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El hombre encuentra a Dios
detras de cada puerta
que la ciencia logra abrir.

Albert Einstein
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Resumen y Abstract IX

Resumen

El grupo Orbitale del subgénero Trichodagmia, en Colombia se encuentra representado
por las especies Simulium muiscorum y Simulium sumapazense, sin embargo, al ampliar
las zonas de muestreos en diferentes ecosistemas se puede aumentar el nimero de
especies de este grupo. El objetivo del trabajo fue establecer el estatus taxonémico de
una especie del sugénero Trichodagmia, grupo Orbitale mediante taxonomia integrativa.
Se realizaron muestreos entre los meses de octubre 2011 a julio 2012, en el Parque
Nacional Natural Chingaza. Se evalué la poblaciéon encontrada en el sector Diamante, la
cual presentaba variacion morfologica en la compocicion de la branquia respiratoria,
mediante caracteres morfoldgicos, citogenéticos y moleculares. Las principales
diferencias se encontraron en la composicion de la genitalia del macho, en la branquia
respiratoria de las pupas y la posiciéon del N.O. entre las especies S. muiscorum, S.
sumapazense Y la poblacién del sector Diamante. La coloracion del térax de la hembra y
las dimensiones de los segmentos terminales de la genitalia del macho y de la hembra,
son las diferencias mas marcadas, entre las especies antes mencionadas, en cuanto al
analisis citogenético, la diferencia mas notoria es la ubicacion del N.O. en el cromosoma
[ll, en el andlisis de las secuencias del gen mitocondrial COl y de ITS2 de S. muiscorum,
la poblacién del sector Diamante y secuencias obtenidas del genbank de especies
cercanas, utilizando Maximum Parsimony (MP) Maximun likelihood (ML) y Neighbor
Joining (NJ) con el método Kimura -2- Parametros mostraron una similitud para las
especies del subgénero Trichodagmia soportado en los arboles consenso con valores
bootstrap entre 99-100% para COl y > 90% para ITS2. La evidencia morfoldgica,
citogenética y molecular concluye que la variacion morfolégica encontrada en el sector
diamante es una nueva especie.

Palabras Clave : filamentos respiratorios, cromosomas politenicos, marcadores

cromosoémicos, COl, ITS2.
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Abstract

In Colombia, the Simulium orbitale group of the subgenus Trichodagmia is represented
by Simulium muiscorum, Simulium sumapazense and Simulium townsendi. However,
sampling different places may raise the richness of the species belonging to this group.
The aim was to establish the taxonomic status of specimens (from Diamante sector of
PNN Chingaza) of the S. orbitale group, using integrative taxonomy. Samples were taken
in PNN Chingaza from October 2011 to July 2012. These specimens had variation in the
number of gill filaments, including those of the same individual. Different stages were
studied by morphology, cytogenetics and molecular markers to determine if the Chingaza
population represents a distinct species. The closest species was S. sumapazense
followed by S. muiscorum, but the main differences are as follows: the color of the thorax
in females, the dimensions of different components of the male and female genitalia, the
location of the nucleolar organizer. The markers COIl and ITS2 indicated that this species
is related to, but distinct from, S. muiscorum. In conclusion, with these three techniques

we could establish that that the population from Diamante is a new species.

Keywords: morphology, new species, polytene chromosomes, chromosomal markers,
COl, ITS2.
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Introduccion

Debido a la variedad de climas y a la riqueza hidrica del pais, se espera que la
biodiversidad de la familia Simuliidae sea muy alta. Hasta el momento solo se encuentran
registradas 64 especies, sin embargo, con el aumento de los sitios muestreados es

posible que se incremente la riqueza de especies de esta familia para el pais.

La taxonomia es una ciencia basica y una herramienta de las investigaciones
multidisciplinarias con los organismos vivos, dentro de los cuales estan los artropodos,
donde cada disciplina se integra complementariamente brindando un mayor rigor a cada
estudio (Schlick-Steiner et al., 2010). La gran importancia que tienen los estudios
taxondmicos en insectos, que incluyen herramientas moleculares, radica en que su
identificacion y conocimiento proporciona informacion valiosa, bien sea para
diferenciaciéon de especies como para implementacién de estrategias de control en el
caso de insectos de interés médico-veterinario, especialmente en aquellas familias
donde es frecuente encontrar especies cripticas. La clasificacion de los seres vivos se
ha basado, por lo general, en los conceptos de Linnaeus y tiene en cuenta en la mayoria
de los casos, el aspecto morfoldgico del organismo, sus propiedades, funciones y
caracteristicas estructurales. Esta morfologia basica ha sido la base de la taxonomia y de
todas aquellas investigaciones realizadas con organismos vivos. En la actualidad, esta
taxonomia integra disciplinas como la ecologia, biologia molecular, comportamiento o
desarrollo, entre otras. Con el fin de proporcionar las herramientas necesarias para
identificar, catalogar, nombrar, renombrar y delimitar las especies ya existentes, las
recién descubiertas y las que estan por descubrirse (Schlick-Steiner et al., 2010).

Los simulidos son insectos de interés médico-veterinario y medio ambiental, y al igual
gue otros dipteros, en esta familia es comin la presencia de especies cripticas o
hermanas, también llamados complejos de especies, que son muy semejantes en su
morfologia (Rothfels, 1989). Entre las especies cripticas que se han involucrado como

vectores de agentes patdgenos se encuentran el complejo Simulium damnosum sl, vector
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de oncocercosis en Africa subsahariana; en el que se encuentran aproximadamente 50
especies (Post et al., 2007); estudios sobre este vector en su mayoria, se han realizado
utilizando morfologia clasica y citogenética, razon por la cual hoy en dia es una de las

técnicas mas utilizadas en estudios sobre esta familia de dipteros.

En la dltima década los estudios citotaxondmicos en simulidos se han combinado con
estudios de biologia molecular, en su mayoria tienen en cuenta el proyecto Barcode (Gen
mitocondrial Citocromo Oxidasa subunidad 1) o estudios enfocados a explicar las
relaciones filogenéticas de la familia Simuliidae utilizando otros marcadores moleculares.
Thanwisai et al. (2006) presentan y comparan las secuencias de ITS2 entre 40 especies
de simulidos en Tailandia, e infiere en las relaciones filogenéticas entre especies y
subgéneros. Otsuka et al. (2003, citado por Thanwisai et al., 2006) report6 las relaciones
filogenéticas del subgénero Himalyum utilizando las secuencias mitocondriales 16S.
Duncan et al. (2004) mediante el uso de amplificacién de ADN por PCR, pusieron a
prueba la hipétesis de que las morfoespecies de Simulium vittatum identificadas como
ES-7 y llIL-1 presentes en Colorado, Montana, Nebraska y New Hampshire, son especies
distintas y pueden ser diferenciadas utilizando caracteres moleculares. Tang et al. (1995),
analizé las secuencias de ADN de los genes mitocondriales 16S y ND4 en seis miembros
del complejo S. damnosum s.I y encontré que el gen 16S es altamente conservado en las
especies Africanas a comparacion de algunas especies presentes en América. Krueger
et al. (2006a y 2006b) realizaron estudios taxonémicos y citogenéticos con el complejo
Simulium damnosum en dos focos de oncocercosis en Tanzania, y encontraron tres
citoespecies pertenecientes al complejo Simulium damnosum, ademas con ayuda de
técnicas moleculares asumieron que el citotipo ‘Nkusi’ es el vector de Onchocerca

volvulus en Uluguru, uno de los focos de la enfermedad en Tanzania.

En el neotrépico, investigadores como Post (1986), Duque et al. (1988), Arteaga &
Mufioz de Hoyos (1999) han diferenciado complejos de especies utilizando las
secuencias especificas del patrén de bandeo de los cromosomas politénicos. Por otro
lado se han encontrado vectores de Onchocerca volvulus pertenecientes a complejos de
especies dentro del género Simulium en paises como México, Venezuela, Brasil y
Ecuador. (Conn, 1990, Millest, 1992, Charalambous et al., 1996; Mufioz de Hoyos, 1999).

Entre estos complejos se encuentran Simulium guianense Wise, 1911, perteneciente al
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subgénero Trichodagmia y principal vector de O. volvulus en Brasil, el cual cuenta con

cuatro citotipos (Adler & Crosskey, 2013).

Si bien, desde la citotaxonomia y el proyecto barcode se han realizado aportes
significativos al conocimiento de los simulidos, los estudios donde se implementa la
taxonomia integrativa son escasos. Post et al. (2003) evaluaron una poblaciéon de una
especie de Simulium sp de Bioko, que se creia perteneciente al complejo Simulium
damnosum, mediante la integracion de la citotaxonomia, morfologia y la sistematica
molecular, lograron determinar que se trata de una nueva citoforma, endémica de la isla,
gue es cercana a las especies S. squamosum y S. yahense, y que genéticamente es
diferente a otras poblaciones del complejo S. damnosum y sus caracteristicas sugieren
un alto grado de aislamiento geografico y genético; Tangkawanit et al. (2011) integraron
aspectos morfologicos, citogenéticos y ecolégicos de S. nobile y S. nodosum,
determinaron que las dos especies pertenecientes al grupo S. nobile, son citogenética y
morfolégicamente diferentes, y que estas diferencias se deben posiblemente al resultado
de la adaptacién de estas especies a sus diferentes habitats; Pramual & Kuvangkadilok
(2012), integran citogenética, ecologia y biologia molecular para evaluar la diversidad de
Simulium angulistylum en Thailandia, ellos encontraron tres citoformas, distribuidas en
un rango altitudinal entre los 600 — 1000 msnm, el analisis del mtADN revel6 diferencias
significativas y linajes diferentes indicando una diversidad oculta. Estos tres estudios
concluyen la importancia de utilizar un enfoque integrado para delimitar especies,

comprension de la biodiversidad y distribucién de los simulidos.

En Colombia, antes de los afios 70, existian registros de especies de simulidos, sin
embargo a partir de esta década, y en la siguiente se realizaron grandes aportes al
conocimiento de esta familia de dipteros en el pais. De estos trabajos se desprenden los
registro realizados, en su mayoria, para la region de Cundinamarca, donde se describen
varias especies como S. muiscorum, Bueno et al., 1979. S. sumapazense (; Bueno et al
1979; Moncada et al., 1981; Wygodzinsky et al., 1982, Coscarén & PyDaniel, 1989;
Coscar6n et al., 1995, Mufioz de Hoyos, 1996) esta Ultima es endémica de la region.
Entre los estudios citotaxonémicos realizados, se resalta que algunos de son literatura
gris no indexada y se realizaron entre los afios 1980 -1990 (Duque, 1980; Moreno, 1982;
Campos, 1989, Moreno,. 1990 y 1997; Arteaga, 1996, Vargas, 2002). En estos estudios

se realiza la descripcion y comparacién de caracteres morfologicos y citogenéticos de
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especies de los géneros Gigantodax y Simulium (S. metallicum, S. furcillatum, S.
ignescens, S. muiscorum, G. ortizi, S. romanai, S. sumapazense) presentes en la
sabana de Bogota. Cabe resaltar que Arteaga (1996) y Moreno (1997); presentan en sus
trabajos, nuevos citotipos de S. metallicum y dos citotipos de la especie S. romanai, uno
para la regidon de Cundinamarca y otro para la region de Tucuman (Argentina). En afios
recientes (2009 en adelante) los estudios realizados en esta familia reportan la presencia
de S. furcillatum, S. cormonsi y S. muiscorum y G. ortizi en el PNN Chingaza (Lotta,
2009), asi como ocho registros nuevos para el pais en la cuenca alta del Rio Otlun
(Mantilla et al., 2013) y la presencia de G. chilensis, y dos especies aun por determinar,
una perteneciente al género Simulium y otra al género Gigantodax, en las quebradas de

los cerros orientales de la ciudad de Bogota (Buitrago-Guacaneme & Sotelo, 2013).

Entre las especies halladas en el Parque Nacional Natural Chingaza se encontré una
especie del sugénero Trichodagmia grupo orbitale, con una variacion morfolégica en el
numero de filamentos de la branquia respiratoria, que tiene una morfologia similar a la
especie Simulium (Trichodagmia) muiscorum Bueno, Moncada & Mufioz de Hoyos, 1979
por lo tanto se sugiri6 que puede tratarse de una variacion intraespecifica en esta
especie, 0 de un proceso donde se encuentran especies cripticas, razon por la cual el
presente trabajo tuvo como objetivo asociar la variaciéon morfolégica del ndmero de
filamentos respiratorios, los datos citogenéticos y moleculares de la especie Simulium (T)
muiscorum con las variacion morfologica hallada en el Parque Nacional Natural

Chingaza.
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1.1 Generalidades

Los simulidos conocidos en inglés como blackflies y en espafiol como jejenes, en algunas
partes de Colombia los llaman mosquitos, tienen sus criaderos, donde se desarrollan los
estadios inmaduros, huevos, larvas y pupas, en corrientes de agua, las cuales van desde
corrientes formadas como drenaje de aguas lluvias, hasta grandes rios (figura 1-1). Los
adultos son aéreos y la mayoria de las hembras son hemato6fagas. Por lo cual tanto los
estadios prerreproductivos como los adultos tienen importancia: Los primeros desde el
punto de vista de las cadenas tréficas en los sitios donde habitan y las formas aladas por

ser vectores de agentes patégenos para el hombre y los animales.

Debido al caracter hematofago de las hembras, han sido implicadas en la transmision de
agentes patdgenos para el hombre, y los animales. Para el hombre son vectores de las
filarias Mansonella ozardi y la Onchocerca volvulus, (Barreto et al.,, 1970, Sauerbrey
2008). También son vectores de diferentes especies de Onchocerca que parasitan fauna
silvestre, como O. dewittei japonica Uni, Bain y Takaoka, parasito de Sus scrofa (jabali)
silvestre Linneus 1758, y Onchocerca sp., (Fukuda et al., 2010) que afecta a aves
(Skidmore 1931, Lotta et al. 2013), y a mamiferos (Takaoka et al. 2012) y O. gutturosa
Neumann 1910, que afecta al ganado bovino. También se ha incriminado a Simulium
vittatum Zetterstedt 1838 como vector del Virus de la Estomatitis Vesicular (VEE) por
transmision bioldgica (Cupp et al., 1992, Mead et al., 2000) y por transmision mecanica
(Smith et al., 2009). Diferentes especies de Simulidos han sido incriminadas también en
la transmision de especies del género Leucocytozoon., este parasito antes se
consdieraba exético para el trépico, sin embargo en estudios recientes se ha encontrado
con altas prevalencias en regiones de alta montafia. (Matta et al., 2004, Rodriguez et al.,
2009, Lotta et al., 2013, Mantilla et al., 2013)
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Figura 1-1. Ciclo de Vida de Simulium daltanhami. Tomado de Mattos, 2007.

