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Molecular Taxonomy of Anopheles from Ecuador, using mitochondrial DNA
(Cytochrome c Oxidase I) and Maximum Parsimony optimization
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RESUMEN

La identificacion de especies de Anopheles es
compleja debido a la presencia de varios complejos de especies
o especies cripticas cuyos ejemplares son de dificil distincion
morfoldgica. Se corrobord o se corrigio la identificaciéon
de especies de Anopheles spp. capturadas en Ecuador,
utilizando 393 secuencias de ADN mitocondrial, Citocromo
Oxidasa | (COl) de 36 especies de Anofelinos neotropicales
depositadas en GenBank y mediante la construccion de
arboles filogenéticos usando parsimonia maxima. Se
analizaron las identificaciones moleculares de cinco especies
de Anopheles mediante los criterios de monofilia y topologia
del arbol, secuencias provenientes de la localidad tipo y la
divergencia genética intra/inter especies. Las topologias de los
arboles resultantes corroboran la identificacion de secuencias/
especies de Anopheles (Anopheles) pseudopunctipennis
Theobald, An. (Ano.) eiseni Coquillett y An. (Nyssorhynchus)
albimanus Wiedemann; se corrige la identificacién molecular
de An. (Nys.) rangeli Gabaldén, Cova-Garcia y Lopez (no
oswaldoi) y permanece en duda la identificacion correcta de
las secuencias relacionadas el grupo Punctimacula, hasta
tener disponibles un mayor nimero de secuencias COI
de especies relacionadas. La matriz de ADN-COI de 241
secuencias/haplotiposx36 especies construida para estos
analisis resultara de utilidad para la identificacion molecular
de especies de Anofelinos de Ecuador y del Neotropico con
base en la porcién de 520 pb entre 2.272 a 2.792pb de COI.

Palabras clave: Anopheles, taxonomia molecular, Citocromo
Oxidasa |, Ecuador.

INTRODUCCION

La malaria o paludismo es considerada
como uno de los principales problemas de salud

SUMMARY

The Anopheles species identification is
complicated by the presence of several complexes
of species and species whose specimens are difficult
morphological distinction. We use 393 mitochondrial
DNA sequences, Cytochrome Oxidase | (COl) of 36
Neotropical species of Anophelinae deposited in GenBank
and by constructing phylogenetic trees using maximum
parsimony the objective was to corroborate or correct
the molecular identification of five sequences/species of
Anopheles collected in Ecuador and also availables in
Genbank. We identified the taxonomic units, based on
monophyly, phylogenetic species definition, tree topology,
ocurrence of sequences from the type locality and genetic
intra/inter divergence of clades. The topologies of the
resulting trees corroborate the identification of sequences
of Anopheles (Anopheles) pseudopunctipennis Theobald,
An. (Ano.) eiseni Coquillett y An. (Nyssorhynchus)
albimanus Wiedemann, while the molecular identification
of An. (Nys.) rangeli Gabaldén, Cova-Garcia y Lépez
(not “oswaldoi”) is corrected and remains in doubt the
correct identification of related sequences for sequences
belonging to Punctimacula group, until have available a
greater number of COIl sequences from related species.
However according to the criteria of type locality, these
are not punctimacula in sensu stricto. Finally, the matrix
of alignment DNA-COI haplotypes sequences of 241x36
species built for these analyzes will be useful for molecular
identification of Anophelinae species from Ecuador and the
Neotropics based on the portion of 520 bp COI (between
2,272- 2,792 bp).

Key words: Anopheles, moleculartaxonomy, Cytochrome
Oxidase I, Ecuador.

publica en América y en zonas tropicales del mundo.
En el reporte 2014 de la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS), 98 paises presentan transmision
malarica, con 3.3 billones de personas en riesgo,
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de los cuales 1.2 billones en riesgo alto, mientras
que en 2013, se estimé que 198 millones (124-283
millones) contrajeron la enfermedad con 584.000
fallecimientos (OMS, 2015). En Ecuador se registran
miles de casos cada afno, en 2011 se identificaron
1.232 casos para Plasmodium vivax y P. falciparum
(Orbe, 2012). Para el 2014, se reportaron 378
casos principalmente en la amazonia y en la Costa
(Esmeraldas y Manabi), con un 57% de casos con
debidos a P, vivax 'y 43 % para a P. falciparum (WMR,
2014). La incidencia del paludismo se relaciona con
factores climaticos, geograficos y dificultades de
orden econdémico o técnico (OMS, 2015) entre otras
variables, la densidad poblacional de los mosquitos
se eleva debido al incremento de los habitats larvarios
de origen antrépico (explotacion minera y, petrolera
que producen nuevos cuerpos de agua, ejem An.
darlingi Root) y a la ausencia de un control efectivo
del vector (Salazar ef al., 2006). Algunos autores han
sugerido que algunas especies de Anopheles pueden
transmitir parasitos de la malaria (Plasmodium spp.)
en las zonas altas de Los Andes de América del Sur
a causa del cambio climatico, variacion en el uso del
suelo, construccion de nuevas carreteras, entre otros
factores (Pinault & Hunter, 2012a).

En Ecuador la malaria es prevalente
en la region costera y amazonica; sin embargo,
registros historicos y actuales indican la presencia
de vectores de la malaria en zonas altas de Ecuador.
En los afios 1940's se recolectaron larvas de An.
pseudopunctipennis Theobald a lo largo de las vias
del tren en construccion desde Guayaquil a Quito
hasta una altitud de 3.200 m., siendo la especie mas
comun y con mayor distribucion altitudinal. En los
valles de Imbabura y Pichincha también se registraron
casos de malaria hasta una altitud de 2.500 m, sin
embargo, nunca se ha reportado ningun caso en la
ciudad de Quito a 2.800 m (Pinault & Hunter, 2012b).
En el 2008, las provincias mayormente afectadas por
malaria fueron: Esmeraldas, El Oro, Guayas, Santo
Domingo de los Tsachilas, Los Rios y, Manabi en la
vertiente costera, y Orellana, Sucumbios y Morona
Santiago en la vertiente amazonica; representando
mas del 85% del total de casos de paludismo en el
pais (Davila & Bajana, 2009).

