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AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DEL EXTRACTO DE GLANDULAS
SALIVALES DE TABANIDOS

Victor Angel Aquino Luna, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2022

RESUMEN

Los tabanidos son dipteros hematofagos considerados como una de las mayores
plagas que afectan al ser humano y a los animales, ya que son vectores mecéanicos de
patdogenos. En el mundo existen cerca 4290 especies, 207 se han registrado para
México y 29 especies para la peninsula de Yucatan, de las cuales en ninguna se han
realizado andlisis moleculares del extracto de las glandulas salivales. En el presente
trabajo se colectaron organismos con redes tipo Malaise en dos sitios de vegetacién
conservada en el estado de Campeche. Los ejemplares se identificaron mediante la
guia de lbafiez-Bernal (1992). Para el analisis de proteinas se disectaron las especies
Tabanus haemagogus y Leucotabanus itzarum, se extrajeron las glandulas salivales y
se obtuvieron las proteinas del extracto salival. Las proteinas fueron cuantificadas y
analizadas por electroforesis SDS-PAGE, y utilizadas para los ensayos de actividad

proteolitica, amilolitica y antimicrobiana.

Se obtuvieron un total de 5532 ejemplares distribuidos en nueve especies diferentes,
las mas dominantes en cada sitio de muestreo fueron Tabanus haemagogus y
Diachlorus ferrugatus. El andlisis electroforético de las proteinas de T. haemagogus y
L. itzarum mostro la expresion diferente, entre especies. En los analisis de actividad
biologica se determind la presencia de serin proteasas y amilasas. La actividad
antimicrobiana indicO la presencia de compuestos activos antimicrobianos en el

extracto salival.

Los resultados indican un amplio repertorio de proteinas en el extracto de las glandulas
salivales (EGS) de T. haemagogus y L. itzarum, que se sugiere estan relacionadas con

la alimentacion.

Palabras clave: Diversidad, abundancia, perfiles proteicos, zimograma, actividad

antimicrobiana, Tabanus haemagogus, Diachlorus ferrugatus, Leucotabanus itzarum.



ISOLATION AND FUNCTIONAL CHARACTERIZATION OF PROTEINS FROM
SALIVARY GLANDS EXTRACTS (SGE) OF TABANIDS

Victor Angel Aquino Luna, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2022

ABSTRACT

Tabanids are hematophagous dipteran considered as one of main pest that affects
humans and animals, because they are mechanical vectors of pathogens agents. In the
world there are about 4290 species, in Mexico 207 species have been recorded and 29
species are reported for Yucatan Peninsula, in which none of them have been realized
molecular analyzes from the salivary glands extract. In the current study organisms
were collected with Malaise traps in two sites with preserved vegetations in the
Campeche state. The specimens were identified with Ibafez-Bernal (1992) guide. For
the protein’s analyzes were dissected specimens of Tabanus haemagogus vy
Leucotabanus itzarum, the salivary glands were extracted and were obtain proteins
from salivary extract. The proteins were quantified and analyzed by SDS-PAGE; the

proteins obtained were used in proteolytic, amylolytic and antimicrobial activity assays.

Collected 5532 specimens belonging to nine different species, the most dominant in
every collecting site was Diachlorus ferrugatus and Tabanus haemagogus. Protein
electrophoretic analysis of T. haemagogus y L. itzarum showed a differential expression
between species. The analyses of biologic activity determined the presence of serin
proteases and amylases. The antimicrobial activity tested indicates the presence of

antimicrobial active compounds in the salivary extract.

The results indicate a wide repertoire of proteins in the salivary gland extract (SGE) of
T. haemagogus and L. itzarum suggesting are related with physiological feeding

process.

Keywords: Diversity, abundance, protein profile, zymogram, antimicrobial activity,

Tabanus haemagogus, Diachlorus ferrugatus, Leucotabanus itzarum.
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I. INTRODUCCION

Los tabanidos son un grupo de dipteros que presentan habito hematéfago que
comunmente son conocidos como “tabanos” (Service, 2008; Sullivan, 2021). Se
encuentran presentes en todos los continentes (a excepcién de la Antéartida)
especialmente en zonas templadas y tropicales (Rodrigues-Ronald et al., 2017). En el
mundo existen cerca de 4,500 especies de tabanidos identificadas y clasificadas
(Sanal-Demirci etal., 2021). En México existen alrededor de 208 especies de

tabanidos, pertenecientes a 31 géneros descritos (Ibafiez-Bernal, 2017).

