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RESUMEN

Con el objetivo de contribuir al conocimiento de Haplohyphes en Colombia, se
identificaron y asociaron ninfas y adultos de las especies del género utilizando
caracteres morfologicos y moleculares. Para la obtencion del material y revision
de la distribucion de las especies en la region, se realizaron visitas y se solicitaron
préstamos de especimenes en diferentes colecciones entomoldgicas del pais y de
Argentina. La identificacion y la asociacion de ninfas y adultos de las especies, se
basoé en el levantamiento de caracteres morfologicos, comparaciones con material
de las localidades tipo y secuencias de ADN provenientes de regiones de los genes
mitocondriales Citocromo Oxidasa I y 12S. Se identificaron 388 especimenes de
Haplohyphes aquilonius, 178 de Haplohyphes baritu'y 104 de Haplohyphes mithras.
A partir de los resultados del trabajo, se registra por primera vez la especie H. baritu
para Colombia, la cual se conocia del noroccidente de Argentina y suroccidente de
Bolivia. Se amplia el rango de distribucion de H. mithras y H. aquilonius para los
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INTRODUCCION

departamentos de Antioquia, Boyaca, Caldas, Caqueta, Cauca, Huila, Putumayo
y Quindio, pertenecientes a la region andina de Colombia. Adicionalmente, se
reporta por primera vez la ninfa de H. mitras y se demuestra que las secuencias de
regiones de ADN mitocondrial son una herramienta util para asociacion de ninfas
y adultos de Haplohyphes.

Palabras clave. Colombia, distribucion, efimeras, insectos acuaticos, region
andina.

ABSTRACT

With the aim of contributing to the knowledge of the species of Haplohyphes in
Colombia, the nymphs and adults of the species of the genus were identified and as-
sociated using morphological and molecular characters. To obtain the material and
review of the distribution of species in the country, loans of specimens and visits to
different collections of the country and Argentina were conducted. For identification
and species association of the nymphs and adults, morphological characters were
revised, the type species were studied and DNA sequences from regions of two
mitochondrial genes (cytochrome Oxidase [ y 12S) were considered. Three hundred
and eighty eight specimens of Haplohyphes aquilonius, 178 of Haplohyphes baritu
and 104 of Haplohyphes mithras were identified. Haplohyphes baritu is recorded for
the first time from Colombia, which was previously known only from northwestern
Argentina and southwestern Bolivia. Also, the distribution range of H. mithras and
H. aquilonius is expanded. Both species are recorded from Departments located in
the Andean region of Colombia, namely Antioquia, Boyaca, Caldas, Caqueta, Cauca,
Huila, Putumayo. In addition, the nymph of H. mithras was recorded for the first time.
It is confirmed that the sequences of mitochondrial DNA constitute a useful tool to
associate both adults and nymphs of species of Haplohyphes.

Key words. Colombia, distribution, mayflies, aquatic insects, Andean region.

nocen entre doce y 18 géneros (Wiersema &
McCafferty 2000, Molineri 2006, Dias et al.

El orden Ephemeroptera comprende insectos
anfibidticos, con destacada importancia en
las redes troficas de los ambientes acuaticos,
los cuales han ganado protagonismo en los
ultimos afos como bioindicadores de calidad
de agua (Brittain & Sartori 2003, Dominguez
et al. 2006, Zuniga & Cardona 2009, Chara
et al. 2010, Meza et al. 2012). Actualmente,
el orden esta compuesto por cerca de 3000
especies, de las cuales 460 estan reportadas
para Suramérica (Dominguez et al. 20006).

Leptohyphidae es una de las familias de
Ephemeroptera mas representativas en el
continente americano; distintos autores reco-
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2007), entre ellos Haplohyphes de distribu-
cion neotropical y representado por seis espe-
cies registradas para Centro y Suramérica, de
las cuales tres son conocidas solamente para
el estado ninfal (Dominguez et al. 2006). El
género fue establecido por Allen (1966) para
dos especies, H. huallaga Allen (Pert) y H.
mithras Traver (Costa Rica), basado en indivi-
duos adultos. En 1984, Dominguez describio
H. baritu'y H. furtiva para el noroccidente de
Argentina y por primera vez se conocieron
las ninfas del género. Posteriormente, otras
dos especies fueron descritas, H. aquilonius
por Lugo-Ortiz & McCafferty (1995) con
ninfas y H. dominguezi por Molineri (1999) a



partir de adultos, para Costa Rica y Ecuador,
respectivamente.

