.A., Sousa, M.R,,
Vasconcelos, H.B., Mardini, L.B., Rodriguez, S.G. (2003). Isolations of yellow
fever virus from Haemagogus leucocelaenus in Rio Grande do Sul State,
Brazil. Trans R Soc Trop Med Hyg., 97(1), 60 - 62.

Versteirt, V., Nagy, Z. T., Roelants, P., Denis, L., Breman, F. C., Damiens, D., . . .
Van Bortel, W. (2015). Identification of Belgian mosquito species (Diptera:
Culicidae) by DNA barcoding. Mol Ecol Resour, 15(2), 449-457. doi:
10.1111/1755-0998.12318

Waddell, FI. B. and R. M. Taylor. 1945. Studies on the cyclic passage of yellow fever
virus in South American mammals and mosquitoes. Marmosets (CaZZithriz
aurita) and the cebus monkeys (Cebu versutus) in combination with Aedes
aegypti and Haemagogus equinus. Am. J. Trop. Med. 25:225-230.

71



Waddell, FI. B. and R. M. Taylor.. 1947. Studies on the cyclic passage of yellow fever
virus in South American mammals and mosquitoes. I11. Further observations
on Haemagogus equinus as a vector of the virus. Am. J. Trop. Med. 27:471-
476.

Waddell, M. B. 1949. Comparative efficacy of certain South American Aedes and
Haemagogus mosquitoes as laboratory vectors of yellow fever. Am. J. Trop.
Med. 29:567-575.

Wang, G., Li, C., Guo, X., Xing, D., Dong, Y., Wang, Z., . . . Zhao, T. (2012).
Identifying the main mosquito species in China based on DNA barcoding.
PLo0S One, 7(10), e47051. doi: 10.1371/journal.pone.0047051

Wang, G., Li, C., Guo, X., Xing, D., Dong, Y., Wang, Z., . . . Zhao, T. (2012).
Identifying the main mosquito species in China based on DNA barcoding.
PLo0S One, 7(10), e47051. doi: 10.1371/journal.pone.0047051

Werblow, A., Klimpel, S., Bolius, S., Dorresteijn, A. W., Sauer, J., & Melaun, C.
(2014). Population structure and distribution patterns of the sibling mosquito
species Culex pipiens and Culex torrentium (Diptera: Culicidae) reveal
different evolutionary paths. PLoS One, 9(7), €102158. doi:
10.1371/journal.pone.0102158

WRBU 2009. Walter Reed Biosystematics.Systematic catalog of Culicidae.
Washinton D.C. EE.UU. http://www.mosquitocatalog.org

Xia, X., & Xie. Z., (2001). DAMBE: Data analysis in molecular biology and evolution.
Journal of Heredity, 92, 371-373.

Zavortink, T. J. (1972). Mosquito studies (Diptera: Culicidae) XXVIII: The New
World species formerly placed in Aedes (Finlaya). Contrib. Amer. Entomol.
Inst. 8, 1-206.

Zawani, M. K., Abu, H. A,, Sazaly, A. B., Zary, S. Y., & Darlina, M. N. (2014).
Population genetic structure of Aedes albopictus in Penang, Malaysia. Genet
Mol Res, 13(4), 8184-8196. doi: 10.4238/2014.0October.7.13

Zink, R. M., & Barrowclough, G. F. (2008). Mitochondrial DNA under siege in avian
phylogeography. Mol Ecol, 17(9), 2107-2121. doi: 10.1111/j.1365-
294X.2008.03737.x

72



Anexo 1. Listado de mosquitos, recolectados mediante las larvitrampas en la Reserva Serrania de Coraza, Municipio de Colosé, Reserva
Cienaga de la Caimanera, Covefas y Zona Urbana de Santiago de Tolu, durante el periodo Junio 2012- Enero de 2013.