T AEREA

ACUATICA

LARVA

Las hembras pueden producir de 200 a 500 huevos en un solo ciclo gonotréfico y
algunas distribuyen sus huevos libremente sobre la superficie del agua o en masa sobre
vegetacion y sustratos disponibles en diferentes nichos que se encuentran en las fuentes
de agua (Coscarén & Coscarén-Arias, 2007), pero recientemente Brabrand et al. (2014),
reportan que S. truncatum oviposita en un banco del rio, donde permanentemente hay
humedad y musgo, en estos sitios se desarrollan los estadios prerreproductivos. Los
factores fisicoguimicos del medio condicionan y regulan la presencia y desarrollo de las
especies de simulidos, algunas pueden entrar en un periodo de diapausa cuando la
temperatura es baja, retrasando asi la emergencia de los huevos. Otros factores como la
turbidez del agua, la presencia de materia organica, la presencia de iones como nitritos,
nitratos y ortofosfatos, el pH y el oxigeno disuelto también condicionan la presencia o el
desarrollo de las especies de simulidos en ambientes acuaticos, es por esto que también
se consideran de importancia medio ambiental, dado que sus estadios inmaduros pueden
ser utilizados en estudios de calidad de aguas (Martinez & Portillo, 1999), los estadios

inmauros también forman parte importante de la cadena tréfica en ambientes Iéticos,
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poroque como las larvas son filtradoras convierten la materia organica particulada en
pelletes de materia fecal mas grandes que pueden ser ingeridos por otros
macroinvertebrados y peces.

Los simulidos tienen una amplia distribucién geogréfica, estan ausentes solo en la
Antartida y en algunos desiertos, donde no hay corrientes de agua necesarias para su
desarrollo (Crosskey, 1990). Los simulidos adultos son insectos con actividad diurna. En
su fase adulta tanto hembras como machos se alimentan de néctares de plantas o flores,
pero solo la hembra de la mayoria de las especies es hematéfaga (Coscarén &
Coscaron-Arias, 2007) por lo cual son considerados insectos de interés médico y
veterinario. Algunas hembras son autégenas (no necesitan de ingesta de sangre para el
desarrollo de los huevos) mientras que otras requieren sangre para producir huevos
viables. Segun su preferencia hematéfaga se pueden clasificar en zoofilicos, ornitofilicos,
mamofilicos, antropofilicos o generalistas. Malmqvist et al. (2004) y Adler et al. (2010)
infforman que la morfologia de la ufia es un indicador del habito alimenticio de los
simulidos, las especies que tienen ufia con un diente sub-basal son mamocdfilicas,

mientras que las que tienen doble ufia son ornitofilicas.

1.1.1 Morfologia Externa

Los simulidos son insectos holometabolos, se caracterizan por poseer el cuerpo robusto,
la coloracién generalmente es oscura, pero se encuentran especies con colores amarillos
0 anaranjados, presentan ojos compuestos, en los machos la mitad superior del ojo esta
compuesta por macrofacetas y la mitad inferior por microfacetas, los machos son
hol6pticos y las hembras dicopticas. La antena posee 11 segmentos, en las hembras la
antena se inserta en la base de la frente donde se forma el area nodocular. En algunas
especies que habitan en altitudes elevadas el pedicelo presenta pelos largos (Coscarén
& Coscardn-Arias, 2007). Los palpos maxilares poseen cinco segmentos y la vesicula
sensorial se encuentra en el tercer segmento, el tamafio varia entre especies.

En las hembras hematéfagas la lascinia presenta aserraciones, con las que perforan la
piel, la mandibula también posee denticulos o aserraciones, el nUmero de estas también
puede variar entre especies. El térax es bien desarrollado, con una joroba prominente
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que es caracteristica de la familia, posee una coloracion variable, en algunas especies se
puede observar un patrén de coloracién dependiendo del angulo incidente de la luz
(Adler et al., 2004, Coscardon & Coscarén-Arias, 2007, Hernandez, 2011). Las alas son
de color ahumado o hialino, cubiertas por microtrichas, el area destacada del ala incluye
tres venas bien definidas la costa, subcosta, y radio, las cuales pueden estar cubiertas
de microsetas en diferentes secciones de la longitud que pueden servir de caracter
taxonémico (Adler et al., 2004). Una caracteristica importante en la venacion de las alas
de los simulidos es la presencia de una falsa vena ubicada entre la vena medial 2 (M) y
la vena cubital anterior (CuA,), la cual se encentra ramificada en la mayoria de los
géneros, exceptuando Parasimulium donde no se encuentra ramificada. (Adler et al.,
2004). Las patas son gruesas, cortas y fuertes, con pigmentacién, especialmente en el
macho, la pata estd compuesta de coxa, trocanter, fémur, tibia, basitarso, tarsomeros y
ufia, los dos ultimos son de importancia taxondmica, en el basitarso se encuentra la
calcipala, que difiere en tamafio y grado de desarrollo entre géneros y la forma de la ufia
como ya se indic6 tiene variaciones morfolégicas que pueden estar asociadas al habito
alimenticio (Vargas, 1945; Adler et al., 2004).

El abdomen tiene nueve segmentos evidentes y dos que estan transformados en la
terminalia, en el primer segmento se puede encontrar un anillo, el cual esta compuesto
por pelos largos y finos que son de interés taxonémico. Al igual que el escutum, el
abdomen también puede tener coloracion variable, particularmente en el area tergal, la
cual esta hien esclerotizada. La terminalia de la hembra comienza desde el VIII segmento
abdominal, sin embargo la forma y el tamafio de la valvula hipoginal, y la forma, el patréon
de esclerotizacion y la distribucion de las microtriquias en el I6bulo anal o paraprocto son
las estructuras de mayor importancia taxonémica (Vargas, 1945; Adler et al., 2004). En el
macho, la terminalia comienza a verse desde el décimo segmento, esta compuesta por el
gonostilo, gonocoxito y el edeagus, los cuales muestran variacion morfolégica
interespecifica (Vargas, 1945, Coscaron & Coscarén-Arias, 2007), los caracteres
morfoldgicos de la genitalia del macho se asumen como una parte clave en la taxonomia
y reconstruccion filogenética de la familia, y puede ser determinante en el momento de

diferenciar especies. (Adler et al., 2004).
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La pupa es de tamafio variable y es el estadio intermedio entre el adulto y la larva, el
cuerpo de la pupa y en la mayoria de las especies los filamentos respiratorios se
encuentran protegidos por un capullo, este se reconoce facilmente por su forma
caracteristica: de sandalia o de zapato (Coscarén & Coscarén-Arias, 2007, Adler et al.,
2004), el capullo es construido con la seda que secretan las larvas por las glandulas
salivales y varia en forma, tamafio, color y textura, la cual puede estar influenciada por la
dinamica del agua que se encuentra alrededor de la pupa, este es un caracter Gtil desde
el punto de vista taxondmico (Adler et al., 2004, Coscarén & Coscardn-Arias, 2007),
sobre el cefalotérax se pueden encontrar caracteres de interés taxondmico como lo son
los tubérculos o microtubérculos y la presencia de tricomas, los cuales pueden ser
ramificados o simples dependiendo de cada especie (Coscardon & Coscardn-Arias, 2007)
otra caracteristica de interés taxonémico en la pupa es la forma y distribucién de los
filamentos respiratorios, pues permite separar especies con amplio rango de certeza ya

gue es caracteristico de cada especie. (Mufioz de Hoyos, 1990).

La larva también se desarrolla en el agua y es quiza uno de los estadios mas estudiados,
no solo por sus caracteristicas morfoldgicas sino porque las caracteristicas citogenéticas
han ayudado a dilucidar complejos de especies. Las larvas son de tamafio variable, la
coloracién pasa de negro a colores amarillos, verdes o rojos, y esto depende del lugar
donde se encuentren. Pueden mudar entre 6-7 veces y su tamafio va aumentando
después de cada muda y alcanza su maxima longitud antes de la formacién de la pupa.

Se consideran como larvas maduras aquellas que tienen presencia de histoblasto negro.
La capsula cefalica de las larvas esta compuesta de diferentes estructuras las cuales en
su mayoria incluyen caracteres de interés taxondmicos. El apotoma cefalico esta
delimitado por la linea ecdicial y las manchas y la distribucién de este, es caracteristica
de interés taxonémico, las antenas estan compuestas por el artejo proximal, medial y
distal: El artejo distal posee una sencilia terminal en forma de cono, el patrén de
pigmentacion de estos artejos también se utiliza como caracter diagnéstico, y la relacion
entre la longitud de la antena y la longitud de la base del abanico cefalico también se
utiliza como caracter taxonomico (Vargas, 1945, Adler et al., 2004). El aparato bucal de la
larva estd compuesto por mandibula, palpos maxilares, maxila e hipostomio, este ultimo
es dentado anteriormente, tiene una placa trapezoidal delimitada por la ranura hipostomal

y tiene una base con alrededor de 15 setas sublaterales, este conjunto de caracteres
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varia entre especies, con lo cual lo hace un caracter de interés taxonémico (Adler et al.,
2004). La forma y pigmentacion del puente posgenal también es caracter diagnéstico
para especies. El térax estd compuesto por tres segmentos y en él se encuetran el
histoblasto, que corresponde a los filamentos respiratorios de la pupa, este se empieza a
desarrollar a partir de V estadio larval, y completa su madurez en el VIl instar, antes de
que la larva comience a pupar. En el térax se encuentra el pseudépodo por medio del
cual y con ayuda de la seda que secreta se fija a distintos tipos de superficies como lo

son rocas u hojas en el agua.

En el abdomen se distinguen nueve segmentos, dependiendo del habitat en el que se
encuentren las larvas (aguas de corrientes rapidas o lentas) este puede variar su
forma, como por ejemplo ensancharse entre el 6 a 8 segmentos (Vargas, 1945, Adler et
al., 2004). En la parte posterior se encuentra el esclerito anal (anillo anal) compuesto por
ganchos en fila, con un nimero variable, entre 40 a mas de 300, siendo utilizados en
taxonomia (Vargas, 1945, Coscarén & Coscaron-Arias, 2007), en conjunto con el
pseudopodo toracico son los érganos que utiliza la larva para su desplazamiento, que es
en forma de medidor. En la parte anterior del esclerito anal emergen las branquias

anales, cuyo namero y disposicion pueden ayudar en la diferenciacion de las especies.

1.1.2. Taxonomia

Segun la revisién de Adler & Crosskey (2014) la familia Simuliidae pertence al orden
Diptera Linnaeus, infraorden Culicomorpha Henning, superfamilia Simulioidea Newman
familia Simuliidae Newman, , la familia Simulidae se divide en dos subfamilias:
Parasimuliinae Smart y Simuliinae Newman con la tribu Prosimuliini Newman y Simuliini

Newman.

1.1.3 Bionomia

Se estima que hay 200 millones de insectos por cada humano. En el mundo hay
aproximadamente 120.000 especies descritas en el orden Diptera y ain quedan muchas
por describir. En el orden Diptera hay muchos complejos de especies, de las cuales ya
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hay descritas muchas citoespecies, 0 sea aquellas que se diferencian principalmente
desde el punto de vista de citogenética y/o por Biologia molecular. Uno de los problemas
en este orden radica en que en las especies hematéfagas con frecuencia solo se pueden
colectar las hembras, las cuales en los complejos de especies tienen morfologias que las

hacen indistinguibles.

Segun Adler y Crosskey (2013) se registran 2142 especies validas de simulidos para el
mundo hasta el momento, distribuidas en 28 géneros y el género Simulium es el mas
diverso con 1736 especies descritas. En el Neotrépico se han registrado ocho géneros:
Araucnephia, Cnesia, Gigantodax, Lutzimulium. Paraustrosimulium, Pedrowygomyia,
Simulium, Tlalocomyia. (Adler y Crosskey (2013). Costa et al. (2012), describieron la
especie Araucnephia caesarense, con la cual se amplia la distribucion de este género
hacia el norte del continente suramericano, el que ha sido postulado como de origen de

la Gondwana.

En la familia Simuliidae se sabe que 3,5% de las especies descritas son cripticas,
establecidas por citogenética y 21 formas moleculares, estas se han encontrado
principalmente en las especies que tienen importancia en salud publica como vectores de
agentes patégenos, especialmente de Onchocerca volvulus Leuckart, el agente causal de
la oncocercosis. Simulium damnosum s.l. Theobald 1903, S. ochraceum y Simulium
exiguum Roubaud 1906, ya que la politica de la OMS para le eliminacion de la
Oncocercosis, establece estudios citotaxondmicos de las larvas (WHO, 2010, Post et al.,
2013). En el Neotropico la familia esta representada por cerca de 400 especies (Adler &
Crosskey, 2013) En Colombia hay 64 especies distribuidas en los géneros Simulium vy
Gigantodax, del género Simulium Latreille, 1802, hay reportadas 47 especies y el
género Gigantodax Enderlein, 1925, con 17. (Adler & Crosskey, 2013; Moncada et al.,
2013; Mantilla et al., 2013)

1.2 Citogenética de Simulidos

Aunque los estudios citotaxondmicos vienen de décadas atras, todavia siguen siendo
utilizados como una herramienta util para distinguir la composicion de complejos de

especies y la realizacion de estudios filogenéticos, especialmente en la familia
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Simuliidae. Estos estudios han sido Utiles para determinar especies filogenéticamente
préximas que presentan similaridad morfolégica, denominadas morfoespecies,

compuestas por dos 0 mas especies cripticas (Rothfels, 1988).

1.2.1 Cromosomas politénicos

Los cromosomas politénicos (Figura 1-2) se forman por duplicaciones repetidas de las
cromatidas sin que estas se separen y sin que ocurra division celular (endomitosis). Se
caracterizan por presentar un patron de bandas oscuras alternando con bandas claras
(interbandas) que son facilmente distinguibles al microscopio Optico. Este patrén de
bandeo es particular y especifico de la especie, y en general es caracteristico de este
tipo de cromosomas, en particular en diferentes tejidos o en diferentes etapas de
desarrollo (Zhimulev, 2001 citado por Mattos, 2007). Este bandeo es reproducible de
ndcleo a ndcleo, formando un patrén constante, de tal manera que los cromosomas
pueden ser identificados y mapeados en toda su longitud (Adler et al., 2004, Chuvareva
& Petrova, 2007).

Los cromosomas politénicos son tipicos de las células de los tejidos con una alta
actividad metabdlica, como las glandulas salivales de varias especies de Dipteros (Metz,
1939, Lacadena, 1996). Fueron encontrados en glandulas salivales de Chironomus y
recibieron el nombre de cromosomas salivales por Balbiani en 1881. Se encuentran en
diferentes 6érganos, glandulas salivales, intestino, tibulos de Malpighi, ovarios, cuerpos
grasos de algunos dipteros como Anopheles, Drosophila, Chironomus, Simuliidae.

Figura 1-2. Superficie de una seccién corta de un cromosoma salival de Simulium
virgatum. Tomado de T.S. Painter, 1939.
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1.2.2 Complemento cromosémico y marcadores citogené ticos.

