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Resumen

Anomalocosmoecus illiesi es un insecto macroinvertebrado de agua dulce,
correspondiente al orden Trichoptera. Las especies de este orden, incluyendo
A. illiesi, son usados como bioindicadores para evaluar la calidad de los
ecosistemas acuaticos. Ecuador es un pais muy biodiverso, pero se conoce
poco sobre las especies que se encuentran en su territorio. Encontrar nueva
informacion, respecto a la diversidad genética de Anomalocosmoecus illiesi,
ayudard a comprender mejor los patrones de diversidad de esta especie y
quizd de otros insectos acuaticos. En este trabajo, se empled el cbédigo de
barras de ADN, una herramienta molecular muy util en estudios de diversidad
genética e historia evolutiva de otras especies de Trichoptera, para inferir la
diversidad de genes entre las poblaciones de las cuencas del volcan Cotopaxi
(Pl) y del volcan lllinizas (SP). Para ello, se emple6 el ADN mitocondrial
(ADNmt) de la proteina citocromo ¢ oxidasa subunidad | (COIl) y el ADN
ribosdmico (ADNr) 28S; adicionalmente, se comparé a dichas poblaciones con
dos grupos de individuos de A. illiesi, correspondientes al paramo de El Angel
(A) y al arenal del volcan Chimborazo (C). Los analisis se realizaron en 81
fragmentos del gen de ADNmt COI de 509 pb, ya que el gen 28S no mostré
variabilidad y fue descartado para los analisis filogenéticos. La composicion
nucleotidica mostré un mayor contenido de adenina y timina, y un mayor
namero de transiciones que de transversiones, como es comun en los
genomas de insectos. La construccion del arbol filogenético, reflejo que existe
una variacion interpoblacional relativamente alta entre los individuos de C y Pl
(p=0.018) y Pl y SP (0.016), que representan los valores de p mas grandes de
este estudio. Concluyendo que, puede existir una barrera geogréafica entre las
poblaciones que se encuentran en lados distintos de la cordillera andina, pero
una facilidad de flujo de genes entre los rios de cuencas cercanas, como el
caso de C y SP, cuyo valor p es el mas pequefio (p=0.002).

Palabras clave: Anomalocosmoecus illiesi, cédigo de barras de ADN, COl,

diversidad genética, barrera geografica.



Abstract

Anomalocosmoecus illiesi is a macroinvertebrate fresh water insect,
corresponding to the order Trichoptera. Species of this order, including A. illiesi,
are used as bioindicators to assess the quality of aquatic ecosystems. Ecuador
is a highly biodiverse country, but the knowledge about the species that are in
its territory is really poor. Find new information, about the genetic diversity of
Anomalocosmoecus illiesi, will help to better understand the diversity patterns of
this specie and from other aquatic insects. In this work, we used the DNA
barcode, a very useful molecular tool in genetic diversity studies of other
Trichoptera species, to infer the evolutionary history among the populations of
the Cotopaxi volcano (PI) and the lllinizas volcano (SP). For this purpose, the
mitochondrial DNA (mtDNA) of the protein cytochrome ¢ oxidase subunit | (COIl)
and the ribosomal DNA (rDNA) 28S were used; Additionally, a comparison with
the populations of A. illiesi, corresponding to the paramo El Angel (A) and to the
Chimborazo volcano (C) was established. The analyzes were performed on 81
fragments of the 509 bp mtDNA COI gene, because the 28S rDNA showed no
variability and was discarded for the phylogenetic analysis. The nucleotide
composition showed a higher content of adenine and thymine, and a greater
number of transitions than transversions, as is common in insect genomes. The
construction of the phylogenetic tree, reflected that there is a relatively high
interpopulation variation between C and PI (p = 0.018), and PI and SP (0.016)
populations, which represent the highest p values of the study. Concluding that,
there may be a geographical barrier between the populations found in the
different sides of the Andean mountain range, but a facility of gene flow
between the rivers of nearby basins, as in the case of C and SP, whose p-value
is the smaller (p = 0.002).

Key words: Anomalocosmoecus illiesi, DNA barcode, COI, genetic diversity,

geographical barrier
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1. CAPITULO I. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes

Las zonas elevadas del norte de los Andes ecuatorianos abarcan una serie de
ecosistemas unicos, diversos y poco estudiados. Esta area corresponde a una
de las zonas tectonicas mas activas en el continente sudamericano, y posee la
topografia y climatologia que benefician la biodiversidad de especies
(Holzenthal y Rios-Touma, 2012). Entre ellas, distintos tipos de friganeas
(Insecta: Trichoptera), insectos acuaticos muy biodiversos que ocupan la
mayoria de habitats y roles tréficos en los ecosistemas acuaticos (Holzenthal,

Thomson y Rios-Touma, 2015).

El orden Trichoptera forma parte de un grupo de insectos holometdbolos, que
dependen completamente de un hébitat acuatico para su desarrollo larvario y
de pupa (Springer, 2010). En cuanto al estadio larval de Trichoptera, algunas
larvas construyen refugios utilizando seda, que les permite adaptarse a habitats
mas diversos (Binti y Hamid, 2011). La pupa desarrolla mandibulas, que
emplea para romper el refugio construido por la larva (Springer, 2010).
Finalmente, en su vida adulta, estos insectos parecen diminutas polillas, cuyas
alas estan revestidas de pelos en lugar de escamas (hay excepciones),
particularidad que le dio el nombre al orden (trichos: pelos; ptera: alas)
(Springer, 2010). Por otro lado, los individuos de Trichoptera en conjunto con
los del orden Ephemeroptera y Plecoptera, conforman lo que se denomina una
comunidad EPT, los individuos EPT, son ampliamente reconocidos por su
utiidad ambiental como bioindicadores. Estudios sefialan que los géneros
pertenecientes a Trichoptera, son buenos bioindicadores de la calidad del agua
dulce, porque la mayoria de estas especies son solo capaces de sobrevivir en
rios o arroyos con una calidad de agua Optima y sus distribuciones estan
establecidas por su tolerancia a un conjunto de factores ambientales (Chang et
al., 2014).



Anomalocosmoecus illiesi, especie que se estudia en este trabajo, es un
insecto macroinvertebrado del orden Trichoptera. En Ecuador, A. illiesi, se
ubica principalmente en pequefios arroyos en los paramos altos de la zona
andina, y corresponde a la Unica especie de la familia Limnephilidae que se ha
reportado en el pais (Rios-Touma et al., 2017). En el afio 2009, esta especie
fue ingresada al Sistema Integrado de Informacién Taxondmica (ITIS). Las
etapas inmaduras de A. illiesi fueron descritas por Marlier (1963) (Holzenthal y
Calor, 2017).

En base al estudio de Vorésmarty et al. (2010), la biodiversidad acuatica es la
mas amenazada del planeta. La actividad humana y el cambio climatico
antropogénico, son temas que comprometen de manera importante la
biodiversidad de los ecosistemas acuaticos (Vorosmarty et al., 2010). La
biodiversidad o diversidad biol6gica, abarca la cantidad y variabilidad de
organismos que conforman los distintos ecosistemas y el estudio de los
vinculos ecoldgicos que se da entre ellos (Altamirano y Yanez, 2016). La
biodiversidad contempla la variedad de genes (diversidad genética), especies y
ecosistemas (Jiménez, 2014; Lopez et al., 2012) y, gracias al fuerte efecto
antropogénico sobre todas estas categorias, es de relevancia mundial
apresurar su descripcion y conservacion (Bickford et al., 2007). La
determinaciéon de la diversidad bioldgica de especies en base a distinciones
morfologicas no puede ser aplicada en todos los organismos, ya que algunos
no son distinguibles morfolégicamente (especies cripticas); porque en estadios
inmaduros pueden no ser distinguibles y solo pueden ser identificados dentro
de un complejo usando herramientas moleculares como los Cédigos de Barras
de ADN (Crawford, Paz, y Gonzalez, 2011; Gill et al., 2016), que son sistemas
de bancos genéticos disponibles en bibliotecas en linea para la caracterizaciéon
rapida y precisa de especies en funcion de sus secuencias de ADN (Altamirano
y Yanez, 2016). Esta herramienta emplea la informacién de una o varias
regiones de ADN, cortas y estandar (400-800 pb), para la identificacién rapida
de todas las variedades bioldgicas, con el propésito de facilitar la preservacion,

comprension y uso sustentable de la biodiversidad (Altamirano y Yanez, 2016).



Este mecanismo de identificacion, no intenta suplantar la taxonomia alfa y la
filogenia, sino mas bien agilitar las labores de identificacion, ofreciendo la
posibilidad de identificar variedades incluso a partir de muestras biologicas

incompletas, dafiadas o en estado inmaduro (Gill et al., 2014).

Los métodos filogenéticos proporcionan herramientas poderosas para estudiar
los patrones de biodiversidad y biogeografia, y para investigar sucesos
evolutivos y demogréficos dentro de especies y poblaciones (Shaw et al.,
2009). La filogeografia se esfuerza por comprender los procesos que
intervienen en la distribucion de la variacidbn genética dentro y entre las
especies estrechamente relacionadas (Knowles, 2009). Las relaciones
espaciales de tales genealogias pueden mostrarse geograficamente y
analizarse para deducir la historia evolutiva de poblaciones, subespecies y
especies (Emerson y Hewitt, 2005). Las técnicas para obtener informacion de
la secuencia de ADN estan avanzando rapidamente, y se esta secuenciando el
genoma completo en un numero creciente de organismos. Esto ha permitido
identificar y desarrollar marcadores para muchos tipos de investigaciones,
algunos muy utiles en estudios filogeograficos (Emerson y Hewitt, 2005). En
este aspecto, se ha realizado un esfuerzo considerable para encontrar
marcadores genéticos apropiados para estudiar la historia evolutiva de
Trichoptera (Kjer et al., 2014). Los Trichoptera, son tema de interés para los
estudios filogeograficos, debido a su patron de dispersion distinto y a la
estructura lineal diferente de sus habitats (Lehrian et al., 2010). Ademas, los
ecoblogos han encontrado que la riqueza de especies disminuye al aumentar la
latitud para la mayoria de los grupos taxondémicos (Gill et al., 2016). Sin
embargo, el estudio de Hamid y Rawi (2017), llevado a cabo en Malasia,
sefialé que los taxa de los érdenes Ephemeroptera, Plecoptera y Trichoptera
(EPT) brindan notables excepciones a este patron latitudinal general, pudiendo
exhibir diferentes tendencias de riqueza a través de los gradientes de
elevacion (Hamid y Rawi, 2017). Teniendo en cuenta la importancia y la
sensibilidad de la biota de estos macroinvertebrados de agua dulce a los

cambios en el ambiente que se extienden a lo largo de la cuenca, se necesita



urgentemente un mayor conocimiento de su taxonomia y biologia (Rios-Touma
et al., 2017).

1.2. Problemaéatica

Algunos factores como el cambio climatico, la deforestacion masiva, los
patdgenos emergentes, las especies invasoras, el uso inapropiado de la tierra,
entre otros (Craft et al., 2010), han provocado la rapida pérdida de diversidad
en todo el planeta, que ha impulsado a las entidades de manejo de los recursos
naturales, acelerar el inventario y estudio de las especies (Smith et al., 2005).
Se sabe, que los ecosistemas acuaticos se encuentran entre los mas
amenazados del mundo (Vérésmarty et al., 2010). La inversion de los paises
desarrollados en tecnologia del agua les permite compensar los altos niveles
de estrés sin remediar sus causas subyacentes, mientras que los
ecosistemas acuaticos de las naciones menos desarrolladas siguen siendo
vulnerables (Vorosmarty et al., 2010). En Ecuador, la deforestacion, el
aumento de la mineria artesanal e industrial, el uso excesivo de pesticidas por
parte de la agricultura, y la construccion de represas hidroeléctricas sin
implementar flujos ambientales precisos, estan afectando la calidad del agua,
desencadenando en fuertes efectos sobre las comunidades de agua dulce y la
consecuente pérdida de su biodiversidad (Rios-Touma et al., 2017).

Aunque en los dltimos afios se hicieron muchos esfuerzos por incrementar el
conocimiento sobre la biodiversidad del Ecuador, por ejemplo, mediante el
“‘Plan Estratégico para la Diversidad Biolégica 2015-2030” (Ministerio del
Ambiente del Ecuador, 2016), aun no se cuenta con inventarios biologicos
detallados para todo el territorio (Garcia, Parra, y Mena, 2014), por lo que
existen muchas especies endémicas que no han sido descritas y mucho menos
evaluadas en términos de diversidad. En Ecuador, la comprension de la biota
acuatica es limitada y existe una gran necesidad de obtener datos de referencia
sobre las especies gue se encuentran en este pais (Ministerio del Ambiente del

Ecuador, 2016). En el caso de Trichoptera, por ejemplo, se estima que solo se



conoce cerca del 30% de las variedades existentes de la zona andina norte
(Venezuela, Colombia, Ecuador y Pert) (Rios-Touma et al., 2017). La poca
informacion en estos temas, se debe en parte a la falta de exploracion en
ciertas areas del Ecuador, a la insuficiencia de taxbnomos y al problema que
simboliza la identificacion morfolégica de algunos grupos bioldgicos,
esencialmente debido a problemas afines con las diferencias ontogénicas,
dimorfismos sexuales, plasticidad fenotipica, entre otros (Stillwell et al., 2010).
Como resultado, se subvalora la riqueza de especies y se malinterpreta la
percepcion de las tendencias de diversidad en los ecosistemas andinos
(Altamirano y Yanez, 2016).

