
tada al bajo número de expertos que se dedican a 
esta área del conocimiento. Como alternativa y/o 
complemento a la identificación morfológica, desde 
hace algunos años se utilizan metodologías químicas 
y moleculares. Entre ellas, los sistemas de identifi-
cación basados en análisis de secuencias nucleotí-
dicas del ácido desoxirribonucleico (DNA) son los 
más conocidos y extensamente aplicados. En parti-
cular, para especies de mosquitos fueron propuestos 
numerosos genes como unidad de análisis para la 
discriminación de entidades taxonómicas, y actual-
mente se está estudiando y discutiendo la utilidad de 
los mismos. A partir de estos genes se han generado 
numerosos cebadores capaces de amplificar, por 
medio de la reacción en cadena de la polimerasa, 
secuencias totales o parciales, que son posterior-
mente secuenciadas y analizadas. Entre ellos, se 
destacan cebadores capaces de amplificar 
fragmentos del gen de la subunidad ribosomal 
pequeña eucariota 18S, secuencias correspondien-
tes a los espacios transcriptos internos, a la región 5´ 
del gen mitocondrial citocromo c oxidasa subunidad I 
y microsatélites. Hasta la fecha, los estudios de taxo-
nomía molecular con especies de mosquitos de 
Argentina son muy escasos, solo algunos trabajos 
recientes analizan y discuten resultados obtenidos a 
partir de secuencias parciales de algunos de los 
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ción de caracteres morfológicos son los más anti-
guos y más usados en la actualidad. Estos métodos 
se basan tradicionalmente en claves dicotómicas, 
que son construidas a partir de las características 
morfológicas, observadas en una etapa específica 
del ciclo de vida de los mosquitos (Munstermann y 
Conn, 1997). La identificación morfológica de estos 
insectos a menudo se ve obstaculizada por la varia-

Identificar correctamente una especie es pri-
mordial en las ciencias biológicas y, en particular, la 
taxonomía de culícidos merece una especial aten-
ción debido a la capacidad que poseen estos insec-
tos de vehiculizar diversos patógenos, que causan 
enfermedades en humanos y otros vertebrados 
(Harbach, 2007; Becker et al., 2010). Los métodos 
de identificación de especies basados en la observa-

Herramientas moleculares para la identificación de mosquitos
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ca en que no es necesario contar con un ejemplar con 
sus caracteres morfológicos perfectamente conser-
vados, ni tampoco con la totalidad del individuo, ya 
que una parte del ejemplar basta como muestra para 
poder llevar a cabo su identificación molecular. Sí es 
requerimiento indispensable que su DNA genómico 
se encuentre bien conservado. El incremento del 
diseño y aplicación de distintos marcadores molecu-
lares ha facilitado la identificación precisa de las 
especies de mosquitos, particularmente dentro del 
grupo de especies crípticas. Por ejemplo, Anopheles 
lesteri Baisas y Hu y Anopheles sinensis Wiedemann, 
pueden identificarse rápidamente y de manera certe-
ra usando secuencias intergénicas ITS2 sin necesi-
dad de utilizar sus caracteres morfológicos (Phuc et 
al., 2003; Gao et al., 2004).

En el presente capítulo se describirán los 
marcadores moleculares basados en las secuencias 
de DNA más usadas para la identificación molecular 
de mosquitos, entre los que se encuentran el gen 
mitocondrial COI, los genes ribosomales 18S RNAr y 
28S RNAr, las regiones intergénicas transcritas ITS 
(ITS1, 5.8S RNAr y ITS2), el locus acetylcholines-
terasa-2 (ace-2), microsatélites, la amplificación 
aleatoria de DNA polimórfico y los espaciadores 
intergénicos (IGS). Sobre el final se puntualizarán los 
estudios realizados con especies de distribución en 
Argentina.

Gen mitocondrial citocromo oxidasa c subunidad I 
(COI) 

Hebert et al. (2003) propusieron un sistema 
de identificación de las especies animales basado en 
la utilización de un segmento estandarizado de 648 
pares de bases (pb) del gen mitocondrial COI. Entre 
otras ventajas, se halló experimentalmente que la 
variación de las secuencias a nivel interespecífico 
era mayor que a nivel intraespecífico, por lo cual po-
drían utilizarse para distinguir especies. A partir de 
ese año se publicaron numerosos estudios que 
probaron la utilidad de dicho fragmento, que fue 
llamado código de barra genético (CBG), para 
identificar a las especies animales de diferentes 
grupos taxonómicos, como peces y aves (Ward et al., 
2005; Kerr et al., 2007; Kerr et al., 2009). El primer 
trabajo realizado para comprobar la utilidad de los 
CBG para diferenciar especies pertenecientes a la 
familia Culicidae, fue realizado a partir de secuencias 
procedentes de mosquitos del este de Canadá (Cy-
winska et al., 2006). En el mismo se encontró que los 
CBG fueron efectivos para diferenciar las especies de 
mosquitos previamente reconocidas por la taxono-
mía tradicional, dado que la divergencia entre espe-
cies congenéricas fue casi 20 veces mayor a la diver-

ción intraespecífica, la complejidad de algunos de los 
caracteres y la necesidad de que las muestras se 
encuentren en excelente estado de conservación 
(Zavortink, 1974; Cywinska et al., 2006). Por otro 
lado, existen complejos de especies que incluyen 
taxones con diferencias profundas en cuanto a su 
capacidad vectorial. Algunos de ellos, por lo tanto, 
pueden vectorizar una enfermedad, mientras que 
otros miembros del complejo, morfológicamente 
indistinguibles, no son vectores eficientes. Tal es el 
caso de los complejos Anopheles (Cellia) funestus 
Giles (Koekemoer et al., 2002) y Anopheles (Cellia) 
gambiae Giles (Coetzee et al., 2013). Las especies 
que integran dichos complejos solo pueden diferen-
ciarse a través de su bionomía o con la asistencia de 
técnicas moleculares, y su distinción es de capital 
importancia para la epidemiología.

Años atrás, los métodos moleculares comen-
zaron a desempeñar un papel importante en la siste-
mática tradicional de mosquitos (Munstermann, 
1995). Las etapas iniciales de este movimiento se 
resumieron en una conferencia realizada en Liver-
pool, Gran Bretaña, que generó como resultado un 
volumen llamado Biosystematics of Haemato-
phagous Insects (Schofield,  1988). En esta publica-
ción se describen diversas técnicas moleculares que 
permiten determinar especies crípticas a través de 
sondas de DNA, claves dicotómicas bioquímicas para 
especies de difícil identificación, así como aplicacio-
nes y limitaciones de los análisis de hidrocarburos 
cuticulares, para la diferenciación taxonómica de 
especies. En los años siguientes, los métodos y el 
número de especies analizadas aumentaron geo-
métricamente (Munstermann y Conn, 1997).