El género Anopheles Meigen incluye la
mayoria de las especies de la subfamilia Anophelinae
con 444 especies descritas formalmente y alrededor
de 40 identificadas como complejos de especies, que
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esperan nombres formales (Harbach & Kitching,
2005; Harbach, 2007). El género Anopheles se
subdivide en seis subgéneros: Anopheles s.s. Meigen
(Cosmopolita), Cellia Theobald (Viejo Mundo),
Kerteszia Theobald (Neotropical), Lophopodomyia
Antunes (Neotropical), Nyssorhynchus Blanchard
(Neotropical) y Stethomyia Theobald (Neotropical);
sin embargo, Harbach et al. (2005), proponen un
séptimo  subgénero denominado Baimaia (An.
kyondawensis Abraham) para una especie Oriental.

Laidentificacion de especies de Anopheles es
compleja debido a la presencia de varios complejos de
especies o especies cripticas (Gonzalez, ef al., 2010),
cuyos ejemplares son de dificil distincion morfologica
(Casas, 2004). La aplicacion de la biologia molecular
mediante el uso de diversas secuencias de material
genético y analisis filogenéticos han sido utilizadas
para complementar, corroborar, y reconocer nuevas
especies, estudiar complejos de especies y realizar
cambios en la nomenclatura taxonomica, lo cual
modifica las clasificaciones a medida que se incorpora
nueva informaciéon morfoldgica y secuencias de
ADN en GenBank (Bourke et al., 2013; Pradeep
et al., 2013; Rozo-Lopez & Mengual, 2015; Ruiz-
Lopez et al., 2013; Wijit et al., 2013 entre otros).
Asi, el estatus taxonomico y la sistematica de este
género se encuentra aun sin resolver y en pleno
desarrollo debido a problemas en la identificacion
de algunas especies, complejos de especies, especies
cripticas y otros grupos de especies poco estudiadas
taxonomicamente (Harbach, 2007; Loaiza et al.,
2013; Sallum et al., 2002).

El género Anopheles se distribuye, en
latinoamérica, principalmente en zonas de clima
calido y tropical de baja altitud (<500 m de altura).
No obstante, se ha determinado la presencia de
especies en tierras altas, principalmente del subgénero
Kerteszia y de la Serie Arribalzagia del subgénero
Anopheles (Pinault & Hunter, 2011; Rubio-Palis &
Zimmermann, 1997; Sinka et al., 2010; Zavortink,
1979). El subgénero Kerteszia se encuentran en
zonas altas de América del Sur (Zavortink, 1979),
ejemplo de éste grupo es Anopheles neivai Howard,
Dyar & Knab, que ha sido registrada en tierras altas
de Ecuador (Levi-Castillo, 1944, 1956; Sinka et al.,
2012; y datos no publicados de los autores). También
se ha documentado una epidemia de malaria en
tierras altas de Bolivia, registrando la introduccion
de Plasmodium vivax en una comunidad ubicada a
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2.300 m de altura, cuya transmision fue atribuida a
Anopheles pseudopunctipennis (Rutar et al., 2004).

Pinault & Hunter (2011, 2012a) realizaron
diversas recolecciones de larvas Anopheles en las
tres ecoregiones del Ecuador (con excepcion de la
llanura amazonica) con el reporte de cuatro especies:
Anopheles albimanus, An. pseudopunctipennis, An.
punctimacula Dyar & Knab y Anopheles oswaldoi
(Peryasst). Sus hallazgos indicaron la presencia de
vectores de la malaria en zonas bajas costeras del pais
y en localidades de piedemonte andino en la vertientes
costa y amazonica (solo An. oswaldoi). Estos autores
determinaron que las especies An. albimanus, An.
punctimacula, y An. oswaldoi han invadido regiones
andinas alcanzando altitudes maximas de 1.541 m,
1.906 m, y 1.230 m, respectivamente (Pinault &
Hunter, 2011). Dichos hallazgos, son particularmente
importantes debido a que se establece la presencia
de vectores de la malaria en regiones superiores a
los 1.200 m de altura, lugares donde no se efectian
los programas de erradicacion del vector a cargo del
Servicio Nacional de la Erradicacion de la Malaria
(SNEM) (Davila & Bajafia, 2009).

La identificacion de las larvas recolectadas
por estos autores se baso en la utilizacion de claves
morfologicas, y posterior corroboracion molecular
mediante la extraccidn y secuenciacion del gen
mitocondrial Citocromo ¢ Oxidasa I (COI) realizando
un alineamiento local mediante “Blast Search” en
NCBI en GenBank, un método de busqueda de
identidad (similaridad simple) molecular aunque no
filogenética.

Con base en las secuencias que se encuentran
disponibles en GenBank, conociendo la incorporacion
de material de nuevas secuencias en esta base de
datos de paises cercanos/limitrofes al Ecuador,
incluyendo nuevas especies descritas, y estando ante
la presencia de especies isomorficas y complejos de
especies como albitarsis, oswaldoi, triannulatus,
Serie Arribalzagia, las cuales han sido reportadas
por diferentes autores como: Brochero, et al. (2007);
Conn et al. (2013); Dantur Juri et al. (2014); Estrada-
Franco et al. (1993); Gémez et al. (2015); Gonzalez
et al., (2010); Gutiérrez et al., (2010); Lehr et al
(2005); Li & Wilkerson (2005); Loaiza ef al. (2013);,
Moreno et al. (2013); Motoki et al. (2009); Orjuela et
al. (2013); Quidiones et al., (2001); Rosa-Freitas et al.
(1998); Rueda et al. (2004); Ruiz et al. (2005); Ruiz-
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Lopez et al. (2010, 2012, 2013); Rubio-Palis et al.
(2013); Sallum et al. (1999, 2008); Wilkerson et al.
(2005); Wilkerson & Sallum (1999), uestro objetivo
fue corroborar el estatus o identidad taxonomica
molecular de las secuencias de citocromo oxidasa
I disponibles en GGenBank, correspondientes a las
especies halladas en Ecuador, mediante inferencia
filogenética con un método explicito y deductivo
(Parsimonia Maxima) con un fin taxonémico alpha
(identificacion/taxonomia  molecular)  utilizando
las secuencias de estas mismas especies y otros
Anopheles de Suramérica y/o América Central,
y al mismo tiempo construir una matriz alineada
de secuencias de una porcion del marcador COI
ampliamente utilizado, que pueda ser utilizada para
la identificacion molecular de muestras del Ecuador y
otras regiones de América del Sur.