En 2003, Molineri describio H. yanahuicsa de
Bolivia basado en ninfas y adultos, propuso
la sinonimizacion de H. furtiva con H. baritu,
amplio su area de distribucion para Bolivia
y describid los adultos de esta especie y de
H. aquilonius. Adicionalmente, este autor
registrd por primera vez H. aquilonius y H.
mithras para Colombia, region en donde el
conocimiento del género es todavia incipiente,
con estas dos Unicas especies reportadas en
diferentes localidades del Valle del Cauca,
Risaralda y Narifio (Zuaiiiga ef al. 2004, Do-
minguez et al. 2006, Dias et al. 2009).

Como fue mencionado anteriormente, las
especies de Haplohyphes han sido tradicio-
nalmente descritas basandose en apenas un
estado de vida, esto se presenta debido a la
dificultad para asociar ninfas y adultos, gene-
ralmente realizada mediante la comparacion
de patrones de coloracion y cria. Sin embar-
go, actualmente existen diferentes técnicas
moleculares que utilizan ADN como carac-
ter taxonomico en la asociacion de estados
inmaduros y adultos de insectos, incluyendo
el orden Ephemeroptera (Herbert et al. 2003,
Ball et al. 2005, Dias et al. 2011). Consideran-
do lo anterior, el objetivo de este estudio fue
contribuir al conocimiento de Haplohyphes
en Colombia, a través de la determinacion
taxonémica de especies y la asociacion de
ninfas y adultos del género utilizando analisis
morfologicos y moleculares.

MATERIALES Y METODOS

Obtencién de material. Los ejemplares revi-
sados en el estudio corresponden a diferentes
localidades de Colombia, Argentina y Bolivia
(Tabla 1), provenientes de la Coleccion de
Insectos Acuaticos del Instituto Biodiversidad
Neotropical (IBN) (Tucuman, Argentina);
Coleccion Entomoldgica del Programa de
Biologia de la Universidad de Caldas (CE-
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BUC) (Manizales, Colombia); Museo de
Entomologia de la Universidad del Valle
(MUSENUYV) (Cali, Colombia); Coleccion
Entomoldgica de la Universidad de Narifio
(PSO) (Pasto, Colombia). El material de Co-
lombia corresponde a colectas comprendidas
entre 1991 y 2012 en los departamentos de
Antioquia, Boyaca, Caldas, Caqueta, Cauca,
Huila, Narifo, Putumayo, Quindio, Risaralda
y Valle del Cauca, cuyas localidades estan
ubicadas en 26 municipios y 53 estaciones de
muestreo en corrientes hidricas pertenecien-
tes, en su gran mayoria, a la gran cuenca alta
y media del rio Cauca (Tabla 1).

Identificacion de los especimenes. Para la
identificacion de las especies se tuvieron en
cuenta caracteres morfologicos, molecula-
res, comparaciones con individuos de cada
especie de las localidades tipo, previamente
determinados por Molineri (1999, 2003),
comparacion con descripciones originales de
las especies (Allen 1966, Dominguez 1984,
Lugo-Ortiz & McCafferty 1995) y claves
taxonomicas de Molineri (2003) y Dominguez
et al. (2006).

Caracteres morfologicos. Los caracteres
diagndsticos utilizados para diferenciar las
especies fueron: coloracion del estuche alar
(en ninfas maduras, pero que todavia no han
empezado el proceso de plegado alar), colora-
cion del abdomen, venacion de las alas poste-
riores, genitalia (espina apical del pene, 16bulo
membranoso del pene) y forceps (Molineri
2003, Dominguez et al. 2006). Es importante
resaltar que, para este grupo, los patrones de
coloracion de las pterotecas pueden variar
segun el instar en que se encuentre la ninfa, lo
que usualmente genera alguna incertidumbre
en la determinacion de las especies del género.
Por tal razon, en este estudio ademas de utili-
zar caracteres morfologicos para determinar
las especies, se complementd con datos mo-
leculares para su confirmacion, como ha sido
propuesto por diferentes autores (Ball et al.
2005, Dias et al. 2011, Garcia et al. 2011).
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Caracteres moleculares. El material utili-
zado en esta etapa del estudio es mencionado
en la Tabla 2. Cabe resaltar que individuos
previamente identificados a nivel de especie
fueron utilizados como “control positivo”
para probar la efectividad de los marcadores
abajo mencionados en la determinacion de
las especies pendientes de confirmacion. La
caracterizacion molecular comprendio las eta-
pas principales de extraccion, amplificacion y
secuenciacion de ADN, las cuales se detallan
a continuacion. La extraccion del ADN se
realiz6 con el Kit DNeasy Blood and Tissue de
Qiagen, segtin el protocolo estandar indicado
por el fabricante (en el caso de las ninfas, se
retird el aparato digestivo para evitar la con-
taminacion de la muestra). La amplificacion
del ADN por PCR, se llevo a cabo en 20 pl
de mezcla de reaccion y contemplo la utiliza-
cion de los genes mitocondriales Citocromo
oxidasa I (LCO1490: 5" GGTCAACAAAT-
CATAAAGATATTGG 3'; HCO2198: 5’
TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA
37) y 128 (12Sai: 5° AAACTACGATTA-
GATACCCTATTAT 37; 12Sbi: 5" AAGA-
GCGACGGGCGATGTGT 37) propuestos
por Folmer et al. (1994) y Ogden & Whiting

