Universidad Nacional del Nordeste

Facultad de Ciencias Exactas, Naturalesy
Agrimensura

Licenciatura en Ciencias Bioldgicas

Trabajo Final de Graduacion

Identificacion Molecular de Mosquitos del
Género Sabethes (Diptera: Culicidae)
Colectados en el Nordeste Argentino.

Autor: Juan Manuel Filipponi
Directora: Dra. Marina Stein

Co-directora: Dra. Griselda Inés Oria

Area de Entomologia

Instituto de Medicina Regional

2024



AGRADECIMIENTOS

Agradezco a la Facultad de Ciencias Exactas, Naturales y Agrimensura de la Universidad Nacional del
Nordeste y a todos los docentes que forman parte de esta institucién. A lo largo de mi vida como estudiante,
tuve la fortuna de aprender de profesores de gran calidad, cada uno de los cuales dejé su huella en mi

formacion, contribuyendo a que hoy sea quien soy.
Al Instituto de Medicina Regional (IMR) por brindarme el espacio para realizar la totalidad del TFG.

A Marina por su guia, paciencia y dedicacion a lo largo de este trabajo. Su compromiso y conocimiento
fueron fundamentales para mi formacion, brinddndome las herramientas necesarias para desarrollar esta
investigacion.

A Grise, por haber sido mi puerta de entrada al mundo de los mosquitos y por ensefiarme con paciencia a
lo largo de estos afios. Gracias porincluirme en cada proyecto y por abrirme la mirada a nuevos horizontes,

ampliando mi conocimiento y pasién por esta disciplina.

A todos los investigadores del Area de Entomologia del IMR: Javi, Jani, Carla, Debo, Aiara, por su
amabilidad, buena disposicién y companfierismo a lo largo de estos afios en el laboratorio. Gracias por cada
ensefianza, por el apoyo en los momentos de desafio y por hacer de este espacio un lugar de aprendizaje
y crecimiento.

A mi familia, por estar siempre a mi lado y apoyarme en cada paso de este camino. En especial, a mi
madre y mi abuela, cuyo amor, sacrificio y esfuerzo hicieron posible que hoy esté aqui. Su

incondicionalidad y confianza en mi han sido mi mayor motor.

A mi novia, Melisa, por su amor, paciencia y apoyo incondicional. Gracias por estar a mi lado en cada

momento, por alentarme en los dias dificiles y celebrar conmigo cada logro.

A los amigos que me dio la facu: Felipe, Gime, Gonzalo, Giuli, Tiago, Cami O., Cami B., Cele, Tiago,
Nahuel, Juli, Mechi, Nilson, Yoel, Luciano, y todos aquellos con los que alguna vez comparti algin
momento, que hicieron que la cursada sea mas divertida, sin duda, me llevo grandes amigos y los mejores
recuerdos de cada uno.



iINDICE

RESUMEN ........oo oottt ettt ettt et es e e st et es e e st et s s esess et asseseesassssessesassrsessesesssessesensesessesansasas 3
INTRODUGCCION ...ttt 4
Origen y fundamento de 1a INVeStiGaciON...........cc.ooeiiiiieiee e 4
Antecedentes del tEMA ..o et ettt se e 5
OBJETIVOS GENERALES Y PARTICULARES ...........cocoo oottt 7
ODJEUVO GENETAL ...ttt ettt se et s et et e ae st e sessense st enseneeseeseesennas 7
ODbJetiVOS PATHICUIAIES ........ooueeeiieeeeeee ettt sttt et et et st e e e esbeneenenneesennas 8
HIPOTESIS DEL TRABAUJO ... e se s 8
MATERIALES Y METODOS ... e 8
Material biolégico y Caracteristicas del area de estudio...........ccooevievieieiieinci e 8
Descripcion del trabajo de campo y laboratorio previo, que permitié obtener el material biologico
con el que se trabajé en el presente eSTUAIO ......c.ocviiiiiiiiccecee e e 10
a) Colecta de €Jemplar€s €N CAMPO........ccovirerieiierieieeeiee ettt eres e st sessesseseesseseesessessens 10
D) Cria de INMAAUIOS ......cueiiiie ettt sttt et es e st te e es et enaeneesenneeee 11
c) Determinacién morfoldgica de especies del género Sabethes .........ccocvvevveeveivcecinennnne 11
d) Registro fotografico de mosquitos del género Sabethes...........cccoovveevvinieneceneeieeeee e 12
€) Analisis molecular de 10S €SPECIMENES .......coooviiiieiiie ettt ere e erae s e eenes 12
f)  Secuenciacion gendmica y edicidn post secuenciacion..............occoceeeverienieneereee e 13
g) Busqueda de secuencias obtenidas en el NCBI y calculo de distancias genéticas ......... 13
h) Incorporacion de las secuencias obtenidas al GenBank y BOLDSystems......................... 13
RESULTADOS ...ttt sttt sttt et s st et es et e e eses e se st et essese st esassesessesansesessasansensasasens 13
[dentificaciOn taAXONOMUCE ..........ccveieeiee ettt st sa e et ns et enee e s e eee 13
REQISIrO FOLOQIATICO ...ttt ettt ettt ettt e sv e eeaeteeba et astserbessessnestesreennans 14
Identificacién molecular de especies del género Sabethes..........cccuvvvvveeinieviieneceseee e, 14
Incorporacion de las secuencias obtenidas al GenBank y BOLDSystems ..........ccccocevvevevennee. 17
CONGCLUSION ...ttt st 19
BIBLIOGRAFIA ...t sess st sttt 28
MATERIAL SUPLEMENTARIO..........ccooteiieiet ettt ettt e eses e st esassesessesesesessasnas 37



RESUMEN

Los estudios taxonémicos son la base de las investigaciones vinculadas a problematicas sanitarias,
ya que es indispensable la identificacion inequivoca de las especies que podrian actuar como vectores de
virus. El género Sabethes (Diptera: Culicidae) en Argentina esta representado por 13 especies distribuidas
en cinco subgéneros, varias de las cuales participan en la transmision de patégenos que afectan al hombre.
Las claves taxondémicas dicotémicas disponibles para las hembras, se basan fundamentalmente en la
coloracién de escamas y cerdas, pudiendo resultar subjetiva al momento de la identificacién de las
especies. De alli que herramientas moleculares como la secuenciaciéon del gen Citocromo C Oxidasa
Subunidad | (COI), conocido como cédigo de barras de ADN (DNA barcode), contribuya a la identificacién
inequivoca de las especies. En Argentina, actualmente existen registros de cédigo de barras para 29
especies de mosquitos pertenecientes a ocho géneros, siendo Sabethes uno de los menos representados.
Este estudio tuvo como objetivos identificar especies del género Sabethes del nordeste argentino mediante
taxonomia clasica y molecular, complementar el analisis taxonémico con registros fotograficos de los
ejemplares y ampliar el listado de especies de mosquitos de Argentina que cuenten con c6digos de barras.
Se identificaron taxon6micamente 34 ejemplares pertenecientes a cuatro especies correspondientes a dos
subgéneros: Sabethes (Peyfonolus) aurescens (n=2), Sabethes (Sabethoides) glaucodaemon (n=7),
Sabethes (Peytonolus) identicus (n=3) y Sabethes (Peytonolus) undosus (n=18). Cuatro ejemplares fueron
identificados s6lo a nivel genérico debido a que sus estructuras taxonémicas se encontraban deterioradas
y fueron registrados como Sabethes sp. 1. A cada ejemplar se les tomo6 fotografias, incluyendo, cuando
fue posible, detalles de la genitalia masculina y del estadio larval IV, con las cuales se elaboraron laminas
pictéricas. Se identificaron mediante secuencias del gen COIl nueve ejemplares de las especies Sa.
undosus (n=8) y Sa. glaucodaemon (n=1), siendo Sa. identicus la Ginica especie que no contaba con codigo
de barras en los servidores consultados. Este trabajo permitié incrementar de 53 a 56 (21,72% a 22,95%)
el namero de especies pertenecientes a Culicidae con secuencias de codigo de barras para Argentina, del

total de 244 especies de mosquitos registradas para nuestro pais.



INTRODUCCION

Origen y fundamento de la investigacién

La fiebre amarilla (FA) es causante de hasta 60000 muertes anuales en América del Sur y Africa y
es la arbovirosis mas grave transmitida por mosquitos en los trépicos (OPS, 2023). A pesar de la existencia
de una vacuna efectiva desde 1937, se estima que mas de 400 millones de personas no vacunadas viven
en areas con riesgo de infeccién (OPS, 2023). En América, la transmisién del virus de la FA se produce
principalmente a través del ciclo selvatico, en el que los primates no humanos se infectan a partir de la
picadura de mosquitos infectados de los géneros Haemagogus Williston y Sabethes Robineau-Desvoidy

que habitan en areas silvestres y crian en fitotelmata (Hanley et al., 2013).

La fiebre amarilla se sigue reportando periédicamente en las areas silvestres de los paises vecinos
(OPS, 2023). En Brasil, se registraron brotes de grandes proporciones entre finales del 2016 y hasta el
2020, con 2256 casos confirmados que afectaron principalmente los estados de la regién sudoeste (S&o
Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro y Espirito Santo) (OPS, 2023). El brote de 2017-2018 reportdé unos
2000 casos aproximadamente, con una tasa de letalidad préxima al 80% (OPS, 2023). En 2022, tres paises
de la regién confirmaron casos de fiebre amarilla: Bolivia (cinco casos confirmados), Brasil (durante el
periodo 2021 - 2022 notificaron cinco casos, incluyendo cuatro defunciones) y Peru (siete casos
confirmados, incluyendo cinco defunciones) (OPS, 2023). Algunos hallazgos de mosquitos del género
Sabethes naturalmente infectados con el virus de la FA han sido registrados en Brasil y Argentina (Roberts
et al., 1981; Dégallier et al., 1992; Vasconcelos et al., 1997; Goenaga et al., 2012). En el altimo y mayor
brote de fiebre amarilla selvatica ocurrido en el afio 2019 en el estado de Rio de Janeiro, sureste de Brasil,
5 especies correspondientes a los géneros Haemagogus (S=2), Aedes Meigen (S=2) y Sabethes (S=1) se
hallaron naturalmente infectadas, siendo Sabethes (Sabethoides) chloropterus von Humboldt la Gnica

especie del género positiva para el virus (Abreu et al., 2019).