COLOSO TOLU COVENAS
ESPECIE Serie Serie Serie
Larvas Total Larvas Total Larvas Total
Hembras Machos Hembras Machos Hembras Machos

Aedes (Protomacleaya) terrens Walker, 1856 3 6 34 43 0 0 0 0 0 0 0 0
Aedes (Ochlerotatus) scapularis Rondani, 1848 3 2 10 15 0 0 0 0 0 0 0 0
Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) 0 0 0 0 416 140 300 856 0 0 0 0
Aedes (Ochlerotatus) scapularis (Rondani, 1848) 0 0 0 0 3 0 0 3 0 0 0 0
Aedes (Ochlerotatus) taeniorhynchus (Wiedemann, 1821) 0 0 0 14 2 5 21 0 0 0 0
Culex subgénero Melanoconion especie 1 2 1 7 10 0 0 0 0 0 0 0 0
Culex subgénero Melanoconion especie 2 0 0 0 0 5 0 33 38 0 0 0 0
Culex (Culex nigripalpus) Theobald, 1901 4 2 6 12 0 0 0 0 0 0 0 0
Culex (Anoedioporpa) conservator Dyar & Knab, 1906 9 3 231 243 0 0 0 0 0 0 0 0
Haemagogus (Haemagogus) equinus Theobald, 1903 61 47 369 477 29 25 11 65 0 0 0 0
Haemagogus (Haemagogus) janthinomys/capricornii  Dyar,

909 ( gogus) J ysicap y 9 0 3 12 0 0 0 0 0 0 0 0
1921/Lutz, 1904
Haemagogus (Haemagogus) lucifer Howard, Dyar & Knab, 1913 480 483 3034 3997 0 0 0 0 0 0 0 0
Haemagogus (Haemagogus) anastasionis Dyar, 1921 0 0 0 0 10 1 20 31 0 0 0 0
Haemagogus (Haemagogus) Celeste Dyar &Nufiez Tovar, 1927 0 0 0 0 41 17 117 175 0 0 0 0
Haemagogus (Haemagogus) chalcospilans Dyar, 1921 0 0 0 0 19 9 0 28 110 45 466 621
Toxorhynchites (Lynchiella) guadeloupensis Dyar & Knab, 1906 7 2 15 24 0 0 0 0 0 0 0 0
Toxorhynchites sp 0 0 0 0 2 0 0 2 0 0 0 0
Wyeomyia (Triamyia) aporonoma Dyar & Knab, 1906 1 3 6 10 0 0 0 0 0 0 0 0
Limatus durhamii Theobald, 1901

131 48 259 438 0 0 0 0 0 0 0 0

La nomenclatura y descriptores de las especies fue tomada de: The Walter Reed Biosystematics Unit. New Mosquito Classification, September 2013

en el portal http://wrbu.org , siguiendo la clasificacion tradicional del 2000, derivada de Stone & Knight (1977).
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Anexo 2. Composicién de especies de mosquitos adultos (Diptera: Culicidade)

recolectados en los municipios de Coloso, Santiago de Tolu y Covefias.

GENERO

Anopheles
Coquilettiddia

Culex

Haemagogus

Limatus
Orthopodomyia
Sabethes
Psorophora

Psorophora

Mansonia

Aedes

Deinocerites

Uranotaenia

Total

SUBGENERO

Anopheles
Rhynchotaenia
Culex

Culex

Culex

Culex
Haemagogus
Haemagogus

Haemagogus

Haemagogus

Sabethes
Janthinosoma
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Anexo 3. Descripcion morfologica de Haemagogus celeste.

Haemagogus (Haemagogus) celeste Dyar (1928); Anduze (1941).
Sinonimizada con splendens por Edwards (1932).

En la hembra la cabeza presenta escamas oscuras en la probdscide, palpos, alas y
patas violeta a purpura. Escamas del vertex azul- violeta y verdes en el occipucio.
Proboscide 1.15-1.20 el femur anterior. En las alas la vena Rz+3 es menor que 0,50 de Ra.
Haemagogus celeste puede ser separada del resto de especies de la seccidn Splendens: En
adultos por un gran parche de escamas plateadas u ocasionalmente purpuras en el Ppn,
bandas basales anchas de escamas plateadas en los tergitos abdominales II-VII. Las
antenas en el macho son moderadamente plumosas, la genitalia masculina es
aparentemente indistinguible de Splendens. Segmento VIII: Margen distal ligeramente
redondeado, con unas pocas grandes y estrechas escamas lanceoladas mesalmente. Pieza
lateral: Cénica, ancha, I6bulo apical sin desarrollar, presenta un grupo de pelos
relativamente largos, curvados;, escamas esternomesales apicales lanceoladas a
oblanceolada. Claspeta: tallo inclinado ligeramente hacia el interior en el tercio distal,
delgada y curva, terminando en una hojilla, que se extiende a ambos lados del tallo.