Tabla 2. Caracterizacion molecular: secuen-
cias analizadas para los genes Citocromo
Oxidasa I (COl mtDNA) y 12s mtDNA por
especie, con la respectiva procedencia.

GENES
MUESTRA corl12s PROCEDENCIA
H. aquilonius 1* X X |Colombia, Narifio
H. cf. aquilonius 2 X X |Colombia, Narifio
H. cf. aquilonius 3 X |Colombia. Caldas
H. cf. aquilonius 4 X |Colombia. Caldas
H. cf. aquilonius 5 X |Colombia. Caldas

H. cf. aquilonius 6 X Colombia, Narifio

H. cf. aquilonius 7 X |Colombia, Narifio
H. baritu 1% X |Bolivia, San Pedro
H. cf. baritu 2 X X | Colombia, Narifio
H. cf. baritu 3 X X |Colombia, Narifio
H. cf. mithras 1 X |Colombia, Valle del Cauca
H. cf. mithras 2 X X |Colombia, Valle del Cauca
H. mithras 3* X X |Colombia, Narifio
H. mithras 4% X X |Colombia, Narifio

* Material utilizado como “Control positivo” (previamente
determinado).
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(2005), respectivamente. Los productos de
PCR, se purificaron utilizando el kit QIAquick
PCR purification (Qiagen) y se enviaron para
Macrogen Advancing Through Genomics
—Korea para su secuenciacion. Las secuencias
obtenidas seran enviadas al GenBank®.

En el analisis de datos se utilizaron los pro-
gramas: Codon Code Aligner (CodonCode
Aligner V4.1.1, CodonCode Corporation)
para mirar la calidad de las secuencias y Ge-
neious v4.7 (Drummond et al. 2009) para el
alineamiento con Muscle. La identificacion
y confirmacion de las especies se realizod
mediante la estimacion de la similitud entre
las secuencias obtenidas a partir de individuos
recolectados en diferentes localidades de Co-
lombia, con algunos individuos previamente
determinados (control positivo). En el analisis
de la similitud se utiliz6 el programa PAUP
v.4.0 (Swofford 2003) bajo el modelo de
distancia genética neighbor-joining. Para la
elaboracion de los mapas de distribucion de
las especies se utilizo el sistema Geographic
Coordinate System: GCS Bogota, Datum: D
Bogota y el software ESRI® ArcMap 10.0
licencia Arclnfo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Distribucion de las especies de Haplohyphes
en Colombia

En el estudio se identificaron 388 especimenes
de H. aquilonius, 178 de H. baritu 'y 104 de
H. mithras (Tabla 1, Figura 1). Se registra por
primera vez H. baritu para Colombia, especie
que fue descrita originalmente para Argentina
y posteriormente para Bolivia (Dominguez
1984, Molineri 2003). Para las especies H.
aquilonius y H. mithras, reportadas anterior-
mente para el Valle del Cauca, Risaralda y Na-
rifio (Molineri 2003, Zuiiiga et al. 2004, Dias
et al. 2009), se amplia la distribucion para la
zona andina de ocho nuevos departamentos
(Antioquia, Boyaca, Caldas, Caqueta, Cauca,
Huila, Putumayo y Quindio, Tabla 1).
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Figura 1. Ninfas en vista dorsal. a) Haplohyphes aquilonius, b) Haplohyphes baritu y c)
Haplohyphes mithras.

