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Resumen

La leishmaniasis es transmitida por algunas especies de flebotomineos. Dada la compleja
taxonomia de este grupo tan diverso, se necesitan nuevos métodos para una rapida y
practica identificacion. El objetivo de este trabajo fue realizar un inventario actualizado de
especies de flebotomineos y estimar la diversidad haplotipica de la secuencia “Barcode”,
en zonas endémicas para leishmaniasis. Se realizaron colectas usando trampas tipo CDC
en nueve municipios, resultando en un listado de 49 especies de la subfamilia
Phlebotominae. Adicionalmente, se encontrd6 un morfotipo denominado Trichophoromyia
Sp, que corresponde a una especie no descrita. Se aportan secuencias COI para un total
de 43 especies, 12 de las cuales no tenian secuencias previamente reportadas. Entre las
especies colectadas, 15 (30%) son reconocidas por sus habitos antropofilicos y
antecedentes epidemiolégicos en América. Se reporta por primera vez en Colombia la
presencia de Ev. (Eva) georgii y Pa. (Psa) pradobarrientosi, ademas de nuevos registros
para Caldas (3 especies) y Amazonas (7 especies).

Palabras clave: flebotomineos, taxonomia, inventario, Barcode, COlI.

Abstract

Leishmaniasis is transmitted by some species of phlebotomines. Given the complex
taxonomy of this diverse group, better methods for a fast and practical identification are
needed. The aim of this project was to make an updated inventory of sand fly species and
estimate haplotype diversity of the “Barcode” sequence in leishmaniasis-endemic areas.
Sampling was carried out using CDC light traps in nine municipalities, which has resulted a
list of 49 species of the subfamily Phlebotominae. Additionally, an undescribed species
belonging to a morphotype called Trichophoromyia sp. was found. COI sequences are
provided for a total of 43 species, 12 of which had no previous reported sequences.
Among the species collected, 15 (30%) are recognized for their anthropophilic behaviour
and epidemiological history in América. The presence of Ev. (Eva) georgii and Pa. (Psa)
pradobarrientosi is reported for the first time in Colombia, in addition to new records for
Caldas (3 species) and Amazonas (7 species).

key words: Sand fly, phlebotomine, taxonomy, inventory, Barcode, COI sequence.
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Introduccién

La leishmaniasis es un grupo de enfermedades causada por tripanosomatidos del género
Leishmania, es endémica en 98 paises y segun la OMS anualmente se presentan dos
millones de casos nuevos. En Colombia se presentan tres manifestaciones clinicas de la
enfermedad, siendo la leishmaniasis cutanea la mas comun. El pais ocupa el segundo
lugar en incidencia en América, después de Brasil (OPS 2007, Murray et al, 2005,
Reithinger et al. 2007).

El agente causal de esta enfermedad es transmitido a través de la picadura de hembras
de la subfamilia Phlebotominae Rondani, 1840. Se estima que en total hay cerca de 950
especies flebotomineos en el mundo, 550 en América (Duckhouse DA & Lewis DJ, 1980;
Galati, 2014).

Colombia cuenta con una gran diversidad de especies de flebotomineos con
caracteristicas morfolégicas particulares y cuyo papel en la transmision de la
leishmaniasis por lo general corresponde a especies determinadas (Alvar 2001), razon por
la cual su determinacion taxonémica es crucial para entender aspectos bioldgicos y
ecoldgicos que determinan patrones y dinamicas de las enfermedades que transmiten.

La identificacién de los flebotomineos se basa en caracteres morfolégicos; sin embargo,
se evidencian limitaciones de esta aproximacion de taxonomia clasica, tales como la
variacion dentro de una misma especie, la presencia de especies cripticas, la ausencia de
caracteristicas morfolégicas distintivas en algunas especies, la existencia y difusion de
técnicas de montaje no apropiadas, sumado a esto que se requiere un alto grado de
habilidad y experticia taxonémica. Estos aspectos sugieren la necesidad de busqueda de

herramientas adicionales para la identificacion rapida de especies.

Las herramientas moleculares estan siendo usadas ampliamente para explorar cuestiones
de taxonomia en los diferentes niveles jerarquicos. Al respecto se han usado secuencias
de genes ribosomales para evaluar relaciones evolutivas al interior de la subfamilia
Phlebotominae (18SrDNA y el dominio D2 en 28SrDNA) (Aransay et al, 1999), y al interior
del género Lutzomyia (Beati et al, 2004; Kato et al, 2007; Kato et al, 2008) ya que esta
region tiene una mayor tasa de mutacion; sin embargo, se ha planteado el uso de otros
genes mitocondriales (por ejemplo, el citocromo b y NADH deshidrogenasa 1 y 4), y
genes nucleares (como ITS2) para resolver relaciones intraespecificas y subgenéricas



(Beati et al. 2004; Vivero et al. 2007; Vivero et al. 2009). A raiz de la propuesta de utilizar
las secuencias de ADN como una herramienta de apoyo para el estudio de la diversidad
bioldégica, Hebert y colaboradores sugieren el uso y analisis del fragmento 5 del gen
mitocondrial citocromo ¢ oxidasa subunidad | (COI), llamado cdédigo de barras de ADN,
para inventarios rapidos de biodiversidad (Herbert y Gregory, 2005). Posteriormente esta
region pasa de ser de importancia para facilitar los inventarios de la biodiversidad a ser
una eficaz herramienta para la identificacion de especies (Azpurua et al, 2010; Contreras,
2013; Contreras et al, 2014; Pinto et al, 2015; Romero et al, 2016).

La iniciativa de coédigo de barras de ADN ha sido bien recibida por la conectividad y el
lenguaje comun de las secuencias de ADN, permitiendo a los investigadores de todo el
mundo avanzar en la taxonomia y los estudios sistematicos de los diversos grupos de
organismos, principalmente en insectos de importancia médica, donde se requiere la
identificacion rapida y precisa de las especies que estan presentes en un area de

transmision.

En cuanto a inventarios de especies de flebotomineos, basados en identificacién por
taxonomia clasica el trabajo mas relevante para Colombia es el de Bejarano y
colaboradores en el 2006, donde se presenta la distribucion geografica de 163 especies
de flebotomineos en el pais, de las cuales 14 especies han sido sefialadas como de
importancia médica (Bejarano, 2006; Vélez et al. 1991; Santamaria et al. 2006; Ferro et al.
2011).

A pesar de la eficacia de los cédigos de barras del ADN en otros taxa y de las dificultades
de identificacion o separacion morfoldgica de algunas especies de flebotomineos, existen
pocos estudios sobre Barcode y en general sobre taxonomia integrativa de flebotomineos
en Colombia.

A la fecha se destaca el trabajo desarrollado por Contreras y colaboradores en la zona
cafetera (2014), donde se asignaron los haplotipos de la secuencia de codigo de barras a
148 individuos pertenecientes a 36 especies. Este trabajo utilizé esta metodologia como
una herramienta valida para la identificacion molecular de especies de flebotomineos, en

combinacion con la morfologia.

Es importante resaltar que para el pais, solo se cuenta con la secuencia Barcode del 35%
del total de especies, lo que corresponde a 57 de las 163 (Azpurua et al, 2010; Contreras



et al, 2014; Hoyos et al, 2012; Romero et al, 2016); esto sin tener en cuenta que el
namero total de especies descritas podria incrementar considerablemente (se ha hablado
de 172 especies descritas para el pais), o que sugiere la necesidad de continuar
ampliando la libreria del fragmento 5’ del gen COlI, incluyendo todas las especies faltantes
y sobre todo, aquellas de las que se ha comprobado juegan un papel importante como
vectores de leishmaniasis en otros paises del continente. Esto con la idea de llegar a una
rapida y practica identificacion molecular de flebotomineos presentes en zonas

importantes de transmision de la enfermedad.

En este sentido, validar una técnica de identificacion molecular para especies de
flebotomineos, como apoyo a la taxonomia, sera especialmente Util en los casos en los
cuales la morfologia presenta limitaciones (Rangel et al, 1996; Dujardin et al., 1999; Uribe,
1999).

La actualizacion del listado de especies de flebotomineos y la precision de aquellas de
importancia médica, sera informacion contrastable y aportante en estudios
epidemiolégicos. Sin embargo, su mayor contribuciéon sera en el area de taxonomia, al

aportar nuevos registros geogréficos e incluso especies no descritas actualmente.

El presente estudio aportd un inventario actualizado de especies de flebotomineos y
estimod la diversidad haplotipica del grupo mediante el uso de la secuencia ADN de
Cddigos de barras “Barcode”, en zonas de importancia para la transmision de
leishmaniasis en Colombia.

Se evalud la utilidad del “Barcode”, como herramienta para la identificacion de especies y
se amplié la libreria genética en términos de este fragmento para el pais y para especies
similares en paises de Centroamérica como Mi. cayennensis cayennensis (Panama), Pi.
evansi (Honduras, Nicaragua), Ps. panamensis (Costa Rica, Panama4), Ny. trapidoi (Costa
Rica). Ademas, se confirmé que el uso del “cédigo de barras” permite la asociacion entre
machos y hembras de grupos de especies con hembras isomorficas.

Es importante mencionar que una mayor disponibilidad de secuencias para una misma
especie, proporcionara una vision mas completa y explicita en cuanto a la posibilidad de

utilizar la secuencia COl como un marcador molecular en esta region.



1. Capitulo 1: Marco teorico
1.1 Generalidades sobre los flebotomineos

Los flebotomineos son pequefios dipteros de la familia Psychodidae, hemat6fagos en su
mayoria y con importancia en salud puablica por su papel como vectores de la
leishmaniasis. Ademés, son transmisores de Bartonella bacilliformis agente causal de la
Bartonelosis, del virus de la estomatitis vesicular y de algunos arbovirus, probabamente
Phlebovirus (Anderson et al. 1997; Montoya-Lerma y Ferro, 1999).

1.1.1 Clasificacién taxon6mica y distribucién

Los flebotomineos pertenecen al orden Diptera, suborden Nematocera, familia
Psychodidae y subfamilia Phlebotominae. La taxonomia de este grupo es generalmente
basada en caracteres morfolégicos. Se ha propuesto multiples esquemas de clasificacion
para la subfamilia Phlebotominae, inicialmente Barretto (1961) y Duckhouse (1973)
hicieron revisiones sobre el grupo; Newstead en 1914 sugiri6 una division basada en
caracteristicas de la genitalia masculina, ademas de la venacion alar, la formula palpal y
antenal. Theodor (1948) propuso la divisién de la subfamilia en 4 géneros Phlebotomus y
Sergentomyia para las especies del viejo mundo, mientras que Brumptomyia y Lutzomyia

para las del nuevo mundo.

Fairchild (1955) dividi6 Phlebotominae, en dos tribus Bruchomyiini y Phlebotomini,
incluyendo Phlebotomus, Warileya y Hertigia; Phlebotomus en cinco subgéneros: (1)

Phlebotomus, (2) Sergentomyia, (3) Psychodopygus, (4) Viannamyiay (5) Brumptomyia.

Barretto (1962) sugiri6 para las especies americanas de Phlebotominae los géneros
Warileya, Brumptomyia y Lutzomyia. Este Ultimo a su vez dividido en 15 subgéneros.
Theodor (1965) adopté los géneros: Hertigia, Warileya, Brumptomyia y Lutzomyia; este
ualtimo dividido en 8 subgéneros propuestos anteriormente en la clasificacion de Barretto y

16 grupos de especies equivalentes a subgéneros.

Forattini (1971, 1973) considerd para la subfamilia los géneros Warileya y Brumptomyia,

mientras que las especies antes incluidas en el género Lutzomyia las dividié en 5 géneros



(1) Lutzomyia, (2) Psychodopygus, (3) Pintomyia, (4) Pressatia y (5) Viannamyia; no
obstante, esta clasificacion no fue muy aceptada entre los taxbnomos ya que la mayoria
de las especies fueron agrupadas a partir de caracteristicas artificiales (Young & Fairchild,
1974; Lewis et al. 1977).

En 1994 Young & Duncan realizaron una revision del género Lutzomyia y siguieron
basicamente la clasificacién de Lewis et al. (1977), adoptando los subgéneros Coromyia,

Psathyromyiay Sciopemyia.

La clasificacion que actualmente cuenta con mayor acogida entre los taxbnomos para
Phlebotominae, corresponde a la propuesta por Galati (1995) basada en el analisis de 88
caracteres cuantitativos y cualitativos de la subfamilia con un énfasis especial en los
grupos encontrados en Ameérica; esta propuesta divide la subfamilia en dos tribus:
Hertigiini (dos subtribus: Hertigiina e Idiophlebotomina) y Phlebotomini (dividida en
Australophlebotomina, Phlebotomina, Brumptomyiina, Sergentomyiina, Lutzomyiina vy
Psychodopygina, todas las especies encontradas en América se distribuyen en las ultimas
4 subtribus). De acuerdo a esta Ultima clasificacion se tiene para la subtribu Hertigiina los
géneros Hertigia (Fairchild, 1949) y Warileya (Hertig, 1948); para la subtribu
Idiophlebotomina los géneros Spelaeophlebotomus (Theodor, 1948), Idiophlebotomus
(Quate & Fairchild, 1961) y Chinius (Leng, 1987); la subtribu Phlebotomina con
Phlebotomus (Rondani, 1840) como Unico género; Australophlebotomina con
Australophlebotomus (Theodor, 1948); para la subtribu Brumptomyiina tenemos los
géneros: Brumptomyia (Franca & Parrot 1921) y Oligodontomyia (Galati, 1995); la subtribu
Sergentomyiina aparece con 3 géneros: Sergentomyia (Franca & Parrot 1920),
Deanemyia (Galati, 1995) y Micropygomyia (Barretto, 1962), este Ultimo con 4
subgéneros; en la subtribu Lutzomyiina se agrupan 9 géneros: (1) Sciopemyia (Barretto,
1962), (2) Lutzomyia (Franca, 1924), (3) Migonemyia (Galati, 1995), (4) Pintomyia (Costa
Lima, 1932), (5) Dampfomyia (Addis, 1945), (6) Expapillata (Galati, 1995), (7) Pressatia
(Mangabeira, 1942), (8) Trichopygomyia (Barretto, 1962) y (9) Evandromyia (Mangabeira,
1941); finalmente tenemos la subtribu Psychodopygina con 7 géneros (1) Psathyromyia
(Barretto, 1962), (2) Viannamyia (Mangabeira, 1941), (3) Martinsmyia (Galati, 1995), (4)
Bichromomyia (Artemiev, 1991), (5) Psychodopygus (Mangabeira, 1941), (6) Nyssomyia
(Barretto, 1962) y (7) Trichophoromyia (Barretto, 1962).

De acuerdo a esta Ultima clasificacion se tiene 28 géneros descritos, distribuidos en 8
subtribus y dos tribus de la familia Phlebotominae con cerca de 900 especies, las cuales



tienen una amplia distribucion mundial en areas tropicales y subtropicales, desde bajas
altitudes a nivel del mar, hasta los 3.200 msnm aproximadamente (Young y Duncan,
1994; Galati, 2014; Montoya-Lerma y Ferro, 1999). Para América se ha reportado la
existencia de 512 especies, distribuidas desde el sur de Estados Unidos hasta el norte de
Argentina (Young y Duncan 1994; Bejarano 2006; Galati 2003; Galati 2014).

1.1.2 Biologia y Ecologia

Los flebotomineos tienen metamorfosis completa (holometabolos) (Young y Duncan,
1994; Killick-Kendrick 1999; Munstermann, 2004). Se registran como sitios de postura
lugares ricos en materia organica donde se desarrollan los estadios larvarios (Young y
Duncan, 1994; Munstermann, 2005).

Por lo general los flebotomineos adultos inician esta etapa con muy pocas reservas de
energia para el vuelo y la supervivencia, por tanto, requieren rapidamente una fuente de
carbohidratos, por lo que buscan alimentarse de azucares encontrados en la savia de
plantas y frutas maduras (Chianotis, 1974), también se alimentan de sustancias

azucaradas producidas por afidos (Killick-Kendrick, 1987; Wallbanks et al. 1990).

Para fines reproductivos, posterior a la copula la hembra procede a la ingesta sanguinea,
gue es realizada en un amplio rango de vertebrados endotérmicos (ganado, perros,
roedores y humanos) y exotérmicos (reptiles y anfibios) (Travi y Montoya, 1994); el fin de
la ingesta es la sintesis de reservas de lipidos y carbohidratos involucrados en la
produccion de huevos, esto a partir del alto contenido proteinico de la sangre del
vertebrado (Pennington y Wells, 2005). Los flebotomineos se alimentan por medio de un
mecanismo conocido como telmofagia, que es basicamente una acumulacién de sangre
en la superficie de la piel del hospedero, producida por un corte en capilares superficiales
producido por el insecto (Black y Kondratleff, 2005). La saliva de los flebotomineos al igual
gue otros insectos hematofagos, contiene una cantidad de productos farmacolégicamente
activos que alteran los sistemas hemostaticos, inflamatorios e inmunes del hospedero,
con el fin de favorecer el proceso de alimentacion (Valenzuela, 2005). El proceso de
alimentacion es favorecido por la presencia de atrayentes propios del vertebrado como
olores caracteristicos de algunos animales, el CO2, el calor, entre otros (Hamilton Y
Ramsoondar, 1994).



Existen también algunas especies de flebotomineos que son autdgenas, es decir que las
hembras no requieren de la ingesta sanguinea para producir un pequefio niumero de
huevos, por lo menos durante el ciclo de la primera oviposicion (zZhioua y Chelbi, 2005),
por ejemplo Lu. lichyi (Floch y Abonnenc, 1950). Sin embargo, la liberacién de esperma
del espermatéforo y el movimiento hacia la espermateca ocurre sélo en hembras que se
alimentan de sangre (AFPMB 2001; llango 2005). Es esta necesidad de alimentarse de
sangre la que ha contribuido a que estos insectos desempefien un papel como vectores
de diversos agentes patdgenos para los seres humanos (Killick-Kendrick, 1999;
Munstermann, 2004).

Los machos emergen un dia antes que las hembras, ya que durante este tiempo su
genitalia debe rotar 180 grados, para que pueda acoplarse apropiadamente con la de la
hembra al momento del apareamiento (Klowden y Zwiebel, 2005). En estos insectos el
apareamiento se da en leks, sitios que las hembras visitan y donde los machos se
agregan y defienden su territorio (Jones y Quinnell, 2002). Una vez el macho tiene éxito
en su cortejo, se genera la copula, donde el macho sujeta a la hembra e introduce su
edeago en ella para depositar esperma y secreciones en la bursa copulatrix (Klowden y
Zwiebel, 2005), posteriormente el esperma es almacenado en la espermateca de la
hembra, donde permanece hasta la fertilizacion de los huevos justo antes de la
oviposicion (Traviy Montoya, 1994).

En cuanto a su capacidad de vuelo, los flebotomineos se conocen como voladores débiles
y con poca capacidad de dispersion (Killick-Kendrick, 1999; Munstermann, 2004), también
son reconocidos por sus habitos crepusculares y nocturnos (Desde las 16:00 hasta las
07:00 horas del dia siguiente), momento en que la temperatura disminuye y la humedad
aumenta (Alexander, 2000; Casanova, 2001).

1.1.3 Ciclo de vida

El desarrollo de los flebotomineos ocurre a lo largo de varios estados de desarrollo como
en todos los holometédbolos: huevo, larva (4 instares), pupa y adulto (Young y Duncan,
1994). La duracion y caracteristicas del ciclo de vida de estos insectos se ha conocido
gracias a estudios de crias en colonias bajo condiciones de laboratorio, principalmente de
especies que se han relacionado con la transmisién de la leishmaniasis como Lu.
(Lutzomyia) longipalpis y Pintomyia (Pifanomyia) ovallesi (Morales et al. 1984; Ferro et al.



1998; Montoya et al 1998; Neira et al. 1998; Cabrera et al. 1999; Cabrera et al. 2000;
Escovar et al. 2004, Morales et al. 2005).

El desarrollo 6ptimo de los flebotomineos ocurre en un rango de temperaturas entre 17°C
y 31°C. Temperaturas superiores a 40°C pueden causar dafio a los huevos y las larvas,
mientras que temperaturas inferiores a 10°C pueden causar retraso del desarrollo. La
exigencia de humedad es muy alta, sin embargo, los suelos permanentemente himedos
no son buenos criaderos (Lucientes et al. 2005). Posterior a la ingesta sanguinea inicia el
desarrollo de los huevos, proceso que tarda entre 6 y 9 dias. Durante la oviposicion las
glandulas accesorias de la hembra segregan una sustancia pegajosa para anclar los
huevos depositados de forma aislada o en masa sobre sustratos ricos en materia
orgéanica, que por lo general presentan alta humedad relativa (Alexander, 1994,
Feliciangeli, 2004; Mascari, 2008). Los huevos de los flebotomineos son ovalados,
ligeramente curvos, de color claro a oscuro, miden entre 300 y 500 um, presentan
protuberancias propias de la especie o complejo de especies y forman patrones tipicos
(irregulares, poligonos, eclipses, crestas, fosas, montafias). Estos patrones superficiales
permiten separar especies que presentan dificultad en la taxonomia por meétodos

tradicionales, como las especies del grupo verrucarum (Sierra et al, 2000).

La hembra deposita entre 40-70 huevos segun la especie, tamafio y calidad de la ingesta
sanguinea (Sierra et al, 2000), la oviposicion se da sobre sustratos himedos y la eclosién
tarda de 8 a 15 dias dependiendo de condiciones ambientales (Barreto, 1941; Young &
Duncan, 1994). Posterior al tiempo de incubacion de los huevos (4-20 dias) ocurre la
eclosion del primer estadio larval. La etapa larval se completa en 18 dias, pero
normalmente dura mas tiempo dependiendo de la temperatura. Las larvas se alimentan
de materia organica y su desarrollo incluye cuatro etapas: larva de primero, segundo,
tercer y cuarto instar, que se diferencian entre si por el tamafio. Se caracterizan por ser
pequefias, alargadas, presentan una capsula cefalica esclerotizada bien desarrollada que
se diferencia del resto del cuerpo (Pesséa y Barreto, 1948; Caceres, 1989; Young &
Duncan, 1994). Las larvas del cuarto instar se diferencian por tener un esclerito oscuro,
en el dorso del octavo segmento abdominal (Alexander, 1994; Montoya y Ferro, 1999). El
altimo estadio larval tiene el torax abultado y deja de alimentarse para refugiarse en un
lugar apropiado donde se convierte en pupa. La pupa presenta un color pardo, tamafio de
2-4 mm, algo alargada, vermiforme, casi descubierta de cerdas y esta anclada al sustrato

por medio del Ultimo segmento abdominal, que le permite conservar una posicion erecta



(Young y Duncan 1994). El desarrollo de la pupa tarda entre 10 a 20 dias, en condiciones
optimas, y cuando esté lista para la emergencia, el adulto completamente formado en el
interior de la pupa, rompe la envoltura mediante movimientos constantes en la parte
inferior, abandonando asi la exuvia (Young y Duncan, 1994; Montoya y Ferro, 1999). El
promedio de vida de la forma adulta es de 25-30 dias (Artemiev et al, 1972; Young et al,
1981; Killick Kendrick, 1987; Young & Duncan, 1994; Alexander, 2000; Feliciangeli, 2004).

Los adultos son pequefios (2 a 3mm de longitud) y el color puede variar de amarillo o gris
plateado pdlido a casi negro, se caracterizan por tener tres pares de patas largas, alas
lanceoladas, térax giboso, cuerpo revestido de cerdas largas y finas que le confieren
aspecto hirsuto (Young y Duncan, 1994; Montoya y Ferro, 1999; Ibafiez, 1999; Galati,
2003). La cabeza es pequefia, presenta 0jos compuestos y antenas largas, iguales en
machos y hembras (Young y Duncan, 1994). La cabeza forma un angulo casi recto con el
torax. El abdomen posee diez segmentos, los tres ultimos modificados que constituyen la

genitalia.