A pesar de que en los Ultimos afios se han descrito nuevas especies de
Trichoptera en Ecuador (P.e: Camargos, Rios, y Holzenthal, 2017; Holzenthal
y Rios, 2012; Razuri, Holzenthal, y Rios, 2017), el conocimiento sobre este
orden en el pais continda siendo limitado, de hecho, se estima que solo se han
descrito el 50% de las especies existentes para el Ecuador (Rios-Touma et al.,
2017). El impacto del cambio climético en las comunidades de agua dulce
(incluido Trichoptera), se esta investigando, los estudios indican que es
probable que existan extinciones locales de especies (Brown, Hannah, y Milner,
2007). Anomalocosmoecus illiesi, organismo objeto de esta investigacion, es un
insecto del orden Trichoptera con un posible gran potencial biotecnolégico
ambiental a manera de bioindicador. Por tratarse de un grupo conocido en
Ecuador, pero altamente sensible a los cambios ambientales (propensos a la
extincion) (Rios-Touma et al., 2017; Chang et al., 2014), es crucial el desarrollo
de investigaciones que ayuden a determinar la diversidad biologica de esta
especie en el pais. Con el desarrollo de este trabajo, se pretende generar
nuevos conocimientos sobre los patrones de diversidad genética de A. illiesi,
promovidos por las diferencias geograficas sobre dos poblaciones provenientes

de los volcanes Cotopaxi e lllinizas.

1.3. Objetivos



1.3.1. Objetivo General

- Evaluar la diversidad genética entre dos poblaciones de Anomalocosmoecus

illiesi provenientes de los volcanes Cotopaxi e lllinizas.

1.3.2. Objetivos Especificos

- Obtener las secuencias del gen citocromo oxidasa subunidad 1 (COl) y del
gen 28S de Anomalocosmoecus illiesi provenientes de los volcanes
Cotopaxi e lllinizas.

- Determinar filogenéticamente la diversidad genética dentro y entre las

poblaciones de estudio de Anomalocosmoecus illiesi.

1.4. Justificacion

En los dltimos afos, las entidades mundiales de manejo de los recursos
naturales, han incrementado sus esfuerzos para conservar la diversidad
biolégica del planeta (Smith et al., 2005). El Programa de las Naciones Unidas
para el Medio Ambiente (PNUMA) mediante el convenio sobre la Diversidad
Biologica (CDB) resalta que, “la conservacion de la biodiversidad es interés
comun de toda la humanidad” (Glowka et al., 1996), pues, su preservacion y
uso sostenible son primordiales para garantizar la calidad de vida de las
generaciones presentes y futuras (Ministerio del Ambiente del Ecuador, 2015).
Los analisis de diversidad genética y distribucién de especies son criticos para
comprender las pautas mundiales de diversidad bioldgica. (Altamirano y Yanez,
2016). Por tanto, las investigaciones enfocadas al estudio de la diversidad
genética de la flora y fauna de Ecuador, son cada vez mas necesarias,
conforme el namero de organismos de los distintos ecosistemas del pais se

ven afectados por la actividad humana.

Por otra parte, las estadisticas actuales posicionan a Ecuador como uno de los

paises con mayor diversidad a nivel mundial, que pese a ser un pais muy



pequefio en superficie, posee mayor cantidad de especies por kilometro
cuadrado (Ministerio del Ambiente del Ecuador, 2016), y alberga dos de los
ecosistemas con mayor biodiversidad del planeta, el Choco y la cuenca del
Amazonas (Myers et al., 2000). Actualmente, el gobierno nacional lleva a cabo
una politica de fomento de la investigacion, ciencia y tecnologia, concediendo
un rol importante a la biodiversidad y al patrimonio genético (Ministerio del
Ambiente del Ecuador, 2015). Es asi, que el Ministerio de Medio Ambiente de
Ecuador, entidad que en los ultimos afios ha hecho grandes esfuerzos por
incrementar el conocimiento sobre la biodiversidad de especies y sus
distribuciones, emprendié un nuevo proceso de planificacion para el manejo de
la biodiversidad en el periodo 2015-2030 (Ministerio del Ambiente del Ecuador,
2016), con el fin de “tomar medidas efectivas y urgentes para frenar la pérdida
de diversidad biolégica”. Teniendo en cuenta la importancia y la sensibilidad de
la biota de invertebrados acuaticos a los cambios ambientales, se requiere
urgentemente un mayor conocimiento de su taxonomia y biologia (Rios-Touma
et al., 2017).

El orden Trichoptera es uno de los grupos acuaticos mas conocidos de los
Andes del Ecuador, con algunos catalogos de especies disponibles y sus
distribuciones (Holzenthal y Calor, 2017). Este orden también posee un gran
interés ambiental, ya que al ser muy intolerables a cualquier presencia de
contaminantes en los cuerpos de agua (Tszydel, Markowski, Majecki, Btorska,
y Zielinski, 2015), pueden ser empleados como bioindicadores para comprobar
el estado de contaminacion de los rios (Prommi, Laudee, y Chareonviriyaphap,
2014). La investigacion propuesta brindara datos importantes acerca de la
divergencia genética, en este caso, de Anomalocosmoecus illiesi, como parte
de estos esfuerzos por acrecentar el conocimiento basico de la diversidad de
los organismos nativos de Ecuador e integrar su uso en el desarrollo sostenible
de la humanidad. A. llliesi, es un tricoOptero que se encuentra restringido
altitudinalmente sobre los 3000 msnm, lo que la convierte en una especie ideal
para estudios de biodiversidad y biogeografia (Holzenthal y Calor, 2017). Este

estudio es el primero en el pais en abordar la diversidad genética de



Anomalocosmoecus illiesi provenientes de los Volcanes Cotopaxi e lllinizas. De
este modo, la incorporacion del codigo de barras de ADN, el trabajo de campo,
y la investigacion cientifica son indispensables para lograr grandes progresos
en la generacion de conocimiento de las tendencias de diversidad de
macroinvertebrados acuaticos de Ecuador.

2. CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1. Trichoptera

2.1.1. Generalidades

Los tricopteros, o friganeas, en ingles llamados caddisfly, son un orden de
insectos acuéticos holometdbolos que adquieren estados de huevo, larva y
pupa (Holzenthal y Calor, 2017). El nombre del orden fue establecido por
primera vez por Kirby (1813) (Holzenthal et al., 2007). Estos insectos son
ampliamente diversos en el neotrdpico y ocupan una gran variedad de habitats
de agua dulce, principalmente rios y arroyos, donde su diversidad es muy
elevada (Rios-Touma et al., 2017; Holzenthal y Calor, 2017). El crecimiento,
reproduccidén y supervivencia de las especies del orden Trichoptera en los
ecosistemas acuaticos, estan fuertemente influenciados por la temperatura del
agua, los tipos de sustrato, la velocidad de las corrientes, la luz y el oxigeno
disuelto (Binti y Hamid, 2011).

Este orden comprende aproximadamente 15.000 especies descritas alrededor
de mundo, pero se estima que pueden existir hasta 50,000 especies
(Holzenthal y Calor, 2017). El orden se encuentra distribuido en unas 47
familias y 610 géneros, siendo el segundo grupo mas diverso de animales
acuaticos después del orden Diptera (Morse, 2011). El orden Trichoptera en la
regién neotropical incluye 3.262 nombres de especies validos actualmente,
reconocidos en 25 familias y 155 géneros existentes (Holzenthal y Calor, 2017).

Las zonas consideradas en el estudio del que derivan estos datos incluyen todo



México, América Central, el Caribe y América del Sur. La region neotropical,
corresponde a la tercera en albergar la mayor cantidad de estos insectos,
después de la region Oriental y Paleartica (De Moor y Ivanov, 2008). Alrededor
del 70% de los especimenes que se encuentran en el Neotropico son
endémicos de la region, con 115 géneros endémicos descritos, siendo la
segunda regidén en términos de diversidad endémica (Rios- Touma et al.,
2017).

La diversificacibn de los linajes existentes de Trichoptera se remonta
aproximadamente al Jurasico medio. Por tanto, este orden constituye una rama
sustancial en el arbol de la vida, cuya distribucion actual y biogeografia
muestran aquellos acontecimientos pasados que han afectado la distribucion y
diversificacion de toda la biota de agua dulce de la tierra (Holzenthal et al.,
2007).

2.1.2. Morfologia

La forma general del cuerpo de las larvas de Trichoptera es alargada y
cilindrica (Holzenthal, Thomson y Rios-Touma, 2015). Las larvas poseen una
cabeza, térax y abdomen diferenciados (Holzenthal et al., 2007). La capsula de
la cabeza siempre esta bien desarrollada y esclerotizada, aunque la capsula
ventral puede estar algo menos esclerotizada y menos pigmentada que la
cabeza dorsal. Los ojos larvales, compuestos de varios tallos individuales,
aparecen lateralmente en la capsula de la cabeza (Holzenthal, Thomson y
Rios-Touma, 2015). Las piezas bucales larvarias estan bien formadas, constan
de una serie de dientes apicales redondeados o méas puntiagudos, un par de
maxilas cortas y compactas, y un labio, la abertura de la glandula de seda se
encuentra en el vértice del labio (Holzenthal et al., 2007). Todas las larvas de
caddisfly tienen un par de antenas (cortas y de un solo segmento), estas se
encuentran entre el ojo y la base de la unién mandibular en las esquinas
anterolaterales de la cépsula de la cabeza (Holzenthal, Thomson y Rios-

Touma, 2015). Cada segmento toracico es distinto y tiene un par de piernas
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segmentadas, generalmente las patas delanteras son las mas cortas y las
patas traseras las mas largas. Las patas no estan modificadas en la mayoria de
las especies, pero en algunos grupos las patas traseras son largas y delgadas
y tienen hileras de largos pelos que nadan. En todas las familias, el protorax
lleva un par de placas pronotales fuertemente esclerotizadas, separadas muy
estrechamente a lo largo de la linea media por una sutura (Holzenthal et al.,
2007). El abdomen consta de 10 segmentos y es casi totalmente membranoso,
carece de protuberancias, excepto por unas pocas setas dispersas y un par de
prolongaciones anales terminales, cada una con una garra anal fuerte

(Holzenthal, Thomson y Rios-Touma, 2015; Waringer et al., 2016).

Las pupas de Trichoptera poseen mandibulas bien desarrolladas en la mayoria
de las familias, generalmente se cruzan apicalmente y apuntan hacia adelante.
Las antenas se encuentran ventrolateralmente a lo largo del térax y el abdomen
(Holzenthal et al., 2007) . En especies con antenas largas, estas se enrollan
alrededor del extremo del abdomen (Springer, 2010). El térax no esta
modificado, pero las piernas toracicas a menudo tienen pelos nadadores. El
abdomen tiene restos de las branquias larvales y termina en un par de
conductos anales, que, junto con el nimero, la disposicion y la morfologia de
las placas de gancho y la morfologia de la mandibula, ayudan a diagnosticar
las diferentes familias. (Holzenthal et al., 2007).

La mayoria de tricopteros adultos son de "tamafio mediano”, aproximadamente
10 mm de longitud corporal, pero ciertos géneros pueden llegar a medir hasta
4.5 cm (Holzenthal, Thomson y Rios-Touma, 2015). Los Trichoptera tienen
piezas bucales muy modificadas, gran parte de las especies tienen mandibulas
y maxilares reducidos (Holzenthal y Calor, 2017), a diferencia de las bien
desarrolladas estructuras bucales de las pupas, por lo que ingieren liquidos
como el néctar para su alimentacion (Springer, 2010; Holzenthal et al., 2007).
Los ojos compuestos se encuentran bien desarrollados y la cabeza puede o no
tener ocelos. Las antenas son largas y filiformes en la mayoria de las especies.

Poseen dos pares de alas, mismas que se disponen en forma de techo cuando
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los tricdpteros descansan (Binti y Hamid, 2011). Ambos pares de alas y el
cuerpo, estan recubiertos de pelos y ocasionalmente de escamas,
particularidad que le da el nombre a este orden (trichos: pelo; ptera: alas)
(Springer, 2010). Generalmente presentan colores opacos como el gris,
marrén, amarillo, beige u otras combinaciones de colores, esto es posiblemente
una adaptacion que les permite esconderse durante el dia en la vegetacion.
También pueden tener colores brillantes con pelos de colores como el rojo,
verde, azul, naranja o amarillo. De cualquier modo, los diferentes patrones de
pelos de distintos colores, en especial en las alas, a menudo permiten la

identificacién de la especie (Holzenthal et al., 2007).

2.1.3. Desarrollo y Habitat

Los tricopteros al ser insectos holometabolos adquieren estado de huevo, larva,
pupa y adulto (solo esta etapa es terrestre) (Springer, 2010). El ciclo de vida de
Trichoptera puede variar desde unos pocos meses hasta un par de afios, y la
etapa adulta es muy breve (Binti y Hamid, 2011). El ciclo comienza cuando los
huevos se depositan a manera de masas pegajosas unidas a ramas 0 rocas en
el agua (Binti y Hamid, 2011). Posteriormente tiene lugar el estado larvario, que
puede tardar meses a afios, segun la especie y los factores ambientales
(Springer, 2010). Una caracteristica de las larvas de Trichoptera es su habilidad
para elaborar llamativos y variados refugios, redes y casas, a partir de diversos
materiales que incluyen, trozos de hojas, materia organica, ramas, entre otros.
Las larvas de Trichoptera producen seda, que también emplean en la
construccion de sus retiros y casas. Son los numerosos usos que los individuos
de Trichoptera le dan a la seda, en la construccion de retiros y casas, las que
son adaptaciones clave que explican la diversidad ecoldgica y el éxito del orden
en general (Holzenthal et al., 2007). Las larvas de Trichoptera tienen distintos
tipos de alimentacion dependiendo del género. Algunos géneros son
raspadores de perifiton (Hydroptilidae, Glossosomatidae y Xiphocentronidae);
otros ingieren materia organica en descomposicion (Calamoceratidae,

Lepidostomatidae y Leptoceridae); también se encuentran las que construyen
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redes en la corriente para filtrar materia organica fina (Hydropsychidae);
finalmente, se encuentran algunas especies que se alimentan de organismos

acuaticos (Hydrobiosidae y Polycentropodidae) (Springer, 2010).