Son insectos que se encuentran comunmente en zonas con vegetacion abundante,
cuerpos de agua circundantes y presencia de presas potenciales, tal es el caso de
vertebrados superiores; por lo que suelen encontrarse en selvas bajas inundables,
zonas de manglar, pastizales y zonas cercanas a poblados rurales (Martin-Park, et al.,
2018).

Los adultos se alimentan de néctar y extractos vegetales de plantas, sin embargo, las
hembras presentan el habito hematé6fago, con la cual obtienen una fuente de proteinas
exdgena que le permita madurar los huevos y completar el ciclo oogénico (Karolyi
et al., 2014). Su ciclo de vida consiste en una metamorfosis de tipo holometabola cuyo

desarrollo es a través de las fases de larva, pupa e imago (Hill & MacDonald, 2019).

Por otro lado, los tabanidos son considerados como vectores mecanicos de diferentes
agentes patdgenos asociados a enfermedades que afectan tanto a las personas como
a los animales. En el caso de los de animales de produccion, se le asocia a grandes
pérdidas econdémicas para el sector ganadero y pecuario (Sullivan, 2021). Asi mismo,
son considerados como una de las plagas mas recurrentes en sitios rurales, al ser
insectos molestos, impertinentes y con mordeduras dolorosas (Changbunjong et al.,
2021).

El estudio del extracto salival de los tabanidos ha tomado relevancia considerando los
multiples casos de anafilaxia producidos por su mordedura (Hemmer et al., 1998), por
lo que son de interés para la descripcién del cuadro clinico y el tratamiento. Por otro

lado, la composicién quimica de los extractos salivales de los tabanidos ha sido



escasamente abordado en otros paises, puesto que, ante la gran cantidad de especies
clasificadas, solo unas cuantas han sido analizadas, identificando y caracterizando

funcionalmente proteinas y péptidos a partir del EGS (Xu et al., 2008).

Entre las moléculas que se han podido identificar se encuentran, inhibidores de la
funcién plaquetaria, péptidos que suprimen la respuesta inmunoldgica, inhibidores de
enzimas con actividad anticoagulante, proteasas con actividad fibrinogenolitica;
péptidos antimicrobianos, péptidos vasodilatadores, moléculas alergénicas y proteinas
asociadas a detoxificacion como las metalotioneinas (Xu et al., 2008). Lo anterior,
aunado al concepto de autores como Ribeiro & Francischetti, (2003), ha generado un

puntual interés en su potencial biotecnoldgico.

Con la presencia de 208 especies identificadas en México, el panorama es muy amplio
a los estudios moleculares del secretoma salival de los tabanidos, dado que hasta el
momento solo se han realizado estudios faunisticos. Es por ello, que el presente
trabajo propone el modelo de bioprospeccion con tabanidos, para la identificacion y
caracterizacion de proteinas presentes en el extracto de glandulas salivales y

determinar su potencial aplicacion biotecnoldgica.



Il. OBJETIVOS E HIPOTESIS
2.1. General

Determinar la composicién proteica del extracto de glandulas salivales (EGS) de

tabanidos en dos sitios de vegetacion conservada de Campeche.
2.2. Especificos

1. Determinar la diversidad y abundancia de tabanidos colectados en dos sitios de

vegetacion conservada del estado de Campeche.

2. Analizar y comparar el perfil proteico del extracto de glandulas salivales de
tabanidos (EGS).

3. Caracterizar la actividad funcional de extracto de glandulas salivales (EGS).
2.3. Justificacion

Los tabanidos son un grupo de dipteros que cominmente se asocian a la transmisién
de agentes patdgenos que afectan tanto a humanos como a animales. Ademas, son
considerados como importantes polinizadores de varias plantas angiospermas

garantizando su reproduccién sexual y permanencia en los ecosistemas.

Recientemente, ha llamado la atencién los multiples casos de anafilaxia inducidos por
su mordedura. También, en los andlisis moleculares del sialoma en especies de
géneros como Tabanus e Haematopota, se ha identificado péptidos y proteinas
anticoagulantes, vasodilatadores, inhibidores de proteasas, péptidos
inmunosupresores, péptidos antimicrobianos, entre otros. Por consiguiente, al analizar
las proteinas han concluido que existen diferencias en cuanto a composicion quimica
del sialoma entre las diferentes especies; destacando que podria tratarse de isoformas

moleculares o moléculas completamente diferentes.

