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Resumen 
La fiebre catarral ovina (FCO) es una enfermedad causada por el virus de la lengua azul 
(VLA). Culicoides insignis es vector comprobado de VLA en Florida, América Central y 
el Caribe, y posible vector en América del Sur. Entre los años 2011 y 2013, se capturó un 
total de 3310 especímenes del género Culicoides en siete localidades de cuatro provincias 
del Ecuador (Bolívar, Esmeraldas, Imbabura y Pichincha); de los cuales, 41 especímenes 
se identificaron como C. insignis. Se utilizó dos marcadores moleculares, uno mitocondrial 
para analizar la variabilidad intraespecífica de C. insignis y otro ribosomal para analizar la 
relación filogenética de C. insignis con otras especies del subgénero Hoffmania. Los resul-
tados de este estudio mostraron que no existe poblaciones definidas de C. insignis en el 
Ecuador, así como tampoco patrón geográfico. En el país no se ha reportado la enferme-
dad, aunque previos estudios confirmaron la presencia de anticuerpos de VLA en ganado 
ovino, bovino y caprino tanto en la Región Costa como Sierra. Finalmente, C. insignis y C. 
fernandoi son especies con patrones de alas casi idénticos, por lo que el uso de marcadores 
moleculares resultó de gran utilidad en la identificación de estas especies.  
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Abstract 
Ovine catarrhal fever (OCF) is a disease caused by bluetongue virus (BTV). Culicoides 
insignis is vector of BTV in Florida, Central America and the Caribbean, and possible vec-
tor in South America. Between 2011 and 2013, a total of 3310 specimens of the genus Cu-
licoides were collected in seven different locations of four provinces from Ecuador (Bolí-
var, Esmeraldas, Imbabura and Pichincha); among which 41 specimens were identified as 
C. insignis. Two molecular markers were used, a mitochondrial marker to analyze intra-
specific variability of C. insignis and a ribosomal marker to analyze the phylogenetic rela-
tionship between C. insignis and other species of the subgenus Hoffmania. The results of 
this study showed that there are no defined populations of C. insignis in Ecuador, neither a 
geographic pattern. In the country, the disease has not been reported, but previous studies 
confirmed the presence of BTV antibodies in sheep, cattle and goats in the coast and high-
land region. Finally, C. insignis and C. fernandoi are species with barely distinguishable 
wings patterns, so the use of molecular markers was very useful in the final identification 
of these species.  
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1. Introducción 

1.1. Características del género Culicoides 

Ceratopogonidae es una familia perteneciente al reino Animalia, filo Arthropoda, 

clase Insecta y orden Diptera (Borkent, 2012b). Esta familia está formada por más de 4000 

especies y 109 géneros, de los cuales, solo cuatro se alimentan de sangre, Austroconops, 

Forcipomyia subgénero Lasiohelea, Leptoconops, y Culicoides (Beckenbach & Borkent, 

2003; Goffredo & Meiswinkel, 2004). 

El género Culicoides fue descrito por Pierre André Latreille en 1809. Este género es 

el más grande de la familia Ceratopogonidae y está formado por un total de 1290 especies, 

de las cuales 1260 están vivas y 30 extintas (Gomulski, et al., 2006). Los culicoides, tam-

bién conocidos como jejenes, son dípteros de 1,5-3 mm de longitud en fase adulta con la 

probóscide más larga que la cabeza (McAlpine, et al., 1981; Florêncio, et al., 2010; Augot, 

et al., 2013). 

La distribución del género es mundial, desde el nivel del mar hasta los 4000 msnm, a 

excepción de Nueva Zelanda, Antártica y Antártida (Mellor, et al., 2000). La presencia de 

este género se ve determinada principalmente por factores climáticos como temperatura, 

humedad y precipitación, además del tipo hábitat y presencia de materia orgánica (Gonzá-

lez, et al., 2013). 

1.2. Morfología 

La morfología del cuerpo del género Culicoides es peculiar, pero similar a la de otros 

géneros de la familia Ceratopogonidae (Goffredo & Meiswinkel, 2004). El cuerpo de éstos 

se divide en tres segmentos principales, cabeza, tórax y abdomen (Figura 1) (McAlpine, et 

al., 1981). 

Cabeza: La cabeza es globular con la región anteroposterior aplanada (Delécolle, 

1985). Los ojos son grandes y reniformes, formados por omatidios, es decir, conjunto de 

elementos hexagonales (Forattini, 1957). El grado de separación o unión entre éstos es útil 

en la diferenciación de especies del género Culicoides (Wirth & Blanton, 1974; Swanson, 

2012). 

En la región anterosuperior se encuentran las antenas. En literatura antigua, éstas es-

taban constituidas por quince segmentos sin distinción, pero actualmente están constituidas 

por tres segmentos, base, pedicelo y flagelo. La base es un anillo que se une directamente a 

la cabeza; pedicelo es un glóbulo que se une al flagelo; y el flagelo son trece flagelómeros 

finales (Forattini, 1957; Swanson, 2012). 
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Las antenas son sexualmente dimórficas. En hembras, los flagelómeros del I al VIII 

son cortos y con verticilos largos, y los flagelómeros del IX al XIII son más largos y sin 

verticilos; mientras que en machos, los flagelómeros del I al X son cortos y con verticilos 

extremadamente largos que forman estructuras como plumas, y los flagelómeros del XI al 

XIII son más largos y sin verticilos (Wirth & Blanton, 1974). No obstante, en algunas es-

pecies como C. leechi y C. utahensisi, las antenas con estructura plumosa están ausentes, 

por lo que se asemejan a las de hembras (Swanson, 2012). 

La boca está constituida por cinco segmentos, labro, mandíbulas, maxilas, labio e hi-

pofaringe (Delécolle, 1985). En la región anterosuperior se encuentra el labio, mientras que 

en la región anteroposterior se encuentra el labro, mandíbulas, maxilas e hipofaringe (Fora-

ttini, 1957). A excepción de las maxilas, el labro, mandíbulas e hipofaringe poseen dientes 

distales esclerotizados como cuchillos (Wirth & Blanton, 1959). 

Tórax: El tórax es ancho y convexo hacia la región anteroinferior (Wirth & Blanton, 

1974). Este está constituido por tres segmentos, protórax, mesotórax y metatórax, que a su 

vez, cada uno está formado por otros tres segmentos, el protórax por pronoto, prosterno y 

propleuras; el mesotórax por mesonoto, mesoterno y mesopleuras; y el metatórax por me-

tanoto, metaterno y metapleuras (Forattini, 1957; Delécolle, 1985). 

En varias especies, el mesonoto posee un patrón distintivo que es más visible en es-

pecímenes frescos, pero también puede ser observado en especímenes montados (Wirth & 

Blanton, 1974). El patrón es un diseño simétrico con respecto a la línea media que puede 

ser claro u oscuro, de color café o negro, pero también puede ser café amarillento o naranja 

(Forattini, 1957). 

Las extremidades son cortas y delgadas, seis en total, dos delanteras, dos intermedias 

y dos traseras (Forattini, 1957). Cada extremidad está constituida por cinco segmentos, 

coxa, trocánter, fémur, tibia y tarsos, que a su vez, cada uno está formado por basitarso, 

tarsos y pretarso o par de garras (Swanson, 2012). Las garras son pequeñas e iguales, en 

hembras simples, pero en machos divididos en los vértices (Wirth & Blanton, 1974). 

Las alas también son sexualmente dimórficas. En hembras, estas son cortas y anchas, 

mientras que en machos son largas y estrechas (Wirth & Blanton, 1974). Generalmente, las 

alas poseen un patrón de pigmentación característico, es decir, una disposición de áreas 

claras y oscuras sobre un fondo claro u oscuro (Rawlings, 1996; Perruolo, 2009). Este es 

característico para cada especie, por lo que es útil en la identificación morfológica (Conne-
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lly, 2005; Veggiani, et al., 2011). Las alas están formadas por venas, celdas y elementos 

anexos (Figura 2). 

La vena radio-mediana (R-M) se bifurca en las venas R1, R2 y R3; las venas R4 y 

R5 se perdieron en el género Culicoides, pero pueden ser observadas en otros miembros de 

la familia Ceratopogonidae (Swanson, 2012). La vena mediana (M) se bifurca en las venas 

M1 y M2; la vena cubital (Cu) en Cu1 y Cu2; y la vena anal está poco desarrollada que no 

alcanza la costa (Perruolo, 2009).  

Las celdas se nombran de acuerdo a las venas que bordean, es decir, celda r1, r2, r5, 

m, m1, m2, cu y anal (Perruolo, 2009; Bellis, 2014). Además, poseen elementos anexos 

que son las microtriquias y macrotriquias. Las microtriquias son pelos independientes cor-

tos y las macrotriquias son pelos articulados largos que juntos proporcionan un patrón de 

alas característico (Wirth & Blanton, 1974). 

Abdomen: El abdomen es generalmente de color oscuro y está constituido por diez 

segmentos (Forattini, 1957). A su vez, cada segmento está formado por tergitos, esternitos 

y pleuritos. En hembras, el abdomen es relativamente fuerte debido a que debe expandirse 

durante la alimentación con sangre y oogénesis, en cambio en machos es delgado con los 

genitales prominentes (Wirth & Blanton, 1974; Swanson, 2012). 

En hembras, el órgano sexual primario es la espermateca. Esta es globular y esclero-

tizada, unida por conductos que convergen, por lo general para formar un anillo escleroti-

zado (Swanson, 2012). La espermateca puede ser una, dos o tres, pero la mayoría de espe-

cies poseen dos y una tercera rudimentaria o sin función (Forattini, 1957). Por otro lado, en 

machos, el órgano sexual secundario es el hipopigium. El número y forma de la espermate-

ca, además de la forma del hipopigium, son útiles en la diferenciación de especies del gé-

nero Culicoides (Wirth & Blanton, 1974). 

1.3. Clasificación 

La clasificación subgenérica del género Culicoides se basa en la fenética, es decir, en 

similitudes morfológicas u otras características observables, sin considerar la filogenética 

(Flores, 2007; Borkent, 2012a). En un inicio, esta clasificación se encontraba en un estado 

tan deplorable que simplemente se enlistaba las especies alfabéticamente. En la actualidad, 

el estado de la clasificación ha mejorado, pero aún es confusa. 

En 1937, Root y Hoffman clasificaron al género Culicoides en dos grupos, “A” y 

“B”, donde cada uno comprendía diversos subgrupos separados por la presencia o ausencia 

de un área oscura en la celda r2 y otra área oscura o mancha postestigmatizada en el ex-
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tremo de la costa o cerca de ésta en la celda r5. En 1954, Khalaf clasificó al género en 3 

subgéneros, Oecacta Poey, Selfia Khalaf y Monoculicoides Khalaf, pero su trabajo fue 

exclusivamente fenético basado en la morfología de los genitales. 