En la larva, el peine presenta usualmente de 17-22 espinas en doble linea, el pelo
7-111-VI1 subigual al pelo 5 del correspondiente segmento, usualmente de 4 a 5

ramificaciones en el pelo 4a-X y pecten extendiéndose cerca a 0.50 en la base del sifon.

Distribucion conocida:Colombia, Venezuela y Trindad y Tobago.

Distribucion en Colombia: Magdalena, Guajiray Atlantico.

Ampliacion de distribucion: Colombia, Sucre, Covefias/Reserva Ciénaga de la caimanera.
9°24°39”N, 75°37°44” O. Santiago de Tola. 9°30°52,430”N, 75°35°08,815”0

Larvitrampas y capturas manuales.
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Anexo 4. Estructuras morfolégicas empleadas en la determinacion de Haemagogus
(Haemagogus) celeste Dyar y Nufiez Tovar 1927.

(b)
(f)

() (d)

(e) () (h)

(a) Haemagogus celeste hembra. (a) Torax: Postpronoto con escamas plateadas; escamas azul-
violeta en vértice y verdes en occipucio (b) ala R2+3 menor 0.50 R2. (c)Piel de larva IV estadio,
escamas del peine en doble linea irregular (d) dientes del peine en nimero menor 22; pecten
extendiéndose cerca 0.50 del sifon. (e) Genitalia masculina (f) claspeta (g) Falosoma. (h) novena
tergita.
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Anexo 5. Descripcion morfologica de Haemagogus (Haemagogus) chalcospilans
Dyar, 1921.

En la hembra las escamas del mesoescuto tienen colores metalizados (azul, verde,
cobre o bronce) y sin franja de escamas plateadas en linea acrostical; pleura cubierta
completamente por escamas plateadas; en las alas la vena R2+3 es menor que 0,50 de Ro.

Haemagogus chalcospilans puede ser diferenciado de otras especies de la seccion
Splendens: En adultos el Postpronoto (ppn) es desnudo, probdscide corta, 0,80 el femur
anterior en la hembra y 0.90-0.95 el femur anterior en el macho, integumento amarillo en
el apice de las coxas y trocanteres, escamas de la fosa pdrpura u ocasionalmente azul
oscuro, contrastando con escamas bronce o cobre en el mesonoto y garra de la pata
delantera del macho con un dientesubmediano romo. En la genitalia masculina por setas
laterales en el margen distal de la tergita V111 mucho méas elongado y dobledo en el apice,
clasper redondeado y algunas veces sinuoso, con espina apical, en la pieza lateral hay
escamas esternomesales apicales circulares, lanceoladas y sinuosas. En la Larva espinas
del peine, usualmente de 45-55 en un gran parche triangular, de 6 a 9 ramificaciones del
pelo 4aX, pelo simple 5M.

Distribucion conocida: Honduras, Panama, Colombia, Costa Rica, Nicaragua.
Distribucion en Colombia: Antioquia.

Ampliacion de distribucion: Colombia, Sucre, Covefias/Reserva Ciénaga de la
caimanera. 9°24°39”N, 75°37°44” O. Santiago de Tolu. 9°30°52,430”N, 75°35°08,815”0

Larvitrampas y capturas manuales.
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Anexo 6. Estructuras morfolégicas empleadas en la determinacion de Haemagogus
(Haemagogus) chalcospilans Dyar 1921

(a) (b)

(8) (h)