Los individuos estudiados presentaron un
area de distribucion entre 470 y 3100 msnm,
informacion que permite ampliar el rango
altitudinal reportada en la literatura para el
grupo (entre 500 y 2460 msnm) (Lugo-Ortiz
& McCafferty 1995, Dominguez et al. 2006,
Molineri 2003). H. aquilonius es el que se
presenta a mayor altura, en una localidad
del Parque Nacional Natural Los Nevados,
que corresponde a zona de subparamo en
la cordillera Central del departamento de
Risaralda (3100 msnm), mientras H. mithras
se ubica en la menor altura registrada hasta
el momento para el género, en una localidad
del piedemonte de la cordillera Oriental en
el departamento del Caqueta (470 msnm).
Cabe destacar que todas las especies identi-
ficadas en el trabajo fueron registradas para
la region natural andina de Colombia, en las
tres cordilleras: Occidental, Central y Oriental
(Figuras 2, 3 y 4).

A partir de la informacién disponible en los
datos de procedencia de las especies analiza-
das en las colecciones de Colombia, en cuanto
a microhabitat, se observé que la recoleccion
de los ejemplares esta asociada principalmente
con sustratos rocosos de diferente tamano,
paquetes de hojarasca con detritos retenidos
en el lecho del cuerpo de agua y en fondos
de tipo arenoso o arcilloso. Dominguez et
al. (2006) reportan el género en habitats
similares, excepto en hojarasca, condicion
nueva observada en Colombia. En general, las
corrientes hidricas correspondieron a bajo y
mediano orden, la mayoria con buena calidad
ambiental de sus aguas, baja carga organica re-
sidual y niveles de oxigeno disuelto cercanos a
la saturacion, ubicadas en zonas conservadas
o con bajos niveles de intervencion antropica
y contaminacién orgéanica.
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Caracterizaciéon morfologica

A continuacion se presenta la diagnosis de las
tres especies de Haplohyphes encontradas.

H. aquilonius Lugo-Ortiz & McCafferty
(Figura 1a)

Diagnosis. Imago & 1) alas posteriores con
tres venas longitudinales, 2) segmento I del
forceps menor que el segmento II (relacion
0.8-0.9), 3) division apical del pene 0.34-0.40,
4) 16bulos membranosos del pene oblicua-
mente truncados, 5) espinas apicales del pene
mas cortas que los 16bulos membranosos,
6) longitud del ala anterior del macho: 6.2-
6.5 mm, 7) abdomen sombreado de manera
uniforme con gris (similar a la ninfa Figura
la). En la ninfa: 1) pterotecas anteriores
sombreadas de gris en todo el margen costal
(Figura la), 2) patron de coloracion en la re-
gién occipital como propuesto por Molineri
(2003). Distribucion en el neotropico: Costa
Ricay Colombia. Distribucién en Colombia:
Antioquia, Boyacé, Caldas, Caqueta, Cauca,
Narifio, Putumayo, Quindio, Risaralday Valle
del Cauca (Figura 2)

H. baritu Dominguez (Figura 1b)

Diagnosis. Imago & 1) alas posteriores con
tres venas longitudinales, 2) segmento I del
forceps igual o mas grande que el segmento
IT (relacion 0.98-1.2), 3) division apical del
pene 0.23 2 0.26, 4) lo6bulos membranosos del
pene oblicuamente truncados, 5) espinas api-
cales del pene son mas cortas que los 16bulos
membranosos, 6) longitud del ala anterior del
macho mide: 5.0-7.2 mm, 7) abdomen som-
breado de manera uniforme con gris (similar a
la ninfa Figura 1a). En la ninfa: 1) pterotecas
anteriores sombreadas de gris hasta la mitad
del margen costal (Figura 1b), 2) patrén de
coloracion en la region occipital como pro-
puesto en Molineri (2003). Distribuciéon en
el neotropico: Noroccidente de Argentina,

132

sur occidente de Bolivia y Colombia. Distri-
bucion en Colombia: Antioquia, Caqueta,
Cauca, Huila, Narifio, Putumayo, Risaralda
y Valle del Cauca (Figura 3).

H. mithras (Traver) (Figura 1c)

Diagnosis. Imago J': 1) alas posteriores con
dos venas longitudinales, 2) segmento I del
forceps igual o mas pequeno que el segmento
II (relacion 0.83-0.96), 3) division apical del
pene 0.40, 4) 16bulos membranosos del pene
son redondeados, 5) espinas apicales del pene
mas cortas que los 16bulos membranosos, 6)
longitud del ala anterior del macho mide:
3.8 mm, 7) margen posterior de los tergos
abdominales sombreados con negruzco (si-
milar a la ninfa Figura la). En la ninfa. 1)
pterotecas anteriores como en la figura Ic,
en ninfas maduras con margen costal casi
totalmente negruzco (totalmente negruzco
a punto de emerger), 2) margen posterior de
todos los tergos abdominales sombreado con
negruzco (Figura 1c). Las ninfas de la espe-
cie se encuentran en proceso de descripcion.
Distribucion en el neotropico: Costa Rica
y Colombia. Distribucién en Colombia:
Antioquia, Boyaca, Caldas, Caqueta, Cauca,
Huila, Narifio, Risaralda y Valle del Cauca
(Figura 4).