Partimos aqui de la hipdtesis, con base en la
no verificacion filogenética previa (Pinault & Hunter,
2011; 2012a) realizada solo por similaridad tipo
“Blast Search” contra las secuencias de GenBank,
que algunas secuencias pueden estar errénea o
ambiguamente identificadas bajo la luz de las nuevas
inclusiones de secuencias en GenBank y recientes
cambios de nomenclatura en los grupos a los cuales
pertenecen. Igualmente, una verificacion filogenética
puede resultar en la corroboracion de otras secuencias
en GenBank en la misma condicion y rotulacion
erronea.

MATERIALES Y METODOS
Origen de las secuencias

Un total de 393 secuencias pertenecientes a
36 especies de la subfamilia Anophelinae (Culicidae)
fueron utilizadas para la construccion de la matriz de
alineamiento y analisis filogenéticos. Como grupo
problema, seincluyeron las secuencias COl registradas
de anofelinos colectados en Ecuador por Pinault &
Hunter (2011, 2012a) en la sierra y costa: Anopheles
(Anopheles) pseudopunctipennis (cinco secuencias),
Anopheles  (Anopheles)  punctimacula  (cinco
secuencias), Anopheles (Nyssorhynchus) albimanus
(cinco secuencias), y Anopheles (Nyssorhynchus)
oswaldoi (tres secuencias). Como grupo de especies
para comparacion y referencia desde GenBank
fueron incluidas un total de 375 secuencias COI de
anofelinos registrados para América del Centro y del
Sur. Todas las secuencias de ADN correspondientes
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al gen Citocromo ¢ Oxidasa I (COI), fueron obtenidas
de GenBank en formato Fasta cuyo cddigos de acceso
y origen se muestran en la Tabla I.

Las secuencias para comparacion con el
grupo interno o grupo problema de estudio fueron
especies pertenecientes a los subgéneros Anopheles
y Nyssorhynchus: An. costai, An. eiseni, An.
intermedius, An. malefactor, An. mattogrossensis, An.
neomaculipalpus, An. peryassui, An. squamifemur
(secuencia de Ecuador), An. albitarsis s.l., An.
benarrochi, An. braziliensis, An. darlingi, An. konderi,
An. nuneztovari, An. rangeli 'y An. trinkae, asi como
especies del subgénero Kerteszia: An. bellator, An.
pholidotus, An. cruzi y An. homunculus y usando
la secuencia del género Chagasia (secuencia de
Ecuador) como raiz y grupo de referencia (outgroup)
en el analisis. En la Tabla I se muestran los datos
taxonomicos, origen y autores.

Alineamiento de secuencias

El alineamiento multiple de las secuencias
basado en la blsqueda de homologias posicionales
fue realizado mediante ClustalW (Higgins et al.,
1996) implementado en MacVector (MacVector Inc.)
con altas penalidades de creacion y extension de gaps
(GOPy GEP) de 15,0 cada uno de forma de buscar un
alineamiento por homologia.

La matriz final de alineamiento fue analizada
en el programa ALTER (ALignment Transformation
EnviRonment) para el colapso de haplotipos y la
obtencion de la matriz en formato Nexus (Glez-
Peia et al., 2010) de 241 secuencias utilizadas para
los analisis filogenéticos. El modelo de sustitucion
de pares de bases al cual se ajusta la matriz fue
determinado mediante ModelTest incluido en el
software Paup 4.0a146 (Swofford, 2002, actualizado
2015), utilizando los criterios de informacién de
Akaike (AIC), Akaike corregido (AICc) y por el
indice Bayesiano (BIC).

La Fig. 1, muestra el esquema del genoma
mitocondrial de Anophelinae, con la porcion del
Citocromo ¢ Oxidasa | y las regiones mas abundantes
de secuencias disponibles en GenBank: la region
alineada en este trabajo entre 2.272 y 2.992 pb y la
region usada en codigo de barras o “barcoding” entre
1.514y 2.173 pb.
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Andalisis filogenéticos

La matriz resultante con haplotipos
colapsados (241 secuencias) fue analizada mediante el
software TNT “Tree analysis using New Technology”
(Goloboffet al.,2000) para la obtencion de topologias
filogenéticas que permitan la identificacion molecular
por clados monofiléticos apoyados por el consenso de
mayoria y por valores altos de bootstrap. La busqueda
de arboles filogenéticos se realizd bajo el criterio
de optimizacion de Parsimonia Maxima, mediante
blsquedas heuristicas. Los taxa fueron adicionados
al azar con 1.000 réplicas de construccion por cada
adicion, bajo el algoritmo de recorte y reconexion
de arboles (TBR - Tree Bisection Reconnection),
guardando solo los arboles 6ptimos obtenidos en
cada réplica. Se realizO un consenso de mayoria
de los arboles retenidos y luego se se realizd un
analisis de bootstrap con remuestreo de la matriz de
1.000 pseudoréplicas para apoyo de grupos o clados
monofiléticos (Felsenstein, 1985). Posteriormente,
se realizo un repesado de los caracteres homologos
mediante el indice de consistencia re-calculado,
resultando un arbol tUnico. Las secuencias de
Chagasia y Kerteszia actuaron como grupos de
referencia (grupo externo o “outgroup”) para el
enraizamiento del analisis sensu Sallum et al
(2000). El nimero de caracteres informativos para
parsimonia, no informativos y constantes, asi como
los indices de consistencia (IC), de retencion (IR)
fueron calculados mediante Paup 4.0a146 (Swofford,
2012) y los valores de sitios polimorficos, variables,
composicion de bases y la matriz de divergencia con
distancia genética p-no corregida mediante MEGAG6
(Tamura et al., 2013).

