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RESUMEN
Los mosquitos son vectores potenciales de patdégenos que afectan a la salud
humana. La correcta identificacion de las especies, asi como el descubrimiento y
descripcion de especies cripticas, son importante en salud publica para el control
y manejo de vectores especificos. En el presente estudio se evaluo la diversidad
de mosquitos antropofilicos en localidades (Chetumal, Sacxan, Palmar y
Ramonal) del sur de Quintana Roo, utilizando datos morfoldgicos y moleculares
(Codigo de Barras de ADN). Se colecté un total de 2,607 especimenes hembras
adultas, pertenecientes a ocho géneros y 42 especies. Ocho especies
(Anopheles gabaldoni, An. darlingi, Psorophora columbiae, Culex inflictus, Cx.
eastor, Cx. trifidus, Cx. lactator y Wyeomyia guatemala s.l.) son nuevos registros
para Quintana Roo. La mayoria de las especies formaron clados bien soportados
en el arbol Neighbour-Joining (NJ). No se encontré una divisidn genética clara
entre Cx. interrogador y Cx. nigripalpus, y entre dos especies estrechamente
relacionadas, Aedes angustivittatus y una especie no descrita del género Aedes
(Ae. n. sp.). Se observaron distancias K2P intraespecifica maximas > 2.2 % en:
An. apicimacula (8.10 %), An. crucians s.l. (4.4 %), An. albimanus (3.90 %), Ae.
cozumelensis (3.40 %), Ae. serratus (3.9 %), Haemagogus equinus (3.9 %), Ps.
ferox (4.5 %), Cx. erraticus (5.0 %), Cx. taeniopus (3.7 %) y Limatus durhamii
(4.80%), en estas especies se muestra evidencia de diversidad criptica. El
Cddigo de Barras de ADN es una herramienta confiable para la identificacién de
especies de mosquitos en Quintana Roo. En algunas especies estrechamente
relacionadas se recomienda utilizar marcadores genéticos adicionales con una

mayor tasa mutacional.

Palabras claves: Codigo de Barras de DNA, distribucion de mosquitos,
diversidad criptica, México, nuevos registros, Quintana Roo, vigilancia de

mosquitos.



ABSTRACT
Mosquitoes are potential vectors of pathogens that affect human health. The

correct identification of species, as well as the discovery and description of cryptic
species, are important in public health for the control and management of specific
vectors. In the present study, the diversity of anthropophilic mosquitoes in
localities (Chetumal, Sacxan, Palmar and Ramonal) of southern Quintana Roo,
Mexico was evaluated using morphological and molecular data (DNA barcoding).
A total of 2,607 adult female specimens were collected, belonging to eight genera
and 42 species. Eight species (Anopheles gabaldoni, An. darlingi, Psorophora
columbiae, Culex inflictus, Cx. eastor, Cx. trifidus, Cx. lactator, and Wyeomyia
guatemala s.l.) are new records for Quintana Roo. Most species formed well-
supported clades in the Neighbour-Joining (NJ) tree. No clear genetic division was
found between Cx. interrogador and Cx. nigripalpus, and between two closely
related species, Aedes angustivittatus and an undescribed species of the genus
Aedes (Ae. n. sp.). Maximum intraspecific K2P distances > 2.2 % were observed
in: An. apicimacula (8.10 %), An. crucians s.l. (4.4 %), An. albimanus (3.90 %),
Ae. cozumelensis (3.40 %), Ae. serratus (3.9 %), Haemagogus equinus (3.9 %),
Ps. ferox (4.5 %), Cx. erraticus (5.0 %), Cx. taeniopus (3.7 %), and Limatus
durhamii (4.80 %), these species show evidence of cryptic diversity. DNA
Barcoding is a reliable tool for the identification of mosquito species in Quintana
Roo. In some closely related species it is recommended to use additional genetic

markers with a higher mutational rate.

Keywords: cryptic diversity, DNA barcodes, Mexico, mosquitoes distribution,

mosquito surveillance, new records, Quintana Roo.



INTRODUCCION

La familia Culicidae es un grupo diverso de insectos que pertenecen al orden
Diptera y suborden Nematocera. Actualmente, existen 3,583 especies descritas
en el mundo (Harbach, 2021) agrupadas dentro de dos subfamilias, Anophelinae
y Culicinae, las cuales incluyen 11 tribus divididas en 41 géneros (WRBU, 2005;
Foster y Walker, 2019). La mayoria de las especies habitan en regiones tropicales
y subtropicales del mundo (Harbach, 2021), y presentan un desarrollo
holometabolo completo en dos ambientes diferentes, acuatico (inmaduros) y
terrestre (adultos) (Burkett-Cadena, 2013).

Aunque los mosquitos se han estudiado mas que otros grupos de insectos debido
a su importancia en la salud publica, su conocimiento taxondmico esta lejos de
ser completo (Delgado-Serra et al., 2020). La identificacion de especies, en su
mayoria, es por el método tradicional mediante el uso de claves dicotomicas que
describen los caracteres morfolégicos de una determinada etapa de vida,
principalmente larva o imago (Versteirt et al., 2015; Batovska et al., 2016;
Delgado-Serra et al., 2020). Pero este método regularmente presenta
limitaciones, por ejemplo requiere de conocimiento especializado en taxonomia
de Culicidae, puede ser problematico cuando se trata de identificar especies
morfolégicamente similares o especimenes dafiados durante la recoleccion o
almacenamiento inadecudos que propician la pérdida de caracteres diagndsticos
(Wang et al., 2012; Batovska et al., 2016; Talaga et al., 2017; Weeraratne et al.,
2018). Ademas, la presencia de especies cripticas reveladas mediante
herramientas moleculares ponen de manifiesto que la diversidad real de los
mosquitos esta lejos de ser completada (Versteirt et al., 2015; Ruiz-Arrondo et
al., 2020).

Por otra parte, la correcta identificacion de especies de vectores como los
mosquitos es un paso fundamental para el disefio de estrategias de control
eficaces (Bueno-Mari et al., 2010; Delgado-Serra et al., 2020). Durante los
ultimos 15 anos, el uso de herramientas moleculares (ADN) como el “Codigo de
barras de ADN” (CB-ADN) usando el gen Citocromo Oxidasa Subunidad | (COl)



como marcador molecular, ha dado la pauta para incluir esta herramienta en los
estudios de identificacion de mosquitos en diversas regiones del mundo (Rozo-
Lopez y Mengual, 2015; Weeraratne et al., 2018; Hernandez-Triana et al., 2019;
Young et al., 2020; Maekawa et al., 2021). A la fecha, con los CB-ADN se ha
logrado la identificacion molecular de 1590 especies de culicidos
(http://www.boldsystems.org), lo que corresponde a un 44.38 % de su riqueza
especifica conocida. El uso combinado del ADN y la morfologia permite una
identificacion mas precisa en la vigilancia de vectores y en el estudio de su
diversidad genética (Ruiz-Arrondo et al., 2020; Delgado-Serra et al., 2020).

En México, el CB-ADN se ha utilizado para confirmar |la presencia de Psorophora
(Janthinosoma) albipes (Theobald) y Anopheles (Anopheles) veruslanei Vargas
en el estado de Quintana Roo (Chan-Chable et al., 2016, 2018b), para apoyar la
evidencia de diversidad criptica dentro de la especie Aedes (Ochlerotatus)
taeniorhynchus (Wiedemann) (Chan-Chable et al., 2018a); también se ha
utilizado para caracterizar la diversidad de culicidos presentes en el centro del
pais (Adeniran et al., 2021) y, recientemente para reportar y confirmar la
presencia de cinco especies, Mansonia (Mansonia) dyari Belkin, Heinemann, y
Page, Ae. (Howardina) guatemala Berlin, Ae. (Protomacleaya) insolitus
(Coquillett), Limatus asulleptus (Theobald) y Trichoprosopon pallidiventer (Lutz),
en el territorio mexicano (Hernandez-Guevara et al., 2020; Hernandez-Triana et
al., 2021).

Se ha senalado la correspondencia entre afecciones arbovirales y el movimiento
migratorio de personas (Romana et al., 2003; Mora-Covarrubias et al., 2010;
Arredondo-Garcia et al., 2016, 2020). Los movimientos migratorios en la frontera
sur de Meéxico influyen, en gran medida, en la incidencia de casos de
chikungunya, dengue y paludismo la cual termina extendiéndose al resto del pais
(SSA, 2001; Arredondo-Garcia et al., 2020).

Bajo este contexto, nuestro objetivo fue identificar con datos morfolégicos y
genéticos los mosquitos de cuatro localidades (Chetumal, Sacxan, Palmar y
Ramonal) en la frontera con Belice, a partir de claves de identificacion taxonémica



y CB-ADN. Por su ubicacion fronteriza, Chetumal es catalogada como un punto
de llegada de migrantes, en su paso hacia Estados Unidos, provenientes de
diversos lugares de Centroamérica, zonas consideradas endémicas de dengue y
paludismo (SSA, 2001), Sacxan, Palmar y Ramonal son consideradas como zona
endémica de dengue y paludismo por la Secretaria de Salud de Quintana Roo.
Por otra parte en la zona limitrofe México-Belice, Ramonal es un punto donde
existe trafico de mercancias entre habitantes de ambos paises, dicha actividad
puede favorecer el desplazamiento de los mosquitos y las enfermedades que
estos transmiten. Lo anterior recalca el alcance que tiene el monitoreo de los
vectores en localidades fronterizas (Mora-Covarrubias et al., 2010; Sinti-Hesse et
al., 2019).



Hipotesis general

Debido a la falta de estudios taxonémicos y de distribucién de culicidos en el

Estado de Quintana Roo, se encontrara registros nuevos y especies nuevas.

Hipotesis especificos
1. La distancia genética interespecifica en especies de mosquitos es mayor
al 2 % y este valor permitira separar a las especies analizadas.
2. La distancia genética intraespecifica en mosquitos es menor al 2 % y
permite agrupar a los especimenes con base en sus secuencias y

contrastar la morfologia.



Objetivo general

Identificar morfologicamente y mediante Cédigo de Barras de ADN los mosquitos

Culicidae colectados durante este estudio.

Objetivos especificos
1. Identificar a los mosquitos hasta el nivel de especie con el uso de claves
de identificacion taxonémica.
2. Obtenerlos CB-ADN de las diferentes especies de mosquitos identificadas
morfolégicamente.
3. Comparar los CB-ADN vs la identificacion morfolégica y aquellas
secuencias disponibles en las bases de datos Genbank y BOLD Systems.

4. Actualizar la lista de especies de mosquitos presentes en Quintana Roo.



REVISION DE LITERATURA

Familia Culicidae

Caracteristicas y biologia general
En etapa adulta son insectos delgados y de patas largas que se distinguen de

otros Nematoceros (Ceratopogonidae, Chaoboridae, Chironomidae, Dixidae) por
su larga probdscide y la presencia de escamas en la mayor parte del cuerpo
especialmente sobre las venas de las alas (Harbach, 2021). Las larvas se
distinguen de otros insectos acuaticos por la ausencia de patas, la presencia de
una cabeza distintiva con cerdas bucales y antenas, un térax bulboso mas ancho
que la cabeza y el abdomen, papilas anales posteriores y un par de aberturas
respiratorias (subfamilia Anophelinae) o un sifén alargado (subfamilia Culicinae)
que nace cerca del extremo del abdomen (Foster y Walker, 2019; Harbach,
2021). Las especies de mosquitos se identifican normalmente, y de forma mas

fiable, como larvas de cuarto estadio y adultos (Harbach, 2021).

Las larvas de los mosquitos se desarrollan en ambientes acuaticos de agua dulce
y salobre, utilizan sus cerdas del aparato bucal para alimentarse de los detritos
del agua (Harbach, 2021). En especies del género Toxorhynchites, las larvas se
alimentan de larvas de otras especies de mosquitos, los cuales poseen piezas
bucales modificadas para tal fin (Rueda y Debboun, 2020; Harbach, 2021).
Algunas larvas recurren al carrofieo o al canibalismo cuando escasea el alimento
(Harbach, 2021).

En etapa adulta, los mosquitos se encuentran principalmente en sitios de reposo,
como cuevas, espacios entre rocas, en el envés de las plantas, etc. (Harbach,
2021). Se encuentran principalmente en el dosel del bosque, la distribucion
vertical depende en gran medida de las preferencias de alimentacion; los machos
se alimentan del néctar, melaza, zumos y exudados de las plantas (Harbach,
2021); mientras que las hembras ingieren sangre de vertebrados principalmente.
Los vertebrados son una fuente comun de sangre para la mayoria de las
especies, pero muchas de ellas también atacan a otros animales como los de
sangre fria (serpientes, tortugas, sapos, ranas y lagartos) y a otros insectos

(ninfas de cigarras, larvas de lepidépteros y mantis) (Harbach, 2021). Esta



documentado que Uranotaenia sapphirina se alimenta de lombrices vy
sanguijuelas (Reeves et al., 2018). La hora de vuelo y la actividad de alimentacion
suelen ser bastante especificas para la mayoria de las especies, algunas
especies son activas durante la noche (nocturnas) o el crepusculo
(crepusculares), mientras que otras son activas durante las horas de luz (diurnas)
(Harbach, 2021).

Clasificacion taxonOmica

La familia Culicidae pertenece al filo Arthropoda, clase Insecta (Hexapoda), orden
Diptera, suborden Nematocera e infraorder Culicomorpha. Esta ultima categoria
taxonémica consta de dos superfamilias: Chironomoidea y Culicoidea. La
superfamilia Chironomoidea agrupa a las familias Chironomidae y Thaumaleidae,
las cuales poseen piezas bucales no perforadoras, y Simuliidae vy
Ceratopogonidae, que perforan vertebrados o invertebrados. La superfamilia
Culicoidea agrupa a las familias Dixidae, Corethrellidae, Chaoboridae y Culicidae,
de los cuales el segundo y el cuarto se alimentan de sangre de vertebrados
(Foster y Walker, 2019).

Culicidae constan de 3,583 especies (Harbach, 2021). La clasificacion actual de
los culicidos reconoce dos subfamilias: Anophelinae y Culicinae. Existen 41
géneros de mosquitos, 3 de los cuales pertenecen a la subfamilia Anophelinae y
38 pertenecen a Culicinae. Los culicinos estan organizados en 11 tribus, siendo
Aedini y Sabethini las mas diversas en términos de numero de géneros y
especies en todo el mundo (WRBU, 2005) (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion de Culicidae. Esta clasificacion esta basada en Knight y
Stone (1977), y modificada segun las actualizaciones del WRBU. Entre
paréntesis las abreviaturas genéricas de dos letras reconocidas por la American
Mosquito Control Association y utilizadas en varias revistas y libros (Adaptado de
WRBU, 2021).



Subfamilia Tribu Género
Anophelinae Anopheles (An.), Bironella (Bi.), Chagasia (Ch.)
Aedeomyiini Aedeomyia (Ad.)
Aedes (Ae.), Armigeres (Ar.), Eretmapodites (Er.),
Aedini Haemagogus (Hg.), Heizmannia (Hz.), Opifex
(Op.), Psorophora (Ps.), Udaya (Ud.), Verrallina
(Ve.), Zeugnomyia (Ze.)
Culicinae Culicini Culex (Cx.), Deinocerites (De.), Galindomyia
(Ga.), Lutzia (Lu.)
Culisetini Culiseta (Cs.)
Ficalbiini Ficalbia (Fi.), Mimomyia (Mi.)
Hodgesiini Hodgesia (Ho.)
Mansoniini Coquillettidia (Cq.), Mansonia (Ma.)