El estadio de pupa dura alrededor de dos semanas y se desarrolla en el agua,
dentro de un refugio fijado fuertemente al sustrato (Springer, 2010). En su
estado de pupa, poseen mandibulas funcionales, al menos en las familias
neotropicales (Holzenthal y Calor, 2017). Las pupas emplean las mandibulas
para masticar y salir de los refugios (construidos por las larvas) cuando estan
listas para emerger como adultos. Una vez que emergen, sus mandibulas se

degeneran y dejan de funcionar (Binti y Hamid, 2011).

En contraste con las larvas, la ecologia y el comportamiento de los Trichoptera
adultos son poco conocidos. Son terrestres y se asemejan a diminutas polillas,
con diferencias en la venacidon de sus alas y en las estructuras de las piezas
bucales. Se suelen encontrar en grandes cantidades en las orillas de lagos o
arroyos (Binti y Hamid, 2011; Springer, 2010). Son pequefios, usualmente
poseen un color monétono, y comienzan a volar, en gran numero, después de
gue se pone el sol, atraidos por las luces artificiales. Es esta etapa de la
historia de vida la que tiene una importancia taxonémica primordial debido a
gue la taxonomia a nivel de especie del orden se basa principalmente en las
estructuras de los genitales masculinos adultos (Holzenthal y Calor, 2017). Los
adultos al carecer de mandibulas se alimentan Unicamente de liquidos, como el

néctar (Springer, 2010).

En cuanto al habitat, las especies del orden Trichoptera exhiben una amplia
diversidad de adaptaciones tréficas y de microhabitats acuaticos (Holzenthal y
Calor, 2017). Estos insectos frecuentan pequefias cascadas y pequefios
arroyos en areas montafiosas con bosques abundantes (Holzenthal y Flint
1995). En el Neotropico, las larvas se pueden encontrar desde lo alto del
paramo andino, hasta los rios de flujo lento ubicados a menor altitud. Sin

embargo, es en los arroyos de montafia de tamafio intermedio y boscoso
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donde la fauna parece alcanzar su mayor diversidad (Holzenthal y Calor, 2017).
También se encuentran las que frecuentan las aguas estancadas, pero esta
fauna no es tan diversa como la de los lagos y lagunas. Otras especies habitan
las zonas de rociado, salpicaduras de cascadas, y situaciones torrenciales
similares. Se pueden encontrar muy pocas especies en aguas de origen
térmico o que se han visto afectadas por la actividad volcanica (Holzenthal y
Calor, 2017). Las larvas de Trichoptera intervienen en la dinamica de nutrientes
y en el flujo de energia de los lagos, rios y arroyos donde habitan (Holzenthal y
Calor, 2017). Estos habitats acuaticos de agua dulce y sus poblaciones estan
entre los mas afectados y ambientalmente amenazados del mundo,
principalmente debido a la contaminacion de la industria, la mineria y la
agricultura; contaminacion de aguas residuales; efectos como la
sedimentacion; lluvia acida; y desvio de agua para usos agricolas y

metropolitanos (Holzenthal et al., 2007).

2.1.4. Importancia ambiental

Las larvas son participantes vitales en las redes alimentarias acuaticas y su
presencia y abundancia relativa se utilizan en la evaluacion biologica y el
monitoreo de la calidad del agua (Holzenthal et al, 2007). Los tricopteros
cumplen varios roles ecolégicos fundamentales, por ejemplo, en el
procesamiento de nutrientes y en el flujo de energia en los lagos vy rios;
ademas, los miembros de este orden son importantes en la cadena trofica de
los sitios donde habitan, ya que sirven como alimento para una variedad de
depredadores acuaticos, como la trucha y otros peces (Holzenthal, Thomson y
Rios-Touma, 2015; Binti y Hamid, 2011).

Por otro lado, debido al gran incremento de contaminacion de rios y otros
ambientes acuaticos con metales pesados, desechos industriales y pesticidas,
se necesitan con prisa mas investigaciones para la generacion de nuevos
sistemas de evaluacién ambiental, por ejemplo, bioindicadores que permitan

resguardar estos ecosistemas (Prommi et al., 2014). El uso de bioindicadores
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permite evaluar la calidad del agua, mediante la aplicacion de especies que
responden de distinta forma a la presencia de elementos contaminantes
especificos (Tszydel et al., 2015). La utilidad de los macroinvertebrados como
organismos bioindicadores de los ecosistemas acuaticos ha sido reconocida
durante mucho tiempo (Hamid, Salmah, y Rawi, 2017). Estos organismos se
utiizan a menudo para complementar los andlisis quimicos, fisicos vy
fisicoguimicos tradicionales en la valoracion de la calidad de las aguas de los

ecosistemas acuéticos (Hodkinson y Jackson, 2005).

La mayoria de los estudios sobre macroinvertebrados relacionados con el
monitoreo de la calidad del agua han incluido analisis sobre la comunidad de
Ephemeroptera, Plecoptera y Trichoptera (EPT) (Hamid et al., 2017). El andlisis
empleando EPT es relativamente facil, la metodologia esta bien desarrollada y
el equipo que se utiliza es simple (Bonada et al., 2006). Los miembros de
Trichoptera, son ampliamente usados como indicadores biolégicos de buena a
excelente calidad del agua dulce, siendo la mayoria de estos organismos
intolerantes a la perturbacion humana y a muchas de las formas de
contaminacion en las aguas y corrientes dulces de todo el mundo (Rios-Touma
et al., 2017; Holzenthal y Calor, 2017). La evaluacion de la calidad del agua
utilizando comunidades de Trichoptera, es lo suficientemente decente y
satisfactoriamente precisa, siendo una alternativa poco invasiva que no alterara

de ninguna manera el ecosistema acuatico analizado (Prommi et al., 2014).

2.1.5. Trichoptera en el Ecuador

La region neotropical, posee una rica diversidad de tricopteros (de Moor y
Ilvanov, 2008). Sin embargo, segun los estimadores de especies, solo se tiene
conocimiento de alrededor del 30% de las especies de Trichoptera de la regidon
norte andina de América del Sur (Holzenthal y Calor, 2017). Los escasos
estudios en la regién neotropical, han limitado el conocimiento de la diversidad

real de Trichoptera (Holzenthal et al, 2007).
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Ecuador es considerado uno de los paises con mayor biodiversidad del mundo
(Ministerio del ambiente, 2016). Los Andes tropicales y Tumbes-Choco-
Magdalena, por ejemplo, corresponden a dos de los puntos calientes de
diversidad bioldgica (Myers et al, 2000). Segun un estudio sobre la diversidad y
distribucion de Trichoptera en el Ecuador, se describen 310 especies en el
pais, distribuidas en 15 familias y 52 géneros (Rios-Touma et al., 2017). Sin
embargo, la riqgueza estimada de Trichoptera en el pais es de 578 especies,
sugiriendo que solo se conoce el 54% de la fauna ecuatoriana de este orden.
Pichincha, Napo y Pastaza son las provincias con mayor niumero de especies
registradas. Por el contrario, gran parte de las provincias costeras estan poco
estudiadas, por ende, el nUmero de especies en esta region es la menor de
todo el pais, algunas con menos de diez registros (Rios-Touma et al., 2017).
Siendo fundamental realizar nuevas recolecciones y encuestas, ya que es muy
probable que en la zona costera se encuentren especies desconocidas (Rios-
Touma et al., 2017).

Dentro del orden Trichoptera se encuentran registradas 15 familias en el
Ecuador, una de ellas es la familia Limnephilidae. Se trata de una familia
numerosa y taxonémicamente diversa. Sin embargo, en el pais solo se tiene
registro de una especie, Anomalocosmoecus illiesi, localizada por primera vez
en la provincia de Pichincha (Marlier,1962) y presente también en la provincia

del Napo, segun los datos registrados en la base de datos BOLD Systems.

2.1.6. Anomalocosmoecus illiesi

El género Anomalocosmoecus, endémico de Sur América, se conforma de
cuatro especies y se estableci6 en un principio para Anomalocosmoecus
blancasi (Shmid), del Lago Titicaca; una segunda especie, Anomalocosmoecus
illiesi (Marlier), presente en las elevaciones de los Andes de Peru, Ecuador y el
sur de Colombia; la tercera y cuarta especies, Anomalocosmoecus argentinica
(Flint); y Anomalocosmoecus subtropicalis (Schmid), se conocen de Argentina y

Peru, respectivamente (Holzenthal y Calor, 2017).
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Las larvas de Anomalocosmoecus illiesi fueron descritas por primera vez por
(Marlier, 1963) (Holzenthal y Calor, 2017). Basado en las larvas de este
macroinvertebrado, las siguientes caracteristicas son distintivas. La cabeza
tiene una cresta lateral afilada, con setas dorsales primarias. Las mandibulas
tienen un éapice sin dientes, en forma de pala. Las tibias de todas las piernas
tienen pelos agrandados en los margenes internos. El abdomen contiene
epitelios de cloruro en el conducto de ventilacién de los segmentos 203 a 7,y
los prolongados anales no soportan ninguna hebra ventral (Flint, 1982). En la
Figura 1, se puede ver una larva de Anomalocosmoecus illiesi a lado de su

casa o refugio.

Figura 1. Larva de Anomalocosmoecus illiesi.
En el lado derecho, se encuentra la casa construida por A. illiesi.
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2.2. ldentificacion de especies

2.2.1. Analisis morfoldgicos

Los métodos clasicos para identificar y clasificar especies se basan
generalmente en caracteres morfolégicos visibles. Sin embargo, existen
limitaciones para confiar Unicamente en los perfiles morfoldégicos cuando los
individuos de una especie especifica no varian significativamente en su
morfologia (Yi et al., 2017). La identificacion morfologica de los individuos de
Trichoptera, especialmente en sus etapas de vida inmaduras, es una tarea

desafiante pero fundamental (Holzenthal et al., 2007).

Para que la identificaciébn sea eficiente, el método que se use para la
recoleccién de las muestras debe garantizar la integridad de las mismas, ya
gue esto facilitara el proceso de clasificacion, convirtiéendolo en un paso clave
en el proceso (Blahnik y Holzenthal, 2004). Blahnik y Holzenthal (2004), en su
trabajo sobre recoleccion y curacion de Trichoptera, detallan las técnicas mas
empleadas para la recoleccion de tricopteros. La mayoria de personas que
trabaja con este orden recolectan y curan a los individuos adultos en alcohol,
debido a la facilidad de manipulacion de las partes para la observacion, incluso
se pueden observar verrugas cutaneas de la cabeza y el térax. Otra técnica
para la conservacion de individuos de Trichoptera es mediante el anclaje de la

muestra con alfileres entomoldgicos (Blahnik y Holzenthal, 2004).

Para la clasificacion a nivel de familias y géneros, ciertas caracteristicas son
importantes: el color y el patron de los pelos, la posicion de la antena en
relacion con el ojo, la esclerotizacion toracica, la morfologia branquial, la
estructura mandibular, la morfologia de la pierna y la estructura de las casas o
refugios (Holzenthal et al., 2007; Blahnik y Holzenthal, 2004). Las setas en
varias partes del cuerpo también pueden variar considerablemente en tamafio,
longitud y textura. La pérdida de estas setas equivale a la pérdida de

informacion taxondmica o filogenética (Blahnik y Holzenthal, 2004). La
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taxonomia morfolégica de Trichoptera para la descripcion e identificacion a
nivel de especie, se basa principalmente en los caracteres de los genitales de
los machos adultos en asociacion con su larva (Naseh Maleki-Ravasan et al.,
2017), y en los patrones de color en la cabeza y el térax (Holzenthal et al.,
2007). Los enfoques convencionales para la asociacion de larvas usualmente
implican la cria de larvas o la identificacibn morfolégica de metamorfotipos, las
dos perspectivas funcionan bien cuando se dispone de recursos y experiencia
adecuados (Naseh Maleki-Ravasan et al., 2017). Para el sexaje de las
muestras se debe mirar el vértice del abdomen bajo mediante un microscopio
(Blahnik y Holzenthal, 2004). En la mayoria de las familias, los machos son
mas pequefios que las hembras, ademas, los genitales masculinos son mas
complejos que los genitales femeninos (Holzenthal, Thomson y Rios-Touma,
2015). La identificacion final, requiere que los genitales masculinos sean

removidos y limpiados para su observacién (Blahnik y Holzenthal, 2004).

2.2.2. Andalisis moleculares

El desarrollo de diversas técnicas moleculares, han permitido sobrepasar las
barreras que representa la identificacion de algunos organismos en base a su
morfologia, facilitando el reconocimiento de especies, subespecies y otros
niveles taxonémicos (De Haro et al., 2005). Las herramientas moleculares
existentes, ofrecen diferentes tipos de informacion en base a las caracteristicas
de la molécula o fragmento de molécula a estudiar (Jiménez y Collada, 2000).
Las principales ventajas de las herramientas moleculares son, su sensibilidad y
especificidad, independientemente de la etapa, tejido u 6rgano, vivo o muerto

de la muestra (Naseh Maleki-Ravasan et al., 2017).

Los marcadores moleculares, son una de las herramientas moleculares mas
usadas en la identificacion de especies, su uso es relativamente barato y
brindan resultados rapidamente. (Arnold, Holman, y Zweifel, 2017). Mediante
el uso de marcadores moleculares, se puede determinar relaciones

filogenéticas y estudiar qué mecanismos de evolucion (deriva génica,



19

migracion, cuellos de botella, etc.) estan sucediendo (Cruickshank, 2002).
Existen dos grandes grupos de marcadores moleculares: los que se basan en
proteinas, por ejemplo, el polimorfismo posicional de péptidos y el analisis
isoenzimatico, y aquellos basados en el analisis del ADN (Jiménez y Collada,
2000). Los marcadores basados en ADN, emplean regiones especificas de la
molécula de ADN, estas regiones se seleccionan segun el tipo de estudio y el
objetivo de cada investigador, una ventaja que ofrecen este tipo de marcadores
es que permiten estudiar la informacién que se expresa como la que no se
expresa. Hay tres tipos de genes que son los mas usados dentro de los
marcadores de ADN, los genes mitocondriales (de origen monoparental), los
genes ribosdmicos nucleares (generalmente de origen biparental) y el ADN de
cloroplasto (monoparental), estos son, los genes mas utilizados para analisis
de filogenia (Cruickshank, 2002; Jiménez y Collada, 2000).