Las unidades taxonomicas han sido
determinadas tomando en consideracion los
siguientes criterios: 1) concepto filogenético de
especie, basado en un clado o linaje que comparte
caracteres apomorficos (sinapomorfias) heredados
de un ancestro inmediato comun, con un patrén de
ascendencia-descendencia e inferido mediante el
criterio de optimizacion de Parsimonia Maxima
o cladistico para la construccion de hipoétesis
filogenéticas congruentes con la clasificacion
taxonomica natural; 2) la ubicacion de las secuencias
en la topologia, congruente con clados o subclados
monofiléticos apoyados por un porcentaje mayor a
70% en consenso de mayoria y un valor estadistico
de remuestreo de la matriz o bootstrap mayor a
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Taxonomia molecular de Anopheles

Fig. 1. Esquema del genoma mitocondrial de Anophelinae, y la porcion del gen citocromo oxidasa |
en color verde. En azul, la region barcode/Folmer correspondiente a las secuencias que no lograron
ser emparejadas en el alineamiento, la franja amarilla representa la region COIl no barcode a la que
pertenecen las secuencias utilizadas y la franja roja pertenece a la seccién de la matriz alineada (2.272-

2.792 pb).

1514

pb posicion

Anophelinae
mtDNA

2173

region NO barcode = 821 pb (sec. Ecuador)

2272

50%, y congruente con la divergencia intra e inter
secuencias/especies calculada por la matriz de
distancia p-no corregida; 3) ubicaciéon en un clado
apoyado con las secuencias/especies en sensu stricto
(s.s.), consideradas aquellas secuencias topotipicas
o provenientes de la localidad tipo (localidad del
Holotipo y de la descripcion original), en caso de
estar disponible.

RESULTADOS
Topologias de arboles y agrupamientos de taxa

La matriz alineada resultante fue de 241
secuencias de 520 pares de bases (caracteres) de
ADNmt-COI (241 x 520). Del total de caracteres
(520), 179 fueron informativos para parsimonia

140

(sinapomorfias), 14 no informativos (autapomorfias)
y 327 constantes (no variables), mientras 191 fueron
polimérficos, con una composicion de bases A+T=
69,9% y C+G= 30,1%. El indice de consistencia fue
de IC=0,40; de retencion IR=0,84 y el recalculado
RCI=0,62. La matriz de secuencias alineadas se
ajustd a los modelos K81uf+I+G segun los criterios
de Akaike (ACI) y Bayesiano (BIC), y al modelo
HKY+I+G de acuerdo al criterio de Akaike corregido
(AICc).

La Fig. 2 muestra la hipotesis filogenética
general (consenso de mayoria con 100% en todos los
clados). La ubicacién de las secuencias identificadas
por Pinault & Hunter op. cit. se muestran en rojo
lateralmente al grupo o clado sefialado y se indica
con una barra vertical con su correspondencia

Bol. Mal. Salud Amb.



taxonémica. Un andlisis de Neighbor joining
comunmente utilizado en “barcoding” fue realizado
y cuya topologia (no mostrada) result6 igual que el
arbol consenso de parsimonia.

En este arbol resultante se muestran grupos o
clados que se identifican de la siguiente forma: Clado
A con el taxdn externo y basal Chagasia batana, luego
el grupo interno con un 100% en consenso de mayoria
y de bootstrap, internamente sigue el clado B con
dos subclados, que incluyen el subgénero Kerteszia
como mas externo (60% bootstrap) y un clado (75%
bootstrap) con An. costai de la Serie Arribalzagia.

Luego, y hacia lo mas interno o derivado del
arbol se observa clado D con An. neomaculipalpus
(100% bootstrap), el clado E con las especies del
Complejo punctimacula: An. malefactor (El), An.
punctimacula ss. (E3) y el grupo de secuencias
identificadas como “punctimacula” (E2) por Pinault
& Hunter (op. cit.).

Internamente al clado E, se encuentra el
clado interno FG, con los subclados F con secuencias
de An. intermedius y An. “punctimacula” (no
punctimacula de Colombia), y el subclado hermano
G con 15 subclados: G1 y G2 con secuencias de 4n.
punctimacula (no punctimacula de Colombia) y An.
braziliensis. Los clados G3 y G4 con secuencias de
Oswaldoi s.1. y G5 con secuencias de An. rangeli y
An. oswaldoi (no oswaldoi de Ecuador).

En lo mas interno del arbol, se ubicaron los
subclados G6, G7, G8 y G9 y el subclado hermano
con los grupos G10, G11, G12 y G13. En el primer
grupo, en G6 se ubican respectivamente secuencias de
An. benarrochi B (Ruiz et al., 2005) y una secuencia
de An. rangeli (no rangeli de Colombia), el grupo
G7 corresponde a secuencias de An. triannulatus s.1.,
G8 con An. darlingi y G9 con una representacion
de las 11 secuencias de An. albimanus de América
Central, incluyendo Panama, de Colombia y Ecuador.
En este caso particular (4n. albimanus), con fines
de una mejor observacion grafica se utilizaron en la
figura mostrada solo 11 secuencias de albimanus,
incluyendo las cinco de Ecuador de Pinault & Hunter
(2011, 2012a). Todas estas secuencias se ubicaron en
el mismo clado con un 92% de bootstrap.

En el subclado hermano, el grupo GI10
se ubicaron las secuencias de An. albitarsis s.l.,,
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incluyendo An. albitarsis s.s. (Argentina), albitarsis
G, daenorum, albitarsis H, marajoara, albitarsis
I, F, janconnae y oryzalimnetes. En el grupo G12
An. nuneztovari y en el G13 las secuencias de A4n.
pseudopunctipennis, incluidas las secuencias de
Ecuador de Pinault & Hunter op. cit. Las Fig. 3, 4,
5 y 6 muestran en detalle tipo “zoom” los clados y
subclados descritos para la Fig. 1.

La divergencia promedio total fue de 0,08
(8%). La divergencia intra-especies mostrd un intervalo
entre 0-3%, mientras que inter (entre) especies/clados
fue de 6-8 a 14%, lo cual se corresponde por lo
reportado por Gomez et al. (2015) para COI en la Serie
Arribalzagia, por Bourke ef al. (2013), Ruiz-Lopez et
al. (2012, 2013), y McKeon et al. (2010) para otros
grupos de anofelinos. Entre especies de Complejos
fue: 3-7% entre albitarsis s.l. y 3-5% entre oswaldoi
s.1. con secuencias de diferentes paises.