Orthopodomyiini

Orthopodomyia (Or.)

Isostomyia (Is.), Johnbelkinia (Jb.), Kimia (Km.),
Limatus (Li.), Malaya (MI.), Maorigoeldia (Mg.),
Onirion (On.), Runchomyia (Ru.), Sabethes (Sa.),
Shannoniana (Sh.), Topomyia (To.),

Sabethini

Trichoprosopon (Tr.), Tripteroides (Tp.),
Wyeomyia (Wy.)

Toxorhynchitini Toxorhynchites (Tx.)

Uranotaeniini Uranotaenia (Ur.)

La familia Culicidae es monofilético, pero las relaciones mas profundas dentro de
ella aun no estan resueltas. La subfamilia Anophelinae es un linaje monofilético
y basal a todos los demas Culicidae, y dentro de Anophelinae el género Chagasia
es un linaje moncofilético basal. La subfamilia Culicinae no es demostrable como
grupo monofilético en relaciéon con el género Toxorhynchites. Las tribus Aedini,
Culicini y Sabethini son monofiléticas, pero la monofilia de las otras tribus no ha
sido probada y sus relaciones filéticas son inciertas (Harbach, 2021).
Morfologia externa

En cuanto a la morfologia que presenta la familia Culicidae, los huevos de la
mayoria de las especies son alargados, ovoides o fusiformes; otros son esféricos

o romboides. El corion de los huevos, suele tener estructuras superficiales



intrincadas y patrones que diagnostican a la especie o género en particular
(Harbach y Knight, 1980; Foster y Walker, 2019) (Figura 1), por ejemplo en las
especies del género Anopheles los huevos tienen unos compartimentos
transparentes llenos de aire que los flanquean y le sirven de flotadores (Figura
1A). En el género Culex, los huevos tienen una corola en forma de copa en uno
de sus extremos (Figura 1B) que les permite asentarse verticalmente en la
superficie del agua en forma de balsa, los extremos superiores tienen gotas
apicales con una sustancia quimica que se cree mantiene la balsa en posicidon
vertical (Foster y Walker, 2019).

Figura 1. Huevos de mosquitos, mostrando variaciones en la forma y la escultura
coridnica. (A) Anopheles, (B) Culex, (C) Aedes aegypti, y (D) Toxorhynchites
brevipalpis (Adaptado de Foster y Walker, 2019).

Las larvas de los mosquitos presentan muchos caracteres taxonémicos que son
faciles de observar en los especimenes montados en laminillas (Figura 2). Las
larvas pasan por cuatro estadios o instares, que se parecen mucho entre si,

excepto por su tamano.
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Figura 2. Anatomia externa de larvas de mosquito, (A) Anopheles maculipennis,
(B) Aedes cinereus (Adaptado de Foster y Walker, 2019).

La cabeza de las larvas esta definida por una capsula que contiene un par de
ojos, un par de antenas de forma y longitud variables, y piezas bucales
masticadoras que llevan una variedad de cepillos, peines y barredores utilizados
en la alimentacion (Harbach y Knight, 1980) (Figura 3). Los cepillos palatinos
laterales del labrum crean corrientes de agua que atraen las particulas flotantes
0 en suspension hacia la boca, se cree que los barredores y cepillos de las
mandibulas, asi como los cepillos de los maxilares, recogen y empaquetan las
particulas para crear un bolo alimenticio en la faringe (Foster y Walker, 2019). En
las larvas depredadoras (Toxorhynchites spp), las mandibulas y los maxilares
estan fuertemente dentados lo cual les sirve para sujetar a la presa. El térax es

ancho, con tres segmentos indistintos y sin patas.
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Figura 3. Vista postero-ventral de la cabeza de la larva de mosquito. (A)
Anopheles, (B) Aedes, y (C) Toxorhynchites (Adaptado de Harbach y Knight,
1980).

El abdomen larval es mas estrecho que el térax, de forma cilindrica y esta
compuesta por ocho segmentos, siendo el penultimo un compuesto de los
segmentos 8 y 9. En la parte dorsal de este segmento se abre un par de
espiraculos (Figura 2). En los Culicinae los espiraculos se abren en el extremo
del sifén respiratorio, un tubo alargado que se extiende dorsalmente. El sifén de
Coquillettidia y Mansonia es corto y termina en una punta fuertemente
esclerotizada con un borde dorsal en forma de sierra que se utiliza para perforar
y permanecer alojado en el tejido vegeta de las plantas acuaticas (Foster y
Walker, 2019; Harbach, 2021). En los anofelinos el sifon es ausente, y los
espiraculos se encuentran en una placa espiracular corta (Figura 2). El abdomen,
también suele tener cuatro papilas anales utilizadas principalmente para la
osmorregulacién. La region terminal de la larva presenta varias estructuras utiles
para su identificacion, éstas incluyen las escamas del peine en el segmento ocho,
espinas del pecten en el sifén, un esclerito en forma de silla de montar que rodea

el segmento anal y varios mechones y cepillos de cerdas (Figura 2).

Las pupas de mosquito tienen forma de coma, con la cabeza y el térax unidos
para formar un cefalotérax y el abdomen enroscado debajo de éste (Figura 4).
Del mesotdrax dorsal sobresalen un par de tubos respiratorios o trompetas de
aire, a través de los cuales la pupa obtiene oxigeno en la superficie del agua.
Dentro del cefalotérax, los apéndices en desarrollo de la cabeza y el térax del

adulto suelen verse enroscados ventralmente; envuelven una bolsa de aire, el
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espacio aéreo ventral, que proporciona flotabilidad para ayudar a mantener a la
pupa en la superficie del agua cuando esta en reposo (Rossi y Almiron, 2004;
Foster y Walker, 2019). Al final del abdomen hay dos paletas anchas unidas al

octavo segmento (Figura 4).

Figura 4. Pupa de mosquito. Vista lateral de Aedes aegypti en posicion de reposo
en la superficie del agua; presencia de estructuras adultas visibles dentro de la

cuticula de la pupa. (Tomado de Rossi y Almiron, 2004).

Los culicidos en etapa adulta, como ocurre con otros dipteros, su cuerpo esta
dividido en tres regiones (cabeza, térax y abdomen), tienen un par de antenas,
dos pares de alas y tres pares de patas muy alargadas (Rossi y Almirén, 2004)
(Figura 5). La superficie del cuerpo esta cubierta de escamas y numerosas cerdas
que forman los patrones y colores caracteristicos de cada especie (Harbach y
Knight, 1980). Presentan un par de ojos compuestos, cada uno con 350 a 900
lentes ommatidiales, que envuelven la parte delantera y los lados de la cabeza
(Foster y Walker, 2019). Las antenas son largas y filamentosas, y suelen ser
sexualmente dimorficas; el pedicelo en la base de la antena es una gran
estructura globular (Foster y Walker, 2019). Ademas de las largas fibrillas, la
antena tiene una variedad de estructuras sensoriales, incluyendo aquellas para

detectar los olores del huésped (Rossi y Almiron, 2004).
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La probdscide del mosquito es prominente y se proyecta en la parte anterior al
menos dos tercios de la longitud del abdomen (Figura 5). Esta formada por el
complemento basico de las piezas bucales de los insectos: el labrum, las
mandibulas, la hipofaringe, las maxilas y el labio (Harbach y Knight, 1980). Las
cuatro primeras estructuras han evolucionado hasta convertirse en finos estiletes,
formando un fasciculo ajustado que en las hembras se utiliza para penetrar en la
piel del huésped (Foster y Walker, 2019). En el género Toxorhynchites, las
mandibulas y los maxilares estan atrofiados, por lo que no pueden perforar la

piel.

Los palpos maxilares surgen en la base de la probdscide y contienen varios tipos
de sensilas. Los palpos suelen ser cortos en las hembras de Culicinae, pero
largos en la mayoria de los machos de Culicinae y ambos sexos de Anophelinae
(Foster y Walker, 2019).

El térax del mosquito forma una unidad locomotora relativamente rigida y llena
de musculos Tiene tres segmentos: el protorax, el mesotérax y el metatorax.
Cada segmento tiene un par de patas articuladas unidas por coxas en la parte
inferior del térax; ademas, el mesotérax tiene un par de alas funcionales, vy el
metatérax un par de estructuras nudosas llamadas halterios que sirven para
controlar el vuelo, situados justo detras de las inserciones de las alas; los tarsos
estan provistos de dos garras y una almohadilla central, el empodio; as alas son
estrechas y tienen un patrén distintivo de venas que presentan escamas (Rueda
y Debboun, 2020).

El abdomen esta claramente segmentado y tiene la capacidad de expansion y
cierto movimiento, debido a las zonas membranosas entre cada tergito y esternito
(Foster y Walker, 2019). Esto permite la expansion de la pared abdominal para
dar cabida a grandes cantidades de sangre y a las puestas de huevos en
desarrollo. Los segmentos abdominales 5 a 8 son progresivamente mas
pequenos, de modo que el abdomen se estrecha hacia el extremo posterior
(Figura 5).
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Figura 5. Anatomia externa de mosquito adulto. (A) Estruturas generales en vista
dorsal. (B) Ala, mostrando la tipica venacion y su nomenclatura (Adaptado de
Ross y Horsfall, 1965).

El segmento nueve contiene los cercos, el l6bulo postgenital de la hembra, los
ganchos y otras estructuras genitales del macho. Los complejos y variados
genitales en el macho proporcionan una fuente util de caracteres para la

identificacion de las especies (Harbach y Knight, 1980) (Figura 6).
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Figura 6. Genital en Culicidae mostrando las principales estructuras copulatorias
utilizadas en la identificacién taxondmica de los adultos machos. (A) Terminalia
de Anopheles walkeri. (B) Genitalia de Culex quinquefasciatus, se han omitido el
gonocoxito y el gondstilo del lado izquierdo (superior). (Adaptado de Ross y
Roberts, 1943 y Carpenter y LaCasse, 1955).

Ciclo de vida

El ciclo de vida de los mosquitos es holometabolo y se completa en dos entornos
diferentes, uno acuatico y otro terrestre (Rueda y Debboun, 2020) (Figura 7). Las
larvas y pupas se desarrollan en una amplia gama de habitats acuaticos: aguas
superficiales temporales (charcos de lluvia y aguas de inundacion), aguas
superficiales permanentes (arroyos, pantanos y lagos) y recipientes naturales
(huecos de arboles, axilas de hojas, cascaras de frutas, cascaras de moluscos,
etc.) y artificiales (piletas, botes y neumaticos). Cada especie en particular tiende
a ovipositar y desarrollarse en lugares con propiedades estructurales y quimicas

especificas (Rossi y Almirdn, 2004).

Los huevos se depositan sobre o en el agua, y en sustratos susceptibles de ser
indundados. En los tropicos y subtropicos los huevos suelen completan el
desarrollo embrionario en los 2 a 3 dias después de la puesta, pero pueden tardar

hasta una o varias semanas en climas frios; los huevos pueden tolerar periodos
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de frio y desecacion y pueden permanecer viables durante afios (Foster y Walker,
2019).

En el caso de Aedes aegypti, en condiciones ideales de alimentacién y
temperatura (26-28 °C), la fase larvaria puede durar tan sélo 5 a 6 dias, los tres
primeros estadios se completan en aproximadamente 1 dia cada uno y el cuarto
dura hasta 3 dias (Foster y Walker, 2019). El desarrollo larval es variable entre
las especies y géneros, por ejemplo Toxorhynchites spp. suelen tardar de 2 a 3
semanas. A temperaturas mas frias o cuando el alimento escasea, el crecimiento
se vuelve mas lento y puede practicamente cesar con las larvas permaneciendo

vivas durante meses (Rueda y Debboun, 2020).

Figura 7. Ciclo de vida de un mosquito (Adaptado de Rossi y Almiron, 2004).

En en aguas calidas, la fase de pupa suele durar unos dos dias en ambos sexos,
el adulto recién emergido es capaz de realizar vuelos cortos unos minutos
después, pero no puede mantener vuelos largos durante muchas horas hasta
que la cuticula este esclerotizada por completo. Durante los primeros 3 a 5 dias
de vida adulta ambos sexos en la mayoria de las especies obtienen azucar del
néctar de las plantas, hasta alcanzan la madurez sexual y se aparearse. En

algunas especies como Culiseta inornata y Deinocerites cancer la maduracion
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sexual se completa en el momento de la emergencia o sé6lo unas horas despues,
y el apareamiento se produce casi inmediatamente (Foster y Walker, 2019). Las
hembras suelen aparearse una sola vez, mientras que los machos pueden

inseminar varias hembras antes de que se agoten sus reservas de esperma.

Solo las hembras se alimentan de sangre de vertebrados. En la mayoria de los
mosquitos, la ingestion y la digestion de sangre inician el desarrollo de los huevos
mediante la estimulacion de una cascada de hormonas procedentes del cerebro
y los ovarios (Foster y Walker, 2019; Rueda y Debboun, 2020).

Importancia en salud publica

Los mosquitos son importantes en la salud publica debido a que las hembras de
varias especies se alimentan de sangre (hematoéfagas) humana, y durante esta
alimentacién pueden transmitir patogenos que causan infecciones y
enfermedades en humanos, animales domésticos y silvestres (Burkett-Cadena,
2013; Rueda y Alarcén-Elbal, 2020; Villarreal-Trevino et al., 2020). Las
enfermedades transmitidas por los mosquitos son causadas por tres grupos de
patdgenos: los virus, los protozoos de la malaria y los nematodos de la filaria
(Foster y Walker, 2019; Harbach, 2021). Por lo anterior, los mosquitos son la
causa indirecta de mas morbilidad y mortalidad en los humanos que cualquier

otra plaga de artrépodos en el mundo (Rueda y Debboun, 2020; Harbach, 2021).

Estas enfermedades son transmitidas al ser humano a través de la picadura de
un mosquito infectado por un parasito, como en el caso de la malaria, o por un
virus, como en el caso del Dengue, la fiebre amarilla, el Chikungunya, el virus del
Nilo Occidental, el virus del Zika, etc (Burkett-Cadena, 2013). Ademas, los
mosquitos no sélo transmiten enfermedades que afectan a los seres humanos,
sino que también pueden transmitir patdbgenos graves a los que son susceptibles
los perros y los caballos, como el gusano del corazén del perro, la Encefalitis
Equina del Este y la Encefalitis Equina Occidental (Foster y Walker, 2019;
Duguma et al. 2020; Rueda y Debboun, 2020). A continuacién se presenta una
tabla (Tabla 2) que enlista a los principales Alfavirus y Flavivirus, las especies de

mosquitos vectores, y sus reservorios vertebrados.
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Tabla 2. Principales Alfavirus y Flavivirus, especies de mosquitos vectores, y

reservorios vertebrados (Adaptado de Foster y Walker, 2019).

Virus

Mosquito(s) vector(es)

Reservorio vertebrado

Encefalomielitis Equina del Culiseta melanura, Ae. Aves
Este sollicitans, Coquillettidia

perturbans,

Cx. nigripalpus, Cx.