Los estudios taxondémicos son la base de las investigaciones ecolégicas y epidemiolégicas
relacionadas con culicidos, en particular las vinculadas a problematicas sanitarias, requieren de la
identificacion inequivoca de las especies que podrian participar como vectores de virus, en virtud de poder
realizar las adecuadas acciones de control de las mismas. La taxonomia molecular es una herramienta
muy atil que permite la identificacién de especimenes dafiados, especies cripticas y taxones que carecen
de suficientes estudios taxonémicos (Hendrich et al., 2010; Sikes et al., 2017). Desde hace varios afios la
taxonomia molecular, a partir de la secuenciacién del gen mitocondrial Citocromo C Oxidasa Subunidad |
(CQl) es utilizada para identificar especies de mosquitos de Canadéa (Cywinska et al., 2006), India (Kumar
et al., 2007) y China (Wang et al., 2012). También ha permitido revelar complejos de especies dentro del
género Nyssorhynchus Blanchard de la subfamilia Anophelinae de la Region Neotropical (Ruiz-Lopez et
al., 2012; Bourke et al., 2013; Foster et al., 2013). A partir de secuencias parciales del gen COIl se ha
podido identificar complejos de especies dentro de la Forma A de la especie Anopheles barbirostris Wulp
(Saeung et al., 2008).

Dentro de la familia Culicidae Meigen existen taxones con complejos de especies cripticas cuya
diferenciacion morfolégica es poco evidente. Entre ellos se encuentran los géneros Anopheles Meigen,

Culex Linneo y Sabethes (Harbach & Howard, 2007). El género Sabethes presenta 42 especies validas
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clasificadas en cinco subgéneros: Sabethes Robineau-Desvoidy (18 especies), Sabethoides Theobald,
(cuatro especies), Sabethinus Lutz, (seis especies), Peytonulus Harbach (13 especies) y Davismyia Lane

& Cerqueira (una especie) (Neves et al., 2024).

En Argentina se registran en la actualidad 244 especies de la familia Culicidae de las cuales 13
corresponden al género Sabethes (Cano et. al., 2021), que incluye especies de reconocida importancia
sanitaria, tales como Sabethes (Sabethes) albiprivus Theobald, Sabethes (Sabethes) belisarioi Neiva,
Sabethes (Sabethoides) chloropterus, Sabethes (Peytonulus) identicus Dyar & Knab y Sabethes
(Peytonulus) soperi Lane & Cerqueira (de Rodaniche & Galindo, 1957; Causey et al., 1964; Goenaga et
al., 2012; Stanzani et al., 2022).

Mosquito Barcoding Initiative, es una de las campafias del proyecto global Barcode of Life, que
tiene la finalidad de utilizar un fragmento corto y estandarizado de ADN (fragmento de ~684 pares de bases
del gen COI), para la identificacion de especies y para acelerar el descubrimiento de la biodiversidad que
aun se desconoce, ademas de descubrir complejos de especies. Asimismo, el sitio
http://connect.barcodeoflife.net/group/mosquitobarcoding se ha creado para facilitar la comunicacién entre
investigadores a nivel mundial interesados en el estudio de c6digos de barras de mosquitos (Laurito et al.,
2022).

El objetivo del presente estudio es identificar especies del género Sabethes registradas en el
nordeste argentino, mediante el uso de herramientas moleculares, para lograr una identificacion
inequivoca, como asi también, contribuir al conocimiento de la biodiversidad incorporando dicha
informacion al Barcode of Life Data Systems (BOLDSystems, https://boldsystems.org) y al National Center
for Biotechnology Information (NCBI, Genbank, https://www.ncbi.nim.nih.gov). Esto reviste ademas de
interés sanitario dado que ciertas especies participan en la transmisién de patégenos que afectan tanto al
hombre como a los animales.

Antecedentes del tema

A partir del descubrimiento de la participacién de los mosquitos en la transmisién de la malaria y la
fiebre amarilla, hacia finales del siglo XIX, comenzaron a realizarse un gran namero de descripciones y
clasificaciones de especies. Para la primera década del siglo XX, ya se habian nominado y descrito,
brevemente y sin basarse en todos los estados del desarrollo, mas de 200 especies de mosquitos a nivel
mundial (Edwards, 1932). A partir de la obra de Edwards de 1932 “Diptera, Culicidae” se presenta una
clara diagnosis para todos los géneros, subgéneros y grupos de especies de la familia y se proporciona
un listado completo de referencias y sinonimias de los nombres que han sido asignados a mosquitos tanto
a nivel genérico como especifico, clasificacion que todavia hoy se usa en sistematica de mosquitos.
Ademas, el autor planted que para alcanzar un sistema de clasificacion natural deben ser considerados
todos los estados de desarrollo. A pesar de su importancia médica y siglos de estudio, la taxonomia de los
mosquitos no esta completa y el actual sistema de clasificacién no es del todo natural (Belkin, 1962; Judd,
1996; Harbach & Kitching, 1998; Reinert et al., 2004). La familia Culicidae abarca mas de 3700 especies
reconocidas formalmente, aunque debido a la existencia de complejos de especies muy similares, el
namero puede elevarse unas tres o cinco veces mas. La clasificacion de Culicidae antes del final del siglo

XX incluy6 dos subfamilias (Anophelinae y Culicinae), 11 tribus y 38 géneros (Harbach, 2013). Hasta la
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revisién de Belkin (1962), las clasificaciones eran agrupaciones fenéticas resultado de la interpretacién
subjetiva de caracteres anatémicos. La subfamilia Culicinae incluye 3052 especies (Harbach, 2013)
distribuidas en 11 tribus: Aedeomyiini Theobald, Aedini Neveu-Lemaire, Culicini Meigen, Culisetini Belkin,
Ficalbiini Belkin, Hodgesiini Belkin, Mansoniini Belkin, Orthopodomyiini Belkin & Heinemann, Sabethini
Blanchard, Toxorhynchitini Lahille & Uranotaeniini Lahille. S6lo Culicini y Sabethini son monofiléticas
(Harbach & Kitching, 1998).

Actualmente en Argentina se registran 244 especies pertenecientes a Culicidae (Rossi, 2015; Stein
et al., 2018) de las cuales 35 especies pertenecen a Anophelinae y 209 pertenecen a Culicinae. La tribu
Sabethini incluye 47 especies pertenecientes a ocho géneros: Onirion Harbach & Peyton, Runchomyia
Theobald, Sabethes, Shannoniana Lane & Cerqueira, Trichoprosopon Theobald, Wyeomyia Theobald,
Isostomyia Coquillet y Limatus Theobald. Con respecto a sus estados inmaduros, algunas especies
incluidas en los géneros Sabethes (S=2), Trichoprosopon (S=3) y Wyeomyia (S=4), alin no cuentan con
descripciones de larvas y pupas, estando las hembras y/o larvas de algunas de ellas inadecuadamente
descriptas (Darsie 1985). Sabethini es una tribu de dificil caracterizaciéon debido a la variabilidad de los
grupos que incluye. La mayoria de los estudios realizados sobre la tribu en cuestion en nuestro pais
refieren a la distribucién geografica (Bréthes, 1910, 1912; Petrocchi, 1929; Shannon & Del Ponte, 1928;
Shannon,1930; Duret, 1949, 1950, 1951; Prosen et al., 1960; Garcia & Casal, 1965; Campos & Macia,
1998; Ronderos et al., 1992; Marti et al., 2007; Visintin et al., 2010; Stein et al., 2012) y unos pocos sobre
sistematica (Garcia, 1959; Campos & Zavortink, 2010; Stein et al., 2020).

Las claves taxonémicas publicadas por Darsie (1985), para mosquitos de Argentina, han servido
como herramienta esencial para la labor de generaciones de taxénomos, ecélogos y epidemiélogos. El
valor de estas claves, que ademas de haber sido publicadas en inglés y espafiol, presentan informacién
morfolégica de la hembra y larva de estadio IV de ambas subfamilias, datos de la distribucién por provincias
y bibliografia, debe ser explicitamente reconocido ya que no ha habido obra de tal magnitud y envergadura
comparable. Sin embargo, es necesario actualizarlas y/o elaborar nuevas claves para Argentina que
incluyan los registros posteriores, asi como los estados de desarrollos descriptos y re-descriptos hasta la

fecha.

El género Sabethes en Argentina esta representado por 13 especies distribuidas en cinco
subgéneros (Tabla S1). Ha habido escasos aportes recientes en relacién a su taxonomia, los cuales serian
utiles, dado que las claves dicotémicas disponibles para las hembras, se basan en la coloraciéon de
escamas y cerdas, pudiendo resultar subjetiva al momento de la identificacién de las especies. Sabethes
(Sabethoides) glaucodaemon Dyar y Shannon, no se encuentra en la clave de Darsie (1985). Tanto adulto
hembra como larva fueron registrados por primera vez para Argentina con posterioridad, a la vez que re-
descriptos y descritos sus estados de desarrollo (Stein et al., 2018, 2020). Esta especie es muy similar en
su morfologia externa a Sabethes (Sabethoides) chloropterus por 10 que su no presencia en la clave de
Darsie puede traer confusiones a los taxénomos no entrenados. Un aporte reciente y muy valioso para la
taxonomia del grupo que fuera publicado mientras se redactaba el presente proyecto, es la clave ilustrada
de hembras del género Sabethes elaborada por Santos Neves et al. (2024) con informacién sobre

bionomia, distribucion geografica e importancia taxonémica de 35 especies.



Las larvas de Sabethes (Peytonolus) purpureus Theobald y Sabethes (Sabethes) cyaneus Fabricius
no pueden diferenciarse siguiendo la clave de Darsie (1985), y desafortunadamente Forattini (2002) no
desarroll6 clave para los estados inmaduros del género. Argumentando que la larva de Sabethes
(Sabethes) albiprivus permanecia desconocida para la ciencia hasta el momento de la edicién de la clave
de Darsie (1985) no fue incluida, aunque ya habia sido descrita por Forattini et al. (1965). Por altimo, la

larva de Sabethes (Sabethes) belisarioi tampoco se incluye ya que permanece desconocida.