Anophelinae del Ecuador

La revision y busqueda de secuencias y el
analisis historico de literatura permitié actualizar la
lista de las especies de Anophelinae sefialadas para
el Ecuador (Tabla II), con un total de dos géneros,
Anopheles con 22 especies y Chagasia con tres
especies. El género Anopheles esta representado por
los subgéneros Anopheles (8 especies), Nyssorhynchus
(6 especies), Kerteszia (5 especies) y Lophopodomyia
(2 especies) (Levi-Castillo 1944, 1945a,b, 1956;
Escovar et al., 2014; Linton et al., 2013; WRBU web
page). Dos especies fueron descritas con localidad
tipo en este pais: An. gomezdelarorrei Levi-Castillo
(Chiltazon, Carchi) y An. trinkae Faran (Puyo,
Pastaza).

DISCUSION

El andlisis enraizado con el género
Chagasia Cruz [Ch. batana (Dyar)] muestra las
dos especies del subgénero Kerteszia (An. bellator
y An. cruzii) como grupos de referencia, ubicados
en la parte basal del arbol y en monofilia reciproca
sensu Sallum et al., (2002) con un 100% y 75%
de bootstrap, respectivamente, con respecto al
grupo interno mostrando los primeros resultados
concordantes con la taxonomia actual. El indice de
consistencia mostré un 40% de caracteres homologos
y 60% de homoplasia, y la retencion de sinapomorfias
en el arbol fue de 84% lo que indica la fortaleza en
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Fig. 2 Arbol filogenético de 241 secuencias de GenBank mostrando los clados correspondientes a la
identificacion molecular por medio de Parsimonia Maxima y ADNmt-COl de las secuencias de Anopheles
de Ecuador. En negrilla y rojo se seiala la ubicacion y correccion taxonémica de las secuencias de

Ecuador.
L. | D neomaculipalpus
EEED | E2 “punctimacula” ECU
s
e | E3 punctimacula s.1 + ss
| 3>ty
_"""'E"'-""'L_m | EL malefactor ¢ jntermedius + NO punctimacula COL
G12 nuneztovari + dunhami
1 S== | G13 pseudopunctipennis
====" | incluye ECU
G11 aquasalis
G10 albitarsis s.1+ albitarsis ss
— ===, | G7 triannulatus s.1
| G8 darlingi
=257 | G9 albimanus, incluye ECU
E:‘.E:'.: | G6 benarrochi B + NO rangeli COL
l G5 rangeli + No oswaldoi ECU
G3-G4 oswaldoi s.1. ss, sp. A, konderi
—_:_:_"'—::— | G1, G2.braziliensis, NO punctimacula COL
":_"f.._'.;‘” | C. eiseni, peryassui, squamifemur ECU
—-| Ef_éi-}‘n | B. Kerteszia, costai
— | A. Chagasia ECU
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Tabla Il. Lista actualizada de Anophelinae del Ecuador, basado en la literatura y secuencias en las

secuencias disponibles en GenBank.

Género

Subgénero

Especie

albimanus
apicimacula
aquasalis

Nyssorhynchus

oswaldoi sp B
nr konderi
rangeli

Kerteszia

bambusicolus
neivai
cruzii
boliviensis
lepidotus*

Anopheles

Anopheles

calderoni
darlingi
eiseni
fluminensis
gomezdelatorrei*
mediopunctatus
pseudopunctipennis
punctimacula s.l.
squamifemur
triannulatus
trinkae*

Chagasia

bathana
bonneae
fajardi

(*) Especies con localidad tipo en Ecuador

la estructura filogenética resultante, que sumada a
los valores de remuestreo (bootstrap) y un 100% en
todos los clados en el consenso de mayoria y el arbol
repesado dan un fuerte apoyo a los clados formados
como grupos monofiléticos.

De esta manera, aquellas secuencias/especies
que se ubican en forma parafilética fuera del clado de
las secuencias topotipicas son evidencia de secuencias
provenientes de ejemplares erroneamente identificados
y que ocurre en grupos pertenecientes a complejos de
especies y de morfologia de dificil identificacion como
es el caso del grupo punctimacula (Gémez et al., 2015;
y Loaiza et al., 2013) coincidiendo con la hipdtesis
planteada.

Vol. LV, N° 2, Agosto-Diciembre, 2015

En el grupo interno, los resultados obtenidos
enlosarboles muestran clados y subclados congruentes
con la definicion de especies filogenéticas y gran
correspondencia con la nominaciéon taxonomica
con algunas excepciones en grupos de dificultad
taxondmica o presencia de complejos de especies.

En la topologia se muestran clados
monofiléticos apoyados (con valores de bootstrap
> 50% y de consenso de mayoria de 100%) con
especies/secuencias que se corresponden con la
denominaciéon de la unidad taxonémica de especie.
Las secuencias/especies de Ecuador producto
de la publicacion de Pinault & Hunter op. cit.,
identificadas por alineamiento local mediante “Blast
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Fig. 3 Detalle del Clado punctimacula. Ubicacion de secuencias identificadas como punctimacula
que corresponden a otra especie isomoérfica (ver explicacion en texto). Las muestras de Ecuador-
punctimacula de Pinault & Hunter (2012), se ubican en el subclado no E2. Valores arriba de la rama: %

consenso mayoria / % bootstrap.