Los genes mitocondriales se producen en grandes numeros en cada célula, lo
gue los hace, a diferencia de los genes nucleares (una sola copia), mucho mas
faciles de trabajar y han sido especialmente Utiles en estudios a nivel
intraespecifico. Todas las copias de estos genes tienen la misma secuencia
debido al cuello de botella poblacional por el que pasan las mitocondrias
cuando se transmiten a la descendencia (Cruickshank, 2002). Los genes
mitocondriales, han sido muy usados para identificar y clasificar especimenes a
diferentes escalas taxondmicas, especialmente debido a caracteristicas como,
su herencia monoparental, su condicion haploide, las altas tasas de mutacién y
la presencia de regiones conservadas y variables (Giraldo, Uribe, y Lépez,
2011). Los genes mitocondriales se clasifican en dos grupos: genes
ribosdémicos (rDNA) y genes codificadores de proteinas. Dentro del grupo de
los genes ribosémicos destacan el gen 16S y el gen 18S, estos genes no se
encuentran separados por espaciadores transcritos internos (Cruickshank,
2002). El gen 16S esta presente en la subunidad pequefia de los ribosomas
procaritticos, asi como en los ribosomas mitocondriales en eucariotas,
mientras el gen 18S es la subunidad pequefia homoéloga del gen 16S en

eucariotas (Klindworth et al., 2013). Los genes codificadores de proteinas, por
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ejemplo, el gen codificador del citocromo oxidasa subunidad | (COI). Al gen
COl se le atribuyen ventajas como marcador para inferir variaciones genéticas
y relaciones filogenéticas para un vasto grupo de organismos, este gen se ha
utilizado extensamente para el analisis filogenético solo o0 en combinacion con
genes nucleares, y ha demostrado ser filogenéticamente altamente informativo
en muchos grupos de insectos, incluidos los tricopteros (Maleki-Ravasan et al.,
2017). Uno de los problemas potenciales con los genes mitocondriales es que
los genes pueden transferirse de la mitocondria al nudcleo. Estas copias
nucleares de los genes mitocondriales 0 pseudogenes mitocondriales, pueden
amplificarse y secuenciarse por error y esto puede conducir a filogenias

erréneas (Cruickshank, 2002).

El incremento de secuencias de ADN y de marcadores moleculares para un
sinfin de organismos en las bases de datos, ha alentado una nueva era en el
descubrimiento y estudio de especies, por ejemplo, mediante los cédigos de
barras de ADN (DNA barcoding) (Bickford et al., 2007). Los codigos de barras
de ADN son sistemas de bancos genéticos disponibles en bibliotecas digitales
en linea para la caracterizacion rapida y precisa de especies en funcion de sus
secuencias de ADN (Altamirano y Yanez, 2016). Esta herramienta usa la
informacion de una o varias regiones génicas (marcadores moleculares), cortas
y estandar (400-800 pb), a modo de etiqueta para la identificacion y
reconocimiento rapido de todas las variedades biolégicas a una relacion costo-
eficiente relativamente baja (Altamirano y Yanez, 2016). La primera reunién
internacional acerca del codigo de barras de ADN se dio en el “Natural History
Museum” en Londres en el 2005. En esta conferencia intervinieron alrededor de
200 cientificos para plantear un procedimiento en base a secuencias de ADN
para la identificacion de organismos vivos (Lanteri, 2007). La técnica de codigo
de barras de ADN se plante6 originalmente para la deteccion de animales en
base a una secuencia del gen mitocondrial citocromo ¢ oxidasa subunidad 1
(COI) de alrededor de 648 pares de bases.
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Los codigos de barras de ADN se pueden obtener de manera mecanizada
(Hebert et al., 2004). Por lo tanto, no se requiere conocimiento de fondo para
emplear esta herramienta molecular, tanto para identificaciones de rutina como
para la deteccion de especies ocultas (Hebert, Ratnasingham, y de Waard,
2003). Es asi, que los codigos de barras han sido muy usados, por ejemplo,
para la identificacion de especies (Maleki-Ravasan et al., 2017; Nielsen y
Kristensen, 2011; Ninahuanca et al., 2013), ya que las divergencias de
secuencia son generalmente mucho mas bajas entre los individuos de una
especie que entre las especies estrechamente relacionadas (Avise et al.,
1999). También es util para revelar variabilidad genética dentro de una misma
especie putativa, sugiriendo la existencia de especies cripticas, que son
taxones morfolégicamente indistinguibles que solo pueden ser separadas
usando datos no morfolégicos como los andlisis de secuencia de ADN
(Gelemanovic et al., 2016; Gill et al., 2016; Gill et al., 2014; Hebert et al., 2004;
Pfenninger y Schwenk, 2007; Previsi¢ et al., 2014, 2016; Sales et al., 2017).
Finalmente, se ha visto que, la secuencia espaciadora ITS2 en conjunto con el
gen COl, proporcionan una herramienta poderosa para estudios de variacién
intraespecifica y filogenias de especies estrechamente relacionadas
(Cruickshank, 2002).

2.2.2.1. Citocromo oxidasa subunidad 1 (COI)

El gen mitocondrial citocromo ¢ oxidasa subunidad | (COI) se encuentra entre
los genes codificadores de proteinas mas conservados en el genoma
mitocondrial de los animales (Xia et al., 2012). La regién COIl ha sido muy
eficiente en la identificacion y en estudios de diversidad genética de insectos
(Vuataz et al., 2013), mariposas (Moriniére et al., 2017), metazoarios (Black et
al., 1994), peces (Yi et al., 2017), moscas (Dallas et al., 2003), aves, anfibios y
otros grupos de animales (Gill et al., 2014). El fragmento COIl muestra una
elevada tasa de sustitucion entre especies del mismo género (Blaxter, 2004).
Por lo tanto, las divergencias de secuencia en COI regularmente permiten la

discriminacion de especies estrechamente aliadas en todos los filos animales.


https://es.wikipedia.org/wiki/ADN
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Segun, Hebert et al (2003), la diversidad en las secuencias de aminoacidos
codificadas por la seccién 5 de este gen mitocondrial son suficientes para
colocar de manera confiable a las especies en categorias taxondmicas mas
altas (desde los filos hasta las 6rdenes) (Hebert et al., 2003). Las principales
objeciones sobre lo anteriormente mencionado, se han centrado en la
preocupacion de que las diferencias de secuencia de ADN entre especies
estrechamente aliadas a menudo seran demasiado pequefias para permitir su
discriminacion (Mallet y Willmott, 2003). El contenido de adenina y timina en el
gen COIl suele ser muy elevado y el nimero de mutaciones del tercer codén
generalmente es mayor al del primer o segundo codén (Cruickshank, 2002),
esto implica que el gen COI acumule mas sustituciones en su secuencia en
comparaciéon con otros genes, facilitando la clasificacion e identificacion de
especies a nivel molecular para algunos o6rdenes de insectos, entre ellos
Trichoptera (Kjer et al., 2014). Un enfoque alternativo para un analisis de
filogenia a un nivel mas profundo usando el gen COI, consiste en eliminar las
posiciones del tercer codon hipervariable del andlisis, tal como lo hicieron,
Soller et al. (2001), que utilizaron solo la primera y la segunda posicion del
codén de un fragmento de 408 pb de COI para investigar la filogenia de la
Parasitengona (Arthropoda: acaro); sin embargo, encontraron que incluso
después de la eliminacion de la tercera posicion del codon seguia habiendo
una variacion considerable (Séller et al., 2001).

2.2.2.2. 28S ribosomal

Los ribosomas son ribonucleoproteinas grandes compuestas por unos pocos
ARN ribosémicos no codificantes (ARNr) y muchas proteinas ribosémicas. Los
ARNr acttan como ribozimas al catalizar los pasos importantes de la
polimerizacion de aminodacidos durante la sintesis de proteinas (Locati et al.,
2017). Los ribosomas estan conformados por dos subunidades, la subunidad
mayor (LSU), que comprende los rRNA 5S (120 pb), 5.8S (160 pb) y 28S
(4200), y la subunidad menor (SSU), relacionada al gen 18S (1900 pb)

(Gillespie et al., 2006). Las funciones principales de la SSU son organizar la
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unién del ribosoma al ARN mensajero (ARNmM), y monitorear la
complementariedad del ARN de transferencia (ARNt) y el ARNm en la
traduccion. Las funciones principales de la LSU son vincular los aminoacidos y
terminar la traduccién. Las funciones de LSU se organizan en regiones
conservadas evolutivamente del ARNr 28S (Locati et al., 2017). El gen 28S es
parte de la region espaciadora transcrita interna del grupo de genes
ribosdmicos nucleares (ITS2), las secuencias ITS estan bajo muy poca presion
de seleccion. El gen 28S, se transcribe en RNA, pero no se traduce en
proteinas (Cruickshank, 2002). ElI ARN ribosomal 28Ses uno de los
componentes basicos de todas las células eucariodticas, y siendo el gen
homologo nuclear del gen 16S mitocondrial (Locati et al., 2017). Todos los
estudios moleculares realizados hasta ahora han utilizado la region de
expansion D2 del ARN ribosomal 28S; ha habido poca informacion sobre la
idoneidad de otras regiones genéticas para inferir relaciones filogenéticas o

para definir limites de especies (Schmidt et al., 2006)

2.3. Diversidad genética

La diversidad genética se refiere al nUmero total de caracteristicas genéticas
dentro de una determinada especie; a mayor diversidad genética, las
posibilidades que tienen los individuos de sobrevivir a los cambios del medio
ambiente incrementan (Jiménez, 2014). La escala y la magnitud de la
divergencia genética entre las poblaciones varia dentro y entre los taxones, ya
gue las caracteristicas del ecosistema y los gradientes ambientales impiden el
flujo de genes en algunas especies, pero no en otras (Addison, 2015). Es asi,
gque muchas poblaciones de la misma especie, por encontrarse en una
ubicacién geografica diferente o bajo condiciones ambientales distintas, pueden
generar diversidad intraespecifica o dentro de una especie (Brown et al., 2004).
Esta interviene en la respuesta de las poblaciones y las especies a los cambios
ambientales y a los ecosistemas que los rodean (Albert et al., 2010). La
variacion intraespecifica puede ocurrir en tres niveles: variacion genética entre

individuos de una poblacién determinada (diversidad intrapoblacional), entre
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poblaciones diferentes de la misma especie (diversidad interpoblacional) y
variacion dentro del mismo individuo, como diferencias entre las hojas de la
misma planta (Bowen, Nelson, y Avise, 1993). La presencia de variabilidad
dentro de las especies se da por mutaciones del material genético, y es el
requerimiento basico para que los organismos evolucionen y se adapten a
diversas circunstancias, puesto que la seleccion no puede intervenir si no
existen diversas alternativas (Jiménez y Collada, 2000). La variacion
interespecifica en cambio, se refiere a las diferencias que se producen entre los
miembros de diferentes especies estrechamente relacionadas. Esta variacion
puede resultar en la fusion de grupos de genes, el flujo de genes entre
especies (introgresion), la formacion de nuevos complejos de genes
(especiacion) o el refuerzo de barreras reproductivas (Becklin y Galen, 2009;
Giessler et al., 1999).

Los patrones de diversidad genética son clave para interpretar los mecanismos
gue impulsan los procesos evolutivos y ecoldgicos en insectos de agua dulce
(Addison, 2015). Dos parametros clave en modelos genéticos poblacionales
simples que gobiernan la cantidad y distribucion de la variacién de la secuencia
intraespecifica son el parametro de mutacion poblacional (4Ne) y el parametro
de recombinacion poblacional (4Ner) (Brown et al., 2004). Las estimaciones de
mutacion poblacional se pueden calcular facilmente a partir de marcadores
moleculares, tales como secuencias de ADN, incluso en conjuntos de datos
relativamente pequefos. EI ADN ribosomal (ADNr) y la subunidad | del
citocromo oxidasa (COI) son las regiones mas empleadas del genoma nuclear
y mitocondrial, respectivamente, para inferir variaciones genéticas y relaciones
filogenéticas para un amplio grupo de organismos. Entre los genes
mitocondriales, el gen COIl se ha utilizado ampliamente para el andlisis
filogenético solo o en combinacién con genes nucleares, y ha demostrado ser
filogenéticamente altamente informativo en muchos grupos de insectos,
incluidos los tricopteros (Naseh Maleki-Ravasan et al., 2017). La estimacion de
Watterson de 4Ne se basa en el niUmero de sitios polimorficos en una muestra

de secuencias extraidas al azar de una poblacion y es independiente de las



25

frecuencias. Una segunda estimacion de dicho parametro es la diversidad de
nucledtidos, que es el numero promedio de diferencias de nucleotidos por
pares entre secuencias en una muestra, depende tanto del numero de sitios

polimorficos como de su frecuencia (Brown et al., 2004).