(a) Haemagogus chalcospilans macho, antenas poco plumosas. (b) Pieza lateral (Gonocoxito y
gonoestilo) (c) claspeta (d) Falosoma (e) novena tergita (f) Hembra: Coxas amarillas (g) Ala:
R2+3 menor que 0,50 de R2 (h) Larva: Espinas del peine de 45-55.
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Anexo 7. Descripcion morfoldgica de Haemagogus (H.) anastasionis Dyar, 1921
Sindnimos:

Haemagogus (Stegoconops) dominguezi Duret, 1971, Sinonimia

Haemagogus (Haemagogus) anastasionis de Edwards (1932); Anduze (1947).
Haemagogus (Stegoconops) anastasionis de Stone, Knight y Starcke (1959); Cova
Garcia, Sutil y Rausseo (1966); Diaz Najera (1966).

Haemagogus anastasionisde Komp and Kumm (1938); Kumm, Komp yRuiz (1940);
Kumm y Zuniga (1942); Hovanitz (1946); Kumm, Osorno-Mesa y Boshell-Manrique
(1946); Woke (1947); Trapido y Galindo (1956); Lane (1939); Levi-Castillo(1951).

Haemagogus (Stegoconops) anastasionis Lane (1953).

Escamas de la probdscide, palpos, alas y patas de la hembra principalmente
violetas con algunos reflejos purpuras. Escamas del vertex y occipucio azul
anteriormentey lateralmente, verde azulado posteriormente; proboscide relativamente
larga cerca de 1.30 del femur anterior; palpos cerca de 0.15 la proboscide; Escamas del
mesonoto cobre dorsalmente, azul anteriormente. Pleura cubierta completamente por
escamas plateadas; Ro+3 mayor que 0,55 de Rz, Apice de fémures medios y posteriores sin
escamas plateadas anteriormente; area baja del mesokatepisterno sin grupo de setas; con
escamas blancas en antepronoto. Escamas del abdomen azul o verde azulado con escamas
plateadas en la base de las tergitas I\V-VII. La proboscide del macho alrededor de 1.45 del
femur anterior; palpos cortos alrededor de 0.14 la proboscis; antena aproximadamente
0.65 la proboscide. Patas: Garra grande en el femur anterior y medio simple; garra mas
pequefia del femur anterior con un diente agudo subbasal; Claspeta terminando en una
hojilla, delgada, estriada y curva.En la larva los pelos 5,6-C son simples, el integumento
sin espiculas, ausencia de pelo 12-1; pelos 11-12 més débil que 10-11, sifon corto (indice
aproximado de 2.0)y Boss fuertemete esclerotizado.

Distribucion conocida: Mexico, Guatemala, El salvador, Honduras, Nicaragua, Costa
Rica, Colombia y Venezuela.Distribucion en Colombia: Cundinamarca, Norte de
Santander, Tolima, Guajira, César y Atlantico.
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Ampliacion de distribucién: Colombia, Sucre, Sucre, Santiago de Tola. 9°30°52,430”N,

75°35°08,815”0, 2012. Larvitrampas y capturas manuales.

Anexo 8. Estructuras morfolégicas empleadas en la determinacion de Haemagogus
(Haemagogus) anastasionis Dyar 1921.

(b) () (d) (e)

(f) (8) (h) U] (1)

() Haemagogus anastasionis Macho, antenas densamente plumosas. (b) Pieza lateral
(Gonocoxito y gonoestilo) (c) Claspeta (d) falosoma (e) novena tergita (f) Hembra: Femur sin
escamas blancas apicales (g) ala: R2+3 mayor que 0,55 de R2 (h) Ufia con garra (i) Larva: peine
con espinas en una sola hilera (j) Abdomen: pelo 12 ausente.
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Anexo 9. Secuencias utilizadas para el analisis del gen Citocromo I, provenientes de
los departamentos de Sucre, Atlantico y Cesar.