318.An punctimacula ECU
E2 100/99 —[ 315.An.punctimacula ECUI “punctimacula”
317.An punctimacula ECU
316, An punctimacula EC ECU
pr—— 311 AN punctimacula NIC
319 An punctimacula. COLI
321.An punclimacula ss-PAN
324 .An punclimacula ss PAN
E3 100/86 325.An punctimacula ss-PAN
326.An punctimacula ss-PAN
— WIAnpncdmacia ssPAN 8 by netimacula ss
E = 328 An_punctimacula ss-PAN
320 An punctimacula ss-PAN
322 An punctimacula s PAN
323 An punctimacula 55.PAN
331 An punctimacula-PAN
332 An punctimacula-PAN
333 An punctimacula-PAN
100/67 334 An punctimacula-PAN
5] An.malefactor-PAN
E1l 508 An. maletactor-CostaRica | mafefaCtor

Search” y depositadas en GenBank (punctimacula,
pseudopunctipennis, oswaldoiy albimanus) muestran
ambas situaciones: incongruencia y congruencia
filogenética en su ubicacion en la topologia de
los arboles obtenidos con las secuencias/especies
topotipicas. De esta forma, las secuencias/especies
de An. punctimacula y An. oswaldoi reportadas por
Pinault & Hunter op. cit. se ubicaron en parafilia,
respectivamente, con el clado topotipico para cada
especie, demostrando su identificacion incorrecta,
mientras que las secuencias de An. pseudopunctipennis
y An. albimanus quedaron incluidas en clados
monofiléticos con las secuencias topotipicas para
cada especie, confirmando una identificacion correcta.
Cada caso se explica a continuacion:

Serie Arribalzagia, Caso Anopheles punctimacula

Para esta especie es necesario observar los
resultados obtenidos en los clados G ( “punctimacula™
de Colombia), E (secuencias de, Panama, Ecuador,
Nicaragua y Colombia, incluido An. malefactor) y F
(“punctimacula” de Colombia). Las secuencias de
Anopheles punctimacula, se ubican en parafilia en
los clados G (G1), E (E2, E3) y F mostrados en las

144

Fig. 2 y 3. Partiendo de las secuencias topotipicas
(obtenidas de ejemplares de la localidad tipo en
Panama), las secuencias de An. punctimacula s.s.
deben ser consideradas las ubicadas en el subclado
E3. Por esta razdn, las secuencias ubicadas en el
clado E2, correspondientes a Ecuador (Pinault &
Hunter, op. cit.) pertenecen a otra unidad taxondémica
no identificada, al igual que las secuencias de
Colombia en los clados G1 (en clado hermano
con An. braziliensis) y F (en el mismo clado con
An. intermedius) mas alejadas topologicamente
(polifilia).

Lassecuencias disponibles en GenBank para
Ecuador se ubican en un clado unico y hermano con
secuencias de Panama y Colombia y una secuencia
de Nicaragua, ambas como subclado hermano de las
secuencias de An. malefactor (E1). La divergencia
calculada entre el subclado E2 (Ecuador) versus el
subclado E3 (Panamd, Colombia y Nicaragua) estéd
entre 8-11% como especies diferentes. Asi mismo, la
secuencia de Nicaragua que se ubica como basal en
el subclado E3 tiene una divergencia de 8-9% vs el
subclado E2 de Ecuador y de 10-13% con el mismo
subclado E3 de Colombia y Panama lo que indica la

Bol. Mal. Salud Amb.
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Fig. 4. Detalle del clado G y sus subclados. Posicion parafilética de las secuencias oswaldoi de Pinault
& Hunter 2012, con respecto al clado oswaldoi s.s. (G3), las secuencias de Ecuador se corresponden
con Anopheles rangeli (G5). Igualmente se muestra la secuencia parafilética de “punctimacula” de

Colombia (G1). Valores arriba de la rama: % consenso mayoria / % bootstrap.

1(l An.oswaldol. ECUI
242 An.oswaldol ECUI
hl'a An.rangell COLI
OO/ <3¢ 620.An.rangel.COL ranaeli +
- 614.Anrangel. COLI NO oswaldoi
G5 613 An.rangell. COLI ECU
611 An.rangell. COLI
621.An rangell. COLI
246.An.sp.nr.konder. BRA
247 An.sp.nr konderl. BRA
243 .An.sp.nrkonden. BHA
245.An.sp.nr konder. BRA
= 25/ An konderl olSallum. BRA
100/52 255 An konder olSallum. BRA
262 An konderi olSallum.BRA
261 An konderl ofSallum. BHA oswaldoi
- 259 An sp.nrkonder. BRA 5/
G4 100/70 265 An.oswaldol. A.BRAI
_E'r.m/ An oswaldol A BRAI
266 An.oswaldoi A.BRAI
e 248, An 0Swaldol 55 BRAI
100/ <50 = 252 An.0swaldol.ss. BHAI
254 An.oswaldol ss.BRAI
— G3 b 240 An.oswaldol ss BRAI
. 251 An.oswaldol ss. BRAI
G N 250.An.oswaldol ss BRAI
G2 e 408 Anbraziliensis COLI
312, An punctimacula COLI
Gl
presencia de tres especies diferentes en el Complejo. El  Complejo  punctimacula  presenta

La divergencia entre An. malefactor vs E2 y E3 es
de 8-9% y 12-14% respectivamente, demostrando
topologicamente y por divergencia la diferencia que
llevo a esta especie ser rescatada de sinonimia de 4n.
punctimacula (Wilkerson, 1990).

Las secuencias ubicadas en los clados
Gl y F, adicionalmente a su posicion parafilética,
presentan una divergencia de 13% en el nivel de
especies distintas (6-14%) al clado E del Complejo
punctimacula. Una de las secuencias se ubican en un
clado hermano de intermedius de Brasil (clado F) con
una divergencia de 5% y la otra se encuentra basal en
el clado G (G1) y cercana a An. braziliensis con un
11% de divergencia entre ellas.

Vol. LV, N° 2, Agosto-Diciembre, 2015

entidades de frecuente confusion en la identificacion,
sefialado repetidamente por varios autores desde
Wilkerson (1990) y mas recientemente por Loaiza
et al. (2013) y Goémez et al. (2015), en la cual A4n.
punctimacula es frecuentemente confundida con An.
apicimacula, An. calderoni, An. neomaculipalpus y
An. intermedius, seialado por Gomez et al. (2015).
La topologia mostrada por Gomez et al. op. cit. (Fig. 4
pag. 11), con COI+ITS2 se asemeja a la topologia aqui
mostrada con los clados D (4n. neomaculipalpus), E1
+ E2 + E3 (4n. malefactor + Ecuador + Nicaragua
+ punctimacula s.s.). Las secuencias de Ecuador
y de Nicaragua, asi como la secuencia del clado F
(con intermedius) bien podrian corresponder a An.
calderoni o An. apicimacula. La primera ha sido

145



Taxonomia molecular de Anopheles

Fig. 5. Detalle del clado G, mostrando la monofilia de secuencias de Anopheles pseudopunctipennis
incluyendo las secuencias de Ecuador. De las secuencias de Ecuador. El clado muestra la monofilia
de albitarsis s.l., An. nuneztovari'y An. aquasalis. Valores arriba de la rama: % consenso mayoria / %

bootstrap.
TE1 An dunhami BRAJ
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identificada morfologica y molecularmente en el
Ecuador (Wilkerson, 1991; Gonzalez et al., 2010),
sin embargo las secuencias disponibles (“barcoding”)
no pudieron ser alineadas de manera confiable en las
secuencias COI “no barcoding” aqui utilizadas.