1.1.4 Diagnosis taxondémica de Phlebotominae

La identificacion taxondémica se basa en caracteres del estado adulto, asociados a la
cabeza (palpémeros, flagelbmeros, ascoides y cibario), térax (longitud de venas alares,
longitud y espinas de fémur, quetotaxia y setas en pleuritos) y abdomen (genitalia
masculina y femenina) (Theodor, 1965; Young y Duncan, 1994; Galati, 2014). En lo que
respecta a la caracterizacion de estados inmaduros de flebotomineos a partir de
especimenes de colonia, se realizaron algunas descripciones de huevos a partir de la
ultraestructura del corion que fueron Utiles para diferenciar especies del género Lutzomyia
(Endris et al. 1987; Feliciangeli et al. 1993; Pérez y Ogusuku, 1997; Bejarano et al. 2003;
Sierra et al. 2000).

En cuanto a los estadios de larva hay pocos estudios que sugieren el uso de los patrones
morfoldgicos de quetotaxia, nomenclatura y numeracion de las setas de la larva de cuarto
instar. La identificacion basada en estos caracteres resulta dificil ya que no existe
uniformidad nomenclatorial. Como resultado de estas dificultades no se cuenta hasta la
fecha con claves taxondmicas para la identificacion de estados inmaduros, lo que en parte
se atribuye a la dificultad para encontrarlos en la naturaleza.



A continuacion, se da una descripcion general de las estructuras de importancia en la

identificacion taxondmica de adultos:

Cabeza: Externamente la capsula cefélica esta formada por los ojos compuestos que
ocupan la mayor parte, en general con una distancia inter-ocular caracteristica en algunas
especies. Las partes bucales estan dispuestas en una probdscide, que se compone de
tres piezas Unicas: el labro-epifaringe en posicion dorsal, la hipofaringe en posicion
intermedia y el labio ventralmente; y dos estructuras pareadas, mandibulas y maxilas. En
la parte posterior de la cabeza se observa la faringe que en su margen superior puede
presentar estrias o espinas, denominandose faringe armada o desarmada. La faringe se
conecta al cibario por el puente posterior y la protuberancia posterior. El cibario presenta
dientes horizontales y verticales cuyo ndmero, disposicion y forma son caracteristicos y
diagnosticos de cada especie; otros caracteres importantes en el cibario son la presencia
de areas pigmentadas y un arco cibarial que puede estar completo, incompleto o ausente
(Young y Duncan, 1994; Galati, 2014). El palpémero se encuentra dividido en cinco
segmentos, el primero y el segundo estan parcialmente fusionados, la longitud y relacién
meétrica entre palpos estad relacionada con la separacion de grupos y subgéneros
(formulas palpales pueden ayudar a identificar especie). Las antenas presentan: escapo,
pedicelo y 14 flagelomeros. A partir del segmento Il se encuentran los ascoides,
conocidos como Organos sensoriales de estos insectos, cuya longitud y disposicion, son
un importante caracter taxondmico para la identificacion de especies (Galati, 2014;
Abonnenc, 1972)

Torax: esta bien desarrollado como en todos los dipteros, se divide en tres segmentos,
dorsalmente es llamado noto, lateralmente pleura y ventralmente esternito, los cuales de
acuerdo con Galati (2013) reciben el prefijo pro, meso y meta, respectivamente y pre y
pos para definir partes de los mismos. Cada segmento esta asociado a un par de patas,
éstas se caracterizan por ser muy largas y delgadas, siendo las traseras ciertamente mas
largas que las demas (Abonnenc, 1972). Para la determinacion de especies resulta Gtil la
presencia y numero de cerdas en esta estructura, ademas de zonas de alta pigmentacion
(pleuras) en algunos grupos. En cuanto a las alas, es importante para la determinacion de
especie la disposicion de las venas radiales (M1, M2, M3, M4, R1, R2, R3, R4, R5,yrb)y
la longitud de segmentos (a, B,y, 6 y ) (Young y Duncan, 1994; Galati, 2014).

Abdomen: Se encuentra constituido por 11 segmentos, los tres dltimos modificados para

constituir la genitalia. La genitalia femenina estd formada a partir del octavo segmento



hasta el 11, y presenta un par de espermatecas, dotadas de un par de glandulas
accesorias y la furca genital, estructura fuertemente esclerotizada. Las espermatecas
presentan un cuerpo, en forma de saco que se conectan por medio de ductos individuales
a un ducto comun. La morfologia y longitud de las espermatecas son de importancia
taxondmica a nivel de especie y algunas caracteristicas permiten las agrupaciones en
subgéneros y grupos. La longitud, segmentacion y relacion de los ductos individuales con
respecto al ducto comin son de relevancia en la separacion taxonomica (Young y
Duncan, 1994; Galati, 2010).

La genitalia masculina externa se compone principalmente de: el gonocoxito que varia en
cuanto a forma y presencia de tufos de setas, y en el cual se articula el gonoestilo que
soporta un namero variable de espinas accesorias, terminales y subterminales; de la base
del gonocoxito emergen también los parameros que pueden tener un patron de insercion
de setas, presentar tubérculos o espinas; otras estructuras importantes en la identificacion
por morfologia son los I6bulos laterales y los cercos que varian en cuanto a longitud y
forma, todas las estructuras antes mencionadas son pareadas. La genitalia masculina en
Su anatomia interna, presenta una bomba eyaculadora y unos filamentos genitales de
forma y tamafio variable (Young y Duncan, 1994; Galati, 2014, Abonnenc, 1972).

1.1.5 Identificacién molecular

Actualmente los marcadores moleculares y en particular las secuencias de ADN, son muy
usados en entomologia médica (Berlocher, 1984; Caterino et al. 2000; Lanteri et al. 2002).
Los principales avances involucran estudios de taxonomia molecular y filogenia en
aspectos como la diversidad genética, el flujo de genes y recientemente algo conocido
como taxonomia integrativa, donde para determinar especies se acude a todas las
posibles evidencias ya sean datos morfologicos, moleculares, comportamentales y
ecoldgicos (Caterino et al, 2000; Lanteri et al, 2002; Padial et al, 2009; Contreras, 2013).
Otro aspecto importante sobre el uso de los marcadores moleculares es el planteamiento
de hipotesis que expliquen la historia natural o distribucion actual de las especies,
mediante la identificacion de diferentes haplotipos para una misma especie. Con base en
datos moleculares también es posible diferenciar especies simpatricas, alopétricas y
parapatricas, asi mismo, obtener estimativos relevantes para entender la dinAmica y la

estructura de las poblaciones naturales o estudiar, aspectos como la resistencia a



insecticidas y la relacion parasito-vector (Berlocher, 1984; Caterino et al. 2000; Lanteri et
al. 2002; Besansky, 2003; Contreras, 2013).

Entre los marcadores moleculares, las secuencias de genes mitocondriales son
ampliamente usados para realizar estudios de taxonomia y de filogenia de poblaciones o
especies cercanas (Avise, 2000; Galtier et al, 2009), pues su tasa de mutacion es elevada
con respecto a la de otros genes (nucleares) y por lo tanto adecuada a niveles especffico
e intraespecifico (Avise, 2000; Galtier et al. 2009). Los genes mitocondriales Citocromo B,
NAD deshidrogenasa 1 y 4, ARN de transferencia para serina y subunidad pequefia
ribosomal han sido evaluados como marcadores moleculares para estudiar las relaciones
filogenéticas y la taxonomia de especies de flebotomineos (Beati et al. 2004; Vivero et al.
2007; Vivero et al. 2009; Valderrama et al. 2014; Coutinho et al. 2008), también han sido
de gran utilidad cuando se sospecha la existencia de complejos de especies (Uribe et al.
2001; Arrivillaga et al. 2002; Valderrama et al, 2014). Actualmente, el fragmento 5° del gen
mitocondrial Citocromo Oxidasa subunidad | (COI) ha sido propuesto como Cddigo de
barras del ADN por Hebert et al. (2003), propuesta que hace parte de la iniciativa
internacional llamada consorcio para el codigo de barras de la vida (CBOL: Consortium for
the Barcode of Life; http://www.barcoding.si.edu/) como un método universal para facilitar
la identificacion de especies, agrupando individuos desconocidos con entidades
taxondmicas definidas a priori (caracteres morfoldgicos), con base en la similitud de
secuencias (Hebert et al. 2003; CBOL, 2005). Esta aparece como una excelente
herramienta en el caso de insectos de importancia médica, donde se requiere saber de
forma répida y acertada cuales son las especies presentes en un area de transmision
(Besansky et al. 2003; Azpurua et al. 2010; Cohnstaedt et al. 2011; Jinbo, 2011; Contreras
et al, 2014).

La tipificacion molecular basada en la asignacion de haplotipos a especimenes de
Phlebotominae en América inicio recientemente incluyendo ejemplares de Panamé, donde
se asignd la secuencia Barcode a 19 especies (Azpurua et al. 2010). En el pais el trabajo
con esta secuencia inicio con la tipificacién de especimenes de la especie Lu. longipalpis,
pero que diferian en su distribucion geografica (Hoyos et al, 2012), posteriormente en un
trabajo méas extenso se asignd la secuencia Barcode a 36 especies de flebotomineos
(Contreras et al, 2014), recientemente Romero y colaboradores (2016) realizaron un
trabajo para identificar especies de flebotomineos en un foco mixto de leishmaniasis en la

costa caribe colombiana donde asignaron la secuencia Barcode a 62 especimenes



pertenecientes a 19 especies. En Brasil el trabajo mas relevante con esta secuencia fue
llevado a cabo por Pinto y Colaboradores (2015) donde asignaron la secuencia COl a 576
individuos pertenecientes a 47 especies. Como resultado de estos trabajos en Colombia
hay 57 especies de flebotomineos que tienen asignada la secuencia Barcode, para

América el nimero asciende a 91 especies.

Todos éstos constituyen aspectos a evaluar cuidadosamente, previa recomendacion del
UsSO en un grupo taxonémico particular. Ya que con el uso de cédigos de barra de ADN no
se trata de generar un sistema taxonémico, ni sustituir la taxonomia alfa, por el contrario,
éste se presenta como una herramienta complementaria basada en técnicas de biologia
molecular para la correcta identificacion de las especies (Padial y De la Riva, 2007). Asi,
la iniciativa “barcode” ha tenido gran acogida por la conectividad y el lenguaje comun de
las secuencias de ADN, que permite a los investigadores de diferentes partes del mundo,
avanzar en estudios de taxonomia y sistemética de diversos grupos de organismos y en

este caso particular de insectos vectores de enfermedades.
1.1.6 Importancia médica de las especies de la subfamilia Phlebotominae

Muchas de las especies de esta subfamilia representan un problema de salud publica, ya
gue son reconocidos vectores de Leishmania, y en menor proporcién vectores de agentes
infecciosos causantes de Bartonelosis y varias enfermedades arbovirales.
Adicionalmente, su picadura puede producir reacciones alérgicas en la piel de las

personas, conocida para muchos autores como “harara” (Theodor, 1935).

La Bartonelosis, conocida también como enfermedad de Carrién, Fiebre Oroya y Verruga
peruana, es una rara enfermedad infecciosa causada por la bacteria Bartonella
baciliformis (Schultz, 1968), esta enfermedad es endémica en Sudamérica, reportandose
en Perl (Ancash, Cajamarca, Lima, etc.), Ecuador (Loja), y Colombia (Narifio); sin
embargo, poco se sabe sobre el ciclo de vida de esta bacteria fuera del huésped humano
(Gonzéles et al, 2007). En el pais esta enfermedad solo se reporté en el sur
(departamentos de Narifio y Cauca) entre los afios 1935 a 1945, se considerd Lutzomyia
columbiana como posible vector, ésta especie aun es abundante en estas areas
(Montenegro et al, 2013).

La fiebre del fleb6tomo, es una fiebre aguda inespecifica, causada por una serie de
distintos virus pertenecientes a la familia Bunyaviridae, género Phlebovirus (Tesh, 1988).
Es mas comun en el Medio Oriente y Asia Central, donde Phlebotomus papatasi es el



principal vector (Tesh, 1988; Tesh et al, 1992). Algunos flebotomineos también han sido
implicados como vectores de varios virus de la estomatitis vesicular en el serogrupo
(familia Rhabdoviridae; género Vesiculovirus). Algunos de los virus en este grupo causan
enfermedades en animales domésticos, asi como en los humanos (Comery Tesh, 1991).

1.1.7 La leishmaniasis en Colombia

Actualmente 98 paises reportan transmision endémica de leishmaniasis y de acuerdo a la
OMS se estima una prevalencia de 12 millones de casos en el mundo con una mortalidad
de 30.000 casos anuales y un total de 1.3 millones de nuevos casos al afio, aunque solo
se reporta un numero reducido de éstos; asimismo, se ha determinado que existen cerca
de 350 millones de personas en riesgo de contraer esta enfermedad (Reithinger et al.
2007, WHO 2015).

Colombia ocupa el segundo lugar en incidencia de leishmaniasis en América después de
Brasil, pasando de 5.000 a méas de 15.000 casos notificados anualmente (OPS 2007,
Murray et al. 2005, Reithinger et al. 2007). La enfermedad es endémica en todo el
territorio colombiano a excepcion de San Andrés Islas y Bogota DC, se estima que mas
de 10 millones de personas se encuentran en riesgo de contraer la enfermedad, dandose
la transmisién principalmente en areas rurales (Desjeux 2002; Bejarano et al, 2002;
Zambrano et al, 2011). Para el afio 2015, segun el SIVIGILA (Sistema Nacional de
Vigilancia en Salud Publica) se reportaron 8.113 casos de leishmaniasis cutéanea, 114

casos de leishmaniasis mucocutaneay 37 casos de leishmaniasis visceral.

La transmisién de la enfermedad inicia con la picadura de una hembra infectada de la
subfamilia Phlebotominae a un hospedero mamifero para alimentarse de sangre; cuando
el insecto pica, regurgita saliva e inocula promastigotes en la dermis, éstos alcanzan
rapidamente las células dendriticas o los macréfagos, donde encuentran las condiciones
adecuadas para su desarrollo y se transforman en amastigotes que se multiplican por
fisién binaria al interior de las vacuolas fagociticas (WHO, 2010). Cuando un flebotomineo
hembra ingiere sangre de un mamifero infectado, los amastigotes se transforman en
promastigotes en el intestino medio del vector, posteriormente migran hacia la valvula
estomodeal, donde pueden ser inoculados durante otra picadura a un nuevo vertebrado
sano. El tiempo aproximado que necesita el parasito para completar su desarrollo en el
vector y ser infectante, es de aproximadamente 6-9 dias dependiendo de la especie de



Leishmania (Kamhawi, 2006). El agente causal de la leishmaniasis es un parasito del
género Leishmania perteneciente a la familia Trypanosomatidae; estos parasitos
desarrollan su ciclo de vida en dos hospederos diferentes: en un insecto vector (forma
promastigote, flagelado) y en vertebrados (forma amastigote, no flagelado) (Reithinger et
al. 2007).

Dentro del género Leishmania se reconoce la existencia de 21 especies patdgenas al
humano. En Colombia se ha reportado la presencia de siete especies del parasito que
producen diferentes manifestaciones clinicas (Cochero et al. 2007, Ovalle et al. 2006,
Romero & Sanchez 2007, Rodriguez-Barraquer et al. 2008, Martinez et al. 2010).

Las hembras de la subfamilia Phlebotominae (Diptera: Psychodidae) son los vectores de
la leishmaniasis en América (Lane 1993), esta subfamilia comprende alrededor de 512
especies (Galati, 2014) distribuidas desde el sur de Estados Unidos hasta el norte de
Argentina, y de las cuales 30 estan incriminadas como vectores de la leishmaniasis
(Desjeux 1991, Young & Duncan 1994).

En Colombia se han identificado como especies de importancia médica para la
transmision de la leishmaniasis las especies Nyssomyia umbratilis (Scarpassa et al.
2012), Pintomyia (Pifanomyia) longiflocosa (Cardenas et al. 2005), Lutzomyia
(Helcocyrtomyia) hartmanni (Kreutzer et al. 1991; Montoya-Lerma J, 1999), Bichromomyia
flaviscutellata (Ferro et al. 1995), Lu. (Lutzomyia) longipalpis (Lopez et al. 1996), Pi. (Pif.)
evansi (Travi et al. 1990), Pi. (Pif.) spinicrassa (Bejarano et al. 2003), Ny. trapidoi (Young
et al. 1987; Travi et al. 1988; Morales et al. 1981; Mufioz 1998), Lu. (Tricholateralis)
gomezi (Travi et al. 1988; Vélez et al. 1991; Mufioz 1998), Psychodopygus panamensis
(Santamaria et al. 2006), Ny. yuilli yuilli, Bi. olmeca bicolor (Bejarano, 2006), Ny. antunesi
y Pi. (Pif.) ovallesi (Ferro et al. 2011).

1.1.8 Flebotomineos en zonas de importancia para la transmision de la
leishmaniasis

El conocimiento de la distribucién geografica de los insectos que desempefian un papel
como vectores es basico para el control de las enfermedades transmitidas por éstos, entre

ellas la leishmaniasis, transmitida a humanos por flebotomineos. Ademéas de su



importancia epidemioldgica esta informacion constituye el fundamento de los estudios

biogeograficos por métodos analiticos (Bejarano et al, 2003).

Con referencia a las zonas importantes para la transmision de la enfermedad, se
encuentra en primer lugar el departamento de Antioquia, departamento que aporta cerca
del 26% del total de casos para el pais y en el cual se ha reportado un nimero de 58
especies de flebotomineos (Montoya-Lerma y Ferro 1999; Bejarano 2006). Por el grado
de endemicidad de la leishmaniasis en este departamento, es importante conocer la
distribucion actualizada de las diferentes especies de flebotomineos, aspecto de interés
para establecer su papel en la epidemiologia de la enfermedad.

Otra zona importante es indudablemente el departamento de Amazonas, considerado uno
de los ecosistemas mas mega diversos en el planeta, y con condiciones propicias para el
desarrollo y co-existencia de muchas especies de flebotomineos. Es importante
mencionar que este departamento siendo el mas grande en cuanto a extension territorial y
gue se compone en su totalidad de territorio de la Selva Amazdnica, aporta solo cerca del
0.2% de casos de leishmaniasis, aunque trabajos anteriores han reportado la presencia
de alrededor de 20 especies de flebotomineos (Wolf et al, 2003; SIVIGILA 2014), esto da
indicios sobre un alto subregistro de la enfermedad y la necesidad de explorar a fondo
esta zona, en diversos aspectos epidemioldgicos incluyendo el entomolégico, para
obtener un listado mas actualizado de las especies de flebotomineos en la zona, y evaluar

cuales podrian estar incriminados como vectores en la zona.

Por ultimo, es importante destacar otra zona del pais, el departamento de Sucre que,
aunque aporta el 1% del total de casos de lesihmaniasis, es de importancia dado que
aporta el 16% de los casos de leishmaniasis visceral, lo que sugiere una composicion de
fauna flebotominea diferente a las otras zonas mencionadas anteriormente (SIVIGILA,
2014; Romero et al, 2013). Este departamento es el que cuenta con mayor diversidad de
especies de flebotomineos (14) entre los departamentos de la costa Caribe de Colombia,
(Bejarano et al. 2001; Travi et al. 2002; Bejarano et al, 2003; Pérez et al, 2008; Romero et
al, 2016), entre ellas, seis se encuentran asociadas al ciclo epidemioldgico de la
leishmaniasis cutanea y visceral (Travi et al, 1996; Santamaria et al, 2006), destacandose
Pintomyia (Pifanomyia) evansi, la especie mas abundante y principal vector de

leishmaniasis visceral.



1.2 Objetivos

1.2.1 General

Realizar un inventario actualizado de especies de flebotomineos, y estimar la diversidad
haplotipica mediante el uso de la secuencia ADN de Cddigos de barras “Barcode”, en

zonas de importancia para la transmision de leishmaniasis en Colombia.
1.2.2 Especificos

e Identificar las especies de flebotomineos presentes en las zonas de estudio y
sefalar aquellas de importancia médica.

e Evaluar la utilidad del “Barcode”, con el fragmento del gen mitocondrial COI
(propuesto como codigo de identificacion genética de animales) como herramienta
para la identificacion de las especies de importancia médica.

e Ampliar la libreria genética en términos del fragmento COI para flebotomineos del
pais.

1.3 Hipotesis

e La variabilidad de las secuencias COI permitird la identificacién de especies de
flebotomineos, que correspondera con las identificaciones realizadas por
taxonomia clasica.



2. Capitulo 2: Inventario de especies de la subfamilia
Phlebotominae

2.1 Metodologia
2.1.1 Area de estudio

El &rea de estudio comprendié municipios en 5 departamentos (Tabla 2.1), la seleccion de
los sitios de muestreo se realiz6é considerando las condiciones de acceso y seguridad, asi
como los datos sobre los reportes de casos de leishmaniasis durante los ultimos afios, a
partir de informacion disponible en el Instituto Nacional de Salud. También se considero
incluir entre los sitios de colecta, zonas donde se estaban caracterizando focos de

leishmaniasis por parte del grupo de investigacién (PECET-U de A).

Estos departamentos comprenden tres de las cinco regiones naturales de Colombia. En la
Region Caribe caracterizada por una alta humedad relativa (77-80%) y altas temperaturas
(temperatura media 28°C), se incluyé una localidad en el municipio de Santa Marta
(Magdalena), en Sucre el muestreo se realizé en zona urbana y periurbana del municipio
de Ovejas, el departamento de Antioquia se incluye también en esta region ya que se
realizd un muestreo en el municipio de Apartadé que hace parte de la subregion de
Uraba.

En la Region Andina se incluy6 la zona urbana y periurbana del municipio de Remedios
(Antioquia) y localidades en tres municipios del departamento de Caldas (Norcasia,
Samana y Victoria) en un rango de altura que va de los 546 hasta los 1228 metros sobre
el nivel del mar (msnm), en zonas de vida de Holdridge de Bosque muy hdmedo

(Norcasia), bosque humedo (Victoria) y bosque hiumedo premontano (Samand).

La region de la Amazonia es caracterizada por un clima muy himedo, producto de
precipitaciones que superan los 3.500 mm anuales y temperaturas superiores a los 28°C,
este clima es considerado como uno de los méas agrestes del pais, el muestreo de
flebotomineos en este departamento se llevé a cabo en la zona urbana y periurbana de la
ciudad de Leticia y Los Kildbmetros (municipio de Leticia), este municipio esta situado

sobre la margen izquierda del rio Amazonas en el sur del pais, tiene una altitud entre 0 y



80 msnm, una temperatura media de 25,4°C, alcanzando una méaxima de 28°C y 23,5°C
como minima. En el municipio de Puerto Narifio, el muestreo se realizO en dos
comunidades (Tipisca y Doce de octubre) y en la cabecera municipal, Puerto Narifio esta
situado a orillas del rio Loretoyaco, tiene una altitud de 159 msnm Yy registra una

temperatura media de 30 °C (Figura 2.1).