2.4. Filogeografia

En la actualidad, los métodos filogenéticos desempefian un papel fundamental
en diferentes campos como, la epidemiologia de enfermedades humanas, la
genomica funcional y la biologia de la conservacion (Shaw et al., 2009). La
filogenia es necesaria para establecer un rigor estadistico en estudios
comparativos, porque revela la dependencia de los eventos evolutivos que
estan vinculados histéricamente (Knowles, 2009). La presunta neutralidad de
algunos marcadores moleculares, junto con los métodos filogenéticos, pueden
ayudar a revelar la estructura de la poblacion y la falta de cruzamiento entre dos
grupos (Bickford et al., 2007). Los analisis filogenéticos de datos moleculares en
relacion con la informacién geogréfica y ecolégica se conocen como
filogeografia (Shaw et al., 2009). La filogeografia surgié de las nuevas técnicas
de la década de 1980 que permitieron determinar la variacion de la secuencia
de ADN de individuos a lo largo de un rango de especies, para reconstruir las
genealogias genéticas (Emerson y Hewitt, 2005). El término filogeografia fue

“I

empleado por primera vez por John Avise (1987), en su trabajo “Intraspecific
Phylogeography: The Mitochondrial DNA Bridge Between Population Genetics
and Systematics”, en este estudio se aborda, de qué manera las condiciones
geoldgicas, climaticas y ecoldgicas histéricas intervinieron en la distribucion
actual de algunas especies (Avise et al., 1987). En particular, la accesibilidad de
las secuencias de ADNmt en las especies animales encendié y alimentd este
nuevo campo; hoy en dia, una variedad de técnicas de ADN, combinadas con
nuevos meétodos analiticos y estudios paleoclimaticos y geoldgicos recientes,
brindan informacion importante sobre la distribucién de la diversidad genética en
todo el mundo y su evolucion (Shaw et al., 2009). La investigacion filogeografica

ha tendido a concentrarse en Europa y América del Norte, y se sabe menos
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sobre los continentes de Africa, Asia, Australia y América del Sur (Emerson y
Hewitt, 2005).

La filogeografia es un campo joven y de rapido crecimiento (Emerson y Hewitt,
2005), que proporciona informacion detallada especifica de las especies, sobre
como los eventos geoldgicos, las influencias ambientales y los factores
geograficos interactian con los aspectos de la ecologia de una especie y la
historia natural en la configuracion de su evolucion (Knowles, 2009). Los
desarrollos recientes han tratado de usar datos genéticos para estimar la
historia. demogréfica de una poblacién, ejemplos de tales inferencias
demograficas incluyen: la ocurrencia de cuellos de botella histéricos o
expansiones de la poblacion, el tamafio de las poblaciones ancestrales, la
ubicacion de las areas de refugio, las fechas aproximadas de divergencia, la
extension de la migracién y el flujo de genes, la extension de la fragmentacion y
la secuencia de tales eventos para producir la distribucion geogréfica actual de
genotipos (Shaw et al., 2009). Cuando se integra a la filogeografia con otros
tipos de informacién (por ejemplo, datos fenotipicos), la informacién
demografica detallada extraida de los datos genéticos proporciona una
informacion critica, para una serie de preguntas evolutivas y ecoldgicas que no
podrian abordarse sin una comprension de la historia filogeografica (Knowles,
2009). El estudio de Emerson y Hewitt (2005), es un ejemplo muy practico para
ilustrar los métodos y resultados de los estudios de filogeografia. En los
periodos glaciares completos, las capas de hielo del norte cubrieron gran parte
de Europa y América del Norte, las especies templadas de erizos y campafioles
sobrevivieron al sur en refugios (segun lo observado en los registros fosiles),
pero durante los relativamente cortos periodos interglaciares calidos sus
poblaciones se volvieron a expandir hacia el norte y las poblaciones del sur se
redujeron o eliminaron (Emerson y Hewitt, 2005). Algo similar ocurrié en el
estudio de Pauls, Lumbsch, y Haase (2006) con el tricoptero Drusus discolor y
en el trabajo de Previsic et al. (2009) en Dinaric Drusus, donde se evidenciaron
procesos de contraccion, extincion, expansion y dispersion en sus poblaciones,

con efectos sobre la diversidad genética y la estructura de estas especies.
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La facilidad cada vez mayor de obtener datos de secuencia de ADN para
individuos en una variedad de especies ha fomentado el desarrollo de métodos
analiticos y estadisticos para evaluar la historia demografica y las relaciones
evolutivas, facilitadas en gran medida por los cada vez mas potentes y
sofisticados softwares (Emerson y Hewitt, 2005). A medida que la filogeografia
madura como un campo, también lo hace la gama de marcadores genéticos y
las técnicas analiticas disponibles, la eleccibn de uno o mas marcadores
genéticos apropiados, se da en funcion de la profundidad de la historia
evolutiva de un grupo especifico, al igual que la eleccion del método analitico, y
hay una serie de enfoques que se pueden tomar (Knowles, 2009). El enfoque
filogeografico habitual consiste en construir un arbol filogenético utilizando la
distancia, parsimonia, méaxima verosimilitud y, mas recientemente, métodos de
inferencia bayesiana, y luego representar geograficamente los linajes (Emerson
y Hewitt, 2005). Cuando las secuencias de una region de ADN particular, se
combinan con los datos de la frecuencia de poblacion y distribucion geografica,
proporcionan una base solida para inferencias sobre la historia evolutiva de los

taxones (Emerson y Hewitt, 2005).
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3. CAPITULO llIl. DISENO DEL PLAN EXPERIMENTAL
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Figura 2. Diagrama de disefio del plan experimental para el estudio de la
diversidad genética entre las poblaciones de Anomalocosmoecus illiesi del

volcan Cotopaxi y del volcan lllinizas.
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4. CAPITULO IV. PROCEDIMIENTOS

4.1. Poblacion

Para estudiar la diversidad genética entre los individuos de Anomalocosmoecus
illiesi, se evaluaron un total de 101 muestras de areas geogréficas distintas,
que fueron proporcionadas por el grupo BIOMAS, como parte del proyecto
"Diversidad 'y Distribucibn de Trichoptera de Ecuador" (cédigo:
AMB.BRT.17.005). Del total de las muestras, 39 individuos corresponden al rio
Pita del volcan Cotopaxi codificados como Pl y obtenidos de tres puntos
diferentes a: 3781 (PI1), 3818 (PI2) y 3888 (PI3) metros de altitud; y 40
muestras del volcan lllinizas del rio San Pedro, codificadas como SP y
localizadas a: 3582 (SP1), 3586 (SP2) y 3596 (SP3) metros de elevacion.
Paralelo a ello, se evaluaron 12 individuos correspondientes al paramo El Angel
en la provincia del Carchi (A) y 10 procedentes del arenal del volcan
Chimborazo (C), con el proposito de establecer una comparacion con las
poblaciones de estudio (Pl y SP). En la tabla 1, se muestra el nimero de
individuos analizados, la elevacién, la latitud y la longitud de cada sitio de
muestreo. Los individuos se conservaron en etanol al 96% previo a los futuros

analisis.

Tabla 1.
Numero de individuos analizados de cada punto del fragmento COI, para

Anomalocosmoecus illiesi de Ecuador

Sitio Coédigo Numero de Altitud Latitud Longitud
individuos
Volcan P11 3 3781 -0.59613 -78.67297
Cotopaxi PI2 24 3818 -0.6058 -78.404
(rio Pita) P13 12 3888 -0.61969 -78.38311
Total 39
Volcan SP1 5 3582 -0.60946 -718.67773

lllinizas (rio SP2 20 3586 -0.58719 -78.67297
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San Pedro) SP3 15 3596 -0.61552 -78.67512
Total 40
Carchi A 12 4020 0.80203 -77.93546
(Paramo el
Angel)
Arenal del C 10 4065 -1.551546  -78.523953

Chimborazo

El nimero de individuos analizados no es homogéneo entre los sitios, debido a
gue en la colecta no se encontraron el mismo nimero de especimenes para
cada punto. En la Figura 3, se muestra un mapa de Ecuador con los puntos de
muestreo marcados en él, otra perspectiva de los puntos de muestreo se

muestra en la Figura 4.
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Figura 3. Puntos de recolecta de los especimenes de Anomalocosmoecus
illiesi.

Adaptado de (Google Earth, 2018).

Los puntos amarillos representan cada sitio de muestreo. Los individuos se tomaron en cuatro
poblaciones ubicadas en: el paramo El Angel, en la provincia del Carchi (A); en el rio San

Pedro, en las cuencas del volcan lllinizas (SP); en el rio Pita, en las cuencas del volcan

Cotopaxi (PI) y en el arenal del Volcan Chimborazo (C).
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Figura 4. Puntos de recolecta de los especimenes de Anomalocosmoecus
illiesi.
Adaptado de (Google Earth, 2018).

4.2. Extraccion de ADN y cuantificacion

La metodologia de extraccion de ADN se hizo en base al protocolo CTAB,
descrito por (Granados y Diaz, 2013). Como material de partida se tomaron las
patas de Anomalocosmoecus illiesi proporcionadas por el grupo BIOMAS vy
almacenadas en etanol. El primer paso para realizar la extraccion fue la
homogeneizacién de las muestras, para facilitar este proceso, se colocé en los
tubos perlas de ceramica, luego se puso una pata de cada individuo y se dejé

secar en la pared de los tubos para que se evaporara el etanol. Transcurrido un
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minuto, aproximadamente, los tubos se colocaron en un homogeneizador
(Precellys) y se afadieron 400uL de buffer de extraccion compuesto por: Tris-
HCI 10mM pH 8, EDTA 25mM pH 8 y NaCl 100mM. Una vez que la muestra
estuvo bien homogeneizada se colocaron 40 uL de SDS al 10% y se mezcld
manualmente durante 2 minutos. Luego se agregaron 20 uL de proteinasa K y
se dej6 incubar a 55°C por 1 hora. Posteriormente se colocaron 80 uL de NacCl
5M, se mezclé durante 2 minutos y se afiadieron 60 uL de CTAB al 10%, que
previamente se calentd, y se dejé incubar durante 10 minutos a 62°C. Para
realizar la fenolizacion se agregaron 600uL de fenol, se mezclé bien durante 2
minutos y se centrifugé a 11000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante
extraido se colocé en un tubo eppendorf nuevo midiendo su volumen y se
afadié la misma cantidad de cloroformo, luego se centrifugé a 11000 rpm
durante 10 minutos. Una vez mas, midiendo el volumen, se extrajo el
sobrenadante en un tubo eppendorf nuevo y se afiadié el mismo volumen de
isopropanol, se dejé durante 10 minutos a -20°C y se centrifugd a 18000 rpm
durante 10 minutos. Luego se tird el sobrenadante y se colocaron 700uuL de
etanol 70% y se centrifugd a 18000 rpm por 5 minutos. Nuevamente se
desecho el sobrenadante y se dejo secar los tubos boca abajo durante 3 horas.
Una vez transcurrido ese periodo se diluyé el ADN en 40uL de agua milliQ y se
cuantifico mediante un NanoDrop. EI ADN obtenido se almacené a -20°C antes

de ser usado en la reaccion de PCR.

4.3. PCR Yy secuenciaciéon del ADN

Se amplificé un fragmento de 588 pb de la citocromo ¢ oxidasa (COI)
codificadora de proteinas, utilizando una mezcla de los cebadores Jerry y S20
(Pauls, Lumbsch, y Haase, 2006) que amplifican para la regién 3’ de dicho gen,
para todos los taxones del conjunto de datos del volcan Cotopaxi (PI) e lllinizas
(SP), ademés, se obtuvo los amplicones de 12 individuos provenientes del
paramo El Angel (A) y 10 individuos procedentes del arenal del Chimborazo
(C). También se amplifico un fragmento de 500 pb del gen COI correspondiente

a la region 5’ de 5 individuos de Pl y de 8 especimenes de SP, empleando los
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oligos MT6 y Nancy (Simon et al., 1994). En cuanto a la amplificacién del
fragmento de ADNr 28S de 600 pb, se empled los cebadores 28SFF y 28SDD
(Monaghan et al., 2007), para 12 individuos de Pl y 10 de SP. Los cebadores
usados para la amplificacion de los dos genes se muestran en la tabla 2. Todas
las reacciones de PCR se establecieron en 20 uL usando: 50-100 ng de ADN
como molde, 0.4 uL de cada cebador a 5 uM, 3.4 uL de agua PCR y 10 uL del
mix Platinum Il Tag Hot-Start DNA Polymerase (ThermoFisher Scientific) para
la amplificacion del gen COI, mientras que para el gen 28S se emplearon 10 uL
de la enzima GoTaqg Green Master Mix (Promega). Como control positivo se
usaron las muestras cuya amplificacion era positiva, como control negativo se
us6 agua milliQ. Los programas de amplificaciéon se muestran en las tablas 3 y
4, respectivamente. Finamente, todos los productos de PCR se verificaron en
un gel de agarosa al 1,5% con SYBR Safe y se emple6 un marcador de 100bp
para estimar el tamafio de banda y la integridad del amplicon. Aquellas
muestras cuya amplificacion fue positiva fueron secuenciadas en ambas

direcciones por el servicio de secuenciacion de la UDLA.

Tabla 2.
Detalles de los cebadores usados para la amplificacion del ADN mitocondrial
COl y del ADN nuclear 28S.

Gen Cebadores Secuencias
COl Forward (Jerry) 5'-CAACATTTATTTTGATTTTTTGG-3'
Reverse (S20) 5'-GGGAAAAAGGTTAAATTTACTCC-3'
COl Forward (MT6) 5 -GGAGGATTTGGAAATTGATTAGTTCC-
3
Reverse (Nancy) 5 -CCCGGTAAAATTAAAATATAAACTTC-
3
28S Forward (28SFF) 5'-TTACACACTCCTTAGCGGAT-3"'

Reverse (28SDD) 5'-GGGACCCGTCTTGAAACAC-3'
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Tabla 3.
Programa empleado en la amplificacién del fragmento COI, usando la enzima

Platinum Il Taq Hot-Start (invitrogen).

Paso Temperatura Tiempo
Denaturacion inicial 94°C 2 minutos
Denaturacion 94°C 15 segundos
45 ciclos Hibridacion 45°C 15 segundos
Extensién 68°C 15 segundos
Extension final 68°C 30 segundos

Tabla 4.
Programa empleado en la amplificacion del fragmento 28S, usando la enzima
GoTaq Green Mater Mix (Promega).