Entre los métodos moleculares actuales utili-
zados para la identificación de mosquitos podemos 
mencionar la hibridación genómica, la amplificación 
aleatoria de DNA polimórfico (Random Amplification 
of Polymorphic DNA, RAPD), el polimorfismo de longi-
tud de fragmentos de restricción (Restriction Frag-
ment Length Polymorphism, RFLP), las isoenzimas y 
la secuenciación de fragmentos específicos de DNA. 
De todos estos, los sistemas de identificación basa-
dos en análisis de secuencias nucleotídicas de DNA 
son los más conocidos y extensamente aplicados. 
Estas metodologías surgieron en la década de 1980 
con la aparición de la técnica de la reacción en cade-
na de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction, 
PCR) (Mullis et al., 1986). En la actualidad las bases 
de datos públicas (como el Genbank del National 
Center for Biotechnology Information (NCBI), 
www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank, entre otras) incor-
poran secuencias en forma permanente. 

La principal ventaja que poseen estos méto-
dos con respecto a la identificación morfológica radi-
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filogenéticos obtenidos al analizar los datos con el 
programa bioinformático Mr. Bayes (Huelsenbeck y 
Ronquist, 2000), mientras que dos pares de espe-
cies presentaron muy bajas divergencias interespe-
cíficas: Culex bidens – Culex declarator y Culex 
aliciae - Culex dyius Root. En Singapur, los CBG 
fueron útiles para diferenciar Aedes (Aedimorphus) 
vexans (Meigen) y Ochlerotatus (Empihals) vigilax 
(Skuse), Culex vishnui Theobald y Culex pseudo-
vishnui Colless, Lutzia fuscaza (Wiedemann) y Lutzia 
(Metalutzia) halifaxii (Theobald) y Aedes (Stegomyia) 
albopictus y Aedes (Stegomyia) malayensis (Colless) 
(Chan et al., 2014). En otros trabajos los CBG han 
sido útiles para encontrar diversidad oculta en algu-
nas especies de mosquitos. Por ejemplo, Demari-
Silva et al. (2011) hallaron una alta divergencia intra-
específica en Culex dolosus, Culex mollis y Culex 
imitator que, al asociarse con diferencias morfológi-
cas observadas en larvas, pupas y machos adultos, 
sugirieron que estas especies verdaderamente con-
formarían complejos de especies. Linton et al. (2013) 
desarrollaron un estudio en la Amazonia oriental 
ecuatoriana, con el objetivo de conocer la diversidad 
de mosquitos. La obtención de los CBG de los espe-
címenes capturados descubrió y confirmó nuevas 
especies, debido al aumento de las bases de datos 
de los CBG, por lo cual los autores recomendaron un 
enfoque sistemático integrado en futuros estudios 
sobre biodiversidad. Chan et al. (2014) reconocieron 
distintos morfotipos de la especie An. sinensis al 
asociar la alta divergencia intraespecífica con dife-
rencias encontradas en la venación de las alas de 
esta especie de mosquito. Gunay et al. (2015) tam-
bién encontraron diversidad oculta en mosquitos del 
género Culex de Turquía utilizando los CBG. Este 
estudio reveló que Culex (Neoculex) territans Walker 
comprende en realidad a dos especies, ninguna de 
las cuales es Cx. territans s. s. (es decir la especie que 
se identifica a través de la morfología), sino que se 
trata de Culex (Neoculex) impudicus Ficalbi y otra 
especie desconocida. Asimismo, el análisis detallado 

1
del grupo Pipiens  reveló la existencia de Culex pi-
piens, Culex pipiens f. molestus y Culex quinque-
fasciatus en los ejemplares analizados por estos 
autores. De esta forma, los CBG contribuyeron a 
ampliar la lista de mosquitos Culex de Turquía a 15 
especies reconocidas además de Cx. pipiens f. 
molestus. 

Adicionalmente, las secuencias COI se han 
utilizado para analizar la genética de poblaciones de 
especies vectores. Jaramillo et al. (2011) encontra-
ron una baja diferenciación genética entre las pobla-

gencia encontrada entre individuos de la misma 
especie. Asimismo, se sugirió que al aumentar el 
número de taxones y ampliar la cobertura geográfica, 
las conclusiones del trabajo no se alterarían debido a 
que el sistema había sido probado exitosamente con 
secuencias COI obtenidas de las bases de datos 
públicas de especies de mosquitos procedentes de 
otras regiones del mundo. Los bancos de secuencias 
génicas, tales como GenBank, son colecciones de 
secuencias nucleotídicas que son depositadas por 
los usuarios y que están disponibles en forma gratui-
ta en internet. 

Al año siguiente se publicó un nuevo trabajo 
donde se evaluó la efectividad de los CBG para 
identificar especies de culícidos en India; de un total 
de 63 especies, solo dos pertenecientes al subgé-
nero Ochlerotatus no pudieron diferenciarse (Kumar 
et al., 2007). Wang et al. (2012) determinaron que 
utilizando los CBG se lograban distinguir 122 espe-
cies de mosquitos de China, ya que todas ellas pre-
sentaron un grupo de secuencias COI que lograba 
diferenciarlas. La divergencia en las secuencias fue 
30 veces mayor entre especies congenéricas que 
entre individuos de la misma especie. Chan et al. 
(2012) observaron que, de un total de 45 especies de 
mosquitos de Singapur, el cien por ciento fue 
identificada con éxito por los CBG, por lo cual 
concluyeron que era una herramienta útil para 
complementar la identificación de los culícidos basa-
da en sus caracteres morfológicos. Además de los 
trabajos mencionados, cuya finalidad general fue 
probar la utilidad de los CBG para diferenciar espe-
cies que comparten su distribución, se realizaron 
trabajos más específicos para probar si los CBG 
funcionaban para diferenciar especies muy similares 
morfológicamente o isomórficas. En Sudamérica tro-
pical, los CBG lograron diferenciar Anopheles dunha-
mi Causey (Ruiz et al., 2010), Anopheles calderoni 
Wilkerson (González et al., 2010), Anopheles pholi-
dotus Zavortink (Harrison et al., 2012) y especies del 
grupo Albitarsis (Ruiz-Lopez et al., 2012). Demari-
Silva et al. (2011) utilizaron un fragmento de 475 pb 
del gen COI, que incluyó parte de una región del CBG, 
para diferenciar 17 especies del género Culex de 
Brasil. Este género incluye especies muy similares 
entre sí, a veces solo distinguibles con precisión 
mediante el análisis de estados inmaduros y de la 
genitalia de los machos adultos. En general, las 
secuencias fueron útiles para diferenciar las espe-
cies, excepto en algunos casos: Culex usquatus y 
Culex coronator presentaron un solapamiento de 
secuencias de acuerdo a la topología de los árboles 

1  El estatus taxonómico de Culex pipiens es tratado en forma diferente en la bibliografía que se cita. El objetivo de este capítulo no es discutir las 
controversias relacionadas con ese problema, para lo cual recomendamos consultar el trabajo de Harbach (2012).
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al., 2006). Las características de esta familia de 
genes los hacen altamente favorables para estudios 
de sistemática. Ciertas regiones del RNAr evolucio-
nan rápidamente, mientras que otras regiones se 
mantienen altamente conservadas, permaneciendo 
sin cambios incluso en organismos muy alejados evo-
lutivamente (Beckingham, 1982). 