Figura 2-1: Ubicacion de los sitios de muestreo
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Tabla 2-1 : Municipios incluidos en el estudio de flebotomineos en zonas importantes
para la transmision de la leishmaniasis en Colombia

Alt T ¢ Coordenadas
o ura —Temperatura  g0,qr4ficas cabecera
Departamento Municipio ~ promedio  promedio o
Mes y afio de (msnm) °C) municipal
colecta Latitud Longitud
. Apartad6 Julio, 2015 270 28 7°53'05"N  76°38'06"W
Antioquia Remedios Enero, 2014 700 24 07°0121"N  74°41°46"W
. Marzo- 05°3227'N  74°50'12"W
NG septiembre, 2015 2l e
T 074
Caldas Norcasia Marzo, 2015 570 25 05°20°24N 7;9,3/:/
. Mayo- 05°19'00'N  74°54°42'W
B septiembre, 2015 = e
Sucre Owejas Abril-enero, 2014 277 28 09°31’48'N  75°14’01"W
Magdalena Santa Marta Abril, 2015 6 28 11°14’50°"N  74°12’06"W
Puerto Narifio Septiembre- 20 o8 3°46'13"S  70°22'59"W
Am Marzo, 2016
BRAUIIER - Septiembre- 4°12'55"S  69°56'26"W
Leticia 82 26
Marzo, 2016

2.1.2 Colectaen campo

En tres de los municipios el muestreo se realiz6 en una Unica salida, en la cual se
muestrearon dos noches, se seleccionaron 3 viviendas, ubicando dos trampas, una en el
intradomicilio y otra en el peridomicilio, en el municipio de Santa Marta (10-13 de abril de
2015), Apartado (24-27 de julio de 2015) y Remedios (5-7 de marzo de 2014). En Ovejas
se seleccionaron 3 zonas Yy la colecta se realizd entre el 30 de abril de 2013 al 27 de
enero de 2014. Para el municipio de Norcasia se seleccionaron 5 veredas y el muestreo
se realiz6 durante el mes de marzo del 2015, en Samané se realizaron muestreos en 10
veredas en un periodo de tiempo de 8 meses (marzo-septiembre de 2015), en Victoria se
incluyeron muestreos en siete veredas entre mayo y septiembre del 2015. En Amazonas
los muestreos se realizaron en tres localidades del municipio de Leticia (El Kilometro 11,
Kilometro 18 y una reserva natural), en Puerto Narifio las colectas se hicieron en 3
comunidades (Tipisca, Doce de Octubre y cabecera municipal) los muestreos en este
departamento se realizaron entre septiembre del 2015y marzo de 2016.



En todas las localidades los muestreos se hicieron usando trampas CDC (Centers for
Diseases Control and Prevention) operadas entre las 18:00-6:00 horas en el intra, peri y
extradomicilio (s6lo en Amazonas), ubicadas a una altura de 1,30m desde el nivel del
suelo. La ubicacién de estas trampas se realizo, teniendo en cuenta la topografia de las
zonas de estudio y considerando las caracteristicas del habitat que puedan ser atractivas
para las especies fototroficas, asi: en las viviendas seleccionadas se instalaron 2 trampas
en el intra y peridomicilio, (n=2 trampas por ambiente domiciliar/municipio) y en el
extradomicilio, en relictos de bosque (Puerto Narifio y Leticia) con la intencion de capturar
mayor nimero de especies (Figura 2.2).

Figura 2-2: Trampa CDC para captura de flebotomineos

2.1.3 Protocolos de laboratorio:

Una vez colectados los flebotomineos adultos, se conservaron secos en viales de 1,5 ml
perforados y almacenados con silica gel. Este material se transportd al laboratorio de
Entomologia Médica y Molecular del PECET, de la Universidad de Antioquia. Bajo
estereomicroscopio, los flebotomineos fueron fragmentados a nivel de los tres dltimos
segmentos abdominales y de la cabeza con ayuda de estiletes estériles (Figura 2.3).
Posteriormente, estos segmentos abdominales y la cabeza fueron sometidos a procesos
de aclaracion, para remover las setas y permitir la visualizacion de las estructuras internas
esclerotizadas que son determinantes en la identificacion taxondémica, mientras que el
resto del cuerpo del insecto (térax y segmentos proximales del abdomen) se almaceno a -

20°C, hasta ser utilizados en la extraccion de ADN total.



Figura 2-3: Flebotomineo fragmentado antes del proceso de aclarado

Protocolo de aclarado

El proceso de aclarado quimico se realizé de siguiente manera: hidréxido de potasio
(KOH) al 15% por 12 horas, un lavado con &acido acético 100%, acido acético al 10% con
dos gotas de fucsina acida por 15 minutos, posteriores lavados con alcoholes a diferentes
concentraciones por diez minutos cada concentracion, en el siguiente orden 70%, 90%,
95% y 100%, finalmente se dejaron en eugenol por minimo 10 horas, metodologia

modificada por David Young y Charles Porter (comunicacion personal).

Protocolo de montaje permanente para adultos

El montaje se realizé posterior al proceso de aclarado en lamina portaobjetos donde se
colocd una gota pequefia de medio de montaje euparal, en la que se dispuso el
especimen completo para ser fragmentado, hembra (cabeza, térax y abdomen) y macho
(cabeza y resto del cuerpo), ya que los caracteres diagnésticos para ser visualizados, se
debe tener una posicion especfifica de cada estructura (lateral, ventral). (Figura 2.4)

Figura 2-4: Montaje permanente de flebotomineos adultos

a. Machos; b. Hembras.



Identificacion taxondmica

La identificacion de las especies de flebotomineos se realiz6 mediante morfologia externa
e interna comparada de ejemplares adultos (macho y hembra), la cual fue realizada con
microscopio marca Leica DM500. Aunque la terminologia de las estructuras morfolégicas
y la ubicacién de las diversas especies en sus respectivos géneros, subgéneros y grupos,
se baso en la clasificacion de Galati (1992, 2014), también se usoé la clave taxondmica de
Young & Duncan (1994). El material biologico procesado e identificado se conserva en la
Coleccion de Vectores y Hospedadores Intermediarios de Enfermedades Tropicales
(VHET) del Programa de Estudio y Control de Enfermedades Tropicales (PECET) y con
copia al Museo Entomoldgico Francisco Luis Gallego de la Universidad Nacional de
Colombia, sede Medellin.

2.1.4 Importancia médica de las especies de la subfamilia Phlebotominae

Luego de la identificacion de las especies, se hizo una revision bibliografica que permitio
sefalar aquellas de importancia médica segun reportes de incriminaciéon y/o asociacion
con la transmisibn de agentes patdgenos, principalmente parasitos del género
Leishmania. A partir de esta consulta también se hicieron aportes sobre la distribucién de

las especies encontradas y nuevos registros para municipios, departamento y pais.

2.2 Resultados
2.2.1 Material biolégico estudiado

En total se identificaron 4.558 flebotomineos (2.534 Q@ y 2024 &), distribuidos en 13
géneros de la subfamilia Phlebotominae (Anexos 1y 2), los géneros con mayor nimero
de especies corresponden a Psychodopygus (Ps. ayrozai, Ps. paraensis, Ps. carrerai

carrerai, Ps. davisi, Ps. amazonensis, Ps. geniculatus, Ps. hirsutus hirsutus y Ps.
panamensis), con el mismo numero de especies esta el género Lutzomyia (Lu. (Lut)
bifoliata, Lu. (Lut) lichyi, Lu. (Hel) hartmanni, Lu. (Hel) sanguinaria, Lu. (Hel) tortura, Lu.
(Trl) gomezi, Lu. (Trl) sherlocki y Lu. (Trl) evangelistai), seguido por Psathyromyia (Pa.
(For) aragaoi, Pa. (For) pradobarrientosi, Pa. (For) carpenteri, Pa. (Xip) dreisbachi, Pa.

(Psa) punctigeniculata, Pa. (Psa) dendrophyla y Pa. (Psa) shannoni), Micropygomyia (Mi.




(Sau) atroclavata, Mi. (Sau) trinidadensis, Mi. (Mic) cayennensis cayennensis, Mi. (Mic)
micropyga y Mi. (Mic) chassigneti), Nyssomyia (Ny. trapidoi, Ny. yuilli yuilli, Ny. antunesi,
Ny. umbratilis y Ny. yuilli pajoti), Evandromyia (Ev. (Eva) georgii, Ev. (Eva) saulensis, Ev.
(Ald) walkeri y Ev. (Ald) dubitans), Pintomyia (Pi. (Pif) nevesi, Pi. (Pif) evansi y Pi. (Pif)
rangeliana), Brumptomyia (Br. leopoldoi y Br. mesai), Sciopemyia (Sc. sordelli y Sc.
preclara), Pressatia (Pr. choti y Pr. camposi), Trichophoromyia (Th. howardi y

Trichophoromyia sp), Tryramula (Ty. triramula) y Viannamyia (Vi. furcata).

El uso de la morfologia externa e interna permitio la identificacion de 49 especies, se
encontr6 un morfotipo denominado Trichophoromyia sp, que posiblemente sea una
especie no descrita.

De acuerdo con la clasificacion propuesta por Galati (1992, 2014), la nueva especie
presenta caracteres que permiten incluirla en el género Trichophoromyia, como son quinto
palpomero ligeramente mas largo que el tercero, la genitalia del macho es ligeramente
mas grande que el térax, el gondstilo presenta cuatro espinas (Santos et al, 2014). El
macho presenta diferencias morfolégicas que lo separa de las 25 especies incluidas en
este género (Oliveira et al, 2015; Fernandez et al, 2015, Galati, 2014), los especimenes
de este morfotipo presentan semejanzas con la especie Th. ruifreitasi, sin embargo, los
ejemplares de Trichophoromyia sp presentan un pardmero subtriangular con unas cerdas
caracteristicas en la margen ventral (Figura 2.47). Las hembras al igual que muchas del

grupo son indistinguibles.

Dentro del género Trichophoromyia las hembras no pudieron ser identificadas a nivel de
especie ya que muchas de las hembras de este grupo son indistinguibles y en las colectas
se registré la presencia de machos de Th. howardi y Trichophoromyia sp en las
comunidades muestreadas, lo que dificulta la asociacion geografica. Los analisis
moleculares no fueron Utiles en este aspecto ya que no se obtuvieron secuencias de

todas las hembras.

Las hembras del género Pressatia colectadas en Apartad6 no pudieron ser identificadas a
nivel de especie, ya que son indistinguibles y no se encontraron machos de este género
en esta localidad para asociarlas geograficamente. Sin embargo, por analisis moleculares
(Capitulo 3) estas hembras se pudieron asociar a la especie Pr. camposi, lo que

concuerda con el registro de esta especie en una localidad de Apartadé en colectas



anteriores (Coleccion de Vectores y Hospedadores Intermediarios de Enfermedades
Tropicales del PECET).

El mayor nimero de especies se encontr6 en Amazonas (30 especies), lo que constituye
el 61% de las especies identificadas en este estudio, seguido por Caldas (15 especies),
Antioquia (11) y Sucre (10) y finalmente Magdalena que aporta el 6% de las especies (3).

La especie con mayor representacion fue Pi. (Pif) evansi colectada en Ovejas (1531, lo
gue corresponde al 33,6% del total de especimenes identificados) lo que coincide con lo
encontrado en estudios previos realizados en el mismo municipio donde sefalan esta

especie como la més abundante (Lambrafio et al, 2012; Cortes et al, 2009).

La especie mas ampliamente distribuida fue Lu. (Trl) gomezi, colectada en seis municipios
(Remedios, Samana, Norcasia, Victoria, Ovejas y Santa Marta), seguida por Ps.

panamensis en cinco municipios (Remedios, Samana, Norcasia, Victoria y Ovejas).

2.2.2 Especies de flebotomineos determinadas por taxonomia clasica

A continuacion, se presenta un listado de las especies de la subfamilia Phlebotominae
encontradas en el estudio:

e Br. leopoldoi (Rodriguez, 1953), Figura 2-5

e Br. mesai(Sherlock, 1962), Figura 2-6

e Mi. (Sau) trinidadensis (Newstead, 1922) Figura 2-7

e Mi. (Sau) atroclavata (Knab, 1913)

¢ Mi. (Mic) cayennensis cayennesis (Floch & Abonnenc, 1941) Figura 2-8

¢ Mi. (Mic) micropyga (Mangabeira, 1942) Figura 2-9

e Mi. (Mic) chassigenti (Floch & Abonnenc, 1944) Figura 2-10

e Sc. preclara (Young & Arias, 1984) Figura 2-11

e Sc. sordellii (Shannon & Del Ponte, 1927) Figura 2-12

e Lu. (Hel) hartmanni (Fairchild & Hertig, 1957) Figura 2-13

e Lu. (Hel) sanguinaria (Fairchild & Hertig, 1957)



Lu. (Hel) tortura (Young & Rogers, 1984) Figura 2-14

Lu. (Trl.) evangelistai (Martins & Fraiha, 1971)

Lu. (Trl) gomezi (Nitzulescu, 1931) Figura 2-15

Lu. (Trl) sherlocki (Martins, Silva & Falcéo, 1971) Figura 2-16

Lu. (Lut) bifoliata (Osorno-Mesa, Morales, Osorno & Hoyos, 1970) Figura 2-17
Lu. (Lut) lichyi (Floch & Abonnenc, 1950)

Pi. (Pif) evansi (Nuiiez-Tovar, 1924) Figura 2-18

Pi. (Pif) nevesi (Damasceno & Arouck, 1956) Figura 2-19

Pi. (Pif) rangeliana (Ortiz, 1953) Figura 2-20

Pr. camposi (Rodriguez, 1950) Figura 2-21

Pr. choti (Floch & Abonnenc, 1941) Figura 2-22

Ty. triramula (Fairchild & Hertig, 1952) Figura 2-23

Ev. (Ald) dubitans (Sherlock, 1962)

Ev. (Ald) walkeri (Newstead, 1914) Figura 2-24

Ev. (Eva) georgii (Freitas & Barrett, 2002) Figura 2-25

Ev. (Eva) saulensis (Floch & Abonnenc, 1944) Figura 2-26

Pa. (For.) aragaoi (Costa Lima, 1932) Figura 2-27

Pa. (For) carpenteri (Fairchild & Hertig, 1953) Figura 2-28

Pa. (For) pradobarrientosi (Le Pont, Matias, Martinez & Dujardin, 2004) Figura 2-29
Pa. (Xip.) dreisbachi (Causey & Damasceno, 1945) Figura 2-30

Pa. (Psa) dendrophyla (Mangabeira, 1942) Figura 2-31

Pa. (Psa) punctigeniculata (Floch & Abonnenc, 1944) Figura 2.32 Figura 2-32
Pa. (Psa) shannoni (Dyar, 1929) Figura 2-33

Vi. furcata (Mangabeira, 1941) Figura 2-34

Ps. amazonensis (Root, 1934) Figura 2-35

Ps. davisi (Root, 1934)



e Ps.ayrozai (Barretto & Coutinho, 1940) Figura 2-36
e Ps.carrerai carrerai (Barretto, 1946) Figura 2-37

e Ps. hirsutus hirsutus (Mangabeira, 1942) Figura 2-38
e Ps.panamensis (Shannon, 1926) Figura 2-39

e Ps.paraensis (CostaLima, 1941) Figura 2-40

e Ps. geniculatus (Mangabeira, 1941) Figura 2-41

¢ Ny. antunesi (Countinho, 1939) Figura 2-42

e Ny. trapidoi (Fairchild & Hertig, 1952) Figura 2-43

e Ny.umbratilis (Ward & Fraiha, 1977) Figura 2-44

e Ny. yuilli yuilli (Young & Porter, 1972) Figura 2-45

e Ny. yuilli pajoti (Abonnenc, Léger & Fauran, 1979) Figura 2-46
e Trichophoromyia (Barretto, 1962) Figura 2-47

e Th. howardi (Young, 1979) Figura 2-48

Figura 2-5: Br. leopoldoi

Macho. a. Cabeza; b. Genitalia externa.



Figura 2-6: Br. mesai

Macho. a. Cabeza; b. Genitalia externa.

Figura 2-7: Mi. (Sau) trinidadensis

Hembras. a,b. Espermatecas; c. Cabeza mostrando faringe con espinas. Macho. d.
Cabeza,; e. Genitalia externa.




Figura 2-8: Mi. (Mic) cayennensis cayennensis

Hembras. a,b. Espermatecas. Macho. c. Genitalia externa.

Figura 2-9: Mi. (Mic) micropyga

Macho. a. Genitalia externa.

Figura 2-10: Mi. (Mic) chassigneti

Hembra. a. Cabeza; b. Espermatecas. Macho. c. Cabeza; d. Genitalia externa.



Figura 2-11: Sc. preclara

&

Hembra. a. Cabéza; b. Espermateca. Macho. c,d. Genitalia externa.

Figura 2-13: Lu. (Hel) hartmanni

Hembra. a,b,c. Espermatecas; d. Cabeza. Macho. e,f. Genitalia externa.



Figura 2-14: Lu. (Hel) tortura

Macho. a. Cabeza; b. Genitalia externa.

Figura 2-15: Lu. (Trl) gomezi

Macho. a. Genitalia externa; b. Cabeza. Hembra. c,d. Espermatecas.

Figura 2-16: Lu. (Trl) sherlocki

Macho. a. Cabeza; b. Genitalia externa.



Figura 2-17: Lu. (Lutl) bifoliata

d :
Hembra. a. Cabeza; b. Espermatecas. Macho. c. Cabeza; d. Genitalia externa.

Figura 2-18: Pi. (Pif) evansi

Hembra. a,b. Espermatecas. Macho. c,d. Genitalia externa.




Figura 2-19: Pi. (Pif) nevesi

Hembra. a. Cabeza; b,c. Espermatecas.

Figura 2-20: Pi. (Pif) rangelianai

Hembra. a. Espermatecas. Macho. b. Genitalia externa; c. Cabeza.



Figura 2-21: Pr. camposi

Macho. a. Cabeza;Ab. Genitalia externa.

Figura 2-22: Pr. choti

Macho. a. Genitalia externa.

Figura 2-23: Ty. Triramula

Hembra. a. Espermatecas; b. Cercos caracteristicos del grupo; c. Cabeza. Macho. d.
Genitalia externa; e. Cabeza.



Figura 2-24: Ev. (Ald) walkeri

Hembra. a. Cabeza; b. Espermatecas. Macho. c. Cabeza; d. Genitalia externa.

Figura 2-25: Ev. (Eva) georgii

Hembras. a. Cabeza; b. Espermatecas



Figura 2-26: Ev. (Eva) saulensis

Hembra. a. Cabeza; b. Espermatecas

Figura 2-27: Pa. (For.) aragaoi
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Macho. a. Genitalia externa; b. Ductos serpenteantes de la bomba eyaculadora; c.
Cabeza; d. Ascoides bifurcados.

Figura 2-28: Pa. (For) carpenteri

Macho. a. Genitalia externa.



Figura 2-29: Pa. (For) pradobarrientosi
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Macho. a. Cabeza; b,c. Genitalia externa; d,e. Ascoides.

Figura 2-30: Pa. (Xip) dreisbachi

Hembra. a. Cabeza de la hembra; b,c. Espermatecas; d. Ascoides bifurcados.



Figura 2-31: Pa. (Psa) dendrophyla

Macho. a. Genitalia del macho; b. Paramero

Figura 2-32: Pa. (Psa) punctigeniculata

Hembra. a. Cabeza; b. Espermatecas. Macho. c. Genitalia externa.



Figura 2-33: Pa. (Psa) shannoni

Hembra. a. Espermatecas; b. Cabeza. Macho. c. Cabeza; d. Genitalia externa.

Figura 2-34: Vi. furcata

Hembra. a. Cabeza; b. Espermatecas esclerotizadas.



Figura 2-35: Ps. amazonensis

Macho. a. Genitalia externa. Hembra. b. Espermatecas; c. Cabeza.

Figura 2-36: Ps. ayrozai

Hembra. a. Cabeza; b. Térax con pigmentacion caracteristica de la especie; c.
Espermatecas. Macho. d. Genitalia externa.

Figura 2-37: Ps. carrerai carrerai

Macho. a,b. Genitalia externa.



Figura 2-38: Ps. hirsutus hirsutus

Hembra. a. Cabeza; b. Espermatecas.

Figura 2-39: Ps. panamensis
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Macho. a. Cabeza; b. Genitalia externa. Hembra. c. Cabeza; d. Espermatecas.

Figura 2-40: Ps. paraensis

Hembra. a. Cabeza; b. Espermatecas.



Figura 2-41: Ps. geniculatus

Macho. a. Cabeza; b. Genitalia externa.

Figura 2-42: Ny. antunesi

Macho. a. Cabeza; b. Genitalia externa.



Figura 2-43: Ny. trapidoi
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Macho. a. Cabeza; b. Genitalia externa. Hembra. c,d. Espermatecas; e. Cabeza.

Figura 2-44: Ny. umbratilis
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Macho. a. Cabeza; b. Genitalia externa; Hembras. c,d. Espermatecas; e. Cabeza.




Figura 2-45: Ny. yuilli yuilli

Hembra. a. Cibario; b,e. Cabeza; c,d,f,g. Espermatecas. (Sitios de colecta a,b,c,d.
Caldas; e,f,g. Amazonas)

Figura 2-46: Ny. yuilli pajoti

Hembra. a. Cabeza de la hembra; b. Espermatecas




Figura 2-47: Trichophoromyia sp

Hembra. a,b. Espermatecas. Macho. c,d. Genitalia externa.

Figura 2-48: Th. howardi

Macho. a. Cabeza; b. Genitalia externa

2.2.3 Importancia de las especies de flebotomineos

Entre las especies colectadas en este estudio 15 de ellas (30%) son reconocidas por sus
habitos antropofilicos y/o antecedentes epidemioldgicos en América Lu. (Hel) hartmanni,
Lu. (Lut) lichyi, Lu. (Trl) gomezi, Pi (Pif) evansi, Pi (Pif) rangeliana, Pa. (Psa) shannoni, Ps.
panamensis, Ps. ayrozai, Ps. carrerai carrerai, Ps. paraensis, Ps. amazonensis, Ny.
antunesi, Ny. umbratilis, Ny. trapidoi y Ny. yuilli yuilli (Tabla 2-2).



Tabla 2-2: Importancia médica de las especies de Phlebotominae colectadas en el
estudio

Especie MC vE?:tt?)criiZ\I Infeccion natural Infeccion Pais del reporte
experimental
. . Colombia, Ecuador,
Lu. (Hel) AT L. (V) colombiensis Panama
hartmanni LC L. (V) panamensis Colombia
L. equatorialis Ecuador
Lu. (Lut) lichyi LC EE L. (L) venezuelensis Venezuela
AT L. (V) braziliensis Colombia
AT L. (V) braziliensis L. (V) braziliensis Colombia, Ecuador, Peru,
Venezuela
Lu. (Trl)_ L. (V) colombiensis Panama
gomezi Lc 35 L. (V) panamensis Ecuador
AT-EE L. (V) panamensis L. (V) panamensis Panama
o . VC L. (L) infantum L. mexicana Colombia
Pi.(Pif) evansi LV AT L. (L) infantum Venezuela
s (F."f) be EE-AT L. (L) venezuelensis Venezuela
rangeliana
Pa. (Psa) EE L. (V) panamensis Panama
shannoni LC AT L mexicana EEUU
— L. (V) colombiensis Panama
Ps L. (L) venezuelensis Venezuela
panaménsis LC EE-AT L. (V) braziliensis Venezuela
AT L. (V) panamensis L. (V) braziliensis Panamé, Colombia,
Venezuela
Ps. ayrozai L. (V) braziliensis Bolivia
LC AT — :
L. (V) naiffi Brasil
Ps. c. carrerai L . Bolivia, Colombia,
LC - Lo () ezl e Ecuador, Pert, Venezuela
Ps. paraensis EE L. (V) braziliensis Brasil
LC AT L. (V) naiffi Brasil
Ps. EE L. (V) braziliensis Brasil
amazonensis LC
Ny. antunesi LV AT L. (L) infantum Brasil
LC EE L. (V) linderbergi Brasil
\VC L. (V) guyanensis Guyana Francesa, Brasil
L. (V) braziliensis Brasil
Ny. umbratilis LC AT L (v nensi Bolivia, Colombia, Perd,
- (V) guyanensis Venezuela
EE L. (V) guyanensis Guyana, Surinam
Ny. trapidoi LC \VC L. (V) panamensis L. (V) panamensis CostaRica, Panama
AT L. (V) panamensis Colombia, Ecuador
Ny. yuilliyuilll - LC L. (V) panamensis L. (V) panamensis Colombia, Brasil

Morales et al, 1981; Christensen et al, 1983; WHO 1984; Arias et al, 1985; Lawyer and Young 1987; Travi et al, 1988; Kreutzer et al, 1991;
Alexander et al, 1992; Dedet, 1993; Jaramillo et al, 1994; Ferro y Morales, 1998; Rodriguez et al, 1999; Alexander et al, 2001; Travi et al,
2002; Duque et al, 2004; Bejarano, 2006; Santamaria et al, 2006; Claborn et al, 2009; Salomén, 2009; Ferro et al, 2011; Contreras et al, 2014;
Bates et al, 2015.