(Melaniconion) spp.
Encefalomielitis Equina Ckx. tarsalis, Cx. Aves
Occidental (Melaniconion) spp., Ae.

albifasciatus,

Ae. melanimon, Ae.

dorsalis
Encefalomielitis Equina Cx. (Mel.) spp., Aedes, Roedores
Venezolana Psorophora, Anopheles y

Mansonia spp.
Chikungunya Ae. aegypti, Ae. africanus  Primates incluido el

hombre

Rio Ross

Cx. annulirostris, Ae.

vigilax, Ae. polynesiensis

Humanos y roedores

Fiebre amarilla

Ae. aegypti, Ae. africanus,
Ae. bromeliae, Ae. furcifer,
Ae. luteocephalus, Ae.
metallicus, Ae. taylori, Ae.
vittatus, Haemagogus y

Sabethes spp.

Humanos en ambientes
urbanos, monos en la

serval.

Dengue

Ae. aegypti, Ae.
albopictus, Ae. niveus, Ae.
africanus, Ae. furcifer, Ae.
taylori, Ae. luteocephalus,
Ae. opok, Ae. scutellaris,

Ae. polynesiensis, Ae.

Humanos y monos
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pseudoscutellaris, Ae.

rotumae

Encefalitis japonesa Cx. Aves y cerdos
tritaeniorhynchus, Cx.
gelidus, Cx. vishnui

complex

Encefalitis de San Luis Cx. pipiens, Cx. Aves
quinquefasciatus, Cx.

tarsalis, Cx. nigripalpus

Encefalitis del Valle de Cx. annulirostris Aves
Murray
Oeste de Nilo Cx. univittatus, Cx. Aves

modestus, Cx. spp.

Zika Ae. aegypti, Ae. albopictus, Aves, humanos y monos
Ae. africanus, Ae.

luteocephalus

Taxonomia integrativa

La taxonomia integrativa es la ciencia que estudia la biodiversidad desde
multiples disciplinas complementarias (Dayrat, 2005). En el estudio de la
biodiversidad o de grupos taxondmicos complejos, la taxonomia integrativa se
basa en evidencia multiple (datos morfolégicos, moleculares, ecoldgicos,
etologicos, etc.) para delimitar a las especies en cuestion (Ciprandi Pires y
Marinoni, 2010; Martinez Lopez, 2015).

El CB-ADN en el estudio de la biodiversidad

La biodiversidad comprende la variedad de ecosistemas, especies (plantas,
animales, hongos, microorganismos) y genes (CONABIO, 2021). La
biodiversidad es importante para la sobrevivencia de la especie humana, porque
de ella se obtienen bienes y servicios, como la madera para las viviendas vy el
alimento para el sustento diario (Yanez, 2014). No obstante, las actividades
humanas generadoras de contaminacion, y la explotacién excesiva de estos

recursos estan llevando a la pérdida de la biodiversidad, por lo que es importante
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priorizar su conservacién y descripcion para tomar medidas de manejo y

aprovechamiento de una forma sustentable (Paz et al., 2011).

Ante esta situacion, en el 2005 se llevo a cabo la primera conferencia
internacional sobre Codigo de Barras de la Vida (Barcoding life) en el Museo de
Historia Natural de Londres (Marshall, 2005). Dicha conferencia tuvo como
finalidad, proponer un sistema basado en secuencias de ADN para acelerar la
identificacion de los seres vivos del planeta (Lanteri, 2007). Asi, se propuso usar
una secuencia de proximadamente 650 nucleotidos del gen mitocondrial COI
(Figura 8), como marcador universal para las especies (Hebert et al., 2003 a, b),
de forma analoga a como lo hacen los cédigos de barras de uso comercial
(Lanteri, 2007). La alta tasa de sustitucién del gen COI, es traducida en alta
variacion de las secuencia entre especies del mismo género, lo cual le da utilidad
en taxonomia (Hebert et al., 2003 a, b; Luo et al., 2011).

Figura 8. ADN mitocondrial de la tortuga marina Chelonia midas. Se resalta el
gen Citocromo Oxidasa Subunidad | (COIl) (Adaptado de Kumazawa y Nishida,
1999).
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Si bien el CB-ADN usando el marcador COIl ha resultado exitoso para la
identificacion de especies animales como los insectos, no ha sido asi en otros
grupos como los cnidarios, las esponjas, plantas superiores y hongos (Paz et al.,
2011; Moritz y Cicero, 2004). Por ejemplo, en cnidarios y esponjas, el COI
presentan una tasa evolutiva mas lenta, resultando en una distancia genética
entre especies cercanas demasiado pequefia que dificulta la delimitacion
confiable a nivel de especie (Huang et al., 2008). Para estos casos se ha sugerido
utilizar otros marcadores (Moura et al., 2008; Gonzalez et al., 2009; Yao et al.,
2010; Hollingsworth, 2011; Eberhardt, 2010; Schoch et al., 2012; Meyer et al.,
2019).

De esta forma, la iniciativa de Cédigo de Barras de la Vida con la implementacién
de la técnica de CB-ADN ha facilitado y permitido avanzar en el trabajo de
documentar la biodiversidad del planeta. En los ultimos 15 afios con los CB-ADN
se ha logrado identificar 323,112 especies de organismos vivos, 212,671
animales, 78,734 plantas, 30,679 hongos y 1,028 protistas
(https://www.boldsystems.org). Muchas de estas especies identificadas
consisten en especies que eran desconocidas por la ciencia, complejos de
especies y/o especies cripticas. El término “especie criptica”, muchas veces
también denominada “especie hermana”, se refiere a especies isomorficas
dificiles de identificar a simple vista, pero que son especies diferentes
genéticamente (Hebert et al., 2004; Pfenninger y Schwenk, 2007; Zheng, 2020).

Finalmente, las secuencias de CB-ADN generados de los diferentes proyectos
se depositan en la base de datos Barcode of Life Data Systems (BOLD), un banco
de trabajo en linea que incluye una biblioteca de referencia de CB-ADN que
puede utilizarse para asignar identidades a secuencias de origen desconocido
(Ratnasingham y Hebert, 2007). BOLD es un repositorio de busqueda de
registros de CB-ADN que almacena datos e imagenes de especimenes, asi como
secuencias y archivos de rastreo (Ratnasingham y Hebert, 2007). Proporciona un

motor de identificacion basado en la biblioteca de CB-ADN actual y supervisa el
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numero de registros de secuencias y la cobertura de especies

(https://www.boldsystems.org).

La implementacion del CB-ADN en la identificacion de culicidos

En los ultimos 10 afos, la técnica del CB-ADN con el gen COl como marcador
molecular, ha sido implementada como una herramienta complementaria en los
estudios de identificacion de mosquitos en diversas regiones del mundo debido
a que permite una identificacion corroborativa de las especies y la deteccion de
diversidad criptica (Young et al., 2020; Maekawa et al., 2021). A la fecha, con los
CB-ADN se ha logrado la identificacién molecular de 1590 especies de culicidos
(http://www.boldsystems.org), lo que corresponde a un 44.38 % de su riqueza

especifica conocida.

El primer estudio sobre mosquitos en el que se emple6 CB-ADN COI fue
realizado en Canada (Cywinska et al., 2006). Cywinska et al., (2006), utilizaron
un modelo evolutivo relativamente sencillo, analisis Neighbour-Joining (NJ) con
Kimura 2-parametros (K2P) (Kimura, 1980). Ellos identificaron mosquitos de
Canada y generaron los primeros CB-ADN de 37 especies de mosquitos de las
provincias de Ontario y Nueva Brunswick. Encontraron que todas las especies
poseian un conjunto distinto de secuencias y la mayoria mostré bajas diferencias
intraespecificas, con una distancia genética intraespecifica promedio de 0.5 %,
mientras que las distancias genéticas entre congéneres fue en promedio 10.4 %,
las distancias genéticas entre especies de diferentes géneros, fueron aun

mayores, 16.0 % en promedio.

Los resultados de Cywinska et al., (2006), fueron razonablemente convincentes
en el caso de las especies que estaban relacionadas de forma distante dentro de
un género y se encontréo congruencia en el CB-ADN entre algunas especies
estrechamente relacionadas que seguian siendo morfolégicamente distintas
(Beebe, 2018). Los datos interesantes de ese primer estudio sugieren que el 98

% de las especies de mosquitos presentaban una divergencia inferior al 2 %.

A un afo después del trabajo de Cywinska et al., (2006), Kumar et al., (2007)

obtuvieron los CB-ADN de varias especies de mosquitos en la India, incluyendo
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especies de vectores principales. Un total de 63 especies fueron identificadas
morfologicamente; sin embargo, los CB-ADN solo pudieron separar 62. Dos
especies estrechamente relacionadas, Ae. portonovoensis (Tewari y Hiriyan) y
Ae. wardi (Reinert) no pudieron ser separadas molecularmente debido a que sus
linajes indican una divergencia genética insignificante con el método K2P para la

distancia genética (0.43 %).

Subsecuentemente, el uso de esta metodologia para la identificacion de las
especies de mosquitos se difundié por todo el mundo, en diferentes regiones
geograficas incluyendo Argentina (Laurito et al., 2013), Australia (Batovska et al.,
2016), Austria (Fuehrer et al., 2020), Belgica (Versteirt et al., 2015), Brasil (Costa
dos Santos et al., 2019), Canada (Cywinska et al., 2006), China (Wang et al.,
2012), Colombia (Hoyos-Lopez et al., 2015; Rozo-Lopez y Mengual, 2015),
Ecuador (Linton et al., 2013), Espana (Ruiz-Arrondo et al., 2019, 2020), Estados
Unidos (Reeves et al.,, 2021), Guayana Francesa (Talaga et al., 2017), India
(Kumar et al., 2007), Iran (Azari-Hamidian et al., 2009), Italia (Talbalaghi y
Shaikevich, 2011), Malasia (Afizah et al., 2019), Nueva Zelanda (Cane et al.,
2020), Pakistan (Ashfaq et al., 2014), Puerto Rico (Hopken et al., 2021). Reino
Unido (Hernandez-Triana et al., 2019), Republica Democratica del Congo (Tezzo
et al., 2021), Singapur (Chan et al., 2014), Sri Lanka (Weeraratne et al., 2018),
Suecia (Engdahl et al., 2014), Sureste de Africa (Maekawa et al., 2021) y Turquia
(Gunay et al., 2015). En el caso de especies estrechamente relacionadas donde
COIl no presenta suficiente sefial 0 no encuentra un gap que separa a las
especies, se ha sugerido incluir en el analisis otros marcadores moleculares
como el Citocromo b, el ITS1, y Nad4 (Ajamma et al., 2016; Beebe, 2018; Ibanez-
Justicia et al., 2020).

En México, el CB-ADN para la identificacion de mosquitos fue utilizado por
primera vez para confirmar la presencia de Ps. albipes y An. veruslanei en el
estado de Quintana Roo (Chan-Chable et al., 2016, 2018b) y para apoyar la
evidencia de diversidad criptica dentro de Ae. taeniorhynchus (Chan-Chable et

al.,, 2018a). Recientemenete, ademas de los trabajos presentados en este
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documento, se ha utilizado para caracterizar la diversidad de especies de
mosquitos presentes en el estado de México (Adeniran et al., 2021) y, para
reportar/confirmar la presencia de cinco especies, Ma. dyari, Ae. guatemala, Ae.
insolitus, Li. asulleptus 'y Tr. pallidiventer en el territorio mexicano (Hernandez-

Guevara et al., 2020; Hernandez-Triana et al., 2021).

Registros histéricos de mosquitos en el estado de Quintana Roo

En Quintana Roo, desde 1950 hasta 2020 se han realizado 14 trabajos
relacionados con registros y distribucion de especies de mosquitos, en los que
se reportan 15 géneros, 21 subgéneros y 82 especies (Vargas y Martinez-
Palacios, 1950; Vargas, 1956; Vargas, 1958; Pletsch, 1977; Vargas, 1979;
Pletsch, 1986; Ibafiez-Bernal et al., 1990; Ortega-Morales et al., 2010; Salomon-
Grajales et al., 2012; Mis Avila et al., 2013; Ordofiez-Sanchez et al., 2013; Chan-
Chable et al., 2016; Ortega-Morales et al., 2018; Chan-Chable et al., 2019). La
lista mas reciente publicada que incluye 76 especies fue elaborado por Ortega-
Morales et al., (2010). Ellos colectaron 41 especies de dos subfamilias
(Anophelinae y Culicinae) y 13 géneros entre los cuales dos géneros
(Shannoniana y Toxorhynchites), tres subgéneros (Anoedioporpa, Grabhamia y

Sabethes) y 12 especies fueron nuevos registros para Quintana Roo.

Posterior al trabajo de Ortega-Morales et al., (2010), Salomén-Grajales et al.,
(2012) registraron Ae. albopictus para Quintana Roo, cuya colecta fue en la
ciudad de Cancun; después, Ordonez-Sanchez et al., (2013) registraron Cx.
mutator Dyar y Knab, colectado en la localidad Tomas Garrido; Chan-Chable et
al., (2016) registraron Ps. albipes, colectado en la ciudad de Chetumal; Ortega-
Morales et al., (2018) registraron Ps. cilipes (Fabricius) y Cx. theobaldi (Lutz).
Recientemente, Chan-Chable et al., (2019) registraron Trichoprosopon digitatum

(Rondani) en el Estado.

Especificamente en la ciudad de Chetumal, se han reportado 22 especies dentro
de 6 géneros (Vargas y Martinez-Palacios, 1956; Mis Avila et al., 2013; Chan-
Chable et al., 2016, 2018a, 2019). En la localidad de Sacxan han sido reportadas

seis especies (An. crucians s.l., An. vestitipennis, An. albimanus, Cx. nigripalpus,
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Ma. dyariy Ps. ferox (Ortega-morales et al. 2010). Y de las localidades Palmar y

Ramonal sélo se conoce An. veruslanei (Chan-Chable et al., 2018b).



26

LITERATURA CITADA
Adeniran, A. A., Hernandez-Triana, L. M., Ortega-Morales, A. |., Garza-
Hernandez, J. A., de la Cruz-Ramos, J., Chan-Chable, R. J., & Rodriguez-
Pérez, M. A. (2021). Identification of mosquitoes (Diptera: Culicidae) from
Mexico State, Mexico using morphology and COIl DNA barcoding. Acta
Tropica, 213, 105730. https://doi.org/10.1016/j.actatropica.2020.105730

Afizah, A. N., Torno, M. M., Jannah, J. N., Azahari, A. H., Asuad, M. K., Nazni,
W. A, & Lee, H. L. (2019). DNA barcoding complementing morphological
taxonomic identification of mosquitoes in Peninsular Malaysia. Southeast
Asian Journal of Tropical Medicine and Public Health, 50(1), 36—46.

Ajamma, Y. U., Villinger, J., Omondi, D., Salifu, D., Onchuru, T. O., Njoroge, L.,
& Masiga, D. K. (2016). Composition and genetic diversity of mosquitoes
(Diptera: Culicidae) on islands and mainland shores of Kenya’s Lakes
Victoria and Baringo. Journal of medical entomology, 53(6), 1348—1363.
https://doi.org/10.1093/jme/tjw102

Arredondo-Garcia, J. L., Aguilar-Lopez, C. G., Lugo-Gerez, J. J. A,,
Osnaya-Romero, N., Pérez-Guillé, G., & Medina-Cortina, H. (2020).
Panorama epidemioldgico de dengue en México 2000-2019. Revista

Latinoamericana de Infectologia Pediatrica, 33(2), 78-83.

Arredondo-Garcia, J. L., Méndez-Herrera, A., & Medina-Cortina, H. (2016).
Arbovirus in Latin America. Acta pediatrica de México, 37(2), 111-131.