Las secuencias de “punctimacula” y An.
intermedius del clado F, tienen adicionalmente,
una divergencia del 5% descartando la posibilidad
de ser coespecificas. Por otra parte, la secuencia
“punctimacula-Colombia” del subclado GI1, se
ubic6 muy alejada con un 13% de divergencia
correspondiendo a un error de identificacion, sin
embargo es interesante la ubicacion tnica y aislada de
la misma correspondiendo a una unidad taxonomica
de la cual su identificacion probable es de dificil
inferencia con la informacion presente.
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Subgénero Nyssorhynchus, Caso Anopheles rangeli,
“no oswaldoi”

El subgénero Nyssorhynchus es conocido
por presentar varios Complejos con especies de
dificil identificacion y grupos de especies bajo actual
confusion, en algunos casos por no tener disponibles
holotipos y/o ausencia de caracteres morfologicos
diagnosticos claros (ejem. An. benarrochi), y en
otros por poseer una alta variabilidad fenotipica y
genotipica que hace compleja la determinacion de
unidades taxonomicas inequivocas.

Anopheles oswaldoi s.l. es una de estas
especies, lo cual se evidencia en diferentes articulos
recientes (Conn, et al., 2013; Orjuela et al., 2013;
Ruiz et al., 2005; Ruiz-Lopez et al., 2013; Rubio-
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Fig. 6. Detalle del clado G, mostrando la monofilia de las secuencias de albimanus, que incluye las
secuencias de Ecuador. El clado muestra la monofilia de triannulatus s.I. y An. darlingi. El subclado G6
muestra la secuencia “no rangeli” asociada con 0% de divergencia con An. benarrochi B. Valores arriba

de la rama: % consenso mayoria / % bootstrap.
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Palis et al., 2013; Scarpassa, 2005; Scarpassa & Conn,
2006) y en donde especies como oswaldoi, rangeli
y benarrochi estan siendo confundidas sin tener una
certeza de cual es la unidad taxondémica “correcta”. El
complejo An. oswaldoi esta conformado por al menos
cuatro especies (Ruiz-Lopez ef al., 2013), siendo su
identificacion generalmente dificultosa debido a la
variacion intra-especifica y caracteres diagnosticos
poco claros (o apormorfias putativas erroneas) entre
especies en las fases adultay en pupa, que hacen dudosa
su identificaciéon mediante claves morfologicas y se
pueden producir identificaciones incorrectas. Tal es el
caso de una variante morfoldgica de An. benarrochi,
que en su estadio adulto es facilmente confundible
con An. oswaldoi (Quifones ef al., 2001) y en otros
casos la descripcion de benarrochi y caracteres
apomorficos putativos en las claves utilizadas puede
llevar a confusiones con An. aquasalis (Faran, 1980;,
Navarro et al., 2009), lo que puede ser producto de
la misma variabilidad del complejo de especies y/o
posibles sinonimias no esclarecidas.

La Fig. 4 (clado G), muestra igualmente
parafilia en la ubicaciéon de las secuencias de An.
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oswaldoi disponibles en GenBank. Esta especie tiene
como localidad tipo en Brasil, por lo que asumimos
que el subclado G3 se corresponde con la presencia
de oswaldoi s.s (secuencias de Scaprassa & Conn,
20006, verificadas en Ruiz-Lopez ef al., 2013). Este
ultimo grupo es basal a dos subclados compuestos por
secuencias identificadas como konderi + “oswaldoi
A” (G4) y mas internamente al subclado G5 con
secuencias de An. rangeli + “An. oswaldoi Ecuador”.
La topologia del arbol muestra las secuencias
“oswaldoi” de Ecuador en el subclado hermano a las
secuencias de 4An. rangeli de Colombia, no asi con el
Complejo oswaldoi, sin embargo la divergencia entre
las secuencias fue de 3-6% sugiriendo la posibilidad
de una entidad taxondémica diferente. No obstante
secuencias de An. nr. konderi y An. oswaldoi B de
Ecuador estan disponibles (Ruiz-Lopez et al., 2013),
éstas son de la porcion “barcoding” y no fue posible
realizar un alineamiento confiable.

Otra secuencia rotulada como “rangeli”
se ubica en el subclado G6 junto a secuencias de
benarrochi B (Fig. 5), ambas secuencias de Orjuela et
al. (2013), lo que confirma la confusion morfoldgica
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existente en algunos grupos de Nyssorhynchus. La
divergencia calculada para las secuencias de este
subclado fue de 0,0%, resultando idénticas, por tanto
asumimos una identificacion o rotulacion erronea.
Asumimos este subclado G6 como An. benarrochi B,
atn cuando no sera posible verificar su validez sin
la realizacion de profundos estudios morfoldgicos y
genéticos debido a la inexistencia del holotipo de 4n.
benarrochi y la imposibilidad de colectar ejemplares
en lalocalidad tipo en diferentes oportunidades debido
a los profundos cambios ecoldgicos ocurridos en la
zona (Navarro &y Wilkerson datos no publicados).
Esta especie ha sido sefialada por diferentes articulos
(Estrada et al., 2003; Navarro et al., 2009; Orjuela et
al.,2013; Quidiones et al., 2001, Ruiz et al., 2005), sin
embargo su identidad taxonomica tanto morfologica
como molecular estd atn por definir.

Casos pseudopunctipennis, 'y albimanus: baja
variabilidad y congruencia fenotipo-genotipo.