MC Manifestacién clinica VC Vector comprobado AT Aislado vy tipificado EE Evidencia
epidemiolégica LC Leishmaniasis cutanea LV Leishmaniasis visceral



En la Tabla 2-2 se registran las especies de importancia médica, su estado vectorial
actual, se menciona la infeccién natural o experimental con parasitos del género
Leishmania, ademas del pais donde se ha hecho el reporte. El mayor nimero de estas
especies fue colectado en Caldas (8), seguido de Antioquia (6), Sucre y Amazonas con
igual nimero de estas especies de importancia médica (5).

2.3 DISCUSION

En este estudio se logré la identificacién de 49 especies por taxonomia clasica. Las
especies encontradas en Ovejas (Sucre) y Santa Marta (Magdalena) corresponden con lo
reportado para estos departamentos (Bejarano, 2006; Lambrafio et al, 2012, Bejarano et
al, 2015y Romero et al, 2016), se encontraron diez y tres especies respectivamente.

En Caldas se encontraron 15 especies, 12 de estas coinciden con reportes previos para el
departamento (Bejarano, 2006; Barreto et al, 2006 y Contreras, 2013), encontrandose
diferencias en tres especies. Br. leopoldoi habia sido reportada en Antioquia, Choco y
Valle del Cauca, constituyendo este su primer reporte para el departamento, al igual que

las especies Ev. (Eva) saulensis y Ps. paraensis (Bejarano, 2006; Barreto et al, 2007).

Las especies encontradas en el departamento de Antioquia corresponden en su totalidad

con los reportes previos para estas localidades (Bejarano, 2006; Vargas et al, 2001).

El inventario de flebotomineos para el departamento de Amazonas aumentd en siete
especies, en comparaciéon con los registros para esta zona (Wolf et al, 2003 y Bejarano,
2006) Br. mesai, Lu (Hel) sanguinaria, Pr. choti, Ev. (Eva) georgii, Pa. (Psa)
pradobarrientosi, Pa. (Psa) punctigeniculata y Ny. yuilli pajoti.

Br. mesai habia sido reportada anteriormente en la regiéon amazodnica, pero en el
departamento del Guainia (Bejarano et al, 2007) por lo que se considera primer reporte

para el departamento de Amazonas.

En este estudio también se obtuvieron nuevos registros para el pais, tal es el caso de Pa.
(Psa) pradobarrientosi y Ev. (Eva) georgii, ambas reportadas en la selva amazédnica

ecuatoriana (Zapata, 2012) y brasilefia (Freitas y Barrett, 2002) respectivamente.



La distribucion geografica de Lu. (Trl) gomezi incluye Panama, Costa Rica, Honduras,
Nicaragua, El Salvador, Colombia, Ecuador, Venezuela y sur de Brasil (Young, 1979;
Galati, 2014). Los habitos de esta especie se relacionan con su antropofilia y ubicuidad
por diversos habitats (Porter y De Foliart, 1981), ademas de una amplia distribucion
geografica en el pais (Montoya y Ferro, 1999), lo que coincide con nuestros resultados al

ser la especie colectada en un mayor niumero de municipios (6).

Ps. panamensis también se ha reportado en varios paises, como Meéxico, Belize,
Guatemala, Hondura, Nicaragua, Costa Rica, Panama, Colombia, Venezuela, Surinam,
Guyana Francesa y Ecuador (Galati, 2010), esta fue la segunda especie mas frecuente en
este estudio, encontrandose en 5 municipios (Remedios, Samana, Norcasia, Victoria y

Ovejas).

Del total de especies identificadas, 15 son consideradas de importancia médica en la
trasmision de la leishmaniasis, nueve de ellas con estudios realizados en el pais (Tabla 2-
2). El mayor nUmero de estas especies fue encontrado en los municipios de Caldas (8
especies) y Antioquia (6 especies) lo que corresponde con el nimero constante de casos
de leishmaniasis en estos municipios segun el SIVIGILA. Se considera que la densidad
poblacional de estas especies y la aparicion de otras nuevas, esta relacionada
principalmente con los factores climéaticos y con las labores culturales y econdmicas
practicadas por el hombre, ya que estas especies se caracterizan por tener habitos
antropofilicos (Alexander et al, 2001; Vélez et al, 2001; Azevedo et al, 2002; Travi et al,
2002; Contreras, 2013).

Las especies Mi. (Mic) cayennensis cayennensis, Mi. (Mic) micropyga y Mi. (Sau)
trinidadensis, aunque no se consideran de importancia médica ya que se caracterizaban
por alimentarse de animales de sangre fria, en recientes estudios se ha comprobado su
antropofilia en incluso se han observado promastigotes no identificados (Cohero et al,
2007; Paternina et al, 2016).

Se identificaron ejemplares de la especie Ny. yuilli yuilli en los tres municipios de Caldas
(Norcasia, Samana y Victoria) y un municipio en Amazonas (Leticia), en ambos
departamentos la especie ya habia sido reportada (Contreras, 2013 y Wolff et al, 2003).
En esta ocasion no se logré obtener machos de la especie en Leticia, sin embargo se
observaron algunas diferencias sutiles en las espermatecas de las hembras, aunque en

ambas se observa una fuerte rugosidad esclerotizada en los ductos individuales, se



aprecian diferencias en el cuerpo de la espermateca, los especimenes de Caldas
muestran anillos basales casi de igual tamafio que los ductos individuales y una cabeza
muy pequefia; a diferencia de los especimenes de Amazonas en los cuales se observa
anillos en la porcion basal mucho mas gruesos en comparacion con los ductos

individuales y una cabeza de mayor tamafo (Figura 2-45).

Este hallazgo coincide con el reciente trabajo realizado por Godoy y Galati (2016), donde
a partir de andlisis morfolégicos y morfométricos con machos de esta especie de
diferentes localidades, hacen una revalidacion de la sinénima Ny. fraihai, concluyen que
de las localidades de donde se revisO material (Brasil, Perd, Colombia, Bolivia), los
especimenes pertenecientes al bioma de bosque atlantico y el bioma amazonico en
Brasil, Pert, Bolivia, de hecho, pertenecen a Ny. fraihai, reduciendo la distribucién
geografica de Ny. yuilli yuilli a zonas andinas y trasandino. Aunque ellos concluyen que
las hembras de ambas especies son indistinguibles, en el presente estudio se observaron
pequefas diferencias, que se considera deben ser analizadas cuidadosamente para
determinar si son suficientes para separar ambas especies.

Con la revalidacion de Ny. fraihai se plantea la necesidad de revisar la amplia distribucién
atribuida a Ny. yuilli yuill, registrdndose en paises como Bolivia, Brasil, Ecuador,
Colombia, Pert y Venezuela (Young & Duncan, 1994 y Galati, 2013).

Para Colombia la revision debe ser a nivel departamental, ya que en estudios previos se
habia registrado esta especie en Amazonas, Antioquia, Caqueta, Guaviare, Guania, Meta,
Putumayo y Santander (Bejarano, 2006; Wolff et al, 2003; Barreto et al, 2006). Este
estudio sugiere la presencia de Ny. yuilli yuilli en Caldas y de Ny. fraihai en Amazonas,
soportado por analisis moleculares y pequefias diferencias morfolégicas encontradas en
las hembras, sin embargo, no se logré confirmar la especie Ny. fraihai porque no se

encontré machos, por lo que se incluyen todos los especimenes dentro de Ny yuilli yuilli.

Se considera que seria adecuado realizar estudios sobre habitos antropofilicos, capacidad
y competencia de ambas especies, para determinar si el papel en la transmision de la

leishmaniasis es asumido por Ny. yuilli yuilli o ny. fraihai.

Del género Nyssomyia se identificé una especie estrechamente relacionada con Ny. yuilli
yuilli, se trata de Ny. yuilli pajoti, estas especies se diferencian en el macho por la longitud
de la region basal del pardmero y en la hembra por los ductos individuales que presentan



papulas esféricas ampliamente distribuidas en la estructura. Esta especie fue encontrada

en la comunidad de Tipisca, en el municipio de Puerto Narifio (Amazonas).



Capitulo 3: Inventario de codigos genéticos COI

3.1 Metodologia

Para realizar el inventario molecular de especies y estimar la diversidad haplotipica con
base en secuencias del fragmento 5 del gen COI, se tomaron en lo posible ejemplares
representativos de todas las especies colectadas durante el trabajo de campo. Los
insectos fueron almacenados en seco y posteriormente transportados al laboratorio donde
se fragmentaron bajo estereoscopio. La cabeza y los uUltimos segmentos abdominales se
usaron para identificar la especie por taxonomia clasica y el térax fue almacenado en

seco a -20°C hasta su procesamiento por técnicas moleculares.

Una vez se realiz0 la identificacion de especies por taxonomia clasica usando las claves
de Galati (2013) y Young &Duncan (1994) como se menciona en el capitulo 2, se tomaron
hembras y machos de todas las especies colectadas para estimar la diversidad
haplotipica.

3.1.1 Extraccién de ADN total

A partir del torax y los segmentos proximales del abdomen de cada insecto se realizé una
extraccion de &cidos nucleicos usando el protocolo de alta concentracion de sales descrito
por Collins et al. (1987) con las modificaciones propuestas por Contreras y colaboradores
(2014) para su uso en flebotomineos. Se realizé una maceracion mecanica del insecto
con un micropistilo plastico estérii en 60uL del bufer de lisis (0.08M NaCl, 0.16M
Sacarosa, 0.06M EDTA, 0.5% SDS, 0.1M Tris-HCL a pH de 7.5), posteriormente una
digestién enzimética del macerado con Proteinasa K (1ug/uL) a 65°C durante 2 horas,
seguida de la adicién de 14puL de Acetato de Potasio M, para una concentracion final de
1M e incubacion en hielo durante 30 minutos. Posteriormente se centrifug6é a 13.000g por
10min a 4°C. Al sobrenadante obtenido se le agregaron 200uL de etanol absoluto, éste
fue mantenido a 4°C durante una noche, luego se centrifugé a 13.000g por 20min a 4°C y
se descart6 el sobrenadante. El precipitado obtenido se lavo con etanol al 70% y el ADN



se resuspendio en 60 pL de agua ultrapura. EI ADN se conservo a -20C hasta su uso en

la amplificacion del fragmento “codigo de barras” del gen mitocondrial COL.

3.1.2 Amplificacién del fragmento 5 del gen Citocromo Oxidasa | (COI)

mediante la técnicade PCR

Para amplificar el fragmento del gen COI (548 pb) definido como “cdédigo de barras”, se
usaron los oligonucledtidos LCO1490 - GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG y HCO2198
- TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA (Hebert et al. 2003). La PCR se llevo a cabo
bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial de 5 min (94°C), seguida por 35
ciclos de 94°C durante 1 min (desnaturalizacién), 45°C durante 1min (annealing), 72°C
durante 1 min (extension); y una extension final a 72°C durante 10 min. Cada mezcla de
PCR con un volumen de reaccién final de 50uL: 5uL de PCR buffer 10X, 2.5mM MgCI2,
10mM de la mezcla de desoxirribonucleétidos trifosfato (dNTPs), 1.5U Taq ADN
polimerasa, 0.3uM de cada oligonucledtido y SuL de plantilla del ADN y el volumen
restante de ddH20 hasta 50L.

3.1.3 Visualizacion y secuenciacion de los productos de PCR

Los productos del fragmento 5’ del gen COl amplificados mediante PCR fueron sometidos
a electroforesis en gel de agarosa al 1.6%, éste con previa adicion de la tincion
fluorescente para acidos nucleicos GelStar® (Lonza). Para ello 5 yL del producto de PCR
se mezclaron con 2 L de Azul de Bromofenol y se sometio a electroforesis horizontal en
bufer TBE 1X a 90 voltios durante 50 minutos. La fotodocumentacién de los geles fue
realizada con un transiluminador Dark Reader DR88X (Clare Chemical Research) y una
camara fotografica Cannon A640. Los productos de PCR se consideraron positivos
cuando se presentaron bandas del tamafio esperado para el gen evaluado (700 pb),
utilizando como referentes los controles positivos de PCR, ademas de un control negativo
de la PCR que constaba de un mix de todos los reactivos usados para la prueba sin
agregar ADN y un marcador de peso molecular 100pb DNA Ladder (Promega, USA).



Los productos amplificados fueron sometidos a secuenciacién de ADN en ambos sentidos
de la cadena del &cido nucleico con un equipo de electroforesis capilar 3730XL
empleando el servicio de la Compafia Macrogen Inc. en Corea.

3.1.4 Edicion, alineamiento y analisis molecular de las secuencias

Los cromatogramas obtenidos se editaron con el programa BioEdit v7.0.9 (Hall, 1999)
para generar la secuencia consenso de cada especimen. Todas las secuencias fueron
alienadas usando el algoritmo ClustalW y luego examinadas visualmente, para asegurar
gue no existian codones de parada ni mutaciones en el marco de lectura, esto mediante el
uso del programa Mega 5. Las secuencias fueron alineadas inicialmente con la secuencia
del “genoma de referencia” de Aedes aegypti (NC_010241.1) para confirmar la identidad
del gen.

Las secuencias obtenidas fueron comparadas con secuencias de la base de datos de los
grupos de investigacion PECET-UdeA (Programa de estudio y control de enfermedades
tropicales) y GSM-Unal (Grupo de sistematica molecular), y con las secuencias
disponibles en las bases de datos GenBank y BOLD Systems, usando la herramienta
BlastN para determinar mediante los criterios de méxima identidad, cobertura y
puntuacion total en el alineamiento multiple con cuales especies las secuencias

analizadas tenian un mayor porcentaje de similitud.

El alineamiento final fue caracterizado en términos de variabilidad nucleotidica y
frecuencia de transiciones y transversiones. El nUmero de haplotipos se estim6 en el
programa DnaSP v5.10.1. Se calcularon las distancias intraespecfficas, se obtuvieron
matrices de distancias y se construyeron dendrogramas (Neighbor Joining) bajo el modelo

Kimura dos parametros (K2P) en el programa MEGA 6.0

Se llevé a cabo un analisis adicional usando el software ABGD (Automatic Barcode Gap
Discovery) gue esta disponible para sistemas Linux, se tuvo también la posibilidad de
realizar el procesamiento a través del sito web del fabricante

(http://wwwabi.snv.jussieu.fr/public/abgd/) (dia de ingreso 10 de julio, 2016), este software

permite encontrar el Barcoding-Gap (diferencia entre distancias intraespecificas y
distancias intraespecificas), ademas su algoritmo permite delimitar posibles especies,

realizando particiones al conjunto de secuencias de acuerdo con su similaridad y las


http://wwwabi.snv.jussieu.fr/public/abgd/

propone como especies hipotéticas (Puillandre et al, 2012) Esto, bajo tres modelos
disponibles, K2P (Kimura dos parametros), JC69 (Jukes Cantor, 1969) y un modelo de
sustitucion simple. Para este estudio los analisis finales se obtuvieron usando la version

online, y se toman las agrupaciones dadas bajo el modelo K2P.

Se incluyeron secuencias disponibles en las bases de datos GenBank y BOLD (visitados

en el mes de julio, 2016), con el fin de realizar analisis mas profundos a nivel de género.

3.2 Resultados

3.2.1 Secuencias COIl obtenidas en este estudio

Se obtuvieron 163 secuencias del fragmento 5’ del gen COI, con un tamafo aproximado
de 700 pb (Figura 3-1), éstas corresponden a 38 especies morfologicamente identificadas,
distribuidas en 12 géneros. Adicionalmente se incluyeron 12 secuencies identificadas a
nivel de género (Lutzomyia (Tricholateralis), Trichophoromyia, Psychodopygus serie
guyanensis y serie davisi), en éstas no se alcanzo el nivel de especie por taxonomia
clasica porque las hembras de algunos grupos son indistinguibles. En el caso de
Trcihophoromyia, estos especimenes fueron colectados en una comunidad del municipio
de Puerto Narifio (Amazonas) y al parecer es una especie no descrita (tema que fue
revisado en el capitulo 2), y en otros grupos los caracteres disponibles no permitieron la
confirmacion exacta de la especie. En los andlisis se tomaron estas secuencias como
grupos diferentes, haciendo referencia al género mas la terminacién sp, aumentando a 43

las especies hipotéticas.



Figura 3-1: Productos de la amplificacion por PCR del fragmento 5 del gen COI, en

flebotomineos colectados en la comunidad Tipisca de Puerto Narifio (Amazonas)

MP 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 CN

700 pb ---“'~~--'

Linea M: marcador de peso molecular de 100 pb, 61-71 ADN de flebotomineos colectados
en Puerto Narifio (Amazonas), CN: control negativo, mix de PCR con agua, CP: Control
positivo.

En la tabla 3-1 se hace referencia a los detalles de colecta, identificacion y cédigos de la
secuencia por cada especimen. Todas las secuencies obtenidas en este estudio estaran
disponibles tanto en la plataforma del BOLD SYSTEMS (http://www.boldsystems.org)
como en la base de datos del GenBank.

Tabla 3-1: Cadigos de las secuencias COlrelacionando especie, localidad y sexo

Especie Sexo Departamento Localidad Codigo de
secuencia

Br. mesai M Amazonas Puerto Narifio AMA48.2

Br. mesai M Amazonas Puerto Narifio AMCT9.3

Br. leopoldoi M Caldas Norcasia CAL6.2

Mi. trinidadensis H Antioquia Apartado APAAL.3

Mi. trinidadensis M Antioquia Apartado APAAL.7

Mi. trinidadensis H Antioquia Apartado APAA13.1

Mi. trinidadensis H Sucre Owejas SOA32

Mi. atroclavata H Sucre Owejas SOA34

Mi. atroclavata M Sucre Owejas SOA44

Mi. atroclavata H Sucre Owejas SOA84

Mi. atroclavata H Sucre Owejas SOA97

Mi. cayennensis cayennensis H Sucre Owejas SOA36

Mi. cayennensis cayennensis M Sucre Owejas SOA67

Mi. cayennensis cayennensis M Sucre Owejas SOA69

Mi. cayennensis cayennensis H Sucre Owejas SOAT70

Mi. micropyga H Antioquia Apartado APAA16.6

Mi. micropyga M Antioquia Apartado APAA12.7

Mi. micropyga M Sucre Owejas SOA63

Mi. micropyga H Sucre Owejas SOA72

Mi. chassigneti M Amazonas Puerto Narifio AMAA48.3

Mi. chassigneti H Amazonas Puerto Narifio AMA48.4

Mi. chassigneti H Amazonas Leticia AMCK11-17.7

Sc. sordellii M Amazonas Leticia AMB18.1

Sc. sordellii H Amazonas Leticia AMB18.2

Sc. sordellii M Amazonas Leticia AMCK11-15.1

Sc. preclara M Amazonas Puerto Narifio AMA2.2




Sc. preclara H Amazonas Puerto Narifio AMA26.1
Sc. preclara M Amazonas Puerto Narifio AMA31.1
Sc. preclara H Amazonas Puerto Narifio AMB3.2
Sc. preclara H Amazonas Puerto Narifio AMCT9.7
Lu. hartmanni H Caldas Samana CAL7.4
Lu. hartmanni H Caldas Victoria CALB19.3
Lu. hartmanni M Caldas Victoria CALB27.1
Lu. lichyi H Antioquia Remedios REM11
Lu. lichyi H Antioquia Remedios REM12
Lu. bifoliata H Caldas Victoria CALB21.2
Lu. bifoliata H Antioquia Remedios REMA48
Lu. bifoliata H Antioquia Remedios REM61
Lu. (Trl) sp H Amazonas Puerto Narifio AMBS8.1
Lu. (Trl) sp H Amazonas Leticia AMCK18-18.2
Lu. sherlocki M Amazonas Leticia AMCK18-7.1
Lu. sherlocki M Amazonas Leticia AMCK18-18.1
Lu. sherlocki H Amazonas Leticia AMCK11-19.4
Lu. sherlocki H Amazonas Leticia AMCK11-19.5
Lu. gomezi H Sucre Owejas SOA35
Lu. gomezi H Antioquia Remedios REM7

Lu. gomezi H Antioquia Remedios REM71
Lu. gomezi H Antioquia Remedios REMG68
Lu. gomezi H Magdalena Santa Marta SAN1.3
Lu. gomezi H Caldas Samana CAL5.3

Pi. evansi H Sucre Owejas SOA2

Pi. evansi H Sucre Owejas SOA3

Pi. evansi M Sucre Owejas SOA5

Pi. evansi H Sucre Owejas SOA6

Pi. evansi M Sucre Owejas SOA7

Pi. evansi M Sucre Owejas SOA10

Pi. evansi H Sucre Owejas SOA18

Pi. evansi M Sucre Owejas SOA21

Pi. evansi H Sucre Owejas SOA24

Pi. evansi M Sucre Owejas SOA25

Pi. evansi M Sucre Owejas SOA26

Pi. evansi M Sucre Owejas SOA27

Pi. evansi H Sucre Owejas SOA28

Pi. evansi H Sucre Owejas SOA40

Pi. evansi H Sucre Owejas SOA41

Pi. evansi H Sucre Owejas SOA42

Pi. evansi M Sucre Owejas SOA101
Pi. evansi M Sucre Owejas SOA110
Pi. rangeliana H Sucre Owejas SOA31

Pr. choti M Amazonas Puerto Narifio AMAB54.1
Pr. choti H Amazonas Puerto Narifio AMAS54.2
Pr. choti H Amazonas Puerto Narifio AMASS8.1
Pr. choti H Amazonas Puerto Narifio AMAG67.1
Pr. choti M Amazonas Puerto Narifio AMAGBS8.1
Pr. choti M Amazonas Puerto Narifio AMCD13.1
Pr. choti M Amazonas Puerto Narifio AMCD13.2
Pr. choti H Amazonas Puerto Narifio AMCPS8.1
Pr. camposi H Antioguia Apartadé APAA2.1
Pr. camposi M Caldas Samana CAL28.3
Ty. triramula M Caldas Samana CAL18.3
Ty. triramula H Caldas Samana CAL33.1




Ev. walkeri H Amazonas Puerto Narifio AMA32.1
Ev. walkeri M Amazonas Leticia AMA73.1
Ev. walkeri H Amazonas Puerto Narifio AMCTS.1
Ev. walkeri M Amazonas Puerto Narifio AMCTS.3
Ev. walkeri M Amazonas Puerto Narifio AMCT9.6
Ev. walkeri M Amazonas Puerto Narifio AMCP3.3
Ev. walkeri H Amazonas Leticia AMCK11-2.1
Ev. georgii H Amazonas Leticia AMA79.3
Ev. saulensis H Amazonas Puerto Narifio AMB7.1

Pa. punctigeniculata M Amazonas Leticia AMCK11-17.1
Pa. punctigeniculata M Amazonas Leticia AMCK18-5.1
Pa. punctigeniculata M Amazonas Leticia AMCK18-5.2
Pa. aragaoi H Amazonas Puerto Narifio AMASG3.1
Pa. aragaoi M Amazonas Leticia AMCK18-17.1
Pa. shannoni H Antioquia Remedios REM34

Pa. shannoni H Antioguia Remedios REMG67

Pa. dendrophyla M Amazonas Puerto Narifio AMA48.1
Ps. amazonensis M Amazonas Puerto Narifio AMB3.1

