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Especies cripticas en Ochelerotatus Taeniorhynchus
mediante revelacion de cédigo de barras

Cryptic species in Ochelerotatus Taeniorhynchus by barcode disclosure

Rahuel Jeremias Chan-Chable', Arely Martinez-Arce?, Pedro Christian Mis-Avila'

RESUMEN

Introduccion. Ochlerotatus Taeniorhynchus es un mosquito
que habita en zonas costeras y pantanosas de agua salobre. Se
distribuye ampliamente en el continente americano. Esta amplia
distribucion puede estar interrumpida por factores geograficos y
ambientales que pueden propiciar su especiacion.

Objetivo. Comparar especimenes de Oc. taeniorhynchus de
Me¢xico y Estados Unidos de América (USA) a nivel molecular
(DNA barcoding) para mostrar evidencia de la existencia de
especies cripticas en esta especie.

Materiales y método. Los especimenes se colectaron con trampas
de luz CDC cebadas con dioxido de carbono (CO2). El trabajo de
laboratorio molecular se llevo a cabo con protocolos estandarizados.
Se uso el programa MEGA para el calculo de distancias genéticas
y el método Automatic Barcode Gap Discovery (ABGD) para
delimitar las unidades taxondmicas operativas moleculares
(MOTU's).

Resultados. El andlisis de distancias genéticas Kimura 2
parametros y el arbol Neighbor-Joining mostraron dos clados bien
diferenciados de Oc. taeniorhynchus con un valor de divergencia
promedio entre clados mayor a 2% (3,1%). Porun lado se agruparon
las secuencias de los especimenes provenientes de México y por
otro las secuencias de especimenes de USA. Lo anterior también
fue soportado por el analisis ABGD.

Conclusion. El valor de divergencia genética promedio de 3,1%
observado entre los especimenes de Oc. taeniorhynchus de Mexico
y USA indica que se trata de especies cripticas. Se recomienda
afladir datos ecoldgicos y hacer una comparacién fina de la
morfologia de las larvas, el exocorion de huevecillos y genitalia
de machos adultos para encontrar las diferencias que las separa
como especies.

Palabras clave: Codigo de Barras del ADN Taxonomico; Complejo
IV de Transporte de Electrones; México; Mosquitos Vectores

ABSTRACT

Introduction. Ochlerotatus Taeniorhynchus is a mosquito
that inhabits coastal and brackish water swamps. It is widely
distributed in the Americas. This wide distribution may be
interrupted by geographical and environmental factors that may
lead to its speciation.

Objective. To compare specimens of Oc. taecniorhynchus from
Mexico and the United States of America (USA) at the molecular
level (DNA barcoding) to show evidence of the existence of cryptic
species in this species.

Materials and method. The specimens were collected with CDC
light traps baited with carbon dioxide (CO2). Molecular laboratory
work was carried out using standardized protocols. The MEGA
program for the calculation of genetic distances and the Automatic
Barcode Gap Discovery (ABGD) method were used to delimit the
molecular operational taxonomic units (MOTU's).

Results. The Kimura 2 parameter genetic distance analysis and
the Neighbor-Joining tree showed two well-differentiated clades
of Oc. taeniorhynchus with an average divergence value between
clades greater than 2% (3.1%). On the one hand, the sequences
of the specimens from Mexico were grouped and on the other
hand, the sequences of specimens from the USA. This was also
supported by the ABGD analysis.

Conclusion. The average genetic divergence value of 3.1%
observed between the specimens of Oc. taeniorhynchus from
Mexico and USA indicates that they are cryptic species. It is
recommended to add ecological data and make a fine comparison
of the morphology of the larvae, the exocorion of eggs and the
genitalia of adult males to find the differences that separate them
as species.

Keywords: DNA Barcoding, Taxonomic; Electron Transport
Complex 1V; Mexico; Mosquito Vectors.
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INTRODUCCION

Ochlerotatus  Taeniorhynchus (Wiedemann) es un mosquito
importante en medicina humana y veterinaria, es un vector
eficiente en la transmision del virus de la encefalitis equina
venezolana (VEFE) tipo epidémico-epizootico?. En los Estados
Unidos ha sido incriminado como vector del virus de la encefalitis
equina del Este (EEE) @ y como vector potencial de la encefalitis
del Nilo Occidental ®. Este mosquito ha sido incriminado como el
vector primario de la dirofilariasis canina causada por el nematodo
parasito Dirofilaria immitis ©.