Ashfaq, M., Hebert, P. D., Mirza, J. H., Khan, A. M., Zafar, Y., & Mirza, M. S.
(2014). Analyzing mosquito (Diptera: Culicidae) diversity in Pakistan by
DNA barcoding. PLoS One, 9(5), €97268.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0097268

Azari-Hamidian, S., Yaghoobi-Ershadi, M. R., Javadian, E., Abai, M. R., Mobedi,
[., Linton, Y. M., & Harbach, R. E. (2009). Distribution and ecology of
mosquitoes in a focus of dirofilariasis in northwestern Iran, with the first

finding of filarial larvae in naturally infected local mosquitoes. Medical and



27

veterinary entomology, 23(2), 111-121. https://doi.org/10.1111/j.1365-
2915.2009.00802.x

Batovska, J., Blacket, M. J., Brown, K., & Lynch, S. E. (2016). Molecular
identification of mosquitoes (Diptera: Culicidae) in southeastern Australia.
Ecology and Evolution, 6(9), 3001-3011. https://doi.org/10.1002/ece3.2095

Beebe, N. W. (2018). DNA barcoding mosquitoes: Advice for potential
prospectors. Parasitology, 145(5), 622—633.
https://doi.org/10.1017/S0031182018000343

Bueno-Mari, R., Corella-Lépez, E., & Jiménez-Peydrd, R. (2010). Culicidofauna
(Diptera: Culicidae) presente en los distintos enclaves hidricos de la ciudad

de Valencia (Espana). Revista Colombiana de Entomologia, 36, 235-241.

Burkett-Cadena, N. (2013). Mosquitoes of the Southeastern United States. The

University of Alabama Press, Tucaloosa.

Cane, R. P., Li, D., Turbitt, E., & Chambers, G. K. (2020). Molecular
phylogenetic analysis of New Zealand mosquito species. New Zealand
Journal of Zoology, 47(4), 324-349.
https://doi.org/10.1080/03014223.2020.1770305

Chan, A., Chiang, L. P., Hapuarachchi, H. C., Tan, C. H., Pang, S. C., Lee, R., &
Lam-Phua, S. G. (2014). DNA barcoding: complementing morphological
identification of mosquito species in Singapore. Parasites & vectors, 7(1),
1-12. https://doi.org/10.1186/s13071-014- 0569-4

Chan-Chable, R. J., Bahena-Basave, H., Vazquez-Marroquin, R. (2019). Nuevo
registro de distribucién para Trichoprosopon digitatum (Rondani) (Diptera:
Culicidae) en Quintana Roo, México. Revista Chilena de Entomologia,
45(4), 669-672. https://doi.org/10.35249/rche.45.4.19.20

Chan-Chable, R. J., Martinez-Arce, A., & Mis-Avila, P. C. (2018a). Especies
cripticas en Ochlerotatus taeniorhynchus mediante revelacion de codigo de
barras. Salud Quintana Roo, 11(38), 7-11.



28

Chan-Chable, R. J., Martinez-Arce, A., Mis-Avila, P. C., & Ortega-Morales, A. |.
(2018b). Confirmation of occurrence of Anopheles (Anopheles) veruslanei
Vargas in Quintana Roo, Mexico using morphology and DNA barcodes.
Acta Tropica, 188(2018), 138—141.
https://doi.org/10.1016/j.actatropica.2018.08.036

Chan-Chable, R. J., Ortega-Morales, A. |., & Martinez-Arce, A. (2016). First
Record of Psorophora albipes in Quintana Roo, Mexico. Journal of the
American Mosquito Control Association, 32(3), 237-2309.
http://dx.doi.org/10.2987/16-6580.1

Ciprandi Pires, A., & Marinoni, L. (2010). DNA barcoding and traditional
taxonomy unified through Integrative Taxonomy: a view that challenges the
debate questioning both methodologies. Biota Neotropica, 10(2), 339—-346.
https://doi.org/10.1590/S1676-06032010000200035

Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad (CONABIO).
(2021). Biodiversidad. https://www.biodiversidad.gob.mx/biodiversidad/.
Accessed 18/05/ 2021.

Costa dos Santosa, C. A. C., da Silvab, L. R., Meirelesb, A. C. A., Simpliciob, M.
F., Gilc, L. H. S., da Silva Araujob, M., & Julidob, R. (2019). Identification of
some Amazonian species of Culex (Culex) and Culex (Melanoconion) by
morphotyping and barcoding. Acta Brasiliensis, 3(2), 82-88.
http://dx.doi.org/10.22571/10.22571/2526-4338177

Cywinska, A., Hunter, F. F., & Hebert, P. D. N. (2006). Identifying Canadian
mosquito species through DNA barcodes. Medical and Veterinary
Entomology, 20(4), 413—424. https://doi.org/10.1111/j.1365-
2915.2006.00653.x

Dayrat, B. (2005). Towards integrative taxonomy. Biological Journal of the
Linnean Society, 85(3), 407—415. https://doi.org/10.1111/j.1095-
8312.2005.00503.x

Delgado-Serra, S., Viader, M., Ruiz-Arrondo, |., Miranda, M. A., Barcel6, C.,



29

Bueno-Mari, R., Hernandez-Triana, L. M., Miquel, M., Lester, K., Jurado-
Rivera, J. A., & Paredes-Esquivel, C. (2020). Molecular characterization of
mosquito diversity in the Balearic Islands. Journal of Medical Entomology,
58(2), 608-615. https://doi.org/10.1093/jme/tjaa217

Duguma, D., Rueda, L. M., & Debboun, M. (2020). Mosquito-Borne Diseases. In
Mosquitoes, Communities, and Public Health in Texas (pp. 319-337).

Academic Press.

Eberhardt, U. (2010). A constructive step towards selecting a DNA barcode for
fungi. New Phytologist, 187(2), 265—-268. https://doi.org/10.1111/j.1469-
8137.2010.03329.x

Engdahl, C., Larsson, P., Naslund, J., Bravo, M., Evander, M., Lundstrém, J. O.,
& Bucht, G. (2014). Identification of Swedish mosquitoes based on
molecular barcoding of the COI gene and SNP analysis. Molecular Ecology
Resources, 14(3), 478-488. https://doi.org/10.1111/1755-0998.12202

Foster, W. A., & Walker, E. D. (2019). Mosquitoes (Culicidae). In Medical and
Veterinary Entomology. Elsevier Inc. https://doi.org/10.1016/B978-0-12-
814043-7.00015-7

Fuehrer, H. P., Schoener, E., Weiler, S., Barogh, B. S., Zittra, C., & Walder, G.
(2020). Monitoring of alien mosquitoes in Western Austria (Tyrol, Austria,
2018). PLoS neglected tropical diseases, 14(6), e0008433.
https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0008433

Gonzalez, M. A., Baraloto, C., Engel, J., Mori, S. A., Pétronelli, P., Riéra, B., &
Chave, J. (2009). Identification of Amazonian trees with DNA barcodes.
PLoS one, 4(10), e7483. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0007483

Gunay, F., Alten, B., Simsek, F., Aldemir, A., & Linton, Y. M. (2015). Barcoding
Turkish Culex mosquitoes to facilitate arbovirus vector incrimination studies
reveals hidden diversity and new potential vectors. Acta Tropica, 143, 112—
120. https://doi.org/10.1016/j.actatropica.2014.10.013



30

Harbach, R. E. (2021). Mosquito Taxonomic Inventory. Culicidae Meigen, 1818.
http://mosquito-taxonomic-inventory.info/simpletaxonomy/term/6045.
Accessed 18/05/ 2021.

Harbach, R. E., & Knight, K. L. (1980). Taxonomists’ glossary of mosquito
anatomy (p. 415). Plexus Publishing.

Hebert, P. D., Cywinska, A., Ball, S. L., & Dewaard, J. R. (2003a). Biological
identifications through DNA barcodes. Proceedings of the Royal Society of
London. Series B: Biological Sciences, 270(1512), 313-321.
https://doi.org/10.1098/rspb.2002.2218

Hebert, P. D., Penton, E. H., Burns, J. M., Janzen, D. H., & Hallwachs, W.
(2004). Ten species in one: DNA barcoding reveals cryptic species in the
neotropical skipper butterfly Astraptes fulgerator. Proceedings of the
National Academy of Sciences, 101(41), 14812-14817.
https://doi.org/10.1073/pnas.0406166101

Hebert, P. D., Ratnasingham, S., & De Waard, J. R. (2003b). Barcoding animal
life: cytochrome ¢ oxidase subunit 1 divergences among closely related
species. Proceedings of the Royal Society of London. Series B: Biological
Sciences, 270(suppl_1), S96—S99. https://doi.org/10.1098/rsbl.2003.0025

Hernandez-Guevara, L. F., Sdnchez-Ramos, F. J., Chan-Chable, R. J.,
Hernandez-Triana, L. M., Valdés-Perezgasga, M. T., Gonzalez-Acosta, C.,
& Correa-Morales, F. (2020). First Record of Mansonia dyari in the State of
Morelos, Mexico, Based on Morphology and COI DNA Barcoding. Journal
of the American Mosquito Control Association, 36(1), 33—36.
https://doi.org/10.2987/19-6909.1

Hernandez-Triana, L. M., Brugman, V. A., Nikolova, N. I., Ruiz-Arrondo, |.,
Barrero, E., Thorne, L., & Fooks, A. R. (2019). DNA barcoding of British
mosquitoes (Diptera, Culicidae) to support species identification, discovery
of cryptic genetic diversity and monitoring invasive species. ZooKeys, 832,
57-76. https://doi.org/10.3897/zookeys.832.32257



31

Hernandez-Triana, L. M., Garza-Hernandez, J. A., Morales, A. |. O., Prosser, S.
W., Hebert, P. D., Nikolova, N. I., & Rodriguez-Pérez, M. A. (2021). An
Integrated Molecular Approach to Untangling Host—Vector—Pathogen
Interactions in Mosquitoes (Diptera: Culicidae) From Sylvan Communities in
Mexico. Frontiers in veterinary science, 7, 564791.
https://doi.org/10.3389/fvets.2020.564791

Hollingsworth, P. M. (2011). Refining the DNA barcode for land plants.
Proceedings of the National Academy of Sciences, 108(49), 19451-19452.
https://doi.org/10.1073/pnas.1116812108

Hopken, M. W., Reyes-Torres, L. J., Scavo, N., Piaggio, A. J., Abdo, Z., Taylor,
D., & Yee, D. A. (2021). Temporal and Spatial Blood Feeding Patterns of
Urban Mosquitoes in the San Juan Metropolitan Area, Puerto Rico. Insects,
12(2), 129. https://doi.org/10.3390/insects12020129

Hoyos-Lopez, R., Pardo, S. R., Castaro, J. C., & Gallego-Gémez, J. C. (2015).
Caodigo de barras para la tipificacion de culicidos inmaduros de Armenia y
Circasia (Quindio, Colombia). Revista Colombiana de Entomologia, 41(2).
218-227.

Huang, D., Meier, R., Todd, P. A., & Chou, L. M. (2008). Slow mitochondrial COI
sequence evolution at the base of the metazoan tree and its implications for
DNA barcoding. Journal of Molecular Evolution, 66(2), 167-174.

Ibanez-Bernal, S., Canul, O., & Camal, J. F. (1990). Los Dipteros de la reserva
de la biosfera de Sian Ka’an, Quintana Roo, México. D. Navarro y
Robinson, JG (Eds.). Diversidad Biolégica de Sian kaan, Quintana Roo.,
México. Centro de Investigaciones de Quintana Roo y Program for Studies

in Tropical Conservation. University of Florida, Gainesville, USA, 305-316.

IbaRez-Justicia, A., Smitz, N., den Hartog, W., van de Vossenberg, B., De Wolf,
K., Deblauwe, I., & Stroo, A. (2020). Detection of exotic mosquito species
(Diptera: Culicidae) at international airports in Europe. International journal

of environmental research and public health, 17(10), 3450.



32

https://doi.org/10.3390/ijerph17103450

Kimura, M. (1980). A simple method for estimating evolutionary rate of base
substitutions through comparative studies of nucleotide sequences. Journal
of Molecular Evolution, 16, 111-120.

Kumar, N. P., Rajavel, A. R., Natarajan, R., & Jambulingam, P. (2007). DNA
barcodes can distinguish species of Indian mosquitoes (Diptera: Culicidae).
Journal of medical entomology, 44(1), 01-07.
https://doi.org/10.1093/jmedent/41.5.01

Kumazawa, Y., & Nishida, M. (1999). Complete mitochondrial DNA sequences
of the green turtle and blue-tailed mole skink: statistical evidence for
archosaurian affinity of turtles. Molecular Biology and Evolution, 16(6), 784—
792. https://doi.org/10.1093/oxfordjournals.molbev.a026163

Lanteri, A. A. (2007). Codigo de barras del ADN y sus posibles aplicaciones en
el campo de la Entomologia. Revista de la Sociedad Entomolbgica
Argentina, 66(4), 15-25.

Laurito, M., de Oliveira, T. M., Almiron, W. R., & Sallum, M. A. M. (2013). COI
barcode versus morphological identification of Culex (Culex) (Diptera:
Culicidae) species: a case study using samples from Argentina and Brazil.
Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, 108, 110-122.
https://doi.org/10.1590/0074-0276130457

Linton, Y. M., Pecor, J. E., Porter, C. H., Mitchell, L. B., Garzéon-Moreno, A.,
Foley, D. H., & Wilkerson, R. C. (2013). Mosquitoes of eastern Amazonian
Ecuador: biodiversity, bionomics and barcodes. Memarias do Instituto
Oswaldo Cruz, 108, 100—-109. https://doi:10.1590/0074-0276130440

Luo, A, Zhang, A., Ho, S. Y., Xu, W., Zhang, Y., Shi, W., & Zhu, C. (2011).
Potential efficacy of mitochondrial genes for animal DNA barcoding: a case

study using eutherian mammals. BMC genomics, 12(1), 1-13.

Maekawa, Y., Pemba, D., Kumala, J., Gowelo, S., Higa, Y., Futami, K., & Tsuda,



33

Y. (2021). DNA barcoding of mosquitoes collected through a nationwide
survey in 2011 and 2012 in Malawi, Southeast Africa. Acta Tropica, 213,
105742. https://doi.org/10.1016/j.actatropica.2020.105742

Marshall, E. (2005). Will DNA bar codes breathe life into classification?
Biologists hope that a simple tag on all forms of life, and even a hand-held
reader, will make classification a 21st century science. Science, 307(5712),
1037-1038.

Martinez Lopez, O. G. (2015). La taxonomia integral y su importancia para la

conservacion. Ciencia & Conservacion, 6, 54—64.

Meyer, W., Irinyi, L., Hoang, M. T. V., Robert, V., Garcia-Hermoso, D., Desnos-
Ollivier, M., & Isham Barcoding of Pathogenic Fungi Working Group. (2019).
Database establishment for the secondary fungal DNA barcode
translational elongation factor 1a (TEF1a). Genome, 62(3), 160—169.
https://doi.org/10.1139/gen-2018-0083

Mis Avila, P. C., Canul Amaro, G. J., & Dominguez Galera, M. A. (2013).
Determinacion taxondmica de mosquitos (Culicinae: Culicidae) de la zona
urbana de Chetumal, Quintana Roo. Salud Quintana Roo, 6(23), 8-13.