México cuenta con un total de 208 especies identificadas y clasificadas, y en el caso
especifico de la peninsula de Yucatan cuenta con 29 especies en las que no se ha

analizado la composicion molecular. De tal manera que, el aislamiento de las proteinas



presentes en el extracto de glandulas salivales (EGS), asi como la obtencién de perfiles
proteicos y el andlisis de algunas de las actividades biologicas de las proteinas,
permitird dar un primer acercamiento a la determinacion de la composicion quimica del

sialoma de algunas de las especies de tabanidos presentes en el estado de Campeche.

Asimismo, la identificacion de una actividad biologica permitiria determinar el papel
funcional dentro de los procesos fisioldgicos del insecto e indagar sobre la posible
respuesta asociada que tienen en los hospederos. Finalmente, también se podra
proponer alguna posible aplicacion biotecnoldgica en las diferentes industrias, tal es el
caso de la farmacéutica, la alimenticia, la cosmética, por mencionar algunas. Con todo

lo anterior, es que se propone como modelo de bioprospeccién a los tabanidos.
2.4. Hipotesis bioldgica

La diversidad de tabanidos presente en los sitios de estudio estara relacionada con el

tipo de vegetacion presente en cada area, incluyendo los factores biéticos y abidticos.

Las proteinas identificadas a partir del sialoma de las especies de tabanidos
presentaran diferencias en cuanto a su composicién proteica en comparacion con

sialomas caracterizados en otras especies.



ll. REVISION DE LA LITERATURA
3.1. Antecedentes especificos

Los tabanidos son un grupo de dipteros con aporte en estudios faunisticos, sin
embargo, la mayoria de ellos va dirigido hacia la medicina humana y veterinaria,
principalmente debido a la capacidad de transmitir agentes patdgenos a través de su
mordedura. Entre los agentes patdégenos se encuentran nematodos, protozoarios,
bacterias y virus, asociados a enfermedades como la tripanosomiasis, parasitosis,
tularemia, antrax, entre otras (Foil, 1989; Burger & Thompson, 1981; Baldacchino et al.,
2014; Taioe et al., 2017; Kobayashi et al., 2021).

Dentro de los primeros trabajos con tabanidos se puede mencionar el de Khan (1951)
que realiz6 una descripcién sobre sus aspectos biologicos, sefialando las afectaciones
socioecondémicas y entendiendo al grupo como una plaga que afectaba principalmente
al ganado. Por su parte, Teskey (1969) describi6 mediante una serie de diagnosis los
géneros Merycomya, Tabanus, Atylotus e Hybomitra; donde detallé sus aspectos
bioldgicos y la interaccion con sus habitats. Por otro lado, Andreeva (1988) describio la
morfologia de los estadios larvales de las especies Tabanus sabuletorum, T.
tergestinus, T. autumnalis, T. armeniacus y T. cordiger donde comparé las diferentes
adaptaciones morfoldgicas y fisioldégicas que presentaban ante habitats terrestres o
acuaticos. Finalmente, McElligott (1992) realiz6 un estudio faunistico en la region
subartica de Canada; donde mediante una serie de colectas identificod 17 especies de
tabanidos a partir de larvas, pupas y adultos; con ello describi6 el ciclo de vida de los
tabanidos, asi como las diagnosis correspondientes a especies de los géneros

Chrysops, Hybomitra y Atylotus.

Con respecto a México, la mayoria de los estudios se han enfocado en conocer su
distribucion y abundancia. Destaca el de Bequaert (1931), cuyas colectas realizadas
entre 1929 y 1930 indicaron la presencia de 14 especies de tabanidos en la peninsula
de Yucatan, destacando los géneros Chrysops, Esenbeckia y Tabanus.