Actualmente, el patrón de alas es la característica más utilizada para clasificar al gé-

nero Culicoides en subgéneros, pero también se utiliza algunas medidas morfométricas 

como la longitud del ala, proporción costa, tercer segmento de los palpos maxilares, entre 

otros (Wirth & Arnaud, 1969; Swanson, 2012). Además, detalles de los patrones del meso-

noto; tamaño y forma de los segmentos de las antenas; distribución de pozos sensoriales en 

las antenas; posición relativa de los ojos; forma y número de espermateca en hembras y 

forma del hipopigium en machos, han sido necesarios para clasificar al género en subgéne-

ros (Rawlings, 1996; Augot & Depaquit, 2010). 

El número de subgéneros, grupos de especies y especies del género Culicoides de-

penderá del autor y región. En el Neotrópico, según Wirth, et al. (1988) existe 246 especies 

clasificadas en 13 subgéneros y 19 grupos de especies. En las Indias Occidentales, según 

Wirth & Blanton (1974) existe 24 especies clasificadas en 6 subgéneros. Finalmente, en el 

Neoártico, según Swanson (2012) existe 150 especies clasificadas en 13 subgéneros y 7 

grupos de especies. 

Como se puede observar, no existe un conceso en la clasificación subgenérica del 

género Culicoides lo que causa un caos taxonómico. Los principales problemas son que 

existe clasificaciones regionales y no mundiales, y trabajos antiguos que no incluyen nue-

vas especies (Garros, et al., 2009; Borkent, 2012b). Además, existe especies pobremente 

descritas e ilustradas (Huerta, 2007). 

En 2012 Borkent clasificó a 1322 especies del género Culicoides en 31 subgéneros y 

38 grupos de especies. Sin embargo, algunas especies todavía poseen una agrupación in-

cierta por lo que se las agrupo en “miscellaneous unplaced species”. Consecuentemente, es 

necesario un estudio mundial más específico de las relaciones filogenéticas de las especies 

del género Culicoides. 

1.4. Importancia como vectores 

La importancia del género Culicoides radica en la hematofagía del 96% de sus espe-

cies, es decir, el hábito de las hembras de alimentarse de sangre para madurar los huevos 

(Wirth & Blanton, 1974). Consecuentemente son reservorios y vectores de varios nemáto-

dos, protozoos y virus que afectan tanto al ser humano como a animales (Glick, 1990; Ay-

llón, et al., 2014). 
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Las especies del género Culicoides son vectores de arbovirus (Rawlings, 1996). Al-

rededor del mundo, más de 50 arbovirus han sido aislados de especies de este género, 20 

de la familia Bunyaviridae; 19 de la Reoviridae y 11 de la Rhabdoviridae (Lopes & De 

Sousa, 2010). No obstante, existen pocas enfermedades virales de importancia humana y 

veterinaria transmitidas por este género. 

La peste equina africana (PEA) y fiebre catarral ovina (FCO) son dos enfermedades 

de importancia veterinaria debido al impacto que causan en la economía y salud del animal 

(Ninio, 2011). Consecuentemente, están incluidas entre las 15 enfermedades de la “Lista 

A” de la Oficina Internacional de Epizootias, parte de la Organización Mundial de Sanidad 

Animal (OIE). 

1.5. Peste equina africana (PEA) 

La peste equina africana (PEA) es una enfermedad viral que afecta a équidos (Swan-

son, 2012). Esta se transmite entre sus hospedadores por la picadura de algunas especies 

del género Culicoides (Linton, et al., 2002). Sin embargo, C. imicola es el único vector 

comprobado, pero se sospecha que C. bolitinos también puede ser otro vector (Mellor, et 

al., 2000). 

Los signos clínicos de la enfermedad son disnea, fiebre, derrame seroso en el sistema 

circulatorio y respiratorio, y hemorragia en diversos órganos y tejidos (Mellor, et al., 

2000). Consecuentemente, esta enfermedad causa una mortalidad mayor al 90%, lo que la 

convierte en una de las enfermedades más letales en équidos (Linton, et al., 2002; Ninio, 

2011). 

El virus de la PEA es un virus de ARN de doble cadena sin envoltura, de un diámetro 

aproximado de 60-80 nm, perteneciente a la familia Reoviridae, género Orbivirus (Pagès & 

Sarto i Monteys, 2005). Actualmente existen 9 serotipos, pero limitados a África Subsaha-

riana (Connelly, 2005; Nolan, et al., 2007). 

1.6. Fiebre catarral ovina (FCO) 

La fiebre catarral ovina (FCO), también conocida como lengua azul, es una enferme-

dad viral que afecta a bovinos, caprinos, ovinos, y rumiantes salvajes (MacLachlan, 1994; 

Lehmann, et al., 2012). Esta se transmite entre sus hospedadores por la picadura de algunas 

especies del género Culicoides (Mellor, et al., 2000; Augot, et al., 2010). La mayoría de 

especies vectoras han sido comprobadas. 

Los signos clínicos de la enfermedad son disnea, fiebre, congestión, inflamación y 

ulceración de las mucosas bucales y nasales, debilidad muscular, neumonía secundaria y 
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finalmente muerte (Tanya, et al., 1992; Tabachnick, 1996). Además, existe la formación de 

un edema facial, especialmente en los labios, lengua, boca y en el espacio submandibular 

(Lager, 2004). 

En bovinos y rumiantes salvajes, los signos clínicos rara vez se manifiestan, pero és-

tos sirven como reservorios del virus (Tabachnick, 1996; Darpel, et al., 2011). En ovinos, 

los signos clínicos son más graves y causan una mortalidad mayor al 75%, mientras que en 

bovinos y caprinos causan morbilidad que afecta principalmente a la reproducción (Linton, 

et al., 2002; Borkent & Spinelli, 2007). En hembras gestantes, la FCO produce placentitis, 

abortos y malformaciones congénitas, mientras que en machos produce infertilidad tempo-

ral (Escandon, 2011). 

El virus de la lengua azul, de ahora en adelante simplemente como VLA, es un virus 

de ARN de doble cadena sin envoltura, de un diámetro aproximado de 69 nm, pertenecien-

te a la familia Reoviridae, género Orbivirus (Mellor, et al., 2000; Perrin, et al., 2006). Ac-

tualmente, existen 24 serotipos distribuidos mundialmente (Gorman, 1989; Muñoz, et al., 

2011). 

Las pérdidas económicas causadas por la FCO, son directas e indirectas. Las directas 

son descensos en la producción y en menor medida, salud y mortalidad del animal, pero 

son insignificantes en comparación con las pérdidas indirectas. Estas son restricciones co-

merciales impuestas entre zonas endémicas y zonas libres de VLA, y medidas de control 

como vacunación y diagnóstico. Por lo tanto, la FCO es una de las enfermedades económi-

camente más importantes transmitidas por el género Culicoides (Pagès, et al., 2009; Ninio, 

2011). 

1.7. Culicoides como vectores de VLA 

Actualmente, VLA es transmitido por alrededor de 30 especies, es decir por menos 

del 1% de especies del género Culicoides (Goffredo & Meiswinkel, 2004; Borkent & Spi-

nelli, 2007). El éxito de este género como vectores se debe principalmente al gran tamaño 

que las poblaciones pueden alcanzar con los factores climáticos y medios de dispersión 

adecuados (Mellor, et al., 2000). 

La distribución de VLA es prácticamente mundial, aproximadamente entre latitudes 

de 40°N y 35°S (Figura 3) (Tabachnick, 1996; MacLachlan, et al., 2009). No obstante, la 

distribución dependerá principalmente de la presencia y abundancia del vector (Cêtre-

Sossah, et al., 2004; Pagès & Sarto i Monteys, 2005). Por lo tanto, el vector de VLA será 

diferente en cada sitio. 
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En África, el principal vector de VLA es C. imicola, cuya distribución comprende 

casi toda África, y regiones adyacentes como España, Portugal, Grecia, Chipre, Israel, 

Turquía, Yemen y Omán. No obstante, en áreas frías o áridas de África, el principal vector 

de VLA es C. bolitinos (Mellor, et al., 2000; Cêtre-Sossah, et al., 2004; Ayllón, et al., 

2014). 

Por un lado, en la Cuenca Mediterránea, al igual que en España, los principales vec-

tores de VLA son nuevamente C. imicola y C. obsoletus, pero el primero causa al menos el 

90% de la transmisión de la enfermedad en esta área (Calvo, et al., 2009; Alarcón & Lu-

cientes, 2012). En Europa del Norte, C. imicola está ausente o es muy rara, por lo que los 

principales vectores son C. obsoletus y C. pulicaris (Meiswinkel, et al., 2007; Nolan, et al., 

2007). 

Los principales vectores de VLA en Australia son C. actoni, C. brevitarsis, C. fulvus 

y C. wadai (Mellor, et al., 2000). En Asia, se aisló VLA sin identificar la especie vectora, 

pero debido a la presencia de importantes vectores en el continente, se considera a C. imi-

cola, además de C. actoni, C. brevitarsis, C. fulvus y C. wadi como posibles vectores (Ni-

nio, 2011). 

C. imicola es un importante vector de VLA a nivel mundial, pero está ausente en el 

Nuevo Mundo (Mellor, et al., 2000). En América del Norte, con excepción de Florida, los 

principales vectores de VLA son C. sonorensis y C. variipennis (Kramer, et al., 1985; Hol-

brook, et al., 1996). En el resto de América, estas especies están ausentes, pero también 

ocurre la FCO, por lo que en Florida, América Central y el Caribe, los principales vectores 

son C. insignis y C. pusillus (Kramer, et al., 1985; Tanya, et al., 1992). En América del Sur 

existe poca información disponible, por lo que se desconoce el principal vector de VLA, 

pero debido a la presencia de importantes vectores en el continente, se considera a C. in-

signis, además de C. filarifer y C. pusillus como posibles vectores (Lager, 2004; Borkent & 

Spinelli, 2007). 

VLA ha sido aislado con más frecuencia de otros grupos de artrópodos, por lo que la 

asociación con los culicoides es probablemente incidental (Mellor, et al., 2000). Estos se 

infectan con arbovirus sólo al alimentarse de sangre de animales infectados, por lo que 

nunca nacen infectados (Tanya, et al., 1992). Una vez infectado, este permanece infectado 

toda su vida, es decir, hasta 70 días (Escandon, 2011; Mayo, et al., 2014). 