Mora-Covarrubias, A. D. L., Jiménez-Vega, F., & Trevino-Aguilar, S. M. (2010).
Distribucién geoespacial y deteccion del virus del dengue en mosquitos
Aedes (Stegomyia) aegypti de Ciudad Juarez, Chihuahua, México. Salud
Publica de México, 52(2), 127-133.

Moritz, C., & Cicero, C. (2004). DNA barcoding: promise and pitfalls. PLoS Biol,
2(10), e354. https://doi.org/10.1371/journal.pbio.0020354

Moura, C. J., Harris, D. J., Cunha, M. R., & Rogers, A. D. (2008). DNA
barcoding reveals cryptic diversity in marine hydroids (Cnidaria, Hydrozoa)
from coastal and deep-sea environments. Zoologica Scripta, 37(1), 93—108.
https://doi.org/10.1111/j.1463-6409.2007.00312.x

Orddfez-Sanchez, F., SAnchez-Trinidad, A., Mis-Avila, P., Canul-Amaro, G.,



34

Fernandez-Salas, |., & Ortega-Morales, A. |. (2013). Nuevos registros de
mosquitos (Diptera: Culicidae) en algunas localidades de Campeche y
Quintana Roo. Entomologia Mexicana, 12(1), 850—854.

Ortega-Morales, A. |., Casas-Martinez, M., Bond, J. G., & Harbach, R. E. (2018).
First records of Psorophora cilipes and Culex theobaldi in Quintana Roo
state, Mexico. Journal of the American Mosquito Control Association, 34(2),
124-127. https://doi.org/10.2987/18-6743.1

Ortega-Morales, A. ., Mis Avila, P., Elizondo-Quiroga, A., Harbach, R. E., Siller-
Rodriguez, Q. K., & Fernandez-Salas, |. (2010). Los mosquitos del estado
de Quintana Roo, México (Diptera: Culicidae). Acta zoolégica mexicana,
26(1), 33—46.

Paz, A., Gonzalez, M., & Crawford, A. J. (2011). Cddigos de barras de la vida:

introduccioén y perspectiva. Acta biolégica colombiana, 16(3), 161-175.

Pfenninger, M., & Schwenk, K. (2007). Cryptic animal species are
homogeneously distributed among taxa and biogeographical regions. BMC

evolutionary biology, 7(1), 1-6.

Pletsch, D. J. (1977). Mosquito Investigation and Control in Tourist Development
Areas in Mexico. lll. Species densities and associations of mosquitoes
found in Cancun, Quintana Roo from december, 1972 through december,
1975. Mosquito News, 37(2), 222-226.

Pletsch, D. J. (1986). A comparison of faunal lists of mosquito species in Florida,
in Cuba and in the state of Quintana Roo, Yucatan peninsula, Mexico.
Journal of the Florida Anti-Mosquito Association, 57(1), 29-32.

Ratnasingham, S., & Hebert, P. D. N. (2007). BOLD: The barcode of life data
System (http://www.barcodinglife.org). Molecular Ecology Notes, 7(3), 355—
364. https://doi.org/10.1111/j.1471-8286.2007.01678.x

Reeves, L. E., Holderman, C. J., Blosser, E. M., Gillett-Kaufman, J. L.,
Kawahara, A. Y., Kaufman, P. E., & Burkett-Cadena, N. D. (2018).



35

Identification of Uranotaenia sapphirina as a specialist of annelids broadens
known mosquito host use patterns. Communications biology, 1(1), 1-8.
https://doi.org/10.1038/s42003-018-0096-5

Reeves, L. E., Medina, J., Miqueli, E., Sloyer, K. E., Petrie, W., Vasquez, C., &
Burkett-Cadena, N. D. (2021). Establishment of Aedes (Ochlerotatus)
scapularis (Diptera: Culicidae) in mainland Florida, with notes on the
Ochlerotatus group in the United States. Journal of Medical Entomology,
58(2), 717-729. https://doi.org/10.1093/jme/tjaa250

Romana, C., Emperaire, L., & Jansen, A. M. (2003). Enfoques conceptuales y
propuestas metodoldgicas para el estudio de las interacciones entre el
medio ambiente y la salud: aplicacion a un programa de investigacion sobre

la tripanosomiasis americana. Cadernos de Saude Publica, 19, 945-953.

Rossi, G. C., & Almiron, W. R. (2004). Clave ilustrada para la identificacion de
larvas de mosquitos de interés sanitario encontradas en criaderos
artificiales en la Argentina. Publicaciones Mundo Sano, Serie

Enfermedades Transmisibles, 5, 53.

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

Rueda, J., & Alarcon-Elbal, P. M. (2020). Mosquitos (Diptera: Culicidae) de
lagunas temporales de Costa Rica y Nicaragua. Limnetica, 39(2), 579—-600.
https://doi.org/10.23818/limn.39.38

Rueda, L. M., & Debboun, M. (2020). Taxonomy, identification, and biology of
mosquitoes. In Mosquitoes, communities, and public health in Texas (pp. 3-

7). Academic Press.

Ruiz-Arrondo, |., Hernandez-Triana, L. M., Nikolova, N. |., Fooks, A. R., & Oteo,
J. A. (2020). Integrated approaches in support of taxonomic identification of

mosquitoes (Diptera: Culicidae) in vector surveillance in Spain. Vector-



36

Borne and Zoonotic Diseases, 20(11), 831-842.
https://doi.org/10.1089/vbz.2020.2662

Ruiz-Arrondo, I., McMahon, B. J., Hernandez-Triana, L. M., Santibafiez, P.,
Portillo, A., & Oteo, J. A. (2019). Surveillance of mosquitoes (Diptera,
Culicidae) in a Northern Central region of Spain: Implications for the
medical community. Frontiers in veterinary science, 6, 86.
https://doi.org/10.3389/fvets.2019.00086

Salomoén-Grajales, J., Lugo-Moguel, G. V., Tinal-Gordillo, V. R., de La Cruz-
Velazquez, J., Beaty, B. J., Eisen, L., & Garcia-Rejon, J. E. (2012). Aedes
albopictus mosquitoes, Yucatan peninsula, Mexico. Emerging infectious
diseases, 18(3), 525-527.

Schoch, C. L., Seifert, K. A., Huhndorf, S., Robert, V., Spouge, J. L., Levesque,
C. A., & Fungal Barcoding Consortium. (2012). Nuclear ribosomal internal
transcribed spacer (ITS) region as a universal DNA barcode marker for
Fungi. Proceedings of the National Academy of Sciences, 109(16), 6241—
6246. https://doi.org/10.1073/pnas.1117018109

Secretaria de Salud de México (SSA). (2001). Programa de Accién:
Enfermedades Transmitidas por Vector. https://www.gob.mx/salud.
Accessed 18/05/2021.

Sinti-Hesse, C., Diaz-Soria, F., Casanova-Rojas, W., Carey-Angeles, C., Tello-
Espinoza, R., Espinoza, J., & Zevallos, K. (2019). Embarcaciones fluviales
como medio de dispersion de Aedes aegypti hacia zonas fronterizas de la
Amazonia peruana. Revista peruana de medicina experimental y salud
publica, 36, 392—-399.

Talaga, S., Leroy, C., Guidez, A., Dusfour, I., Girod, R., Dejean, A., & Murienne,
J. (2017). DNA reference libraries of French Guianese mosquitoes for
barcoding and metabarcoding. PLoS One, 12(6), e0176993.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0176993

Talbalaghi, A., & Shaikevich, E. (2011). Molecular approach for identification of



37

mosquito species (Diptera: Culicidae) in Province of Alessandria, Piedmont,

Italy. European Journal of Entomology, 108(1), 35—40.

Tezzo, F. W. S., Fasine, S., Zola, E. M., del Carmen Marquetti, M., Mbuka, G.
B., llombe, G., & Vanlerberghe, V. (2021). High Aedes spp. larval indices in
Kinshasa, Democratic Republic of Congo. Parasites & vectors, 14(1), 1-13.
https://doi.org/10.1186/s13071-021-04588-7

Vargas, L. (1956). Especies y distribucion de mosquitos mexicanos no
anofelinos (Insecta, Diptera). Revista del Instituto de Salubridad y
Enfermedades Tropicales, 16(1), 19-36.

Vargas, D. L. (1958). Nuevos datos sobre la distribucién de anofelinos

mexicanos. Boletin de Epidemiologia, 22, 33—45.

Vargas, D. L. (1979). Anopheles (Anopheles) veruslanei Vargas, n. sp. (Diptera:
Culicidae). Gaceta Médica de México, 115, 87—88.

Vargas, L., & Martinez-Palacios, A. (1950). Estudio taxonémico de los
mosquitos Anofelinos de México. Secretaria de Salubridad y Asistencia,
México DF.

Vargas, L., & Martinez-Palacios, A. (1956). Anofelinos mexicanos. Taxonomia y
distribucion. Secretaria de Salubridad y Asistencia, Comisién Nacional para

la Erradicacion del Paludismo, México DF.

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

Villarreal-Trevifio, C., Rios-Delgado, J. C., Penilla-Navarro, R. P., Rodriguez, A.
D., Lopez, J. H., Nettel-Cruz, J. A., & Fuentes-Maldonado, G. (2020).
Composition and abundance of anopheline species according to habitat
diversity in Mexico. Salud publica de méxico, 62(4), 388—401.
https://doi.org/10.21149/10111



38

Walter Reed Biosystematics Unit (WRBU). (2005). Systematic Catalog of
Culicidae. http://mosquitocatalog.org/default.aspx. Accessed 18/05/ 2021.

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

Weeraratne, T. C., Surendran, S. N., & Karunaratne, S. P. (2018). DNA
barcoding of morphologically characterized mosquitoes belonging to the
subfamily Culicinae from Sri Lanka. Parasites & vectors, 11(1), 1-10.
https://doi.org/10.1186/s13071-018-2810-z

Will, K. W., Mishler, B. D., & Wheeler, Q. D. (2005). The perils of DNA barcoding
and the need for integrative taxonomy. Systematic Biology, 54(5), 844—851.

Yanez, P. (2014). Ecologia y biodiversidad: un enfoque desde el neotrépico (p.

172). Universidad Iberoamericana del Ecuador.

Yao, H., Song, J., Liu, C., Luo, K., Han, J., Li, Y., & Chen, S. (2010). Use of
ITS2 region as the universal DNA barcode for plants and animals. PloS
one, 5(10), e13102. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0013102

Young, K. I., Medwid, J. T., Azar, S. R., Huff, R. M., Drumm, H., Coffey, L. L., &
Hanley, K. A. (2020). Identification of mosquito bloodmeals collected in
diverse habitats in Malaysian Borneo using COIl barcoding. Tropical
medicine and infectious disease, 5(2), 51.
https://doi:10.3390/tropicalmed5020051

Zheng, X. L. (2020). Unveiling mosquito cryptic species and their reproductive
isolation. Insect Molecular Biology, 29(6), 499-510.
https://doi.org/10.1111/imb.12666



39



40



41



42



43



44



45



46



47



48



49



50



51



52



53

ESTUDIO 2

ARTICULO 2: New Distribution Record of Aedes albopictus in Quintana Roo,

Mexico, and its Importance to Public Health.
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Table 1. Updated checklist of mosquito species of the Table 1. Continued.
Quintana Roo State.
Taxon Taxon

Anopheles (Anopheles) 51. quinquefasciatus®

1. apicimacula 52. restuans

2, atropos2 53. salinarius®

3. bradleyi' 54. tarsalis*

4. crucians 55. thriambus®

5. franciscanus® Culex (Melanoconion)

6. gabaldoni® 56. anips~

7. neomaculipalpus® 57: conspzrator

8. pseudopunctipennis 58. educator‘

9. puncnmacula 59. erraticus*

10. veruslanei®

11. vestitipennis'
Anopheles (Nyssorhynchus)

12. albimanus

13. darlingi®
Aedes (Georgecraigius)

14. epactius
Aedes (Howardma)

15. cozumelensis®
Aedes (Ochlerotatus)

16. angustivittatus®

17. bimaculatus®

18. condoleccem

19. euplocamus

20. fulvus®

21: mflrmatuv

22. scapularn

23. serratus®

24. sollicitans*

25. taemorhvnchus

26. tormentor®

27. tortilis®

28. trivittatus®
Aedes (Protomacleaya)

29. podographicus*
Aedes (Stegomwa)

30. aegypti®

31. albopictus®
Haemagogus (Haemagogus)

32. anastasionis

33. equinus’
Psorophora (Grabhamta)

34. confinnis Group™"'

35. columbiae
Psorophora (Janthmo soma)

36. albipes'™

37. champerico®

38. cvanevcenv

39. ferox

40. lutzii®
Psorophora SPsomphora)

41. ciliata

42. cilipes'

43. lineata®
Culex (Anoedioporpa)

44. restrictor
Culex (Culex)

45. chidesteri®

46. coronator Group

47. declarator®

48. m/hc‘lm'5

49. mterrogator‘

50. nigripalpus®

60. iolambdis2

61. mutator'

62. peccator‘

63. taeniopus”

64. theobaldt"

65. trifidus’
Culex (Phenacomyia)

66. corm'ger2

67. lactator®
Deinocerites

68. cancer®

69. pseudes”
Cogquillettidia (Rhynchotaenia)

70. nigricans

71. venezuelensis®
Mansonia (Mansonia)

72. dyari®

73. indubitans®

74. titillans®
Limatus

75. durhamii®
Sabethes (Sabethes)

76. gvmnothorax
Sabethes (Sabethoides)

77. chloropterus®
Shannoniana

78. fluviatilis**®
Trtc‘hopmm}mn

79. digitatum"
Wyeomyia (Wyeomyia

80. celaenocephala

81. guatemala sl>

82. mitchellii®

83. stonei
Toxorhynchites (Lynchiella)

84. moctezuma'
Uranotaema (Uranotaenia)

85. lowii®

86. socialis®

! Vargas and Martinez-Palacios (1950).

2 Pletsch (1986).

? Vargas (1956).

" Ortega-Morales et al. (2010a).

> New state record.

¢ Vargas (1979).

7 Ibafiez-Bemal et al. (1990).
Vargas (1958).
Salomon-Grajales etal. (2012).

' Mis Avila et al. (2013).

% , Chan-Chable et al. (2016).
Onega-Morales et al. (2018).

'3 Ordorez-Sanchez et al. (2013).

!4 Chan-Chable et al. (2019a).

'3 More specimens need to be added.

!¢ Dubious record.
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In Belize, the adjacent country, 112 mosquito
species have been recorded (Pecor et al. 2002,
Ortega-Morales et al. 2010b), of which 53 have not
yet been recorded in Quintana Roo. Considering that
the Quintana Roo State has a big§er area than Belize,
50,212 km? versus 22,800 km?, respectively, and
both regions bear similar environmental (urban,
suburban, and wild) and climate conditions, it is
predicted that there are still missing species to be
recorded in Quintana Roo. The aforementioned
highlights the necessity to increase the entomological
studies of systematic collections, including stages of
immature and adult mosquitoes from different
biogeographic subregions, with different environ-
ments and different types of habitats.
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y control epidemiologico de cualquier programa de especies trasmisoras de enfermedades.
Recomendamos el monitoreo constante en localidades donde existe un constante movimiento de
personas de otros paises, como ocuire en la cudad de Chetumal

Abstract

Due to the medical importance of some Culicidae species, thewr precise identification is the first
step to establish a vector surveillance program and prevent the transmission and proliferation of
pathogens. For the identification of the Culicidae fauna in the Chetumal city, morphological and
molecular data (DNA-barcoding) were combined to delimit 22 species and detect cryptic species.
A total of 866 adult females belonging to seven genera and 22 morphospecies were collected. In
molecular data, the ABGD method identified 20 entities, while the BIN System analysis identified

30. High intraspecific distances (K2P > 2.2 %) were observed in Anopheles albimanus (3.90 %),
Aedes cozumelensis (3.40 %), Ae. serratus (2.80 %), Haemagogus equinus (2.50 %), Cx. erraticus
(2.70 %) and Li. durhamii (4.80 %). In Cx. erraticus and Cx. theobaldi an average mterspecific
distance < 2.0 % (1.40 %) was observed. Culex eastor is reported for the first time for the state of
Quintana Roo. Our study emphasizes the importance of involving different tools for correct species
dentification. The discovery of cryptic species reflects the existence of a higher diversity in
culicids than it is estimated. The above has a direct impact on the surveillance and epidemiological
control of any vector borne disease program. We recommend monitoring of regions, where there
s a constant movement of people from other countries such as Chetumal's city.