Un obstaculo sustancial de los estudios sistematicos es que gran parte de los mismos se basan en
ejemplares Gnicos presentes en colecciones entomolégicas, y que los mosquitos conservados en museos
de alguna forma dificultan los andlisis moleculares convencionales. En Argentina existen pocas
colecciones de referencia de Culicidae, por lo que hay una necesidad urgente de nuevas colecciones en
particular de regiones de alta biodiversidad como es el norte argentino, como asi también su correcta crio-

preservacién o preservacién que permita estudios moleculares.

Los cédigos de barras de ADN (DNA barcode) son herramientas eficaces para identificar especies
de mosquitos, conocer la variabilidad genética y establecer relaciones filogenéticas. En Argentina,
fragmentos de cddigo de barras de 80 ejemplares de mosquitos de 28 especies registradas en el pais de
los géneros Aedeomyia Theobald, Anopheles, Coquillettidia Dyar, Culex, Haemagogus, Mansonia
Blanchard, Nyssorhynchus, Ochlerotatus Lynch Arribalzaga, Psorophora Robineau-Desvoidy vy
Uranotaenia Lynch Arribalzaga fueron secuenciados. Veinte de las 28 especies secuenciadas representan
nuevos coédigos de barras para Argentina, siendo 11 de ellos los primeros registros para la ciencia. Esto
aumentd de 31 a 52 (12,7 a 21,31%) y de seis a diez (28,57 a 47,62%) el nimero de especies y géneros,
respectivamente, con secuencias de codigo de barras del total de 244 especies de mosquitos distribuidas
en 21 géneros registrados para Argentina (Laurito et al., 2022). Recientemente Ayala et al., (2024)
aumentan el registro con la secuencia de la especie Haemagogus leucocelaenus (Dyar & Shannon) de
ejemplares colectados en las provincias de Corrientes y Misiones. Hasta el momento son escasos los
cédigos de barras obtenidos de ejemplares de mosquitos del género Sabethes colectados en Argentina,

de alli uno de los objetivos del presente estudio.

La importancia de realizar la taxonomia molecular de mosquitos de la tribu Sabethini (Culicidae), en
particular del género Sabethes de Argentina que incluya registros pictéricos de esas especies, contribuira
con la inequivoca identificacién de las mismas, en un grupo taxonémico que reviste importancia médico-
veterinaria con hembras de algunas especies que han sido halladas naturalmente infectadas con diferentes

arbovirus y se ha demostrado su competencia vectorial.

OBJETIVOS GENERALES Y PARTICULARES

Objetivo General

Contribuir al conocimiento de la sisteméatica y diversidad del género Sabethes (Diptera: Culicidae)

del nordeste argentino.



Objetivos Particulares

1. Identificar morfolégica y molecularmente especies del género Sabethes colectadas en el nordeste
argentino, que se encuentran crioconservados en el Laboratorio de Entomologia del Instituto de
Medicina Regional.

2. Registrar fotograficamente dichos ejemplares del género Sabethes y asociar esos registros a su
identificacion morfolégica y molecular.

3. Ampliar el listado de especies de mosquitos de Argentina que puedan ser integrados al GenBank y
BOLDSystems.

HIPOTESIS DEL TRABAJO

El uso de la taxonomia molecular permitird confirmar las determinaciones morfolégicas de las
especies del género Sabethes analizadas en el presente estudio, y cuyas secuencias se encuentren
registradas en las bibliotecas de cédigos de barras. Por otra parte, proporcionara nuevas secuencias de
estas especies que no se encuentran aun registradas en las bibliotecas mencionadas, como asi también,
identificar nuevas especies ampliando el nimero de las especies del género Sabethes citadas hasta el

momento.

MATERIALES Y METODOS

Material biolégico y Caracteristicas del area de estudio

Se trabaj6é con ejemplares del género Sabethes de colectas realizadas en la ciudad de Eldorado,
provincia de Misiones en el marco del Proyecto PIL002/18 Secretaria de Ciencia y Técnica de la UNNE.
Parte del material estaba crioconservado en el Laboratorio de Entomologia del Instituto de Medicina

Regional (UNNE), y parte en la coleccién entomolégica de la misma institucion.

La ciudad de Eldorado, provincia de Misiones, nordeste de Argentina (26° 24' 0" S, 54° 38' 0" O)
(Figura 1), se encuentra ubicada dentro de la region Neotropical, provincia biogeografica Paranaense,
donde el tipo de vegetacion predominante es la selva, con presencia de bosque de albardén, de
Bambuseas, y en galeria, sabana, pastizal alto y matorral de leguminosas, siendo la provincia
fitogeogréafica de mayor riqueza de especies vegetales del pais (Oyarzabal et al., 2018). Su clima es
subtropical sin estacion seca, las lluvias oscilan desde 1600 mm en el sur de la provincia a 1900-2017 mm
en el noreste, el otofio corresponde a la estacion mas lluviosa (563 mm). La temperatura media anual es
de 22 °C, con maxima absoluta de 38,5 °C y minima absoluta de -5,4 °C, registrandose entre uno a cuatro
heladas anuales (Eibl et al., 1999; Ligier, 2000; Chebez, 2005; Manso Hernandez et al., 2010).

Para ampliar el nimero de especies estudiadas se recurri6 a material de colectas realizadas en
Puerto Iguaza y Pifalito, provincia de Misiones y San Cayetano, provincia de Corrientes que fueron
obtenidas como parte de las colaboraciones que realiza el grupo de investigacion con otros investigadores

del pais.

La localidad de Puerto Iguazu (25° 35’ 52” S, 54° 34’ 55” O) se encuentra ubicada en el extremo

noreste de la provincia de Misiones (Figura 1). En esta ciudad se encuentran el Parque Nacional Iguazu
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(25° 31' 05" S, 54° 08' 00" O) y las Cataratas del Iguazu. Puerto Iguazu se encuentra en la triple frontera
con Argentina, Brasil (Cataratas del Iguazu) al norte y Paraguay al este (Ciudad del Este); los tres paises
estan divididos naturalmente por los rios Parana e Iguazu. La ciudad presenta un gradiente ambiental de
paisajes urbanos a rurales con parches remanentes de bosque natural. Debido a su proximidad a las
Cataratas del Iguazi, la ciudad es una de las zonas turisticas mas importantes de Argentina; es visitada
por mas de un millén de personas por afio y tiene 98673 habitantes, siendo la tercera ciudad mas grande
de la provincia (INDEC, 2022). El area pertenece a la ecorregion de la selva paranaense. El clima es
subtropical himedo con veranos calurosos y sin estaciones secas (Peel et al., 2007). Los meses mas frios
son junio y julio, con una temperatura minima promedio de 12 °C y 11 °C, respectivamente, mientras que
el mes mas célido es enero, con una temperatura maxima promedio de 32 °C. Las precipitaciones son
abundantes durante todo el afio, con valores medios anuales de 1960 mm. Julio y agosto son los meses
mas secos con precipitaciones acumuladas de 107 y 83,7 mm, respectivamente (valores climatolégicos
promedio 1991-2020; Servicio Meteorolégico Nacional; https://www.smn.gob.ar/).

El Parque provincial Pifialito (26° 30 S, 53° 50 O) se encuentra en el Departamento de San Pedro
al nordeste de la provincia de Misiones (Figura 1). Es un area estrictamente protegida de 3796 ha
localizada en la porcién del Bosque Atlantico de Misiones y se encuentra muy cerca del limite fluvial entre
Argentina y el extremo occidental del estado de Santa Catarina, Brasil (Sa, 2023). Ubicado a 750 m s.n.m.,
posee una vegetacion mixta con predominio de elementos tipicos de la porcién sur del Bosque Atlantico
como la araucaria (Araucaria angustifolia (Berto loni) Otto Kuntze) (Brown & Zunino, 1990). El clima es
subtropical huamedo, con una temperatura media anual de 19,5 °C, y presenta estacionalidad en la
temperatura y la duracion de los dias (Crespo, 1982; Agostini, 2009). La estacion fria se caracteriza por
una temperatura media de 15,15 °C, y la estacién célida por una temperatura media de 22,2 °C (Agostini,
2009). La precipitacion anual es de 1800-2000 mm (Crespo, 1982). Este parque provincial se encuentra
ubicado dentro del Corredor Verde, un area de conservacién y uso sustentable (de una extension de
1108000 ha.) cuya finalidad es la proteccion del Bosque Atlantico de la provincia de Misiones, asi como
las nacientes y las altas cuencas de los principales rios y arroyos (Holzmann, 2012). Debido a la incesante
explotacién maderera y al uso que se le ha dado a esta region de la provincia (modificada mayormente por
agricultura a pequefia escala) (De Angelo, 2009), una gran porcion de la vegetacién original del Corredor
Verde ha sido reemplazada por monocultivos de especies comerciales exéticas y nativas (Holzmann,
2012). El bosque nativo ocupa la mayor parte de la superficie restante del parque y una vegetacion casi
pristina puede apreciarse, sobre todo en las grandes quebradas de los valles de los arroyos, donde la

extraccién de madera no fue posible por la inclinacién del terreno (Holzmann, 2012).

La localidad de San Cayetano (27° 34' 15" S, 58° 41' 41" O) esté ubicada al noreste de la provincia
de Corrientes (Figura 1). El clima es subtropical o mesotermal (Carnevali, 2003), con un gradiente de
temperatura media anual que oscila de norte a sur entre los 21° C y 19,5 °C, siendo enero el mes mas
célido (media anual, 27 °C) y julio el mas frio (media anual, 14 °C). Las temperaturas maximas absolutas
del verano se ubican entre 42 °C y 46 °C, siendo las minimas en invierno entre -1 °C y -5,5 °C. Las lluvias,
por su parte, son abundantes, frecuentes e irregulares a lo largo de todo el afio, presentando su nivel
minimo en el invierno (Bruniard, 1975; Carnevali, 2003), con precipitaciones medias anuales superiores a
1500 mm en el noreste de la provincia.


https://www.smn.gob.ar/

Figura 1. Mapa de Argentina. Provincias de Corrientes (morado) y Misiones (rosado) sefialando las localidades de estudio.