VLA se adhiere a la superficie luminal de las células intestinales, probablemente por 

penetración directa de la membrana o endocitosis mediada por receptor, donde posterior-
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mente se replica (Tabachnick, 1996). Las partículas virales escapan a través de la membra-

na basolateral de las células intestinales hacia el hemocele donde infectan una amplia gama 

de órganos secundarios, incluyendo las glándulas salivales, donde están disponibles para la 

transmisión (Mellor, et al., 2000; Mullens, et al., 2004). 

1.8. Culicoides insignis como parte del subgénero Hoffmania 

El subgénero Hoffmania fue descrito por Irving Fox en 1948. En un inicio, este sub-

género fue erigido para 12 especies de América Central que diferían del resto de subgéne-

ros, pero con el tiempo, se añadieron especies de África y Asia. Actualmente, según Bor-

kent (2012a), el subgénero Hoffmania está compuesto por 80 especies, de las cuales, 32 se 

encuentran en América. 

Culicoides insignis fue descrita por Adolfo Lutz en 1913. Esta es una especie neotro-

pical perteneciente al subgénero Hoffmania de 1,5 mm de longitud y 0,6 mm de ancho en 

fase adulta (Fox, 1948; Forattini, 1957). La distribución geográfica de esta especie es re-

gional, restringida a zonas cálidas, desde Florida hasta Argentina (Figura 4) (Wirth & 

Blanton, 1974; Felippe-Bauer, et al., 2008). 

La principal característica de C. insignis es un patrón de alas donde la vena R-M está 

fuertemente pigmentada de modo continúo hasta el área clara en la celda r2 y un área oscu-

ra fuertemente pigmentada en la celda r1 (Fox, 1948; Perruolo, 2009). Además, posee un 

área clara en la celda m1 que no alcanza la costa, pero que es atravesada por la vena M2 

(Wirth & Blanton, 1956b; Forattini, 1957). Cerca del borde de las celdas m1, m2 y cu, 

existe pequeñas áreas claras definidas, mientras que en la celda m y anal, existe áreas cla-

ras indefinidas. 

El tamaño de las alas de C. insignis varía según el sexo. En hembras, este es 1,16 ± 

0,054 mm y en machos 1,08 ± 0,048 mm (Kramer, et al., 1985). No obstante, algunos auto-

res no diferencian por sexo, y el tamaño es 1,11 mm ± 0,050 mm (Wirth & Blanton, 

1956b; Brickle & Hagan, 1999). 

1.9. Análisis molecular y alométrico 

Actualmente, el ADN mitocondrial (ADNmt) y ADN ribosomal (ADNr) son marca-

dores moleculares ampliamente utilizados en el estudio de la evolución de dípteros hema-

tófagos como los del género Culicoides (Hoy, 2013; Slama, et al., 2014). 

El ADNmt es un marcador molecular útil en la filogenética, filogeografía y genética 

de poblaciones (Augot & Depaquit, 2010; Slama, et al., 2014). Se lo utiliza principalmente 

porque se conoce ampliamente sus propiedades estructurales y evolucionarias, además que 
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funciona bien y universalmente en la clase Insecta, desde insectos primitivos sin alas hasta 

insectos con alas (Zhang & Hewitt, 1997; Linton, et al., 2002). 

El gen mitocondrial citocromo oxidasa I (COI) es un marcador genético útil para di-

ferenciar inequívocamente especies del género Culicoides, especialmente especies herma-

nas o crípticas que son morfológicamente idénticas o casi idénticas (Martínez de la Puente, 

et al., 2012; Ander, et al., 2013). Además es útil para identificar la variación intraespecífi-

ca. 

Las ventajas de COI son fácil aislamiento, herencia materna, alto número de copias, 

ausencia de recombinación y mayor tasa de mutación que el ADNn (Lunt, et al., 1996; 

Ander, et al., 2013; Kato, et al., 2014). Actualmente, existen más de 30 combinaciones de 

primers que dan como resultado fragmentos de distintos tamaños, desde 20 hasta 1630 pb 

(Zhang & Hewitt, 1997). 

El ADNr es un marcador molecular útil en la filogenética (Friedrich & Tautz, 1997). 

Este está compuesto por dominios divergentes de rápida evolución (D) intercalados entre 

dominios conservados (C), en cientos de unidades repetidas en tándem, cada uno de los 

cuales contiene las subunidades 18S, 5.8S y 28S (Cêtre-Sossah, et al., 2004; Matsumoto, et 

al., 2009; Slama, et al., 2014). 

El dominio D1-D2 del gen ribosomal 28S es un marcador genético útil para diferen-

ciar inequívocamente especies y subgéneros del género Culicoides (Friedrich & Tautz, 

1997). Además es útil para identificar el tiempo de surgimiento de los taxones debido a que 

posee distintas tasas de acumulación de mutaciones por lo que ha retenido información 

filogenética (Slama, et al., 2014). 

Por otro lado, sólo taxonomistas especializados puede identificar especies del género 

Culicoides morfológicamente idénticas o casi idénticas (Wirth, et al., 1988; Rawlings, 

1996; Ander, et al., 2013). La morfometría es una potente y barata herramienta basada en 

análisis estadísticos multivariados útiles para cuantificar la variación fenotípica e identifi-

car un organismo (Dujardin & Slice, 2007; Muñoz, et al., 2011). 

La alometría es una técnica morfométrica que mide el tamaño de un organismo (Du-

jardin, et al., 2010). Los landmarks (LM) son puntos anatómicos relativos en coordenadas 

que proporcionan las medidas del tamaño de un organismo (Dujardin, et al., 2010). Ac-

tualmente, no existe una traducción exacta de esta palabra, por lo que se utilizará igual-

mente el término “landmark”. 
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Finalmente, según la OIE (2014), no se ha reportado ningún caso de FCO en el 

Ecuador (Figura 5 y Tabla 1). Sin embargo, López, et al. (1985), Mantilla (1998) y Merino 

(2011), reportaron la presencia de anticuerpos para VLA en ganado ovino, bovino y ca-

prino tanto en la Región Costa como Sierra (Figura 6). Por lo tanto, la enfermedad podría 

estar circulando por el país, pero se desconoce la especie vectora que la transmite. Este 

estudio pretende estudiar mediante marcadores moleculares y alometría la variación intra-

específica de especímenes de C. insignis procedentes de Bolívar, Esmeraldas, Imbabura y 

Pichincha con el fin de identificar la posibilidad de esta especie de transmitir VLA en el 

país. 

2. Justificación 

Gualapuro (2013) reportó por primera vez a C. insignis en el Ecuador. La distribu-

ción geográfica de esta especie es regional, restringida a zonas cálidas, desde Florida hasta 

Argentina (Wirth & Blanton, 1974; Felippe-Bauer, et al., 2008). La importancia de C. in-

signis radica en que permite la replicación y transmisión de VLA serotipos 2 y 11 a ru-

miantes domésticos, por lo que es considerado el principal vector de VLA en Florida, 

América Central y el Caribe (Tanya, et al., 1992). 

En el Ecuador se desconoce el rol del género Culicoides como vectores de enferme-

dades de importancia veterinaria como la FCO. Según la OIE (2014), en el país no se ha 

reportado ningún caso de esta enfermedad, pero varios estudios han reportado la presencia 

de anticuerpos para VLA en ganado ovino, bovino y caprino tanto en la Región Costa co-

mo Sierra (López, et al., 1985; Mantilla, 1998; Merino, 2011). 

La FCO podría estar circulando por el país, pero se desconoce la especie vectora que 

la transmite. En América del Sur existe poca información disponible, pero debido a la pre-

sencia de un importante vector en el continente, se sospecha que C. insignis es posible vec-

tor de VLA (Lager, 2004). Por lo tanto, un estudio molecular y alométrico de C. insignis 

permitirá conocer la variación intraespecífica, además de la posibilidad de esta especie de 

transmitir VLA en el país. 

La identificación de especies del género Culicoides basada en la fenética es difícil 

incluso para taxonomistas especializados (Pagès, et al., 2009). Esto se debe a que se re-

quiere sólidos conocimientos de la morfología de estos dípteros, especialmente del patrón 

de alas (Nolan, et al., 2007; Lehmann, et al., 2012). Incluso cuando se cumple con estos 

conocimientos, especies hermanas o crípticas pueden ser indistinguibles. 
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La variación morfológica de C. insignis permite intuir que es un grupo de especies 

(Wirth, et al., 1988). En el género Culicoides, varias especies involucradas en la transmi-

sión de VLA ocurren dentro de grupo de especies (Pagès, et al., 2009). Por lo tanto, un 

estudio molecular también permitirá conocer si C. insignis es un grupo de especies y la 

relación filogenética de esta especie con otras especies del subgénero Hoffmania, al cual 

actualmente pertenece.  

Los resultados de este estudio contribuirán al conocimiento morfológico y molecular 

de C. insignis del Ecuador. Además, este estudio constituye el primer paso para la identifi-

cación de posibles vectores de VLA en el país, el cual debe ser complementado posterior-

mente con la detección del virus en la especie vectora y en animales con sintomatología 

sugestiva. 

3. Área de estudio 

Los especímenes analizados en este estudio provienen de diferentes colecciones en-

tomológicas realizadas en siete localidades de cuatro provincias del Ecuador (Figura 7 y 

Tabla 2). Entre marzo y abril de 2011, se capturó especímenes en Pichincha (Pacto y Puer-

to Quito) e Imbabura (Cachaco). Entre febrero y marzo de 2013, se capturó en Bolívar (Ca-

luma y Echeandía), Pichincha (Paraíso Escondido) y Esmeraldas (Sto. Domingo de Onzo-

le). Cabe mencionar que estas localidades pertenecen a la Región Costa y parte baja de la 

Región Sierra con ecosistema de bosque secundario y altitud que varía entre 200 y 1500 

msnm. 

4. Objetivos 

4.1. Objetivo general 

 Determinar la diversidad genética de especímenes de C. insignis procedentes de cuatro 

provincias del Ecuador mediante el análisis del gen mitocondrial citocromo oxidasa I 

(COI). 

4.2. Objetivos específicos 

 Identificar morfológicamente especímenes de C. insignis procedentes de siete locali-

dades del Ecuador mediante el uso de claves taxonómicas. 

 Analizar las secuencias de COI y D1-D2 de especímenes de C. insignis del Ecuador.  

 Analizar la alometría del patrón de alas de especímenes de C. insignis del Ecuador. 

 Analizar las secuencias de D1-D2 de especies del subgénero Hoffmania al cual ac-

tualmente pertenece C. insignis.  
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5. Materiales 

5.1. Identificación morfológica de especímenes 

 Alcohol al 70%. 

 Pinza entomológica. 

 Pipeta desechable. 

 Tubos para almacenamiento de muestras de 5 ml. 

 Estereomicroscopio Leica EZ4. 

5.2. Montaje de especímenes 

 Alcohol al 70%. 