Paso Temperatura Tiempo
Denaturacion inicial 95°C 3 minutos
Denaturacion 95°C 40 segundos
45 ciclos Hibridacion 48°C 30 segundos
Extension 72°C 40 segundos
Extension final 72°C 4 minutos

4.4. Andlisis filogenético

Las secuencias se ensamblaron y editaron mediante el software MEGA7
(Kumar, Stecher, y Tamura, 2016). Los fragmentos obtenidos se compararon
en GeneBank de NCBI por medio de BLAST para la confirmacion de su
identidad. Posteriormente, se realizé un alineamiento mdltiple de secuencia
utilizando la herramienta ClustalWwW implementado en MEGA7, con los
pardmetros de alineamiento establecidos por defecto en el programa (Kumar et
al., 2016). Finalmente, se hizo la traduccion de las secuencias obtenidas a
proteinas mediante MEGA7, para verificar que las secuencias estaban

correctas y que no hubiera codones de parada. Las estadisticas de secuencia
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fueron calculadas utilizando; el software DNASP (version 6) (Rozas et al.,
2017), para estimar el namero de sitios polimorficos y la diversidad nucleotidica
; 'y el software MEGAY7, para determinar la composicion nucleotidica y estimar
el nimero de transiciones y transversiones. Para llevar a cabo el analisis
filogenético primero, se estimé el mejor modelo para el grupo de datos
mediante MEGA 7 (Anexo 1). Las distancias genéticas (p), dentro y entre las
poblaciones, se cuantificaron utilizando el modelo de distancia de tres
parametros de Tamura (Tamura, 1992), los andlisis se realizaron en 81
secuencias de nuclettidos (509 pb), con un valor de bootstrap de 500
repeticiones. Finalmente las distancias (p), se mostraron graficamente en un
arbol Neighbor Joining (NJ) (Saitou y Nei, 1987), construido con Mega7 y con
un valor del bootstrap de 500, el andlisis involucr6 82 secuencias de
nucledtidos, ya que se colocé otro taxdn (Drusus vernonensis), se eliminaron

todas las posiciones que contienen huecos y datos faltantes.

5. CAPITULO V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Extraccién y amplificacion

Se extrajo el ADN de un total de 101 individuos (Tabla 1), de ellos, la
amplificacion de la regién 3’ del gen citocromo oxidasa subunidad | (COl) fue
positiva para 29 muestras del volcan Cotopaxi (Pl) y 30 muestras del volcan
lllinizas (SP); adicionalmente, se analizaron 12 individuos provenientes del
paramo El Angel (A) y 10 especimenes del volcan Chimborazo (C). Respecto a
la region 5’ del gen COl, se obtuvieron 5 fragmentos de individuos de Pl y 8
fragmentos de especimenes de SP. En la figura 5, se puede ver que el tamafio
de la banda de los fragmentos COIl amplificados es, aproximadamente, 550 pb
para la region 5’ (A) y 588 pb para la regién 3’ (B y C), tal como se esperaba.
Mary et al. (2017), sefialan que la presencia de una banda mayor a las 500 pb
del gen COI, puede proveer la informacién necesaria acerca del nivel de
divergencia genética entre poblaciones de una especie. Por lo tanto, el tamafio

de las bandas obtenidas, fue el adecuado para estimar la variabilidad
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interespecifica de A. illiesi. En su trabajo Hebert et al. (2003), establecieron que
la seccion 5° de gen COI es suficiente para determinar el orden taxonémico de
distintos tipos de especies; sin embargo, nuestros resultados con esta regién
del gen COl, no reflejaron tanta variabilidad como la encontrada en la regién 3’,

como se evidenciara luego.

B | sP22 SP23 SP24 SP25 SP26 SP27 SP28 C+ . C-

Figura 5. Geles de electroforesis de las regiones 5’ y 3’ del gen COI.

A) Gel de electroforesis de la amplificacion del fragmento 5 del gen COI de individuos de
Anomalocosmoecus illiesi procedentes del volcan Cotopaxi (Pl) e lllinizas (SP).

B) Gel de electroforesis de la amplificacion del fragmento 3’ del gen COI de individuos
provenientes del volcan lllinizas (SP).

C) Gel de electroforesis de la amplificacion del fragmento 3’ del gen COI de individuos del

volcan Cotopaxi (PI).
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En el caso de la amplificacion del fragmento del ADNr 28S, Unicamente se
evaluaron 12 fragmentos de individuos del volcan Cotopaxi (PI) y 10 del volcan
lllinizas (SP). Aunque lo ideal para determinar la diversidad interpoblacional de
una especie, seria trabajar con dos o0 mas marcadores genéticos (Addison,
2015), no se amplificaron los fragmentos de este gen, para el paramo del Angel
(A) y para el arenal del Chimborazo (C), debido a que no se observaron
variaciones dentro y entre las poblaciones de SP y PI. La nula variabilidad entre
las secuencias del gen 28S para las poblaciones de A. illiesi, demuestran que
el marcador mitocondrial COIl podria ser mas efectivo en comparacion al
fragmento del gen 28S amplificado para evaluar la diversidad genética de esta
especie. Esto se pudo deber a que la divergencia genética de las especies es
mucho mayor y conservada en el ADN mitocondrial (Hebert et al., 2003).
Ademas, el gen COIl puede servir para determinar la variacidbn genética en
secuencias mas cortas de hasta 648 pb, a diferencia de los marcadores
nucleares que abarcan la informacidén taxondmica en secuencias mucho mas
extensas y que pueden ser hiperconservadas (Chao et al.,, 2014), como
sucedio en este estudio. En la figura 6, se puede apreciar que el tamafio de la
banda de los fragmentos 28S, es de aproximadamente 650 pb, como se

esperaba.
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Figura 6. Gel de electroforesis de la amplificacion del ADNr 28S de individuos

de Anomalocosmoecus illiesi provenientes del volcan Cotopaxi (PI).
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5.2. Secuenciacion y alineamiento

Se amplificéd y secuencié la region 5 del gen citocromo ¢ oxidasa subunidad |
(COIl) de 5 individuos de Pl y de 8 especimenes de SP, las secuencias
obtenidas tenian 420 pb y mostraban una homologia del 99% con las
secuencias de Anomalocosmoecus illiesi procedentes del Napo, depositadas
en BOLD Systems con el numero de accesion EVTEC1197-13. Esto confirma,
gue las secuencias obtenidas corresponden a la especie de estudio; sin
embargo, tras el alineamiento no se encontraron variaciones significativas entre
las distintas poblaciones (Figura 7). Para solventar esto, se secuencio la region
3’ del gen COI de 509pb.

Speciesl!ittt*tttttt*tttkttttttttttttttttt!tttttt LAE AR AE AR AL AR AL AL AR AL

i ARCHRRARATRCHTCTRTTAARTAGARCHCTACTARAAARHBEEAC ABEARCARE
22 AECHNTRMATCTTCENTTAANTAGARCTCTARTABAARGAEERACABEARCARE
7ot WCHRTRNARCHTCETATAARTAGARCHCTAGTABAARGABEEAC ABBRACARE
+ro2 RCHRTRMARCHTCETATAARTAGARCHCTARTABAAARABEEAC ABGRACARE
703 QECHRTRNARCTTCETATAARTAGARCCTARTABAARGHBEARC ABRRACARE
s571 ACHRTRNARCRTCENATAARTAGARCCTARTABAARGABEEAC ABBRACARE
rorr2 ACTRTRNARCTCTATAARTAGARCCTARTABAAARABEEAC ABBRACARE
s5721 ACTMTRMARCHTCTATAARTAGARCCTARTABAAAGABREAC ABBRRCARE
o572 ACTRTRMARCTCTATAARTAGARCTCTARTABAARGABEEAC ABBRACARE
s R HRTARATCHTCERTTAARTAGARCHCTARTARAAARHBEEAC ABGRRCARE
s RRCHRTARATCTTCTRTTAATTAGAGCH cTARTARAAAGHBBEACHBEARC AE
2§ IlIIIIIIIEIIEIIIIIIIIIIII%IEIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIEIII

13.5P3-3

Figura 7. Ejemplo del alineamiento multiple de los fragmentos del gen COI

correspondientes a la region 5'.

Se muestran cinco fragmentos de individuos de Pita (PI) y ocho fragmentos de individuos de
San Pedro (SP).
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El segmento secuenciado 3’ de 509 pb (Tabla 5), arrojo6 un porcentaje de
identidad mediante BLAST, del 87% con el genoma mitocondrial del tricoptero
Drusus vernonensis, con niumero de acceso KC881524. Esto se debe, a que no
existen reportes del genoma de Anomalocosmoecus illiesi de la regién 3’ del
gen COIl amplificada en este estudio y la secuencia con mayor homologia
corresponde a la especie antes mencionada, perteneciente al orden
Trichoptera. En la figura 8, se puede observar un ejemplo del alineamiento con
las secuencias obtenidas del gen COI region 3. El alineamiento completo se

encuentra en el Anexo 2.

Tabla 5.
Numero de muestras por sitio empleadas en el alineamiento del fragmento COI
de la regiéon 3’ de individuos provenientes del volcan Cotopaxi (Pl), volcan

lllinizas (SP), del paramo el Angel (A) y del arenal del Chimborazo (C).

Sitio Cbédigo  Numero de Tamafio del
secuencias fragmento
secuenciado

region 3’ (pb)

Volcéan P11 3 509
Cotopaxi (rio PI2 14 509
Pita) PI3 12 509
Total 29 509
Volcan SP1 5 509
lllinizas (rio SP2 11 509
San Pedro) SP3 14 509
Total 30 509
Paramo el A 10 509
Angel
Paramo del C 10 509

Chimborazo




41

Speues RR(RIN RIRIR(RIQ\RIEI (R R RIR(R R0 R R RRRIR (KRR NG R (RR RR R RN RIR R R R (R R R R RRR RN
l

vt et ARE AR kAR RAC EEIRRRRRRARRC
v JECTICTOMATTERTTER ot TR IRERRATERT
v JRCTIC TR RTRRT ARk RARRTRCERARRO TG
PRI MATTER IR e TR RRERATERT e
o RO O
s DT TTTRGRRo o RATAE
o SRR GRE e R TRR AT
o T RATTERTTEReec TR ARER RSB
s RO TRRI AR ko TRRRITRC ERRARRURATRRCT R
oot CRTOTICRRRERTTARECRe o TRRTERTTEREITARREEoRiTio
ncc RTOTICRRRERRTERE oA o TRRE R TEREITARREEoRiio
ac OO RoRRERATARE R o ATRREERATEREITARRSEoRinio

Figura 8. Ejemplo del alineamiento multiple de los fragmentos del gen COI

correspondientes a la region 3'.

Se muestran tres muestras de cada poblacion: Carchi (A), San Pedro (SP), Pita (Pl) y
Chimborazo (C).

A pesar de que en la bibliografia se ha reportado como una regién altamente
variable (Maleki et al., 2017; Mardulyn y Whitfield, 1999; Monaghan et al.,
2007), el gen 28S, del que se analizaron 12 especimenes provenientes de Pl y
10 individuos de SP, con 583 pb, se pudo constatar que no existen diferencias
entre las poblaciones de Anomalocosmoecus illiesi de SP y Pl (Figura 9).
Ademas, al llevar a cabo el BLAST de dichas secuencias se relacionaron con la
especie Pycnopsyche lepida (Trichoptera) con nimero de acceso AF423923,
con un 99% de homologia; sin embargo, este género no se encuentra
reportado en el neotropico, segun el catalogo de Trichoptera Neotropical
publicado en el 2017 (Holzenthal y Calor, 2017). Esta region no fue
considerada para los posteriores analisis y no se llevé a cabo la amplificacién
de todos los individuos de las poblaciones SP y PIl. La nula variabilidad

encontrada en el gen 28S, en comparacion al gen COIl en la especie de



42

estudio, puede deberse a que COI parece evolucionar un poco mas rapido en
algunas especies de: insectos, incluido Trichoptera (Kjer et al., 2014);
aracnidos (Navajas y Fenton, 2000); y acaros (Cruickshank, 2002).
Especificamente, las terceras posiciones de los genes codificadores de
proteinas mitocondriales son las que evolucionan mas rapidamente que los
genes ribosomicos (Maleki-Ravasan et al., 2017). Si los genes COI,
evolucionan mas rapido, probablemente exista una tasa de sustituciones mas
elevada en ese gen, en relacion con la tasa lenta del ARNr 28S (Kjer et al.,
2014). Navajas et al. (1998), por ejemplo, usaron secuencias de ITS2 en
combinacion con COI para investigar la variacion intraespecifica en el acaro
Tetranychus urticae y encontraron una homogeneidad en todas las especies de
secuencias de ITS2, pero un extenso polimorfismo de COI (Maria Navajas,
1998). Navajas y Fenton (2000) posteriormente agregaron mas taxones a este
conjunto de datos y estos revelaron niveles muy bajos de variacién en el locus

ITS2 en esta especie.
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Figura 9. Ejemplo del alineamiento multiple de los fragmentos del gen 28S. Se

muestran cuatro muestras de cada poblacion: Pita (Pl) y San Pedro (SP).
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5.3. Anadlisis filogenético

Este estudio se centro en la identificacion del nivel de variacion interpoblacional
de Anomalocosmoecus illiesi de poblaciones procedentes del volcan Cotopaxi
(PI) y del volcan lllinizas (SP); adicionalmente, se establecié una comparacion
con especimenes provenientes del paramo del Carchi (A) y del paramo del
Chimborazo (C). Se analizaron un total de 81 secuencias de nucleétidos de 509

pb y se eliminaron todas las posiciones que contienen huecos y datos faltantes.