Ps. serie davisi sp H Amazonas Puerto Narifio AMCT9.13
Ps. serie guyanensis sp H Amazonas Puerto Narifio AMA40.1
Ps. hirsutus hirsutus H Amazonas Puerto Narifio AMAA47.2
Ps. hirsutus hirsutus H Amazonas Puerto Narifio AMA51.1
Ps. panamensis H Caldas Samana CAL5.2

Ps. panamensis M Caldas Victoria CALB24.1
Psychodopygus sp H Amazonas Leticia AMB9.1

Ps. ayrozai H Caldas Samana CAL28.2

Ps. ayrozai H Caldas Samana CAL31.2

Ps. ayrozai M Caldas Samana CAL33.3

Ny. antunesi M Amazonas Puerto Narifio AMA4.2

Ny. antunesi M Amazonas Puerto Narifio AMAS8.1

Ny. antunesi H Amazonas Puerto Narifio AMAS8.3

Ny. antunesi H Amazonas Puerto Narifio AMA10.2
Ny. antunesi H Amazonas Puerto Narifio AMA10.3
Ny. antunesi H Amazonas Puerto Narifio AMA22.1
Ny. antunesi M Amazonas Puerto Narifio AMA45.1
Ny. antunesi H Amazonas Puerto Narifio AMB1.2

Ny. antunesi M Amazonas Puerto Narifio AMB11.1
Ny. trapidoi H Caldas Samana CAL18.4

Ny. trapido H Caldas Samana CALB10.2
Ny. trapido H Antioguia Remedios REMG69

Ny. trapido H Antioquia Remedios REM72

Ny. yuilli yuilli H Antioguia Remedios REMG66

Ny. yuilli yuilli M Caldas Samana CAL7.2

Ny. yuilli yuilli H Caldas Norcasia CAL14.3

Ny. yuilli yuilli H Amazonas Puerto Narifio AMA57.1
Ny. yuilli yuilli H Amazonas Leticia AMAS81.2
Ny. yuilli yuilli H Amazonas Leticia AMCK11-1.3
Ny. yuilli yuilli H Amazonas Leticia AMCK11-15.2
Ny. yuilli yuilli H Amazonas Leticia AMCK11-17.2
Ny. yuilli pajoti H Amazonas Puerto Narifio AMAS.1

Ny. yuilli pajoti H Amazonas Puerto Narifio AMCT9.1
Ny. yuilli pajoti H Amazonas Puerto Narifio AMCDS.2
Ny. umbratilis M Amazonas Leticia AMAT75.2
Ny. umbratilis M Amazonas Leticia AMAT79.1
Ny. umbratilis M Amazonas Leticia AMCK11-17.4




Ny. umbratilis M Amazonas Leticia AMCK11-17.5
Ny. umbratilis H Amazonas Leticia AMCK11-17.6
Ny. umbratilis M Amazonas Leticia AMCK11-19.1
Ny. umbratilis M Amazonas Leticia AMCK11-19.3
Trichophoromyia sp. M Amazonas Puerto Narifio AMA2.1
Trichophoromyia sp. M Amazonas Puerto Narifio AMA3.1
Trichophoromyia sp. H Amazonas Puerto Narifio AMA4.3
Trichophoromyia sp. H Amazonas Leticia AMA73.2
Trichophoromyia sp. M Amazonas Puerto Narifio AMCTS8.2
Trichophoromyia sp. H Amazonas Puerto Narifio AMCT9.8
Trichophoromyia sp. H Amazonas Leticia AMCK11-2.2
Th. howardi M Amazonas Leticia AMA75.1
Th. howardi M Amazonas Leticia AMCK11-15.3

Se incluyeron 12 secuencias pertenecientes a 6 especies (5 géneros), colectadas en
cuatro paises centroamericanos, con el objetivo de comparar secuencias de la misma
especie geograficamente distantes, los detalles de colecta y cédigos de estas secuencias

aparecen en la tabla 3-2.

Tabla 3-2: Cddigos de las secuencias COlde flebotomineos colectados en Centroamérica
relacionando especie, localidad y sexo

Especie Sexo Pais Localidad Codigo de
secuencia
Mi. cayennensis cayennensis H Panamé Capira-Ollas arriba PAN2.3
Lu. longipalpis M Honduras Amapola- El caracol HON2.4
Lu. longipalpis M Honduras Amapola- El caracol HONZ2.10
Pi. evansi H Honduras Amapola- El caracol HON2.3
Pi. evansi H Honduras Amapola- El caracol HONZ2.21
Pi. evansi H Nicaragua Ledn Rota NIC2.8
Ps. panamensis H Costa Rica | San vicente COR1.1
Ps. panamensis H Panama Capira-Ollas arriba PAN3.4
Ps. panamensis H Panama Capira-Ollas arriba PAN4.2
Ny. trapidoi H Costa Rica | Sibuju COR4.1
Ny. trapidoi H Costa Rica | Sibuju COR4.2
Ny. ylephiletor H Costa Rica Sibuju COR7.1

3.2.2 Alineamiento, composicién y divergencia nucleotidica

La longitud de las secuencias editadas y alineadas del fragmento 5’ del gen COl fue de
601pb (Anexo 3, Figura 3-1), este fragmento corresponde a las posiciones 62 a 662 del
gen mitocondrial COl en Aedes aegypti (NC_010241.1), usado como genoma de
referencia. El segmento secuenciado corresponde al propuesto por Hebert et al. (2003)

como la region cédigo de barras para la identificacion de especies. En el alineamiento no



se evidencian eventos de delecién ni de insercién ya que no se observa ningun “gap”
(Anexo 3).

El andlisis de composicion nucleotidica mostr6 un alto contenido de Adenina y Timina
(66.1%), mientras que el contenido de Guanina y Citosina fue 33.9%, esta relacion se
mantuvo constante en todos los géneros, con pequefios cambios. En cuanto al uso de
codones en estas secuencias se observo una clara preferencia por la terminacion en Ao
T, encontrandose cualquiera de estos aminoacidos (A+T) en el 89.2% de las terceras
posiciones de las secuencias, seguidamente A+T en segunda posicion 55.4% y A+T en
primera posicion en el 54% de las secuencias.

En el alineamiento de las 163 secuencias, a lo largo de las 601 posiciones nucleotidicas
fueron encontrados 346 sitios conservados (58%) y 255 sitios variables (42% de
variacion).

Del total de las 163 secuencias analizadas se obtuvieron 142 haplotipos, 3 del género
Brumptomyia, 16 de Micropygomyia, 4 de Sciopemyia, 18 de Lutzomyia, 20 de Pintomyia,
4 de Pressatia, 2 de Tryramula, 9 de Evandromyia, 8 de Psathyromyia, 13 de
Psychodopygus, 28 de Nyssomyia y 7 de Trichophoromyia. El nimero de haplotipos varié
entre 1 y 19 para cada especie, la especie con mayor nimero de haplotipos fue Pi. evansi
(19 haplotipos, 21 secuencias); las especies Mi. trinidadensis, Mi. atroclavata, Mi.
cayennensis cayennensis, Mi. chassigneti, Ev. walkeri, Pa. punctigeniculata, Ps. ayrozai,
Ny. umbratilis y Trichophoromia sp, exhibieron al menos un haplotipo representado por
més de una secuencia. En Ny. yuilli yuilli se encontré el mismo haplotipo en individuos
colectados en diferentes localidades (Norcasia-Caldas y Remedios-Antioquia). Tanto Sc.
preclara como Lu. hartmanni mostraron haplotipos Unicos en sus secuencias (n=5y n=3,
respectivamente).

En relacion a las diferencias en términos de ndmero y tipo de sustituciones entre los
diferentes haplotipos de una misma especie a lo largo del alineamiento, los resultados
muestran un rango de 1 a 68 posiciones variables y los cambios nucleotidicos son en su
mayoria sustituciones sindnimas tipo transiciones (purina por purina y pirimidina por

pirimidina) en las terceras posiciones (Anexo 3y Tabla 3-3).



Tabla 3-3: Numero de haplotipos de la secuencia COI, por especie de flebotomineo

Especie N H S Haplotipos COI

Br. mesai 2 2 7 | AMA48.2, AMCT9.3

Br. leopoldoi 1 1 0 | CAL6.2

Mi. trinidadensis 4 3 15 | SOA32, APAA13.1, [APAAL.3, APAAL.7]

Mi. atroclavata 4 3 8 | SOAB84, SOA97, [SOA34, SOA44]

Mi. cayennensis cayennensis 5 4 27 | PAN2.3, SOA69, SOA36, [SOA67, SOAT0]

Mi. micropyga 4 4 68 | APAA16.6, APAA12.7, SOAB3, SOA72

Mi. chassigneti 3 2 8 | AMA48.3, [AMA48.4, AMCK11-17.7]

Sc. sordellii 3 3 4 | AMB18.1, AMB18.2, AMCK11-15.1

Sc. preclara 5 1 0 | [AMA2.2, AMA26.1, AMA31.1, AMB3.2,
AMCT9.7]

Lu. hartmanni 3 1 0 | [CAL7.4, CALB19.3, CALB27.1]

Lu. lichyi 2 2 1 | REM11, REM12

Lu. bifoliata 3 3 5 | CALB21.2, REM48, REM61

Lu. longipalpis 2 2 1 | HON2.4, HON2.10

Lu. (Trl) sp 2 2 2 | AMB8.1, AMCK18-18.2

Lu. sherlocki 4 2 4 | AMCK11-19.4, [AMCK11-19.5, AMCK18-7.1,
AMCK18-18.1]

Lu. gomezi 6 6 21 | SOA35, REM7, REM68, REM71, SANL1.3,
CAL5.3

Pi. evansi 21 19 | 67 | HON2.3, HON2.21, NIC2.8, SOA2, SOA21,
SOA25, SOA5, SOA10, SOA24, SOA101,
SOA28, SOA41, SOA3, SOA26, SOA27, SOAG,
SOA7, SOA40, [SOA18, SOA42, SOA110]

Pi. rangeliana 1 1 0 | SOA31

Pr. choti 8 2 3 | AMA54.2, AMCD13.2, [AMA54.1, AMA58.1,
AMAG67.1, AMA68.1, AMCD13.1, AMCP8.1]

Pr. camposi 2 2 6 | CAL28.3, APAA2.1

Ty. triramula 2 2 13 | CAL18.3, CAL33.1

Ev. dubitans 1 1 0 | PAN1.2

Ev. wallk eri 7 6 35 | AMA73.1, AMCT8.3, AMCK11-2.1, AMCT?9.6,
AMCP3.3, [AMA32.1, AMCT8.1]

Ev. georgii 1 1 0 | AMA79.3

Ev. saulensis 1 1 0 | AMB7.1

Pa. carpenteri 1 1 0 | CAL3.2

Pa. aragaoi 2 2 3 | AMAG3.1, AMCK18-17.1

Pa. shannoni 2 2 8 | REM34, REM67

Pa. dendrophyla 1 1 0 | AMA48.1

Pa. punctigeniculata 3 2 2 | AMCK18-5.1, [AMCK18-5.2, AMCK11-17.1]

Ps. hirsutus hirsutus 2 2 6 | AMA47.2, AMA51.1

Ps. panamensis 5 5 28 | CORL1.1, PANS3.4, PAN4.2, CAL5.2, CALB24.1

Psychodopygus sp 1 1 0 | AMB9.1

Ps. ayrozai 3 2 1 | CAL31.2, [CAL28.2, CAL33.3]

Ps. amazonensis 1 1 0 | AMB3.1

Ps. serie davisi 1 1 0 | AMCT9.13

Ps. serie guyanensis 1 1 0 | AMA40.1

Ny. antunesi 9 7 7 | AMA10.3, AMA8.1, AMB11.1, AMA22.1,
AMB1.2, AMA45.1, [AMA4.2, AMAS.3,
AMA10.2]

Ny. trapidoi 6 6 25 | REM69, REM72, CAL18.4, CALB10.2, CORA4.1,
CORA4.2

Ny. yuilli yuilli 8 5 23 | AMA57.1, AMA81.2, CAL7.2 [REM66, CAL14.3],

[AMCK11-1.3, AMCK11-15.2, AMCK11-17.2]




Ny. yuilli pajoti 3 3 4 | AMA5.1, AMCT9.1, AMCD5.2

Ny. ylephiletor 1 1 0 | COR7.1

Ny. umbratilis 7 6 8 | AMA79.1, AMA75.2, AMCK11-19.1, AMCK11-
19.3, AMCK11-17.4, [AMCK11-17.5, AMCK11-
17.6]

Th. howardi 2 1 0 | [AMA75.1, AMCK11-15.3]

Trichophoromyia sp 7 6 18 | AMA73.2, AMA2.1, AMCK11-2.2, AMA4.3,
AMCTS8.2, [AMA3.1, AMCT9.8]

Total 163 | 142

N Numero de individuos. H Numero de haplotipos. S Numero de sitios variables. Los
caodigos dentro de [ ] corresponden a un mismo haplotipo.

Todas las secuencias obtenidas fueron comparadas con los registros disponibles en las
de GenBank BOLD
(http://www.barcodinglife.com/). Los porcentajes de identidad de las secuencias mayores

bases datos (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/) vy
al 93% fueron considerados como “posible especie”’, bajo el concepto MOTU vy los
resultados previamente obtenidos de diferenciacion nucleotidica entre y dentro de
especies de flebotomineos.

Derivado de este andlisis se aportaron registros de la secuencia Barcode para 12
especies, las cuales no tenian esta secuencia disponible en las bases de datos

consultadas (GenBank y BOLD) (Tabla 3-4).

Tabla 3-4: Porcentaje de similitud entre las secuencias del estudio y las publicadas en

base de datos

Especie Cédigo Especie en Query Identidad Cédigo de Sometido por
GenBank cover acceso
GenBank
Br. mesai AMCT9.3 | Br. beaupertuyi 99% 89% KC921222.1 | Contreras /2014
Br. mesai AMA48.2 | Br. beaupertuyi 99% 89% KC921222.1 | Contreras /2014
Br. leopoldoi CAL6.2 | Br. mesai 100% 96% GU909506.1 | Romero /2010
Mi. trinidadensis APAA1.3 | Lu.trinidadensis | 100% 99% KC921306.1 | Contreras /2014
Mi. trinidadensis APAA1.7 | Lu.trinidadensis | 100% 99% KC921306.1 | Contreras /2014
Mi. trinidadensis APAA13. | Lu.trinidadensis | 100% 98% KC921306.1 | Contreras /2014
1

Mi. trinidadensis SOA32 | Lu.trinidadensis | 100% 99% GU909499.1 | Romero/2010
Mi. atroclavata SOA34 Lu. atroclavata 100% 100% GU909477.1 | Romero /2010
Mi. atroclavata SOA44 | Lu. atroclavata 100% 100% GU909477.1 | Romero/2010
Mi. atroclavata SOA84 | Lu. atroclavata 100% 99% GU909477.1 | Romero/2010
Mi. atroclavata SOA97 Lu. atroclavata 100% 99% GU909477.1 | Romero/2010
Mi. cayennensis SOA36 Lu. cayennensis | 100% 99% GU909472.1 | Romero /2010
cayennensis cayennensis
Mi. cayennensis SOA67 | Lu.cayennensis | 100% 100% GU909472.1 | Romero/2010
cayennensis cayennensis
Mi. cayennensis SOA69 | Lu.cayennensis | 100% 99% GU909472.1 | Romero/2010
cayennensis cayennensis
Mi. cayennensis SOA70 | Lu.cayennensis | 100% 100% GU909472.1 | Romero/2010
cayennensis cayennensis
Mi. cayennensis PAN2.3 | Lu.cayennensis 88% 99% JN845561.1 | Contreras /2011
cayennensis cayennensis
Mi. micropyga APAA16. | Lu. atroclavata 99% 91% GU909480.1 | Romero /2010




6

Mi. micropyga APAA12. | Lu. atroclavata 99% 90% GU909480.1 | Romero/2010
7
Mi. micropyga SOAGB3 Lu. micropyga 100% 99% GU909465.1 | Romero/2010
Mi. micropyga SOA72 Lu. micropyga 100% 100% GU909465.1 | Romero /2010
Mi. chassigneti AMA48.3 | Lu. atroclavata 99% 89% GU909479.1 | Romero /2010
Mi. chassigneti AMA48.4 | Lu. atroclavata 99% 89% GU909480.1 | Romero/2010
Mi. chassigneti AMCK11 | Lu. atroclavata 99% 89% GU909480.1 | Romero/2010
-17.7
Sc. sordellii AMB18.1 | Lu. sordellii 100% 92% KC921298.1 | Contreras /2014
Sc. sordellii AMB18.2 | Lu. sordellii 100% 92% KC921298.1 | Contreras /2014
Sc. sordellii AMCK11 | Lu. sordellii 100% 92% KC921298.1 | Contreras /2014
-15.1
Sc. preclara AMA2.2 | Sciopemyiasp. 99% 97% KP113045.1 | Pinto /2015
Sc. preclara AMA26.1 | Sciopemyia sp. 99% 97% KP113045.1 | Pinto /2015
Sc. preclara AMB3.2 | Sciopemyiasp. 99% 97% KP113045.1 | Pinto /2015
Sc. preclara AMCT9.7 | Sciopemyiasp. 99% 97% KP113045.1 | Pinto /2015
Lu. hartmanni CAL7.4 Lu. hartmanni 100% 100% KC921257.1 | Contreras /2014
Lu. hartmanni CALB19. | Lu. hartmanni 100% 100% KC921257.1 | Contreras /2014
3
Lu. hartmanni CALB27. | Lu. hartmanni 100% 100% KC921257.1 | Contreras /2014
1
Lu. lichyi REM11 | Lu. lichyi 100% 98% KC921259.1 | Contreras /2014
Lu. lichyi REM12 | Lu. lichyi 100% 98% KC921259.1 | Contreras /2014
Lu. bifoliata CALB21. | Lu. bifoliata 100% 99% KC921232.1 | Contreras /2014
2
Lu. bifoliata REM48 | Lu. bifoliata 100% 99% KC921232.1 | Contreras /2014
Lu. bifoliata REM61 Lu. bifoliata 100% 100% KC921232.1 | Contreras /2014
Lu. longipalpis HON2.4 | Lu.longipalpis 99% 94% KP112581.1 | Pinto /2015
Lu. longipalpis HON2.10 | Lu. longipalpis 98% 94% KP112586.1 | Pinto /2015
Lutzomyia (Trl)sp | AMB8.1 | Lu.longipalpis 99% 88% KP112586.1 | Pinto /2015
Lutzomyia (Trl)sp | AMCK18 | Lu.longipalpis 99% 88% KP112586.1 | Pinto /2015
-18.2
Lu. sherlocki AMCK18 | Lu.gomezi 99% 89% KC921251.1 | Contreras /2014
-7.1
Lu. sherlocki AMCK11 | Lu.gomezi 99% 89% KC921251.1 | Contreras /2014
-19.4
Lu. sherlocki AMCK11 | Lu.gomezi 99% 89% KC921251.1 | Contreras /2014
-19.5
Lu. gomezi SOA35 Lu.gomezi 100% 99% KC921250.1 | Contreras /2014
Lu. gomezi REM7 Lu.gomezi 100% 100% GU909452.1 | Romero /2010
Lu. gomezi REM68 | Lu.gomezi 100% 99% KC921250.1 | Contreras /2014
Lu. gomezi REM71 | Lu.gomezi 100% 99% KC921248.1 | Contreras /2014
Lu. gomezi SAN1.3 | Lu.gomezi 100% 99% KC921248.1 | Contreras /2014
Lu. gomezi CAL5.3 | Lu.gomezi 100% 100% KC921247.1 | Contreras /2014
Pi. evansi HON2.3 | Lu.evansi 99% 93% GU909459.1 | Romero /2010
Pi. evansi HON2.21 | Lu. evansi 99% 93% GU909459.1 | Romero /2010
Pi. evansi NIC2.8 Lu. evansi 99% 93% GU909459.1 | Romero /2010
Pi. evansi SOA2 Lu. evansi 100% 98% GU909459.1 | Romero /2010
Pi. evansi SOA3 Lu. evansi 99% 99% GU909459.1 | Romero /2010
Pi. evansi SOA5 Lu. evansi 100% 99% GU909458.1 | Romero /2010
Pi. evansi SOA6 Lu. evansi 100% 99% GU909458.1 | Romero /2010
Pi. evansi SOA7 Lu. evansi 100% 99% GU909458.1 | Romero /2010
Pi. evansi SOA10 Lu. evansi 100% 99% GU909458.1 | Romero /2010
Pi. evansi SOA18 Lu. evansi 100% 99% GU909458.1 | Romero /2010
Pi. evansi SOA21 Lu. evansi 100% 99% GU909458.1 | Romero /2010
Pi. evansi SOA24 Lu. evansi 100% 99% GU909458.1 | Romero /2010
Pi. evansi SOA25 Lu. evansi 100% 98% GU909458.1 | Romero /2010
Pi. evansi SOA26 Lu. evansi 100% 99% GU909458.1 | Romero/2010
Pi. evansi SOA27 Lu. evansi 100% 99% GU909458.1 | Romero/2010
Pi. evansi SOA28 Lu. evansi 100% 99% GU909458.1 | Romero /2010