 Goma cloral (hidrato de cloral al 30%, goma arábiga al 20% y glicerina al 13%). 

 Solución Marc André (hidrato de cloral al 40% y ácido acético al 30%). 

 Agujas hipodérmicas desechables. 

 Pinza entomológica. 

 Pipeta desechable. 

 Portaobjetos y cubreobjetos. 

 Tubos Axygen MCT-175-C de 1,7 ml. 

 Estereomicroscopio Leica EZ4. 

5.3. Extracción de ADN 

 Kit Qiagen “AllPrep DNA/RNA”. 

 Buffer TE (10mM Tris-HCl y 0,1mM EDTA). 

 CTAB (CTAB 2% p/v, NaCl 1,4M, 100mM HCl y 20mM EDTA). 

 Cloroformo: Alcohol Isoamílico (24:1). 

 Etanol al 100%. 

 Etanol al 70%. 

 Proteinasa K. 

 Pistilos. 

 Tubos Axygen MCT-175-C de 1,7 ml. 

 Baño de arena Thermolyne. 

 Centrifuga Eppendorf 5415 D. 

 Vortex Mixer Labnet. 

5.4. Amplificación de ADN 

 H2O de PCR. 
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 Buffer [5X] Promega. 

 MgCl2 [25mM]. 

 dNTPs [2mM]. 

 Primer Lep F [50µM]: 5’-ATTCAACCAATCATAAAGATATTGG-3’ (Slama, et al., 

2014). 

 Primer Lep R [50µM]: 5’-TAAACTTCTGGATGTCCAAAAAATCA-3’ (Slama, et 

al., 2014). 

 Primer D1 [50µM]: 5’-ACCCGCTGAATTTAAGCAT-3’ (Hadj Henni, et al., 2014). 

 Primer D2 [50µM]: 5’-TCCGTGTTTCAAGACGGG-3’ (Hadj Henni, et al., 2014). 

 Taq polimerasa.  

 Tubos PCR-02-C de 0,2 ml. 

 Tubos PCR-05-C de 0,5 ml. 

 Microcentrífuga Labnet PCR. 

 Termociclador Bio-Rad T100™ Thermal Cycler. 

 Vortex Mixer Labnet. 

5.5. Electroforesis 

 Agarosa. 

 Bromuro de etidio. 

 TBE [10X]. 

 Cámara de electroforesis C.B.C. Scientific Co. Model: MGO-502T. 

 Microondas Whirlpool. 

5.6. Secuenciamiento 

 20 μl de productos de PCR de Lep F y Lep R. 

 20 μl de productos de PCR de D1 y D2. 

5.7. Análisis molecular 

 Programa PreGap 1.6 y Gap 4.11.2. 

 Programa Bioedit Sequence Aligment Editor. 

 Programa Mega 5.05. 

5.8. Análisis alométrico 

 Programa Clic 64. 

 Cámara Leica. 

 Microscopio Leica DME.  
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6. Métodos 

6.1. Colección de especímenes 

Se analizó un total de 3310 especímenes del género Culicoides capturados en cuatro 

provincias del Ecuador entre los años 2011 y 2013. Estos se encontraban conservados en el 

Laboratorio de Entomología Médica y Medicina Tropical de la Universidad San Francisco 

de Quito a 4°C en tubos de almacenamiento de muestras de 2 ml con alcohol al 70% debi-

damente etiquetados y tapados con algodón. 

6.2. Identificación morfológica de especímenes 

La identificación morfológica de especímenes de C. insignis se llevó a cabo con la 

ayuda del estereomicroscopio a baja magnificación (16-20x). Se colocó especímenes del 

género Culicoides previamente separados en un plato Petri con alcohol al 70% y se separó 

según el patrón de alas de C. insignis (Wirth, et al., 1988). Además se identificó morfoló-

gicamente hembras y machos según los genitales y antenas (Forattini, 1957). Los especí-

menes de C. insignis se almacenaron a -20°C en tubos de almacenamiento de muestras de 2 

ml con alcohol al 70% debidamente etiquetados y tapados con algodón hasta su posterior 

uso. 

6.3. Montaje de especímenes 

El montaje de especímenes identificados morfológicamente como C. insignis se llevó 

a cabo con la ayuda del estereoscopio a alta magnificación. Se colocó el espécimen en un 

extremo del portaobjetos con una gota de alcohol al 70% y con la ayuda de dos agujas esté-

riles desechables se procedió a separar la cabeza, alas y tres últimos segmentos del abdo-

men. La parte restante del abdomen, tórax y extremidades se depositó en un tubo de 1,7 ml 

estéril y se almacenó a -20°C hasta su posterior uso. En otro portaobjetos, se puso una gota 

de la solución Marc André, se colocó la cabeza y tres últimos segmentos del abdomen y se 

calentó por 5 segundos. Se puso una gota de goma cloral en el portaobjetos inicial y se 

colocó en la posición correcta la cabeza, alas y tres últimos segmentos del abdomen y se 

cubrió con un cubreobjetos. Finalmente, se dejó secar a temperatura ambiente por alrede-

dor de dos semanas. 

6.4. Extracción de ADN 

En el género Culicoides, solo las hembras son reservorios y vectores de nemátodos, 

protozoos y virus (Glick, 1990; Muñoz, et al., 2011; Ayllón, et al., 2014). Consecuente-

mente, según el sexo, se utilizó dos métodos de extracción de ADN. 
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La extracción de ADN de hembras se llevó a cabo con el kit “AllPrep DNA/RNA” 

de Qiagen siguiendo el protocolo del fabricante. Éste kit permite la purificación simultánea 

de ADN genómico y ARN total de una misma muestra biológica. El ADN se purificó con 

la ayuda de la columna “AllPrep DNA mini spin” de color transparente, mientras que el 

ARN con la columna “RNeasy mini spin” de color rosado. 

Se añadió 30 μl de buffer RLT Plus al tubo de 1,7 ml que contenía el abdomen del 

espécimen de C. insignis y se lo trituró con la ayuda de un pistilo. Se lavó el pistilo con 

320 μl de buffer RLT Plus y se centrifugó durante 3 minutos a 16300 xg. Se transfirió di-

rectamente la muestra a una columna “AllPrep DNA mini spin” con un tubo de recogida de 

2 ml y se centrifugó durante 30 segundos a 8944 xg. Se colocó la columna en un nuevo 

tubo de recogida de 2 ml y se almacenó a temperatura ambiente (15-25ºC). 

Se añadió 500 μl de buffer AW1 directamente a la columna “AllPrep DNA mini 

spin”, se centrifugó durante 15 segundos a 8944 xg y se descartó el filtrado. Se añadió 500 

μl de buffer AW2, se centrifugó durante 2 minutos a 16300 xg y se descartó el filtrado con 

el tubo de recogida de 2 ml. Se colocó la columna en un nuevo tubo de recogida de 1,5 ml, 

se añadió 30 μl de buffer EB, se almacenó a temperatura ambiente (15-25ºC) y se centrifu-

gó durante 1 minuto a 8944 xg. Finalmente, se añadió 20 μl de buffer EB y nuevamente se 

centrifugó durante 1 minuto a 8944 xg. Se obtuvo un volumen final de 50μl y se lo alma-

cenó a -20°C. 

La extracción de ADN de machos se llevó a cabo con el protocolo de extracción de 

ADN genómico CTAB (Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide). Ésta se dividió en dos 

etapas, día uno y dos. 

En el día uno, se añadió 20 μl de CTAB al tubo de 1,7 ml que contenía el abdomen 

del espécimen de C. insignis y se lo trituró con la ayuda de un pistilo. Se lavó el pistilo con 

680 μl de CTAB. Se añadió 20 μl de proteinasa K y se incubó en baño de arena a 65°C por 

2 horas, agitando la muestra cada 15 minutos. Una vez transcurrido este tiempo, se dejó 

enfriar a temperatura ambiente (15-25ºC). Se añadió 700 μl de cloroformo: alcohol isoamí-

lico (24:1), se mezcló vigorosamente por inversión hasta formar una emulsión y se centri-

fugó durante 10 minutos a 12879 xg. Se transfirió 500 μl de la fase superior a un nuevo 

tubo de 1,7 ml, sin tocar la interfase para evitar contaminación. Se añadió 1 ml de etanol al 

100% a -20°C, se mezcló por inversión y se conservó a -20°C toda la noche. 

En el día dos, se centrifugó durante 10 minutos a 17530 xg y se descartó el sobrena-

dante. Se añadió 1 ml de etanol al 70% y se mezcló por inversión. Se centrifugó durante 10 
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minutos a 16300 xg y se descartó el sobrenadante. Se dejó el tubo boca abajo sobre papel 

absorbente durante 15-20 minutos. Finalmente, se agregó 50 μl de buffer TE. Se obtuvo un 

volumen final de 50 μl y se lo almacenó -20°C. 

6.5. Amplificación de ADN 

Se realizó la amplificación del gen mitocondrial citocromo oxidasa I (COI) y domi-

nio D1-D2 del gen ribosomal 28S (D1-D2). 

En la amplificación de COI, se utilizó los primers Lep F y Lep R (Anexo 1). Se am-

plificó COI de 41 especímenes de C. insignis y uno de C. fernandoi (Figura 8). Para una 

reacción de 50 µl, se utilizó 1X de buffer; 0,20mM de dNTPs; 1,80mM de MgCl2; 1µM de 

Lep F; 1µM de Lep R; y 0,15U/µl de Go Taq promega (Anexo 2). Las condiciones de am-

plificación fueron un ciclo de desnaturalización inicial a 94°C por 3 minutos; 4 ciclos de 

desnaturalización a 94°C por 30 segundos, anidamiento a 45°C por 1 minuto, extensión a 

72°C por 1 minuto; 34 ciclos de desnaturalización a 94°C por 30 segundos, anidamiento a 

51°C por 30 segundos, extensión a 72°C por 1 minuto; y un ciclo de extensión final a 72°C 

por 10 minutos (Anexo 3). 

En la amplificación de D1-D2, se utilizó los primers D1 y D2 (Anexo 1). Se amplifi-

có D1-D2 de 19 especímenes de C. insignis, de los cuales, 5 fueron de Bolívar (2 localida-

des); 3 de Esmeraldas (1 localidad); 4 de Imbabura (1 localidad); y 6 de Pichincha (3 loca-

lidades, y de 7 especies del subgénero Hoffmania (C. batesi, C. diabolicus, C. fernandoi, 

C. filarifer, C. foxi, C. guttatus, C. ocumarensis) y uno del subgénero Avaritia (C. pusillus) 

(Figura 9). Para una reacción de 50 µl, se utilizó 1X de buffer; 0,2mM de dNTPs; 2mM de 

MgCl2; 1µM de D1; 1µM de D2; y 0,09U/µl de Go Taq promega (Anexo 4). Las condicio-

nes de amplificación fueron un ciclo de desnaturalización inicial a 94°C por 3 minutos; 39 

ciclos de desnaturalización a 94°C por 30 segundos, anidamiento a 58°C por 1:30 minutos, 

extensión a 68°C por 1 minuto; y un ciclo de extensión final a 72°C por 10 minutos 

(Anexo 5). 