Palabras clave: Diversidad criptica, Culicidae, vigilancia entomologica, México, vectores.

Keywords: Cryptic diversity, Culicidae, entomological surveillance, Mexico, vectors.
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Introduccion

Los culicidos (Diptera: Culicidae) son un grupo de insectos ampliamente estudiados debido a
su papel como vectores de patdgenos que causan enfermedades en humanos yanimales domésticos
(Rozo-Lopez & Mengual 2015, Rueda & Alarcon-Elbal 2020). Algunas especies como Aedes
(Stegomyia) aegypti L. y Ae. (Stg.) albopictus Skuse son vectores del virus del Chkungunya,
Dengue y Zika en varias regiones del mundo (Medeiros et al 2018). Anopheles (Nyssorhynchus)
albimanus Wiedemann, An. (4no.) pseudopunctipennis Theobald y 4n. (4no.) vestitipennis Dyar
y Knab son considerados los principales vectores de malaria en México (Villarreal-Trevifio et al.
2020). A nivel mundial se han descrito 3583 especies clasificados en 41 géneros (WRBU 2005),
para México se registran alrededor de 250 especies, pertenecientes a 20 géneros (Chan-Chable et
al 2019a, Hernandez- Amparan et al. 2020), para el estado de Quintana Roo se han registrado 86
especies pertenecientes a 15 géneros (Chan-Chable et al 2020b), y especificamente para la ciudad
de Chetumal, s6lo se han reportado 23 especies dentro de 6 géneros (Vargas & Martinez-Palacios
1956, Mis Avila et al 2013, Chan-Chable etal 2016, 2018a, 2019b, 2020a).

Aunque los culicidos se han estudiado mas que otros grupos de insectos vectores, su
conocimiento taxonomico esta lejos de ser completo (Delgado-Serra et al. 2020). La identificacion
de especies, en su mayoria, es por el método tradicional basado en la morfologia (Ashfaq et al.
2014, Versteirt etal. 2015), pero este método regularmente presenta limitaciones, como: caracteres
diagnosticos danados durante la recoleccidn, almacenamiento inadecuado de los especimenes que
propician la perdida de caracteres y el no poder observar los caracteres diagnosticos en todas las
etapas de sudesarrollo (Wanget al. 2012, Talaga etal 2017, Weeraratne etal. 2018). Ademas, la
presencia de complejos de especies y especies cripticas reveladas mediante herramientas
moleculares (Ruiz-Lopez et al 2012, Ashfaq et al. 2014, Chan-Chable et al 2019a), en especies
dentro de los géneros Anopheles, Aedes, Haemagogus, Psorophora, Culex y Culiseta (Cywinska
etal 2006, Kumar et al. 2007, Wanget al 2012, Lintonetal 2013, Engdahl etal 2014, Ashfaq et
al 2014, Chan et al. 2014, Gunay et al 2015, Hoyos-Lopez et al. 2015, Versteirt et al 2015,
Batovska et al. 2016, Talaga et al 2017, Weeraratne et al 2018, Chan-Chable et al 2019a,
Hernandez-Triana et al 2019, Ruiz-Arrondo et al 2019, 2020) ponen de manifiesto que la
diversidad real de culicidos esta kjos de ser completada.

Durante los tltimos 15 afios, el uso de herramientas moleculares (ADN) como el “Cddigo de
barras de ADN” (CB-ADN) usando el gen Citocromo Oxidasa Subunidad I (COI) como marcador
molecular, ha dado la pauta para incluir esta herramienta en todos los estudios de identificacion de
culicidos en diversas regiones del mundo. A la fecha, con los CB-ADN se ha logrado la
dentificacion molecular de 1590 especies de culicidos (http:/www.boldsystems.org), lo que
corresponde a un 44.38 % de su riqueza especifica conocida. El uso combinado del ADN vy la
morfologia permite una identificacion mas precisa en la identificacion de vectores y la deteccion
de su diversidad genética (Ruiz- Arrondo et al. 2020, Delgado-Serra et al. 2020). En México, el
CB-ADN se ha utilizado para confirmar la presencia de nueve especies de culicidos, Psorophora
(Janthinosoma) albipes (Theobald), An. (4Ano.) veruslanei Vargas, An. (Ano.) gabaldoni Vargas,
An. (Nys.) darlingi Root, Ps. (Grabhamia) columbiae (Dyar y Kmab), Culex (Culex) inflictus
Theobald, Cx. (Melanoconion) trifidus (Dyar), Cx. (Phenacomyia) lactator Dyar y Knab, y
Wyeomyia (Wyeomyia) guatemala (Dyar yKnab) s.1, en el estado de Quintana Roo (Chan-Chable
etal 2016,2018b, 2020b); también se ha utilizado para apoyar la evidencia de diversidad criptica
dentro de ocho especies, An. (4no.) apicimacula Dyar yKnab, An. (4Ano.) crucians s.1 Wiedemann,
Ae. (Ochlerotatus) serratus Theobald, Ae. (Och.) taeniorhynchus (Wiedemann), Haemagoguis
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(Haemagogus) equinus Theobald, Ps. (Jan.) ferox von Humboldt, Cx. (Mel.) erraticus Dyar y
Knab, y Cx. (Mel.) taeniopus Dyar y Knab (Chan-Chable et al. 2018a, 2019a) y, recientemente
para confirmar la presencia de Mansonia (Mansonia) dyari Belkin, Heinemann, y Page, Ae.
(Howardina) guatemala Berlin, Ae. (Protomacleaya) insolitus (Coquillett), Limatus asulleptus
(Theobald) y Trichoprosopon pallidiventer (Lutz) en el territorio mexicano (Hernandez-Guevara
etal 2020, Hernandez-Triana et al 2021).

Diversos estudios han demostrado k relacion entre enfermedades arbovirales y los flujos
migratorios de personas (Romafia et al. 2003, Mora-Covarrubias et al. 2010, Arredondo-Garcia et
al. 2016, 2020). Los movimientos migratorios en la frontera sur de México influyen, en gran
medida, en la incidencia de casos de chikungunya, dengue y paludismo la cual termina
extendéndose al resto del pais (SSA 2001, Arredondo-Garcia et al. 2020). Por su ubicacion
fronteriza, Chetumal es catalogada como un punto de llegada de migrantes, en su paso hacia
Estados Unidos, provenientes de diversos lugares de Centroamérica, zonas consideradas endémicas
de dengue y paludismo (SSA 2001). Lo anterior recalca ko importancia de realizar estudios
encaminados a la deteccion temprana de la presencia de vectores en ciudades fronterizas como es
la cndad de Chetumal (Mora-Covanrubias etal. 2010, Smti-Hesse et al 2019).

El funcionamiento optimo de los programas de vigilancia y monitoreo para el control de
vectores en ciudades con alta incidencia de migrantes, dependen principalmente de la correcta
dentificacion de las especies (Wangetal 2012, Ruiz-Arrondo etal 2019). Por lo que, los objetivos
de este estudio fueron: 1) identificar las especies de culicidos en la ciudad fronteriza de Chetumal
mediante taxonomia tradicional (morfologia de hembras adultas) y CB-ADN; 2) delimitar las
especies de culicidos utilizando los métodos ABGD y Sistema BIN; y 3) contribuir a las bases de
datos moleculares (GenBank y BOLD) con nuevas secuencias de ADN para aumentar la lista de
especies de culicidos existentes en Meéxico.

Material y métodos

Colecta e identificacion de culicidos.- Los mosquitos (hembras) fileron colectados durante
octubre de 2013 en cuatro sitios estratégicos de la Ciudad de Chetumal: Sabana (18°31°7.5 "N—
88°2176.04”"W), Parque Ecologico (18°30°25.4'N-88°19°13.0""W), Bahia (18°29°46.03"'N—
88°18°55.26""W) y El Colegio de la Frontera Sw (ECOSUR) (18°3235.0"'N-88°15°43.9"'W)
(Fig. 1). Los sitios fueron seleccionados por la abundancia de individuos, vegetacion presente,
ubicacion y accesibilidad. Los sitios Sabana, Parque Ecologico y ECOSUR correspondena parches
de vegetacion secundaria, las especies vegetales mas abundantes en estos sitios son: Metopium
brownei (Jacq.) Urban, Sideroxylon salicifolium (L.) A. DC., Lysiloma latisiliquum (L.) Benth,
Bursera simaruba (L.) Sarg, Cecropia peltata L., y Piscidia piscipula (L.) Sarg. El sitio Bahia es
un area que presenta suelos regularmente inundados y esta cubierto por vegetacion de manglar,
siendo Rhizophora mangle la especie mas abundante. Otras especies vegetales observadas con
menor presencia en este sitio son: Avicennia germinans (L.) L., Laguncularia racemosa (L.) C.F.
Gaertn., y Conocarpus erectus L. Para la colecta de los especimenes se utilizaron trampas de luz
tipo CDC (Centers for Disease Control and Prevention) (2 trampas por sitio) con operacion
consecutiva de 18:00 his a 24:00 hrs. Todas las trampas fueron cebadas con CO2y colgadas a 40
cm sobre el nivel del suelo. Se realizaron cuatro colectas por sitio de muestreo, una colecta por
semana. Todos los especimenes colectados fueron sacrificados en frascos de vidrio que contenian
vapor de acetato de etilo (Chan-Chable et al 2019a), posteriormente transportados al Museo de
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Zoologia de El Colegio de la Frontera sur (ECOSUR), Unidad Chetumal, para ser clasificados y
montados.

Extraccion de ADN, Amplificacion por PCR y secuenciacion.- Para el analisis molecular
se procesaron 127 especimenes que representan 22 morfoespecies. La extraccion y amplificacion
del ADN se realizo siguiendo el protocolo publicado en Cywinska et al (2006) e Ivanova et al.
(2006). Para la amplificacion del gen COI-5'se utilizaron tres pares de cebadores,
LCO1490/HCO2198, dgL.CO-1490/dgHCO-2198 y LCO1490 t1I/HCO2198 t1 (Folmer et al
1994, Meyer 2003, Foottit et al 2009), con el siguiente programa de termociclado:
desnaturalizacion inicial de 1 min a 94 °C, seguido por cinco ciclos de 94 °C durante 40 s, 45 °C
durante 40 s, y 72 °C dwrante 1 min, posteriormente 35 ciclos de 94 °C durante 40 s, 51 °C dwante
40 s, y 72 °C durante 1 min y una extension final a 72 °C dwrante 5 min. Los 107 amplicones
exitosos fueron enviados para secuenciaciénbidireccional, al Canadian Center for DN A Barcoding
(CCDB) yal Laboratorio de Secuenciacion Genomica del Instituto de Biologia de la Universidad
Nacional Autonoma de México (UNAM). Se utilizé un secuenciador ABI 3730 XL (ABI, Thermo
Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA) y el K1 de Secuenciacion de Ciclos BigDye© Terminator
v3.1 (Applied Biosystems, Foster, CA, USA). Las secuencias obtenidas fueron ensambladas y
editadas usando el programa Codon Code Aligner v 5.0.1.

Analisis de secuencias.- Las secuencias fueron analizadas y comparadas con secuencias de
culicidos disponibles en BOLD Systems® usando la herramienta “Identification Engine” y con
secuencias disponibles en GenBank con “Basic Local Alignment Search Tool” (BLAST). Para el
alineamiento de las secuencias se us6 elalgoritmo Clustal W, yelcalculo de las distancias genéticas
intra- e interespecificas se realizo en el programa MEGA version X (Kumar etal 2018) usando el
modelo de distancias Kimura 2 Parametros (K2P) (Kimura 1980). El arbol de similitud con
distancias K2P fue construido con el modelo Neighbor-Joining (NJ) con valores de soporte
(Bootstrap) calculados con 1000 réplicas (Laurito et al. 2013, Rozo-Lopez & Mengual 2015, Chan-
Chable et al 2019a). Para la construccion del arbol (NJ) se afiadieron 73 secuencias publicas de
alta calidad recuperadas de BOLD, perteneciente a 13 especies colectadas en otras regiones
geograficas de México y Centroamérica (Informacion suplementaria TablaS1). Ademas, se
anadieron 14 secuencias de especimenes colectados en un area de estudio cercana a la ciudad de
Chetumal, las cuales pertenecen a siete especies (Informacion suplementario TabhS1).

Delimitacion molecular de entidades.- Para delimitar las Unidades Taxondémicas Operativas
Moleculares (UTOM), se utilizaron los métodos Sistema Barcode Index Number (BIN) incluyendo
todas las secuencias (Ratnasingham & Hebert 2013) y el método Automatic Barcode Gap
Discovery (ABGD) (Puillandre etal. 2012) con los siguientes parametros: distancia intraespecifica
minima (Pmin) de 0.001, distancia intraespecifica maxima (Pmax) de 0.0220, amplitud relativa de
gap (X) de 1.1 ylos modelos evolutivos JC69 (Jukes-Cantor) y K2P (Jukes & Cantor 1969, Kimura
1980), para este analisis se excluyeron las secuencias tmicas (sigletones).

Resultados

Identificacion morfologica.- Se colectaron 866 hembras adultas pertenecientes a dos
subfamilias (Anophelinae y Culicinae), tres tribus (Aedini, Culicini y Sabethini), siete géneros
(Anopheles, Aedes, Haemagogus, Psorophora, Culex, Limatus y Wyeomyia) y 12 subgéneros
(Anopheles, Nyssorhynchus, Howardina, Ochlerotatus, Protomacleaya, Stegomyia, Haemagogus,
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Distancia genética.- En este estudio, la distancia genética promedio (K2P) intra e
interespecifica fue 0.76 % y 13.1 %, respectivamente. En de. fulvus se observd una distancia
intraespecifica (K2P) promedio > 2 % (2.9 %) (Tabla 2). Para Cx. erraticus y Cx. theobaldi, se
observd una distancia mterespecifica promedio de 1.4 %.

Arbol Neighbor-joining.- La mayoria de ks especies formaron grupos bien definidos con
altos valores de Bootstraps (99—-100 %) enel artbol NJ (Fig. 2). Las ramas principales del arbol NJ
representaron diferentes grupos taxonémicos como tribus y géneros. Las secuencias obtenidas de
BOLD para An. veruslanei, Ae. angustivittatus, Ae. euplocamus, Ae. aegypti, Ps. albipes, y Wy.
celaenocephala formaron grupos bien definidos con las secuencias generadas en este estudio, las
ramas fueron soportadas con valores altos de Bootstrap (99—100 %) (Fig. 2).