Descripcion del trabajo de campo y laboratorio previo, que permitié obtener el material biolégico

con el que se trabajé en el presente estudio

a) Colecta de ejemplares en campo

Los ejemplares corresponden a colectas de larvas y/o pupas de Culicidae que habitan en el agua
contenida en tocones de tacuara situados dentro del predio del Parque Natural Adolfo Schwelm, ubicado
en el limite oeste de la ciudad de Eldorado, Misiones. Se extrajo toda el agua contenida en cada planta
utilizando un frasco aspirador (Figura 2). El material recolectado fue transferido a envases, los que fueron
tapados y rotulados con los correspondientes datos de coleccion (fecha de colecta, tipo de fitotelmata).

Las larvas y pupas extraidas fueron trasladadas al laboratorio para cria y determinacion especifica.
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Figura 2. Colecta de Culicidae de Guadua chacoensis en San Cayetano, Corrientes.

b) Cria de inmaduros

Las larvas recolectadas de los primeros estadios (I, Il y Ill) fueron colocadas en vasos de plastico
de 70 ml con una mezcla de agua del propio habitat y agua declorinada (agua corriente de red con previo
descanso de dos-tres dias). Se criaron en grupos de hasta 20 individuos (siempre que fueran provenientes
de la misma fitotelmata) hasta alcanzar el estadio 1V, siendo alimentadas con higado en polvo. Las larvas
de estadio IV fueron criadas individualmente en vasos de plastico hasta la emergencia del adulto. Una vez
transformada en pupa se retir6 la exuvia del estadio IV y se conservd en alcohol 80%, lo mismo se hizo
con la exuvia de la pupa al emerger el adulto, conservada en el mismo frasco. Una vez emergidos los
adultos, estos fueron extraidos mediante un aspirador manual y traspasados a un vaso plastico cubierto
con una tela de tul, dénde fueron alimentados con agua azucarada al 10% embebida en trozos de algodén.
Los adultos se sacrificaron luego de 48 horas de emergidos, tiempo suficiente para que endurezca el
tegumento y rote la genitalia de los machos, caracteristicas éstas de importancia taxonémica. Los adultos
identificados al igual que las exuvias de larva y pupa fueron crioconservados en freezer a -20 °C hasta su

determinaciéon morfolégica y molecular.

c) Determinacion morfolégica de especies del género Sabethes

Los especimenes adultos hembra fueron identificados con el uso de microscopio estereoscopico y

utilizando las claves taxonémicas de Darsie (1985), Lane (1953), y descripciones originales.
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Ademas, en el caso de los adultos macho, especialistas realizaron el montaje de la genitalia segin
los procedimientos empleados en el “Center for Disease Control and Prevention” (CDC, United States) y
el “Nucleo de Pesquisa Taxonémica e Sistematica em Emtomologia Médica” (Universidade de S&o Paulo,
Brasil), para realizar su identificacién. Las exuvias de larva 1V, correspondientes a las crias en el estado
adulto tanto macho como hembra, se identificaron morfolégicamente utilizando las mismas claves

mencionadas en parrafos anteriores y descripciones originales.

La determinacién morfologica de los ejemplares se document6 en una base de datos elaborada en
Excel, donde se registrd la clasificacion asignada a cada uno de ellos, asegurando un registro claro y

organizado.

La terminologia morfolégica utilizada es la establecida por Harbach & Knight (1980).

d) Registro fotografico de mosquitos del género Sabethes

Dado que los ejemplares adultos macho o hembra utilizados para identificacion molecular son
macerados, perdiendo asi caracteres de importancia taxonémica, los mismos fueron fotografiados antes
de dicho procesamiento. A los individuos adultos resultado de las crias y crioconservados se les tomé
fotografias con enfoque a diferentes estructuras morfolégicas de interés taxonémico y una de vista general,
previo a la conservacion en alcohol 99%, para los posteriores analisis moleculares. Ademas, se
fotografiaron las exuvias de larva de estadio IV de las correspondientes crias. La genitalia del adulto macho
fue montada posteriormente a la obtencién de la fotografia del espécimen completo y luego del montaje
fotografiada. Las fotografias del estado adulto hembra o macho, exuvias de larva IV y genitalia fueron
utilizados para la elaboracién de ldaminas pictéricas que destacan las caracteristicas morfolégicas de las
especies estudiadas. Para fotografiar los estados adultos se utilizé un estereomicroscopio binocular Leica
EZ4, y una camara digital Canon Eos Rebel T6i 24.2 mp Full Hd Kit 18-55mm. En el caso de las exuvias
del estadio larval IV y genitalia masculina se utilizé un microscopio 6ptico Olympus. A cada fotografia se
le asigné un cédigo unico correspondiente al ejemplar fotografiado, garantizando su coincidencia con el

cédigo del material posteriormente procesado.

Dicho registro fotografico se cargd en la misma base de datos del punto c).

e) Analisis molecular de los especimenes

Para el procesamiento molecular de cada ejemplar se utilizaron patas o el adulto entero. Para el
procesado de adultos enteros se quitaron antenas y alas, conservando una o dos patas que sirvieron como
“backup” de la muestra para repetir la extraccion cuando fue necesario. La extraccion de ADN gendmico
total se realiz6 utilizando un kit comercial (Wizard (R) Genomic DNA Purification Kit-PROMEGA) (Figura
S1). Se evalu6 cuantitativamente el peso molecular del ADN extraido con una corrida electroforética en
gel de agarosa al 1%, y se midio la absorbancia y pureza del ADN obtenido mediante un equipo Nanodrop.
La amplificacion del segmento de 648 pb del gen mitocondrial citocromo C oxidasa subunidad | (COI), se
realiz6 mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR convencional) utilizando los siguientes
cebadores: LepFolF y LepFoIR (Hebert et al., 2004); S1718 y AS2442 (Normark & Lanteri, 1998); LCO1490

y HCO2198 (Folmer et al., 1994). Las condiciones de amplificacion fueron las descritas por Rodriguero et
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al., (2010) y Laurito et al., (2022). Los productos de PCR se visualizaron utilizando geles de agarosa al 2%

suplementados con Gel Red (GenBiotech), bajo luz UV con un transiluminador (uvipro Bronze).

f) Secuenciacion gendmica y edicidon post secuenciacion

Los fragmentos amplificados con mejor calidad de bandas fueron enviados a secuenciar a
Macrogen, Inc., Corea del Sur, para confirmar su identidad especifica. Las secuencias fueron editadas
utilizando el software Bioedit v. 7.2 (Hall, 1999), donde se establecieron secuencias consensos para cada
ejemplar. Dichas secuencias se alinearon por nucleétidos utilizando el algoritmo Muscle (Edgar, 2004) y

se removieron los primers en el software Megall v. 11 (Tamura et al., 2021).
g) Busqueda de secuencias obtenidas en el NCBI y calculo de distancias genéticas

Se comparé las secuencias obtenidas con la base de datos del NBCI utilizando la herramienta Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST). Asimismo, se calculé los valores de divergencia entre las
secuencias de nucleotidos por pares y se estimé la distancia intraespecifica e interespecifica utilizando el

método dos parametros de Kimura (K2P) (Kimura, 1980) en el software Megallv.11 (Tamura et al., 2021).
h) Incorporacion de las secuencias obtenidas al GenBank y BOLDSystems

Se utilizaron las herramientas proporcionadas por el GenBank (Submissions to Genbank) y

BOLDSystems (Submissions to BOLD).

RESULTADOS

Identificacion taxondmica

Se trabaj6é con 34 ejemplares pertenecientes al género Sabethes (Tabla 1), cuya identificacién
taxondmica correspondi6 a 4 de las 13 especies registradas en Argentina, pertenecientes a los subgéneros
Peytonolus Harbach y Sabethoides Theobald: Sabethes (Peytonulus) aurescens Lutz (n=2), Sabethes
(Sabethoides) glaucodaemon (n=7), Sabethes (Peytonulus) identicus (n=3) y Sabethes (Peytonulus)
undosus Coquillett (n=18). Las identificaciones taxondmicas de estas especies se confirmaron examinando
las exuvias de larvas de estadio IV, con los estados adultos asociados y los genitales de los machos

adultos cuando se encontraban disponibles, derivados de estados inmaduros (Tabla 1).

Cuatro ejemplares pudieron identificarse sdélo a nivel genérico debido a que sus estructuras

taxonémicas se encontraban deterioradas y fueron registrados como Sabethes sp. 1.

Tabla 1. Lista de especies identificadas taxonédmicamente en este trabajo, colectadas en Eldorado, Parque

Nacional Iguazu y Pifialito, provincia de Misiones y San Cayetano, provincia de Corrientes, Argentina.

Material de identificaciéon

Especie Muestra Sitio de Héabitat Sexo morfolégica Fiqura
P Colecta Larval Larva Exuvia Genitalia 8
v larval Masculina
Sabethes A52 Pifialito Tacuara Hembra X X 2S
aurescens A50 Pifalito Tacuara Hembra X X 3
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A4 Eldorado Tacuara Macho X X 3S

A47 Eldorado Tacuara Macho X 4S
A48 Eldorado Tacuara Macho X 5S
qlaiicigs;heenion A49 Eldorado Tacuara Macho % X X 4
Al5 Eldorado Tacuara Macho X X 6S
A43 Eldorado Tacuara Macho 7S
A4S Eldorado Tacuara Macho X X X 8S
A9 San Cayetano Tacuara Hembra 9s
ijae?ﬁitgjss A31 Pto. Iguazl Tacuara Macho 10s
A51 Pto. Iguazu Tacuara Macho X X X 5
A27 San Cayetano Tacuara Macho 11S
A30 San Cayetano Tacuara Macho 12S
A42 Pto. Iguazu Bromelia Macho 13S
Ad4 Eldorado Tacuara Macho X X 14s
Al Eldorado Tacuara Hembra 158
A2 Eldorado Tacuara Macho X X X 16S
A3 Eldorado Tacuara Macho X 17s
A7 Eldorado Tacuara Macho X X X 185
A8 Eldorado Tacuara Macho X 198
Al0 Eldorado Tacuara Hembra 20S
All Eldorado Tacuara Macho X 218
A12 Eldorado Tacuara Macho X X 228
Sabethes A13 Eldorado Tacuara Macho X 23S
undosus Al4 Eldorado Tacuara Macho X X X 24S
A16 Eldorado Tacuara Macho X X X 258
Al7 Eldorado Tacuara Hembra 26S
A18 Eldorado Tacuara Macho X X 278
A20 Eldorado Tacuara Hembra X X 28S
A22 Eldorado Tacuara Hembra X X 298
A32 Pto. Iguazu Tacuara Macho 30S
A34 Eldorado Tacuara Macho X X X 6
A37 Eldorado Tacuara Hembra X 318

S: Material suplementario.