18S RNAr

El gen 18S RNAr es un componente de la sub-
unidad pequeña del ribosoma eucariótico 40S. Las 
secuencias obtenidas a partir de este gen han sido 
usadas exitosamente para examinar relaciones evo-
lutivas entre especies, géneros y altos niveles taxo-
nómicos de diferentes insectos (Maddison et al., 
1999; Aransay et al., 2000; Beebe et al., 2000a; b). 
En general, los análisis completos del gen 18S RNAr 
son congruentes y apoyan las relaciones filogenéti-
cas obtenidas a partir de estudios basados en carac-
teres morfológicos (por ejemplo: Wiegmann, 1994; 
Sorensen et al., 1995; Whiting et al., 1997). En 
particular para mosquitos, los análisis de las secuen-
cias de este gen fueron eficientes para diferenciar 
elevadas jerarquías taxonómicas, pero en algunos 
casos tuvieron limitaciones para evaluar las relacio-
nes filogenéticas entre ellas. 

Miller et al. (1997) analizaron divergencias 
en las secuencias ribosomales 18S y 5.8S del 
infraorden Culicomorpha. Los análisis filogenéticos 
generados a partir de estas secuencias ubicaron a 
los culícidos en un grupo monofilético, en concordan-
cia con la clasificación basada en la morfología de 
larvas y adultos. A partir de estos análisis los autores 
también pudieron observar la cercanía que poseen 
los culícidos con las familias Chaoboridae y Core-
threllidae y que la subfamilia Anophelinae forma un 
grupo basal con respecto a las subfamilias Toxo-
rhynchitinae y Culicinae. Shepard et al. (2006) tuvie-
ron ciertas limitaciones al estudiar las relaciones 
filogenéticas dentro de la familia Culicidae del noro-
este de Estados Unidos en base a secuencias del gen 
18S RNAr, obtenidas de 39 especies de mosquitos. 
Estos autores observaron que, en general, las filoge-
nias obtenidas por alineamientos de las secuencias 
de este gen, fueron consistentes con la clasificación 
tradicional basada en caracteres morfológicos, 
excepto para los géneros Psorophora y Uranotaenia. 
Los resultados confirman la posición del género Ano-
pheles como taxón hermano de los restantes Culici-
dae; Toxorhynchites estuvo representado como un 
grupo monofilético hermano distinto de Culicinae; 
Psorophora formó un clado basal con Culiseta, Coqui-
llettidia y Culex, pero también se mostró como un 
taxón hermano de Aedes y Ochlerotatus; Coquille-

ciones del vector de plasmodios Anopheles nunezto-
vari s. l. ubicadas en distintas localidades de los 
departamentos de Antioquia y Córdoba en Colombia, 
sugiriendo que existe flujo génico entre estas pobla-
ciones. Rajavel et al. (2015) utilizaron los CBG, 
conjuntamente con el análisis de caracteres morfoló-
gicos y morfométricos de larvas, pupas y adultos, 
para determinar si Culex tritaeniorhynchus Giles, un 
importante vector del virus de la Encefalitis Japonesa 
en India, pertenecía a un único taxón. Según el 
análisis de las secuencias COI, las poblaciones de Cx. 
tritaeniorhynchus de India pertenecen todas a la 
misma especie, ya que se agruparon en un único 
clado taxonómico. Esto concuerda con los resultados 
morfológicos, que también denotaron que todas las 
poblaciones analizadas pertenecen a un único taxón. 
Por último, los CBG se han utilizado en algunos casos 
para establecer relaciones filogenéticas. Demari-
Silva et al. (2011) hallaron que el subgénero Culex es 
parafilético en relación al subgénero Phenacomyia, 
ya que ambos se agruparon en un mismo clado. Lo 
mismo sucedió con el género Lutzia en relación al 
género Culex. Ambos resultados se contraponen con 
trabajos previos realizados en base a caracteres 
morfológicos, por lo cual los autores concluyeron que 
deberían realizarse nuevos estudios para definir la 
posición de Phenacomyia y Lutzia en la filogenia, 
incluyendo un mayor número de muestras e informa-
ción de genes nucleares. 

Genes ribosomales

En eucariotas el ácido ribonucleico ribosómi-
co (RNAr) es una familia multigénica organizada en 
unidades repetidas o en tándem dentro de una re-
gión organizadora nuclear. Cada unidad repetida 
contiene los genes 18S, 5.8S y 28S RNAr que son 
regiones conservadas y poco variables, intercaladas 
por regiones más variables de espaciadores no codi-
ficantes, los espaciadores internos ITS-1 e ITS-2 
(Hillis y Dixon, 1991; Polanco et al., 1998).

El RNAr ha sido bien estudiado por más de 
seis décadas (Noller, 2005), con intereses que van 
desde la industria farmacéutica e investigaciones 
bioquímicas a los estudios biológicos comparativos. 
Estos estudios han logrado una gran cantidad de 
información a nivel estructural y funcional y sobre las 
características evolutivas de estas moléculas. En la 
actualidad se puede encontrar un gran número de 
secuencias de genes RNAr en las bases públicas de 
datos genéticos. En particular, los estudios filogené-
ticos se han propagado rápidamente, debido a la 
universalidad de la presencia de este gen en los orga-
nismos y a su alto número de copias por célula, lo que 
facilita su amplificación y secuenciación (Gillespie et 

36

S E C C I O N 1 T A X O N O M Í A



tantes. Sobre la base de estos resultados los autores 
propusieron trabajar siempre con secuencias com-
pletas para análisis filogenéticos de especies de ano-
felinos en base a secuencias del gen 18S RNAr.