En general, la mayoria de las especies de simulidos poseen un numero diploide de
cromosomas, (2n=6), sin embargo, especies como Cnephia lapponica o Eusimulium
aureum poseen un nimero 2n=4 o Cnephia mutata que es triploide (3n=9) (Mattos, 2007;
Chuvareva & Petrova, 2007). La longitud de los cromosomas politénicos es variable y se
designan de acuerdo a la longitud del cromosoma, enumerandose desde el mas largo al
mas corto |, Il y Ill. Generalmente el cromosoma | corresponde al 43% de la longitud total
del complemento, como es el caso de S. ignescens, el cromosoma |l corresponde al 30%
y el cromosoma Il al 27%, 28% o 29% segun la especie (Rothfels et al., 1978 Campos,
1989; Adler et al., 2004;), lo que quiere decir que el cromosoma | es el mas largo y
generalmente es metacéntrico o submetacéntrico, los cromosomas Il y Il son mas cortos,
generalmente no presentan diferencias en cuanto a su longitud y son submetacéntricos
(Chuvareva & Petrova, 2007). Los brazos cromosémicos son caracterizados por su
tamafio relativo y por la presencia de marcadores cromosomicos en cada brazo
(Rothfels, 1979a), estos brazos estan divididos por un centrémero submedial y cada uno
se denomina como brazo corto S y brazo largo L, y cada brazo se reconoce por la
presencia de marcadores cromosOmicos, entre los cuales se incluyen la ubicacion del
centromero, la posicién del N.O (Organizador Nucleolar), el anillo de Balbiani, el
parabalbiani, heterobandas y las inversiones, las cuales pueden llegar a intervenir como
evento de especiacion en una poblacion (Chuvareva & Petrova, 2007) y pueden servir
como caracteres diagnoésticos en simulidos como inversiones fijas, flotantes, autosomales
o ligadas al segmento diferencial del sexo (Campos et al.,, 1990). En la tabla 1-1 se
muestra un resumen de los marcadores cromosomicos utilizados segun Rothfels, (1978)
y Adler et al., 2004).

1.2.3 Rearreglos Cromosomicos

En la estructura de los cromosomas politenicos se pueden observar cambios producidos
por rompimiento y reunién de fragmentos del cromosoma que alteran la estructura del
mismo. Estos cambios incluyen inversiones, deleciones, duplicaciones y translocaciones,

segun Adler et al. (2004) las tres ultimas son poco frecuentes en simulidos.
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Tabla 1-1. Marcadores citogenéticos universales para cromosomas politenicos en

simulidos.
MARCADORES
BRAZO
Rothfels, 1979 Adler, 2004
IS Basal“3” Basal 3
Cup and Saucer End Marker
I Marker Z Marker
Subterminal 3 Neck
Balbiani ring Balbiani ring
s Shoestring Shoestring
Double Bubble Double Bubble
Trapezoide (al) Trapezoide
DNA PUFF
Gray band
Jagged
L 3 Sharp Puffing band
Parabalbiani Sawtooth
Symmetrical
3 Sharp
Parabalbiani
Heavy bgnd Group Blister
s Blister Capsule
Frazzled end
Heavy basal band
L Basal marker Cup and Saucer
Three heavy Basal marker
groups

Las inversiones en los cromosomas politenicos de Simulidos han sido ampliamente
estudiadas y pueden servir como caracteres diagndsticos en la citotaxonomia de estos
Dipteros (Campos, 1989; Chuvareva & Petrova, 2007). Las inversiones son cambios de
sentido de segmentos cromosdmicos en 180°, se forma inicialmente un lazo dentro del
cromosoma Y luego un quiebre con posterior reunién de los fragmentos formando un
nuevo orden, sin que se modifique el nimero de los cromosomas, ni el nimero de genes
(Rothfels et al., 1978; Campos, 1989; Mufoz de Hoyos, 1990; Adler et al.,, 2004,
Chuvareva & Petrova, 2007).

Las inversiones requieren dos roturas y la reinsercién del segmento invertido que puede

ser corto o largo y puede incluir o no, al centromero, si lo incluye en el segmento invertido
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se denomina una inversion pericéntrica, por el contrario, si el centrémero no se incluye en
el segmento invertido se denomina inversion paracentrica (Adler et al., 2004, Chuvareva
& Petrova, 2007, Adler et al., 2010). Las inversiones pericéntricas renuevan la
configuracion de los cromosomas, si los puntos de ruptura estan asimétricamente
localizados en relacién con el centrémero y son responsables de algunos de los cambios
en la morfologia cromosémica que tiene lugar durante la evolucién. Las inversiones
paracéntricas son las responsables de la mayoria de las reestructuraciones
cromosomicas en Simuliidae, estas pueden llegar a ser un polimorfismo estable, fijas
(interespecifica), y permite diferenciar individuos o poblaciones de otros grupos cercanos;
las inversiones flotantes (intraespecifica) son poco estables, caracterizan a algunos
individuos de la poblacion. En otro caso estas inversiones pueden llegar a convertirse en
el segmento diferencial del sexo. (Campos et al., 1990; Vargas, 2002; Chuvareva &
Petrova, 2007).

Los estudios citogenéticos basados en el andlisis de los cromosomas politenicos no solo
pueden determinar la presencia de un complejo de especies sino también testificar
posiciones taxonémicas y determinar la distancia entre grupos (géneros o subfamilias) en
simulidos. Estudios citotaxonémicos de simulidos han demostrado en repetidas
ocasiones el valor de caracteres cromosémicos para dilucidar las relaciones
filogenéticas, diferenciando especies cripticas y proporcionando los medios diagnosticos
para la identificacién de especies (Rothfels 1979a, Adler et al.,2010). Las diferencias en
tamafio, grosor, y morfologia de cada banda, en cada cromosoma, determina un patron
de bandas especifico del cual depende la identificacién de las especies morfoldgicas por

medios citolégicos, la determinacion de especies cripticas, o caracterizacion de citotipos.

1.3 Taxonomia Molecular

Los estudios basados en morfologia son la base de la taxonomia clasica, sin embargo,
durante las ultimas décadas, esta ha sido reforzada con diversas herramientas, en los
que se implementa el uso de marcadores moleculares, que incluyen fragmentos de
mtADN y ADN codificante para RNAr, complementando la informacion fenotipica con la
genotipica. Los marcadores moleculares son biomoléculas (proteinas o ADN) que se

pueden asociar con un rasgo fenotipico facilitando el estudio de organismos en sus



18 TAXONOMIA INTEGRATIVA DE LA ESPECIE Simulium (Trichodagmia) muiscorum Bueno,
Moncada & Mufioz de Hoyos, 1979 (Diptera: Simuliidae) PRESENTE EN EL PARQUE NACIONAL
NATURAL CHINGAZA

diversos aspectos, tales como biologia, filogenia, evolucion, ecologia, genética y
dinamica de poblaciones (Moritz et al., 1987; Brown, 2002; Nufez, 2004), Resolviendo
interrogantes en diferentes campos de accidon como son biologia de la conservacion,

control de plagas y epidemiologia entre otros.

En el caso de los simulidos, estos estudios han permitido la identificacion de especies,
especialmente dilucidar los complejos de especies, establecer relaciones filogenéticas y

en algunos casos en incriminacion vectorial (Krueger et al., 2006a y 2006b).

1.3.1 Gen mitocondrial Citocromo Oxidasa Subunidad |

La mitocondria presenta un genoma que no es parte del ADN nuclear, el cual se
denomina ADN mitocondrial (mtADN). Es una molécula doble, circular covalente cerrada.
Su contenido genético es conservado: hay 2 genes ribosomales (ADNr), 22 genes de
ARN de transferencia y 13 genes que codifican subunidades de enzimas que funcionan

en el transporte de electrones o la sintesis de ATP (Moritz et al., 1987).

El gen citocromo Oxidasa subunidad 1 (COI) es una de las tres subunidades codificadas
del complejo respiratorio IV, Roehrdanz (1993) disefi6 por primera vez un primer
utilizando datos de secuencias de Diptera, posteriormente Folmer et al. (1994) disefid lo
gue hoy se consideran los primers del barcode (Gibson et al., 2011), La secuencia del
gen MT-CO1 es adecuada para este papel, debido a que su tasa de mutacion es a
menudo lo suficientemente rapida para distinguir especies estrechamente relacionadas, y
también porque su secuencia se conserva entre sus congéneres (Moritz et al., 1987;
Nigro et al., 1993, Hebert et al., 2003, Gibson et al., 2011). El genoma del mtADN es
ideal si se desean realizar estudios de genética de poblaciones dentro de un grupo de
varias especies de plantas y animales superiores, debido a que se pueden detectar
polimorfismos o diferencias del mtADN entre especies y estas diferencias son
cuantificables (Brown, 2002). La secuenciacion de ciertas regiones del mtADN permite
diferenciar las variantes de especies de insectos, es decir, permiten discriminar los
individuos a nivel de subespecie y son un marcador valioso en el estudio del flujo

genético de poblaciones de insectos (Nufiez, 2004).
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1.3.2 Espaciador transcrito interno 2

El ADN ribosomal (DNAr) es una secuencia de ADN que codifica para el ARN
ribosémico. Estd compuesto de las regiones codificadoras, denominadas en insectos
28S, 5.8S y 18 S, y varias regiones adicionales, un espaciador externo transcrito (ETS),
dos espacios no codificantes de segmentos del ADN llamados espaciador transcrito
interno 1 (ITS1) que separa las regiones 18S y 5.8S y espaciador transcrito interno 2
(ITS2) que separa las regiones 5.8S y 28S (Collins et al., 1996; LaRue et al., 2009).
Estas regiones muestran mayor polimorfismo de secuencia que las propias regiones
génicas y, por lo tanto, al igual que los espaciadores intergénicos, son utiles como fuente
de marcadores genéticos para el locus del ADN ribosémico (Tang et al., 1996, Nufiez,
2004, LaRue et al., 2009)

La diferencia en el tamafio o nimero de unidades de transcripcidon de una especie a otra
refleja diferentes tamafios de las regiones espaciadoras. Las secuencias conservadas
que flanquean las regiones hipervariables del genoma del ADNr hacen de este marcador
una herramienta versatil para estudiar los diferentes niveles taxondmicos de los
organismos, lo cual refleja distintos rangos evolutivos (Nigro et al.,, 1993, Tang et
al.,1996, Miller et al., 1997, Matsumoto et al., 2009), en varias investigaciones se han
utilizado estas regiones para distinguir entre miembros de poblaciones de especies

emparentadas y de complejos de especies (Collins et al., 1996).






2.0bjetivos

2.1 General:

Establecer si la variacion morfolégica encontrada en el PNN Chingaza, en una
especie del subgénero Trichodagmia grupo orbitale, corresponde a platicidad

fenotipica o a diferenciacién genotipica.

2.2 Especificos:

Relacionar la variaciones en el nimero de filamentos respiratorios con el
patrén de bandeo de los cromosomas politénicos de la especie  Simulium
muiscorum.y Simulium sumapazense

Relacionar las variaciones en el nimero de filamentos respiratorios con los
datos moleculares de la especie Simulium muiscorum presentes en el PNN
Chingaza.

Determinar la asociacion entre las variaciones morfolégicas, citogenéticas y
moleculares en esta especie y compararlas con las especies mas allegadas

del grupo orbitale
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3. Materiales y Métodos

3.1 Area de Estudio

El Parque Nacional Natural Chingaza esta ubicado en la cordillera oriental de los andes
colombianos, entre los departamentos de Cundinamarca y Meta, la mayoria de su
territorio se encuentra en el departamento de Cundinamarca. El parque comprende
elevaciones entre los 1200 a 4020 msnm, la mayor parte de su territorio esta compuesto
por ecosistema de paramos, lo que le provee una gran rigueza hidrolégica que
comprende las bases de los rios Negro, Guatiquia y Guavio en la regién Orinoquia y los
rios Siecha y Tominé en la hoya hidrografica del Magdalena (Atlas de paramos de
Colombia, IAVH 2007). El sistema hidrico del PNN Chingaza abastece de agua al 80%
de las necesidades del area metropolitana de Bogota. EIl rango de temperaturas del
pargue oscila entre los 0°C — 14°C, con una precipitacion media anual de 1900 mm.
Presenta un régimen unimodal o estacional hidrico; el periodo seco, ocurre entre
noviembre y marzo, con valores minimos para enero y febrero; el periodo himedo, es
entre abril y octubre con maximos entre junio y julio, una humedad atmosférica oscila
entre 80-85% y un periodo corto de niebla y nubosidad durante 4-5 horas diarias
(Barbosa et al., 1984)

El material fue recolectado en el sector de Diamante, Rio Chuza (04°38'37.8"N
073°44'47.1"W), sector Monterredondo, quebradas Babilonia y Monterredondo
(04°37'41.08"N 073°43'27.43"W) y sector Palacio quebradas La Cortadera y Piedras
Blancas (04°42'2.59"N 073°50'38.97“W) del Parque Nacional Natural Chingaza (Figura
3-1) durante los meses de octubre de 2011, febrero, abril, junio y julio de 2012, es dcir los

muestreos se hicieron tanto en época seca como en época lluviosa.
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Figura 3-1. Sitios de muestreo del proyecto. Imagen tomada de
http://www.humboldt.org.co/aicas/ficha aica.php?cod=C0O079
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Las larvas y pupas fueron recolectadas de forma manual, directamente del sustrato, con
ayuda de pinzas entomoldgicas. Las larvas que presentaban histoblasto con color blanco
a gris, fueron fijadas en solucién de carnoy (etanol absoluto y acido acético en proporcion
3:1, con dos cambios: uno a la hora y luego otro a las 12-24 horas, y las larvas con
histoblasto negro se colocéaron en etanol al 80% caliente, con el fin que emergieran las
branquias anales; las pupas en evidente estado de madurez se colocaron en camara
himeda para permitir que emergieran los adultos, las demas se conservaron en etanol al
80%. El material se conservo a 4°C en el laboratorio de Entomologia Médica.

Durante la fase de campo se midieron condiciones ambientales: temperatura del agua,
oxigeno disuelto, pH, utilizando un multiparametro marca HACH HQ30d con sonda
robusta para oxigeno y temperatura (HACH LDO101) y sonda robusta para pH y
temperatura (HACH pHC101), también se midi6 la velocidad del agua en las corrientes
muestreadas con la metodologia del objeto flotante.
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3.2 Determinacién taxondmica y aspectos morfolégicos

Para el diagnostico morfolégico se realiz6 diseccion de los especimenes y se aclararon
en acido lactico al 85% caliente. Una vez aclaradas las estructuras se pasan a una
lamina excavada con una gota de glicerina para su observacion al microscopio (Nikon
ECLIPSE E200) Y estereoscopio (Nikon SMZ645). En la tabla 3-1 se muestran las
estructuras observadas en adultos macho y hembra, pupay larva.

El montaje de los adultos para coleccién se realiz6 por deshidratacién con serie de
alcoholes, (80%, 95% y dos cambios de etanol absoluto, de menor a mayor) luego se
realizé secado con hexametildisilazano (HMDS) y se montaron en microalfiler (Brown,

1993).

Tabla 3-1. Estructuras morfoldgicas observadas en Adulto, Pupa y Larva de las especies
de Simulium (Trichodagmia) presentes en el PNN Chingaza.