Caracterizacion molecular

De las 28 secuencias de ADN obtenidas, ape-
nas se analizaron 21 (Tabla 2) que presentaban
buena calidad (95% - seglin analisis de Codon
Code Aligner), 13 para el gen 12S y 8 para
COL. Esto debido a algunas dificultades para
amplificar muestras de individuos preservados
en alcohol al 70 % y/o en formol, lo que posi-
blemente esta relacionado con lo mencionado
por autores como Srinivasan et al. (2002),
Garcia et al. (2006) & Villalobos (2006), quie-
nes afirman que el tiempo de fijacion de las
muestras, ademas del tipo de solucion fijadora,
influyen en la calidad del ADN.
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Localizacion de Referencia

6°0'0"N
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Figura 2. Mapa con los registros de H. aquilonius por departamento en Colombia.
(Antioquia=ant; Boyaca=by; Caqueta=cq; Caldas=cl; Cauca=cau; Narifio=na; Putumayo=pu;
Quindio=qu; Risaralda=ri; Valle del Cauca=vc; Huila =hu).

Con base en las secuencias de ADN obtenidas
de fragmentos de los genes COI y 12S se
construyeron dos arboles de similitud (Figuras
5y 6), en donde se compararon los indivi-
duos previamente determinados (caracteres
morfologicos) con los individuos que estaban
pendientes de confirmacion (Tabla 2). Los

resultados reflejaron la eficiencia de estos
marcadores para la determinacion de especies
de Haplohyphes, ya que los datos moleculares
fueron utiles para agrupar individuos (ninfas
y adultos) de una misma especie. Gracias al
analisis realizado fue posible asociar la ninfa
desconocida de H. mithras con su respectivo
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adulto (Figuras 5 y 6). Estos resultados son
similares a los encontrados por Hebert et al.
(2003), Ball ef al. (2005), Gatolliat & Mo-
naghan (2010) y Dias et al. (2011), quienes
reconocen que los genes mitocondriales son
de gran efectividad para asociar estados de
vida y delimitar especies. Adicionalmente,
cabe destacar que el gen COI también ha sido
ampliamente utilizado para agrupar estados de

vida de insectos con una marcada plasticidad
fenotipica (Adamowicz et al. 2004, Ball ez al.
2005, Williams et al. 2006).

La diferencia observada entre el agrupamiento
de las especies en los arboles de similitud
(Figuras 5 y 6) puede ser explicada por el
hecho de que éstos no son una representacion
de las relaciones de parentesco entre las

Localizacion de Referencia

6°0'0"'N

3°0'0"N

ECUADOR

0 3 70 140 210 280 Km

Leyenda

® Registros de Haplohyphes baritu

Figura 3. Mapa con los registros de H. baritu por departamento en Colombia.
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especies del género, ya que el método
utilizado no es apropiado para una inferencia
filogenética (Pefia 2011). Sin embargo, algunos
autores consideran que estos marcadores son
muy eficientes en estudios filogenéticos de
Ephemeroptera (Ogden & Whiting 2003,
2005), lo que puede ser explorado en futuros
estudios de la familia Leptohyphidae.

Hoyos-J. et al.

CONSIDERACIONES FINALES

La informacion consignada en este trabajo
muestra claramente que H. baritu y H.
aquilonius a pesar de su gran parecido
morfolégico pueden seguir siendo tratadas
como especies diferentes, extendiéndose
considerablemente la distribucion de la

Localizacion de Referencia

6°0'0"N

2°0'0"N

ECUADOR

0 40 80 160 240 320 Km

76°00"W

Leyenda

® Registros de Haplohyphes mithras

Figura 4. Mapa con los registros de H. mithras por departamento en Colombia.
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primera hacia el norte. Ademas, se manifiesta
el amplio rango de distribucion geografico
y altitudinal que tienen las tres especies
identificadas a la fecha para Colombia,
todas ellas ubicadas en la region natural
andina. Sin embargo, es importante ratificar
la distribucion observada mediante colectas
en un mayor numero de localidades de otras
regiones naturales del pais, asi como también,
intensificar el esfuerzo de investigacion
en la zona andina oriental que es la menos
conocida. Por ultimo se resalta la efectividad
de las herramientas moleculares para delimitar
las especies del grupo y para asociar las ninfas
con sus respectivos adultos.
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