Registro fotografico

Se obtuvieron registros fotograficos de los 34 ejemplares adultos del género Sabethes, enfocados
en estructuras clave para su identificacion taxondmica (Figuras 3 a6 y 2S a 31S). En los casos posibles,
también se documentd el estadio larval IV y la genitalia de los machos. A partir de estas imégenes, se
elaboraron laminas pictéricas que resaltan las caracteristicas diagnoésticas del adulto hembra, adulto

macho (incluyendo su genitalia) y el estadio larval IV de las especies identificadas.

Identificacion molecular de especies del género Sabethes

Todos los ejemplares de mosquitos adultos del género Sabethes fueron procesados para la
deteccion del gen COI. Se obtuvieron un total de 24 resultados positivos. Los resultados negativos pueden

deberse al uso de sustancias en la preservacion de los ejemplares de la coleccién entomoldgica que
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pudieron haber deteriorado el ADN (Simmons, 2005; Marquez-Luna et al., 2022). La disponibilidad de
recursos econdémicos no posibilité el envio de todas las muestras positivas para su secuenciacion, por lo
que se seleccionaron los amplificados con mejor resoluciéon de banda y, dentro de ellos, que estuvieran
representadas las cuatro especies identificadas morfolégicamente. Catorce de los 24 resultados positivos
fueron secuenciados (Figura 32S) correspondiendo a las siguientes especies: Sabethes aurescens (n=1),
Sabethes glaucodaemon (n=2), Sabethes identicus (n=3) y Sabethes undosus (n=8) (Tabla 2), siendo la
muestra Sa. glaucodaemon (A15) descartada por falta de claridad en la secuencia obtenida (Figura 33S)

y la muestra correspondiente a Sa. auresecens (A50) no fue recuperada de los envios a Macrogen Inc.

Nueve de los 12 ejemplares del género Sabethes contaban con su respectiva secuencia de cédigo
de barras COI en los dos servidores consultados, lo que confirmé la identificacion molecular de las
especies: Sabethes undosus (n=8) y Sabethes glaucodaemon (n=1) (Tabla 2). Dicha identificacién fue

coincidente con la determinaciéon morfolégica.

Sabethes glaucodaemon cuenta con dos registros asociados en GenBank (NC_037500 y
MF957173), ambos de Brasil, aunque ninguno de ellos se corresponde con la secuencia especifica del
gen COI. Sin embargo, al tratarse de secuencias del genoma completo mitocondrial de la especie, se logré
obtener la secuencia del gen en cada una de ellas. La obtencidén de la secuencia especifica del gen COI
conseguida en este estudio (PQ605758) (Tabla 4) representa el primer registro de cédigo de barras de
esta especie para nuestro pais.

Sabethes undosus dispone de cinco secuencias del gen COI registradas en el servidor GenBank,
todas provenientes de Guyana Francesa (MF172373 a MF172377), por tanto, las secuencias obtenidas
en el presente estudio (PQ593923 a PQ593930) (Tabla 4) representan los primeros registros de esta
especie para Argentina.

Tabla 2. Lista de especies del género Sabethes identificadas taxonémica y molecularmente.

Identificacién GenBank BOLDSystem
Muestra P 5di imili 5di imili
MorfolSgica Resultado Cddigo de S|m°|I|tud Resultado Cddigo de S|m°|I|tud
acceso (%) acceso (%)
Sabethes Sabethes NC_037500. Sabethes GBMNA994
A4 - 97,7 97,7
glaucodaemon  glaucodaemon 1 glaucodaemon 919
A51 Sabethes Sabethes MT999310.1 94 n/a nfa n/a
identicus chloropterus
A9 Sabethes Sabethes MT999310.1 94 n/a nfa n/a
identicus chloropterus
A31 Sabethes Sabethes MT999310.1 94 n/a nfa n/a
identicus chloropterus
AD Sabethes Sabethes ME172373.1 97 Sabethes FGMOS339- 970
undosus undosus undosus 16 '
A7 Sabethes Sabethes ME172373.1 97.1 Sabethes FGMOS339- 97.0
undosus undosus undosus 16
A8 Sabethes Sabethes ME172373.1 97 Sabethes FGMOS339- 97
undosus undosus undosus 16
A12 Sabethes Sabethes ME172373.1 97 Sabethes FGMOS339- 97
undosus undosus undosus 16
A3 Sabethes Sabethes ME172373.1 97 Sabethes FGMOS339- 97
undosus undosus undosus 16

15



Sabethes Sabethes Sabethes FGMOS339-

Al8 undosus undosus MF172373.1 97 undosus 16 97

A34 Sabethes Sabethes ME172373.1 97 Sabethes FGMOS339- 97
undosus undosus undosus 16

A37 Sabethes Sabethes ME172373.1 97 Sabethes FGMOS339- 97
undosus undosus undosus 16

n/a: not available (no disponible).

La busqueda de la secuencia del gen COI correspondiente a la especie Sabethes identicus arrojé
resultados coincidentes con Sa. (Sabethoides) chloropterus (Tabla 2), pero la identificacion taxonémica de
la larva de estadio IV y genitalia del macho de los ejemplares analizados no dejan duda de su
determinacién. Estas discrepancias se explican por la ausencia de registros de cédigos de barras para
esta especie en los servidores consultados. En este sentido, las secuencias obtenidas en el presente
estudio (PQ612425, PQ612426 y PQ612427) (Tabla 4) representan los primeros registros de codigos de

barras de la especie Sa. identicus para la ciencia y para Argentina.
Calculo de distancias genéticas

La distancia genética intraespecifica de las especies Sa. glaucodaemon, Sa. identicus y Sa. undosus
mostraron valores relativamente bajos, 0-2,3%, 0,5-1,2% y 0-3,3%, respectivamente (Tabla 3). No
obstante, si se compara Unicamente las secuencias obtenidas en este estudio, la distancia genética

disminuye. Para Sa. undosus, los valores resultantes fueron mas bajos (0-0,6%).

Las distancias genéticas interespecificas entre Sa. glaucodaemon, Sa. identicus y Sa. undosus,
variaron entre 9,4 y 11,6%, y al comparar solo las secuencias de las especies obtenidas en este estudio

dicha distancia se mantuvo (9,6 a 11,5%) (Tabla 3).
Tabla 3. Estimacion de la distancia por pares (K2P) de secuencias del gen COI.

Sa. glaucodaemon Sa. Identicus Sa. undosus

1 M 3 M ve [ ] H % * m ] m u 15 16 17 18 19

. 2,3042

3 0,0000  2,3042

4 10,5868 10,5890 10,5868

[ ] 10,3638 10,1697 10,3638 0,5119

. 10,5868 10,5890 10,5868 12177  0,5119

7 10,7704 10,9572 10,7704 10,3130 10,1746  9,9646

* 10,7704 10,9572 10,7704 10,4882 10,1746 10,1385 0,1506

m 10,3358 10,3359 10,3358 10,5482 19,9482 10,1474 01727  0,1727

10 10,7704 109572 10,7704 10,4882 10,1746 10,1385 0,1506  0,0000  0,1727

H 10,1854 99834 10,1854 10,4010 19,7887  9,9920 0,3540 03540 0,1767  0,3540

12 10,7704 10,9572 10,7704 10,1385 19,9785 9,7913 04532 0,6052 0,3460 06052  0,1767

13 10,5835 10,7699 105835 9,9968 9,7832  9,6496  0,3026 04545 0,727  0,4545  0,0000  0,1511

14 11,1176 115249 11,1176 10,9697 11,1264 10,7803 0,1621 03247 03766 03247 0,5803 06515  0,4894
15 11,0169 11,5859 11,0169 10,0756 9,4449  9,7259  3,1158 29555 30154  2,9555  3,0866 3,1158  2,9555  3,3451

16 11,0169 11,5859 11,0169 10,0756  9,4449 9,7259 3,1158 2,9555 3,0154 2,9555 3,0866 3,1158 2,9555 3,3451 0,0000

17 11,0169 11,5859 11,0169 10,0756  9,4449 9,7259 3,1158 2,9555 3,0154 2,9555 3,0866 3,1158 2,9555 3,3451 0,0000 0,0000

18 11,0169 11,5859 11,0169 10,0756  9,4449 9,7259 3,1158 2,9555 3,0154 2,9555 3,0866 3,1158 2,9555 3,3451 0,0000 0,0000 0,0000

19 11,0169 11,5859 11,0169 10,0756  9,4449 9,7259 3.1158 2.9555 3.0154 2,9555 3,0866 3,1158 2,9555 3,3451 0,0000 0,0000 0.0000 0,0000

Sabethes glaucodaemon [1-NC_037500; 2-PQ605758; 3-MF957173], Sabethes identicus [4-PQ612427; 5-PQ612426; 6-PQ612425],
Sabethes undosus [7-PQ593930; 8-PQ593929; 9-PQ593928; 10-PQ593927; 11-PQ593926; 12-PQ593925; 13-PQ593924; 14-
PQ593923; 15-MF172377; 16-MF172376; 17-MF172375; 18-MF172374; 19-MF172373].

En azul las secuencias y distancias genéticas intra e interespecificas obtenidas en este estudio.
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Incorporacién de las secuencias obtenidas al GenBank y BOLDSystems

Las secuencias del gen COI fueron incorporadas al Genbank y BOLDSystems siguiendo los

protocolos proporcionados por los mismos. Cada secuencia cuenta con su propio ¢codigo de acceso en

ambos servidores (Tabla 4), los cuales se mantendran en estado privado hasta su publicacién formal.

Tabla 4. Lista de especies y cédigos de acceso proporcionados por los servidores GenBank y
BOLDSystems.