Para las especies Cx. erraticus y Cx. theobaldi se observo un mismo grupo soportado con altos
valores de Bootstrap (99 %). En el grupo formado para Cx. erraticus, se observo un segundo grupo
para las secuencias MRRO301-17 y MRRO302-17 (Fig. 2). Mientras que en Ae. fulvus se
observaron grupos divergentes (Fig. 2). Para Hg. equinus también se formaron dos grupos
soportados por valores altos de Bootstrap (100 %). Lo mismo ocwrrio para Ae. cozumelensis, y para
An. albimanus donde se observaron tres grupos, dos de estos mostraron altos valores de Bootstrap
(> 80 %). Fmalmente, para Li. durhamii también se observa un grupo mas para la especie.

Delimitacién de entidades.- Elmétodo ABGD delimit6 un totalde 20 Unidades Taxondmicas
Operativas Moleculares (UTOMs) para 22 morfoespecies. Psorophora ferox, Ps. albipes y Ps.
[utzii fueron asignados a una misma UTOM, al igual que Cx. erraticus y Cx. theobaldi. Para Hg.
equinus ABGD asigno dos diferentes UTOMs. Por otro lado, el método BINs de BOLD Systems,
delimito 30 BINs (Tabla 2). Eneste analisis Cx. erraticus y Cx. theobaldi compartieron el mismo
BIN (BOLD:AAG3848), mientras que An. albimanus fue dividido en dos diferentes BINs
(BOLD:ADUS8918 y BOLD:AAA3068), al igual que Ae fulvus (BOLD:ACN9154 vy
BOLD:ACC4605), Ade. serratus (BOLD:ACN3711 y BOLD:ACNS8188) y Hg. equinus
(BOLD:ACNO9157 y BOLD:ACN9156) (Tabla 2).

Discusion

Distribucion de culicidos en Chetumal.- De ks 23 especies previamente registradas, se
confirma la presencia de nueve de ellas (4n. albimanus, Ae. angustivittatus, Ae. fulvus, Ae. serratus,
Ae. taeniorhynchus, Ae. aegypti, Ps. albipes, Ps. ferox y Cx. nigripalpus) con analisis moleculares.
De los nuevos registros, la especie Cx. eastor es senalada con una amplia distribucion desde el sur
de México hasta Brasil (WRBU 2005), aunque en el territorio mexicano sdlo habia sido reportada
para el estado de Tabasco (Vargas 1956), Campeche (Abella-Medrano et al 2020) y Chiapas
(HernandezTriana et al. 2021). En este estudio se colectd una hembra adulta mediante trampas de
luz tipo CDC, cebadas con COz2, la colecta fue en un area de vegetacion secundaria en la periferia
de la ciudad de Chetumal se sugiere ampliar las localidades de muestreo para tener un mayor
registro de ejemplares.

De la lista de especies reportadas en el presente estudio, siete son vectores importantes, pues
se trata de patogenos que causan enfermedades en humanos (4n. vestitipennis, An. albimanus, Ae.
taeniorhynchus, Ae. aegypti, Hg. equinus, Ps. ferox y Cx. nigripalpus) (Fernandez-Salas & Flores-
Leal 1995, Santamarina Mijares et al 1999, Ortz et al 2005, Vitek et al 2008, Hwat & Bretas
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2011, Wiggins et al 2018, Villarreal- Trevino et al. 2020). Y sobresalen Ae. aegypti por ser el
principal vector de dengue, zika, chikungunya, fiebre amarilla y el virus Mayaro (Wiggins et al.
2018, Brady & Hay 2020), An. albimanus y An. vestitipennis, estos ultimos por ser los principales
vectores de malaria en México (Hiwat & Bretas 2011, Villarreal- Trevino et al. 2020). Lo anterior,
demuestra la importancia de continuar con la vigilancia entomolo gica de estos vectores en laregion
y las cudades aledanas.

Codigo de Barras de ADN y delimitacion de especies.- Veintiséis de las 27 especies
dentificadas morfolégicamente, mostraron correspondencia entre la morfologia y los datos
moleculares. Considerando todos los criterios para delimitar especies en este estudio, reportamos
un total de 33 entidades taxonémicas que incluye 27 morfoespecies bien delimitadas, dos especies
cripticas para An. albimanus, y una especie criptica para Ae. cozumelensis, Hg. equinus y Cx.
erraticus. Para el caso de Ae. fulvus se observaron dos linajes, dicha especie comprende dos
subespecies, Ae. fulvus fulvus (Wiedemann) y Ae. fulvus pallens (Ross) (Hartbach 2021), por sus
caracteristicas morfologicas y distribucion los especimenes colectados en Chetumalprobablemente
corresponden a 4e. fulvus fuvus, mientras que las secuencias recuperadas de BOLD de especimenes
de Florida corresponden a Ae. fulvus pallens. Aedes serratus mostro una distancia > 2.2 % con
especimenes conespecificos, sin embargo, es necesario incluir mas secuencias debido a que solo
se obtuvo una en este estudio; lo mismo ocwre para el caso de Li. durhamii, que formé un grupo
aishdo. Para ambas especies es necesario colectar mis especimenes, ya que, aunque se han
sefialado amplias distribuciones para estas especies (WRBU 2005) no se descarta la posibilidad de
l existencia de especies cripticas con distribuciones restringidas.

Para los casos donde mas de una especie fue agrupada en una misma UTOM por el método
ABGD (Ps. ferox, Ps. albipes y Ps. lutzii, Cx. erraticus y Cx. theobaldi) y asignado un ntiimero
BIN diferente para cada especie, se ha senalado que la discordancia entre ambos métodos de
delimitacion de UTOM es debida a los diferentes valores umbral utilizados en cada método para
separar a las especies (Chan-Chable et al 2019a). Asi mismo, el rendimiento taxondémico de
Refined Single Linkage (RESL) en el sistema BIN es mas robusto que el algoritmo ABGD,
mostrando mejores resultados entre las especies identificadas y asignadas a una UTOM
(Ratnasingham & Hebert 2013). En ABGD, los resultados mejoran cuando se selecciona el mejor
esquema de particion, y la particion final depende en gran medida del limite superior previamente
definido para la distancia intraespecifica (P) (Puillandre et al. 2012). Pero ambos analisis dependen
en gran medida de la representacion de las especies en el algoritmo de corrida (Pentinsaari et al.
2017).

Los resultados obtenidos con el método ABGD para este estudio han sido reportados
anteriormente para culicidos de Bélgica (Verstertet al. 2015), donde Cx. pipiens y Cx. torrentium
fueron agrupados en la misma UTOM. Para el caso de Psorophora, los resultados han sido
reportados por Chan-Chablke et al. (2019a) en donde Ps. albipes, Ps. cyanescens, Ps. ferox y Ps.
[utzii fueron agrupados en un mismo UTOM. Los bajos valores de divergencia interespecifica
observados entre Ps. albipes, Ps. champerico y Ps. lutzii dentro del subgénero Janthinosoma
sugieren utilizar un marcador molecular adicional para corroborar un evento de especiacion
reciente, asi como, determinar que son unidades reproductivamente aisladas con ausencia de flujo
genético.

Diversidad criptica.- Desde el 2009, Gutiéirez et al (2009) propusieron l existencia de un
complejo de especies para An. albimanus, posteriormente Ahumada et al (2016) confirmaron esta
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propuesta. En este estudio mostramos la existencia de al menos tres entidades, una para México
(Chetumal)/Colombia, otra para el Pacifico Colombiano, y una para Puerto Rico. Debido a la
cercania de Puerto Rico a la localidad tipo (Santo Domingo, Republica Dominicana), es probable
que las secuencias correspondan a An. albimanus s.s., mientras que elresto deben ser consideradas
como An. albimanus s.l y muy probablemente nuevas especies. Ademas de estas evidencias
moleculares, tamb#n se han documentado variaciones morfologicas en las larvas de An. albimanus
en Ecuador (Montoya-Lerma etal. 2011), y en los huevos de poblaciones de 4n. albimanus enel
sur de México (Rodriguez et al. 1992). Un muestreo intensivo que incluya la distribucion completa
de An. albimanus permitra delimitar todas las especies dentro del complejo.

Aedes cozumelensis fue descrita en 1966 siendo la isla de Cozumel la localidad tipo (Diaz
Néjera 1966), pero actualmente se sabe poco sobre subiologia y se desconoce su papel como vector
en la transmision de patogenos en humanos (Garcia-Rejon etal. 2012). Hasta ahora, sudistribucion
conocida abarca la Peninsula de Yucatan y Belice (Garcia-Rejon et al 2012). Las distancias
intraespecificas de 2.3 % a 3.4 % observadas entre los dos grupos formados para Ae. cozumelensis,
sugiere especiacion criptica dentro de esta especie, y es necesario hacer observaciones de etapas
mmaduras (huevos, larvas y pupas) asi como, de genitales en machos adultos para poder encontrar
los caracteres que separan a estas especies (Versteirt et al. 2015). Para los casos de Ae. serratus,
Hg. equinus y Cx. erraticus, la evidencia de especiacion criptica ya ha sido sefialado (Chan-Chable
et al 2019a). Estas especies tienen una amplia distribucion en el continente Americano (WRBU
2005); sin embargo por estar expuestas a factores ambientales extremos podemos considerar que
se esta propiciando un proceso de especiacion acelerado (Mendenhall et al. 2012, Versteirt et al.
2015, De-Silva et al. 2017). Chan-Chable et al (2019a), observaron mas de un grupo dentro de
estas especies con distancias genéticas >2 %, enAe. serratus (3.9 %), Hg. equinus (3.9 %) yen Cx.
erraticus (5.0 %), ligeramente superiores a ls distancias intraespecificas observadas en este
estudio (4e. serratus 2.8 %, Hg. equinus 2.5 %y Cx. erraticus 2.7 %).

Por otro lado, el traslape observado en este estudio, entre la distancia (K2P) intra e
interespecifica en las secuencias del género Culex dio lugar a identificaciones ambiguas utilizando
los Codigos de Barras de ADN. La mayoria de los individuos conespecificos en este género
mostraron una distancia genética <2 %, de tal forma que Cx. erraticus y Cx. theobaldi no pudieron
ser delimitados como especies diferentes, en este caso sospechamos que la divergencia es reciente,
o las poblaciones aun tienen contacto y por lo tanto se mantiene un flujo genético (Chan-Chable et
al 2019a). Casos similares son observados dentro de las especies de Culex en América del Sur,
donde se secuenciaron 22 especies, pero no se pudo delimitar el 30 % a pesar de usar multilocus
(COI o ITS2) (Laurito et al 2013). Lo mismo ocurrio en el caso reportado entre Cx. minor y Cx.
spiculosus donde se observo una distancia interespecifica (K2P) promedio de 1.86 % (Wang et al.
2012). Entre Cx. interrogador y Cx. nigripalpus también se observo una distancia interespecifica
de 0.1 % (Chan-Chable et al 2019a). Los resultados podrian explicarse desde una separacion
mcompleta de linajes o eventos de introgresion en el genoma mitocondrial (Beebe 2018). En estos
casos es necesario incluir en el analisis otros marcadores moleculares (Citocromo b, ITS1, Nad4),
soportados con datos ecologicos y biologicos (Versteirt et al. 2015, Ajamma et al. 2016, Beebe
2018, Ibanez-Justicia et al. 2020).

Finalmente, nuestros resultados contribuyen al conocimiento de la fauna de culicidos en una
ciudad con alto movimiento de migrantes, se reportan 12 nuevos registros y sobre todo especies de
mmportancia médica. Esto ayudara a las Secretaria de Salud (SSA) de México y en especifico enel
estado de Qumtana Roo, para establecer programas de vigilancia de vectores y prevencion en la
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transmision de patdogenos (Ruiz- Arrondo et al. 2020). Corrobora que es necesario investigar las
diferencias taxonomicas en 4An. albimanus s.1, Ae. cozumelensis, Ae. serratus, Hg. equinus, Cx.
erraticus y Li. durhamii, incluyendo todas sus etapas de desarrollo (larva, pupa y adultos) para
documentar el vinculo entre la identificacion morfolégica y molecular (Ruiz- Arrondo et al. 2020,
Smgh y Vashist, 2020).
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Tabla 1. Numero de individuos por especie colectados por sitio de nmuestreo en Chetumal,
Qumtana Roo. B =Bahia, PE = Parque Ecologico, EC = ECOSUR vy S = Sabana.

Espe cies Sitios (n) Total
B PE EC S X Spp

Anopheles veruslanei 1 1
Anopheles vestitipennis 7 7
Anopheles albimanus 3 1 1 5
Aedes cozumelensis 7 7
Aedes angustivittatus 21 1 2 24
Aedes euplocamus 2 5 3 10
Aedes fulvus 2 2
Aedes serratus 7 4 34 45
Aedes taeniorhynchus 5 9% 126 28 255
Aedes podographicus 1 1
Aedes aegypti 5 6 11
Haemagogus equinis 9 9
Psorophora albipes 6 6 119 131
Psorophora ferox 7 54 43 4 148
Psorophora ciliata 1 1
Culex nigripalpus 1 2 3
Culex eastor 1 1
Culex erraticus 2 2
Culex taeniopus 188 1 3 192
Limatus durhamii 9 9
Wyeomyia celaenocephala 1 1
Wyeomyia sp. 1 1
Total de especimenes 217 187 211 251

por sitio de colecta
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Tabla 2. Lista de especies de mosquitos analizados en este estudio, pais de colecta, munero (n) de

especimenes con CB-ADN, distancia genética miraespecifica (K2P) (promedio y maxima),
“Bmary Index Number” (BIN), y pares de bases (pb). Secuencias generadas para Chetumal son

sefialadas (¥), secuencias de especimenes colectados en otras regiones de Qumtana Roo (*)y
secuencias descargadas de BOLD (A).