Adulto Pupa Larva

Longitud total Longitud Longitud
Ornamentacion
apotoma cefélico

Mandibula

Coloracion Frontoclipeo

- Forma y nimero de los
Lacinia (en hembras) y

tricomas
Coloracion y Forma y agrupacion de
ornamentacion del las branquias Abanico cefalico
abdomen respiratorias

~ Hipostomio y puente

Forma de la ufia tarsal posgenal
Estructura de la

genitalia en hembras y

machos

Histoblasto (larvas
maduras)

Esclerito anal

Se seleccionaron algunas pupas a las que se les realiz6 microscopia electronica de
barrido. El material se sometié a ultrasonido durante 3 minutos en etanol al 80% con una
pequefia cantidad de amoniaco y detergente, se deshidrataron a través de una serie de
alcoholes (de menor a mayor como en el montaje de adultos) y se sec6 con HMDS, las
muestras se montaron en un talén con cinta adhesiva de doble cara. Se realizé
pulverizacion catddica recubierto con oro y posteriormente se fotografiaron con
microscopio electrénico de barrido Hitachi TM-3000 en modo compuesto a 15Kv y vacio

total.
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La determinacion morfolégica de larvas, pupas y adultos, se realiz6 con las claves
propuestas por Coscarén & Coscardon-Arias (2007) y Mufioz de Hoyos (1999) y
comparando las descripciones de las especies Simulium muiscorum (Bueno et al., 1979)
y Simulium sumapazense (Coscaron & Py-Daniel, 1989), con posterior revision de los
paratipos que reposan en la coleccién entomoldgica de referencia del Instituto de
Ciencias Naturales de la Universidad Nacional de Colombia (NUmeros de acceso S.
sumapazense: [ICN015083, ICN015102, ICNO015084, ICNO015087, ICN015082,
ICN015104, ICN015086).

3.3 Estudio Citogenético

3.3.1 Obtencion y Tincion de Cromosomas Politénicos

Para la tincién de los cromosomas politénicos se utilizd la tincion de Feulgen propuesta
por Rothfels & Dunbar, (1953) y la modificacion de la por Charalambous et al. (1996).
Los cromosomas se obtuvieron de larvas maduras, con presencia de histoblasto de color
blanco o gris; se realizd un corte transversal a la altura del sexto segmento abdominal, y
se realiz6 un corte en este segmento de no mas de dos milimetros longitudinalmente,
luego se transfirieron a un frasco con agua destilada por 20 min, seguidamente se retiré y
el exceso de agua se removié con un papel absorbente, la muestra se colocé en una
solucion de é&cido clorhidrico 1N precalentado a 65°C por 10 min, luego se pasé al
colorante de Feulgen por una hora a temperatura ambiente, después se reemplazé el
colorante con agua sulfurada por 10 min, y se enjuagé dos veces con agua.

El procedimiento modificado es similar al anterior. EI material previamente cortado, se
mantiene en agua destilada por 30 min, luego de retirar el exceso de agua se mantiene
por 30 min en solucion de acido clorhidrico 5N a temperatura ambiente, seguidamente
las larvas son lavadas en agua destilada por 2 min y se colorean con Feulgen por un
periodo de tres horas, luego se reemplazé el colorante por agua sulfurada por 10 min y
se enjuagod con agua dos veces. En ambos procedimiento el material se puede conservar
refrigerado por dos dias, sin embargo en este estudio el squash se realizé

inmediatamente retirando las glandulas salivales sobre una lamina con acido acético al
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50%. Después se coloca un cubreobjetos y con ayuda de una servilleta se presiona hacia
abajo con cuidado de no deslizar la lamina. Estas laminas se conservan a una
temperatura de -70°C. La tincién de Feulgen permite el sexaje de las larvas, tifiendo las
gbnadas (forma alargada en hembras, redondas en machos). Las laminas se observaron

al microscopio en el objetivo de inmersioén.
3.3.2 Elaboracion y Analisis de los Mapas Cromosomi  cos

Las laminas preparadas se observaron al microscopio y se fotografiaron los mejores
complementos, con ayuda de un microscopio Olympus BX40 con camara C35AD2, para
la elaboracion del mapa cromosomico, luego se identificaron los marcadores principales y
su ubicacion, las inversiones y la presencia del segmento sexual, teniendo en cuenta la
nomenclatura convencional propuesta por Rothfels, (1978) y siguiendo los criterios de
Adler et al. (2004).

3.4 Extraccion y PCR de Marcadores Moleculares

3.4.1 Extracciéon de ADN gendmico

La extraccion de ADN se realiz6 a partir de una pequefia porcion individual de larva, pupa
y adulto del material colectado, el resto de cada espécimen se conservé como voucher.
Se usaron dos metodologias de extraccion; mediante kit; con el protocolo de Qlagen
DNeasy® Blood & tissue kit y extraccion convencional por el método fenol cloroformo
alcohol isoamilico.

3.4.2 Amplificacion por PCR del gen mitocondrial Citocrom 0
oxidasa |

La amplificacion del gen mitocondrial Citocromo Oxidasa subunidad | (COI) se llevé a

cabo con los primes propuestos por Folmer et al. (1994):

LCO1490 (5'-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3Y;

HCO02198 (5-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3)

La mezcla de PCR fue realizada en un volumen final de 20ul en una soluciéon que

contenia una concentracion de 1X PCR buffer, 2.5 mM de MgCl,, 2mM de cada dNTP,
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1uM de cada primer, 0,125 unidades de Taq polimerasa recombinante y 2ul de ADN
molde (40.03 ng/ul). La amplificacién se realiz6 con el siguiente perfil térmico: 5 ciclos
con una denaturacion inicial a 94°C por 1min, una denaturacion a 94°C por 30s, un
anillamiento a 45°C por 1.30 min y una extension final a 72°C por 1min, seguido de 36
ciclos con una denaturacion a 94°C por 30s, un anillamiento a 51°C por 1.30 min, una

extensién a 72°C por 1 min, finalmente una extension final a 72°C por 5 min.

3.4.3 Amplificacion por PCR del Espaciador Transcr  ito Interno 2

La amplificacion del espaciador transcrito interno 2 (ITS2) se llevdé a cabo usando los
primers reportados por Porter and Collins, (1991):

CP17 (5'GCGCCGCGGTGTGAACTGCAGGACACATG-3)

CP16 (5'GCGGGTACCATGCTTAAATTTAGGGGGTA-3)

La PCR se realiz6 en un volumen final de 20ul en una soluciébn que contenia una
concentracion de 1X PCR buffer, 2mMI de MgCl,, 0,5mM de cada dNTP, 0,5uM de cada
primer, 1.25 unidades de Taqg polimerasa y 1yl de ADN molde. Se amplificé con el
siguiente perfil térmico: Denaturacion inicial de 95 © C durante 5 min, seguido por un
anillamiento de 35 ciclos con 94 ° C durante 1 min, 50 ° C durante 1 min, y 72 ° C durante

2 min y extension final a 72 © C durante 10 min.

3.4.4 Electroforesis de los Productos Amplificados

Los productos de amplificacion de COI e ITS2 fueron visualizados en electroforesis de
gel de agarosa al 2%, a 120V por 120 minutos, utilizando un marcador de peso molecular
de 1000pb. El gel fue tefido por 15 min en bafio de bromuro de etidio en concentraciéon
de 1% (50l en 500ml).

3.4.5 Purificacion y Secuenciacion de los Productos de PC R

Los productos de PCR fueron purificados con una precipitacion diferencial con acetato de
amonio. Se adicionaron 11uL de acetato de amonio 8M, luego 37.5 L de etanol al 95% y
se pasa por el vértex, se deja reposar por 15 min a temperatura ambiente, luego se

centrifuga a 12.000 rpm por 30 min, se descart6 el etanol colocando el tubo boca abajo
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sobre una servilleta, seguidamente se adicionaron 50ul de etanol frio al 70%, se
centrifuga a 12.000 rpm por 15min y se descarta el alcohol de la misma manera que se
realiz6 anteriormente, se adiciona de 5 a 25 pL de ddH20O se pasa por el vortex por 5
min.

Los productos de la PCR (COl) purificados fueron secuenciados por el servicio de
secuenciacion Macrogen (Seul, Corea) y los productos de ITS2 por el servicio de
secuenciacion del Instituto de Genética de la Universidad Nacional de Colombia.

3.4.6 Analisis de las secuencias

Las secuencias de ADN fueron alineadas utilizando Clustal W (Thompson et al., 1994)
con el programa MEGA 5. Para el alineamiento se utilizaron secuencias de COl e ITS2
de las especies trabajadas y de un conjunto de especies taxonémicamente relevantes
(Tabla 3-2) descargadas de GenBank.

Tabla 3-2. Relacion de las secuencias obtenidas del Genbank, utilizadas para
alineamiento.

COl ITS2

Codigo de acceso Especie Cadigo de Acceso Especie

JX969829.1 . FJ807776.1

IX969828.1 S. (T) nigrimanum F1436349 1 S. (S) tuberosum

HQ541380.1 EF535152.1 )

HO541359.1 S. (S) verecumdum EF535151 1 S. (T) guianense

GQ121367.1 s (S ,

GQ121365.1 - (S) reptans

Los analisis filogenéticos basados en las secuencias de ADN se realizaron para
Maximum Parsimony (MP), Maximun likelihood (ML) y Neighbor Joining (NJ). Se utiliz6
el método Kimura -2- Pardmetros para calcular las diferencias de secuencias de
nucleétidos y de distancias con 10000 repeticiones. Todos los analisis se realizaron con
el Software MEGA 5 (Tamura et al., 2011).
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4.Resultados

Las especies del subgénero Trichodagmia recolectadas en el PNN Chingaza se
encontraron en el sector Palacio y Diamante. La primera esta localizada alrededor del
area protegida y la segunda hace parte del area declarada como Parque Natural
Nacional Chingaza. Se realiz6 un analisis morfolégico, citogenético y molecular de la
poblacién del sector Diamante, ubicado a una altura de 3100 msnm, (larvas, pupas y
adultos obtenidos a partir de la pupa) con una profundidad promedio de los cuerpos de
agua de 40cm, temperatura promedio del agua de 8.5°C, un pH 6.54, el oxigeno disuelto
fue de 7.81mg/L a 8.21 mg/L y una velocidad promedio del agua de 0.60 m/s (Tabla 4-1).
Se realizaron comparaciones morfoldgicas, citogenéticas y amplificé el Gen mitocondrial

COl y el gen ITS2 para las especies Simulium (T) n. sp. y S. muiscorum.

En la tabla 4-1 se relacionan las quebradas muestreadas y los valores de temperatura,
pH, oxigeno disuelto y velocidad promedio del agua tomados en cada una de las
quebradas asi como las especies recolectadas en cada una de ellas. La especie
Simulium (T) n. sp. se recolectdé en el sector Diamante en la quebrada Diamante 2 y
sobre el margen del Rio Chuza (Anexo A) en este mismo sector. De la especie S.
muiscorum se recolectaron un individuo en la quebrada Diamante 2, sector Diamante y
dos individuos en la quebrada La cortadera, sector Palacio, sobre sustrato rocoso y
material vegetal de la vegetacion riparia (Figura 4-1). Junto a estas especies se
recolectaron Simulium  (Ectemnaspis) furcillatum Wigodzinsky & Coscarén 1982
reportada para el PNN Chingaza por Lotta, | en el 2009, Simulium (Ectemnaspis)
cormonsi Wygodzinsky, 1971, reportada por Moncada et al. (2013) y Gigantodax
chilensis Philippi 1865 primer reporte para el PNN Chingaza.
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Tabla 4-1. Cuerpos de agua muestreados en los sectores Palacio, Monterredondo y
Diamante. v= via ventanas; p= pozo 1; SD= Sector Diamante.

Vel. .
. oro Oxigeno
Sector Quebrada Zr;rgz(ag pH T g ¢ Disuelto Especies recolectadas
(m/s) (mg/L)
El 0.28 638 95° 751 S. furcillatum
Chocolatal
S. furcillatun, S. cormonsi,
La G. cervicornis,
Cortadera 0,41 8,4 9,7° 8,03 G. multifilis, G. ortizi,
V) G. paramorum,
G. chilensis
S. furcillatum,
. La Canal 0,26 687 9,8° 7,85 S. pautense,
Palacio S. cormonsi,
G. paramorum
S. furcillatun, S. cormonsi,
La S. pautense,
cortadera 0,54 8,37 10,1° 7.9 S. muiscorum
P) G. chilensis, G. multifilis,
G. paramorum,
Pefias S. furcillatum,
Blancas 0,7 8,14 10,9° 7,73 S. cormonsi,
G. paramorum
S. furcillatum,
Monterredo S.pagtense,_ .
ndo 0,42 7,01 10,1° 7,71 S. cormonsi, G. chilensis,
G. paramorum,
G cervicornis
G. paramorum, G.
%);?n?ndoe 0,33 564 11,7° 7,13 chilensis, G. basinflatus
Monteredon S. furcillatum,
do . _S. cormonsi,
Diamante 2 0,15 6,54 9,5° 7,81 S. muiscorum , Simulium
(T) n.sp., G. chilensis,
G. paramorum
S. furcillatum,
Babilonia 0,78 7,37 10,5° 7,76 S. cormonsi,
G paramorum
Rio Chuza 06 6.58 8.5° 8.21 Simulium (T) n.sp .,

(SD)

S. furcillatum
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Figura 4-1. Sustratos sobre los cuales se recolectaron las diferentes especies de
simulidos en el sectos Diamante, PNN Chingaza.

4.1 Descripcion Morfologica

Mediante el diagnostico morfoldgico se encontré que los individuos recolectados en el
sector Diamante presentaban variacion en el nimero de los filamentos respiratorios, con

respecto a Simulium muiscorumy S. sumapazense

Simulium (Trichodagmia) n. sp.  Diaz, Moncada, Lotta, Matta & Adler 2013

MACHO

Longitud total 4.1-4.68 mm, media 4.3 mm (n=4). Color del cuerpo generalmente negro

con manchas plateadas en el térax y en el abdomen.

Cabeza: occipucio y postoccipucio con pelos negros largos y densos, ojos plateados,
antena con escapo y pedicelo con pelos similares a los descritos anteriormente. Primer
flagelémero el doble de largo que de ancho, flageldmeros 2 a 8 con pelos dorados y
cortos, flagelomero 9, el doble de largo que ancho, palpo maxilar negro, palpémero |l
con pelos negros y largos, palpémero IV presenta 4 pelos cortos y negros, la vesicula
sensorial ocupa ¥ de la longitud total del palpémero. Térax: negro con pelos dorados
distribuidos homogéneamente, sin ornamentacién aparente. Lobulo pronotal con pelos
dorados. Anepisternum y Katepisternum con apariencia aterciopelada con pruinosidad
plateada. Scutellum con una franja plateada localizada longitudinalmente en la mitad del
segmento. Postnoto negro sin ornamentacion aparente. Longitud del ala de la base al
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apice 4,1- 4.25mm y 1.9-2.4mm (n=4) de ancho, venacién café, subcosta presenta 4-6
pelos ventralmente, seccién basal de R sin pelos. Longitud de la pata 3.6mm (n=4),
basitarso 0,910mm (n=4) con setas negras distribuidas uniformemente. Abdomen:
Negro con apariencia rugosa, tergito | con pelos negros densos y largos, tergito Il negro
con area media clara en la porcion lateral, en la parte anterior con una linea color
anaranjado. Tergito IlI-V con pelos negros, area lateral color grisaceo, tergitos VI-VII
plateados y negros en la parte media, tergito VII negro, vista lateral de los esternitos
blancuzca, la porcién ventral en la parte central se observa una placa negra. Genitalia:
(Figura 4-2A, B) relacién entre el gonocoxito-gonostilo 1:2, sin tener en cuenta la
curvatura, Gonocoxito: subcuadrado con pelos largos negros en la porcién basal media.
Gonostilo: dos veces mas largo que ancho, con pelos largos negros distribuidos apical y
basalmente, presenta una espina apical. Placa ventral subrectangular con proceso apical
fuertemente esclerotizado y recto. Esclerito medio dos veces mas largo que ancho con
incisién en la parte media.