Cdédigo de Acceso

Muestra Especie GenBank BOLDSystems
A4 Sabethes glaucodaemon PQ605758 SABET001-24
A9 Sabethes identicus PQB12425 SABET002-24

A31 Sabethes identicus PQB12426 SABET003-24
A51 Sabethes identicus PQB12427 SABET004-24
A2 Sabethes undosus PQ593923 SABET005-24
A7 Sabethes undosus PQ593924 SABET006-24
A8 Sabethes. undosus PQ593925 SABET007-24
A12 Sabethes undosus PQ593926 SABET008-24
A13 Sabethes undosus PQ593927 SABET009-24
A18 Sabethes undosus PQ593928 SABET010-24
A34 Sabethes undosus PQ593929 SABET011-24
A37 Sabethes undosus PQ593930 SABET012-24
DISCUSION

El marcador COI ha sido ampliamente utilizado en mosquitos como un c6digo de barras genético
para diversos fines como la identificacion de especies (Wang et al., 2012; Laurito et al., 2013, 2022; Ayala
et al., 2024; Telles-de-Deus et al., 2024), describir la diversidad de ciertas areas (Bourke et al., 2018),
establecer relaciones filogenéticas (Fang et al., 2017; Wang et al., 2017), identificar complejos de especies
(Saeung et al., 2008; Ruiz-Lépez et al., 2012; Bourke et al., 2013; Foster et al,, 2013; Wang et al., 2017) y
analisis filogeograficos (Rathnayake et al., 2023). Diferentes autores han reportado una variacién entre 82
a 98% en la congruencia entre las identificaciones taxonémicas y las basadas en codigos de barras (Wang
et al.,, 2012, Chan et al., 2014, Bourke et al., 2018, Delgado-Serra et al., 2020; Adeniran et al., 2021) y
explican las inconsistencias por errores en la identificacion morfolégica a priori (Delgado-Serra et al., 2020).
En el presente estudio, la congruencia reportada entre la morfologia y las identificaciones basadas en
cédigos de barras fue de 75% (9/12). La disparidad no necesariamente obedece a errores de identificacion,
aspecto que en este estudio se descarta, ya que disponemos de la exuvia larval y la genitalia masculina,
segun el caso, de los ejemplares secuenciados, que nos permitieron confirmar la identificacién. La
discrepancia, en general, podria explicarse por la existencia de sinonimias, la presencia de complejos de
especies, algin grado de hibridacién o una clasificacion incompleta de los linajes entre especies (Laurito
et al., 2022). En este estudio la discrepancia se debié a la ausencia de la secuencia del gen COIl de Sa.
identicus en el servidor GenBank, ocasionando que al momento de comparar dicha secuencia en BLAST,

este arroje Sa. chloropterus como el resultado con mayor similitud (94%).
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La divergencia genética intra e interespecifica de especies congéneras esta correlacionada con la
escala geografica del muestreo (Bergsten et al., 2012). En consecuencia, se esperaria una mayor variaciéon
genética en muestras tomadas de extensas regiones geogréficas (Bergsten et al., 2012). Por esta razén,
en el presente estudio, la distancia intraespecifica obtenida al comprar Unicamente secuencias de
ejemplares de Argentina fue menor en comparacioén con aquellas que incluyeron secuencias provenientes
de Brasil (NC_037500 y MF957173) y Guyana Francesa (MF172373 a MF172377).

Los adultos del subgénero Peyfonulus del género Sabethes se reconocen facilmente por la
combinacion de ciertos caracteres, entre ellos, la presencia de escamas blancas llamativas en la superficie
ventral del tarsémero posterior 5 (Darsie, 1985). Las larvas de este grupo poseen un rasgo muy distintivo
en relacion a las de los otros subgéneros que consiste en la modificacién de manera singular de la cerda
| del segmento abdominal VIl a modo de gancho (Darsie, 1985). Las hembras adultas del subgénero
Sabethoides presentan similitudes con aquellas del subgénero Peytonolus, aunque pueden diferenciarse
por la presencia de abundantes escamas blancas en la cara interna de los tarsémeros medios las cuales
estan ausentes en Peytonolus (Darsie, 1985). Asimismo, en la clave dicotomica de adultos hembra del
género Sabethes para mosquitos de Argentina de Darsie (1985) la presencia 0 no de escamas blancas en
el tarsémero posterior 5 y la coloracién de las escamas del escuto nos permite diferenciar Sa. aurescens
de Sa. identicus. Dos cuestiones se presentan y pueden llevar a errores en su identificacion cuando nos
basamos en la taxonomia clasica. Por un lado, la manipulacién del material biolégico puede llevar a la
pérdida de estas estructuras y al no contar con material resultado de crias individuales, su determinacién
puede no ser certera. Por otro lado, el patron de coloracién de las escamas del escuto es muy similar y
ello también puede dificultar la identificacién precisa. En este sentido los cédigos de barras de ADN se

convierten en indispensables.

Sin embargo, otra dificultad se presenta cuando esas secuencias no se encuentran registradas en
la biblioteca de cédigo de barras, por lo que la obtencién de nuevas secuencias de mas especies
contribuird no sélo al conocimiento de la biodiversidad del taxén en cuestiéon sino también permitird una
inequivoca identificacion.

Asimismo, segun Huang & Rueda (2014) la adicion de fotografias en color en las claves facilita la
identificacion y reduce las determinaciones erréneas. Si bien la elaboraciéon de una clave no fue objetivo
del presente estudio, los registros fotograficos realizados representan un potencial aporte para el catalogo
BIODAR (https://biodar.unlp.edu.ar/culicidae/es/about.html) de mosquitos de Argentina y Uruguay, que

afio tras afio se actualiza con nuevas referencias bibliograficas y registros fotograficos de las especies.

Los resultados de este estudio aportan secuencias de nucleétidos nuevas a las bibliotecas
nacionales e internacionales de codigos de barras. Esto contribuye significativamente al conocimiento
sobre la taxonomia y diversidad del género Sabethes, del cual escasean los cédigos de barras en los

distintos repositorios y cuya relevancia se relaciona con la existencia de especies de importancia sanitaria.

Debido a que los codigos de barras de mosquitos de Argentina son actualmente escasos,
consideramos necesario ampliar la biblioteca de secuencias disponibles, lo que permitird representar de

mejor manera la diversidad genética de los culicidos y complementar las técnicas morfolégicas.
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CONCLUSION

Los cédigos de barras de ADN son una herramienta eficiente en la determinacién de especies del

género Sabethes, identificando con éxito las secuencias analizadas en este trabajo.

Los registros fotograficos son una herramienta complementaria muy util de las claves taxonémicas
en particular para aquellos taxones que presentan dificultades en la identificacién de ciertos estados de

desarrollo como es el caso del género Sabethes.

Los resultados obtenidos en el presente estudio permitieron aumentar de 53 a 56 (21,72% a 22,95%)
el namero de especies pertenecientes a Culicidae con secuencias de codigo de barras para Argentina, del

total de 244 especies de mosquitos registradas para nuestro pais.
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A continuacion, incluimos informacién relacionada con la distribucion, bionomia, caracteres
diagnosticos e importancia sanitaria de cada especie del género Sabethes identificada en el presente

estudio.
Bionomia del género Sabethes (Robineau-Desvoidy, 1827)

Los mosquitos del género Sabethes se distribuyen exclusivamente en el Nuevo Mundo, desde el
centro de México hasta el norte de Argentina (Wilkerson et al., 2021). Todas las especies estan
ecolégicamente especializadas en habitats selvaticos (Forattini, 1965). Son de habitos diurnos con un pico
de actividad durante la tarde (Roberts et al., 1985). Los adultos muestran una estratificacion vertical, es
decir, preferencia por diferentes alturas dentro de la vegetacién, teniendo una marcada afinidad por las
copas de los arboles (especies denominadas “acrodendrofilas”) (Roberts et al., 1981). Los estados
inmaduros se desarrollan en fitotelmata, principalmente en entrenudos de bambu( y huecos de arboles
(Campos & Gleiser, 2016). Se han encontrado hembras de este género infectadas de forma natural con
varios arbovirus, tales como, el virus de la fiebre amarilla, encefalitis de San Luis, 1lhéus y Xiburema (de
Rodaniche & Galindo, 1957; Causey et al., 1964; Goenaga et al., 2012; Wanzeller et al., 2014; de Olivera
2023). Tienen especial predileccion por hospedadores humanos y aviares (Gomez et al., 2010), posandose
generalmente en partes altas del cuerpo para alimentarse (Dégallier et al., 1992). Recientemente, Gravina
et al. (2019) detectaron la presencia de flavivirus Sabethes (sbFV), un nuevo flavivirus especifico de

insectos, cuya patogenicidad por el momento es incierta.

Los adultos de la mayoria de las especies de Sabethes presentan una notable cobertura de escamas
de color metalico, cuya variaciéon cromatica y matices se utilizan para identificar algunas especies (Neves
et al., 2024). Las caracteristicas diagnosticas que destacan al adulto hembra este género son: cerdas
prealares ausentes, escuto cubierto de escamas planas de color metalico con destellos iridiscentes y
generalmente patas medias con expansiones formadas por escamas largas (Darsie, 1985). Por otro lado,
el estadio larval IV se caracteriza por presentar proceso maxilar inmovil, no articulado con el cuerpo de la

maxila, palpo maxilar corto y proyectado en aspecto lateral (Darsie, 1985).
Sabethes (Peytonolus) aurescens (Lutz, 1905) (Figuras 3 y 25)
Distribucion
Sabethes aurescens se distribuye en Argentina, Brasil, Panama y Venezuela (Lane, 1953). En
Argentina se lo registra en las provincias de Corrientes y Misiones (Cano et. al.,, 2021).
Biologia

En el noreste argentino se han encontrado larvas de la especie habitando entrenudos del bambu
Guadua chacoensis Londofio y Peterson, y Merostachys clausseni Munro en Misiones (Campos et al.,
2011) y Guadua sp. en Corrientes (Campos, 2015). Los estados inmaduros se distribuyen verticalmente a
lo largo de los entrenudos del bambu en un amplio rango de estratos (Miiller 2008), presentando mayor
abundancia en entrenudos ubicados a 1 metro de altura del suelo (Zequi & Lopes, 2001). La proporcién

de sexos es 1:1 (Miller, 2008). Los entrenudos ubicados entre 0,8 y 1 metro de altura presentan mayor
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abundancia de hembras, en cambio, los encontrados entre 2 y 2,6 metros mayor abundancia de machos

(Muller, 2008).
Caracteres diagnoésticos

Las caracteristicas diagndsticas més notables del adulto hembra de Sa. aurescens son: la presencia
de escamas blancas en la superficie ventral del quinto tarsémero del tercer par de patas y la probdscide
con una linea de escamas palidas ventrales (Neves et al., 2024). Por otro lado, el estadio larval IV se
caracteriza por presentar la cerda 2 del segmento X con 4 ramificaciones, y las cerdas 1y 4 del mismo

segmento Unicas (sin ramificaciones) (Darsie, 1985).