5.3.1. Andlisis de secuencias

Las frecuencias de nucledtidos del gen COI region 3 de individuos de
Anomalocosmoecus illiesi provenientes de las cuatro poblaciones (A, SP, Ply
C) (Tabla 6), mostraron una mayor cantidad de adenina y timina con un
promedio de 30,8% y 36,4%, respectivamente, con respecto a la cantidad de
citosina y guanina que se encuentran en un promedio de 18,1% y 14,8%,
respectivamente. Este patron en la composicion de bases concuerda con lo
observado en la mayoria de los genomas mitocondriales de insectos, que
suelen mostrar un alto contenido de adenina y timina (Giraldo et al., 2011;
Mardulyn y Whitfield, 1999). En cuanto a la estimacion de las sustituciones
nucleotidicas, se encontré un mayor nimero de transiciones (95.62%), que de
transversiones (4.38%), estos datos se pueden observar en la tabla 7. Las
tasas de diferentes sustituciones de transicién se muestran en negrita y las de
las sustituciones transversiones se muestran en cursiva. Cada numero,
muestra la probabilidad de sustitucion (r) de una base (fila) a otra base
(columna). Para simplificar, la suma de los valores de r se hace igual a 100.
Las estimaciones de sustitucién de nucleétidos, podrian estar asociados con un
fuerte sesgo de base por el alto contenido de adeninas y timinas que se tiene
en las secuencias, especialmente para las transiciones (Pauls, Lumbsc, y
Haase, 2006).
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Tabla 6.
Composicién nucleotidica de Anomalocosmoecus illiesi procedentes de los

Andes del Ecuador.

T(V) C A G
Paramo El Angel (A) 36.7 17.7 31.2 14.3
Volcan lllinizas (SP) 36.3 18.1 30.6 14.9
Volcan Cotopaxi (PI) 36.1 18.3 30.8 14.7
Arenal del 36.5 18.1 30.5 14.9
Chimborazo (C)

Promedio 36.4 18.1 30.8 14.8

Tabla 7.

Estimacion de la probabilidad maxima del patrén de sustitucion de nucle6tidos

en Anomalocosmoecus illiesi procedentes de los Andes del Ecuador.

A T C G
A - 0.79 0.41 16.46
T 0.67 - 14.91 0.32
C 0.67 29.97 - 0.32
G 34.28 0.79 0.41 -

5.3.2. Variabilidad de COI

El segmento secuenciado fue de 509 pares de bases, de las cuales, 496 sitios
fueron conservados y 13 sitios corresponden a polimorfismos. Dentro de las
poblaciones existen cero sitios polimorficos; pero entre ellas, existe un total de
13 mutaciones, con una diversidad nucleotidica menor al 1%, las estadisticas
de la diversidad de nucledtidos se muestran en la Tabla 8. Todas las
poblaciones presentan un haplotipo (h), a excepcidon de las secuencias
provenientes de los individuos del paramo del volcan Chimborazo, que tienen
dos haplotipos, los detalles de la diversidad nucleotidica de los individuos
procedentes de las cuencas del volcan Chimborazo se presentan en la Tabla 9.
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La desviacion estandar de la diversidad haplotipica (Hd), tiene un valor de
0,025.

Tabla 8
Diversidad nucleotidica del gen COI de Anomalocosmoecus illiesi de los Andes
del Ecuador.
Col
Sitios polimorficos 13
Numeros de haplotipos (h) 5
Diversidad haplotipica (Hd) 0.709
Diversidad nucleotidica (Pi) 0.00962
Promedio de diferencias nucleotidicas 4,897
(K)
Tabla 9.

Diversidad nucleotidica del gen COI de Anomalocosmoecus illiesi de la

poblacién procedente del paramo del Chimborazo

Col
Numeros de haplotipos (h) 2
NUumero de sitios segregantes (s) 1
Diversidad haplotipica (Hd) 0,2000
Diversidad nucleotidica (Pi) 0.00039

Respecto a la estimacion de distancias genéticas (p) en base a la regién 3’ del
gen COI, se encontraron valores entre el (0,002-0,018), (tabla 10). Estos
resultados concuerdan con los valores establecidos para definir una variacion
intraespecifica (Lanteri, 2007). Las poblaciones con menor divergencia
genética corresponden a los individuos procedentes del volcan Chimborazo (C)
y los especimenes del volcan lllinizas (SP) con un valor de p igual a 0,002. Por
el contrario, la mayor distancia genética se da entre la poblacion del volcan

Chimborazo (C) con la del volcan Cotopaxi (PI), con un valor de p de 0.018;
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seguido de las poblaciones procedentes del volcan Cotopaxi (Pl) e lllinizas
(SP), y del volcan Chimborazo (C) con el paramo El Angel (A), el valor de p en
los dos casos es de 0.016. Al estimar las distancias genéticas dentro de las
poblaciones, se obtuvo un valor de p igual a O, excepto para la poblacion
ubicada en los paramos del volcan Chimborazo, cuyo valor p fue 0,0003935
(0.03%).

Los resultados obtenidos son similares a los encontrados a nivel intraespecifico
en algunas especies de polillas con un promedio especifico de 0.0025, valores
similares se obtuvieron en aves, con divergencias intraespecificas que
promedian 0.0027 (Avise et al., 1999). En lo que respecta a la relacion entre
niveles de divergencia genética y su significacién taxondmica, los defensores
del «DNA barcode» han propuesto valores estimativos del 0.01-0.02 (1- 2%) de
divergencia en el ADNmt para la variacion intraespecifica y valores mayores
para separar especies (Lanteri, 2007). Estos porcentajes, calculados sobre la
base de COI, no pueden generalizarse a todos los grupos taxonémicos, pues
no cabria esperar que fueran constantes. Por ejemplo, en anfibios se
encontraron divergencias intraespecificas muy elevadas del 0.70-0.14 (7-14%),
debidas probablemente a una marcada estructuracion filogeografica de las
especies, con haplotipos caracteristicos de las distintas subpoblaciones
(Lanteri, 2007). Sin embargo, el codigo de barras de ADN permite identificar
especies con bastante precision, en base a los parametros definidos para
«DNA barcode», en ciertos grupos taxonémicos, por ejemplo, peces (Ward et
al.,, 2005), aves (Hebert et al., 2004; Kerr et al., 2007) y lepidopteros
(Hajibabaei et al., 2006) (Lanteri, 2007). Otro estudio de Molina et al. (2017),
empled las secuencias del gen citocromo c oxidasa subunidad 1 (COl), para
asociar el estadio larvario con sus respectivos adultos (hembra y macho), para
una especie de Ephemeroptera (Meridialaris tintinnabula), dos especies de
Plecoptera (Anacroneuria vagante, Claudioperla tigrina) y una especie de
Trichoptera (Anomalocosmoecus illiesi). Tras el analisis, encontraron una alta
divergencia interespecifica genética entre muestras de diferentes familias y

géneros, con un maximo de 0.20; mientras, las divergencias genéticas
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intraespecificas fueron menores entre las muestras de la misma especie (0.01-
0.02). El estudio concluyd, que el gen COI mediante el codigo de barras de
ADN, puede ser una herramienta eficaz para asociar etapas de la vida y
acelerar la exploracion de los patrones de biodiversidad de insectos acuéticos
en la region del Alto Andino (Molina et al., 2017). En la tabla 10, también se
muestra las distancias genéticas entre todas las poblaciones de estudio y una
secuencia de otra especie, perteneciente a Drusus vernonensis (Trichoptera).
Se sabe, que las divergencias de secuencia son generalmente mucho mas
bajas entre los individuos de la misma especie que entre las especies
estrechamente relacionadas (Avise et al., 1999) y que valores de distancia
evolutiva superiores al 0.02, en base al gen COI, pueden sugerir que se trata
de especies distintas. Segun las distancias que aplica el modelo de 3
parametros de Tamura, los promedios de divergencia para géneros serian del
9.93%, para familias del 15.46%, para 6rdenes del 22.18% y para clases del
23.27% (Lanteri, 2007). Los valores de distancia genética entre las poblaciones
(A, SP, Ply C) y la secuencia de Drusus, tienen valores entre (0.135-0.139), lo
gue sugiere, que se trata de otra especie, perteneciente a otro género de la
misma familia. Estos datos son correctos, tal como se reporta en la bibliografia
de su clasificacion taxonémica (Waringer et al., 2016) y en las bases de datos

geneéticas.

Tabla 8.
Distancias genéticas entre las poblaciones de Anomalocosmoecus illiesi de los

Andes del Ecuador.

1 2 3 4 5
1 Drusus
2 Carchi (A) 0.135
3 lllinizas (SP) 0.137 0.014
4  Cotopaxi (PI) 0.135 0.014 0.016
5 Chimborazo (C) 0.139 0.016 0.002 0.018
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El arbol filogenético (Figura 10), se dibuj6 a escala y las longitudes de las
ramas representan las distancias evolutivas utilizadas para inferir el arbol
filogenético y su historia evolutiva. Las distancias (Tabla 10), estan en las
unidades del numero de sustituciones de bases por sitio. Los taxones
asociados agrupados se muestran junto a cada rama, con una suma de

longitud de la rama igual a 0.02.
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Figura 10. Relaciones evolutivas de Anomalocosmoecus illiesi de la region 3’
del gen COLl.

Las poblaciones evaluadas provienen: del paramo El Angel en el Carchi (A), del rio Pita en las
cuencas del volcan Cotopaxi (PI), del rio San Pedro en las cuencas del volcan lllinizas (SP) y
del arenal del volcan Chimborazo (C). Los nimeros junto a las ramas representan el soporte de

bootstrap usado para inferir la filogenia de cada poblacion.
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El &rbol neighbor-joining (NJ) (Figura 10), mostré6 que los individuos de
Anomalocosmoecus illiesi se separaron claramente en 5 grupos, 4 de ellos
correspondientes a las poblaciones de estudio (A, SP, Pl y C), y, por tanto, el
tamafio de la rama que los une es mas corto (menor distancia evolutiva); en
relacion al tamafio de la rama con mayor longitud (mayor distancia evolutiva),
gue une a los individuos de las cuatro poblaciones con otra especie de
Trichoptera (Drusus vernonensis). La mayor longitud de rama, se da entre las
poblaciones de Cotopaxi (Pl) y Chimborazo (C), seguida de Cotopaxi (PI) e
lllinizas (SP), y Carchi y Chimborazo, por el contrario, la longitud de rama mas
pequefia corresponde a las poblaciones del volcan lllinizas (SP) y del volcan
Chimborazo (C); por tanto, concuerdan con los valores de distancia p
estimados (Tabla 10) y estan dentro de los valores sugeridos para «DNA

barcode» empleando genes mitocondriales como COI (Lanteri, 2007).

La variacidn genética dentro de la misma especie, puede resultar de una
respuesta de los individuos a varios factores como: la contraccion y expansion
histérica de un habitat, por ejemplo: de sus variables biofisicas (temperatura,
precipitacién, humedad, estacionalidad), de sus condiciones biogeogréficas
(geografia y pisos altitudinales), del cambio climatico, de la capacidad de
dispersién y conexion de las poblaciones, y de procesos genéticos (deriva
génica aleatoria, cuellos de botella, etc.) (Lehrian et al., 2010; Addison, 2015).
La escala y la magnitud de la divergencia genética entre las poblaciones varia
dentro y entre los taxones, y las caracteristicas del paisaje y los gradientes
ambientales impiden el flujo de genes en algunas especies, pero no en otras
(Lehrian et al., 2010).

La biogeografia del Ecuador y la variacion climatica que presenta son
determinantes para explicar la diversidad bioldgica intraespecifica encontrada
entre las poblaciones de este estudio (Ministerio del Ambiente del Ecuador,
2016). Las distancias evolutivas, a menudo coinciden con algunas barreras
geograficas importantes (Emerson y Hewitt, 2005). La alta diversidad

encontrada en varios grupos taxonomicos del Ecuador, en insectos por
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ejemplo, esta influenciada en gran medida por factores como la ubicacién
geografica del pais en la zona ecuatorial, los efectos orogréaficos del
levantamiento de la Cordillera de los Andes y de la Cordillera de la Costa, la
circulacion general atmosférica y la influencia de las corrientes de agua
(Ministerio del Ambiente del Ecuador, 2016; Neill y Jorgensen, 1999). En
Ecuador, la emergencia de la Cordillera de los Andes constituyé la mas
importante barrera geografica que genero el aislamiento de poblaciones, tanto
entre los trépicos y subtrdpicos de oriente y occidente, asi como entre las
zonas templadas y alto andinas, lo que facilit6 procesos de especiacion

(Sociedad Argentina para el Estudio de los Mamiferos., 2007).

Las condiciones biogeograficas y ambientales de los Andes ecuatorianos, son
muy inestables debido a la actividad volcanica continua que presenta esta zona
(Finn, Encalada, y Hampel, 2016), estas condiciones (especificas de cada
montafa), podrian ser un factor clave que influya en la diversidad genética
observada entre las distintas poblaciones de los tricopteros (Lehrian et al.,
2010). La distancia genética (p) encontrada entre las poblaciones del volcan
Cotopaxi (P1) y del volcan Chimborazo (C) (0.018) (Tabla 10), corresponde al
valor de p mas alto del conjunto de datos. En el contexto volcanico, se sugiere
gue una historia de eventos catastroficos podria influir en los patrones
genéticos de la poblacion de practicamente cualquier organismo de gran altitud
de los Andes ecuatorianos, incluidos los macroinvertebrados acuaticos (Finn,
Encalada, y Hampel, 2016). En este aspecto, las dos poblaciones (Pl y C), son
de origen volcéanico y representan a dos de los volcanes mas altos del Ecuador
(Hall y Mothes, 2008). El volcan Cotopaxi esta situado en la Cordillera oriental
de los Andes ecuatorianos a 5897 msnm (Pistolesi et al., 2013), se encuentra
rodeado por otros volcanes como el Rumifiahui de 4722 msnm, el Sincholagua
de 4873 msnm y el volcan Quilindafia de 4876 msnm, ademas de un area de
paramos de aproximadamente 3000 msnm (Instituto Geofisico EPN, 2017). El
Cotopaxi presenta una frecuencia de erupciones alta, por lo que ha sido
catalogado como uno de los volcanes mas peligrosos del mundo (Instituto

Geofisico EPN, 2017). Este volcan, estd actualmente activo, con mas de 50
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erupciones en los ultimos 200 afios y la erupcion violenta mas reciente en 1904
(Hall y Mothes, 2008). Barberi et al (1995), reportaron que el intervalo de
tiempo promedio entre dos erupciones en el volcan Cotopaxi es de 117 + 70
afos (Barberi et al, 1995). Por otro lado, el volcan Chimborazo (6268 msnm),
ubicado en la cordillera occidental, ha estado apagado por siglos, la ultima
erupcion de este volcan fue registrada alrededor de 550 D.C. (Hidalgo et al.,
2012).