HEMBRA

Longitud total 3.08-4.25 mm, media 4.04 mm (n=5). Color del cuerpo generalmente
negro. Frente plateada con apariencia aterciopelada, clipeo grisaceo con pelos negros
largos en la base, palpos negros, ojos grisaceos, area nodocular bien desarrollada.
Longitud de la antena 0,63-0,7mm, flagelémero | cuadrado, Lacinia con 29 dientes y
mandibula con 31-33 dientes, cibario con cornuae bien desarrollada y esclerotizada,
dentada en la regién media. Palpémeros II-1ll con pelos negros, vesicula sensorial un
cuarto del total de la longitud del palpémero. Térax: longitud total 1.1-1.6mm. Scutum
negro con dos franjas en la parte apical, y setas doradas distribuidas homogéneamente,
dos franjas longitudinales y una transversal en la mitad posterior formando una M cuando
se observa con luz incidente.  Anepisternum negro con apariencia plateada,
Katepisternum plateado. Scutellum sepia oscuro con pelos laterales en el borde, en la
regién posterior y media. Longitud del ala 4,2 mm ancho 1,45 mm (centralmente) R basal:
con cinco setas. Abdomen: negro con apariencia rugosa en los tergitos II-VI,
blanquecino ventralmente. Primer segmento abdominal con pelos largos y negros, tergito

| con pruiniscencia plateada presenta una pequefa depresion, tergito 1l-IV con el plano
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medio café y setas negras distribuidas homogéneamente. Esternitos II-VIIl con franjas
de color marrén claro, en la regién anterior con pelos largos IV-VIII. Pleuras IV-VII con
setas negras en la regibn media. Genitalia: (Figura 4-2C, D) cerco café oscuro
subcuadrado con una proyeccion, horquilla genital con proceso anterior bien desarrollado

y esclerotizado. Espermateca fuertemente esclerotizada, ovalada y con ducto

espermatico largo, valvula hipoginal subtriangular con una pequefia prolongacion.

Figura 4-2. Caracteres genitales de macho y hembra de Simulium (T) n. sp.

Macho A: Gonocoxito y gonostilo; B: placa ventral. Hembra C: valvula hipoginal; D:

paraprocto.
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PUPA (Figura 4-3A)

Longitud total de la pupa 5.75-5.31mm, media 5.06 mm (n=6). Cabeza y térax suaves,
térax con microgranulos diminutos y redondeados en la parte posterior. Frontoclipeo con
dos tricomas laterales, con 6-7 ramas cada uno. Térax con nueve tricomas dorsales
(Figura 4-4B), cada uno con 10-12 ramas, y dos tricomas adicionales cada uno con 3-9
ramas en la base de los filamentos respiratorios. Longitud de los filamentos respiratorios
0.96-1.06mm, media 1.75 mm (n=6), con 10-12 filamentos cortos, fuertes, de color café
a gris oscuro, filamentos surcados transversalmente, (figura 4-4C) agrupados de la parte
dorsal a ventral asi: 3 0 4 + 2 + 4-6 (Figura 4-4A); ramificacién sub-basal o apical dentro
de cada grupo. Abdomen : Tergito Il con una seta pequefia y fina, una seta pequefia,
corta y fuerte y cuatro setas gruesas, dirigidas anteriormente, tergitos Il y IV cada uno
con una seta, pequefia y fuerte y cuatro setas en forma de gancho dirigidas
anteriormente,; tergito V con dos setas pequefias, cortas y fuertes, en cada lado, tergito
VI con dos setas finas y pequefias, en cada lado, tergito VII con una seta pequefa y
delgada en cada lado y espinas a lo largo del margen anterior; tergito VIl con espinas a
lo largo del margen longitudinal (Figura 4-4D); tergito IX carece de espinas terminales.
Esternito IV con una o dos setas pequefias y cortas, esternito V con una seta pequefia
por lado, esternito VI con espinas y dos ganchos dirigidos anteriormente; esternitos VIl y
VIII cada uno con un solo gancho bifido o trifido, dirigidos anteriormente, con peine de
espinas, esternito IX con espinas anteriores, se observa la presencia de dos placas
pigmentadas en posicién posteroventral y la cuticula es levemente estriada. Regién
pleural de los segmentos VIl y VI, cada uno con un gancho dirigido anteriormente.
Capullo: longitud ventral 3.94 mm (n=6), dorsal 3.3 mm (n=6), en forma de bota, tejida

firmemente y de manera uniforme; hilos individuales no aparentes.
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Figura 4-3. Morfologia externa de formas inmaduras de Simulium (T) n. sp.

A. morfologia externa de la pupa, B: morfologia externa de la larva.

Figura 4-4. Micrografias electronicas de barrido de la pupa. Técnica microscopia
electrénica.

TM-3000 201211/29 1410 N D89 x50k 20 um TM-300 2012111/29 1446 N D87 x1.0k 100um

A. Agrupacién de los filamentos respiratorios; B. Tricomas toracicos; C. Surcos
transversales en filamentos respiratorios. D. espinas margen longitudinal esternito VIII.
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LARVA (madura en carnoy) (figura 4-3B)

Longitud total 8,75-9,25 mm (n=5). Cuerpo generalmente de color marrén oscuro a rojizo,
con parches de pigmento en ambos lados de la linea media dorsal de los segmentos
abdominales I-1V; bandas intersegmentales débilmente pigmentadas. Apoptoma
cefalico: (figura 4-5A) longitud 0,8-1,0 mm dorsal ancho de 0,6-0,9 mm base con
manchas positivas, con esclerito cervical ovoide, area alrededor de los o0jos mas palida
que el area que la esta rodeando, la posgena presenta en su porcién basal manchas
negativas, longitud de la antena casi igual a la del abanico cefalico, relacién de los
artejos antenales proximal a distal incluyendo el cono sensitivo 1:1.1:0.7 (Figura 4-5C)
Segmento medio mas oscuro en el tercio basal, el resto es mas clara que los demas
segmentos; ganglio subesofagico con manchas negras. Abanico cefalico con 38 rayos
principales. Mandibula con dos aserraciones principales seguido de 6 - 7 diminutas
aserraciones en la parte basal. Palpo maxilar con area pigmentada, longitud del area
pigmentada dos veces mas larga que ancha. Hipostoma (Figura 4-5B) con margen
anterior levemente céncavo, dientes laterales sobrepasan la longitud del diente medio,
seis serraciones laterales de tamafio regular, setas aplanadas, sencillas, 12-14 por lado,
mas una seta bifida en la region basal del disco central del hipostomio, puente posgenal
subtriangular o en forma de mitra, longitud aproximada 70% de la distancia entre el
espacio tentorial a la gruta hipostomal. Térax: seuddépodo toracico transparente,
subrectangular. Region apical del primer segmento con manchas negruzcas y tergitos
con manchas longitudinales oscuras. Filamentos respiratorios con 10-12 filamentos
cortos. Abdomen: expandido suavemente a partir del quinto segmento, color café con
manchas oscuras compuestas por diminutos tubérculos en la regiéon medial y lateral y se
adelgaza abruptamente en el octavo segmento. Anillo anal con 187 rayos, cuticula con

pequefias setas.
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Figura 4-5. Capsula cefalica de la larva de Simulium (T) n.sp.

A: apoptoma cefdlico, B: Puente posgenal, C: antena de la larva.

Holotipo : macho (en alfiler) con exhuvia de pupa (en microtubo con glicerina). Colombia,
Departamento de Cundinamarca, Parque Nacional Natural Chingaza sector Diamante,
Rio Chuza (4°38' 37.8"N 73°44' 47.6"W). 3101 msnm, 29 de Junio de 2012, Colectores
A.S.Diaz, |.Lotta. Paratipos: de la misma localidad y mismos colectores del holotipo,
macho (en alfiler) con exhuvia de pupa (en microtubo con glicerina), dos Hembras (en
alfiler) con exhuvia de pupa (en microtubo con glicerina), dos pupas en etanol al 80%,
dos larvas con histoblasto maduro en etanol al 80%).

Etimologia: el nombre hace referencia a la localidad tipo, ya que fue hallada en el
Parque Nacional Natural Chingaza, lugar que fue habitado por muiscas. En lengua

muisca “chim-gua-za” significa “Serrania del Dios de la Noche”

Biologia: las larvas y pupas de esta especie fueron encontradas en corrientes entre los
2-4 metros de ancho, con temperatura del agua entre 8.5°-9.5° C, pH 6.54 * 3, oxigeno
disuelto 7.81-8.21mg/L, una velocidad promedio de 0.60m/s y un porcentaje de cobertura
de vegetacion riparia entre 60 — 90. Se adhiere preferiblemente a sustrato rocoso, en
profundidades promedio de 40 cm, sin embargo se puede recolectar en material vegetal
de la vegetacion riparia sumergido. Se puede encontrar en conjunto con S. furcillatum,

S.cormonsi y G. chilensis.
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4.2 Citogenética

Se observaron un total de 50 laminas al microscopio, analizando un promedio de 3
complementos por lamina, para un total de 150 complementos, sin embargo el analisis
cromosoémico de Simulium (T) n. sp. se realiz6 sobre la base de 30 laminas y se comparé
con muestras de S. muiscorum recolectadas en la localidad tipo, Rio Teusaca y Rio
Arzobispo (Tabla 4-2) y se compararon con el mapa cromosomico de S. muiscorum
elaborado por Moreno (1982) el cual reposa en la coleccion entomolégica del Instituto de
Ciencias Naturales de la Universidad Nacional de Colombia. y material de la autora.

El complemento cromosémico de Simulium (T) n. sp. posee tres pares de cromosomas
(2n=6), el cromosoma | es el mas largo del complemento, es metacéntrico y mide 41%
de la longitud total del complemento, los cromosomas Il y Il son submetacéntricos y
miden 30% y 29% de la longitud total del complemento respectivamente. Se identificaron
dos cromosomas X (IL-1, IL-3) y un cromosoma Y (IL-2). No se encontraron

polimorfismos autosémicos.

Tabla 4-2. Especies de Simulium (Trichodagmia) recolectadas.

Lugar Coordenadas Elevacion Fecha Especie 2
(msnm)
29/Junio/ 2012 L 12:11
Rio chuza, 04°38'37 8"N 3/Julio/ 2012 Slm:“:;n M 3.5
Sector 73°40'47 .1"W 3101 20/Julio/ 2012 T 0:5
Diamante * ' 20/ Julio 2012 . S 2:0
muiscorum
Bogota, Rio 04°37'27.0"N 2781 30/Marzo/ S. 41
Arzobispo 74°03'19.4"W 2012 muiscorum '
Ro  A3826360N s
Teusaca 74°00'24.38" W 3000 29/Enero/2013 muiscorum 7:0

1: Localidad tipo, PNN Chingaza. 2: infectados con nematodos: 1 (29 Junio), 1 (3 Julio), 1
Simulium (T) n. sp. (20 Julio), 2 hembras de S. muiscorum (20 Julio).
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4.2.1 Descripcion de complemento cromosémico de Simulium (T)
n. sp.

Cromosoma |

Es el mas largo de los tres cromosomas del complemento, esta dividido en 41 secciones,
el centrdmero se ubica en la seccion 20 y esta region es ensanchada. El brazo corto (IS)
consta de 19 secciones (1-19) (Figura 4-6), posee telémero festoneado y los homologos
en este brazo estan estrechamente pareados, se identificé “final bands” (fb) en la seccion
1. El brazo largo (IL) consta de 22 secciones (20-41) (figura 4-7 y 4-8), se identificaron
el “marker” en la seccién 25y el “Z marker” en la seccién 27.

Cromosoma Il

Es submetacéntrico y los homologos estan fuertemente pareados, esta dividido en 30
secciones, la regiéon centromérica es expandida y el centromero se ubico al final de la
seccion 54. El brazo corto (1IS) consta de 13 secciones (42-54) y en él se identificaron
“Bulge” (Bu) en la seccion 42, el anillo de Balbiani (BR) en la seccién 49 vy el
“trapezoidal” (tr) en la seccién 53 (Figura 4-9). EIl brazo largo (IIL) consta de 17
secciones (55-71), se identificaron el “puffing band” (pu) en la seccién 57, “grey band”
(gB) en la seccién 60, “jagged” (j) en la seccidon 63 y el parabalbiani (Pb) en la seccién 67
(figura 4-10).
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IS-2

Figura 4-6. Brazo corto cromosoma | (I1S). “fb” final bands. Inversiones fijas IS-1y
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Figura 4-8. Brazo largo cromosoma | Simulium (T) n. sp.cromosoma XY
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Figura 4-10. Brazo largo cromosoma Il.(lIL). C: centrdmero; “pu”: puffing band; “gB”: gray band, |": jagged;
“Pb”: parabalbiani. Inversion .fija IIL-1
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Cromosoma Il

Al igual que el cromosoma IlI, este también es submetacéntrico, en algunos
complementos se observaron los teldmeros festoneados. La regién centromérica es
ligeramente expandida y el centrdmero esta ubicado al final de la seccién 82. El brazo
corto (llIS) consta de 11 secciones (72-82) y en él se identificaron “two heavy” (“2") y
“blister” (Bl) en la seccién 75, “capsula” en la seccién 78. (Figura 4-11), El brazo largo
(IlIL) esta compuesto por 18 secciones (83-100) (Figura 4-12), se identificd en la base
del brazo la region organizadora nuclear (N.O.), en la seccion 84, en algunos casos se
observé un asinapsamiento de los homodlogos pero el N.O. se expresa en los dos. El

“basal marker” (bm) se identificé en la seccién 90.

Cromosomas sexuales

En la poblacion estudiada los cromosomas sexuales se diferenciaron como IL-1, ligadas
al cromosoma X y IL-2 ligada al cromosoma Y (Figura 4-8), por lo tanto se encontraron
hembras XX, X:Xs, X,X»y machos X;Y3, X,Y;, se encontré una diferencia significativa
(P > 0.05) entre los genotipos y los cromosomas sexuales. En la tabla 4-3 se muestran
las frecuencias observadas y esperadas para cada genotipo encontrado. En el analisis no
se incluyeron una hembra IL-1/IL-2 y un macho.

Tabla 4-3. Prueba G para la distribucion aleatoria de los cromosomas sexuales en larvas
de Simulium (T) n. sp. (29 de junio y 03 de julio 2012) G = 1.2984, df = 4, P > 0.05.

X1 X1 X1 X2 XoXo X1Y1 XoY1
Observados 5 5 4 9 6
Esperados 4.36 6.91 2.73 8.37 6.63

X1 = IL-1; Frecuencia = 0.558. X, = IL-3; Frecuencia = 0.442. Y, = IL-2; Frecuencia = 1.0.
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Figura 4-11. Brazo corto cromosoma Il (111S). “2”: two heavy; “Bl”:
blister, “ca”: capsula; C: centromero.
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4.2.2 ldeogramas del complemento cromosémico de Simulium
(T) n. sp.