Importancia sanitaria

Esta especie no registra importancia sanitaria.

Figura 3. Sabethes aurescens. (A) Aspecto general del adulto hembra; (B) Térax y abdomen, vista lateral; (C) Térax, vista lateral;
(D) Escuto y antepronoto, vista dorsal; (E) Probdscide, vista ventral. Larva estadio 1V: (F) Cabeza, vista dorsal; (G) Sifén y segmento
X, vista dorsal, insertado: mayor definicion de cerdas del segmento X
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Sabethes (Sabethoides) glaucodaemon (Dyar & Shannon, 1925) (Figuras 4 y 3S a 8S)
Distribucion

Sabethes glaucodeamon es una especie restringida a la regiéon Neotropical, su distribucion
geogréfica incluye Argentina, Bolivia, Brasil, Colombia, Guyana y Surinam (Lane, 1953; Molina et al., 2000;
Rozo-L6pez & Mengual, 2015; Wilkerson et al., 2021). En Argentina se la ha registrado recientemente en

la provincia de Misiones (Stein et al., 2018).
Biologia

Los adultos se desplazan por las copas de los arboles entre los 16 y 30 metros de altura (Pinto et
al., 2009). Todos los estados de esta especie, exceptuando el huevo, estan bien descritos por Stein et al.
(2020).

Caracteres diagnosticos

Las caracteristicas diagnésticas que destacan al adulto hembra de Sa. glaucodaemon son: la
presencia de escamas verdosas en la parte dorsal del antepronoto y cerdas mesepimerales superiores
largas y alcanzando la zona media del mesopostnoto (Neves et al., 2024). Por otro lado, el estadio larval
IV se caracteriza por presentar entre 17-22 espinas en el peine del segmento abdominal VI, la cerda 2

del segmento X tiene tres ramificaciones y el indice sifonal se encuentra entre 3,34-4,83 (Stein et al., 2020).
Importancia sanitaria

Esta especie no registra importancia sanitaria.
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Figura 4. Sabethes glaucodaemon. (A) Aspecto general del adulto macho, insertado: mayor aumento de los tarsémeros medios;
(B) Térax y abdomen, vista lateral; (C) Ala, vista dorsal; (D) Escuto y antepronoto, vista dorsal. Larva estadio IV: (E) Sifon y
segmento X, vista dorsal, insertado: mayor aumento de los segmentos Xy VIIl. Genitalia masculina: (F-G) Gonocoxito y gonostilo;

(H) Esterno VIII; (I) Esterno IX; (J) Tergo VIII.
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Sabethes (Peytonulus) identicus (Dyar & Knab, 1907) (Figura 5y 9S a 10S)
Distribucion

Sabethes identicus es una especie que se distribuye por Argentina, Bolivia, Brasil, Colombia, Costa
Rica, Guayana Francesa y Panama (Wilkerson et al., 2021). En Argentina, se lo ha citado en las provincias

de Corrientes, Misiones y Salta (Cano et. al., 2021, Apumaita et al., 2023).
Biologia

Los estados inmaduros de esta especie se hallaron habitando el bamb( Guadua chacoensis
(Campos et al., 2011). Sabethes identicus tiende a volar a la altura del suelo y rara vez se lo encuentra en
las copas de los arboles (Guimardes, 1985). El ciclo de vida de este mosquito se desarrolla en 30 dias a
25-26 °C, 2-4, 17-19, 8-9 dias, respectivamente, para huevo, larvas y pupa (Bersot, 2014). Las hembras
colocan una media de 88 huevos a lo largo de su vida y son mas longevas que los machos, alcanzando
los 71 dias de vida bajo condiciones de laboratorio (Bersot, 2014). Las larvas presentan un comportamiento
canibal (Bersot, 2014). Se ha descrito la asociaciéon ecolégica entre gorgojos (Rhinastus sternicornis
Germar) y Sa. identicus, donde la oviposicion de este (ltimo depende de que el gorgojo realice un agujero

en la pared de bambu para colocar huevos (Bersot, 2023).
Caracteres diagnosticos

El adulto hembra de Sa. identicus se caracteriza por presentar el quinto tarsémero del tercer par de
patas (TllI15) completamente cubierto por escamas oscuras (Neves et al., 2024). Por otro lado, el estadio
larval IV se diferencia por la presencia de cerdas a modo de “ganchos” en el segmento VIl con 2 dientes.
El indice sifonal = 4 (Darsie, 1985).

Importancia sanitaria

Esta especie ha sido encontrada naturalmente infectada con el virus de la fiebre amarilla (Stanzani
et al., 2022).
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Figura 5. Sabethes identicus. (A) Aspecto general del adulto macho; (B) Térax, vista lateral; (C) Patas, vista lateral. Larva estadio IV:
(D) Sifén y segmento VI, vista dorsal, insertado: mayor aumento del segmento VII. Genitalia masculina: (E-F) Gonocoxito y gonostilo;
(G) Adeago; (H) Tergo VIl y Esterno VIII y Tergo VIII; (I) Tergo IX
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Sabethes (Peytonulus) undosus (Coquillett, 1906) (Figuras 6 y 15S a 31S9)
Distribucion

Sabethes undosus presenta distribucion geografica que incluye Argentina, Belize, Bolivia, Brasil,
Colombia, Costa Rica, Ecuador, Guyana, Guyana Francesa, Honduras, Nicaragua, Panama, Paraguay,
Pert, Trinidad y Tobago y Venezuela (Lane, 1953; Chadee, 1986; Barajas et al., 2013; Huaman Quispe,
2022; Suarez et al., 1994; Pecor et al., 2002; Wilkerson et al., 2021). En Argentina esta especie fue citada

para las provincias de Chaco, Corrientes y Misiones (Cano et. al., 2021; Stein et al., 2012, 2018).
Biologia

Se han registrado estados inmaduros criando en entrenudos del bambd Guadua sp. en las
provincias de Corrientes (Campos, 2015) y Misiones (Campos et al., 2011) y Gaudua chacoensis en
Corrientes (Alvarez, 2021). Asimismo, un estudio realizado en Peru hallé larvas de Sa. undosus habitando
contenedores artificiales (neumaticos y contenedores plasticos) (Huaman Quispe, 2022). Larvas de esta
especie se observaron alimentandose de larvas de Aedes aegypfi Linnaeus bajo condiciones de laboratorio
(Arnett, 1950). Los adultos se desplazan a la altura del suelo y rara vez se los encuentra en las copas de
los arboles (Guimarées, 1985; Dias, 2023).

Caracteres diagnosticos

Los principales caracteres diagnésticos del adulto hembra de Sa. undosus son: la presencia de
escamas violaceas dorsales en el antepronoto y el tarsémero posterior 5 (Talll5) con escamas blancas
ventrales (Neves et al., 2024). Por otro lado, el estadio larval IV se caracteriza por presentar las cerdas 1,

2, 4 del segmento X, triples (Darsie, 1985).

Importancia sanitaria

Esta especie no registra importancia sanitaria.
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Figura 6. Sabethes undosus. (A) Aspecto general del adulto macho; (B) Térax, vista lateral; (C) Escuto y antepronoto,
vista dorsal. Larva estadio IV: (D) Sifon y segmento X, vista dorsal. Genitalia masculina: (E) Esterno VIl y Tergo VIII;

(F) Tergo IX; (G) Aedeago; (H-1) Gonocoxito y gonostilo.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

Tabla S1. Lista de especies del género Sabethes registradas en Argentina, localidad tipo y distribucién.

Especie

Sabethes albiprivus
(Theobald, 1903)
Sabethes aurescens
(Lutz, 1905)
Sabethes belisarioi (Neiva,
1908)

Sabethes chloropterus
(von Humboldt, 1819)
Sabethes cyaneus
(Fabricius, 1805)

Sabethes glaucodaemon
(Dyar& Shannon, 1925)

Sabethes identicus
(Dyar y Knab, 1907)
Sabethes intermedius
(Lutz, 1904)
Sabethes melanonymphe
(Dyar, 1924)
Sabethes petrocchiae
(Shannon y Del Ponte, 1927)
Sabethes purpureus
(Theobald, 1907)
Sabethes soperi
(Lane y Cerqueira, 1942)
Sabethes undosus
(Cogquillett, 1906)

Subgénero

Sabethes
Peytonulus

Sabethes
Sabethoides

Sabethes

Sabethoides

Peytonulus
Sabethinus
Sabethinus
Davismyia
Sabethes
Peytonulus

Peytonulus

Localidad tipo

Sao Paulo, Brasil

Cantareira, Sao Paulo, Brasil

Rio do Bicudo, Corinto, Minas
Gerais, Brasil
Rio Guayas, cerca de Bordan,
Ecuador

Cayena, Guayana Francesa

Rio Branco, cerca de su

desembocadura en el rio Negro,

estado de Roraima, Brasil

Tabernilla, Zona del Canal, Panama

Cerca de Sao Paulo, Sao Paulo,

Brasil

Cantareira, Sao Paulo, Brasil
Raco, Tucuman, Argentina

Rio de Janeiro, Brasil

Tingué, Nova Iguagu, Rio de
Janeiro, Brasil

Trinidad, Trinidad y Tobago

Figura 1S. Extraccién de ADN mediante macerador de polipropileno y kit comercial.

Localidad o Provincia
Formosa, Misiones,
Corrientes, Jujuy y Salta.

Misiones y Corrientes.
Misiones y Corrientes
Misiones, Salta y Santa Fe.

Formosa y Misiones

Misiones.
Misiones, Corrientes y
Salta.
Misiones y Corrientes.