Las hembras adultas de Oc. taeniorhynchus son muy similares
morfolégicamente a las de Coquillettidia nigricans (Coquillett)
y Cq. venezuelensis (Theobald) por lo que personal con poca
experiencia las puede confundir a simple vista. Las tres especies
poseen tarsos con bandas de escamas blancas y un anillo de
escamas blancas en la proboscide.

Oc. taeniorhynchus es una especie de zona costera, adaptada
a habitats de aguas salobres, abundante y voraz, de habitos
antropdfagos diurnos y nocturnos 4. Esta especie se ha
documentado con una amplia distribuciébn en el continente
americano, desde Massachusetts en los Estados Unidos hasta Santa
Catarina en el sur de Brasil, en la costa atlantica desde California
en los Estados Unidos hasta Perti en la costa del Pacifico (%9,
También se ha documentado en las costas tanto del Atlantico como
del Pacifico de Colombia, en las Antillas y las Islas Galapagos
©9 Es probable que esta amplia distribucion sea interrumpida
por barreras fisicas y biologicas que pudieran estar generando
especiacion criptica en ésta especie.

La investigacion sobre especies cripticas ha aumentado
exponencialmente en las tltimas dos décadas, alimentada en gran
parte por la creciente disponibilidad y uso de secuencias de ADN
(01L12) - Se han documentado la presencia de especies cripticas
o complejos de especies en culicidos de los géneros Aedes,
Anopheles y Culex (1319,

La identificacion correcta de las especies de culicidos, asi como el
descubrimiento de especies cripticas es esencial para la elaboracion
de programas de control y prevencion de las enfermedades que
transmiten las especies vectores (101516,

El objetivo de este estudio fue analizar secuencias del gen
Citocromo Oxidasa subunidad I (COI) generadas en este estudio y
aquellas generadas en el 2012 por Gibson y colaboradores 7 para
mostrar evidencia de especies cripticas en Oc. taeniorhynchus.
Ademas construir un arbol de identidad basado en las distancias
genéticas para conocer si los especimenes de ambos paises se
agrupan en un mismo clado.

MATERIALES Y METODO
Colecta e identificacion de mosquitos

En octubre de 2013, fueron colectadas hembras adultas de Oc.
taeniorhynchus con el uso de trampas de luz tipo CDC (Centers
for Disease Control and Prevention) operando consecutivamente
en la ciudad de Chetumal, Quintana Roo, Mexico de 18:00 hrs
a 24:00 hrs. Cuatro sitios fueron seleccionados: 1) Locacion
La Sabana, 18°31°7.5""N-88°21°6.04""W; 2) Locaciéon Parque
Ecologico, 18°30725.4"'N-88°19713.0""W; 3) Locacion Bahia,
18°29746.03"'N-88°18'55.26""W; y 4) Locacion El Colegio de la
Frontera Sur (ECOSUR), 18°32°35.0"'N-88°15'43.9""W (figura
1). Se usaron 2 trampas por sitio, las cuales fueron cebadas con CO2
y colgadas a 40 cm sobre el nivel del suelo. Todos los especimenes
colectados fueron depositados en la coleccion entomologica del
museo de Zoologia de ECOSUR, unidad Chetumal, cédigo de
referencia ECO-CH-AR/DP_0096-0155.

Ficura 1.
Localidad y sitios de colecta de Oc. taeniorhynchus en Quintana Roo.
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Todos los ejemplares fueron montados y fotografiados bajo
un estereoscopio Zeiss Germany Stemi SV 6 con una cémara
Nikon Sigma 50mm F2.8 EX DG Macro. Para la identificacion
morfologica de las hembras adultas se usaron las claves de
identificacion de los mosquitos de Guatemala *®. Los datos de
colecta estan despositados en el proyecto “Culicids of Chetumal
Mexico” (CUL) en BOLD Systems® ),

Anadlisis molecular

Para el andlisis molecular (Codigo de barras de ADN), se uso6 el
gen citocromo oxidasa subunidad I (COI). Diez ejemplares de
Oc. taeniorhynchus fueron seleccionados para ser procesados.
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El ADN fue extraido de acuerdo a Ivanova et al. 2006 @, la
amplificacion se realizo con el mix de PCR en un volumen final de
12,5 ul, conteniendo 2 ul de ADN templado y usando los primers
LCO1490/HCO2198 @22, Las secuencias fueron editadas en el
programa Codon Code Aligner v 5.0.1.