Figura 4-13. Ideograma de los cromosomas |, Il y Il de Simulium (T) n.sp. IS: brazo
corto, IL: brazo largo, IIS: brazo corto, IIL: brazo largo, lIS: brazo corto, IlIL: brazo largo,
C: centrémero, F: festoneamiento, fb: final bands, ma: marker, Z: Z marker, Bu-sh: Bulge-
shoestring, BR: aanillo de Balbiani, pu: puffing band, gb: grey band, j. jagged, Pb:
parabalbiani, “2": two heavy, Bl:blister, ca: capsula, N.O: regién organizadora nucleolar,
bm: basal marker. Inversiones ligadas al sexo IL-1, IL-2 (cromosoma X), IL- 3
(cromosoma Y).



Resultados 51

4.3 Extraccion y amplificacion de ADN gendémico

Se obtuvieron productos de extraccion con un volumen final de 150 ul para todas las
muestras procesadas con el kit de DNeasy® Blood &Tissue (Qiagen), todas las
extracciones se cuantificaron en un Nanodrop con concentraciones finales entre 3,7
ng/uL y 152,5 ng/uL. Los productos de amplificacién para el gen Citocromo oxidasa
subunidad | (COI) mostraron una banda de 750pb (Figura 4-14) y para el espaciador
transcrito interno 2 (ITS2) se obtuvo una banda de 500pb (Figura 4-15).

Figura 4-14. Productos de PCR en gel de agarosa al 2%, Gen COlI.

2. Adulto Simuliun (T) n.sp, 3. Adulto S. muiscorum, 6. Pupa S. muiscorum. 9
y 10: larva Simulium (T) n.sp. 12. Control de reaccion.
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Figura 4-15. Productos de PCR en gel de agarosa al 2%, Gen ITS2.

1. Control de reaccion, 2. Adulto Simulium (T) n.sp, 3. Adulto S. muiscorum, 4y 6:
Larva Simulium (T) n.sp, 9: Larva S. muiscorum.

Un total de 5 especies bajo los subgéneros Simulium y Trichodagmia fueron incluidas
en el andlisis y un total de 8 secuencias del gen mitocondrial COI fueron utilizadas para
el analisis de Maximum Parsimony (MP) (Figura 4-16), Maximun likelihood (ML) (Figura
4-17) y Neighbor Joining (NJ) (figura 4-18) con el método Kimura -2- Parametros. En el
caso de los tres analisis se observa un agrupamiento por subgénero, se observa una
agrupacién monofilética en los nodos mas basales al separar en un nodo las especies del
Subgénero Simulium y en otro las especies del Subgénero Trichodagmia, en este Gltimo
se observa una relacién de similitud entre las tres especies, soportado en los arboles

consenso con valores bootstrap entre 99-100%.
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Figura 4-16 . Arbol filogenético basado en secuencias de mtDNA COI generados por el
método de M&xima Parsimonia.

A. arbol filogenético; B. arbol consenso.

Figura 4-17. Arbol filogenético basado en secuencias de mtDNA COI generados por el
método de Maximun likelihood con método Kimura -2- Parametros.

A. arbol filogenético; B. arbol consenso.
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Figura 4-18. Arbol filogenético basado en secuencias de mtDNA COI generados por el
método de con Neighbor Joining método Kimura -2- Parametros.

A. arbol filogenético; B. arbol consenso.

El analisis para el espaciador transcrito interno 2 (ITS2) se llevé a cabo bajo los mismos
parametros del analisis con el gen mitocondrial COIl, con un total de 4 especies y 6
secuencias. En el caso de los tres andlisis (Figuras 4-19 a 4-21) se observan dos
nodos, los cuales soportan la hipotesis de un grupo monofiletico para el subgénero
Simulium representado por S. tuberosum, y un grupo monofilético para el subgénero
Trichodagmia en el que se incluye S. guianense, S. muiscorum y Simulium (t) n. sp. esto

se soporta con valores bootstrap > 90%.
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Figura 4-19. Arbol filogenético basado en secuencias de rDNA ITS2 generados por el
método de M&xima Parsimonia.

A. arbol filogenético; B. arbol consenso.

Figura 4-20. Arbol filogenético basado en secuencias de rDNA ITS2 generados por el
método de Maximun likelihood con método Kimura -2- Parametros.

A. arbol filogenético; B. arbol consenso.
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Figura 4-21. Arbol filogenético basado en secuencias de rDNA ITS2 generados por el
método de con Neighbor Joining método Kimura -2- Parametros.

. A. arbol filogenético; B. arbol consenso.
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5.Discusion

El Parque Nacional Natural Chingaza posee una riqueza hidrica muy alta, que va desde
pequefas corrientes de agua que se forman de los desaglies de agua lluvia hasta rios,
pero el principal componente son rios, quebradas y arroyos, ademas es una zona
protegida, por tanto es un ecosistema propicio para el desarrollo de los estadios
inmaduros de algunos macroinvertebrados acuaticos, entre ellos los miembros de la
familia Simuliidae (Orden Diptera). En los muestreos realizados en las quebradas de los
sectores Palacio, Monterredondo y Diamante, se confirmd la presencia de las especies S.
furcillatum, S. muiscorum y Gigantodax ortizi, reporte realizado por Lotta (2009). En los
muestreos realizados entre el 2011-2012 se encontraron G. chilensis, G paramorum,
G.cerviconis, G. basinflatus, G. multifilis, S. pautense, S. cormonsi (Moncada et al.,
2013) y una especie del género Simulium subgénero Trichodagmia, grupo orbitale,
morfolégicamente diferente a las descritas anteriormente, la variacién observada mas
sobresaliente era principalmente la composicién de los filamentos respiratorios, con un

numero variable de ramificaciones, 10-11-12, incluso en un mismo individuo.

Con la identificacion de varias especies de simulidos se aumenta la diversidad de estos
insectos para el pais. Lotta (2009) previamente habia informado la presencia de S.
furcillatum, S. cormonsi (inicialmente se creia que era S. anaimense) y S. muiscorum,
pero ademas de estas especies se informa por primera vez su presencia en el pais de la
especie Simulium pautense la cual habia sido descrita previamente en Ecuador y
Gigantodax chilensis, los reportes de esta especie se limitaban a la regién mas austral de
Suramérica: Chile y Argentina, con uno de los reportes mas al sur de simulidos, en la isla
argentina conocida como la Isla de los Estados. Cabe resaltar que esta especie también
fue encontrada simultaneamente por Buitrago-Guacaneme & Sotelo-Londofio (2013) en
los cerros orientales de Bogota. Es de resaltar que el primer trabajo en que se llega a
especie en el PNN Chingaza fue el de Lotta (2009), sin embargo, en el presente se

aumenta la riqueza de la region.
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La mayor riqueza de especies en los sitios muestreados corresponde a las quebradas La
Cortadera en el sector Palacio con 7 especies, seguida por las quebradas Monterredondo
y Diamante cada una con seis especies, por el contrario las corrientes con menor riqueza

fue EI Chocolatal del sector Palacio, en la que solo se muestred Simulium furcillatum.

De otro lado como ya es conocido, las condiciones de las corrientes de agua donde se
crian las especies del subgénero Trichodagmia son muy estrictas en cuanto a sustrato y
a calidad de agua (Hernandez 2011), porque generalmente son sustratos rocosos con
aguas muy oxigenadas, es asi como de las 8 quebradas muestreadas solamente en tres
se colectaron las especies del subgénero Trichodagmia, en una sola quebrada
(Quebrada Diamante) se recolectaron las dos especies de este subgénero S. muiscorum
y Simulium (T) n. sp. y en dos quebradas fue muestreada este Ultima especie. En la
guebrada Diamante donde compartian el habitat con S. muiscorum, esta especie se
encontré sobre vegetacion riparia que flotaba sobre el agua. Sin embargo en las otras
corrientes de agua, como ya ha sido mencionado el sitio de cria fue sobre rocas.

Segun Bini et al. (2006), la biodiversidad Neotropical permanece sin estudios profundos,
porque la mayoria de las especies son desconocidas aun y no hay informaciéon completa
de la distribucién de muchas de estas. De otro lado McCreadie et al. (2005), afirman que
la mayor riqueza de la familia se encuentra en rios o arroyos de zonas templadas, pero si
se tiene en cuenta los diversos climas que se encuentran en el pais debido a su
orografia, este supuesto, seria cierto para las corrientes que se encuentran en zonas
bajas, en este caso la riqueza comparada con la de las zonas templadas se puede
considerar intermedia entre las halladas por los autores en Suecia y la reportada para
zonas de cerrado en Brasil. (Figueiro et al., 2012). En un estudio en 58 quebradas en
Brasil, Landeiro et al. (2009), encontraron que la mayor rigueza encontrada en una
guebrada fue de 10 especies, pero en la misma regiébn encontraron variacion en la
rigueza, al igual que lo encontrado en este estudio. Estas variaciones pueden ser

atribuidas a condiciones de las corrientes.
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El aislamiento geogréfico y ecolédgico contribuye a la divergencia de las especies. Esta
Ultima se ha sugerido que es un factor importante para la especiacion. Pero
alternativamente el proceso de especiacibn no ocurre necesariamente como una
respuesta al aislamiento geografico y ecoldgico, algunos procesos en cambio se deben a
deriva genética. (Pramual et al., 2012). Aunque el nimero de sitios muestreados en este
trabajo no es muy grande y el encuentro de la Simulium (T) n. sp. fue solo en tres
guebradas, y en el Unico sitio en los que se encontraron compartiendo area, se encontré
que Simulium (T) n. sp. el sustrato fue sobre roca, mientras que S. muiscorum estaba
sobre vegetacion flotante, llama la atencién que este seria un habitat poco comun segin
lo descrito para especies del subgénero Trichodagmia (Pramual et al 2012), encuentran
tres patrones de aislamiento geografico en especies de simulidos, sin embargo todas
ellas terminan en aislamiento ecoldgico, por cambio de habitats de adultos pero son

similares en su ecologia larval.

El subgénero Trichodagmia fue descrito por Enderlein sobre la base de la venacion alar
con la seccidén basal de R con filas de setas, segmentos tarsales amplios y scutum con
manchas longitudinales, ufia generalmente con diente basal, gonapdfisis generalmente
triangular u ovoide paraprocto subtriangular y cerco generalmente con proceso
membranoso, placa ventral del macho con proceso medio con o sin fisura, el capullo de
la pupa con forma de bota y composicion de los filamentos respiratorios variable con
puntas esclerotizadas o redondeadas. En cuanto al grupo orbitale la gonapofisis es
redondeada, presencia de microtriqguias en el abdomen, paraprocto pequefio,
subrectangular o subtriangular, cerco redondeado con proceso membranoso, horquilla
genital esclerotizada, gonostilo tres veces mas largo que ancho respecto al gonocoxito y
con forma de huso con una espina apical. La pupa se define con tubérculos redondeados
limitandose a la region facial del frontoclipeo y a la base de los filamentos respiratorios,
en cuanto a la larva la hendidura posgenal es profunda, con forma subtriangular o
redondeada apicalmente, el tegumento de las larvas no presenta setas (Adler et al.,
2004; Coscardn & Coscarén, 2007, Hernandez, 2011)

Entre las caracteristicas morfolégicas mas relevantes en adultos y que pueden separar
especies son la coloracion general del cuerpo, cibario en la hembra y la composicién de

la terminalia, especialmente la del macho. La coloracion del escudo y los patrones de
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setas son importantes a nivel de especie, grupos de especies y subgénero, cuando
estan presentes, por lo general consiste en vittae (bandas longitudinales) o cunae
(triangulos) sobre un fondo de color diferente (Hernandez, 2011), S. muiscorum, S.
sumapazense y Simulium (T) n. sp poseen una coloracién generalmente oscura, sin
embargo el patrén de coloracién del Scutum varia, acorde con el angulo incidente de la
luz, en S. muiscorum se observa un patrén de coloracién plateado en forma de lira,
mientras que en Simulium (T) n. sp. se observan dos franjas longitudinales y dos
transversales en la mitad anterior formando una M, en cuanto a S. sumapazense la
coloracién del scutum es totalmente oscura. Shelley et al. (2010) propuso que el patrén
de coloracion del térax es uno de los caracteres diagnésticos externos mas importantes
en que se basa la identificacion de especies de simulidos de América Latina, y a pesar de
la variacién que se observa con el angulo incidente de la luz, sigue siendo un caracter
muy valioso para la revision taxonémica, , y delimitacion de varios subgéneros y especies

en la Regién Neotropical que debe tenerse en cuenta (Shelley et al., 2010).

Las diferencias en la morfologia de la terminalia S. muiscorum y Simulium (T) n. sp son el
gonocoxito en las dos especies es subcuadrado, pero ligeramente mas largo en S.
muiscorum, mientras que en S. sumapazense se observa mas rectangular y angosto, el
gonostilo en las tres especies es mas largo que ancho y S. sumapazense tiene una
espina apical mas pronunciada. En las tres especies la placa ventral es subrectangular y
con proceso apical esclerotizado, aunque en S. muiscorum se observa una ligera
curvatura, en las otras dos especies es recto. El esclerito medio es similar en las tres

especies, la Unica diferencia observable son dos espinas en S. sumapazense.

En la genitalia de la hembra se observan las siguientes diferencias (Anexo B), la valvula
hipoginal es subconica y con apice agudo en S. muiscorum, subtriangular y redondeada
apicalmente en S. sumapazense y subtriangular convexa en Simulium (T) n. sp. en las
tres especies estd cubierta de microvellosidades. El cerco y el l6bulo anal en S.
muiscorum son subcuadrados, el I6bulo es mas largo que ancho, el I6bulo anal presenta
una proyeccion posteroventral digitiforme, en S. sumapazense el cerco es redondeado,
con tres setas largas y esclerotizadas, en Simulium (T) n. sp la forma del I6bulo anal es

subcuadrada, pero ligeramente mas rectangular respecto a S. muiscorum. Las
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espermatecas son ovaladas, sin embargo el ducto espermatico en Simulium (T) n. sp. es
mas largo respecto a las otras dos especies y en S. sumapazense la espermateca esta
cubierta de pequefias vellosidades. En dipteros y en general en insectos, la
composicion morfolégica de la terminalia es, quizas, el caracter diagnéstico mas
importante al momento de diferenciar especies, puesto que en el momento del
apareamiento, para dar paso a la fecundacion, debe haber complementacion de los
genitales, deben ser coespecificos, machos y hembras deben complementarse de
manera analoga.