Chaco, Misiones, Jujuy y
Salta.
Formosa, Misiones, Salta,
Jujuy y Tucuman.

Misiones, Salta y Santa Fe.

Misiones.

Chaco, Misiones y
Corrientes.
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Figura 2S. Sabethes aurescens. (A) Aspecto general del adulto hembra; (B) Térax, vista lateral. Larva
estadio 1V: (C) Cabeza, vista dorsal; (D) Sifon y segmento X, vista dorsal, insertado: mayor definicion de
cerdas del segmento X.
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Figura 3S. Sabethes glaucodaemon. (A) Aspecto general del adulto macho; (B) Térax y abdomen, vista
lateral; (C) Cerdas mesepimerales superiores. Larva estadio IV: (D) Sifon y segmento X, vista dorsal; (E)
Mayor aumento del segmento X; (F) Aspecto general de la larva, vista dorsal.
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Figura 4S. Sabethes glaucodaemon. (A) Aspecto general del adulto macho; (B) Cerdas mesepimerales
superiores; (C-D) Escuto y antepronoto, vista dorsal; (E) Torax, vista lateral.
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Figura 5S. Sabethes glaucodaemon. (A) Aspecto general del adulto macho; (B) Escuto y antepronoto,
vista dorsal; (C) Escuto, vista dorso-posterior; (D) Térax, vista lateral; (E) Pata, vista lateral. Larva estadio
IV: (F) Cabeza, vista dorsal; (G) Sifon y segmento X, vista dorsal, insertado: mayor aumento de los
segmentos X y VIII. Genitalia masculina: (H) Adeago; (I) Esterno IX; (J) Esterno VIII; (K-L) Gonocoxito y
gonostilo.
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Figura 6S. Sabethes glaucodaemon. (A) Aspecto general del adulto macho; (B) Térax y abdomen, vista
lateral; (C) Abdomen, vista dorsal; (B) Escuto y antepronoto, vista dorsal; (E) Cerdas mesepimerales

superiores. Larva estadio IV: (F) Sifon y segmento VI, vista dorsal, insertado: mayor aumento del

segmento VIII.
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Figura 7S. Sabethes glaucodaemon. (A) Aspecto general del adulto macho; B) Térax y abdomen, vista
lateral; (C-D) Escuto y antepronoto, vista dorsal; (E) Ala, vista dorsal.
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Figura 8S. Sabethes glaucodaemon. (A) Aspecto general del adulto macho; (B) Cerdas mesepimerales superiores;
(C) Escuto y antepronoto, vista dorsal. Larva estadio IV: (D) Cabeza, vista dorsal; (E) Sifon y segmento X, vista dorsal,
insertado: mayor aumento de los segmentos X y VIII.
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Figura 9S. Sabethes identicus. (A-B) Aspecto general del adulto hembra; (C) Alas, vista dorsal.

Figura 10S. Sabethes identicus. (A) Aspecto general del adulto macho; (B) Térax y abdomen, vista lateral; (C) Cabeza, vista dorsal.
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Figura 11S. Sabethes sp. 1 (A) Aspecto general del adulto macho; (B) Abdomen, vista ventral; (C) Torax,
vista lateral; (D) Escuto y antepronoto, vista lateral; (E) Escuto y antepronoto, vista dorsal; (F-H) Torax,
vista lateral.
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Figura 12S. Sabethes sp.1 (A) Aspecto general del adulto macho; (B-C, E) Térax y abdomen, vista lateral;
(D) Torax y escuto, vista lateral; (F) Alas, vista dorsal.
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Figura 13S. Sabethes sp. 1 (A-B) Aspecto general del adulto macho; (C) Escuto, vista lateral.
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Figura 14S. Sabethes sp. 1 (A) Aspecto general del adulto macho; (B) Patas, vista ventral, insertado: pata completa; (C) Ala derecha,
vista dorsal. Larva estadio IV: (D) Cabeza, vista dorsal; (E) Sifén y segmento X, vista dorsal; (F-G) Segmento X.
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Figura 15S. Sabethes undosus (A) Aspecto general del adulto hembra; (B) Torax y abdomen, vista lateral;

(C) Abdomen vy alas, vista postero-dorsal.
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Figura 16S. Sabethes undosus (A) Aspecto general del adulto macho; (B) Escuto y antepronoto, vista
dorsal; (C) Térax, vista ventral; (D) Escuto, vista lateral; (E) Térax, vista lateral; (F) Ala izquierda, vista
ventral. Larva estadio IV: (M-N) vista dorsal. Genitalia masculina: (G) Tergo VIII; (H) Adeago; (I) Esterno

VIII; (J) Tergo IX; (K-L) Gonocoxito y gonostilo.
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Figura 17S. Sabethes undosus (A) Aspecto general del adulto macho; (B) Térax y abdomen, vista
posterior; (C) Torax, vista lateral; (D-F). Genitalia masculina: Gonocoxito y gonostilo; (F) Tergo IX; (G)

Adeago; (H) Tergo VIl y Esterno VIIL.
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Figura 18S. Sabethes undosus (A) Torax y abdomen, vista lateral; (B) Aspecto general del macho; (C)
Patas, vista lateral; (D) Escuto, vista dorsal. Larva estadio IV: (E) Segmento X, vista dorsal; (F-G) Tergo

VIII; (H) Tergo IX; () Adeago; (J) Gonocoxito y gonostilo.
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Figura 19S. Sabethes undosus (A) Aspecto general del adulto macho, insertado: mayor aumento de los
tarsomeros posteriores; (B) Térax y abdomen, vista lateral; (C) Antepronoto, vista dorsal; (D) Escuto, vista
postero-dorsal; (E) Ala izquierda, vista dorsal. Genitalia masculina: (F-G) Gonocoxito y gonostilo; (H) Tergo
IX; () Esterno VIII; (J) Adeago y paraprocto.
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Figura 20S. Sabethes undosus (A) Aspecto general del adulto hembra; (B)Térax, vista lateral; (C) Escuto,

vista dorsal; (D) Alas, vista dorsal; (E) Abdomen, vista ventral; (F) Antepronoto, vista dorsal.
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Figura 21S. Sabethes undosus (A) Aspecto general del adulto macho; (B)Térax, vista lateral; (C)
Abdomen, vista dorsal; (D) Ala izquierda, vista dorsal; (E) Escuto, vista dorsal. Genitalia masculina: (F)

Esterno VIII; (G) Adeago; (H-1) Tergo VIII; (J) Tergo IX; (K) Proctiger; (L-M) Gonocoxito y gonostilo.
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Figura 22S. Sabethes undosus (A) Aspecto general del adulto macho; (B) Térax, vista lateral; (C) Abdomen, vista
dorsal; (D) Escuto y antepronoto, vista dorsal. Larva estadio IV: (E) Cabeza, vista dorsal; (F) Segmento X, vista dorsal,
insertado; mayor aumento de la cerda 1-X.
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Figura 23S. Sabethes undosus (A) Aspecto general del adulto macho, insertado; mayor aumento de las
patas; (B) Torax y abdomen, vista lateral; (D) Alas, vista dorsal; (D) Escuto y antepronoto, vista dorsal; (E)
Torax, vista lateral. Genitalia masculina: (F) Tergo VIII y Esterno VIII; (G) Adeago y proctiger; (H) Tergo IX;

(I-J) Gonocoxito y gonostilo.
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Figura 24S. Sabethes undosus (A) Aspecto general del adulto macho; (B) Escuto y antepronoto, vista
dorsal; (C) Alas, vista dorsal. Larva estadio IV: (D) Sifon y segmento X, vista dorsal, insertado: mayor
aumento de cerdas; (E) Cabeza, vista dorsal. Genitalia masculina: (F-G) Gonocoxito y gonostilo; (H)

Proctiger; (1) Esterno VIII; (J) Tergo IX; (K) Tergo VIII.
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Figura 25S. Sabethes undosus (A) Aspecto general del adulto macho; (B-C) Escuto, vista dorsal; (D)
Escuto, vista dorsal. Genitalia masculina: (E) Genitalia del macho. Larva estadio IV: (F) Siféon y segmento

X, vista dorsal, insertado; mayor aumento de cerdas del segmento X.
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Figura 26S. Sabethes undosus (A) Aspecto general del adulto hembra; (B) Térax y abdomen, vista lateral;
(C) Torax, vista lateral; (D) Abdomen, vista lateral; (E) Alas, vista dorsal; (D) Escuto y antepronoto, vista

dorsal.
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Figura 27S. Sabethes undosus (A) Aspecto general del adulto macho; (B) Escuto y antepronoto, vista
antero-dorsal; (C) Abdomen, vista dorsal; (D) Ala derecha, vista dorsal. Larva estadio IV: (E) Larva, vista

dorsal; (F) Segmento X, vista dorsal, insertado; mayor aumento de cerda 4.
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Figura 28S. Sabethes undosus (A) Aspecto general del adulto hembra; (B) Térax y abdomen, vista lateral;
(C) Escuto y antepronoto, vista dorsal; (D) Abdomen, vista ventral. Larva estadio IV: (E) Larva, vista dorsal;

(F) Segmento X, vista dorsal, insertado; mayor aumento de cerda 3y 2.
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Figura 29S. Sabethes undosus (A) Aspecto general del adulto macho; (B) Térax y abdomen, vista lateral;

(C) Abdomen, vista ventral; (D) Alas, vista dorsal; (E) Escuto, vista dorsal.
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Figura 30S. Sabethes undosus (A) Aspecto general del adulto hembra; (B) Torax, vista lateral; (C) Escuto,
vista dorsal. Larva estadio I1V: (E) Cabeza, vista dorsal; (e) Sifén y segmento X, vista dorsal; (F) Segmento

X.
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Figura 31S. Sabethes undosus (A) Aspecto general del adulto hembra; (B) Alas, vista dorsal; (C) Térax,
vista lateral; (D) Térax y abdomen, vista lateral. Larva estadio IV (E) Paraproctos; (F) Tergo IX; (G-H)

Gonocoxito y gonostilo; (I-J) Tergo VIII; (K) Adeago; (L) Esterno VIII.
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Figura 32S. Bandas obtenidas de muestras enviadas a secuenciar.

Figura 33S. Comparacion entre cromatogramas de buena y mala calidad.
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