28S RNAr

El gen 28S RNAr codifica al RNA estructural 
de la subunidad mayor de los ribosomas citoplasmá-
ticos eucariotas 60S, y por lo tanto, es uno de los 
componentes básicos de todas las células eucario-
tas (Chan et al., 1983). Si bien las secuencias nucleo-
tídicas correspondientes a los genes 28S RNAr que 
están disponibles en las bases públicas de datos son 
en general de menor tamaño (menores de 500 pb) 
con respecto a las secuencias obtenidas a partir del 
gen 18S RNAr (Caterino et al., 2000), se han docu-
mentado algunos trabajos donde el análisis de 
secuencias 28S DNAr, fueron eficientes para diferen-
ciar especies de Anopheles que comprenden grupos 
de especies. Sharpe et al. (1999) reportaron dos 
métodos basados en la amplificación de una región 
variable del gen 28S RNAr, para diferenciar cuatro 
especies de Anopheles que comprenden el grupo de 
Anopheles minimus Theobald y que son morfológica-
mente similares (An. aconitus Dönitz, An. varuna 
Iyengar y An. minimus especies A y C). Una de las 
técnicas utilizadas por los autores denominada PCR 
alelo-específica (Allele-Specific Amplification o ASA), 
técnica ampliamente utilizada para diagnosis de 
especies, solo permitió diferenciar An. minimus A de 
An. minimus C. La segunda técnica denominada poli-
morfismo de conformación de cadena simple (Single-
Strand Conformation Polymorphisms o SSCPs) les 
permitió diferenciar las cuatro especies. Sobre la 
base de estos resultados los autores concluyeron 
que la técnica SSCP, basada en la amplificación de 
secuencias 28S DNAr, tiene un gran potencial para 
suministrar información genética de poblaciones de 
mosquitos. Resultados similares fueron obtenidos 
cuando se intentó distinguir dos especies que com-
prenden el complejo de Anopheles maculatus Theo-
bald (An. dispar Rattanarithikul y Harbach y An. 
greeni Rattanarithikul y Harbach) que pueden ser 
diferenciadas por análisis morfológico y de sus 
cromosomas. Los análisis basados en la similitud de 
secuencias correspondientes al gen 28S RNAr permi-
tieron encontrar evidencias de variación interespe-
cífica, lo que permitió diferenciar a las dos especies 
analizadas. La poca variabilidad intraespecífica 
detectada en el análisis de estos autores, incremen-
ta el valor de este marcador molecular para fines de 
diagnóstico de estas especies (Torres et al., 2000).

Finalmente, otro ejemplo de la eficiencia del 
gen 28S RNAr para diferenciar especies de mosqui-

ttidia perturbans se ubicó como un grupo hermano 
de Culiseta. La ubicación de Uranotaenia en la 
filogenia no fue concluyente y pareció ser un grupo 
hermano de Aedes y Ochlerotatus o un taxón basal 
para todos los demás culicinos. Finalmente Aedes y 
Ochlerotatus formaron dos clados separados y distin-
tos. De este modo se apoyó la propuesta de Reinert 
(2000) de elevar al subgénero Ochlerotatus a géne-
ro.

El RNAr es capaz de sufrir una serie de plega-
mientos dando como resultado la formación de una 
estructura secundaria que, conjuntamente con otras 
moléculas, forma parte de los ribosomas. Estas 
estructuras son fundamentales para la funcionali-
dad celular, por lo que son muy conservadas a lo 
largo de la evolución y, en general, son más conser-
vadas que las secuencias de nucleótidos, por lo que 
incluir esta información en algunos casos puede 
mejorar la estimación de relaciones filogenéticas. 
Beebe et al. (2000a) realizaron estudios filogenéti-
cos usando alineamientos de secuencias de DNA 
basados en la estructura secundaria y similitud de 
las secuencias de las subunidades ribosomales 
pequeñas nucleares 18S y mitocondriales 12S, con 
la finalidad de resolver los problemas taxonómicos 
subsistentes en el grupo de Anopheles punctulatus 
Dönitz. Sus resultados demostraron que las subuni-
dades ribosomales pequeñas 12S fueron altamente 
restringidas por sus estructuras secundarias y po-
seían pocas variaciones. En consecuencia, no serían 
útiles para estudios de especies filogenéticamente 
cercanas a An. punctulatus. El alineamiento estruc-
tural de las subunidades ribosomales pequeñas 
nucleares fue más informativo que sus alineamien-
tos basados en la identidad. Los análisis demostra-
ron que el grupo Anopheles punctulatus es monofilé-
tico con respecto a los dos clados mayores, farauti y 
punctulatus. Anopheles koliensis Owen fue posicio-
nado como un grupo basal del clado farauti. En este 
caso la diferenciación fue más eficiente cuando se 
analizó estructuralmente las secuencias 18S en 
comparación con el análisis de similitud de las 
secuencias correspondientes a este gen. 

El tamaño de las secuencias analizadas 
resulta importante para obtener mejores resultados, 
Bargues et al. (2006) en sus análisis de secuencias 
completas correspondientes al gen 18S RNAr de 
Anopheles atroparvus van Thiel y Anopheles plum-
beus Stephens de España, determinaron que las 
secuencias cortas eran más ricas en los nucleótidos 
A y T que las secuencias largas, que fueron más ricas 
en nucleótidos G y C. Además las secuencias largas 
poseían varias regiones conservadas, que per-
mitieron el alineamiento de secuencias de anofeli-
nos pertenecientes a especies evolutivamente dis-
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analizaron secuencias correspondientes a la misma 
especie. Las siete especies estudiadas pudieron dife-
renciarse correctamente entre sí mediante estos 
análisis. Estudios similares se llevaron a cabo para 
diferenciar An. dispar Rattanarithikul y Harbach y An. 
greeni Rattanarithikul y Harbach, dos especies del 
complejo An. maculatus Theobald. Torres et al. 
(2000) analizaron los polimorfismos en la longitud 
de fragmentos de restricción (técnica conocida como 
Restriction Fragment Length Polymorphism o RFLP) 
generados por la enzima de restricción HaeII sobre el 
producto de amplificación del fragmento correspon-
diente a la región ITS2. Estos análisis permitieron 
diferenciar patrones de bandas específicos para 
cada una de las dos especies estudiadas. Al mismo 
tiempo, el análisis de las secuencias ITS2 obtenidas 
de las dos especies difirieron en un 4 % entre sí. 
Ambos resultados posibilitaron distinguir a las dos 
especies. La misma técnica fue utilizada en otros 
trabajos para diferenciar especies isomórficas del 
género Anopheles (Cockburn et al., 1993; Beebe y 
Saul, 1995; Cornel et al., 1996; Foley et al., 1996) y 
especies del género Culex (Crabtree et al., 1995).

Analizando secuencias correspondientes a la 
región ITS2, Linton et al. (2002) diferenciaron espe-
cies del complejo Anopheles maculipennis Meigen 
de Florina, Grecia. El análisis de las secuencias 
reveló la existencia de dos especies dentro de este 
complejo: An. maculipennis y An. messeae Falleroni. 
Wilkerson et al. (2004) estudiaron el complejo Ano-
pheles crucians Wiedemann que está compuesto por 
tres especies (An. crucians, An. bradleyi King y An. 
georgianus King) de acuerdo a características morfo-
lógicas. Obtuvieron muestras de Alabama, Florida, 
Georgia, Carolina del Norte, Mississippi, y Louisiana. 
Posteriormente analizaron los individuos por medio 
de caracteres morfológicos y técnicas moleculares. 
El análisis de las secuencias obtenidas permitió 
determinar que este complejo, en las localidades 
mencionadas, está constituido por seis especies, 
mientras que por medio de la identificación morfoló-
gica solo se logra distinguir a An. bradleyi.