Para proporcionar una representacion grafica del patron de
agrupamiento entre las secuencias de Oc. taeniorhynchus de
Mexico y USA el software MEGA v. 6.06 @ fue usado y fue
construido un arbol de similitud Neighbor-Joining (NJ) basado
en distancias genéticas usando el modelo de distancia Kimura 2
parametros (K2P) @+ 2, Ademas fueron calculadas las distancias
intraespecificas e interespecificas (p) con MEGA v. 6.06 ¥,

El arbol de Oc. taeniorhynchus fue construido con secuencias
de México generados en este estudio y USA disponibles en las
bases de datos moleculares (Genbank y Bold Systems). Para darle
mayor soporte al analisis se usaron secuencias de las especies
Oc. Angustivittatus, Oc. fulvus (n = 2) y Oc. serratus (n = 2)
dichas especies pertenecen al mismo género al que pertenece Oc.
taeniorhynchus por lo que su inclusién ayudara a la separacion de
los grupos, para cada especie se incluyo dos secuencias (n=6) las
cuales fueron generadas en este estudio. Como grupo externo se
utiliz6 la secuencia de Anopheles albimanus.

Para delimitar las unidades taxondémicas operativas moleculares
(MOTU’s) se utilizo el programa ABGD (Automatic Barcode Gap
Discovery) ?®, con una distancia intraespecifica minima (Pmin) de
0.001, una distancia intraespecifica maxima (Pmax) que oscila de
0.02 a 0.1 y el parametro barcode gap width con la configuracion
predeterminada (1.5) y los modelos evolutivos K2P y Jukes-
Cantor (JC) @”. El analisis fue realizado para las secuencias de Oc.
taeniorhynchus obtenidas en este estudio y aquellas descargadas
de las bases de datos.

RESULTADOS

Se colectaron un total de 60 hembras adultas de Oc. taeniorhynchus
(figura 2). El Colegio de la Frontera Sur (ECOSUR) con 29
especimenes fue el sitio que present6 la mayor abundancia de Oc.
taeniorhynchus, mientras que la Bahia con 2 ejemplares fue la
que presentd la menor abundancia. De los 10 ejemplares de Oc.
taeniorhynchus procesados para este estudio se logro generar 6
secuencias del gen COI para el estado de Quintana Roo, México.
Las secuencias gendmicas obtenidas estan depositadas en la base
de datos de BOLD Systems® (! dentro del proyecto “Culicids of
Chetumal Mexico” (CUL).

En cuanto a la bisqueda en las bases de datos moleculares, 13
secuencias fueron recuperadas, 3 para Mexico y 10 para USA
(ver cuadro 1). Los analisis moleculares mostraron que las
seis secuencias generadas en Quintana Roo y las secuencias
de especimenes de Meéxico provenientes de otros Estados
corresponden a una sola especie (Oc. taeniorhynchus) con un valor
de divergencia intraespecifica promedio de 0.2%; y las secuencias

Ficura 2.
Hembra adulta de Oc. taeniorhynchus: (A) vista lateral, (B) vista dorsal.

A)

2mm

B)

2 mm

de USA corresponden a una segunda especie (ver figura 3). La
distancia genética K2P interespecifica promedio de la comparacion
de las diferentes especies del mismo género (Ochlerotatus) fue >
2% (8.58 %).

Cuabro 1. Secuencias de Oc. taeniorhynchus descargadas de BOLD Systems
y GenBank que fueron agregados al andlisis en este estudio.