6.6. Electroforesis 

Se preparó un gel de agarosa al 1,5% y bromuro de etidio al 0,15%. Se armó correc-

tamente la cámara de electroforesis, se depositó la mezcla y de acuerdo al número de 

muestras, se colocó los pozuelos. Finalmente se cargó 4 μl de productos de PCR y se corrió 

por 45 minutos. Una vez transcurrido este tiempo, se visualizó los productos de PCR bajo 

luz UV.  
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6.7. Secuenciamiento 

Se secuenció en ambas direcciones 26 μl de productos de PCR de COI, y 26 μl de 

productos de PCR de D1-D2, en Beckman Coulter Genomics Inc., Inglaterra. 

6.8. Análisis molecular 

Se corrigió las secuencias obtenidas de COI y D1-D2 con los programas Pregap 1.6. 

y Gap 4.11.2. contenidos en el paquete Staden. Posteriormente, se las alineó con 14 se-

cuencias de COI y 14 de D1-D2 de la Isla de Guadalupe (Antillas Menores) proporciona-

das por Denis Augot, con el programa Bioedit Sequence Aligment Editor. Finalmente, se 

generó un árbol filogenético por el método de Maximum-Likelihood (ML) con el programa 

Mega 5.05. 

6.9. Análisis alométrico 

Se tomó las fotografías en una sola dimensión (3x) de las dos alas de 32 hembras de 

C. insignis y de una sola ala de 4 hembras. Se excluyó a los machos de este estudio debido 

al dimorfismo sexual. Se recolectó 10 landmarks de cada ala por triplicado con el progra-

ma Clic 64 (Figura 10). Se calculó el promedio de las repeticiones y de cada individuo. 

Finalmente, se generó un análisis discriminativo (DA). 

7. Resultados 

7.1. Colecciones de especímenes analizadas 

Se analizó un total de 3310 especímenes del género Culicoides capturados en cuatro 

provincias del Ecuador entre los años 2011 y 2013. En Bolívar se capturó 1117 especíme-

nes; en Esmeraldas 883; en Imbabura 122; y en Pichincha 1188. Además, se analizó un 

total de 3085 especímenes capturados en Orellana, pero no se encontró ningún ejemplar de 

C. insignis. 

7.2. Identificación morfológica de especímenes 

Mediante el uso de claves morfológicas, se identificó a 41 especímenes de C. insig-

nis, de los cuales, 36 fueron hembras (88%) y 5 machos (12%) (Tabla 3). En Bolívar se 

capturó 6 especímenes (15%); en Esmeraldas 14 (34%); en Imbabura 12 (29%); y en Pi-

chincha 9 (23%) (Figura 11). Además, se identificó a un espécimen de C. fernandoi en 

Imbabura. 

7.3. Amplificación de ADN 

Se amplificó COI de 41 especímenes identificados morfológicamente como C. insig-

nis, además de un espécimen identificado como C. fernandoi. Se obtuvo la amplificación 
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exitosa de todos los especímenes con bandas de un tamaño aproximado de 633 pb (Figura 

12). 

Adicionalmente, se amplificó D1-D2 de 19 especímenes identificados morfológica-

mente como C. insignis, y de 7 especies del subgénero Hoffmania (C. batesi, C. diabolicus, 

C. fernandoi, C. filarifer, C. foxi, C. guttatus, C. ocumarensis) y uno del subgénero Avari-

tia (C. pusillus). Se obtuvo la amplificación exitosa de todos los especímenes con bandas 

de un tamaño aproximado de 686 pb (Figura 13). 

7.4. Análisis molecular del gen mitocondrial citocromo oxidasa I (COI) 

El promedio de los porcentajes de la composición nucleotídica fue de 38,0% de T; 

28,7% de A; 18,6% de C y 14,7% de G. Todos los amplicones presentaron 64 sitios varia-

bles (14,8%) y 20 sitios informativos (4,6%) (Tabla 4). Las sustituciones encontradas en 

estos últimos sitios fueron sinónimas y presentaron un mayor porcentaje de transversión 

(cambios de C a T o viceversa) (52,9%) que transición (cambios de A a G o viceversa) 

(47,1%). 

Cabe mencionar que se incluyó 14 secuencias de COI de C. insignis procedentes de 

la Isla de Guadalupe (Antillas Menores) proporcionadas por Denis Augot. El árbol filoge-

nético ML obtenido muestra que todos los especímenes de C. insignis procedentes de 

Ecuador se agrupan en un solo clado y se separan de sus semejantes de la Isla de Guadalu-

pe, los cuales se agrupan en otro clado (Figura 14). Además muestra que los especímenes 

de C. insignis del Ecuador procedentes de las provincias de Bolívar, Esmeraldas, Imbabu-

ra, y Pichincha, se agrupan a su vez en tres clados. Finalmente, se encontró 7 haplotipos 

para COI de especímenes de C. insignis del Ecuador (Tabla 4). 

7.5. Análisis molecular del dominio D1-D2 del gen ribosomal 28S 

El promedio de los porcentajes de la composición nucleotídica fue de 29,7% de T; 

29,6% de A; 16,1% de C y 24,6% de G. Todos los amplicones presentaron 55 sitios varia-

bles (8,0%) y 17 sitios informativos (2,5%) (Tabla 5). Las sustituciones encontradas en 

estos últimos sitios fueron sinónimas y presentaron porcentajes idénticos de transversión 

(cambios de C a T o viceversa) (50,0%) y transición (cambios de A a G o viceversa) 

(50,0%). Además, se observó dos deleciones en C. guttatus en los sitios 480 y 481, y nin-

guna deleción ni inserción en el resto de especies del subgénero Hoffmania. 

Cabe mencionar que se incluyó 14 secuencias de D1-D2 de C. insignis procedentes 

de la Isla de Guadalupe (Antillas Menores) proporcionadas por Denis Augot. El árbol filo-

genético ML obtenido muestra un solo clado formado por las especies del subgénero 
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Hoffmania y otro del subgénero Avaritia (Figura 15). Además se observa un clado de espe-

címenes de C. insignis procedentes de Ecuador e Isla de Guadalupe y 7 clados más que 

incluyen individuos de C .batesi, C. diabolicus, C. fernandoi, C. filarifer, C. foxi, C. gutta-

tus, y C. ocumarensis. Finalmente, se encontró 7 haplotipos para D1-D2 de especímenes de 

C. insignis tanto del Ecuador como Isla de Guadalupe (Tabla 5). 

7.8. Análisis alométrico 

El análisis discriminativo (DA) obtenido de hembras de C. insignis muestra semejan-

zas entre las localidades de Caluma (Bolívar), Echeandía (Bolívar), Sto. Domingo de On-

zole (Esmeraldas), Cachaco (Imbabura), Pacto (Pichincha) y Paraíso Escondido (Pichin-

cha) (Figura 16). La localidad de Puerto Quito (Pichincha), muestra mayor diferencia com-

parado con el resto de localidades. 

8. Discusión 

8.1. Identificación morfológica de especímenes de C. insignis 

Las alas son útiles en la identificación morfológica de especies del género Culicoides 

debido a la alta variabilidad en el patrón de pigmentación (Muñoz, et al., 2011). La mayo-

ría de especies posee un patrón de alas característico, pero existe especies hermanas o críp-

ticas cuyos patrones de alas son idénticos o casi idénticos (Wirth, et al., 1988; Rawlings, 

1996; Ander, et al., 2013). 

En el presente estudio, se identificó morfológicamente a C. insignis y C. fernandoi 

bajo un patrón de alas casi idéntico. La identificación morfológica de estas especies es di-

fícil debido a discrepancias en el área clara de la celda r5. Por un lado, según Perruolo 

(2009), en C. fernandoi existe dos áreas claras, mientras que en C. insignis existe única-

mente un área clara. Por otro lado, según Forattini (1957), es en esta última especie donde 

existe dos áreas claras. 

La identificación morfológica errónea o imprecisa de posibles vectores, como C. in-

signis, tiene importantes implicaciones biológicas, ecológicas y epidemiológicas (Oge-

dengbe, et al., 2011; Ander, et al., 2013). Esta principalmente influye en los programas de 

control y vigilancia de vectores, así como también en el análisis de riesgo de la enfermedad 

(Muñoz, et al., 2011; Lassen, et al., 2012). 

En el caso de C. insignis y C. fernandoi, las características principales que se obser-

varon en este estudio para la identificación morfológica precisa, son dos áreas claras en C. 

fernandoi y un área clara en C. insignis, tanto en la celda r5 como m1 (Figura 17). De esta 
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manera, se identificó morfológicamente a 41 especímenes como C. insignis y un espéci-

men como C. fernandoi. 

La proporción de C. insignis fue 88% hembras y 12% machos (Tabla 3). El estudio 

de Florêncio, et al. (2010) corrobora esta proporción, ya que en él se capturó un mayor 

número de hembras. Esto probablemente se deba a que las hembras del género Culicoides 

son más activas y vuelan en búsqueda de ingesta sangre, pareja, o sitio de ovoposición, 

mientras que los machos únicamente vuelan en búsqueda de néctar (Lopes & De Sousa, 

2010). Además, probablemente los sitios de colección se encontraban lejos de los hábitats 

larvarios como el barro, donde normalmente reposan los machos de C. insignis (Linley, 

1965; Kramer, et al., 1985). 

8.2. Ausencia de C. insignis en Tiputini 

La ausencia de C. insignis en colecciones entomológicas realizadas en Tiputini, Ore-

llana (Región Amazónica) en los años 2011 y 2013, podría indicar preferencias tróficas. 

Estudios realizados en Argentina y Paraguay, indican que C. insignis se alimenta princi-

palmente de sangre de humano y ganado (Linley, 1965; Ronderos, et al., 2003). Tiputini es 

un bosque primario no intervenido carente de actividades humanas como la ganadería. 

Además, podría indicar que la Cordillera de Los Andes constituye una barrera geográfica 

que influye en la circulación de vientos, por lo tanto, también en el flujo de genes entre 

poblaciones de una misma especie (Gan & Rao, 1994; Flores, 2007; Burneo, 2009). 