Pi. evansi SOA40 Lu. evansi 100% 99% GU909458.1 | Romero /2010

Pi. evansi SOA41 Lu. evansi 100% 98% GU909458.1 | Romero/2010

Pi. evansi SOA42 Lu. evansi 100% 99% GU909458.1 | Romero /2010

Pi. evansi SOA101 | Lu.evansi 100% 99% GU909458.1 | Romero/2010

Pi. evansi SOA110 | Lu.evansi 100% 99% GU909458.1 | Romero/2010

Pi. rangeliana SOA31 Lu. rangeliana 100% 100% GU909493.1 | Romero /2010

Pr. choti AMA54.1 | Pr. choti 100% 99% KP112892.1 | Pinto /2015

Pr. choti AMA54.2 | Pr. choti 100% 99% KP112892.1 | Pinto /2015

Pr. choti AMA58.1 | Pr. choti 100% 99% KP112892.1 | Pinto /2015

Pr. choti AMA67.1 | Pr. choti 100% 99% KP112892.1 | Pinto /2015

Pr. choti AMA68.1 | Pr. choti 100% 99% KP112892.1 | Pinto /2015

Pr. choti AMCDI3.1 | Pr, choti 100% 99% KP112892.1 | Pinto /2015

Pr. choti AMCD13.2 | Pr. choti 100% 99% KP112892.1 | Pinto /2015

Pr. choti AMCP8.1 | Pr. choti 100% 99% KP112892.1 | Pinto /2015

Pr. camposi APAA2.1 | Pr. camposi 93% 99% KT906090.1 | Cevallos /2015

Pr. camposi CAL28.3 | Pr. camposi 93% 99% KT906090.1 | Cevallos /2015

Ty. triramula CAL18.3 | Lu.triramula 100% 99% KC921314.1 | Contreras /2014

Ty. triramula CAL33.1 | Lu.triramula 100% 98% KC921314.1 | Contreras /2014

Ev. dubitans PAN1.2 Ev. dubitans 100% 99% GU909447.1 | Romero /2010

Ev. walkeri AMA32.1 | Lu.walkeri 100% 98% FJ437286.1 | Cohnstaedt
/2011

Ev. walkeri AMA73.1 | Lu.walkeri 100% 98% FJ437286.1 | Cohnstaedt
/2011

Ev. walkeri AMCT8.1 | Lu. walkeri 100% 98% FJ437286.1 | Cohnstaedt
/2011

Ev. walkeri AMCT8.3 | Lu.walkeri 100% 98% FJ437286.1 | Cohnstaedt
/2011

Ev. walkeri AMCT9.6 | Lu.walkeri 100% 98% FJ437286.1 | Cohnstaedt
/2011

Ev. walkeri AMCK11 | Lu.walkeri 100% 97% FJ437286.1 | Cohnstaedt

2.1 /2011

Ev. walkeri AMCP3.3 | Lu. walkeri 99% 95% FJ437286.1 | Cohnstaedt
/2011

Ev. georgii AMA79.3 | Lu. micropyga 99% 85% GU909465.1 | Romero /2010

Ev. saulensis AMB7.1 | Lu.micropyga 99% 87% GU909466.1 | Romero /2010

Pa. AMCK18 | Pa.pascalel 98% 91% KP112948.1 | Pinto /2015

punctigeniculata 51

Pa. AMCK18 | Pa. pascalei 98% 91% KP112948.1 | Pinto /2015

punctigeniculata -5.2

Pa. AMCK11 | Pa.pascalei 98% 91% KP112948.1 | Pinto /2015

punctigeniculata -17.1

Pa. carpenteri CAL3.2 Lu. carpenteri 100% 100% KC921235.1 | Contreras /2014

Pa. aragaol AMCK18 | Lu.aragaol 99% 91% KC921231.1 | Contreras /2014

-17.1

Pa. aragaoi AMA53.1 | Lu. aragaol 99% 91% KC921231.1 | Contreras /2014

Pa. shannoni REM34 | Lu.shannoni 100% 99% GU909469.1 | Romero /2010

Pa. shannoni REMG67 Lu. shannoni 100% 99% GU909469.1 | Romero /2010

Pa. dendrophyla AMA48.1 | Lu. shannoni 99% 92% KP112930.1 | Pinto /2015

Ps. serie davisi AMCT9.1 | Ps. davisi 100% 99% KP112969.1 | Pinto /2015

3

Ps.amazonensis AMB3.1 Ps. davisi 100% 96% KP112970.1 | Pinto /2015

Ps. serie AMA40.1 | Lu. guyanensis 91% 97% GU001736.1 | Azpurua /2010

guyanensis sp

Ps. hirsutus AMAA47.2 | Ps. hirsutus 99% 97% KP112991.1 | Pinto /2015

hirsutus hirsutus

Ps. hirsutus AMA51.1 | Ps. hirsutus 100% 97% KP112991.1 | Pinto /2015

hirsutus hirsutus

Ps. panamensis COR1.1 | Lu.panamensis | 100% 99% GU909460.1 | Romero /2010

Ps. panamensis PAN3.4 | Lu.panamensis | 100% 98% GU909460.1 | Romero/2010

Ps. panamensis PAN4.2 | Lu.panamensis | 100% 99% GU909460.1 | Romero /2010

Ps. panamensis CAL5.2 | Ps. panamensis | 100% 99% KC921262.1 | Contreras /2014




Ps. panamensis CLAB24. | Ps. panamensis | 100% 99% KC921262.1 | Contreras /2014
1
Psychodopygus AVB9.1 | Ps. ayrozai 98% 94% KP112967.1 | Pinto /2015
Sp
Ps. ayrozai CAL28.2 | Ps. ayrozai 98% 93% KP112967.1 | Pinto /2015
Ps. ayrozai CAL31.2 | Ps. ayrozai 98% 94% KP112967.1 | Pinto /2015
Ps. ayrozai CAL33.3 | Ps. ayrozai 98% 93% KP112967.1 | Pinto /2015
Ny. antunesi AMA4.2 | Lu.umbratilis 100% 98% KF467559.1 | Scarpassa
/2013
Ny. antunesi AMA8.1 | Lu.umbratilis 100% 98% KF467559.1 | Scarpassa
/2013
Ny. antunesi AMA8.3 | Lu.umbratilis 100% 98% KF467559.1 | Scarpassa
/2013
Ny. antunesi AMA10.2 | Lu.umbratilis 100% 98% KF467559.1 | Scarpassa
/2013
Ny. antunesi AMA10.3 | Lu.umbratilis 100% 98% KF467559.1 | Scarpassa
/2013
Ny. antunesi AMB11.1 | Lu.umbratilis 100% 98% KF467559.1 | Scarpassa
/2013
Ny. antunesi AMB22.1 | Lu.umbratilis 100% 98% KF467559.1 | Scarpassa
/2013
Ny. antunesi AMA45.1 | Lu.umbratilis 100% 98% KF467559.1 | Scarpassa
/2013
Ny. antunesi AMB1.2 | Lu.umbratilis 100% 98% KF467559.1 | Scarpassa
/2013
Ny. trapidoi REM69 | Lu. trapidoi 100% 99% KC921302.1 | Contreras /2014
Ny. trapidoi REM72 | Lu. trapidoi 100% 99% KC921302.1 | Contreras /2014
Ny. trapidoi CAL18.4 | Lu.trapidoi 100% 99% KC921302.1 | Contreras /2014
Ny. trapidoi CALB10. | Lu.trapidoi 100% 98% KC921302.1 | Contreras /2014
2
Ny. trapidoi COR4.1 | Lu.trapidoi 100% 98% KC921302.1 | Contreras /2014
Ny. trapidol COR4.2 | Lu.trapidoi 100% 98% KC921302.1 | Contreras /2014
Ny. yuilliyuilli REM66 | Lu. yuilliyuilh 100% 100% KC921319.1 | Contreras /2014
Ny. yuilliyuilli CAL7.2 | Lu.yullliyuilli 100% 99% KC921319.1 | Contreras /2014
Ny. yuilliyuilli CAL14.3 | Lu. yuilliyuilh 100% 100% KC921319.1 | Contreras /2014
Ny. yuilliyuilli AMA57.1 | Lu. yuilliyuilli 100% 97% KC921319.1 | Contreras /2014
Ny. yuilli yuilli AMA81.2 | Lu. yuilliyuilli 100% 97% KC921319.1 | Contreras /2014
Ny. yuilli yuilli AMCK11 | Lu. yuilliyuilli 100% 97% KC921319.1 | Contreras /2014
-1.3
Ny. yuilli yuilli AMCK11 | Lu. yuilliyuilli 100% 97% KC921319.1 | Contreras /2014
-15.2
Ny. yuilli yuilli AMCK11 | Lu. yuilliyuilli 100% 97% KC921319.1 | Contreras /2014
-17.2
Ny. yuilli pajoti AMA5.1 | Lu.umbratilis 100% 97% KF467559.1 | Scarpassa
/2013
Ny. yuilli pajoti AMCDS5. | Lu.umbratilis 100% 97% KF467559.1 | Scarpassa
2 /2013
Ny. yullli pajoti AMCT9.1 | Lu.umbratilis 100% 97% KF467559.1 | Scarpassa
/2013
Ny. ylephiletor COR7.1 | Lu.trapidol 99% 91% KC921304.1 | Contreras /2014
Ny. umbratilis AMA75.2 | Lu.umbratilis 100% 99% KF467543.1 | Scarpassa
/2013
Ny. umbratilis AMA79.1 | Lu.umbratilis 100% 99% KF467543.1 | Scarpassa
/2013
Ny. umbratilis AMCK11 | Lu.umbratilis 100% 99% KF467543.1 | Scarpassa
-17.4 /2013
Ny. umbratilis AMCK11 | Lu.umbratilis 100% 99% KF467543.1 | Scarpassa
-17.5 /2013
Ny. umbratilis AMCK11 | Lu.umbratilis 100% 99% KF467543.1 | Scarpassa
-17.6 /2013
Ny. umbratilis AMCK11 | Lu.umbratilis 100% 99% KF467543.1 | Scarpassa




-19.1 /2013
Ny. umbratilis AMCK11 | Lu.umbratilis 100% 99% KF467543.1 | Scarpassa
-19.3 /2013
Trichophoromyia AMA2.1 | Th. 100% 95% KP113057.1 | Pinto /2015
sp viannamartinsi
Trichophoromyia AMA3.1 | Th. 100% 96% KP113057.1 | Pinto /2015
sp viannamartinsi
Trichophoromyia AMA4.3 | Th. 100% 95% KP113057.1 | Pinto /2015
sp viannamartinsi
Trichophoromyia AMA73.2 | Th. 100% 96% KP113057.1 | Pinto /2015
sp viannamartinsi
Trichophoromyia | AMCT8.2 | Th. 100% 95% KP113057.1 | Pinto /2015
sp viannamartinsi
Trichophoromyia | AMCT9.8 | Th. 100% 96% KP113057.1 | Pinto /2015
sp viannamartinsi
Trichophoromyia | AMCK11 | Th. 100% 95% KP113057.1 | Pinto /2015
sp -2.2 viannamartinsi
Th. howardi AMA75.1 | Th. 100% 96% KP113057.1 | Pinto /2015
viannamartinsi
Th. howardi AMCK11 | Th. 100% 96% KP113057.1 | Pinto /2015
-15.3 viannamartinsi

Nota: Se presentan en negrita las especies que no contaban con registro en las bases de
datos.

3.2.3 Divergencia a nivel intraespecifico

Los porcentajes de divergencia intraespecifica estuvieron entre 0 y 2% (Tabla 3-5), con
dos excepciones, Mi. micropyga que presento una variacion media de 8.2% y una maxima
de 12.3%. En la Tabla 3-6 se comparan las secuencias obtenidas de esta especie, con las
secuencias disponibles en el GenBank, sin embargo, las secuencias disponibles son
Gnicamente de una de las zonas del estudio (Sucre), encontrandose una clara diferencia
con los haplotipos APAA12.6 y APAA12.7 del departamento de Antioquia (Apartado).

Para la especie Pi. evansi, aunque la media se mantuvo dentro de los limites sugeridos a
nivel intraespecifico (2.9%), la distancia maxima alcanzé valores de 8.9%. Estos valores
se alcanzaron cuando se compararon los haplotipos obtenidos a partir de especimenes
colectados en Ovejas (Sucre), con los obtenidos a partir de especimenes provenientes de
paises centroamericanos (Honduras y Nicaragua) (Tabla3-5). Al incluir otras secuencias
en el analisis (Tabla 3-7) el resultado se mantiene ya que en las bases de datos
(GenBank y BOLD Systems), so6lo estan reportados haplotipos colombianos de esta

especie.



Tabla 3-5: Divergencia intraespecifica bajo el modelo K2P, entre secuencias del gen COI
en flebotomineos

Especie No. de individuos Distancia K2P*
Br. mesai 2 0.010 (0.000-0.012)
Br. leopoldoi NA

Mi. trinidadensis

0.013 (0.000-0.026)

Mi. atroclavata

0.007 (0.000-0.013)

Mi. cayennensis cayennensis

0.019 (0.000-0.047)

Mi. micropyga

0.082 (0.002-0.123)

Mi. micropyga Apartado

0.002 (0.000-0.002)

Mi. micropyga Owejas

0.002 (0.000-0.002)

Mi. chassigneti

0.009 (0.000-0.013)

Sc. sordellii 0.005 (0.002-0.007)
Sc. preclara 0.000

Lu. hartmanni 0.000

Lu. lichyi 0.000

Lu. bifoliata 0.006 (0.003-0.008)
Lu. longipalpis 0.005 (0.000-0.005)
Lu. (Trl) sp. 0.003 (0.000-0.003)
Lu. sherlocki 0.003 (0.000-0.007)
Lu. gomezi 0.017 (0.002-0.026)
Pi. evansi 0.029 (0.000-0.089)

Pi. evansi Honduras

0.005 (0.000-0.005)

Pi. evansi Owejas

0.012 (0.000-0.024)

Pi. evansi Honduras-Nicaragua

0.006 (0.005-0.007)

Pi. rangeliana

NA

Pr. choti 0.001 (0.000-0.003)
Pr. camposi 0.014 (0.000-0.013)
Ty. triramula 0.023 (0.000-0.022)
Ev. dubitans NA
Ev. wallk eri 0.019 (0.000-0.059)
Ev. georgii NA
Ev. saulensis NA
Pa. carpenteri NA
Pa. aragaoi 0.005 (0.000-0.050)
Pa. shannoni 0.014 (0.000-0.013)
Pa. dendrophyla NA
Pa. punctigeniculata 0.002 (0.000-0.003)
Ps. serie davisi NA
Ps. amazonensis NA

Ps. panamensis

0.023 (0.002-0.034)

Ps. hirsutus hirsutus

0.010 (0.000-0.010)

Ps. ayrozai

0.001 (0.000-0.002)

Ps. serie guyanensis

NA

Psychodopygus sp

NA

Ny. antunesi 0.003 (0.000-0.007)
Ny. trapidoi 0.018 (0.000-0.027)
Ny. yuilli yuilli 0.019 (0.000-0.034)
Ny. yuilli pajoti 0.005 (0.002-0.007)
Ny. ylephiletor NA

Ny. umbratilis 0.005 (0.000-0.008)
Th. howardi 0.000

Trichophoromyia sp

0.011 (0.000-0.024)




*El valor por fuera de () corresponde a la media y los valores dentro de () corresponden al
rango de menor y mayor distancia

Tabla 3-6: Distancias genéticas K2P entre secuencias parciales del gen COIl de Mi.
micropyga

Codigos de las secuencias [1] [2] [3] [4] [5] [6] [7] [8] [9]
[1] GU909466.1|_Lutzomyia_micropyga 0,002 0,002 0,003 0,002 0,003 0,002 0,016 0,016
[2] GU909465.1|_Lutzomyia_micropyga 0,002 0,000 0,002 0,000 0,002 0,000 0,016 0,016
[3] KR907856.1| Micropygomyia_micropyga 0,002 0,000 0,002 0,000 0,002 0,000 0,016 0,016
[4] KR907857.1|_Micropygomyia_micropyga 0,006 0,004 0,004 0,002 0,003 0,002 0,016 0,016
[5] GU909464.1|_Lutzomyia_micropyga 0,002 0,000 0,000 0,004 0,002 0,000 0,016 0,016
[6] Mi_micropyga_SOA63 0,004 0,002 0,002 0,006 0,002 0,002 0,016 0,016
[71 Mi_micropyga_SOA72 0,002 0,000 0,000 0,004 0,000 0,002 0,016 0,016
[8] Mi_micropyga_APAA12.6 0,120 0,122 0,122 0,126 0,122 0,120 0,122 0,002
[9] Mi_micropyga APAA12.7 0,118 0,120 0,120 0,124 0,120 0,118 0,120 0,002

Los valores en rojo corresponden a las distancias entre las secuencias de esta especie

obtenidas en el

departamento de Sucre.

departamento Antioguia comparados con

las obtenidas en el

Tabla 3-7: Distancias genéticas K2P entre secuencias parciales del gen COl de Pi. evansi

Sodlgos celas [ @ @ @ (8 e (7 8 (9 [0 [1] [12]
[2  GB: GU9I09456.1 0,005 0,005 0,006 0,004 0,005 0,006 0,006 0,005 0,012 0,012 0,012
[3]  GB: GUNY457.1 0,013 0,003 0,003 0,003 0,004 0,006 0,005 0,003 0,011 0,012 0,011
[4]  GB: GU909458.1 0,017 0,007 0,004 0,004 0,004 0,005 0,004 0,003 0,011 0,012 0,011
[3] Pi_evansi_SOA26 0,020 0,007 0,010 0,004 0,005 0,006 0,005 0,004 0,011 0,012 0,011
(6] Pi_evansi_SOA27 0,012 0,005 0,008 0,012 0,003 0,005 0,004 0,003 0,011 0,011 0,010
[7] Pi_evansi_SOA28 0,019 0,012 0,012 0,015 0,007 0,006 0,005 0,004 0,011 0,011 0,010
(8l Pi_evansi_SOA2 0,024 0,020 0,020 0,024 0,019 0,022 0,005 0,005 0,012 0,013 0,012
(9 Pi_evansi_SOA3 0,020 0,013 0,010 0,017 0,012 0,015 0,017 0,003 0,011 0,011 0,011
[10] Pi_evansi_SOA40 0,013 0,007 0,007 0,010 0,005 0,008 0,017 0,007 0,011 0,011 0,011
[11] Pi_evansi_ HON2.21 0,081 0,078 0,078 0,082 0,072 0,072 0,083 0,070 0,074 0,003 0,003
[12]  pi_evansi HON2.3 0,083 0,080 0,080 0,083 0,074 0,074 0,089 0,076 0,076 0,005 0,003
[13] P evansi NIC2.8 0,080 0,072 0,072 0,076 0,066 0,066 0,085 0,072 0,072 0,005 0,007

Los valores en rojo corresponden a las distancias entre las secuencias de Centroamérica
y las de Colombia.



3.2.4 Divergencia a nivel interespecifico

Las 43 especies de flebotomineos exhibieron secuencias COI claramente diferentes; es
decir, en ningln caso dos especies compartieron una misma secuencia. Sin embargo,
solo fue posible calcular la distancia intraespecfifica para 33 especies, para las cuales se
dispuso de mas de un representante por especie. Con las excepciones ya mencionadas
sobre las especies Mi. micropyga y Pi. evansi (Tablas 3-5, 3-6 y 3-7), se encuentran
diferencias claras entre las distancias intra e interespecificas (dentro de un mismo
género), siendo esta Ultima 11 veces mayor que la distancia intraespecifica (con medias
de 1,2% y 14,0% respectivamente). Cuando se hallaron las distancias interespecificas
dentro de un mismo género, se encontraron seis especies dentro de 2 géneros que
exhibieron distancias interespecificas por debajo del 4%, (Figura3-2), esto se observa
graficamente en el cuadrante lll de la figura 3-3.

Aunque algunos géneros no parecen estar resueltos con estos analisis (distancias
interespecificas muy bajas), los dendrogramas Neighbor joining (NJ) obtenidos

generalmente coinciden con la taxonomia actual por morfologia (Figuras 3-3, a 3-15).



Figura 3-2: Comparacion de secuencias del gen COl entre 43 especies de flebotomineos
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Las comparaciones pareadas entre las 163 secuencias parciales del gen COI fueron
separadas en tres categorias: a. diferencias entre individuos de la misma especie, b.
diferencias entre individuos del mismo género (sin incluir las distancias intraespecificas), y
c. diferencias entre individuos de la misma subfamilia (sin incluir las distancias

intraespecificas ni las distancias entre el mismo género)



Figura 3-3: Comparacion entre las distancias K2P intraespecie e interespecie en

flebotomineos de Colombia
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En este andlisis solo se incluyeron las especies donde fue posible hacer la comparacion,
esto es aquellas con mas de un representante (n = 33). La variacion intraespecifica
maxima se compard con la diferencia interespecifica minima. Con fines ilustrativos el
gréfico fue dividido en cuadrantes, 6,0% se eligi6 como punto de corte entre los valores
habituales para la variacion intra e interespecifica en flebotomineos (Contreras et al, 2014;
Azpurua et al, 2010). Los cuadrantes representan diferentes categorias de especies: (l) la
distancia intraespecffica, < 6%; distancia interespecifica, =6%: concordante con la
taxonomia actual; (ll) distancia intraespecifica, 26%; distancia interespecifica, 26%: las
especies pueden ser realmente complejos de especies (candidatas a division
taxonémica); (lll) la distancia intraespecifica, <6%; distancia interespecifica,, <6%: hay
una divergencia reciente, o fendbmenos de hibridacion, o posible sinonimia; (IV) distancia
intraespecifica, 26%; distancia interespecifica,, <6%: probables errores de identificacion
de la muestra.



3.2.5 Especies hipotéticas basadas en el Barcoding-gap

El nimero de MOTUs (Molecular Operational Taxonomic Unit), que equivale a las
especies hipotéticas para este caso, no vario en la particion inicial realizada bajo los tres
modelos (simple, JC y K2P) sugiriendo la existencia de 39 grupos, mientras que en la
particion recursiva los modelos simple y JC arrojaron resultados similares sugiriendo la
existencia de aproximadamente 42 a un poco mas de 50 agrupaciones, dependiendo el
porcentaje de divergencia que setome (Tabla 3-8).

Bajo el modelo de sustitucion K2P se identificaron 8 potenciales “gaps” del cédigo de
barras, solo se consideraron las agrupaciones dadas con divergencia intraespecifica entre
1% y 2.5%, porque los valores por debajo o por encima podrian subestimar o sobre
estimar el numero de especies (Pinto, et al, 2015). Dentro de este rango, se tomaron las
agrupaciones dadas bajo los porcentajes de divergencias 1.29% y 2.15%. Las especies
se dividieron en 44 grupos, separando especies que morfolégicamente corresponden a
una misma, pero muy distantes geograficamente, tal es el caso de Mi. cayennensis
cayennensis y Pi. evansi colectadas en el departamento de Sucre (Colombia) y en paises
centroamericanos (Panama, Honduras y Nicaragua), lo mismo ocurri6 con Mi.
trinidadensis y Mi. micropyga colectadas en Ovejas (Sucre) y Apartadd (Antioquia). Bajo
este valor de divergencia no se lograron separar algunas especies del género Nyssomyia
(Ny. antunesi, Ny. yuilli yuilli, Ny. yuilli pajoti, ni Ny umbratilis), tampoco las dos especies
de Trichophoromyia (Th. howardi y Trichophoromyia sp). Cuando el porcentaje de
divergencia aument6 a 2.15% los individuos de la especie Pi. evansi, quedaron en un
mismo grupo sin importar que fueran de zonas geograficamente muy diferentes. Estos

analisis también se hicieron a nivel de género (Anexo 4).

Table 3-8: Resultados del andlisis ABGD (Results of the Automatic Barcode Gap Discovery)

Modelo de L Divergencia Intraespecifica
sustitucion | X | Particion
0.001000 | 0.0017| 0.0028| 0.0046| 0.0077| 0.0129| 0.0215| 0.0359
Inicial 39 39 39 39 39 39 39 39
Simple 1.0 .

Recursiva 51 51 51 47 46 42 42 42
Ic Inicial 39 39 39 39 39 39 39 39
Recursiva 57 57 53 49 48 44 43 42
K2p 1.0 Inicial 39 39 39 39 39 39 39 39
Recursiva 76 76 68 49 48 44 43 42

X, ancho relativo del “gap”; Simple, distancia p; JC69, modelo de sustitucion Jukes -Cantor; K2P, modelo
de sustitucion Kimura 2-parametros



3.2.6 Dendrogramas Neighbor-Joining
Figura 3-4. Dendrograma consenso Neighbor-Joining de secuencias COI (Barcode) para

los flebotomineos incluidos en el estudio o
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Dendrograma consenso Neighbor-Joining, con valores bootstrap de 1000 réplicas,
generado bajo el modelo K2P, de secuencias COIl de flebotomineos de zonas importantes
para la transmision de la leishmaniasis. El nimero en el nodo representa el valor

bootstrap.

Figura 3-5: Dendrograma consenso Neighbor-Joining de secuencias COI del género

Brum ptomyia { A GU001735.1| Brumptomyia galindoi
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) 100. - A Brleopoldoi CAL6.2 )
Dendrograma consenso Neighbor-Joining, con valores bootstrap de 1000 réplicas,
generado bajo el modelo K2P, de secuencias COIl de flebotomineos del género

Brumptomyia colectados en este estudio A y obtenidas del GenBank a . El nUmero en el
nodo representa el valor bootstrap.

Figura 3-6: Dendrograma consenso Neighbor-Joining de secuencias COI del género

Sciopemyia
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Dendrograma consenso Neighbor-Joining, con valores bootstrap de 1000 réplicas,
generado bajo el modelo K2P, de secuencias COIl de flebotomineos del género
Sciopemyia colectados en este estudio A y obtenidas del GenBank A. El nimero en el
nodo representa el valor bootstrap.



Figura 3-7: Dendrograma consenso Neighbor-Joining de secuencias COIl del género

Micropygomyia
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Dendrograma consenso Neighbor-Joining, con valores bootstrap de 1000 réplicas,
generado bajo el modelo K2P, de secuencias COIl de flebotomineos del género
Micropygomyia colectados en este estudio Ay obtenidas del GenBank a . El nimero en el
nodo representa el valor bootstrap.



Figura 3-8: Dendrograma consenso Neighbor-Joining de secuencias COI del género

Lutzomyia
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Dendrograma consenso Neighbor-Joining, con valores bootstrap de 1000 réplicas,
generado bajo el modelo K2P, de secuencias COI de flebotomineos del género Lutzomyia
colectados en este estudio Ay obtenidas del GenBank A . El nimero en el nodo
representa el valor bootstrap.