Respecto a estudios de secuencias ITS de 
mosquitos de distribución en la región Neotropical, 
podemos citar el trabajo llevado a cabo por Li y 
Wilkerson (2007). Estos autores analizaron secuen-
cias ITS2 de cuatro especies pertenecientes al com-
plejo Anopheles albitarsis. A pesar de la poca diver-
gencia (1,17 %) encontrada entre las secuencias, los 
autores confirman que la variación intragenómica es 
adecuada para la diferenciación de las especies del 
complejo. Las variaciones detectadas provinieron de 
dos regiones microsatélites y el número de indeles y 
sustituciones de bases de las secuencias analiza-
das. Por otro lado, analizaron las secuencias obteni-

tos puede hallarse en el trabajo de Singh et al. 
(2004). Estos autores analizaron diferencias en 
secuencias del dominio D3 de este gen, con la fina-
lidad de poder distinguir tres especies crípticas com-
prendidas en el complejo de Anopheles fluviatilis 
James, que hasta el momento solo podía lograrse 
mediante estudios citotaxonómicos. Los resultados 
obtenidos por estos investigadores fueron cotejados 
con individuos de diferentes poblaciones simpátricas 
e identificados a través del examen de sus cromoso-
mas politénicos. El análisis de las secuencias corres-
pondientes al dominio D3 permitió diferenciar inequí-
vocamente todos los miembros del complejo.

Región ITS (ITS1, 5.8S RNAr e ITS2) 

Los espaciadores transcritos internos 
(Internal Transcribed Spacer o ITS) son fragmentos 
de DNA que se encuentran situados entre las secuen-
cias que codifican a las subunidades ribosomales 
pequeña y grande en los cromosomas. En eucariotas 
existen dos sitios ITS, uno de ellos, el ITS1, está 
localizado entre los genes ribosomales 18S y 5.8S 
RNAr, el otro, el ITS2, se encuentra entre el gen 
ribosomal 5.8S y el 28S RNAr (Lafontaine y Tollervey, 
2001). Al conjunto ITS1, 5.8S RNAr y ITS2 se lo 
denomina región ITS. Actualmente está en discusión 
cuál de estas regiones sería más útil para la iden-
tificación molecular de especies. Recientemente 
Wang et al. (2015) abordaron esta temática conside-
rando tres aspectos principales: primero, la eficien-
cia de amplificación de cada fragmento por la técnica 
de PCR; segundo, la discriminación de especies y la 
secuenciación de DNA en términos de la presencia 
de espacios (gaps) en el código del DNA, la eficacia 
de discriminación de especies, la distribución del 
tamaño de las secuencias obtenidas y el contenido 
de GC; y tercero, la universalidad de los cebadores 
para estos genes. Luego de analizar un total de 
85.345 secuencias que incluían algunas pertene-
cientes a insectos, determinaron que para identificar 
especies eucariotas la región ITS1 es más útil que la 
región ITS2.

Para identificar especies de mosquitos de los 
géneros Anopheles, Culex y Aedes se han utilizado 
secuencias de estas regiones. En particular, para el 
género Aedes, Wesson et al. (1992) analizaron 
secuencias y estructuras secundarias correspon-
dientes a las regiones ITS1 e ITS2 de Aedes (Stego-
myia) aegypti e ITS2 de otras seis especies: Stego-
myia (Mukwaya) simpson Theobald, Ae. albopictus, 
Ae. vexans, Ochlerotatus (Protomacleaya) triseriatus 
(Say), Haemagogus mesodentatus Komp y Kumm y 
Psorophora ferox. Sus resultados permitieron de-
mostrar algunas diferencias intraespecíficas cuando 
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2005). Debido a que el protocolo para obtener 
microsatélites es laborioso y consume mucho tiem-
po, Bahnck y Fonseca (2006) publicaron un método 
para diferenciar las formas de Cx. pipiens, usando 
una conjunción del ensayo aplicado por Smith y 
Fonseca (2004) y la observación de la variación de 
las regiones flanqueantes de uno de los locus (CQ11) 
de los microsatélites de esta especie. Este ensayo 
rápido, económico y confiable, permitió diferenciar 
correctamente las formas pipiens y molestus. Sano-
go et al. (2008) por medio de la técnica de PCR en 
tiempo real, usando cebadores y sondas fluorogéni-
cas específicas para cada especie, diseñados en 
base a las secuencias del gen ace-2, pudieron identi-
ficar a Culex pipiens pipiens, Cx. p. quinquefasciatus, 
Cx. restuans Theobald, Cx. salinarius Coquillett, Cx. 
nigripalpus Theobald y Cx. tarsalis Coquillett.

Microsatélites

Los microsatélites son secuencias de DNA 
constituidas por repeticiones consecutivas de 1 a 6 
nucleótidos (Hancock, 1999). Estos pequeños frag-
mentos se distribuyen en regiones codificantes y no 
codificantes, y se caracterizan por ser altamente 
polimórficos en cuanto a su longitud. Por este motivo 
son regiones adecuadas para ser usadas como 
marcadores moleculares a nivel poblacional (Zane et 
al., 2002). A partir de poblaciones de Cx. pipiens, 
fueron descriptos diferentes loci de microsatélites 
para poder diferenciar especies que se encuentran 
dentro de este complejo y que son difíciles de deter-
minar de acuerdo con sus caracteres morfológicos 
(Fonseca et al., 1998; Keyghobadi et al., 2004). 
Fonseca et al. (2004), utilizaron ocho loci de micro-
satélites (CQ11, CQ26, CxqGT4, CxqGT6b, CxpGT4, 
CxpGT9, CxpGT12, y CxpGT46), para analizar miem-
bros del complejo Cx. pipiens con el fin de discriminar 
formas autógenas (en poblaciones subterráneas) y 
formas anautógenas (en poblaciones no subterrá-
neas) de Cx. pipiens de Gran Bretaña y Alemania. 
También analizaron otras poblaciones anautógenas 
de Suecia, Francia, Italia, norte de África, Oriente 
Medio, Japón, Australia y Estados Unidos. Mediante 
el análisis de estos microsatélites en muestras de 
Europa, cada forma, que difiere en su comportamien-
to y fisiología, generó un perfil único de microsatéli-
tes (fingerprint), que permitió diferenciarlas perfec-
tamente entre sí. Keyghobadi et al. (2004) utilizaron 
grupos de microsatélites en poblaciones de Cx. 
pipiens de Albany, Estados Unidos y concluyeron que 
estos marcadores son útiles para estudios de estruc-
tura de la población y de la variación intraespecífica 
de esta especie, permitiendo detectar híbridos entre 
las dos formas. Este resultado fue de gran impor-