8.3. Análisis de la variabilidad genética de C. insignis mediante COI 

8.3.1. Poblaciones definidas de C. insignis del Ecuador e Isla de Guadalupe 

El gen mitocondrial citocromo oxidasa I (COI) es un gen de rápida evolución, útil en 

estudios poblacionales dentro de una misma especie (Rebolledo, et al., 2013). Este permite 

identificar patrones de flujo genético y reproductivo en artrópodos vectores (Quiñonez, 

2011; Kato, et al., 2014). 

El árbol filogenético ML obtenido a partir de COI muestra que todos los especímenes 

de C. insignis procedentes del Ecuador se agrupan en un solo clado y se separan de sus 

semejantes de la Isla de Guadalupe (Antillas Menores), los cuales se agrupan en otro clado 

(Figura 14). La separación de estos especímenes se apoya por valores de bootstrap altos 

(>79%) y muestra la existencia de dos poblaciones definidas, una de Ecuador y otra de Isla 

de Guadalupe. 

En el género Culicoides se ha observado que individuos de la misma especie que se 

encuentran separados por distancias geográficas, tienden a formar poblaciones distintas 
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(Hebert, et al., 2009). La existencia de estas poblaciones se podría explicar por la distancia 

geográfica entre Ecuador e Isla de Guadalupe. Ecuador está ubicado en América del Sur 

(dentro del continente) e Isla de Guadalupe en las Antillas Menores (fuera del continente), 

con una distancia aproximada de 2740 kilómetros. 

Esta tendencia se corrobora con otros estudios poblacionales en especies del género 

Culicoides, por ejemplo Ander et al. (2013) confirma la existencia de dos poblaciones de 

C. lupicaris, una de España y otra de Suecia. De igual manera, Slama et al. (2014) confir-

ma la existencia de dos grandes poblaciones de C. imicola, una que incluyó especímenes 

de Sudáfrica, Algeria, Portugal, Italia y Grecia; y otra de especímenes de España e Israel. 

8.3.2. Baja variabilidad intraespecífica de C. insignis del Ecuador 

El mismo árbol filogenético ML obtenido a partir de COI muestra que los especíme-

nes de C. insignis del Ecuador procedentes de las provincias de Bolívar, Esmeraldas, Im-

babura, y Pichincha, se agrupan a su vez en tres clados (Figura 14). La separación de estos 

especímenes se apoya por valores de bootstrap bajos (<73%) y muestra la existencia de tres 

poblaciones del Ecuador que no están bien definidas, sin distinción de los sitios geográfi-

cos donde fueron capturados. 

La estructura poblacional se determina principalmente por la dispersión de especí-

menes lo que permite a su vez el flujo de genes. Se ha observado que especímenes con alta 

dispersión tienden a distribuirse ampliamente, por lo que poseen estructuras genéticas simi-

lares, mientras que especímenes con baja dispersión, tienden a aislarse geográfica y genéti-

camente (Donnelly, et al., 2002). 

Los especímenes del género Culicoides son malos voladores, pero pueden ser disper-

sados de manera activa o pasiva por el viento (Mellor, et al., 2000; Ninio, 2011). Activa-

mente se dispersan con el viento en vuelos generalmente cortos, donde la distancia media 

de vuelo en hembras es de dos kilómetros, mientras que en machos es la mitad de esa dis-

tancia (Connelly, 2005; Merino, 2011). Pasivamente se dejan dispersar por el viento a con-

siderables distancias y altitudes, desde pocos hasta cientos de kilómetros (Forattini, 1957; 

Martínez de la Puente, et al., 2012). No obstante, la dispersión de especímenes viables de-

penderá de vientos con una velocidad no mayor a 35 km/h (Braverman & Chechik, 1996). 

El viento no solo influye en la dispersión de especímenes, sino también en la propa-

gación de enfermedades, por lo que solo se necesita de un espécimen infectado para iniciar 

un brote (Mellor, et al., 2000; Ninio, 2011). Un ejemplo es C. imicola, vector africano de 

VLA, que se dispersó pasivamente por el viento cientos de kilómetros hacia Europa y Asia, 
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transmitiendo VLA a zonas libres de la enfermedad (Biteau-Coroller, et al., 2006; Calvo, et 

al., 2009). Al igual que C. imicola, muchos vectores están experimentando expansión geo-

gráfica (Alarcón & Lucientes, 2012). 

La ausencia de patrones geográficos en especímenes de C. insignis del Ecuador po-

dría indicar que estos se están dispersando pasivamente por el viento desde una localidad 

del oeste hacia otra, reproduciéndose entre sí y permitiendo el flujo constante de genes. 

Este último actúa como una fuerza que mantiene integrada a la especie (Aguirre, 2007). 

Además, podría indicar que C. insignis es una especie con alta dispersión. 

Los factores climáticos como temperatura, humedad y precipitación, también deter-

minan la estructura poblacional del género Culicoides (Pili, et al., 2010). Éstos influyen en 

el número y desarrollo de larvas, supervivencia de adultos y disponibilidad de sitios de 

reproducción (Wirth & Blanton, 1974; Mullens, et al., 2004). 

Las temperaturas altas influyen en el crecimiento de la población, mientras que tem-

peraturas bajas influyen en la supervivencia de la población (Wittmann, et al., 2001). Por 

ejemplo, Holbrook et al. (1996) encontraron alto polimorfismo intraespecífico en especí-

menes de C. variipennis variipennis de seis estados de Nueva Inglaterra, Estados Unidos. 

El escaso flujo de genes se asoció a largos inviernos sin poblaciones adultas permanentes. 

Sin embargo, lo contrario encontraron en especímenes de C. variipennis sonorensis de Ca-

lifornia, Estados Unidos, asociando esto a cortos inviernos con poblaciones adultas perma-

nentes. Asimismo, Wittmann et al. (2001) encontraron que C. imicola está presente en la 

Península Ibérica, a excepción de la parte norte donde la temperatura en invierno es consi-

derablemente más baja. 

El Ecuador posee una gran variedad de climas. En las localidades donde se desarrolló 

este estudio, el clima varía entre tropical-húmedo y templado, con períodos cortos de frío 

y/o sequía. Además, presentan condiciones favorables para el desarrollo del género Culi-

coides como son temperaturas que varían entre 15 y 35°C, humedad relativa mayor al 25%, 

y altitud de 0-1500 msnm (Braverman & Chechik, 1996). 

En cuanto al ecosistema, los especímenes de C. insignis de este estudio se capturaron 

en bosque secundario, es decir, en ecosistemas alterados por el ser humano. Otros estudios 

como el de Wirth & Blanton (1959) y Veggiani, et al. (2011) corroboran esta información 

al encontrar especímenes de C. insignis cerca de zonas antropizadas como son la pastura 

para ganado y al borde de bosques. En el estudio de Kramer, et al. (1985), C. insignis cons-
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tituyó el 99,9% de los culicoides capturados durante dos años en lugares cercanos a la 

crianza de ganado de engorde. 

C. insignis es una especie activa durante todo el año, a excepción de periodos de frío 

intenso (Kramer, et al., 1985). Dado que en el Ecuador los periodos de frío son cortos, és-

tos podrían permitir la supervivencia exitosa de larvas y adultos. Además, factores climáti-

cos similares, podrían permitir la adaptación exitosa de C. insignis en localidades del oeste 

del país en caso de dispersión. Como resultado, es probable que no existan largos periodos 

sin poblaciones adultas de C. insignis que puedan reproducirse entre sí. 

8.3.3. Implicaciones como posible vector de VLA en el Ecuador 

El conocimiento de la estructura poblacional de posibles vectores como C. insignis, 

permite identificar patrones de flujo genético y reproductivo (de Meeûs, et al., 2007; Qui-

ñonez, 2011). Además, permite identificar la posibilidad de transmisión del virus entre 

diferentes poblaciones de la misma especie, incluso entre diferentes especímenes de la 

misma población (Calvo, et al., 2009; Ninio, 2011). 

En el presente estudio, la distancia genética de C. insignis del oeste del Ecuador fue 

de 1,30%. En el estudio de Perrin et al. (2006), la distancia genética de C. imicola del Nor-

te y Sur de la isla de Córcega fue de <1%. En ambos casos, la distancia genética es corta, 

lo que podría indicar una rápida y reciente expansión geográfica (Haro, et al., 2005; Calvo, 

et al., 2009). 

Un factor genético que influye en la transmisión de VLA es la presencia o ausencia 

de barreras fisiológicas en el intestino (Ninio, 2011). Tabachnick (1996) observó el “intes-

tino permeable” en C. variipennis, donde VLA es capaz de pasar directamente desde la 

sangre ingerida en el lumen del intestino hacia el hemocele, sin replicarse primero en las 

células intestinales. Una vez en el hemocele, VLA se replica e infecta una amplia gama de 

órganos secundarios, incluyendo las glándulas salivales. De esta manera, incluso especies 

vectoriales no habituales podrían transmitir VLA (Mellor, et al., 2000). 

Otro factor genético que influye es la susceptibilidad oral (Mullens, et al., 2004; 

Carpenter, et al., 2006). En algunos casos, la saliva de los culicoides mejora la tasa de in-

fección de VLA. Una de las proteínas más grandes de la cápside externa, VP2, puede ser 

escindida por proteasas como tripsina o quimotripsina, formando partículas subvirales in-

fecciosas (ISVP). Darpel et al. (2011) encontraron que proteínas semejantes a la tripsina en 

la saliva de C. sonorensis, vector competente de VLA, permiten una unión más efectiva de 

VLA-VP2, que C. nubeculosus, vector menos competente de VLA. 
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C. insignis posee una tasa de infección de VLA del 20-62,5% (Tanya, et al., 1992). 

Sin embargo, no existen estudios que demuestren factores genéticos que mejoren esta tasa 

en C. insignis. En el Ecuador tampoco existe estudios de preferencias tróficas de C. insig-

nis, pero como ya se mencionó anteriormente, varios estudios indican que se alimenta 

principalmente de sangre de humano y ganado (Linley, 1965; Ronderos, et al., 2003). 

Por otro lado, varios estudios serológicos han determinado que VLA está extendida 

en América del Sur, generalmente sin enfermedad manifiesta (López, et al., 1985; Lager, 

2004). En los años 2010-2014, la FCO ha sido confirmada en Argentina y Bolivia, sin en-

fermedad clínica (Tabla 1). En el Ecuador, López, et al. (1985), reportaron la presencia de 

anticuerpos para VLA en ganado de la provincia de El Oro, al igual que Mantilla (1998), 

quien también los reportó en bovinos y caprinos de las provincias de Esmeraldas, Manabí, 

Los Ríos, El Oro y Guayas (Figura 6). Además, Merino (2011), reportó la presencia de 

anticuerpos para VLA en suero de ovinos de la parte baja de la provincia de Pichincha. 