CODIGO ESPECIE LOCALIDAD ESTADO/SEXO
HIuLCSCo0103  H. lucifer Colosé LARVA
HIuUMCSCo0678 H. lucifer Colosé MACHO
HIuLCSCo67 H. lucifer Colosé LARVA
HIUHCSCo154  H. lucifer Colosé HEMBRA
HIuUMCSCo717  H. lucifer Colosé MACHO
HIuLCSCo66 H. lucifer Colosd LARVA
HchCSCov257  H. chalcospilans Covefias HEMBRA
HchMCSCov266 H. chalcospilans Covefias MACHO
HchHCSTo0116  H. chalcospilans Covefias HEMBRA
HchMCSCov260 H. chalcospilans Covefias MACHO
HchMCSCov256 H. chalcospilans Covefias MACHO
HchMCSCov259 H. chalcospilans Coverias MACHO
HchHCSTo016  H. chalcospilans Covefias HEMBRA
HchMCSCov253 H. chalcospilans Covefias MACHO
HchMCSCov258 H. chalcospilans Coverias MACHO
HchMCSCov103 H. chalcospilans Covefias MACHO
HchMCSCov268 H. chalcospilans Coverias MACHO
HchHCSTol117  H. chalcospilans Covefias HEMBRA
HchMCSCov265 H. chalcospilans Coverias MACHO
HceMCSTo0110 H. celeste Told MACHO
HceMCSTo0109 H. celeste Told MACHO
HceMCSTo0282 H. celeste Told MACHO
HceHCSTo14 H. celeste Told HEMBRA
HceHCSTol112  H. celeste Told HEMBRA
HceMCSTo0307 H. celeste Told MACHO
HceMCSTo0105 H. celeste Told MACHO
HceHCSTo0107  H. celeste Told HEMBRA
HceHCSTO201 H. celeste Told HEMBRA
HceHCSTol114  H. celeste Toll HEMBRA
HegHCST0391  H. equinus Toll HEMBRA
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HeqHCST0392
HeqHCSC0582
HeqHCSCo72
HeqHCSCo27
HegMCSTo10
HeqHCSCo584
HeqHCSCo314
HeqHCSCo145
HeqgMCAMal33
HeqMCSTo0403
HeqgMCSCO273
HegMCSCo275
HegqHCSTo0113
HeqMCSTo0394
HeqHCST0629
HegMCSCo147
HeqgMCSCo0286
HeqHCAMa01
HeqMCSCo281
HeqMCSCo0280
HeqgMCSCo271
HeqMCSCo274
HeqHCSCo24
HegqMCSCo30
HegLCAMa13
HegLCAMal4
HeqMCSCo0272
KT372555.1
HanHCSS639
HanMCSTo0187
HanMCSTo170
HanMCAMal38
HanHCAMa05
HanMCAMal36

. equinus
. equinus
. equinus
. equinus
. equinus
. equinus
. equinus
. equinus
. equinus
. equinus
. equinus
. equinus
. equinus
. equinus
. equinus
. equinus
. equinus
. equinus
. equinus
. equinus
. equinus
. equinus
. equinus
. equinus
. equinus
. equinus
. equinus
. janthinomys
. anastasionis
. anastasionis
. anastasionis
. anastasionis
. anastasionis

. anastasionis

Toll
Coloso
Coloso
Coloso
Toll
Colosé
Colosé
Colosé
Atlantico
Toll
Colosé
Colosé
Toll
Toll
Toll
Coloso
Coloso
Atlantico
Coloso
Coloso
Coloso
Coloso
Coloso
Colosé
Atlantico
Atlantico
Colosé
Genbank
Sincelejo
Toll
Toll
Atlantico
Atlantico

Atlantico

HEMBRA
HEMBRA
HEMBRA
HEMBRA
MACHO
HEMBRA
HEMBRA
HEMBRA
MACHO
MACHO
MACHO
MACHO
HEMBRA
MACHO
HEMBRA
MACHO
MACHO
HEMBRA
MACHO
MACHO
MACHO
MACHO
HEMBRA
MACHO
LARVA
LARVA
MACHO

HEMBRA
MACHO
MACHO
MACHO
HEMBRA
MACHO
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HanMCAMal39
HanMCAMa06
HanLCAMal4
HanHCAMal33
HanLCCVa04
HanHAMal132
HanMCSTO192
HanHCST0210
HanHCST0189
HanHCAMal35
HanMCAMal30
HjaLCSCo47
HjaLCSCo08
HjaLCSCo01
HjaLCSCo002
AeaHCST0393