das a partir de machos y hembras de estas especies 
y determinaron que no hay diferencias entre sexos, lo 
que sugiere que existen arreglos similares en el DNA 
en los cromosomas X e Y. En América del Sur fueron 
reportados algunos trabajos donde fueron analiza-
das secuencias ITS de mosquitos, con la finalidad de 
confirmar algunos dilemas taxonómicos. Conn et al. 
(2013) lograron diferenciar por medio de secuencias 
ITS2 dos anofelinos, la especie B de Anopheles 
(Nyssorhynchus) benarrochi Gabaldon, Cova-García 
y López y Anopheles rangeli de Perú. Recientemente, 
Gómez et al. (2015) estudiaron siete morfoespecies 
de Anopheles de la serie Arribalzagia de Colombia, 
analizando secuencias del ITS2 y secuencias COI. El 
análisis en conjunto de los resultados obtenidos de 
las dos secuencias (una alta variación intraespecífi-
ca de las secuencias COI y diferencias fijas en las 
secuencias ITS) permitió agrupar en diferentes cla-
dos a las morfoespecies Anopheles punctimacula, 
Anopheles calderoni Wilkerson, Anopheles malefac-
tor Dyar y Knab, Anopheles neomaculipalpus, 
Anopheles apicimacula, Anopheles mattogrossensis 
Lutz y Neiva y Anopheles peryassui Dyar y Knab, 
confirmando que An. apicimacula es un complejo.

Locus de la Acetylcholinesterasa-2 (ace-2)

La presencia de dos genes nucleares que 
codifican la acetilcolinesterasa (ace) fue descubierta 
en Cx. pipiens y posteriormente confirmada en otras 
especies de mosquitos (Bourguet et al., 1996; Mal-
colm et al., 1998; Weill et al., 2002). El gen ace-1 
puede conferir resistencia a insecticidas organofos-
forados y por lo tanto está sujeto a la presión de 
selección. El gen ace-2 está ligado al sexo y no se 
conoce su función exacta, ni tampoco si la presión de 
selección actúa sobre este gen. Smith y Fonseca 
(2004) analizaron polimorfismos en el segundo 
intron del gen ace-2 para diferenciar especies del 
género Culex. La técnica utilizada por los autores fue 
una reacción de PCR por espécimen, la cual generó 
bandas únicas para cada especie que pueden ser 
observadas fácilmente en un gel de agarosa. Los 
resultados permitieron diferenciar especies cerca-
nas de Culex (Cx. pipiens, Cx. quinquefasciatus, Cx. 
pipiens pallens, Cx. australicus Dobrotworsky y Dru-
mmond), otras dos especies que comúnmente son 
clasificadas como Cx. pipiens (Cx. torrentium Martini 
y Cx. pervigilans von Bergroth) e híbridos de Cx. 
pipiens y Cx. quinquefasciatus. A pesar de la efectivi-
dad obtenida con este método por estos autores, el 
mismo no les permitió diferenciar las dos formas de 
Cx. pipiens: pipiens y molestus. Esta dos formas solo 
habían podido ser diferenciadas molecularmente 
mediante análisis de microsatélites (Smith et al., 

39

C A P Í T U L O 3



ne et al., 2001; Manguin et al., 2002; Posso et al., 
2003). También fue útil para estudios de variabilidad 
genética en poblaciones de Ae. aegypti (Arshad et al., 
2015), Cx. quinquefasciatus y Ae. albopictus (Gupta, 
2015). Finalmente, Hoshino et al. (2015) diferen-
ciaron dos líneas celulares de Armigeres (Armigeres) 
subalbatus (Coquillett), especie que se sospecha es 
transmisora de filariasis bancroftiana y que se usa 
como modelo para estudios inmunológicos, utilizan-
do la técnica RADP-PCR.

Espaciadores intergénicos (IGS)

Estos espaciadores comprenden una de las 
regiones genómicas más variables y poseen un alto 
polimorfismo genético. Debido a estas característi-
cas se consideran como marcadores prometedores 
para distinguir especies que no pueden ser diferen-
ciadas por sus caracteres morfológicos. Secuencias 
correspondientes a la región IGS fueron utilizadas 
por Shaikevich et al. (2013) para diferenciar especies 
del género Culex (Culex molestus, Culex torrentium y 
Cx. pipiens pallens). Los resultados obtenidos por 
medio de los análisis de secuencias correspondien-
tes a este gen, permitieron determinar que este 
marcador sería eficaz para el análisis de las relacio-
nes filogenéticas dentro del género Culex, en parti-
cular, aquellos miembros pertenecientes al complejo 
Cx. pipiens.

tancia para comprender factores que intervienen en 
la circulación del virus del Nilo occidental en América 
del Norte. Fonseca et al. (2009) realizaron estudios 
con microsatélites en Cx. pipiens pallens, mosquito 
perteneciente al complejo Cx. pipiens de Asia de 
estatus taxonómico controversial. El análisis de las 
secuencias suministró una fuerte evidencia de que 
Cx. pipiens pallens constituye una subespecie con 
identidad propia, diferente de la subespecie Cx. 
pipiens pipiens y de la especie Cx. quinquefasciatus 
de Europa. Los análisis del genotipo de multilocus 
basado en los loci de microsatélites, revelaron 
además una reciente hibridación entre Cx. pipiens 
pallens y Cx. quinquefasciatus en el sur de Japón.

Amplificación aleatoria de DNA polimórfico

La amplificación aleatoria de DNA polimór-
fico conocida como RAPD (Random Amplified Poly-
morphic DNA), es una técnica que consiste en la 
amplificación por medio de PCR de fragmentos de 
DNA, a partir de la utilización de cebadores cortos 
que se hibridan en regiones aleatorias del genoma. 
La existencia de polimorfismos entre distintos indivi-
duos se determina como la presencia o ausencia de 
fragmentos del DNA amplificado (Williams et al., 
1990). Esta técnica fue muy utilizada para estudios 
de genética de poblaciones de especies de Anophe-
les y para diferenciar especies crípticas de este 
género de mosquitos (Wilkerson et al., 1993; Sucha-
rit y Komalamisra, 1997; Manguin et al., 1999; Keng-