Mas tarde, Ibafez-Bernal (1989) llevé a cabo un estudio faunistico de dipteros en la

Reserva de la Bidsfera de Sian Ka’an, Quintana Roo, en donde documenté la presencia



de 18 especies de tabanidos, perteneciente a los géneros Chrysops, Scione,
Stenotabanus, Catachlorops, Leucotabanus y Tabanus. Derivado de ese trabajo,
describié por primera vez a la especie Stenotabanus (Aegyalomyia) indotatus (Ibafiez-
Bernal, 1991). Posteriormente, realiz6 descripciones morfolégicas con lo cual propuso
una clave de identificacion para las especies previamente reportadas (Ibafez-Bernal,
1992).

En relacion con lo anterior, autores como Manrique-Saide et al., (2001) reportaron por
primera vez la presencia de las especies Lepiselaga crassipes, Phaenotabanus
longiappendiculatus y Tabanus pungens en la peninsula de Yucatan; asi como
también, reportaron la presencia de Chrysops varians en México. Posteriormente,
Manrique-Saide et al., (2012) estimaron la diversidad y abundancia de la tabanofauna
del area natural protegida de Balam K’aax, donde reportaron la presencia de siete
especies de tabanidos, siendo los géneros Chrysops, Leucotabanus y Tabanus lo mas
representativos. Prosiguiendo con la secuencia cronoldgica, Martin-Park et al., (2018)
realizaron un estudio faunistico de la reserva estatal “El Palmar” en el estado de
Yucatan, donde destacaron la presencia de seis especies de tabanidos distribuidas en
los géneros Diachlorus, Leucotabanus, Stenotabanus y Tabanus. Asi mismo, Martin-
Park et al., (2018) estimaron la diversidad y abundancia de dipteros en areas naturales
protegidas del estado de Yucatan (Reserva Estatal Dzilam, el Parque Nacional
Dzibilchaltun, el Parque Estatal Lagunas de Yalahau, la Reserva Estatal el Palmar, el
Parque Estatal el Kabah y el parque de San Juan Bautista Tabi y Anexa Sacnité) donde
identificaron 16 especies de tabanidos, correlacionando los parametros de diversidad y

abundancia con las temporalidades climaticas.

En dltima estancia, Navarrete-Carballo et al., (2021) realizaron una serie de colectas
para determinar la diversidad de dipteros hematéfagos presentes en un fragmento de
vegetacion conservada asociado a la zona arqueolégica de X'cambd donde
identificaron la presencia de cinco especies pertenecientes a los géneros Diachlorus y

Tabanus.

Para el estado de Campeche, Bequaert (1931) y Manrique-Saide et al., (2001) hacen

mencion de ejemplares colectados en algunas localidades del estado de Campeche,



destacando algunos poblados cercanos a la Reserva de Calakmul. El trabajo realizado
por Aquino-Luna (2020) reportd la presencia de siete especies de tabanidos en un
fragmento de selva subperennifolia dentro del Colegio de Postgraduados Campus
Campeche, en el municipio de Champoton.

Recapitulando, los tabanidos se alimentan de néctar y extractos de plantas, asi como
también de liquido sanguineo que obtienen de sus presas potenciales, tal es el caso de
vertebrados como los mamiferos, aves, e incluso reptiles (Ferreira etal., 2002).
Considerando que los tabanidos presentan habitos hematéfagos, se le asocia la
presencia de moléculas secretadas por las glandulas salivales para coadyuvar al
proceso fisioldgico de alimentacion. En 1995, Ribeiro realiz6 una revision bibliografica
sobre los mecanismos de alimentacion de los insectos, donde concluyé que la
secrecion de moléculas especificas de las glandulas salivales esta asociado al habito
alimenticio. Posteriormente, Ribeiro & Francischetti (2003) describié los mecanismos de
alimentacion de los insectos hematofagos en las que detalld las diversas estrategias
gue utlizan para alimentarse. También, describié algunas de las moléculas

involucradas en el proceso, asi como sus posibles mecanismos de accion.

Con respecto a la composicion proteica de la secrecion salival de los insectos
hematéfagos, se han descrito diferentes grupos taxonémicos, especificamente aquellos
de importancia médica y veterinaria (Cuadro 1).

Considerando lo anterior (Ribeiro & Arca, 2009) realizaron una serie de propuestas
sobre el potencial uso farmacolégico de las macromoléculas secretadas por las
glandulas salivales, especialmente las proteinas, tal es el caso de vasodilatadores,

enzimas proteoliticas, apirasas y anticoagulantes.