85

Distancia Distanda
Especies Pais de colecta n media (%) maxima BIN Pb
(%)
Anopheles (Anopheles) veruslanei México™" 5 04 1.2 BOLD:ADF9652 658
Vargas, 1979
Anopheles (Anopheles) México® 7 03 1.2 BOLD:AAN4188 658
vestitipennis Dyar y Knab, 1906
Anopheles (Nyssorhynchus) Meéxico™ BOLD:ADUS8918
albimanus Wiedemann, 1820 Colombia® 18 16 39 BOLD:AAA3068 658
Pto. Rico"
Aedes (Howardina) cozumelensis
Diaz Néjera, 1966 Meéxico™ 12 1.0 34 BOLD:ACO0212 597
Aedes (Ochlerotatus)
angustivittatus Dyary Knab, México™ 13 1.0 22 BOLD:ACN2972 667
1907
Aedes (Ochlerotatus) euplocamus México™ 11 09 1.7 BOLD:AAH9007 650
Dyar y Knab, 1906 EUA"
Adedes (OCh]EI'OTHTllS)fll’\'MS Meéxico™ 9 29 4.6 BOLD:ACN9154 583
(Wiedemann, 1828) EUA* BOLD:ACC4605
Aedes (Ochlerotatus) serratus México® 5 1.0 2.8 BOLD:ACN3711 665
(Theobald, 1901) BOLD:ACNS8188
Aedes (Ochlerotatus) )
taeniorhynchus (Wiedemann, México® 6 0 0 BOLD:AAE5975 664
1821)
Aedes (Protomacleaya) México” 3 08 0.8 BOLD:ADE6045 658
podographicus Dyar y Knab,
1906 ~
Aedes (Stegomyia) aegypti Meéxico™
(Linnaeus, 1762) Guayana 6 04 09 BOLD:AAA4210 658
Francesa"
Haemagogus (Haemagogus) México® 6 1.7 25 BOLD:ACN9157 658
equinus Theobald, 1903 BOLD:ACN9156
Psorophora (Janthinosoma) México™ 11 03 1.3 BOLD:ACN3418 669
albipes (Theobald, 1907)
Psorophora (Janthinosoma) México" 1 — — BOLD:AAG3851 591
cyanescens (Coquillett, 1902)
Psorophora (Janthinosoma) ferox Meéxico® 7 04 1.2 BOLD:ABZ5766 658
(von Humboldt, 1819)
Psorophora (Janthinosoma) lutzii México” 2 0 0 BOLD:ADE0378 591
(Theobald,1901)
Psorophora (Psorophora) ciliata México 5 0 0 BOLD:AAG3849 588
(Fabricius, 1794)
Culex (Culex) coronator Dyar México' 1 — — BOLD:AAN3636 498
yKnab, 1906 .
Culex (Culex) nigripalpus México® 9 03 1.8 BOLD:AAF1735 658
Theobald, 1901
Culex (Culex) quinquefasciatus Meéxico 1 — — BOLD:AAA4751 591
Say, 1823
Culex (Melanoconion) eastor México® 1 = — BOLD:AAG3857 582
Dyar, 1920
Culex (Melanoconion) erraticus México” 5 20 2.7 BOLD:AAG3848 648
(Dyar y Knab, 1906) )
Culex (Melanoconion) taeniopus México¥ 7 12 1.4 BOLD:AAW1983 661
Dyar y Knab, 1907
Culex (Melanoconion) theobaldi México* 2 03 03 BOLD:AAG3848 616
(Lutz, 1904)
Limatus durhamii T heobald, 1901 México™ 14 0.7 4.8 BOLD:AAU2690 668
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Wyeomyia (Wyeomyia)

celaenocephala Dyar y Knab,

1906
Wyeomyia sp.

México™

México®

BOLD:ACM7671 601

BOLD:ACNG6876 626

Informacioén suplementaria

Tabla S1. Secuencias descargadas de BOLD para 20 especies que fueron afadidos al analisis en
este estudio. * = secuencias no publicas generadas en este estudio de ejemplares corespondientes
a otras regiones de Qumtana Roo.

Especies (n) Process ID BIN Pais Estado/sitio de
secuencias colecta

MRRO187-16 BOLD:ADF9652 Meéxico Quintana Roo

An. veruslanei 4 MRRO188-16 BOLD:ADF9652 Meéxico Quintana Roo
MRRO190-16 BOLD:ADF9652 Meéxico Quintana Roo
MRRO262-16 BOLD:ADF9652 Meéxico Quintana Roo
MRRO283-16 BOLD:ADU8918 Meéxico Quintana Roo
MRRO284-16 BOLD:ADU8918 Meéxico Quintana Roo
MRRO292-17 BOLD:ADUS8918 Meéxico Quintana Roo
MRRO293-17 BOLD:ADU8918 Meéxico Quintana Roo
GBDP48297-19 BOLD:ADUS8918 Colombia R
GBDP48298-19 BOLD:ADUS8918 Colombia —

An. albimanus 14 GBDP48299-19 BOLD:ADUS8918  Colombia —
GBDP48300-19 BOLD:AAA3068 Colombia —
GBDP48301-19 BOLD:AAA3068 Colombia —
MOSN2827-19 BOLD:ADU8918 Puerto Rico Municipio Lajas
MOSN2828-19 BOLD:ADU8918 Puerto Rico Municipio Lajas
MOSN2829-19 BOLD:ADU8918 Puerto Rico Municipio Lajas
MOSN2777-19 BOLD:ADUS8918 Puerto Rico Municipio Lajas
MOSN2799-19 BOLD:ADUS8918 Puerto Rico Municipio Lajas
MRRO209-16 BOLD:ACO0212 Meéxico Quintana Roo
MRRO210-16 BOLD:ACO0212 Meéxico Quintana Roo

Ae. cozumelensis 6 MRRO211-16 BOLD:ACO0212 Meéxico Quintana Roo
MRRO212-16 BOLD:ACO0212 Meéxico Quintana Roo
MRRO213-16 BOLD:ACO0212 Meéxico Quintana Roo
MRRO214-16 BOLD:ACO0212 Meéxico Quintana Roo
MRROO021-16 BOLD:ACN2972 Meéxico Quintana Roo
MRRO022-16 BOLD:ACN2972 Meéxico Quintana Roo
MRROO023-16 BOLD:ACN2972 Meéxico Quintana Roo

Ae. angustivittatus 6 MRRO143-16 BOLD:ACN2972 Meéxico Quintana Roo
MRRO144-16 BOLD:ACN2972 Meéxico Quintana Roo
MRRO145-16 BOLD:ACN2972 Meéxico Quintana Roo
MRRO049-16 BOLD:AAH9007 Meéxico Quintana Roo
MRRO050-16 BOLD:AAH9007 Meéxico Quintana Roo
MRROO051-16 BOLD:AAH9007 Meéxico Quintana Roo

Ae. euplocamus 7 MRROO056-16 BOLD:AAH9007 Meéxico Quintana Roo
MRRO148-16 BOLD:AAH9007 Meéxico Quintana Roo
BBDIT1101-11 BOLD:AAH9007 EUA Texas
MQTBC046-16 BOLD:AAH9007 Meéxico Tabasco
MRROO091-16 BOLD:ACNO9154 Meéxico Quintana Roo
MRROI131-16 BOLD:ACN9154 Meéxico Quintana Roo
IUP1004-14 BOLD:ACC4605 EUA Florida

Ae. fulvus 7 TUP1005-14 BOLD:ACC4605 EUA Florida
IUP1006-14 BOLD:ACC4605 EUA Florida
IUP1007-14 BOLD:ACC4605 EUA Florida
TUP1008-14 BOLD:ACC4605 EUA Florida
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XNSLF032-19 BOLD:ADE6045 Meéxico Chiapas
Ae. podographicus 3 XNSLF034-19 BOLD:ADEG045 Meéxico Chiapas
XNSLF035-19 BOLD:ADEG6045 Meéxico Chiapas
Ae. aegyphi 2 FGMOS1063-16 BOLD:AAA4210 GuayanaFrancesa  Matoury
FGMOS186-16 BOLD:AAA4210 GuayanaFrancesa  Kourou
Hg. equinus* 1 MRRO048-16 BOLD:ACN9156 Meéxico Quintana Roo
MRROO017-16 BOLD:ACN3418 Meéxico Quintana Roo
Ps. albipes 3 MRROO018-16 BOLD:ACN3418 Meéxico Quintana Roo
MRRO019-16 BOLD:ACN3418 Meéxico Quintana Roo
Ps. cyanescens* 1 MRROO008-16 BOLD:AAG3851 Meéxico Quintana Roo
Ps. lutzit* 2 MRROO013-16 BOLD:ADEO0378 Meéxico Quintana Roo
MRRO014-16 BOLD:ADE0378 Meéxico Quintana Roo
MRRO059-16 BOLD:AAG3849 Meéxico Quintana Roo
MRRO060-16 BOLD:AAG3849 Meéxico Quintana Roo
Ps. ciliata 5 MRRO184-16 BOLD:AAG3849 Meéxico Quintana Roo
MRRO185-16 BOLD:AAG3849 Meéxico Quintana Roo
MRRO186-16 BOLD:AAG3849 Meéxico Quintana Roo
Cx. coronator* 1 MRRO096-16 BOLD:AAN3636 Meéxico Quintana Roo
MRRO044-16 BOLD:AAF1735 Meéxico Quintana Roo
MRRO045-16 BOLD:AAF1735 Meéxico Quintana Roo
Cx. nigripalpus* 6 MRRO047-16 BOLD:AAF1735 Meéxico Quintana Roo
MRRO099-16 BOLD:AAF1735 México Quintana Roo
MRRO101-16 BOLD:AAF1735 Meéxico Quintana Roo
MRRO102-16 BOLD:AAF1735 Meéxico Quintana Roo
Cx. 1 MRRO046-16 BOLD:AAA4751 Meéxico Quintana Roo
quinquefasciatus*
MRRO243-16 BOLD:AAG3848 Meéxico Quintana Roo
MRRO245-16 BOLD:AAG3848 Meéxico Quintana Roo
Cx. erraticus 5 MRRO300-17 BOLD:AAG3848 Meéxico Quintana Roo
MRRO301-17 BOLD:AAG3848 Meéxico Quintana Roo
MRRO302-17 BOLD:AAG3848 Meéxico Quintana Roo
Cx. theobaldi* 2 MRRO134-16 BOLD:AAG3848 Meéxico Quintana Roo
MRRO304-17 BOLD:AAG3848 Meéxico Quintana Roo
MRROO038-16 BOLD:AAU2690 Meéxico Quintana Roo
MRRO156-16 BOLD:AAU2690 Meéxico Quintana Roo
MRRO157-16 BOLD:AAU2690 Meéxico Quintana Roo
Li. durhamii 7 MRRO260-16 BOLD:AAU2690 México Quintana Roo
MQCHP094-16 BOLD:AAU2690 Meéxico Chiapas
XNSLF044-19 BOLD:AAU2690 México Chiapas
XNSLF085-19 BOLD:AAU2690 Meéxico Chiapas
MRRO155-16 BOLD:ACM 7671 Meéxico Quintana Roo
Wy. celaenocephala 4 MRRO255-16 BOLD:ACM 7671 Meéxico Quintana Roo
MRRO256-16 BOLD:ACM 7671 Meéxico Quintana Roo
MRRO259-16 BOLD:ACM 7671 Meéxico Quintana Roo
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Tabla S2. Lista de especies de mosquitos presentes en la ciudad de Chetumal. Los registros previos
estan abreviados con el acronimo del primer autor: VM, Vargas y Martinez-Palacios (1956); MA,
Mis Avila et al (2013); CCa, Chan-Chable et al. (2016); CCb, Chan-Chable et al. (2018); CCc,
Chan-Chable et al (2019); CCd, Chan-Chable et al. (2020). Registros reportados en este estudio

(*), nuevo registro estatal (**). La clasificacion se basa en el Systematic Catalog of Culicidae del
Walter Reed Biosystematics Unit (http7//www.wrbu.org).

Taxon Registros previos
Anopheles (Anopheles)
1. crucians (Wiedemann) VM
2. punctimacula (Dyar y Knab) VM

3. veruslanei Vargas *

4. vestitipennis (Dyar y Knab) *
Anopheles (Nyssorhynchus)

5. albimanus (Wiedemann) VM, CCb
Aedes (Howardina)

6. cozumelensis Diaz Najera *
Aedes (Ochlerotatus)

7. angustivittatus (Dyar y Knab) CCb, MA
8. euplocamus (Dyar y Knab) *

9. fulvus (Wiedemann) CCb
10. scapularis (Rondamni) MA
11. serratus (Theobald) CCb
12. sollicitans (Walker) MA
13. taeniorhynchus (Wiedemann) MA, CCb
14. trivittatus (Coquillett) MA

Aedes (Protomacleaya)
15. podographicus Dyar y Knab *

Aedes (Stegomyia)
16. aegypti (Linnaeus) MA
17. albopictus (Skuse) ccd

Haemagogus (Haemagogits)
18. equinus (Theobald) *
Psorophora (Janthinosoma)

19. albipes (Theobald) MA, CCa
20. cyanescens (Coquillett) MA
21. ferox (Humboldt) MA

Psorophora (Psorophora)
22. ciliata (Fabricuus) *

Culex (Culex)
23. coronator Group MA
24. interrogator (Dyar y Knab) MA
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25. nigripalpus (Theobald)

26. quinquefasciatus (Say)

27. salinarius (Coquillett)

28. thriambus (Dyar)
Culex (Melanoconion)

29. eastor Dyar * **

30. erraticus (Dyar y Knab) *

31. taeniopus (Dyar y Knab) *
Limatus

32. durhamii (Theobald) *
Trichoprosopon

33. digitatum (Rondani)
Wyeomyia (Wyeomyia)

34. celaenocephala (Dyar y Knab) *
Toxorhynchites (Lynchiella)

35. moctezuma (Dyar y Knab)

CCc
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CONCLUSIONES GENERALES

ESTUDIO 1

Nuestros resultados contribuyen al desarrollo de una biblioteca de CB-ADN de
referencia para mosquitos (Culicidae) mexicanos. Ademas, nuestro analisis
reporto la presencia de cierta diferenciacion taxondmica que debe ser investigada
dentro de An. apicimacula, An. crucians s.l., Ae. serratus, Hg. equinus, Ps. ferox,
Cx. erraticus y Cx. taeniopus. Para la nueva especie descubierta, es necesario
trabajar en su descripcion tomando en cuenta todos sus estadios de vida (larva,
pupa y adultos). La identificacion de las especies es un paso esencial para la
vigilancia y control de los vectores. Esta informacion es valiosa para la Secretaria
de Salud de México por la contribucién en la vigilancia entomoldgica y el disefio
de programas para el control de enfermedades transmitidas por vectores en la

region fronteriza con Belice.
ESTUDIO 2

Aedes albopictus es un importante vector de varios arbovirus que afectan la salud
humana en todo el mundo, por lo que el conocimiento de su distribucion es una
pieza clave para la implementacion de estrategias de control de las
enfermedades. En México, Ae. albopictus se ha registrado en 14 de los 32
estados. En 2012 se registrd por primera vez en una sola localidad de Quintana
Roo (Cancun), en este estudio aportamos nueva informacion sobre la distribucion
de Ae. albopictus en el centro y sur del Estado, y comentamos su importancia

médica.
ESTUDIO 3

Utilizando datos morfolégicos y moleculares, reportamos siete especies de
mosquitos (An. gabaldoni, An. darlingi, Ps. columbiae, Cx. inflictus, Cx. trifidus,
Cx. lactator y Wy. guatemala s.l.) como nuevos registros para el Estado de
Quintana Roo. La lista actualizada de especies de mosquitos para el Estado

asciende a un total de 86, con 15 géneros y 21 subgéneros, los géneros con
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mayor riqgueza de especies son Culex (24 especies), Aedes (18 especies),
Anopheles (15 especies) y Psorophora (10 especies). Actualmente, Quintana
Roo es el tercer Estado con mayor riqueza de especies de mosquitos, sélo

después de Tabasco con 105 especies y Veracruz con 140 especies.
ESTUDIO 4

Se reportan 12 nuevos registros de mosquitos para Chetumal, de las cuales Cx.
eastor es nuevo registro para el Estado de Quintana Roo. Ademas, se corrobora
gue es necesario investigar las diferencias taxonémicas dentro de An. albimanus
s.l.,, Ae. cozumelensis, Ae. serratus, Hg. equinus, Cx. erraticus y Li. durhamii,
incluyendo todas sus etapas de desarrollo (larva, pupa y adultos) para
documentar el vinculo entre la identificacion morfolégica y molecular. Nuestros
resultados contribuyen al conocimiento de la fauna de mosquitos culicidos en una
ciudad con alto movimiento de migrantes. Esta informacién sera util para la
Secretaria de Salud de Quintana Roo para establecer programas de vigilancia de

vectores y prevencion en la transmision de patéogenos en la ciudad capital.