Figura 3-9: Dendrograma consenso Neighbor-Joining de secuencias COIl del género

Pintomyia
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Dendrograma consenso Neighbor-Joining, con valores bootstrap de 1000 réplicas,
generado bajo el modelo K2P, de secuencias COIl de flebotomineos del género Pintomyia
colectados en este estudio Ay obtenidas del GenBank A . El nimero en el nodo
representa el valor bootstrap.



Figura 3-10: Dendrograma consenso Neighbor-Joining de secuencias COl de

flebotomineos de los géneros Pressatiay Triramula
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Dendrograma consenso Neighbor-Joining, con valores bootstrap de 1000 réplicas,
generado bajo el modelo K2P, de secuencias COIl de flebotomineos de los géneros
Pressatia y Triramula colectados en este estudio A y obtenidas del GenBank a. El
nimero en el nodo representa el valor bootstrap.



Figura 3-11: Dendrograma consenso Neighbor-Joining de secuencias COI del género

Evandromyia
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Dendrograma consenso Neighbor-Joining, con valores bootstrap de 1000 réplicas,
generado bajo el modelo K2P, de secuencias COIl de flebotomineos del género
Evandromyia colectados en este estudio A y obtenidas del GenBank a . El nUmero en el
nodo representa el valor bootstrap.



Figura 3-12: Dendrograma consenso Neighbor-Joining de secuencias COI del género
Psathyromyia
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Dendrograma consenso Neighbor-Joining, con valores bootstrap de 1000 réplicas,
generado bajo el modelo K2P, de secuencias COIl de flebotomineos del género
Psathyromyia colectados en este estudio A y obtenidas del GenBank a. El nimero en el
nodo representa el valor bootstrap.



Figura 3-13: Dendrograma consenso Neighbor-Joining de secuencias COl del género
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Dendrograma consenso Neighbor-Joining, con valores bootstrap de 1000 réplicas,
generado bajo el modelo K2P, de secuencias COIl de flebotomineos del género
Psychodopygus colectados en este estudio A y obtenidas del GenBank A. El nimero en
el nodo representa el valor bootstrap.



Dendrograma consenso Neighbor-Joining de secuencias COI del género
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Dendrograma consenso Neighbor-Joining, con valores bootstrap de 1000 réplicas,
generado bajo el modelo K2P, de secuencias COIl de flebotomineos del género
Nyssomyia colectados en este estudio A y obtenidas del GenBank a . El nimero en el
nodo representa el valor bootstrap.

Figura 3-15: Dendrograma consenso Neighbor-Joining de secuencias COI del género
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Dendrograma consenso Neighbor-Joining, con valores bootstrap de 1000 réplicas,
generado bajo el modelo K2P, de secuencias COIl de flebotomineos del género
Trichophoromyia colectados en este estudio A y obtenidas del GenBank a. El nimero en
el nodo representa el valor bootstrap.

3.3 Discusion

Se evalud la capacidad de la secuencia codigo de barras del ADN para la identificacion de
especimenes de flebotomineos en zonas de importancia para la transmision de la
leishmaniasis, ubicandolos en grupos de “especies” en comparacion con la taxonomia
tradicional. Se adjudicé un numero considerable de esta secuencia para cada una de las
43 especies estudiadas; lo cual contribuye a ampliar la libreria genética de esta secuencia
para este grupo de insectos y evaluar la consistencia de ésta como marcador como

herramienta para la identificacion de especies.

En todas las secuencias los contenidos de A+T se mantuvieron altos (66.1%) con

respecto al contenido G+C (33.9%), lo cual concuerda con lo reportado para artrépodos



(Lunt et al. 1996; Crease 1999; Hoy 2006). Esta relacion fue constante en todas las

secuencias de las diferentes especies de la subfamilia (Phlebotominae).

No se encontraron codones de parada en ninguna de las secuencias cuando se realizaron
traducciones de las secuencias en el programa Mega, lo que sugiere la funcionalidad de
este gen mitocondrial en este caso (Zhang y Hewitt, 1996). Esto sumado a que no se
evidenciaron eventos de inserciones ni deleciones, los cuales pueden ser indicativos de
ausencia de NUMTs (nuclear mitochondrial pseudogenes) en las secuencias analizadas
(Bensassson et al, 2001).

La preferencia por la terminaciébn en A o T parece ser caracteristica para el genoma
mitocondrial de la clase Insecta, sustentado en el hecho de que los genes que codifican
para proteinas mitocondriales exhiben una preferencia por el uso de los codones ricos en
A+T (Crozier y Crozier, 1993; Herbeck & Novembre, 2003), esta preferencia resulta

evidente en nuestro estudio (A+T en tercera posicion del codén 89.2%).

En cuanto a las diferencias en las cantidades y tipos de sustituciones entre los diferentes
haplotipos de la misma especie, los resultados revelan de 1 a 68 posiciones variables,
siendo estos cambios nucled6tidos en su mayoria sustituciones sinénimas tipo transiciones
(purina por purina y pirimidina por pirimidina) (Anexo 3). Siendo éstas sustituciones en las
terceras posiciones, no se afectan la composicién de aminoacidos en la proteina. Esta
tasa de sustitucion nucleotidica cambia gradualmente cuando se comparan individuos de
especies diferentes, y aumenta con las distancias genéticas, esta caracteristica es la que
convierte el “codigo de barras” en una herramienta molecular para diferenciar especies
(Contreras et al, 2014).

Aliabadian y colaboradores (2009) sefialaban en su momento, que el éxito del “cédigo de
barras” de la secuencia COI dependia de las diferencias entre las distancias genéticas
intra e interespecifica. Estas distancias nunca deben sobreponerse ni solaparse, y es lo
que se conoce como el “gap” del DNA-Barcoding. En este punto los resultados obtenidos
bajo el modelo K2P para los rangos de divergencia intraespecifica arrojaron datos
interesantes; primero, en 26 de las 43 especies evaluadas, la maxima divergencia se
mantuvo por debajo de 3%, que en un principio fue el valor sugerido para insectos (Hebert
et al, 2003). Sin embargo, este rango fue ampliado hasta 6% para insectos de la
subfamilia Phlebotominae en posteriores trabajos (Azpurua et al, 2010, Cohnstaedt et al,
2011 y Contreras et al, 2014).



Este ultimo fue tomado como referencia e incluy6 el 94% de las especies (31) del total de

especies donde fue posible estimar esta distancia (33); quedando por fuera Pi. evansi.

En esta especie la divergencia intraespecifica incrementd cuando se compararon
poblaciones geograficamente distantes como las de la costa caribe colombiana (Sucre)
con aquellas de paises centroamericanos (Honduras y Nicaragua) (Tabla 3-5, 3-7 y Figura
3-9). Si se evallan estas dos poblaciones separadamente, se tiene que la maxima
divergencia fue de 2.4% y 0.7% (Sucre-Colombia y Centroamérica, respectivamente). Lo
mismo ocurrié con la especie Mi. micropyga cuando se compararon las dos poblaciones
distantes (Apartado-Antioquia y Ovejas-Sucre), la distancia méaxima aumentd hasta el
12.3%. Cuando se incluyeron secuencias del GenBank para esta especie (Tabla 3-6,
Figura 3-7), se evidencid que los haplotipos diferentes eran los de Apartadd. Sin embargo,
es preciso mencionar que las secuencias de la base de datos consultadas correspondian
a la misma zona de estudio (Ovejas-Sucre). Lo que podria explicar estos resultados es
una identificacion equivocada de los individuos de alguna de las dos poblaciones. En este
caso todos los especimenes fueron cuidadosamente revisados y las identificaciones
correspondientes a las hembras colectadas en Apartado (Antioquia), fueron confirmadas
por la Dra. Eunice Galati (especialista en el grupo). Otra razon, podria ser que el bajo
niamero de individuos colectados en esta localidad no permiti6 evidenciar diferencias
morfoldgicas sutiles entre los individuos, y podria tratarse de un complejo de especies
morfolégicamente similares o indistinguibles (Figura 3-3), por lo tanto, se sugiere realizar

estudios adicionales tanto morfol6gicos como moleculares.

La situacion de ambas especies (Pi. evansi y Mi. micropyga) es representada en la Figura
3-3, donde las dos se ubican en el cuadrante Il asignado a estas especies candidatas a
una division taxonémica 6 posibles complejos de especies (Hebert, 2004). La alta
divergencia puede ser explicada por la presencia de polimorfismos ancestrales, los cuales
pueden ser conservados a lo largo del tiempo, debido probablemente a la distribucion
poblacional agregada, caracteristica de los flebotomineos (Memmott, 1991). Para esto, se
deben considerar varios elementos como su limitada capacidad de vuelo y por ende su
menor capacidad de dispersion (Alexander, 1987, Morrison et al. 1993), lo que llevaria a
gue se estructuren en pequefas poblaciones fijando en el tiempo diferencias importantes
entre ellas. Pese a estas dos excepciones, en todos los casos existié una clara tendencia
de que la mayor divergencia intraespecifica sea menor que la interespecifica, sobre todo

cuando la interespecifica es calculada entre especies de diferentes géneros (Figura 3-2).



Con excepcion de estas dos especies el rango intraespecifico fue 0-5.9% vy el

interespecifico fue 10-22.4%.

Los resultados permiten concluir que los porcentajes de divergencia estan directamente
relacionados con la distancia geografica, esto explica una mayor divergencia entre
especimenes de especies colectadas en diferentes paises (Pi. evansi, Mi. cayennensis
cayennensis, Ps. panamensis y Ny, trapido) o incluso en el mismo pais, pero en
localidades muy distantes (Ny yuilli yuilli, Pr. camposi, Lu. gomezi y Mi. micropyga), y
distancias muy cercanas a cero cuando fue con colectas en una Unica zona de muestreo
(Br. leopoldoi, Mi. atroclavata, Mi. chassigneti, Sc. preclara, Sc sordellii, Lu. hartmanni, Lu.
lichyi, Lu. bifoliata, Lu. longipalpis, Lu. sherlocki, Pa. punctigeniculata, Ps. ayrozai, Ny.

antunesi, Ny. yuilli pajoti, Ny. umbratilis y Th. howardi).

Pinto y colaboradores (2015) en un estudio realizado con flebotomineos de Brasil,
encontraron que la baja variabilidad intraespecifica podria atribuirse a efectos del
muestreo en diez de las especies evaluadas. Para contrarrestar este efecto, deben
incluirse secuencias de la misma especie, pero de localidades diferentes, ya que la escala
geografica del muestreo tiene un impacto critico en el uso del cédigo de barras del ADN
(Bergsten et al, 2012), sin embargo, este estudio sugiere que esto no se aplica a todas las
especies, ya que encontramos especies colectadas en diferentes paises cuya maxima
divergencia no estuvo fuera del rango establecido para el nivel de especie (0-6%). La
estrecha relacion entre la divergencia intraespecfifica y la escala geogréafica de muestreo,
est4 sustentada en teorias como el aislamiento por distancia, asi como estudios de
filogeografia ampliamente reconocidos. Por esto, si una especie es muestreada de
acuerdo a su distribucién geogréfica, las distancias genéticas intraespecificas aumentaran
en comparacion a una distancia genética estimada en individuos de una regiébn mas
limitada (Meyer y Paulay, 2005; Zhang, et al, 2010; Arrivillaga et al, 2002). Las diferencias
entre los porcentajes de discriminacion de especies de flebotomineos de Brasil y otras
regiones, pueden estar relacionados con los efectos de muestreo.

En un estudio de flebotomineos de zona cafetera (Contreras et al, 2014) se incluyeron 36
especies colectadas y analizadas en diferentes localidades, de éstas, 31 especies
estaban representadas por mas de un especimen y diez fueron muestreadas en mas de
una localidad, los resultados mostraron que dos de estas especies alcanzaron la mayor
divergencia en el andlisis (Lu. gomezi y Ps. panamensis). Este resultado sugiere que el
aumento en las localidades de muestreo para cada especie, podria influir en sus



distancias genéticas. Kumar y colaboradores (2012) encontraron un alto porcentaje de
discriminacion de especies, lo que podria explicarse facilmente por el bajo nimero de
especies muestreadas (7 especies de flebotomineos de India). En el estudio realizado por
Pinto y colaboradores (2015), los resultados del analisis ABGD delimitan con precision las
especies colectadas en una sola localidad. Este estudio cuenta con el mayor niumero
individuos de una misma especie colectados en diferentes localidades, producto de un
gran esfuerzo de muestreo, lo que proporciona una vision mas real de las distancias

genéticas en especies de flebotomineos en Colombia.

Los dendrogramas obtenidos con el método NJ apoyan la hipétesis de que esta secuencia
del cddigo de barras no solo agrupa las secuencias en relacion a una misma especie sino
de acuerdo a la localidad de origen, separando algunas especies de acuerdo a su
ubicacion geogréfica. Estos resultados son apoyados por los analisis obtenidos por ABGD
donde con una divergencia entre el 1 y 2.5%, se pasa de 39 grupos iniciales a 43 y 44
grupos (particiéon recursiva), donde ademas de la especie, los grupos se soportan en sitios
de colecta distantes. Este analisis permite también observar que a medida que se refina el
porcentaje de divergencia el nimero de grupos aumenta ya que se separan todas las
zonas de muestreo, sin embargo, Pinto y colaboradores (2015), sugieren tomar en cuenta
solo las agrupaciones generadas con una divergencia mayor al 1%, para no sobreestimar
el nimero de especies. Es importante mencionar que los dendrogramas obtenidos, en
ningun caso soportan hipotesis filogenéticas, sélo proporcionan una ayuda visual, para
observar las similitudes entre secuencias (Figura 3-4), también se incluyeron
dendogramas por cada género donde se incorporaron secuencias reportadas en el
GenBank.

Aungue se ha discutido bastante el hecho de asignar especies a entidades desconocidas,
basados en el valor de una distancia genética hallada con base en un solo fragmento de
ADN (Rubinoff et al, 2006), en este estudio se encontré6 que, si bien para algunas
especies este fragmento no puede asignar su estatus taxondmico, éste si aparece bien
resuelto a nivel de género (Figura 3-2).

Con el analisis de cdodigo de barras de ADN utilizando el software ABGD se obtuvo un
particionamiento automatico que logré discriminar correctamente el 76 % de las especies
(31) con una divergencia de 1.29% y del 78% (32) con una divergencia del 2.15%. Con
ambas divergencias se separan las especies Mi. trinidadensis, Mi. cayennensis
cayennensis y Mi. micropyga, de acuerdo a las localidades (es decir dos grupos por



especie). Pi. evansi solo se divide de acuerdo a las localidades con una distancia de
2.15%. Ambas particiones agrupan a Ps. amazonensis con Ps. serie davisi sp. Todos los
andlisis realizados en este estudio soportan esta agrupacion y muestran una diferencia la
secuencia Ps. serie davisi sp y secuencias de Ps. davisi disponibles en el GenBank
(Figura 3-13). Morfologicamente no se asigno la especie a este individuo (Ps. serie davisi
sp) ya que la diferencia entre las especies Ps. davisi y Ps. amazonensis en las hembras
es una coloracion caracteristica en el térax, y esta estructura fue usada para la extraccion
de ADN.

Bergsten y colaboradores (2012) sugieren que la divergencia genética debe ser menor
entre especies cercanas morfolégicamente que entre especies cercanas geograficamente,
sin embargo, Pinto y colaboradores (2015) encontraron que algunas especies estdn mas
relacionadas genéticamente con especies cercanas geograficamente que cercanas
morfolégicamente; en sus analisis Lu. longipalpis, Lu. cruziy Lu. alencari se agrupan entre
si por localidad y no por especie nominal, por o que en este caso se sugirid que la

especie Lu. alencari podria formar parte del complejo de Lu. longipalpis.

La baja divergencia encontrada entre las secuencias de estas especies simpatricas puede
ser el resultado de introgresion, un fenébmeno comudn entre las especies cercanas que
tiende a ocurrir mucho mas facilmente en el ADN mitocondrial que en el ADN nuclear
(Bachtrog et al, 2006). Pinto y colaboradores concluyeron que la introgresion podria
explicar también la baja divergencia encontrada entre Ny. intermedia y Ny. whitmani. La
introgresion de ADN nuclear entre estas especies habia sido demostrada en un gen
denominado “period”, que en Drosophila controla el ritmo circadiano. Los autores plantean
la hipétesis si fendbmenos similares se estan produciendo en otros loci que controlan
aspectos importantes de la conducta y la capacidad vectorial (Mazzoni et al, 2006;
Mazzoni et al, 2008).

La introgresion en ADN mitocondrial también fue detectada en estudios que analizaron el
gen del citocromo b de hembras que morfologicamente se identificaron como Ny.
intermedia, pero mostraron haplotipos de ADNmt de Ny. whitmani (Marcondes et al, 1997;
Pinto et al, 2015). Estos estudios muestran un bajo nivel de divergencia, alta similitud
entre secuencias y presencia de haplotipos compartidos entre especimenes de especies
del género Nyssomyia cuando las especies tienen una distribucion restringida, producto
de especiacion simpétrica. Aunque es dificil diferenciar la introgresion de la persistencia
de polimorfismos ancestrales, la hipétesis de introgresion fue aceptada en estos estudios



gue sugieren que Ny. intermedia y Ny. whitmani podrian estar intercambiando alelos
(Mazzoni et al, 2006; Mazzoni et al, 2008; Pinto et al, 2015). En este estudio algunas
especies de este genero (Ny. umbratilis, Ny. antunesi, Ny. yuilli pajoti y Ny. yuilli yuilli)
aunque exhiben los caracteres diagnosticos de cada especie que permite separarlas
morfolégicamente, las divergencias fueron muy bajas, por lo cual el andlisis ABGD no
logré discriminarlas (Tabla 3-8) y las distancias entre especies de un mismo género
aparecen tan bajas (Figura 3-2 b). En la figura 3-3 se observa que estas especies se
ubican en el cuadrante lll, donde se sugieren explicaciones como divergencia reciente,
fenédmenos de hibridacion, o posible sinonimia (Hebert et al, 2004). En el dendrograma NJ
(Figura 3-4) realizado s6lo con secuencias obtenidas en este estudio, se observa un
soporte alto (bootstrap 99) para especies del género Nyssomyia cuando se incluyeron
secuencias de este género disponibles en el GenBank (Figura 3-14). Se diferencian
claramente los individuos de Ny. yuilli yuilli de la region andina colombiana (Antioquia y
Caldas) y de la region amazoénica (departamento de Amazonas); estos resultados
sumados a pequefias diferencias morfoldgicas encontradas entre individuos de las dos
localidades, son soportados por el reciente estudio de Godoy y Galati (2016) donde se
hace una revalidacién de la especie Ny. fraihai, anteriormente considerada sinonimia de
Ny. yuilli yuilli (Vexenat et al, 1986), no obstante, el estudio de Godoy y Galati fue basado
en caracteres morfologicos del macho, argumentando que las hembras de estas especies
son indistinguibles, por esta razon los especimenes trabajados en este estudio se dejaron
dentro de la especie Ny. yuilli yuilli ya que para una de las localidades (Leticia, Amazonas)
no se encontraron machos de esta especie, para confirmar la presencia de las dos

especies.

Algo similar ocurrié con las especies del género Trichophoromyia, donde el analisis ABGD
no logré discriminar entre dos especies colectadas en una misma localidad. En este caso
seria conveniente realizar analisis moleculares que permitan saber si ha ocurrido
introgresion en estos genes. Una de las especies (Th. howardi) fue correctamente
identificada por morfologia, la otra se registra en este estudio como Trichophoromyia sp
ya que con las claves existentes (Galati, 2014 y Young y Duncan, 1992) no fue posible
llegar hasta el nivel taxondmico de especie, y se concluye que podria tratarse de una

especie no descrita (tema abordado con mayor amplitud en el capitulo 2).

Los analisis de codigo de barras realizados para flebotomineos de Brasil (Pinto et al,

2015) soportaron la resurreccion de dos sinonimias (Sébio et al, 2014) dentro de la serie



Shannoni que son morfolégicamente similares, por lo que se asume que el codigo de
barras de ADN también proporciona un método fiable para discriminar entre ellas. Esto
confrma la utlidad de esta metodologia para la identificacion de especies de
flebotomineos, previamente sugerido por Pinto y colaboradores (2015) quienes incluyeron
en su estudio 576 especimenes pertenecientes a 47 especies colectados en 5 estados de

Brasil.

En este estudio no fue posible obtener datos suficientes para calcular la divergencia
intraespecifica en todas las especies. Aun teniendo mas de un representante por especie
esta variabilidad se puede subestimar si no se incluyen individuos de varias localidades
especie. Lo ideal para implementar el cédigo de barras como una herramienta rapida para
la identificacion de especies en un foco de transmision es avanzar en la obtencion de
secuencias para especies con amplios rangos de distribucion geografica. Estudios
basados en secuencias de ADN mitocondrial han logrado resolver dos de las situaciones
gue aparecen en este estudio: se han encontrado especies hermanas en lo que se
consideraba era una sola especie y especies cripticas con variacion geograficamente
estructurada (Hebert, 2004).

La pertinencia de este tipo de estudios se evidencia cuando existen bases de datos que
permiten hacer comparaciones para encontrar porcentajes de similitud entre secuencias
problema y secuencias asignadas a una especie; en otros casos podrian sugerir la
necesidad de verificacion de algunas especies por taxonomia clasica con el uso de claves
dicotébmicas. En este estudio se encontrd que la secuencia correspondiente a la especie
Br. mesai reportada por Romero y colaboradores (2010), tiene un mayor porcentaje de
similitud con la especie Br. leopoldoi, colectada en el departamento de Caldas vy verificada
por taxonomia clasica por un experto (Eunice Galati comunicacién personal, ver Tabla 3-4
y Capitulo 2), en el muestreo realizado para este estudio también se logré colectar
individuos de la especie Br. mesai (identificacién también verificada por Eunice Galati,
2015). Las secuencias de esta especie no mostraron altos porcentajes con ninguna
especie, por lo que se sugiere que el especimen de esta secuencia reportada como Br.

mesai (codigo de acceso GU909506.1) deberia ser verificado por taxonomia clasica.

Este tipo de comparaciones tendran cada vez mas lugar, y seran de mayor utilidad, a
medida que se reporten mayor nimero de secuencias y de especies, en lo posible de
diferentes localidades. Con este estudio se reportan secuencias correspondientes a 12
especies de la subfamilia Phlebotominae (Br. leopoldoi, Mi. chassigneti, Sc. preclara, Lu.



sherlocki, Ev. georgii, Ev. saulensis, Pa. punctigeniculata, Pa. dendrophyla, Ps.

amazonensis, Ny. yuilli pajoti, Ny. ylephiletor y Th. howardi, Tabla 3-4).

Por dltimo, el andlisis de cdédigo de barras de ADN permiti6 asociar las hembras
morfolégicamente indistinguibles con los machos de los géneros Brumptomyia, Pressatia,
Tryramula y Trichophoromyia. La especie fue asignada a hembras inicialmente con base
en la morfologia masculina, cuando solo se encontrd una especie del grupo por localidad,
sin embargo, todas las identificaciones fueron soportadas por los andlisis genéticos,
cuando se incluyeron haplotipos de ambos sexos para una especie. Se aporta mayor
evidencia para la asignacién de especies en grupos con hembras isomérficas (Figuras 3-
5, 3-10, 3-15). Esta confirmacion de especie con el cddigo de barras de ADN plantea la

posibilidad de describir las hembras de especies de estos grupos.

En conclusién, salvo en caso de especies en las que se ha considerado la posibilidad
hibridacion introgresiva, el coédigo de barras del ADN permitio la discriminacion de
especies de flebotomineos y el descubrimiento de posibles complejos de especies en este
grupo. Este método también pone en evidencia especimenes con identificaciones
errbneas. Ademas, permite la asociacion entre machos y hembras de grupos de especies

con hembras isomorficas.