Sin embargo, la actividad volcanica constante de los Andes ecuatorianos,
podria afectar a los rios de todas las montafias cercanas al punto de erupcion;
por ejemplo, aunque el Chimborazo no ha sido volcanicamente activo en miles
de afios, es probable que eventos cercanos y evolutivos recientes hayan
afectado sus ecosistemas (Finn, Encalada, y Hampel, 2016). El Quilotoa, por
ejemplo, es un volcan a solo 67 km al norte de Chimborazo, en la cordillera
occidental, que extiende cenizas y escombros a lo largo del norte de los Andes
(Mothes y Hall, 2008). Por tanto, la inestabilidad demogréfica de las
poblaciones de Anomalocosmoecus illiesi en los Andes ecuatorianos podria ser
un factor comdn y no constituir un elemento que intervenga de manera
significativa en la divergencia genética de las poblaciones de estudio (PI, SP,
A, y C). De hecho, un trabajo reciente de Finn, Encalada, y Hampel (2016),
donde evaluaron los patrones genéticos poblacionales de la efimera Andesiops
peruvianus, entre una poblacion que habita rios compuestos del agua generada
en los glaciares de las montafias y otra cuyos rios provienen de aguas
subterrdneas, ubicados en el volcadn Cotopaxi, Chimborazo y Antisana. Se
determind que independientemente de la historia reciente de erupcion
volcanica de la montafia que ocupan, los Andes ecuatorianos parecen ser
demograficamente muy inestables. Se sugirié que la dispersion y el flujo de
genes en los rios tropicales proceden de manera similar a los sistemas alpinos
templados; es decir, existe un aislamiento reproductivo fuerte entre las
cordilleras, pero una capacidad razonable para el flujo de genes entre los tipos
de rios de las montafias proximas. Los valores de distancia genética

interpoblacional relativamente altos encontrados en A. illiesi entre la poblacién
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de Pl y C, pueden deberse a que el flujo de genes entre estas dos poblaciones
se ve dificultado al encontrarse en lados distintos de la cordillera de los Andes.
Los resultados de Finn, Encalada, y Hampel (2016), también sugirieron que no
existe un flujo genético contemporaneo entre los rangos este y oeste de los
Andes ecuatorianos para el macroinvertebrado Andesiops peruvianus. Del
mismo modo, las poblaciones del volcan Cotopaxi (Pl) y del volcan lllinizas
(SP), que son las poblaciones mas cercanas en términos de distancia lineal
(29km), pero con una variacion interpoblacional considerable del 0,16 entre
ellas (Tabla 10), se encuentran separadas por el volcan Rumifiahui (4722
msnm), que rodea al Cotopaxi por el Noroccidente y por otras roturas
geoldgicas/ orogréficas, que pueden influir en el flujo de genes, por encontrarse
en lados opuestos de la cordillera Andina (Pistolesi et al., 2013) al igual que las
poblaciones de Pl y C. Esto evidencia que, aunque dos poblaciones de la
misma especie se encuentren geograficamente muy cerca en términos de
distancia lineal, no necesariamente diferiran menos en cuanto su distancia
genética y evolutiva. Este mismo patron se evidencio en un estudio sobre la
filogeografia del tricoptero de montafia Drusus discolor (Pauls, Lumbsc, y
Haase, 2006), que presentdé una elevada distancia genética entre las
poblaciones de los Alpes y sus cordilleras vecinas. Asi mismo, Finn et al.
(2016), determinaron que puede existir un aislamiento significativo entre las
poblaciones de A. peruvianus, incluso entre las dos montafias que ocupan la

cordillera oriental (Cotopaxi y Antisana).

La distancia genética entre las poblaciones del paramo El Angel (A) y la del
volcan Chimborazo (C), también es una de las mas altas, con un valor de p
igual a 0.16. Estas dos poblaciones se encuentran en la cordillera occidental, a
una distancia lineal de 262 km, correspondiendo a las mas lejanas en términos
de distancia geogréfica de entre todas las poblaciones evaluadas. Un valor de
distancia genética interpoblacional un poco mas bajo (p=0.14), se observa para
las poblaciones SP y A, ubicadas a una distancia lineal de 181 km en la
cordillera occidental. Siendo muy probable, que la separacion geogréafica entre

estos dos grupos de poblaciones sea la que dificulta el flujo genético y
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estructure estas considerables divergencias genéticas observadas entre estas
poblaciones. Sin embargo, las poblaciones de Pl y A, que se encuentran a una
distancia lineal de 174 km y que ademas estan ubicadas en distintos lados de
la cordillera andina, presentan una distancia genética igual a la encontrada
entre las poblaciones de SP y C ubicadas en la cordillera occidental. Por lo
tanto, podrian estar influyendo otros factores, ademas de la barrera geogréfica
gue representa la cordillera de los Andes, en la variabilidad interpoblacional
encontrada entre estas poblaciones. Para que estos resultados se ajusten mas
a la realidad, se tendria que incrementar el nimero de individuos y localidades
analizados del paramo El Angel (A), ya que la cantidad de individuos usados en
este estudio podria no ser representativo para esta poblacion. Esto permitira
inferir y establecer una comparacion mas confiable entre la poblaciéon A con las
poblaciones de PI, SP y C, que permita comprender mejor los patrones
genéticos que gobiernan a A. illiesi provenientes de montafias que se
encuentran ubicadas en lados de la cordillera andina distintos y que se
encuentran lo suficientemente separadas geograficamente como en estos

casos.

La distancia génica entre las poblaciones de Anomalocosmoecus illiesi
procedentes del arenal del Chimborazo (C) y las del volcan lllinizas (SP), es la
mas baja de entre todas las poblaciones, con un valor de 0.002. La poca
diversidad evolutiva entre C y SP, probablemente se debe a que las dos
poblaciones ademas de encontrarse en el mismo lado de la cordillera
(Occidental), estan relativamente cerca en términos de distancia lineal (85 km),
lo cual probablemente ha facilitado el flujo de genes entre estas dos
poblaciones, resultando evolutivamente méas similares. La etapa adulta de los
insectos acuaticos a menudo se considera la etapa en la que puede ocurrir la
dispersién principal entre arroyos, cuencas o en largas distancias (Lehrian et
al., 2010). Por tanto, la dispersion ocasional de Anomalocosmoecus illiesi

adultos no seria sorprendente entre estas dos poblaciones.
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Ademas, en este estudio se encontrdé una nula variabilidad genética dentro de
las poblaciones, excepto para la poblacién del volcan Chimborazo, que exhibio
dos haplotipos y una diversidad nucleotidica muy poco significativa del 0.039
entre ellos (Tabla 9). Emerson y Hewitt (2005), mencionan que la poca
variabilidad encontrada en ciertos taxones de una misma poblacién, podria
significar que existe un largo aislamiento reproductivo causado, probablemente,
por cuellos de botella recurrentes en poblaciones aisladas (Emerson y Hewitt,
2005). Finn, Encalada, y Hampel (2016), por ejemplo, obtuvieron evidencia
significativa respecto a la presencia de cuellos de botella recientes entre las
poblaciones del macroinvertebrado Andesiops peruvianus del volcan
Chimborazo y del volcan Cotopaxi, especialmente para este ultimo, se sugiere
una expansion de la poblacién muy reciente. Por lo tanto, es probable que, al
igual que A. peruvianus, exista un aislamiento reproductivo de A. illiesi dentro
de las montafias, pero un flujo genético entre los arroyos de montafias

cercanas geograficamente,

Por otro lado, el uso de un solo marcador en el andlisis, ya sea mitocondrial o
nuclear, puede ser potencialmente engafoso, especialmente si se ha producido
una hibridacion historica (Emerson y Hewitt, 2005; Finn et al., 2016). Para
reconstruir la historia filogeografica de una especie, lo ideal seria utilizar un
rango de secuencias, incluyendo secuencias nucleares, citoplasmicas, ligadas
al sexo, autosémicas, conservadas y neutrales, incluidos ejemplos con tasas de
mutacién altas y bajas (Emerson y Hewitt, 2005). Los estudios filogeogréaficos
gue utilizan datos genealdgicos de varios loci independientes ayudaran a
proporcionar una historia mas completa y confiable de la especie (Addison,
2015). Zhou et al. (2007), por ejemplo, aprovecharon las propiedades del gen
mitocondrial COl y la region D2 del RNAr nuclear de la subunidad grande 28S,
sugiriendo que su uso es ideal para las asociaciones larvales de
Hydropsychidae (Trichoptera). Maddison (2012), observé que la region D2 de
las especies de Bembidion (Coleoptera, Carabidae) rastreadas con el rRNA
mejord el fragmento del cédigo de barras, probablemente porque como

miembro de una familia multigénica, el rRNA nuclear se homogeneiza con el
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flujo de genes (Maddison, 2012). Sin embargo, en este estudio, el gen 28S no
mostrd variabilidad dentro y entre las poblaciones de SP y PI. Esto se puede
deber a que, como se ha venido mencionando, el gen 28S parece evolucionar
un poco mas lento que el gen mitocondrial COl en algunos o6rdenes de
iInsectos, incluido Trichoptera (Kjer et al., 2014). Por lo tanto, en este estudio, el
uso de un solo marcador (COIl) podria resultar insuficiente , pues evidencian
s6lo la mitad de la historia evolutiva de la especie, ya que se heredan
uniparentalmente por via materna (Lanteri, 2007). Por lo tanto, para establecer
una relacion evolutiva mas completa de las poblaciones de Anomalocosmoecus
illiesi de los Andes de Ecuador, seria conveniente trabajar con otra region del
gen 28S o utilizar otros marcadores nucleares, que permitan investigar eventos

de introgresion, hibridacién y especiacion incompleta (Lanteri, 2007).

Asi mismo, la delimitacion de las especies empleando cédigos de barras de
ADN, requiere de un adecuado muestreo, capaz de poner en evidencia la
variacion local y las conclusiones con respecto a la separacion entre
poblaciones y grupos de poblaciones. Si el muestreo es insuficiente, tanto los
analisis basados en los datos morfolégicos como aquéllos que emplean datos
moleculares, suelen conducir a resultados erréneos. En estudios destinados a
poner a prueba la eficiencia del codigo de barras para la delimitacion de
especies, se deben analizar al menos 10 individuos por muestra poblacional,
para evaluar convenientemente la variacién a nivel intraespecifico (Lanteri,
2007). Por lo tanto, la cantidad de individuos empleados en este estudio, podria
ser suficiente para estimar la variacion genética entre las poblaciones de
estudio, pero dentro de las poblaciones, para los puntos PI1 del volcan
Cotopaxi y SP1 del volcan lllinizas, se requeririan analizar mas individuos para

mejorar la congruencia de los datos.
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1. Conclusiones

Se concluye que el gen mitocondrial COIl es de gran utilidad para formular
hipotesis y orientar futuras investigaciones en el campo de la estructura
genética de las poblaciones de Anomalocosmoecus illiesi y sus diferencias, ya
gue muestra gran variabilidad en su secuencia; mientras el gen ribosémico 28S
no mostré variabilidad genética entre las poblaciones evaluadas. Mediante la
amplificacion de la region 3’ del gen COl, se determind que existe un alto nivel
de distancia genética entre las poblaciones de A. illiesi provenientes del volcan
Cotopaxi (PI) y del volcan lllinizas (SP), con un valor de distancia genética igual
a 0.016, pero la divergencia genética dentro de las poblaciones es
practicamente inexistente para el gen COI. Esto podria significar que existe un
aislamiento reproductivo dentro de las montafias, pero el flujo de genes,
principalmente entre los rios de las cuentas geograficamente cercanas y en el
mismo lado de la cordillera andina, se ve facilitado. Ademas, no todos los
cambios encontrados entre las poblaciones (SP, PI, Ay C), se podrian atribuir
Unicamente a una barrera geografica, sobre todo, para los resultados obtenidos
entre la poblacion de Pl y A, donde probablemente intervengan otros procesos
genéticos, causados por los cambios ambientales extremos propios de cada
montafa; sin embargo, el nimero de individuos muestreados para Carchi (A),
puede ser insuficiente para confirmar este hallazgo. Por lo tanto, aunque este
estudio brinda informacion importante acerca de los patrones genéticos que
podrian influir en la diversidad genética de A. illiesi, aun se desconocen con
exactitud los mecanismos biologicos que intervienen directamente en la
diversidad genética de este tricptero en los Andes ecuatorianos, sobre todo de
aguellas poblaciones que estan situadas en lados distintos de la cordillera y

con una distancia geogréfica razonable entre ellas.

6.2. Recomendaciones
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Para futuros estudios, se recomienda emplear otra zona del gen 28S u otro
marcador de ADN ribosémico (ADNr), ya que agregar otro marcador mejorara

la congruencia de los datos.

Otro método para mejorar la precision filogenética es agregar mas individuos y
localidades al grupo de estudio, sobre todo de las poblaciones de Carchi (A) y
Chimborazo (C), cuyos individuos pudieron no ser suficientes para este estudio.
De este modo, la diversidad genética entre las poblaciones tendra un mayor

soporte para inferir mejor la historia evolutiva de Anomalocosmoecus illiesi.
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Anexo 2.. Alineamiento multiple de los fragmentos del gen COI correspondientes a la regién 3’. Se muestran tres

muestras de cada poblacién: Carchi (A), San Pedro (SP), Pita (P1) y Chimborazo (C).
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