. anastasionis
. anastasionis
. anastasionis
. anastasionis
. anastasionis
. anastasionis
. anastasionis
. anastasionis
. anastasionis

. anastasionis

I ©* r* r r* r* T I I I T

. anastasionis

I

. janthinomys
H. janthinomys
H. janthinomys
H. janthinomys

Aedes aegypti

Atlantico
Atlantico
Atlantico
Atlantico
Cesar
Atlantico
Told
Told
Told
Atléantico
Atléantico
Coloso
Coloso
Coloso
Colosé
Told

MACHO
MACHO
LARVA
HEMBRA
LARVA
HEMBRA
MACHO
HEMBRA
HEMBRA
HEMBRA
MACHO
LARVA
LARVA
LARVA
LARVA
HEMBRA
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Anexo 10. Secuencias utilizadas para el andlisis del gen White, provenientes de los
departamentos de Sucre, Atlantico y Cesar.

CODIGO ESPECIE LOCALIDAD ESTADO/SEXO
HIUHCSCo676  H. lucifer Colos6 HEMBRA
HIUMCSCo717  H. lucifer Colos6 MACHO
HIUHCSCo678  H. lucifer Colos6 HEMBRA
HIUMCSCo0702  H. lucifer Coloso MACHO
HIUMCSCo0718  H. lucifer Colos6 HEMBRA
HIUHCSCo722  H. lucifer Colos6 HEMBRA
HIUHCSCo706  H. lucifer Colos6 HEMBRA
HIuUMCSCo0679  H. lucifer Colos6 MACHO
HIUHCSCo0123  H. lucifer Colosé HEMBRA
HIUMCSCo0125  H. lucifer Coloso MACHO
HIUHCSCo716  H. lucifer Colosé HEMBRA
HIUMCSCo0680  H. lucifer Coloso MACHO
HIuMCSCo0118  H. lucifer Colos6 MACHO
HIUHCSCo0628  H. lucifer Colos6 HEMBRA
HIuMCSCo0169  H. lucifer Colos6 MACHO
HIuMCSCo0264  H. lucifer Colos6 MACHO
HIUMCSCo0261  H. lucifer Coloso MACHO
HIULCSCo0101  H. lucifer Colosé LARVA
HIuULCSCo66 H. lucifer Colosé LARVA
HIUHCSCo0380  H. lucifer Colosé HEMBRA
HIUHCSCo0630  H. lucifer Colos6 HEMBRA
HceHCST0528  H. celeste Told HEMBRA
HceHCSTo0109  H. celeste Told HEMBRA
HceMCSTo0210  H. celeste Told MACHO
HceMCSTo0201  H. celeste Told MACHO
HceHCSTo07 H. celeste Told HEMBRA
HceHCSTo0110  H. celeste Told HEMBRA
HceMCSTo0106 H. celeste Told MACHO
HceHCSTo06 H. celeste Told HEMBRA
HchMCSCov258 H. chalcospilans Covefias MACHO
HchHCSCov266 H. chalcospilans Covefias HEMBRA
HchHCSCov265 H. chalcospilans Covefias HEMBRA
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HchMCSCov260 H.
HchMCSCov262 H.
HchMCSCov253 H.

HegLCSCo4
U73834_H.eq
HegqHCST0202
HeqLCCV15
HeqMCSCo274
HeqMCSTo0403
HeqHCSCo427
HegqHCSCo424
HegMCSTo0402
HanMCSTo181
HanMCSTo187
HanHCSTo0149
HjaLCSCo02
HjaLCSCo01
HjaLCSCo47
HjaLCSCo03
HjaHCSCo7
LduHCSC51

H. equinus
. equinus
. equinus
. equinus
. equinus
. equinus

. equinus

H
H

H

H

H

H

H. equinus
H. equinus

H. anastasionis
H. anastasionis
H. anastasionis
H. janthinomys
H. janthinomys
H. janthinomys
H. janthinomys
H. janthinomys

Li. durhamii

chalcospilans Covefias
chalcospilans Covefias

chalcospilans Covefias

Colos6
Genbank
Told
Cesar
Colosé
Colosé
Colosé
Colosé
Told
Told
Told
Toll
Colosé
Colosé
Colosé
Colosé
Colosé