Análisis de secuencias correspondientes a especies de mosquitos presentes en Argentina

das a partir de secuencias de ese gen, permitieron 
establecer clados a nivel supragenérico, genérico y 
específico. A nivel supragenérico, los resultados 
consignados en Díaz-Nieto et al. (2013) mostraron 
que las especies se agruparon en las subfamilias 
Anophelinae y Culicinae en coincidencia con la clasi-
ficación tradicional. A nivel de género, los clados 
construidos con la técnica molecular empleada agru-
paron especies también concordantemente con la 
taxonomía basada en la morfología. Así, las especies 
de Anopheles formaron un grupo basal con respecto 
a los otros miembros de la familia; Toxorhynchites 
integró un clado basal con Culicinae, sosteniendo a 
Toxorhynchitini como una tribu separada pero no 
como una subfamilia; se confirmó la monofilia de 
Culex; la idea de sostener a Ochlerotatus como un 
género separado de Aedes no fue compatible con los 
árboles filogenéticos; Psorophora integró un clado 
diferente de Ochlerotatus y Aedes; Aedeomyia y Ura-
notaenia resultaron más estrechamente relaciona-

En la actualidad, el uso de técnicas molecula-
res para la identificación de especies de mosquitos 
en Argentina es escaso. Los trabajos publicados son 
recientes y abordan la identificación de especies 
usando solo los genes 18S RNAr y COI y microsaté-
lites. 

Díaz-Nieto et al. (2013) analizaron la utilidad 
del gen 18S RNAr para identificar especies de mos-
quitos presentes en la ciudad de Mar del Plata y sus 
alrededores. En este trabajo los autores estudiaron 
14 especies pertenecientes a cuatro géneros (Culex, 
Ochlerotatus, Psorophora y Uranotaenia) en base a 
ejemplares recolectados en el campo. Las secuen-
cias obtenidas a partir de las especies identificadas, 
fueron comparadas con secuencias de las bases 
públicas de datos, pertenecientes a especies de 
estos géneros. Adicionalmente se utilizaron secuen-
cias correspondientes a los géneros Anopheles, 
Aedes y Toxorhynchites para realizar los análisis 
filogenéticos. Las estimaciones filogenéticas, obteni-
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especie determinada de acuerdo con criterios morfo-
lógicos, a través del algoritmo de coincidencia más 
cercana (Best Close Match). Los CBG de Cx. pipiens y 
Cx. quinquefasciatus se solaparon en el análisis 
neighbor-joining (NJ), hecho que los autores relacio-
naron con la existencia de formas intermedias o híbri-
dos en la provincia de Córdoba (Brewer et al., 1987) y 
la reciente especiación del complejo Cx. pipiens. Las 
mismas limitaciones en la aplicación de los CBG para 
diferenciar especies del género Culex que encontra-
ron Díaz-Nieto et al. (2013) trabajando con poblacio-
nes naturales del partido de General Pueyrredón 
(Buenos Aires) fueron encontradas por Laurito et al. 
(2013). En su análisis, las secuencias de Culex suri-
namensis Dyar, Culex maxi, Culex camposi Dyar y Cx. 
coronator se agruparon juntas en un linaje irresuelto. 
Sin embargo, pudieron identificar con precisión cinco 
linajes de mosquitos del subgénero Culex (Culex) 
utilizando los CBG: Culex acharistus, Cx. chidesteri, 
Culex dolosus, Culex lygrus Root y Culex saltanensis. 
Berrón (2014), al analizar secuencias COI de 32 
especies de mosquitos distribuidos en el centro y 
noreste de Argentina, determinó que solo dos de 
ellas presentaron CBG solapados como resultado del 
análisis NJ de estas secuencias. Por otro lado, tres 
pares de especies presentaron divergencia interes-
pecífica muy baja (Cx. bidens - Culex interfor; Culex 
brethesi - Culex dolosus y Psorophora albigenu  / va-
ripes - Psorophora discrucians). En la ecorregión de 
las Yungas del noroeste de Argentina, fueron utili-
zadas recientemente secuencias del gen COI para 
estudiar la demografía de Anopheles pseudo-
punctipennis. Dantur Juri et al. (2014) al analizar 
secuencias COI de mosquitos obtenidos de esa área, 
no encontraron diferencias entre poblaciones del 
norte y del sur de las yungas, por lo cual propusieron 
que existe un flujo génico entre esas zonas de esa 
ecorregión. 

Micieli et al. (2013) analizaron microsatéli-
tes, previamente utilizados para estudiar especies 
del género Culex (Smith et al., 2005), en ejemplares 
de ese género recolectados en zanjas de drenaje de 
las ciudades de La Plata y Berisso. El análisis de las 
secuencias obtenidas permitieron revelar la presen-
cia de Cx. quinquefasciatus, Cx. pipiens forma moles-
tus e híbridos en las poblaciones de mosquitos estu-
diados.

dos con el Grupo Ochlerotatus + Aedes que con 
Psorophora, Culiseta y el grupo Coquillettidia. Final-
mente, a nivel específico, se observaron agrupacio-
nes que no estaban en completa correspondencia 
con la clasificación tradicional. Por ejemplo, las dos 
especies de Ochlerotatus recolectadas en la zona de 
estudio (Oc. crinifer y Oc. albifasciatus) no pudieron 
ser separadas como especies diferentes en las filo-
genias generadas; Psorophora cyanescens, único 
representante nativo del género en las muestras, no 
pudo ser diferenciada de especies congenéricas 
foráneas incluidas en este análisis; similarmente, 
Uranotenia lowi (especie nativa) no pudo separarse 
de Uranotaenia sapphirina (Osten Sacken) (especie 
exótica). Con respecto al género Culex, se obtuvo 
resolución suficiente para separar algunas especies, 
como en el caso de Culex maxi, Cx. brethesi y Cx. 
eduardoi, pero no para otras como Cx. pipiens, que 
no se pudo separar de Cx. apicinus, o Cx. renatoi de 
Cx. chidesteri. En resumen, el estudio sugirió que no 
habría información suficiente en estos genes para 
lograr la separación específica sin ambigüedades.

De acuerdo a estos resultados, Díaz-Nieto et 
al. (2013) concluyeron que el análisis de secuencias 
18S DNAr correspondientes a especies de culícidos 
de Argentina resultó ser una herramienta eficiente 
para diferenciar mosquitos a nivel genérico, y que el 
método posee limitaciones para diferenciar culícidos 
a nivel específico. Finalmente, destacaron que estas 
incongruencias encontradas en el análisis de las 
secuencias correspondientes al gen 18S RNAr, 
también se encuentran actualmente en discusión 
entre los investigadores que realizan estudios taxo-
nómicos en base a caracteres morfológicos, enfati-
zando principalmente las dificultades durante la 
identificación de algunas especies del género Culex 
(Duret, 1953; Bram, 1967; Sirivanakarn y White, 
1978; Mitchell et al., 1984; Brewer et al., 1987; Ishii, 
1991; Almirón et al., 1995; Vinogradova, 2000; 
Harbach, 2007; 2013; Huang et al., 2011; Micieli et 
al., 2013).