(n) Base

Especie secuencias de datos Process ID Pais Estado

BOLD Systems GMMCK337-14 México Jalisco

Oc. Taeniorhynchus 3 BOLD Systems GMMCW444-15 México Jalisco

GenBank IX259676 México

NEONU1586-12 USA Florida

NEONU1587-12 USA Florida

NEONU1588-12 USA Florida

NEONU1589-12 USA Florida

Oc. Taeniorhynchus 10 GenBank NEONU1590-12 USA Florida
NEONU1591-12 USA Florida

NEONU1592-12 USA Florida

NEONU1593-12 USA Florida

NEONU1594-12 USA Florida

NEONU1605-12 USA Florida

El arbol NJ de distancias genéticas mostr6 dos clados bien
diferenciados de Oc. taeniorhynchus con un valor de distancia
promedio entre clados > 2% (3,1%) y una distancia maxima
observadade 3,5%. Las secuencias de los especimenes provenientes
de Quintana Roo y las secuencias pertenecientes a Jalisco forman
el clado A y las secuencias de USA del estado de Florida forman
el clado B (figura 3).

El método ABGD identifico 2 MOTU’s para las 19 secuencias de
Oc. taeniorhynchus (cuadro 3). Las secuencias de especimenes de
Quintana Roo y de Jalisco fueron agrupados en un mismo MOTU
y las secuencias de Florida USA fueron agrupadas en otro MOTU.
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Ficura 3. Arbol Neighbor-joining basado en las distancias genéticas (K2P)
del gen COLl. Las secuencias generadas en este estudio se sefalan con un
asterisco (*). Las secuencias de GenBank se sefnalan por el simbolo lambda (A),
y las de Bold systems por el simbolo yen (¥). Las abreviaciones JAL = Jalisco,
QRRO = Quintana Roo, y MX = México

Oc. taeniorhynchus (NEONU1588-12)L

Oc. taeniorhynchus (NEONU1589-12)L

Oc. taeniorhynchus (NEONU1590-12)L

Oc. taeniorhynchus (NEONU1593-12)L

Oc. taeniorhynchus (NEONU1587-12)L

Oc. taeniorhynchus (NEONU1592-12)L

Oc. taeniorhynchus (NEONU1594-12)L

Oc. taeniorhynchus (NEONU1586-12)L

Oc. taeniorhynchus (NEONU1591-12)h

Oc. taeniorhynchus (NEONU1605-12)%
Oc. taeniorhynchus (GMMCK337-14) JALL
Oc. taeniorhynchus (GMMCW444-15) JALL
Oc. taeniorhynchus (JX259676) MX\

Oc. taeniorhynchus (CUL039-13) QRRO*
Oc. taeniorhynchus (CUL037-13) QRRO* =
Oc. taeniorhynchus (CUL122-14) QRRO*

Oc. taeniorhynchus (CUL038-13) QRRO*

Oc. taeniorhynchus (CUL035-13) QRRO*

Oc. taeniorhynchus (CUL123-14) QRRO*

Oc. fulvus (CULO81-13) QRRO*
: Oc. fulvus (CUL080-13) QRRO*

Oc. angustivittatus (CUL064-13) QRRO*

Oc. angustivittatus (CUL063-13) QRRO*
Oc. serratus (CUL054-13) QRRO*
Oc. serratus (CUL053-13) QRRO*

An. albi (CUL103-14) QRRO*

__ Clado B, secuencias de
especimenes de USA

Clado A, secuencias de
especimenes de México

—_—

0.02

Cuabro 2. Divergencia de secuencias K2P en la region COIl de Cédigos de
barras de ADN entre las especies de Ochlerotatus en este estudio.

d.li.ls’::n(:ieu n Taxa Comparaciones Min (%) Med (%) Max (%)
Intraespecifica 25 4 300 0.00 1.15 3.50
Interespecifica 25 4 8 3.10 8.58 11.10

Cuabro 3. MOTU's recuperados de COIl de Oc. taeniorhynchus por el
método ABGD en este estudio. * = divergencia intraespecifica a priori (P); |
= particiones iniciales; R = particiones recursivas. El nUmero de particiones
ABGD obtenidas por los modelos JC y K2P fue el mismo. El parametro Relative
Gap Width (X) fue 1.5.