Para el caso de la familia Tabanidae, se identificaron reacciones anafilacticas a causa
de su mordedura, lo que indicaba la presencia de moléculas secretadas por las
glandulas salivales que actuaban como posibles alérgenos (Maat-Bleeker & Bronswijk,
1995). Ante tales conjeturas, Hemmer et al., (1998) identificaron y caracterizaron el
primer alérgeno secretado por las glandulas salivales de los tabanidos (proteinas de

unidn a la Ige de 68 kDa) mediante ensayos seroldgicos. Consecuentemente, Quercia



et al., (2005) analizaron algunos casos clinicos de anafilaxis inducida por la mordedura
del tabanido Hippobosca equina donde identificaron la sintomatologia y lo compararon
con los cuadros clinicos provocados por picaduras de abejas, avispas u hormigas.
Posteriormente, Quercia et al., (2008) implementaron el término “sindrome de alergia

por picadura de tabanidos”.

Cuadro 1. Especies de insectos donde se ha caracterizado el secretoma salival.

o Secretoma
Orden: Familia Autor

Especie .
salival

Aedes albopictus

(Diptera: Culicidae)

150 proteinas

(Arca et al., 2007)

_ _ (Hemiptera: ] (Assumpcdo et al.,
Triatoma infestans - 645 proteinas
Reduviidae) 2008)
_ _ (Diptera: ] (Alves-Silva et al.,
Glossina morsitans o 250 proteinas
Glossinidae) 2010)
_ ) (Hemiptera: ) (Francischetti et al.,
Cimex lectularius o 100 proteinas
Cimicidae) 2010)
Panstrongylus (Hemiptera: ]
_ - 159 proteinas (Bussacos et al., 2011)
megistrus Reduviidae)
_ (Hemiptera: ) _
Rhodnius neglectus - 636 proteinas (Santiago et al., 2016)
Reduviidae)

Simulium nigrogilvum (Diptera: Simulidae) 56 proteinas

(Hempolchom et al.,

2019)

Simulium nodosum (Diptera: Simulidae) 41 proteinas

En relacién con lo anterior, Veraldi & Esposito (2017) describieron las lesiones
cutadneas y afecciones causadas por la mordedura del tabanido Tabanus bovinus, con
la cual describieron el cuadro clinico asociado. Finalmente, Whyte etal.,, (2020)
realizaron una compilacibn de reportes de casos sobre alergias causadas por

mordeduras de tabanidos, donde las especies que mencionan como causantes de los



cuadros clinicos, pertenecen a los géneros Tabanus, Haematopota y Chrysops.

Con respecto al sialoma de los tabanidos, Kazimirova et al., (2001) realizaron una
evaluacion del extracto de las glandulas salivales de las especies Tabanus autumnalis,
Hybomitra muehlfeldi, Haematopota pluvialis y Heptatoma pellucens mediante una
separacion cromatografica de alta eficiencia (HPLC), donde identificaron compuestos
de naturaleza proteica con actividad anticoagulante. Consecuentemente, Kazimirova
et al., (2002) analizaron especies de los géneros Atylotus y Chrysops donde también
identificaron proteinas con actividad anticoagulante. Evaluaron los parametros de la
cascada de coagulacion concluyendo que los extractos presentaban diferencias, por lo

gue infirieron que se podria tratar de proteinas diferentes.

Por consiguiente, Rajska et al., (2003) identificaron actividad vasodilatadora a partir del
contenido proteico presente en la secrecién salival de Hybomitra bimaculata, H. ciureai,
Tabanus bromius, T. glaucopis y Chrysops relictus. También, realizaron una cinética de
la actividad vasodilatadora encontrando diferencias del contenido proteico de la
secrecion salival entre las especies. Con los resultados anteriores, Takac et al., (2006)
identificaron y sintetizaron un péptido con actividad vasodilatadora aislado a partir de la
secrecion salival de la especie H. bimaculata; posteriormente, se aisld e identifico el
péptido “inmunorregulina HA” de la especie Hybomitra atriperoides, cuya funcién es la
capacidad de regular la produccién de citocinas proinflamatorias (Yan et al., 2008).
Posteriormente, Xu etal.,, (2008) analizaron el sialoma (conjunto de proteinas
secretadas por las glandulas salivales) de la especie Tabanus yao; asi mismo,
realizaron un analisis transcriptdmico, bioinformatico y en algunos casos, un analisis
funcional, con la cual identificaron familias de péptidos y proteinas con actividad

hemostatica, inmunorreguladora, vasodilatadora, anticoagulante y antimicrobiana.