Es importante mencionar que una mayor disponibilidad de secuencias para una misma
especie proporcionara una vision mas completa y explicita en cuanto a la posibilidad de
utilizar la secuencia COl como un marcador molecular en esta region.

Por ultimo, este estudio resalta que la elevada variabilidad encontrada en la secuencia
COl de estos insectos (Phlebotominae), sugiere que la asignacion de especies para esta
subfamilia, se aborde desde un enfoque integral, como la taxonomia integrativa con el fin
de obtener resultados precisos y fiables, combinando estudios moleculares y de
taxonomia clasica para proporcionar a las secuencias niveles de confianza maximos y
potenciar su utilidad.



4. Conclusiones y perspectivas

4.1 Conclusiones

Los resultados contribuyen a un mejor conocimiento sobre la subfamilia Phlebotominae en
Colombia. Se presenta un listado de 49 especies de la subfamilia que ocurren en zonas
de importancia para la transmision de la leishmaniasis en el pais.

Se encontr6 un morfotipo denominado Trichophoromyia sp, que corresponde a una

especie no descrita. La descripcién taxondmica sera objeto de un trabajo futuro.

El mayor nimero de especies fue encontrado en Amazonas (30 especies), lo que
constituye el 61% de las especies identificadas en este estudio, seguido por Caldas (15
especies), Antioguia (11) y Sucre (10) y finalmente Magdalena que aporto el 6% de las

especies (3).

La especie mas ampliamente distribuida fue Lu. (Trl) gomezi colectada en seis municipios,
seguida por Ps. panamensis en cinco.

Entre las especies colectadas en este estudio 15 de ellas (30%) son reconocidas por sus

habitos antropofilicos y/o antecedentes epidemioldgicos en América.

Se aportan nuevos registros a nivel departamental, para Caldas Br. leopoldoi Ev. (Eva)
saulensis y Ps. paraensis. Para Amazonas el inventario aumenté en siete especies, (Br.
mesai, Lu (Hel) sanguinaria, Pr. choti, Ev. (Eva) georgii. Pa. (Psa) pradobarrientosi, Pa.
(Psa) punctigeniculata y Ny. yuilli pajoti. De éstas dos constituyen nuevos reportes para el

pais, Pa. (Psa) pradobarrientosi y Ev. (Eva) georgii.

Se adjudicé un numero considerable de secuencias nucleotidicas de la region codigo de
barras del gen mitocondrial COl a 43 especies; entre las que se incluyen 12 especies que
no contaban con reportes de esta secuencia en las bases de datos. Esto contribuye a
ampliar la libreria genética de esta secuencia para este grupo de insectos y evaluar la
consistencia de esta como marcador como herramienta para la identificacion de especies.



El andlisis de cdodigo de barras de ADN permiti6 asociar hembras morfol6gicamente
indistinguibles con machos de los géneros Brumptomyia, Pressatia, Tryramula y
Trichophoromyia.

Este estudio resalta que la amplia variabilidad encontrada en algunas especies de
flebotomineos en la secuencia COI, sugiere que la asignacion de especies en estos casos
deberia hacerse desde enfoques mas amplios, como la taxonomia integrativa con el fin de
obtener resultados precisos y fiables, combinando estudios moleculares y de taxonomia
clasica para proporcionar a las secuencias niveles de confianza méaximos y potenciar su
utilidad.

4.2 Perspectivas

Continuar el inventario de especies de la subfamilia Phlebotominae, extendiendo las areas

de muestreo.

Obtener secuencias del fragmento COI para especies con amplios rangos de distribucién
geografica, para contrarrestar los efectos del muestreo en la obtencién de los porcentajes

de discriminacién de especies de flebotomineos.

Adelantar estudios para verificar si la introgresion en el gen COl es la raz6n para la baja

divergencia en las especies del género Nyssomyia presentes en Amazonas.

Avanzar en estudios de morfologia y morfometria para determinar si las diferencias
observadas entre las hembras de Ny. yuilli yuili de diferentes regiones (andina y
amazonica) son suficientes para diferenciarlas de la especie Ny. fraihai.



Anexo 1:

Frecuencia de individuos por especies de la subfamilia Phlebotominae para cada municipio
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Mi. (Sau) atroclavata - - - - = - = - - 29 | 29(0,64) - - - 29 (0,64
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Lu. (Hel) sanguinaria - - - - E - = - E - - 1 1(0,02) 1 (0,02)
Lu. (Hel) tortura - - - - - - - - - - - 7 - | 7(015 7 (0,15)
Lu. (Trl) gomezi - 10 |10(0,22) | 17 2 33 [52(1.14) | 4 |4009)| 62 | 62(1.36) | - - = 128 (2,81)
Lu. (Trl) sherlocki - - - - - - - - - - - 8| 8(018) 8(0,18)
Lu. (Trl.) evangelistai - - - - > - = - = - > 4 5 [ 9(0,20) 9 (0,20)
Pi. (Pif) nevesi - - - - - - - - - - - 3 - | 3(0,06) 3 (0,06)
Pi. (Pif) evansi a a 2 = - = = 2 - |1531[1531 (33,59)| - - - 1531 (33,59)




Pi. (Pif) rangeliana 1 - | 1(0,02 - - - - - 21 | 21(0,46) - - - 22 (0,48)
Pr. choti s = = = - - = E - > 41 - | 41(0,90) | 41 (0,90)
Pr. canmposi - - - 1 - 1 2 (0.04) - - - - - 2 (0,04)
Pressatia sp. 2 - | 2(0,04) - - - - = = - o = - 2 (0,04)
Ty. triramula - - - 91 92 143 | 326 (7,15) - - - - - 326 (7,15)
Pa. (For.) aragaoi - - - - - - - - = - 3 = 3(0,06) 3 (0,06)
Pa. (Xip.) dreisbachi - - - - - - - - - 3 - | 3(0,06) 3 (0,06)
Pa. (For) pradobarrientosi = = - - E - E E - s - 3| 3(0,06) 3 (0,06)
Pa. (For) carpenteri - 2] 20,04 3 5 1 9 (0,20) - - - - - 11 (0,24)
Pa. (Psa) punctigeniculata - - - - > - - - - - - 2| 2(004 2 (0,04)
Pa. (Psa) dendrophyla - - - - - - - - - - 1 - | 1(0.02) 1(0,02)
Pa. (Psa) shannoni - 15 [ 15(0,33) = 4 | 4(0,09 c 1 1 (0,02) = = - 20 (0,44)
Vi. furcata - - - - - - - - - - - 1| 1(0,02 1 (0,02)
Ps. ayrozai - - - 19 4 1 | 24(0,53) S - - - - - 24 (0,53)
Ps. paraensis - - - 31 2 2 35 (0,77) - - - - - 35 (0,77)
Ps. carrerai carrerai - - - - - - - - - - 1 - | 1(0,02) 1(0,02)
Ps. davisi - - - - - - - - 4 - | 4(0,09) 4 (0,09)
Ps. amazonensis = = - - - - = = - > 2 - | 2(009 2 (0,04)
Ps. geniculatus - - - - - - - - - 1 - ]1(002 1 (0,02)
Ps. hirsutus hirsutus = = - - - - - - - - 3 1| 4(0,09 4(0,09)
Ps. pananmensis - 11002 | 12 1 26 | 38(0,83) - 61 | 61(1.34) - - - 100 (2,19)
Ny. trapidoi - 4 |4(0,09 | 59 25 94 |178(3,90) = - = - - > 182 (3,99)
Ny. yuilli yuilli - - - 88 8 6 [ 102 (2,38) - - 1 4] 5(011) | 107 (2,35)
Ny. antunesi - = - - - - - - - = 80 - | 80(1,76) | 80 (1,76)
Ny. umbratilis - - - - - - - - - 18| 18(0,39) | 18(0,39)
Ny. yuilli pajoti = o = = > = - - = - 7 - | 7015 | 70,15
Th. howardi - - - - - - - - - - 13 (13(0,28) | 13(0,28)
Trichophoromyia sp.* - - - - ) - = = - = 595 22 (12?574) 617 (13,54)
Trichophoromyia sp. ¢ - - - - ) - - - - 415 23 (;’2?_) 438 (9,61)
159 1592
Total general 47 65 (112 (2,48)| 415 407 983 (21,57) 6 (0,13) |11865|1865 (40,92)|1461 133 (34,93) 4558

*Trichophoromyia sp hace referencia a los machos de la nueva especie.



Anexo 2:
Numero de individuos por géneros de Phlebotominae encontrados en cada uno de los
municipios incluidos en el area de estudio

MUNICIPIOS POR DEPARTAMENTO

© 1)
© c ©
El % o 5
g i< 8 sl 2| 3 N 2
2 5 = 2|13 &8 || @ g | =
= < S 8 s || = G < S 5
GENEROS = K > @ g ©
c O I e = g_,
< B ] = 8 < =
© 3 s © 8 s| 5| § IS © s =
8 =|cls 2 =|*-|2| 2| 8| " [22 3 s | e
= 9] IS o 2 < = [ o = L
s 5 § 5 & £ 3 ST
< " oz > @
»
Brumptomnyia - - - 2 - 2 = o D) N 4
Micropygonyia 44 - 44 - - - - 1 1 156 156 2 2 4 205
Sciopemnyia - - - - - - - 1 1 - - 153 12 165 166
Evandromyia - - - 2 1 1 4 - - 33 33 133 18 151 188
Lutzonyia - 43 | 43 [ 110 19 128| 257 | 4 4 62 62 12 13 25 391
Pintormyia 1 - 1 - - - - - - 1552 | 1552 - - - 1556
Pressatia 2 - 2 1 = 1 2 o o - o a1 o 41 45
Tryranmula - - - 91 92 143| 326 | - - - - - - - 326
Psathyromyia - 17 17 3 5 5 13 - - 1 1 7 3 10 43
Viannamyia - - - - - - - R - R R R 1 1 1
Psychodopygus - 1 1 61 7 29| 77 - - 61 61 13 1 14 171
Nyssomyia - 4 4 | 147 33 100| 280 - - - - 85 25 110 | 407
Trichophoromyia - - E - E - = - - - = 1012 58 1068 | 1055
Total general a7 65 110 | 415 159 407( 983 | 6 6 1865| 1865 | 1461 133 1592 | 4558




Anexo 3:

Alineamiento multiple de 163 secuencias del fragmento 5’ del gen COI, correspondientes a 43 especies de flebotomineos
Cada nucleétido es representado por una letra, asi: Adenina (A), Guanina (G), Citosina (C) y Timina (T). La numeracion de la parte

superior debe ser interpretada de izquierda a derecha. Los puntos indican homologia entre los diferentes haplotipos.

POSICIONES NUCLEOTIDICAS

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

O e e I I
Br mesai_ AMCT9.3 GGGCTTGAGCTGGAATAGTAGGAACATCATTAAGAATTCT TAT TCGAGCAGAACTAGGTCACCCCGGTGCTCTAATTGGAGATGATCAAATTTATAATGT
Br mesai_ AMA48.2 R
Br leopoldoi CAL6.2
Mi_ trinidadensis APAAl.3
Mi_ trinidadensis APAA13.1
Mi_ trinidadensis APAAl.7
Mi_ trinidadensis SOA32
Mi_atroclavata SOA84
Mi_atroclavata SOA34
Mi_atroclavata SOA44
Mi_atroclavata SOA97
Mi_cayennensis cayennensis PAN
Mi_cayennensis cayennensis SOA
Mi _cayennensis cayennensis SOA
Mi_cayennensis cayennensis SOA
Mi_cayennensis cayennensis SOA
Mi_micropyga SOA63
Mi_micropyga SOA72
Mi _micropyga APAAl12.6
Mi_micropyga APAA12.7
Mi chassigneti AMA48.3
Mi_chassigneti AMCK11-17.7
Mi_chassigneti AMA48.4
Sc_sordellii AMB18.1
Sc_sordellii AMB18.2
Sc_sordellii AMCK11-15.1
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Sc_preclara AMA31.1
Sc_preclara AMA2.2
Sc_preclara AMCTY.7
Sc_preclara AMB3.2

Sc _preclara AMA26.1
Lu_hartmanni CAL7.4
Lu_hartmanni CALB19.3
Lu_hartmanni CALB27.1
Lu_lichyi REM12
Lu_lichyi REMI11

Lu bifoliata REM48

Lu bifoliata REM61

Lu bifoliata CALB21.2
Lu_longipalpis HON2.10
Lu _longipalpis HON2.4
Lutzomyia (Trl) AMBS.1

Lutzomyia (Trl) AMCK18-18.2

Lu_sherlocki AMCKI18-7.1
Lu_sherlocki AMCK18-18.1
Lu sherlocki AMCK11-19.5
Lu_sherlocki AMCK11-19.4
Lu _gomezi SOA35
Lu_gomezi REM7

Lu_gomezi REM71
Lu_gomezi_ REM68

Lu _gomezi SAN1.3

Lu gomezi CAL5.3
Pi_evansi HON2.21
Pi_evansi HON2.3
Pi_evansi NIC2.8
Pi_evansi SOA101
Pi_evansi SOA110
Pi_evansi SOA10
Pi_evansi SOA18
Pi_evansi SOA21
Pi_evansi SOA24
Pi_evansi SOA25
Pi_evansi SOA26
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Pi_evansi SOA28
Pi_evansi SOA2

Pi_evansi SOA3
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Pi_evansi SOA6

Pi_evansi SOA7
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Ny _antunesi_ AMB11.1

Ny antunesi_AMA10.2
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Ny _antunesi_AMB1.2
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Br mesai_ AMCT9.3
Br mesai_ AMA48.2
Br leopoldoi CAL6.2
Mi trinidadensis APAAl.3
Mi_trinidadensis APAA13.1
Mi_ trinidadensis APAAl.7
Mi_trinidadensis SOA32
Mi_atroclavata SOA84
Mi_atroclavata SOA34
Mi_atroclavata SOA44
Mi_atroclavata SOA97
Mi_cayennensis cayennensis PAN
Mi_cayennensis cayennensis SOA
Mi_cayennensis cayennensis SOA
Mi_cayennensis cayennensis SOA
Mi_cayennensis cayennensis SOA
Mi_micropyga SOA63
Mi _micropyga SOA72
Mi_micropyga APAAl2.6
Mi micropyga APAAl12.7
Mi_chassigneti AMA48.3
Mi chassigneti AMCK11-17.7
Mi_chassigneti AMA48.4
Sc_sordellii AMB18.1
Sc_sordellii AMB18.2
Sc_sordellii AMCK11-15.1
Sc _preclara AMA31.1
Sc_preclara AMA2.2
Sc_preclara AMCTY.7
Sc_preclara AMB3.2
Sc_preclara AMA26.1
Lu_hartmanni CAL7.4
Lu hartmanni CALB19.3
Lu_hartmanni CALB27.1
Lu lichyi REMI12
Lu lichyi REMI11
Lu bifoliata REM48
Lu bifoliata REM61
Lu bifoliata CALB21.2
Lu longipalpis HON2.10
Lu longipalpis HON2.4
Lutzomyia (Trl)_ AMBS.1
Lutzomyia (Trl) AMCK18-18.2
Lu_sherlocki AMCK18-7.1
Lu_sherlocki AMCK18-18.1
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Lu_sherlocki AMCK11-19.5
Lu_sherlocki AMCK11-19.4

Lu_gomezi SOA35
Lu_gomezi REM7
Lu_gomezi_ REM71
Lu_gomezi REM68
Lu gomezi SAN1.3
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Pi_evansi SOA26
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Pi_evansi SOA28
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Pi_evansi SOA3
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Ev_walkeri AMCP3.3
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Ev_georgii AMA79.3 e
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Anexo 4:
Tablas obtenidas mediante el uso del software ABGD (Automatic Barcode Gap Discovery), con
las secuencias de las diferentes especies de flebotomineos discriminadas por géneros.

Resultados del analisis ABGD para 5 especies del género Micropygomyia

Modelo de % | Particion Divergencia Intraespecifica
SIRUITHIC 0.001000 [ 0.0017] 0.0028] 0.0046] 0.0077]0.0129] 0.0215] 0.0359] 0.0599
. Inicial 6 6 6 6 6 6 6 6 7
Simple 1.0
Recursiva 7 7 7 7 7 7 7 7 7
Inicial 6 6 6 6 6 6 6 6 6
JC 1.0 _ 6
Recursiva 8 8 8 8 8 8 8 7
ici 6
K2P 1.0 In|C|a! 6 6 6 6 6 6 6 6
Recursiva 8 8 8 8 8 8 8 7 6

X, anchorelativo del “gap”; Simple, distancia p; JC69, modelo de sustitucién Jukes-Cantor; K2P, modelo de
sustitucién Kimura 2-parametros

Resultados del analisis ABGD para 2 especies del género Sciopemyia

Modelo de L Divergencia Intraespecifica
titucié X | Particion
sustitucion 0.001000 [ 0.0017] 0.0028] 0.0046 [ 0.0077 [ 0.0129] 0.0215[ 0.0359
Inicial 2 2 2 2 2 2 2 2
Simple 1.0
Recursiva 2 2 2 2 2 2 2 2
Inicial 2 2 2 2 2 2 2 2
JC )
Recursiva 2 2 2 2 2 2 2 2
K2p 10 In|C|a! 2 2 2 2 2 2 2 2
Recursiva 2 2 2 2 2 2 2 2

X, ancho relativo del “gap”; Simple, distancia p; JC69, modelo de sustitucion Jukes-Cantor; K2P, modelo
de sustitucion Kimura 2-parametros



Resultados del analisis ABGD para 7 especies del género Lutzomyia

Modelo de o Divergencia Intraespecifica
titucis X | Particion
sustitucion 0.001000 | 0.0017]0.0028| 0.0046 | 0.0077[0.0129| 0.0215[ 0.0359
) Inicial 7 7 7 7 7 7 7 7
Simple 1.0
Recursiva 7 7 7 7 7 7 7 7
Inicial 7 7 7 7 7 7 7 7
JC 1.0
Recursiva 7 7 7 7 8 7 7 7
K2P 10 Inicial 7 7 7 7 7 7 7 7
Recursiva 7 7 7 7 8 7 7 7

X, anchorelativo del “gap”; Simple, distancia p; JC69, modelo de sustitucién Jukes -Cantor; K2P, modelo
de sustitucion Kimura 2-parametros

Resultados del analisis ABGD para 2 especies del género Pintomyia

Modelo de o Divergencia Intraespecifica
titucié X | Particion
sustitucion 0.001000 [ 0.0017] 0.0028] 0.0046 [ 0.0077 [ 0.0129] 0.0215[ 0.0359
) Inicial 3 3 3 3 3 2 2 2
Simple 1.0
Recursiva 3 3 3 3 3 2 2 2
Inicial 3 3 3 3 3 3 2 2
JC 1.0
Recursiva 3 3 3 3 3 3 2 2
K2p 10 |n|C|a! 3 3 3 3 3 3 2 2
Recursiva 18 18 18 3 3 3 2 2

X, ancho relativo del “gap”; Simple, distancia p; JC69, modelo de sustitucion Jukes -Cantor; K2P, modelo
de sustitucion Kimura 2-parametros

Resultados del analisis ABGD para 2 especies del género Pressatia

Modelo de L Divergencia Intraespecifica
titucion X Particion
S 0.001000 0.0017| 0.0028| 0.0046| 0.0077| 0.0129| 0.0215]| 0.0359
Inicial 2 2 2 2 2 2 2 2
Simple 1.0 .
Recursiva 2 2 2 2 2 2 2 2
Inicial 5 5 2 2 2 2 2 2
JC )
Recursiva 5 5 2 2 2 2 2 2
K2p 10 Inicial 5 5 2 2 2 2 2 2
Recursiva 5 5 2 2 2 2 2 2

X, anchorelativo del “gap”; Simple, distancia p; JC69, modelo de sustitucion Jukes -Cantor; K2P, modelo
de sustitucion Kimura 2-parametros

Resultados del analisis ABGD para 4 especies del género Evandromyia




Modelo de % | Particion Divergencia Intraespecifica

sustitucion 0.001000 [ 0.0017[0.0028| 0.0046 [ 0.0077 [ 0.0129| 0.0215| 0.0359
_ Inicial 5 5 5 5 5 4 4 4
Simple 1.0

Recursiva 5 5 5 5 5 4 4 4
Inicial 6 6 6 5 5 4 4 4

JC
Recursiva 6 6 6 5 5 4 4 4
K2P 10 In|C|a! 6 6 6 5 5 4 4 4
Recursiva 6 6 6 5 5 4 4 4

X, ancho relativo del “gap”; Simple, distancia p; JC69, modelo de sustitucién Jukes -Cantor; K2P, modelo
de sustitucion Kimura 2-parametros

Resultados del analisis ABGD para 4 especies del género Psathyromyia

Modelo de L, Divergencia Intraespecifica
titucio X | Particion
sustitucion 0.001000 [ 0.0017] 0.0028] 0.0046] 0.0077]0.0129] 0.0215] 0.0359
. Inicial 5 5 5 5 5 5 5 5
Simple 1.0 )
Recursiva 5 5 5 5 5 5 5 5
Inicial 5 5 5 5 5 5 5 5
Jc 1.0 _
Recursiva 5 5 5 5 5 5 5 5
K2p 10 In|C|a! 5 5 5 5 5 5 5 5
Recursiva 5 5 5 5 5 5 5 5

X, anchorelativo del “gap”; Simple, distancia p; JC69, modelo de sustitucion Jukes -Cantor; K2P, modelo
de sustitucion Kimura 2-parametros

Resultados del analisis ABGD para 6 especies del género Psychodopygus

Modelo de L, Divergencia Intraespecifica
sustitucion X | Particion
0.001000 | 0.0017| 0.0028| 0.0046| 0.0077| 0.0129| 0.0215
Inicial 9 9 9 9 9 5 5
Simple 1.0 )
Recursiva 9 9 9 9 9 6 6
Inicial 9 9 9 9 9 5 5
JC 1.0 )
Recursiva 9 9 9 9 9 6 6
K2p 10 In|C|a! 9 9 9 9 9 5 5
Recursiva 9 9 9 9 9 6 6

X, anchorelativo del “gap”; Simple, distancia p; JC69, modelo de sustitucion Jukes -Cantor;
K2P, modelo de sustitucion Kimura 2-parametros




Resultados del analisis ABGD para 6 especies del género Nyssomyia

Modelo de o Divergencia Intraespecifica
titucis X | Particion
sustitucion 0.001000 [ 0.0017]0.0028] 0.00460.0077] 0.0129] 0.0215] 0.0359
) Inicial 5 5 5 5 5 3 3
Simple 1.0
Recursiva 7 7 7 6 5 3 3
Inicial 8 8 8 8 5 3 3 1
JC 1.0 )
Recursiva 11 11 9 8 5 3 3 1
K2p 10 Inicial 10 10 10 10 5 3 3 1
Recursiva 11 11 10 10 5 3 3 1

X, anchorelativo del “gap”; Simple, distancia p; JC69, modelo de sustitucién Jukes -Cantor; K2P, modelo
de sustitucion Kimura 2-parametros

Resultados del analisis ABGD para 5 especies de los géneros Trichophoromyia, Brumptomyiay

Tryramula
Modelo de o Divergencia Intraespecifica
sustitucien | X | Particion
0.001000 | 0.0017| 0.0028| 0.0046| 0.0077] 0.0129| 0.0215| 0.0359
Inicial 9 9 9 4 4 4 4 4
Simple 1.0 .
Recursiva 9 9 9 4 4 4 4 4
Inicial 9 9 9 4 4 4 4 4
JC
Recursiva 9 9 9 4 4 4 4 4
K2P 1.0 Inicial 9 9 9 4 4 4 4 4
Recursiva 9 9 9 4 4 4 4 4

X, anchorelativo del “gap”; Simple, distancia p; JC69, modelo de sustitucion Jukes -Cantor; K2P, modelo
de sustitucion Kimura 2-parametros
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