Por otro lado, Laurito et al. (2013) estudiaron 
22 especies del subgénero Culex (Culex) proceden-
tes de Argentina y Brasil, y encontraron que del total 
de secuencias COI obtenidas a partir de insectos 
adultos, el 69 % fue adjudicado correctamente a la 

Conclusiones

ser exitosos en muchos de estos casos. Los conti-
nuos resultados positivos en este sentido han promo-
vido que cada vez más grupos de investigación utili-
cen estas técnicas para la determinación confiable 
de especies de mosquitos isomórficas o de difícil 

Existe un número importante de especies de 
culícidos que carecen de caracteres morfológicos 
inequívocos para su determinación taxonómica en 
algunos de sus estados y/o sexo. Los métodos mole-
culares de identificación taxonómica han probado 
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de los cuales se originan los CBG, la cual puede ser 
consultada ante cualquier duda. 

Por otro lado, se debe discutir también la 
factibilidad de realizar la identificación de las espe-
cies por métodos basados en caracteres morfológi-
cos o por métodos de biología molecular. En términos 
generales, para realizar la identificación morfológica 
solo se requiere de un equipo óptico adecuado, una o 
varias claves taxonómicas y un  investigador entrena-
do. Solo en algunos casos es necesario realizar el 
montaje de genitalias, que implica el uso de algunos 
insumos de bajo costo, pero requiere tiempo y expe-
riencia por parte de quien lo lleve a cabo. Para la 
identificación taxonómica a partir de secuencias 
génicas, en cambio, se necesitan reactivos e insu-
mos costosos, algunos equipamientos tales como 
microcentrífuga, termociclador, cubas de electrofore-
sis y digitalizador de imágenes, así como un servicio 
de secuenciación. Sin duda, las técnicas de biología 
molecular tienen un costo mayor, no obstante los 
mismos han disminuido considerablemente en los 
últimos años debido al intenso uso que los grupos de 
investigación hacen de ellas. En general, se puede 
decir que estas técnicas hoy son de fácil acceso para 
gran parte de los equipos científicos del país. Es claro 
que ambas metodologías tienen ventajas y desven-
tajas, por lo que la decisión de cuál será la mejor 
opción para identificar a las especies dependerá de 
cada caso. En los casos en los que los especímenes 
sean de fácil e inequívoca identificación a través de 
su anatomía externa, la mejor opción posiblemente 
sea la determinación taxonómica basada en los 
caracteres morfológicos, ya que se podrá realizar 
rápidamente, con bajo esfuerzo humano y bajo costo 
económico. Por otro lado, para identificar especies 
isomórficas u organismos en mal estado de conser-
vación, las herramientas moleculares serán la mejor 
opción. Sin embargo, aun en la actualidad hay algu-
nas inconsistencias entre la identificación a través 
de caracteres morfológicos y la taxonomía molecular 
y hasta el momento no hay consenso con respecto a 
qué criterio se debería tomar en estos casos. Por lo 
tanto cada investigador deberá decidir qué herra-
mienta será más correcta de acuerdo a la problemá-
tica a resolver. 

Las técnicas de identificación de las especies 
basadas en los caracteres morfológicos son eficien-
tes en muchos casos; cuando no, las herramientas 
moleculares son de gran ayuda. Es indiscutible el 
aporte que las mismas han realizado en la identifi-
cación, por ejemplo, de ejemplares en mal estado de 
conservación, especímenes en estadios de desa-
rrollo temprano para los cuales no hay claves disponi-
bles, especies crípticas y complejos de especies. Sin 
embargo, a veces ninguna de las técnicas menciona-

determinación morfológica. Simultáneamente, mu-
chos de estos grupos han contribuido y contribuyen a 
incrementar el número de secuencias patrón dispo-
nible en las bases de secuencias génicas públicas, 
de manera de ampliar el número de especies de 
culícidos representadas y la cobertura geográfica de 
dichas especies. En consecuencia, a medida que 
aumenta el número de secuencias patrón dispo-
nible, la técnica se torna cada vez más eficaz. 

Para que la herramienta funcione correcta-
mente es necesario que las bases públicas de 
secuencias génicas sean confiables; es decir, las 
secuencias patrones deben provenir de ejemplares 
correctamente identificados taxonómicamente. Ide-
almente, los especímenes que den origen a secuen-
cias patrones deberían estar en buen estado de 
conservación, permanecer en colecciones públicas y 
deberían ser identificados por taxónomos experi-
mentados. Linton et al. (2002) al analizar secuencias 
del gen ITS2 de especies pertenecientes al complejo 
de Anopheles maculipennis, determinaron que exis-
tían errores y discrepancias cuando analizaban se-
cuencias similares de las mismas especies. Debido a 
esto plantearon que, en muchos casos, las bases de 
datos públicas, al no considerar de qué manera se 
realiza la identificación de las especies a partir de las 
cuales se generan las secuencias, pueden incluir 
datos de muestras que han sido identificadas inco-
rrectamente, secuencias de calidad dudosa, especí-
menes de origen desconocido o una combinación de 
dichos errores y en estos casos, dichas bases actúan 
como un repositorio no curado para los datos de las 
secuencias. Por estos motivos, en el momento en 
que se toma información de estas bases de datos, 
cada investigador debe establecer los recaudos 
necesarios para elegir las secuencias que incluirá en 
sus análisis. Probablemente en un futuro las bases 
públicas de datos tomen en cuenta los mecanismos 
considerados en la identificación previa de los ejem-
plares a partir de los cuales se genera cada una de 
las secuencias. En este sentido, el Barcode of Life 
Data Systems (BOLDSystems: www.boldsystems.org), 
que es un repositorio de datos de secuencias del gen 
COI y de los especímenes que las originan (además 
de una plataforma de trabajo para los investigadores 
que desean trabajar con los CBG), exige ciertas 
condiciones para que las secuencias adquieran el 
status de “código de barras”: que sean secuencias 
de alta calidad y que las mismas puedan ser aso-
ciadas a un espécimen cuya taxonomía pueda ser 
revisada continuamente a través de su depósito en 
colecciones públicas y permanentes (Ratnasingham 
y Hebert, 2007). Además, entre otros datos, se re-
quiere el nombre, la institución y el correo electrónico 
de la persona que identifica a los ejemplares a partir 
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ría abordarse desde un enfoque multidisciplinario, 
que incluya datos morfológicos, moleculares, ecoló-
gicos y de distribución geográfica. 

das resuelve la identificación taxonómica. Son los 
casos de posible especiación reciente, hibridación, 
etc. Por ello consideramos, al igual que muchos otros 
investigadores, que la taxonomía de hoy en día debe-
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