La FCO es una enfermedad más grave en ganado ovino que bovino restringida a 

áreas donde las especies vectoras están presentes (Tabachnick, 1996; Darpel, et al., 2011; 

Morag, et al., 2012). Por ejemplo en Australia, C. brevitarsis es considerado el vector más 

importante, pero C. fulvus el vector más eficiente. No obstante, este último ocurre en épo-

cas con altas precipitaciones, lejos de áreas donde se crían ovejas, por lo que es incapaz de 

transmitir la enfermedad a este huésped (Mellor, et al., 2000). Consecuentemente en la 

FCO, es clave la interacción del vector, hospedador, virus y medio ambiente (Ninio, 2011). 

En el caso del hospedador, según el Instituto Nacional de Estadística y Censos 

(INEC), en el Ecuador en el año 2013, el número de cabezas de ganado bovino y ovino fue 

mayor en la Región Sierra (Figura 18). En las cuatro provincias en estudio, se cría tanto 

ganado bovino como ovino (Figura 19). En Esmeraldas se capturó el mayor número de 

especímenes de C. insignis (34%), pero en esta provincia el número de cabezas de ganado 

bovino y ovino es menor que en las provincias de Pichincha y Bolívar. Por lo tanto, existe 

la presencia del posible vector, pero los hospederos están casi ausentes. 

La altitud influye en la distribución geográfica de vectores, ya que estos no sobrevi-

ven en altitudes superiores a 1500 msnm (Merino, 2011). En este estudio, C. insignis se 

capturó en siete localidades que se encuentran en un rango de altitud entre 200 y 1500 

msnm, lo que podría indicar que es una especie adaptada a medianas altitudes. Esto se co-

rrobora con Veggiani, et al. (2011) y Gualapuro (2013) quienes también encontraron a C. 
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insignis en altitudes medianas, el primer estudio a una altitud de 414-468 msnm y el se-

gundo a una altitud de 274 msnm. 

El ganado ovino se cría principalmente en altitud, pero C. insignis podría ser una es-

pecie de altitudes medianas, por lo que otra especie podría ser vector de VLA en altitud. 

Colecciones entomológicas realizadas en Tambillo (3064 msnm) y Urkusiki (3400 msnm) 

muestran que la especie prevalente es C. venezuelensis, especie considerada no vector (Za-

pata, 2014, comunicación personal). 

8.4. Análisis alométrico 

El análisis discriminativo (DA) de las alas de 36 hembras de C. insignis, corrobora 

de cierta manera los resultados de COI (Figura 16). Los especímenes de Caluma (Bolívar), 

Echeandía (Bolívar), Sto. Domingo de Onzole (Esmeraldas), Cachaco (Imbabura), Pacto 

(Pichincha) y Paraíso Escondido (Pichincha), se agrupan cercanamente, mientras que los 

especímenes de Puerto Quito (Pichincha) se agrupan lejanamente. Esto se podría deber al 

pequeño número de especímenes analizados, por lo que para obtener resultados fiables, se 

recomienda analizar por lo menos quince especímenes de cada localidad (Linton, et al., 

2002). De esta manera, tanto el análisis molecular como alométrico muestran que los espe-

címenes de C. insignis del Ecuador forman una sola población, sin distinción de los sitios 

geográficos donde fueron capturados (Figura 14 y Figura 16). 

8.5. Relaciones filogenéticas de C. insignis con especies del subgénero Hoffmania 

La identificación molecular de especie es esencial para confirmar la morfología (Las-

sen, et al., 2012). El dominio D1-D2 del gen ribosomal 28S es un dominio conservado con 

distintas tasas de acumulación de mutaciones, útil para distinguir especies y subgéneros 

(Rentaría, 2007; Slama, et al., 2014). 

El árbol filogenético ML obtenido a partir de D1-D2 muestra que todas las especies 

del subgénero Hoffmania (C. batesi, C. diabolicus, C. fernandoi, C. filarifer, C. foxi, C. 

guttatus, C. ocumarensis) y también C. insignis, se agrupan en un solo clado y se separan 

de la especie del subgénero Avaritia (C. pusillus), la cual se agrupa en otro clado (Figura 

15). 

El subgénero Hoffmania es monofilético y posee características morfológicas como 

área clara en la celda m1, área oscura en forma de reloj de arena en la celda r5 y un área 

clara cercana a la vena M2 (Wirth & Blanton, 1956b; Vargas, 1960). Estas dos últimas 

características, también comparte con el subgénero Avaritia, considerado el subgénero 

hermano de Hoffmania. No obstante, en este estudio se reconfirma que las especies men-
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cionadas del subgénero Hoffmania comparten un ancestro en común, pero no se puede con-

firmar la relación con el subgénero Avaritia debido a la falta de otras especies. 

Wirth, et al. (1988), debido a la variación morfológica observada, supusieron que C. 

insignis era un complejo de especies. Sin embargo, un sola agrupación de especímenes de 

C. insignis de Ecuador e Isla de Guadalupe, muestra la existencia de una especie definida. 

Por lo tanto, D1-D2 es un dominio útil en estos estudios ya que permite diferenciar entre 

especies de un mismo subgénero, pero no permite diferenciar poblaciones dentro de una 

misma especie (Slama, et al., 2014). 

9. Conclusiones 

Como mencionó Forattini (1957), “existe escasez de conocimiento de la biología de 

estos dípteros” aseveración que considero que aún prevalece, 57 años después. 

1. COI y alometría sugieren que los especímenes de Culicoides insignis analizados 

poseen un baja variabilidad genética, por lo que los especímenes de la Región 

Costa y Sierra parecen estar relacionados. 

2. D1-D2 sugiere que C. insignis no es un grupo de especies, sino una especie defi-

nida. 

3.  D1-D2 reconfirma que las especies C. batesi, C. diabolicus, C. fernandoi, C. fi-

larifer, C. insignis, C. foxi, C. guttatus y C. ocumarensis, del subgénero Hoffma-

nia son monofiléticas. 

4. C. fernandoi se reporta por primera vez en el país, lo que constituye un nuevo re-

gistro para la fauna del Ecuador y C. insignis se reporta por primera vez en las 

provincias de Bolívar, Esmeraldas, Imbabura y Pichincha. 

5. A pesar del patrón de alas casi idéntico, C. insignis y C. fernandoi son especies 

morfológica y molecularmente distintas. 

10. Recomendaciones 

Se recomienda extender el estudio molecular y alométrico a otras provincias del 

Ecuador que se dedican a la crianza de ganado ovino y bovino, además de Cofán-Dureno, e 

incluir un mayor de especímenes por localidad. 

Se recomienda realizar colectas entomológicas en localidades con altitudes mayores 

a 1500 msnm, donde se crían ovejas y estudios inmunológicos en animales de las localida-

des donde se encontró a C. insignis. Además, investigar las preferencias tróficas de C. in-

signis en el Ecuador.  
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Figura 14. Árbol filogenético de COI obtenido por el método de Maximum-Likelihood 

(ML) de especímenes de C. insignis de Ecuador (ECUA) e Isla de Guadalupe (GUAD); y 

C. fernandoi de Ecuador (ECUA). Especímenes de Bolívar (B) Caluma (CA) y Echeandía 

(EC); de Esmeraldas (E) Sto. Domingo de Onzole (SD); de Imbabura (i) Cachaco (CH); y 

de Pichincha (P) Pacto (PA), Paraíso Escondido (PE) y Puerto Quito (PQ).  
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Figura 15. Árbol filogenético de D1-D2 obtenido por el método de Maximum-Likelihood 

(ML) de especímenes de C. insignis y otras especies del subgénero Hoffmania de Ecuador 

(ECUA) y C. insignis de la Isla de Guadalupe (GUAD). Especímenes de Bolívar (B) Ca-

luma (CA) y Echeandía (EC); de Esmeraldas (E) Sto. Domingo de Onzole (SD); de Imba-

bura (i) Cachaco (CH); y de Pichincha (P) Pacto (PA), Paraíso Escondido (PE) y Puerto 

Quito (PQ).  
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Tabla 2. Descripción de los sitios de colección de especímenes de C. insignis. 

Sitio Datos 

Provincia Cantón Localidad Latitud Longitud Altitud (msnm) Ecosistema 

Bolívar 

Caluma Caluma S01°40’16’’ W79°14’40’’ 418 

Bosque secundario 

templado subtropi-

cal. 

Echeandía Echeandía S01°22’36” W79°15’39’’ 711 

Bosque secundario 

templado subtropi-

cal. 

Esmeraldas Eloy Alfaro 
Sto. Domingo de 

Onzole 
N00°48’04” W79°04’31’’ 220 

Bosque secundario 

húmedo tropical. 

Imbabura 
San Miguel de 

Urcuquí 
Cachaco N00°83’33’’ W78°46’67’’ 908 

Bosque secundario 

húmedo tropical. 

Pichincha 

Quito Pacto N00º08’37’’ W78º48’04’’ 1458 

Bosque secundario 

templado subtropi-

cal. 

Pedro Vicente 

Maldonado 
Paraíso escondido N00º85’03’’ W79º17’49’’ 656 

Bosque secundario 

húmedo tropical 

Puerto Quito Puerto Quito N00º85’53’’ W79º17’71’’ 371 
Bosque secundario 

húmedo tropical 
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Tabla 3. Lista de especímenes de C. insignis de acuerdo al sitio de colección y sexo. 

Sitio Culicoides insignis 

Provincia Localidad ♂ ♀ Subtotal 
Porcentaje 

(%) 

Bolívar 
Caluma 0 3 3 

14,63 
Echeandía 0 3 3 

Esmeraldas Sto. Domingo de Onzole 0 14 14 34,15 

Imbabura Cachaco 5 7 12 29,27 

Pichincha 

Pacto 0 4 4 

21,95 Paraíso escondido 0 2 2 

Puerto Quito 0 3 3 

Total 5 36 41 
- 

Porcentaje (%) 12,20 87,80 - 
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Tabla 4. Variabilidad nucleotídica de las secuencias alineadas de COI (433pb) de especí-

menes de C. insignis de Ecuador (ECUA) e Isla de Guadalupe (GUAD); y C. fernandoi de 

Ecuador (ECUA). Se presenta 20 sitios informativos. Los números en la parte superior, 

leyéndose de forma vertical, representan la posición del nucleótido en la secuencia. Los 

puntos (.) representan igualdad en la base nitrogenada, mientras que los guiones (-) repre-

sentan deleciones o inserciones. Además se presentan 7 haplotipos en los especímenes C. 

insignis del Ecuador. 