El entomélogo Leon Dufour en 1988 fue el primero en sefialar la importancia de la forma
de los genitales y la relacién que ésta tiene con el aislamiento reproductivo (Mayr, 1942).
De manera general en Phlebotomos, se separan especies utilizando este caracter.
Como ejemplo de ello en el grupo Migonei, L. walkeri y L. dubitans se separan
morfolégicamente por caracteres de la genitalia del macho, L. walkeri posee un aedeagus
con una proyeccion dorsal y filamentos genitales cortos, mientras L. dubitans tiene un
aedeagus simple con filamentos genitales largos (Young et al., 1994). Mouton & Adler
(1995) soportan la morfologia de S. jenningsi con la genitalia de la hembra argumentando
gue al no haber setas presentes, no es homodloga con otras especies similares. De igual
manera llmonen et al. (2009) al estudiar las especies del grupo Simulium vernum
presentes en Europa, logran determinar a través de las caracteristicas morfolégicas de la
genitalia del macho que Simulium juxtacrenobium es diferenciable de S. crenobium y S.

vernum s.s, mientras que estas dos Ultimas no se diferencian la una de la otra.

Hernandez et al. (2007) realizan una revision del subgénero Inaequalium, y presentan
algunas sinonimias, en el caso de la especie Simulium nahimi Py-Daniel (1984), con la
especie Simulium subnigrum Lutz, 1910, argumentando que el nimero de espinas en el
gonostilo del macho es una variacion intraespecifica del subgénero, sin embargo
Pepinelli (2008) Ilogra determinar que S. nahimi es una especie diferente a S.
subnigrum, al realizar la revision de la morfologia de la genitalia del macho al determinar
gue de las especies del subgénero Inaequalium revisadas por él y por Hernandez et al.
(2007), S. nahimi es la Unica que presenta un gran nuamero de espinas en el gonostilo,
esto lo soporta con secuencias de nucleétidos del gen COIl de esta especie con una

divergencia de 5.3% en lo que respecta a las demas, de esta manera Pepinelli (2008)
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corrobora con el uso del mtDNA la importancia de los caracteres genitales del macho, en

este caso el numero de espinas en el gonostilo es un caracter que separa especies.

Quizas los estadios mas estudiados en la familia Simuliidae son la larva y la pupa. Con
las series entomolégicas se relacionan los caracteres de las larvas maduras con la pupa
y a su vez los caracteres de ésta con los adultos farados. Una caracteristica importante
que comparte la pupa con la larva madura es la forma y agrupacion de las branquias
respiratorias, si bien en S. muiscorum y S. sumapazense el nimero de filamentos es 12,
en el caso de Simulium (T) n. sp se observa variacién entre 10-11-12 filamentos incluso
en un mismo individuo, en S. muiscorum los filamentos son cortos, estan distribuidos en
cuatro ramas principales dando la forma 2-4-4-2, estan cubiertos por diminutos
tubérculos, en S. sumapazense los filamentos estan distribuidos en 3 ramas primarias
dando la forma 6-2-4, los dos filamentos del centro son los mas largos, en Simulium (T)
n. sp. los filamentos estan distribuidos en tres ramas, dando la forma 3-4 + 2 + 4-6, mas
cercana a la disposicion encontrada en S. sumapazense. Respecto a las otras dos
especies, en S. sumapazense los filamentos son mas anchos y cortos, aunque todos los

filamentos estan cubiertos por pequefios tubérculos con apariencia dé capas imbricadas.

La composicién de la branquia respiratoria y en algunos casos la distancia de las
bifurcaciones de los filamentos respiratorios son utilizadas para determinar y distinguir
taxones pertenecientes a complejos, Stearns (1989) atribuye parcialmente estas
variaciones a la plasticidad fenotipica, que puede ser provocada por cambios
ambientales, continuos o discretos, reversibles o irreversibles (Gordon, 1992 Citado por
Moreno, 1997), y es vista como la respuesta progresiva a los cambios ambientales
continuos o como una respuesta dada por un cambio ambiental particular, también puede
ser la fuente de variacién entre una poblacion o la variacion individual dentro de una
poblacion o dentro de una generacion (Moreno, 1997, Bernotiene et al., 2013). La larva
de las tres especies tiene similitudes en cuanto a los sustratos a los que se adhieren, la
coloracién del cuerpo variando en tonalidades café oscuras a rojizos en las tres especies.
Sin embargo se presentan diferencias morfolégicas en la escotadura gular, que es
subtriangular en Simulium (T) n. sp. y en S. sumapazense, mientras en S. muiscorum es
pronunciada, también hay variacion en el nimero de las setas hipostomiales, los rayos

del abanico cefalico y los rayos del anillo anal en las tres especies, en S. muiscorum 8-
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11 setas hipostomiales, 36 rayos en el abanico cefélico, en S. sumapazense se
observaron 9-13 setas hipostomiales, 40-44 rayos en el abanico cefalico y 150 rayos en
el anillo anal y en Simuliun (T) n.sp. 12-14 setas hipostomiales, 38 rayos en el abanico

cefalico y 187 rayos en el anillo anal en Simulium (T) n. sp.

Otra caracteristica impértante de la larva y que ayuda en la determinacién de especie o
resolucion de complejos de especies, es que a partir de ellas se pueden obtener
cromosomas politénicos. Una de las caracteristicas de la familia simulidae es la
presencia de muchas especies criptica o sibilitantes, Conflitti et al. (2012), dice que los
analisis citologicos de los cromosomas politénicos en las larvas revelan las diferentes
especies, o0 sea que el analisis banda por banda de los cromosomas es la Unica forma de
asegurar la identificacién y estos reordenamientos se han aceptado como indicadores
taxondmicos y filogenéticos (Rothfels, 1989; Adler et al., 2004), hay evidencia que
sugiere que los complejos de especies son el producto de especiacion reciente basada
en cromosomas. Estos estudios han demostrado en varias ocasiones el valor de los
caracteres cromosomicos en las relaciones filogenéticas, revelando especies cripticas y
como caracter diagndstico en la identificacion de especies (Rothfels, 1988, Mufioz de
Hoyos, 1994, Adler et al., 2004).

Al realizar el estudio citogenético y comparar el patrén de bandeo de las especies S.
muiscorum y Simuliun (T) n. sp y la ubicacién de los marcadores cromosémicos mas
importantes de estas dos junto con S. sumapazense, se demuestra que si bien estas
especies estan relacionadas, cada una es una especie valida, diferente a las otras dos.
Es asi como al analisarel paton de bandeo del brazo corto del cromosoma | entre
Simulium (T) n. sp y S. muiscorum es similar, en las dos especies esta dividido en 19
secciones, sin embargo en Simulium (T) n. sp se encuentran dos inversiones fijas en las
secciones 2 a3y 10a 12 al compararlo con S. muiscorum, en Simulium (T) n. sp. se
identifican el “fb” final bands en la seccién 1, mientras que Moreno (1982) no lo reporta.
El centrémero se ubica en la seccién 20 en las dos especies. El brazo largo esta dividido
en 22 secciones en Simulium (T) n. spy se ubica el Markert “ma” en la seccién 25y el
“Z" Z markert en la seccién 27, en S. muiscorum el brazo esta dividido en 21 secciones,
Moreno (1982) identifica la doble burbuja en este brazo entre las secciones 36 y 37, sin
embargo en Simulium (T) n. sp. este marcador esta ubicado en el cromosoma Il. Cuando
se compara con S. muiscorum, en Simulium (T) n. sp se identifica una inversién fija en

este brazo, entre las secciones 27 a 30 que involucra el Z marker.
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Respecto a S. sumapazense el brazo corto del cromosoma |, esta dividido en 20
secciones y el brazo largo en 20, el centrbmero se ubica en la seccion 21. En S.
muiscorum Moreno (1982) identificd asinapsamiento en las secciones 12, 13, 15, 17-19,
y en el caso de S. sumapazense Vargas (2002) reporta pareamientos ectopicos entre los
centrémeros de los cromosomas | y Il. En Simulium (T) n. sp. no se observaron ninguna
de las anteriores en el material examinado.

Otra diferencia notable es la presencia de tres inversiones en el brazo largo de Simulium
(T) n. sp. ligadas a los segmentos diferenciales del sexo. Se observo la presencia de dos
cromosomas X (IL-1 e IL-3) y el cromosoma Y dado por la inversion IL-2, Moreno (1982)
reporta una inversion ligada al sexo, especificamente el cromosoma X, en la base del
brazo largo del cromosoma Ill para S. muiscorum, basandose en la expresiéon de una
heterobanda heterocigoética en machos y homocigética en hembras (Anexo E ), Vargas
(2002) no reporta el segmento diferencial del sexo en S. sumapazense, sin embargo,
menciona la posibilidad que este se encuentre en el brazo largo del cromosoma Il
(Anexo F) , debido a las diferencias entre los homdlogos y la presencia de numerosas
inversiones que se extienden desde la seccién 85 hasta la 100. De igual manera,
menciona la posibilidad de encontrar el segmento diferencial del sexo para el subgénero
Trichodagmia en el brazo largo del cromosoma lll, sin embargo en nuestra especie
encontramos que este segmento diferencial del sexo se encuentra en el brazo largo del
cromosoma |, asi como Gomes da Silva & Hamada (2008), relacionan la inversion IIL-1
con el segmento diferencial del sexo en la especie Simulium itaunense, en otras
especies del subgénero Trichodagmia, grupo obitale: S.guianense, S. perplexum, S.
hirtipupa, S. scutistriatum (Adler & Croskkey, 2013) no se reportan inversiones ligadas al
sexo (Anexo G), este encuentro es acorde con lo reportado por Charalambous et al.
(1996) para S. guianense al mencionar que en ninguno de los 4 citotipos es visible el

cromosoma sexual.

En la mayoria de los sumulidos no se distinguen los cromosomas sexuales y esto
probablemente es una condicion ancestral. Sin embargo, hay especies en la mayoria de
los grupos que han sufrido algin tipo de diferenciacién en los cromosomas sexuales, por

lo general mediante la vinculacién de las inversiones, y esto parece haber surgido de
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novo dentro de cada especie en particular (Post, 1982). Rothfels (1979b) propone que la
diferenciacién de cromosomas sexuales X-Y puede estar implicada en un proceso de
adaptacion y de especiacion del grupo, sugiere que un proceso continuo de citotipo a
citoespecies a morfoespecie puede estar ocurriendo en simulidos. Si esto es relevante,
posiblemente deberiamos observar un continuo de taxones cuyos miembros pueden
distinguirse tempranamente s6lo por una Unica inversion ligada al cromosoma Y, y
cuyos miembros son o el intermedio en el proceso de especiacién o son morfoespecies
distintivas (Shields, 2013). El papel de los reordenamientos cromosémicos en el impulso
de la especiacidon simpatrica es un caracter robusto, en particular el papel de los
cromosomas sexuales, porque las secuencias pares de cromosomas Xy Y promueven
la especiacién simpatrica por seleccion disruptiva que favorece el apareamiento selectivo
(Rothfels, 1989).

En el cromosoma Il son mas notorias las diferencias entre las tres especies, el brazo
corto en Simulium (T) n. sp y S. muiscorum esta dividido en 13 secciones, mientras que
en S. sumapazense en 14 secciones, el telémero es festoneado en S. muiscorum y S.
sumapazense. En Simulium (T) n. sp y S. sumapazense la doble burbuja “Bu” esta
ubicada en la seccién 42, el anillo de Balbiani se observa en la seccién 49, en Simulium
(T) n. sp mientras que en S. sumapazense Yy S. muiscorum en la seccion 48; el
trapezoide “tr" se ubica en la seccién 53 en Simulium (T) n. sp mientras que en S.
sumapazense esta ubicado entre las secciones 52 y 53, Moreno (1982) no describe este
marcador en S. muiscorum. El centromero esta ubicado entre las secciones 54 y 55 en
Simulium (T) n. sp, en S. muiscorum se ubica en la secciéon 54 y en S. sumapazense en
la seccion 55. En el brazo largo se identifican puffin band “pu” en la seccion 57, se
identificé grey band “gB” en la seccidon 60 igual que en S. sumapazense, y jagged ‘" se
identificd en la seccién 63 en Simulium (T) n. sp. igual que en S. sumapazense, los tres
marcadores anteriores Moreno (1982) no los reporta para S. muiscorum. El parabalbiani
se reportd en Simulium (T) n. sp. en la seccién 67, en S. sumapazense en la seccion 59 y
en S. muiscorum en la seccion 63, se encuentra que en este brazo respecto a S.
muiscorum, Simulium (T) n. sp presenta una inversion en las secciones 64-67 en la que
se incluye el parabalbiani, Vargas (2002) basandose en la expresion de este marcador

sugiere que este segmento puede estar invertido en S. sumapazense.
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Mattos (2007), Gomes da Silva & Hamada (2008), reportan que el montaje de las
laminas, asi como la calidad de los cromosomas y la realizacion del Squash puede influir
en la lectura de los complementos, y por eso las diferencias encontradas pueden deberse
a un sesgo de la técnica, especialmente aquellas en que los marcadores se presentan en
secciones diferentes. Al ser el squash una técnica en la que influye el sesgo
metodoldgico es posible observar diferencias en el tamafio de los cromosomas,
guedando algunos mas distencionados y otros mas compactos, de igual manera la
elaboracion del mapa va a depender de este aspecto y de la divisién arbitraria de los
complementos realizada por cada autor (Rothfels, 1978, Charalalambous et al.,1996,
Adler et al., 2004; Chuvareva & Petrova, 2007) teniendo en cuenta esto es posible que
marcadores como el anillo de balbiani, el trapezoide, o incluso el centrdmero se
encuentren en las mismas secciones en las tres especies (S. muiscorum, S.
sumapazense y Simulium (T) n. sp.). Acorde con lo descrito por Dunbar (1966), Rothfels
(1978), Moreno (1982), Campos (1989), Arteaga (1996), Adler et al. (2004), la ubicacién
del anillo de Balbiani se encuentra en el brazo corto del cromosoma Il en la tribu
Simuliini y la ubicacion del parabalbiani sirve para identificar este mismo cromosoma,
aungue no se tiene claridad en las secciones donde se encuentran, respecto a otras
especies del grupo Orbitale (mencionadas arriba), se observa que el anillo de Balbiani
conserva su ubicacion en el brazo corto del cromosoma Il, y el parabalbiani en el brazo

largo del mismo cromosoma.

En cuanto al cromosoma Il se observaron similitudes en el patron de bandeo entre
Simulium (T) n. sp. y S. muiscorum, sin embargo two heavy “2” y el blister “BI” se
ubicaron en la seccion 75 en Simulium (T) n. sp., mientras que en S. muiscorum y S.
sumapazense se ubican en la seccion 76, la capsula” en la seccion 78 en Simulium (T) n.
sp y en la seccién 79 en las otras dos especies. El centromero esta ubicado en la seccion
82 en Simulium (T) n. sp, en S. muiscorum se ubica en la seccién 83 y en S.
sumapazense entre las secciones 82 y 83. El N.O. (region organizadora nucleolar) en S.
muiscorum y S. sumapazense se ubica en el brazo corto en la seccién 82 en las dos
especies, sin embargo en Simulium (T) n. sp se ubica en el brazo largo. La ubicacién del
N.O. dentro del complemento cromosémico también diferencia especies (Rothfels &

Dunbar, 1953), lo que confirma que Simulium (T) n.sp., S.muiscorum y S. sumapazense
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son especies distintas. Dunbar (1962, citado por Duque, 1980) menciona la
diferenciaciéon de 20 especies del subgénero Eusimulium utilizando la posicién de este
marcador, Bedo (1975, citado por Moreno, 1982) reporta la presencia de este marcador
para el complejo S. venustum/verecumdum en el IlIL y en S. pictipes en el IS cerca al
telomero, Gomes da Silva & Hamada (2008) reportan que este marcador se encuentra en
diferentes secciones en las especies del grupo Orbitale trabajadas, S. guianense, S.
perplexum, S. hirtipupa y S. itaunense presentan este marcador en el IL y S. scutistriatum
en el llIL. Alvan-Aguilar et al. (2005) reportan que en S. quadrifidum y en S.cauchense
(ambas pertenecientes al subgénero Psaroniocompsa) la ubicacion del N.O. esta en
diferentes brazos IlIS y IS respectivamente, segun Adler & Kim (1986, citado por Mattos,
2007) y Rothfels (1988) las especies filogenéticamente relacionadas presentan la

localizaciéon del N.O. conservada.