Caso An. pseudopunctipennis

Es una especie de amplia distribucion en el
continente (Rueda et al., 2004, Sinka et al., 2010)
y se encuentra con mayor frecuencia en las areas
montafiosas (Shannon & Davis, 1927; WRBU, 2013),
aunque su distrubucion altitudinal esta entre el nivel
del mar hasta por encima de los 3.000 m (Sinka et
al., 2010). Su estatus ha sido algo controversial con
propuestas de tres poblaciones cripticas (Estrada-
Franco, et al., 1992; 1993a; 1993b). Coetzee et al.
(1999) también sefalan tres entidades incluyendo
material de Granada (localidad tipo de la especie)
y México como una tercera entidad, otros autores
sefialan un Complejo con dos especies (Casas, 2004;
Manguin ef al., 1995), mientras que en una geografia
mas restringida como Argentina, demuestra ser una
sola entidad evolutiva (Dantur-Juri et al., 2014).

Las secuencias COI disponibles de An.
pseudopunctipennis en GenBank provienen de
Colombia y Nicaragua se ubican en el subgrupo
G13 (Fig. 6) incluyendo las secuencias provenientes
de Ecuador lo que confirma su identificacion y
la presencia en el pais tal como ha sido sefialado
previamente (Levi-Castillo 1944, 1956). Las
secuencias de Ecuador muestra una divergencia
intra hasta el 1%, mientras que con las secuencias
de Colombia y Nicaragua de 2 y 3%, lo que sugiere
una variabilidad asociada posiblemente con distancia
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geografica. Lamentablemente, las secuencias COI de
Argentina (Dantur ef al. 2014) no alinearon de forma
confiable por ser de una porcion diferente de la aqui
utilizada.

Caso An. albimanus

La especie Anopheles (Nyssorhynchus)
albimanus tiene un amplio intervalo de distribucion
dominando las zonas bajas y salobres desde México,
Centro América, el Caribe y la Costa Pacifica de
América del Sur (Guimares, 1997; Knight-Stone, 1977,
Sinka et al., 2012) siendo muy abundante en la costa de
Ecuador (datos no publicados de los autores, material
de Coleccion CIZ-UCE). Se le considera una eficiente
voladora, que logra dispersarse hasta 3 km desde un
punto de liberacion experimental (Faran, 1980). En
Panama, los adultos han logrado dispersarse al menos
19 km desde los sitios de cria, cubriendo tal distancia
en una serie de vuelos cortos (Rozeboom, 1941), sin
embargo no se ha demostrado evidencias morfologicas
ni genéticas de posible diferenciacion o subpoblaciones
a lo largo de su distribucion (Black ef al., 1988).

Este patron se observa en el subclado
G9 (Fig. 5), donde se muestra la ubicacion de una
representacion (11 secuencias) de la totalidad de las
secuencias de albimanus utilizadas (124 secuencias,
arbolno mostrado) que incluye material proveniente de
diferentes autores y desde América Central, Colombia
y Ecuador continental y de las Islas Galapagos, sin
mostrar estructura filogenética divergente, con fuerte
politomia en el arbol total y con una divergencia entre
0-2% entre secuencias de América Central, Colombia
y Ecuador (continental e Islas Galapagos) mostrando
una alta homogeneidad genética y que evidencia una
sola unidad taxonomica. Este resultado muestra la
correcta identificacion de las secuencias de Ecuador
en donde esta especie comparte el mismo ambiente
costero que otra similar como lo es Anopheles
aquasalis Curry (datos no publicados de los autores,
Coleccion CIZ-UCE), ubicadas en el clado distante
G11 (Fig. 5) con secuencias de Colombia y Brasil.

Consideraciones finales

El uso de COI en filogenia y taxonomia
molecular cada vez cobra mas valor, incluyendo el
uso mediante el método de “barcoding”. En algunos
casos y dependiendo del nivel jerarquico en que se
trabaja la informacion puede ser util para establecer
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relaciones evolutivas, mientras que en otros casos es
muy util para establecer unidades taxonémicas (ejem.
especies filogenéticas) como los casos que mostrados.
Aqui demostramos coomo es posible aclarar limites
entre especies diferentes mediante su ubicacion en
ramas o clados con monofiiliia reciproca, la topologia
COI, con base en las localidades tipo de las especies o
secuencias disponibles, y con valores de divergencia
inter e intra clados, sin asumir en las topologias de los
arboles relaciones evolutivas entre grupos.

En este aporte también evidenciamos la
existencia de secuencias depositadas en GenBank
que no necesariamente estan acordes con el rétulo
o denominacion taxonomica, las cuales en algunos
casos han sido identificadas mediante “Blast search”,
una herramienta de GenBank-NCBI que realiza
alineamientos por %porcentaje de identidad o simple
similaridad (no %porcentaje de homologia como
sefialan muchos autores). Un efecto negativo de este
proceso es que de no existir secuencias de especies
cercanas evolutivamente, la busqueda arroja una
mayor identidad con las secuencias disponibles
pero no con aquellas cercanas por homologia real.
En nuestro caso, las secuencias de dos especies
colectadas en Ecuador y de dificil identificacion
morfologica como Anopheles punctimacula y An.
oswaldoi resultaron ubicadas en nuestro analisis
explicito en clados correspondientes a unidades
taxondmicas diferentes.

Por esta razon, en analisis de taxonomia
molecular, que tiene como objetivo la identificacion
de unidades taxonomicas, deben construirse hipotesis
filogenéticas con métodos de homologia (no de
distancia) para la corroboracion y ubicacion correcta de
las secuencias/especies a utilizar en el grupo de estudio.

En el presente estudio, corroboramos
la presencia de secuencias/especies de An.
pseudopunctipennis 'y An. albimanus, mientras que
corregimos la identificaciéon molecular de secuencias
cercanas a An. rangeli (no oswaldoi) y permanece
en duda la identificacion correcta de las secuencias
relacionadas el grupo punctimacula hasta tener
disponibles un mayor nimero de secuencias COI de
especies relacionadas. Sin embargo, de acuerdo al
criterio de localidad tipo, estas no pertenecen a An.
punctimacula sensu stricto.
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Finalmente, la matriz de ADN-COI de 520
pb de 241 secuencias pertenecientes a 36 especies
construida para estos analisis resultara de utilidad para
la identificacion molecular de especies de anofelinos
de Ecuador y del Neotropico con base en la porcion
2.272 pb a 2.792 pb de Citocromo Oxidasa I.
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