Coloso

MACHO
MACHO
MACHO
LARVA

HEMBRA
LARVA
MACHO
MACHO
HEMBRA
HEMBRA
MACHO
MACHO
MACHO
HEMBRA
LARVA
LARVA
LARVA
LARVA
HEMBRA
HEMBRA
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Anexo 11. Secuencias comunes analizadas para ambos marcadores

CODIGO ESPECIE ESTADO/SEXO

HIuLCSCo66 H. lucifer LARVA
H.

HchMCSCov266 chalcospilans MACHO
H.

HchMCSCov253 chalcospilans MACHO
H.

HchMCSCov258 chalcospilans MACHO
H.

HchMCSCov265 chalcospilans MACHO

HceMCSTo0110  H. celeste MACHO

HceMCSTo109 H. celeste MACHO

HceHCSTO201  H. celeste HEMBRA

HceHCSTo0110 H. celeste HEMBRA
H.

HanMCSTo0187  anastasionis MACHO
H.

HjaLCSCo47 janthinomys  LARVA

HegMCSCo274  H. equinus MACHO
H.

HjaLCSCo01 janthinomys  LARVA
H.

HjaLCSCo02 janthinomys  LARVA
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Anexo 12. Distancias geneéticas pareadas del fragmento del gen Citocromo I,
provenientes de los departamentos de Sucre, Atlantico y Cesar. Los Haplotipos (Hp) fueron determinados con el programa
Dnasp y la matriz fue determinada utilizando el modelo Kimura (K2) parametros.

lucifer Hp1

lucifer Hp2

lucifer Hp3
chalcospilans Hpl
chalcospilans Hp2
celeste Hpl
equinus Hpl
equinus Hp2
equinus Hp3
equinus Hp4
equinus Hp5
equinus Hp6
equinus Hp7
equinus Hp8
equinus Hp9
equinus Hp10
anastasionis Hpl
anastasionis Hp2
anastasionis Hp3
anastasionis Hp4
anastasionis Hp5
anastasionis Hp6
anastasionis Hp7
anastasionis Hp8
anastasionis Hp9
anastasionis Hp10

janthinomys Hpl

rrrrrxIT T T T T T T T T T T T T T T T T IT IT T ITITI

janthinomys Hp2
AeaHCST0393
KT372555_H._janthinomys

0,007
0,006
0,133
0,135
0,135
0,133
0,135
0,135
0,133
0,133
0,138
0,137
0,133
0,133
0,129
0,149
0,151
0,146
0,149
0,151
0,148
0,149
0,148
0,144
0,146
0,142
0,144
0,175
0,144

0,006
0,127
0,129
0,133
0,125
0,127
0,127
0,125
0,125
0,131
0,129
0,125
0,125
0,122
0,144
0,146
0,140
0,144
0,146
0,142
0,144
0,146
0,138
0,140
0,137
0,138
0,172
0,138

0,129
0,131
0,137
0,131
0,133
0,133
0,131
0,131
0,137
0,135
0,131
0,131
0,127
0,148
0,149
0,144
0,148
0,149
0,146
0,148
0,149
0,142
0,144
0,140
0,142
0,177
0,142

0,002
0,096
0,100
0,101
0,105
0,103
0,103
0,098
0,105
0,100
0,107
0,103
0,107
0,109
0,103
0,107
0,109
0,105
0,105
0,109
0,101
0,100
0,100
0,092
0,135
0,090

0,098
0,098
0,100
0,103
0,101
0,101
0,096
0,103
0,098
0,105
0,101
0,105
0,107
0,101
0,105
0,107
0,103
0,103
0,107
0,100
0,098
0,098
0,094
0,133
0,089

0,118
0,120
0,120
0,118
0,118
0,120
0,122
0,118
0,120
0,116
0,124
0,122
0,120
0,120
0,125
0,122
0,124
0,125
0,118
0,120
0,114
0,109
0,155
0,114