Cuando se compara el patron de bandeo del IlIL de Simulium (T) n. spy S. muiscorum,
se encuentra que Simulium (T) n. sp. presenta 3 inversiones complejas que implican
desde la seccion 87 a la seccion 99 siguiendo la secuencia ahidechgfj en Simulium (T)
n. sp. y en S. muiscorum abcdefghij. Rothfel (1989) credé un modelo de especiacién de
simulidos dirigido por reordenameintos cromosoémicos, en él se establece que especies
muy cercanas difieren por inversiones cromosomicas y la especiacién resulta de
diferentes sistemas de genes co-adaptados lo que da como consecuencia divergencias
en ciclos de vida, preferencia por hospederos o diferencia de nichos, esto Ultimo podria
estarse presentando en el caso de la nueva especie con respecto a Simulium muiscorum.

En relacion a la especie mas cercana Simulium sumapazense, hasta el momento no han
sido encontradas compartiendo habitat, aunque si, en sitios muy cercanos como es el
paramo de Sumapaz y la carretera Choachi-Bogota, sin embargo, a pesar de haber
buscado en estos sitios no pudo ser colectada, si esta condicién persiste, es posible que
entre las dos especies haya un aislamiento ecoldgico. Con estudios mas profundos se ha
llegado a ver diferencias ecolégicas en complejos de especies reconocidas por
citogenética especialmente de especies implicadas en la transmision de agentes
patégenos, como es el caso del complejo Simulium damnosum en Africa, por tanto se

sugiere hacer un mayor esfuerzo de muestreo para ampliar o verificar la distribucion de
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las dos especies con el fin de confirmar si hay o no aislamiento ecoldgico o aislamiento
geografico. Tangkawanit et al. (2009) y Adler et al. (2010) proponen que el

establecimiento de un segundo polimorfismo aumenta aln mas el nimero de posibles
linajes y al tener en cuenta estas posibilidades, se puede desarrollar un marco predictivo,
fue asi como, sobre la base de dos reordenamientos superpuestos, se establecieron 8

citoformas del complejo S. tani en Asia oriental.

Los estudios citogenéticos han sido fundamentales para comprender la genética de
poblaciones y evolucion de los simulidos y han aclarado muchos aspectos de su biologia,
incluyendo su papel epidemiol6gico. Sin embargo su baja replicacion en los tejidos de
pupas y adultos los hace menos susceptibles de analisis detallado banda por banda
(Bedo, 1976; Adler et al., 2010) y los estudios morfoldgicos se pueden dificultar porque la
expresion puede estar sujeta a cambios ambientales, aunque la variacién morfolégica es
importante por derecho propio, ya que puede ser directamente adaptable (Adler et al.,
2010). En razén a lo referente, la taxonomia y citogenética se refuerzan por las
metodologias de secuencia de ADN, que como herramienta Util complementa la genética
de poblaciones, evolucion filogenética y clasificacion molecular de especies relacionadas
(Flook & Post, 1997; Adler et al., 2010, Hernandez et al., 2012).

Hebert et al (2003 a y b) aseguran que el diagndstico certero de una especie es central
para la investigacion biologica y que la delimitacion de las especies basadas en criterios
morfoldgicos es complicado muchas veces por la plasticidad fenotipica, la variabilidad
genética, taxa cripticos y las peculiaridades de los diferentes estados de vida o géneros,
por lo cual estos autores propusieron el sistema Barcode. El andlisis con el modelo
Kimura 2 parametros da el mejor estimativo de difergencia cuando las distancias

genéticas son bajas. (Conflitti et al 2012)

Los resultados obtenidos indican que la porcién de COI utilizada discrimina entre
especies de simulidos, tal como los sugiri6 Hebert et al. (2003) al proponer el uso del
este gen mitocondrial para identificacion de especies animales. Los andlisis preliminares

filogenéticos basados en las secuencias de ADN realizados por Maximum Parsimony
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(MP), Maximun likelihood (ML) y Neighbor Joining (NJ) utilizando el método Kimura -2-
Parametros (K2P) muestra diferencias a nivel nucleotidico entre S. muiscorum y

Simulium (T) n. sp. para el gen mitocondrial COl al relacionarlas con S. nigrimanum,

especie del subgénero Trichodagmia perteneciente al grupo Orbitale con valores
boostrap de 100, manteniéndolas en el mismo nodo. Hernandez et al. (2012) muestra en
su trabajo un andlisis filogenético utilizando NJ, del gen mitocondrial COI de especies
de los subgéneros Trichodagmia, Aspathia y Simulium y de igual manera cada especie
es separada segun subgénero y grupo de especies, en el caso del subgénero
Trichodagmia forma grupos bien definidos de especies basados en caracteres
morfologicos, agrupando en nodos cercanos las especies del Grupos Orbitale y las

especies del grupo Canadense.

Como una parte complementaria en el andlisis de este gen mitocondrial en la especie S.
muiscorum, se realiz6 un andlisis preliminar con secuencias obtenidas de individuos de
esta especie recolectados en Bogota y en la localidad tipo ( Rio Teusaca, La Calera), los
cuales relaciona en el mismo nodo con valores bootstrap de 80% y las separan en otro
nodo con valores bootstrap de 99%, al comparar las secuencias de S. twonsendi, de
individuos recolectado por Loja, en Ecuador y por Moreno en el paramo de Sumapaz
(Colombia), indicando que son especies distintas (Anexo H). Es importante mencionar
que a pesar que se encuentre una secuencia de la especie S. townsendi, de muestras
recolectadas en Colombia, esta especie aun no esta reportada oficialmente para el pais,
con lo cual se requiere ampliar la zona de muestreos para confirmar la presencia de esta

especie.

La especie Simulium muiscorum Bueno, Moncada & Mufoz de Hoyos 1979, fue descrita
bajo el subgénero Hemicnetha, el cual se acepté como sinonimia de Trichodagmia por
Shelley et al. (2010), Coscarén en 1987, la expone como especie perteneciente al
subgénero Grenieriella (Coscarén & Coscardn-Arias, 2007), el cual fue considerado
sinonimia de Trichodagmia por Vargas & Diaz Najera en 1953 y aceptado por Crosskey &
Howard (1997) y por Adler & Crosskey (2010). Actualmente esta especie esta ubicada en
el subgénero Trichodagmia pero Hernandez & Shelley, (2005) la consideran sinonimo de
Simulium (Trichodagmia) townsendi, basandose solo en los caracteres morfolégicos de

la Hembra, con el analisis de citogenética y COIl y acorde con Coscar6on & Coscardn-
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Arias, 2007 y Adler & Crosskey 2012, 2013 en el presente trabajo se acepta a Simulium
muiscorum como una especie valida diferente de S. townsendi.

En el caso del marcador ITS2 se observa un patrén similar para los tres analisis MP, ML
y NJ, en el que separa S. tuberosum (subgénero Simulium) de las especies del
subgénero Trichodagmia, S. muiscorum, Simulium (T) n.sp. y S. guianense, soportado
con valores bootstrap de 93-100%. Tanto los resultados de COIl como ITS2 reflejan las
observaciones basadas en caracteres morfol6gicos o comportamentales. Thanwisai et al.
(2005) en un acercamiento filogenético con ITS2, sugiere que los subgéneros
Nevermanni y Montisimulium estdn mas estrechamente relacionados con el subgénero
Gomphostilbia que con el subgénero Simulium, sus datos son consistentes al relacionar
los datos morfolégicos y de comportamiento, puesto que las hembras adultas de los
subgéneros Nevermania, Montisimulium y Gomphostilbia son ornitofilicos con una ufia
bifida adaptados para el movimiento a través de pluma. La Rue et al. (2009) muestra en
su investigacién el poder de resolucion de ITS2 para extender mucho mas alla del nivel
de género, aunque no se tenga una filogenia completamente documentada, el muestreo
realizado por ellos muestra géneros bastante divergentes que permiten rastrear

acontecimiento remotos como la division basal de Simuliinae.

Las inferencias filogenéticas de acuerdo a los valores bootstrap sugieren una
separacion de especies entre los subgéneros Simulium y Trichodagmia, y de igual
manera entre especies del subgenero Trichodagmia para los dos marcadores
moleculares utilizados. Segun Hebert et al (2004), el barcode DNA reconoce especies
certeramente cuando 1. Las secuencias no son compartidas entre especies hermanas y
2. La variacién intraespecifica no excede la divergencia interespecifica. Estos mismos
autores establecen que las secuencias de genes pardlogos no detectados no es

comunmente la causa de la ausencia de monofilia de las especies sibilantes.

Cabe resaltar que en este trabajo los marcadores moleculares se usaron como una
herramienta mas para establecer si Simulium (T) n.sp. era una especie diferente o0 una
variacién morfoldgica de S. muiscorum y no hacer inferencias filogeneticas para lo cual

es necesario tener en cuenta medidas de divergencia interespecifica e intraespecifica
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entre diferentes poblaciones geograficas y soportarlo con un mayor ndmero de
secuencias que permitan un andlisis mas robusto en cuanto a filogenia del subgénero

Trichodagmia en Colombia.

Con este trabajo se resalta la importancia de partir de una buena diferenciacion
morfoldgica, que junto a otras fuentes de informacién aseguran el estatus especifico de
los ejemplares estudiados y por tanto debe haber una buena correlacion entre los
caracteres morfolégicos, citogenéticos y moleculares para que la identificacién de las
especie sea lo mas exacta posible, cumpliendo con lo establecido en la taxonomia
integrativa, la integracion de esta tres herramientas permitié establecer que Simulium
(T) n. sp y S. muiscorum son diferentes, que pertenecen al subgénero Trichodagmia y se

ubican en el grupo Orhitale.
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6.Conclusiones y Recomendaciones

6.1 Conclusiones

- Las evidencias morfolégica, citogenética y molecular establecen que la
variacion morfologica hallada en el Parque Nacional Natural Chingaza
corresponden a una nueva especie perteneciente al subgénero Trichodagmia,

grupo orbitale.

- Simulium (T) n.sp. presenta tres pares de cromsomas en los cuales se
observan una inversién diferencial del sexo en el brazo largo del cromosoma
uno, dada por las inversiones IL-1 y IL-3 para hembras (cromosoma X), y IL-3
para machos (Cromosoma Y). Respecto al patron de bandeo de S.
muiscorum, Simulium (T) n.sp muestra siete inversiones fijas: tres en el

cromosoma | (1S-1, 1S-2 y IL-1), una el brazo largo del cromosoma Il (lIL-1), vy

tres en el brazo largo del cromosoma Il (I1IL-1, IIL-2 y [IIL-3).

- En las tres especies, Simulium (T) n.sp., S. muiscorum y S. sumapazense la
regién organizadora nucleolar se encuentra en el cromosoma lll, sin embargo

en Simulium (T) n.sp se encuentra en el brazo largo, mientras que en las
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otras dos especies se encuentra en la base del brazo corto, con lo que

conlcuimos que las tres especies se ubican en el mismo subgenero.

El gen mitocondrial COIl y el ITS2 muestra una discriminacién entre especies
de Simulidos, de igual manera muestran una cercania entre las especies del
subgenero Trichodagmia, Simulium (T) n.sp. y S.muiscorum Yy las diferencia

una de otra.

Un andlisis de las secuencias del gen mitocondrial COIl de S. muiscorum y S.
townsendi establece que si bien son especies cercanas difieren la una de la

otra.

Si bien el uso de marcadores moleculares ha sido ampliamente implementado
y puede ser de gran utilidad en el momento de determinar diferencias entre
especies, el estudio de los cromosomas politénicos en la familia Simuliidae
sigue siendo una herramienta valida y que da mayor soporte tanto al estudio
morfolégico como al molecular en el momento de esclarecer el estatus

taxondmico de una especie.

El hallazgo de una nueva especie enriquece la biodiversidad del pais y a su
vez amplia el registro de la Familia Simuliidae en Colombia y en especial del

Subgénero Trichodagmia.

El presente estudio permiti6 confirmar la presencia de las especies S.
furcillatum, S. muiscorum, S. cormonsi y Gigantodax ortizi, y el hallazgo de G.
chilensis, G paramorum, G.cerviconis, G. basinflatus, G. multifilis, S.
pautense, lo cual se convierte en registro para el PNN Chingaza y este ultimo
para el pais, con estas tres especies se amplia la biodiversidad de simulidos

en Colombia a 67 especies validas.

Un tratamiento inadecuado del material al momento de recolectarlo y de
trabajarlo en laboratorio puede verse reflejado en pérdida de material, mala
calidad de las preparaciones y en la baja calidad en la obtencion de ADN para

amplificacién de marcadores moleculares.
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- La dificultad de obtener adultos en campo hace que la obtencién de series
entomolégicas sea una herramienta importante para relacionar las

caracteristicas de larva, pupa y adulto.

- Los procesos investigativos ayudan a fortalecer y mejorar las alianzas
estratégicas entre instituciones de investigacién y educacion asi como las
interrelaciones entre los grupos de investigacion establecidos, permitiendo el

intercambio de ideas, herramientas e informacion.

6.2 Recomendaciones

- Realizar un seguimiento de la especie Simulium (T) n. sp. con el fin de
determinar si la variacion morfolégica que presenta en la branquia respiratoria
puede estar influenciada por cambios ambientales.

- Es necesario ampliar las zonas de muestreo dentro del Parque Nacional
Natural Chingaza y en Colombia con el fin ampliar la distribucion, el registro
e identificar los puntos de biodiversidad de la Familia Simuliidae en esta zona

y en el pais.

- Es importante realizar un analisis mas profundo, en el que se integren
diferentes herramientas, en lo que respecta a las especies S. muiscorum y S.
townsendi con el fin de esclarecer cual es el estatus taxonémico de estas.

- Se recomienda realizar recolectas de la especie Simulium sumapazense para
complementar el estudio morfolégico, citogenético y molecular de las especies
del subgénero Trichodagmia en Colombia.

- Es importante seguir fortaleciendo las alianzas estratégicas entre grupos de
investigacion y entidades de dedicadas a la investigacion asi como de

educacioén superior tanto nacionales como internacionales.
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Es importante continuar implementando este tipo de estudios, que integren
otras herramientas, no solo en la familia Simuliidae, también deben aplicarse
a otros insectos de interés médico-veterinario, con el fin de ampliar la
informacién sobre estos para una mejor toma de decisiones en lo que se
refiere a la implementacion de estrategias de control, prevencién y vigilancia
de Enfermedades Transmitidas por Vectores (ETVS).
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