ABGD
0.0260 | 0.0280

Marcador Modelo 0.0200* | 0.0220 | 0.0240 0.0300 | 0.0320 | 0.0340

K2P 2 2|2 2|2 2|2 2|2 2|2 2|2 2|22

col
Jc 2 2|2 2|2 2|2 2|2 2|2 2|2 2|22

DISCUSION

Ae. taeniorhynchus es una especie dominante que presenta una
amplia plasticidad ecoldgica pudiendo ser encontrada en zonas
urbanas, rurales y selvaticas @®. Su alta abundancia en ECOSUR
puede ser debida a las condiciones ambientales de humedad y
temperatura favorables presentes en el sitio. Hasta el momento
en el estado de Quintana Roo solo se ha reportado como molestia
sanitaria sobretodo en la temporada de lluvias cuando su abundancia
presenta el pico mas elevado en los meses de septiembre y octubre.

Por otro lado, todos los ejemplares analizados han sido identificados
morfologicamente como Oc. Taeniorhynchus; sin embargo, el valor
promedio de divergencia genética de 3,1% observada muestra
claramente la separacion de 2 clados sugiriendo la presencia de
especies cripticas dentro de Oc. taeniorhynchus.

Un estudio previo realizado por Gibson et al. 2012 (7, con
ejemplares de Oc. taeniorhynchus de USA y un ejemplar de México,
menciona una divergencia mayor al 2% (2,18%) entre los ejemplares
analizados. Sin embargo, ellos no pudieron corroborar que se trataba
de especies distintas, ya que solo contaban con una secuencia de un
espécimen de México el cual se separaba de los ejemplares de USA.

La presencia de especies cripticas o complejos de especies ha sido
sefialado en otros géneros de culicidos como Aedes, Anopheles y
Culex (319, Wang et al. (2012) 13 observaron una distancia K2P
maxima de 4,71% en ejemplares de Cx. modestus colectados en
China. Ellos no encontraron variaciones en la morfologia de las
hembras adultas pero si en las setas del torax de las larvas y en la
genitalia de los machos adultos. Asi mismo Wang et al. (2012) 19,
también observaron una distancia intraespecifica > 2,0% (2,61%) en
An. sinensis y aunque ellos no observaron diferencias morfologicas
dentro de esta especie, las diferencias en los habitos de alimentacion
y habitat han sido ampliamente documentados *.

En el presente estudio se han analizado un mayor numero de
secuencias que evidencian la presencia de mas de una especie de Oc.
taeniorhynchus, una especie para Mexico y una especie diferente
para USA. Lo anterior también es apoyado por el andlisis ABGD en
el que se observaron dos MOTU’s, una que agrup6 a las secuencias
de ejemplares de México y otra que agrupo a las secuencias de
especimenes de USA.

Son necesarios futuros analisis que involucren un muestreo a
lo largo de México y del continente americano, pues debido a la
amplia distribucion de Oc. taeniorhynchus se podria considerar
la existencia de mas especies cripticas. Es necesario analizar a
detalle los especimenes de México y USA, tomando en cuenta la
morfologia de las etapas inmaduras (huevos, larvas y pupas), la
morfologia de la genitalia de los machos adultos, los factores fisicos
(barreras geograficas, humedad y temperatura) y datos biologicos ¢*
3D para encontrar el o los caracteres que los separa como especies y
asi poder hacer la descripcion de la nueva especie.

CONCLUSIONES

Los codigos de barra de ADN mostraron evidencia de la existencia
de especies cripticas en Oc. taeniorhynchus. Un clado es formado
por las secuencias COI de especimenes pertenecientes a diferentes
estados de México, y otro clado formado por secuencias de
especimenes de USA. Ademas de la informacion biogeografica
y los datos moleculares, se recomienda afadir datos ecoldgicos y
realizar la comparacion de la morfologia de larvas, el exocorion
de huevecillos y genitalia de machos adultos para encontrar las
diferencias que las separa como especies.

Los codigos de barra de ADN son una herramienta que permiten
descubrir especies cripticas y determinar el maximo nivel de
identidad la mayoria de las especies, por lo que se considera una
herramienta complementaria a la taxonomia tradicional.
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