0,002
0,006
0,007
0,004
0,009
0,013
0,007
0,011
0,007
0,079
0,079
0,074
0,077
0,076
0,077
0,074
0,081
0,072
0,074
0,083
0,081
0,120
0,079

0,004
0,006
0,002
0,007
0,011
0,006
0,009
0,006
0,081
0,081
0,076
0,079
0,077
0,079
0,076
0,083
0,074
0,076
0,085
0,083
0,122
0,081

0,006
0,002
0,007
0,011
0,006
0,009
0,006
0,085
0,085
0,079
0,083
0,081
0,083
0,079
0,087
0,077
0,079
0,089
0,087
0,122
0,085

0,004
0,009
0,013
0,004
0,011
0,007
0,087
0,087
0,081
0,085
0,083
0,085
0,081
0,089
0,079
0,081
0,087
0,085
0,122
0,083

0,006
0,009
0,004
0,007
0,004
0,083
0,083
0,077
0,081
0,079
0,081
0,077
0,085
0,076
0,077
0,087
0,085
0,122
0,083

0,011
0,006
0,013
0,009
0,081
0,081
0,076
0,079
0,077
0,079
0,072
0,083
0,074
0,072
0,081
0,079
0,120
0,077

0,013
0,017
0,013
0,090
0,090
0,085
0,089
0,083
0,089
0,081
0,092
0,079
0,081
0,090
0,089
0,122
0,083

0,011
0,007
0,083
0,083
0,077
0,081
0,083
0,081
0,077
0,085
0,079
0,077
0,083
0,081
0,118
0,079

0,004
0,083
0,083
0,077
0,081
0,083
0,081
0,077
0,085
0,076
0,077
0,089
0,087
0,125
0,085

0,083
0,083
0,077
0,081
0,083
0,081
0,077
0,085
0,076
0,077
0,085
0,083
0,122
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Anexo 13. Alineamiento multiple de 617 nucledtidos del gen Citocromo oxidasa I, para 6 especies deMosquitos del género Haemagogus
capturados en los departamentos de Sucre, Cesar y Atlantico.

El alineamiento se interpreta de la siguiente manera: cada nucle6tido es representado por una letra, asi: Adenina (A), Guanina (G),

Citosina (C) y Timina (T). La numeracion de la parte superior debe ser interpretada de izquierda a derecha y de arriba (posicién

nucleotidica). Los puntos indican homologia entre las diferentes secuencias.

POSICIONES NUCLEOTIDICAS
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HIULCSCo67

HIUHCSCo154

HIUMCSCo717

HIuULCSCo66

HchCsCov257

HchMCSCov266
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HchHCSTo117
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HceHCSTo112

HceMCSTo307
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HceHCSTol14

HegHCST0391

HegqHCST0392

HegqHCSC0582

HegHCSCo72
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HeqHCSCo584

HeqHCSCo314

HeqHCSCol45

HeqMCAMa133

HeqMCST0403

HegMCSCO273

HegqMCSCo275

HegHCSTo113

HeqMCST0394

HegqHCST0629

HegMCSCol47

HeqMCSCo286

HeqHCAMa01

HegqMCSCo281

HegqMCSCo280

HegMCSCo271

HegMCSCo274

HeqgHCSCo24

HegMCSCo30

HeqLCAMa13

HeqLCAMal4

HegMCSCo0272
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HanMCAMa136

HanMCAMa139
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HanHAMa132 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . P . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
HanMCST0192 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . P . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
HanHCST0210 P N B P . B P B B e e . P . P e P
HanHCSTo189 P N B P . B P B B e e . P . P e P
HanHCAMal135 - - - P . - P - - S . L . P S P
HanMCAMa130 P - - P . - P - - S . L . P S P
HjaLCSCo47 L L L P . L L L L [ . FE . L Lo Lo
HjaLCSCo08 L L L P . L L L L [ . FE . L Lo Lo
HjaLCSCo01 L L L P . L L L L [ . FE . L Lo Lo
HjaLCSCo02 L . .o R . .o Lo . . T . T . A o R
KT372555 H. janthinomys

‘mitochondrion complete

genome .o . . R . .o - . . P . P . L S L
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