Código espécimen 

Secuencia 
      1111    2222333444 
 234452457    1268027133 
9351708023    5461804623 
 

 
C.insignis-B2.CA-ECUA 
C.insignis-B4.EC-ECUA 
C.insignis-B5.EC-ECUA 
C.insignis-E1.SD-ECUA 
C.insignis-E2.SD-ECUA 
C.insignis-E3.SD-ECUA 
C.insignis-E7.SD-ECUA 
C.insignis-E9.SD-ECUA 
C.insignis-E10.SD-ECUA 
C.insignis-E13.SD-ECUA 
C.insignis-E14.SD-ECUA 
C.insignis-i1.CH-ECUA 
C.insignis-i5.CH-ECUA 
C.insignis-i7.CH-ECUA 
C.insignis-i9.CH-ECUA 
C.insignis-i10.CH-ECUA 
C.insignis-i13.CH-ECUA 
C.insignis-P3.PA-ECUA 
C.insignis-P5.PE-ECUA 
C.insignis-P6.PE-ECUA 
C.insignis-P9.PQ-ECUA 
C.insignis-B1.CA-ECUA 
C.insignis-B6.EC-ECUA 
C.insignis-E5.SD-ECUA 
C.insignis-i3.CH-ECUA 
C.insignis-P4.PA-ECUA 
C.insignis-P7.PQ-ECUA 
C.insignis-E4.SD-ECUA 
C.insignis-E6.SD-ECUA 
C.insignis-E8.SD-ECUA 
C.insignis-E11.SD-ECUA 
C.insignis-i11.CH-ECUA 
C.insignis-P1.PA-ECUA 
C.insignis-B3.CA-ECUA 
C.insignis-i12.CH-ECUA 
C.insignis-i14.CH-ECUA 
C.insignis-E12.SD-ECUA 
C.insignis-i8.CH-ECUA 
C.insignis-i4.CH-ECUA 
C.insignis-P2.PA-ECUA 
C.insignis-P8.PQ-ECUA 
 

 
CGAGTTATCT    TAAAAACTGC 
..........    .......... 
..........    .......... 
..........    .......... 
..........    .......... 
..........    .......... 
..........    .......... 
..........    .......... 
..........    .......... 
..........    .......... 
..........    .......... 
..........    .......... 
..........    .......... 
..........    .......... 
..........    .......... 
..........    .......... 
..........    .......... 
..........    .......... 
..........    .......... 
..........    .......... 
..........    .......... 
..........    .G........ 
..........    .G........ 
..........    .G........ 
..........    .G........ 
..........    .G........ 
..........    .G........ 
.....C....    ...G...... 
.....C....    ...G...... 
.....C....    ...G...... 
.....C....    ...G...... 
.....C....    ...G...... 
.....C....    ...G...... 
..........    ......T... 
..........    ......T... 
..........    ......T... 
..........    ...G...... 
..........    ...G...... 
......G...    ...G...... 
......G...    ...G...... 
..........    ....G..... 
 

Haplotipo 
1 

Haplotipo 
2 

Haplotipo 
3

Haplotipo 
4 

Haplotipo 
5 

Haplotipo 
6 

Haplotipo 
7 
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C.insignis-D1074-GUAD 
C.insignis-D1076-GUAD 
C.insignis-D1077-GUAD 
C.insignis-D1078-GUAD 
C.insignis-D1079-GUAD 
C.insignis-D1080-GUAD 
C.insignis-D1081-GUAD 
C.insignis-D1082-GUAD 
C.insignis-D1083-GUAD 
C.insignis-D1084-GUAD 
C.insignis-D1085-GUAD 
C.insignis-D1088-GUAD 
C.insignis-D1091-GUAD 
C.insignis-D1092-GUAD 
 
C.fernandoi-i2.CH-ECUA 
 

 
TAGAC..CTC    ..G.G.AC.. 
TAGAC..CTC    ..G.G.ACTG 
TAGAC..CTC    ..G.G.AC.. 
TAGAC..CTC    ..G.G.AC.. 
TAGAC..CTC    C.G.GG.CTG 
TAGAC..CTC    ..G.G.ACTG 
TAGAC..CTC    ..G.G.AC.. 
TAGAC..CTC    ..G.G.AC.. 
TAGAC..CTC    ..G.G.AC.. 
TAGAC..CTC    ..G.G.ACTG 
TAGAC..CTC    C.G.G..C.. 
TAGAC..CTC    C.G.GG.C.. 
TAGAC..CTC    ..G.G.AC.. 
TAGAC..CTC    ..G.G.AC.. 
 
T.....GA.C    C...G.A... 
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Tabla 5. Variabilidad nucleotídica de las secuencias alineadas de D1-D2 (683 pb) de espe-

címenes de C. insignis de Ecuador (ECUA) e Isla de Guadalupe (GUAD); y especies del 

subgénero Hoffmania de Ecuador. Se presenta 16 sitios informativos. Los números en la 

parte superior, leyéndose de forma vertical, representan la posición del nucleótido en la 

secuencia. Los puntos (.) representan igualdad en la base nitrogenada, mientras que los 

guiones (-) representan deleciones o inserciones. Además se presenta 7 haplotipos en los 

especímenes C. insignis de Ecuador e Isla de Guadalupe. 

Código espécimen 

Secuencia 
 111244466    666666 
 455018801    244588 
1518350153    827823 
 

 
C.insignis-E10.SD-ECUA 
C.insignis-i11.CH-ECUA 
C.insignis-i14.CH-ECUA 
C.insignis-P4.PA-ECUA 
C.insignis-P5.PE-ECUA 
C.insignis-P7.PQ-ECUA 
C.insignis-P8.PQ-ECUA 
C.insignis-D1074-GUAD 
C.insignis-D1076-GUAD 
C.insignis-D1080-GUAD 
C.insignis-D1081-GUAD 
C.insignis-D1088-GUAD 
C.insignis-D1092-GUAD 
C.insignis-B1.CA-ECUA 
C.insignis-E9.SD-ECUA 
C.insignis-D1079-GUAD 
C.insignis-D1082-GUAD 
C.insignis-D1083-GUAD 
C.insignis-D1084-GUAD 
C.insignis-D1085-GUAD 
C.insignis-D1091-GUAD 
C.insignis-B4.EC-ECUA 
C.insignis-B5.EC-ECUA 
C.insignis-B6.EC-ECUA 
C.insignis-i5.CH-ECUA 
C.insignis-P2.PA-ECUA 
C.insignis-P6.PE-ECUA 
C.insignis-B2.CA-ECUA 
C.insignis-E7.SD-ECUA 
C.insignis-i1.CH-ECUA 
C.insignis-P1.PA-ECUA 
C.insignis-D1077-GUAD 
C.insignis-D1078-GUAD 
C.batesi-D0451-ECUA 
C.diabolicus-110-ECUA 
C.fernandoi-i2.CH-ECUA 
C.filarifer-8M-ECUA 
C.foxi-9-ECUA 
C.guttatus-77-ECUA 
C.ocumarencis-7J-ECUA 
C.pusillus-1J-ECUA 

 
AATTAATTTG    GTGCTT 
..........    ...... 
..........    ...... 
..........    ...... 
..........    ...... 
..........    ...... 
..........    ...... 
..........    ...... 
..........    ...... 
..........    ...... 
..........    ...... 
..........    ...... 
..........    ...... 
..........    ..A... 
..........    ..A... 
..........    ..A... 
..........    ..A... 
..........    ..A... 
..........    ..A... 
..........    ..A... 
..........    ..A... 
..........    ....C. 
..........    ....C. 
..........    ....C. 
..........    ....C. 
..........    ....C. 
..........    ....C. 
..........    ....C. 
..........    ....C. 
T.........    ....C. 
T.........    ....C. 
..........    .....A 
T.........    ......  
.CCCGG.CA.    T.G... 
.CCCGGACA.    T.G... 
....GG..A.    ...... 
.CC.GGAC..    C.G... 
....GG..A.    TCG..A 
....GG--AA    C.GT.. 
.CCCGGACA.    T.G... 
.....GG..A    .CGTC. 

Haplotipo 
1 

Haplotipo 
2 

Haplotipo 
3 

Haplotipo 
4 

Haplotipo 
5 

Haplotipo 6 
Haplotipo 7 
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14. Anexos 

Anexo 1. Secuencia primers Lep F, Lep R, D1 y D2, fuente Hadj Henni, et al., 2014; y 

Slama, et al., 2014. 

Primer Secuencia 

Lep F 5’-ATTCAACCAATCATAAAGATATTGG-3’ 

Lep R 5’-TAAACTTCTGGATGTCCAAAAAATCA-3’ 

D1 5’-ACCCGCTGAATTTAAGCAT-3’ 

D2 5’-TCCGTGTTTCAAGACGGG-3’ 
 

Anexo 2. Reacción de PCR de 50µl del gen mitocondrial citocromo oxidasa I (COI), fuen-

te Hadj Henni, et al., 2014. 

Reactivos 
Concentración 

inicial 

Concentración 

final 

Volumen para una 

reacción 

Buffer 5,00 X 1,00 X 10,00 µl 

DNTPs 2,00 mM 0,20 mM 5,00 µl 

MgCl2 25,00 mM 1,80 mM 3,60 µl 

Lep F 50,00 µM 1,00 µM 1,00 µl 

Lep R 50,00 µM 1,00 µM 1,00 µl 

Go Taq promega 1,50 U/µl 0,15 U/µl 0,50 µl 

H2O - - 23,90 µl 

ADN - - 5,00 µl 

Volumen total 50,00 µl 
 

Anexo 3. Condiciones de amplificación del gen mitocondrial citocromo oxidasa I (COI), 

fuente Zapata, et al., 2012. 

Temperatura (°C) Tiempo (min) Ciclos 

94 3:00 1 

94 0:30 

4 45 1:00 

72 1:00 

94 0:30 

34 51 0:30 

72 1:00 

72 10:00 1 
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Anexo 4. Reacción de PCR de 50µl del dominio D1-D2 del gen ribosomal 28S, fuente 

Vela, 2014.  

Reactivos 
Concentración 

inicial 

Concentración 

final 

Volumen para una 

reacción 

Buffer 5,00 X 1,00 X 10,00 µl 

DNTPs 2,00 mM 0,20 mM 5,00 µl 

MgCl2 25,00 mM 2,00 mM 4,00 µl 

D1 50,00 µM 1,00 µM 1,00 µl 

D2 50,00 µM 1,00 µM 1,00 µl 

Go Taq promega 1,50 U/µl 0,09 U/µl 0,06 µl 

H2O - - 23,94 µl 

ADN - - 5,00 µl 

Volumen total 50,00 µl 
 

Anexo 5. Condiciones de amplificación del dominio D1-D2 del gen ribosomal 28S, fuente 

Gualapuro, 2013. 

Temperatura (°C) Tiempo (min) Ciclos 

94 3:00 1 

94 0:30 

39 58 1:30 

68 1:00 

72 10:00 1 

 