En relacion con lo anterior, Ma etal.,, (2009) identificaron proteinas con actividad
inhibidora de trombosis a partir de la especie T. yao. Zhao et al., (2009), por su parte,
identificaron péptidos con actividad inmunorreguladora en la especie T. pleskei. Zhang
et al.,, (2014) aislaron a “vasotab TY”, un péptido con fuerte actividad inhibidora de
trombosis. Finalmente, Wei etal.,, (2015) identificaron un péptido con actividad

antiinflamatoria, al que denominaron “cecropin TY”; ademas, indagaron sobre su



posible actividad antimicrobiana debido a la similitud de las secuencias de aminoacidos

en comparaciéon con otros péptidos antimicrobianos.

Un primer trabajo a mencionar acerca de la caracterizacion del sialoma seria el
realizado por Kumar (1970) quien identifico actividad proteolitica en el fluido salival de
las especies Helopetis corbisieri (Hemiptera: Miridae) y Bryocoropsis laticollis
(Hemiptera: Lygaeidae) en las diferentes fases de desarrollo; concluyendo que la
cantidad de proteasas varia en cada etapa de desarrollo de los insectos. Por otra parte,
Laurema et al., (1985) caracterizaron la actividad enzimatica de las proteinas del tejido
glandular salival, donde identificaron actividad de poligalacturonasas, amilasas,

proteasas, fosfatasas, trealasas, invertasas y fenoxidasas.

En el caso especifico de los insectos hematéfagos, Amino et al., (2001) caracterizaron
a partir de la saliva de la especie Triatoma infestans (Hemiptera: Reduviidae) una
proteina con actividad analgésica, anticoagulante y vasodilatadora; que fue clasificada
como una serin proteasa. Consecuentemente, Amino et al., (2002) identificaron la

proteina con actividad litica, infiriendo que lisaban las membranas celulares.

En el mismo sentido, Angulo-Valadez etal., (2007) identificaron y caracterizaron
mediante zimografias algunas de las enzimas hidroliticas presentes en el fluido salival
de la especie Oestrus ovis (Diptera: Oestridae); identificando actividad de enzimas
como acido fosfatasas, fosfohidrolasas, esterasas, lipasas, leucin arilamidasas,

glucosidasas, acetil-glucosaminidasas y proteasas.
3.2. Clasificacion Taxondémica
Reino: Animalia
Filo: Arthropoda
Clase: Insecta
Orden: Diptera

Suborden: Brachycera
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Familia: Tabanidae (Latrielle,1802)

La familia Tabanidae incluye alrededor de 4500 especies identificadas y clasificadas en
todo el mundo (Sanal-Demirci et al., 2021). En México se han registrado un total de 208
especies validas pertenecientes a 31 géneros descritos distribuidos en tres subfamilias
(Pangoniinae, Chrysopsinae y Tabaninae) (Ibafiez-Bernal, 2017); en el caso de la
peninsula de Yucatan se han registrado cerca de 29 especies distribuidas en nueve

géneros (Ibafez-Bernal, 2017).
3.3. Ciclo de vida y reproduccion

El ciclo de vida de los tabanidos consiste en una metamorfosis de tipo holometabola, es
decir, que se desarrollan a través de los estadios de larva, pupa e imago, completando
un ciclo por afio; sin embargo, se tienen reportes de especies que requieren de dos a
tres afios para el desarrollo de un individuo (McElligott, 1992; (Hill & MacDonald, 2019).

Las hembras depositan de 100-1000 huevecillos en una sola oviposicién. Los
huevecillos eclosionan de manera simultanea entre 2-3 dias posteriores. El desarrollo
de la larva consiste en una serie de estadios que varian dependiendo de la especie del
tabanido. Usualmente se presentan de 6-12 estadios larvales y generalmente se
desarrollan en un periodo de 2-4 semanas. El estadio de pupa consiste en el
encapsulamiento del individuo en una crisélida formada por una serie de secreciones
del tegumento, que dura entre 2-3 semanas Y finaliza con la eclosion del organismo
adulto (McElligott, 1992; Hill & MacDonald, 2019; Mullens, 2019; Squitier, 2021) (Figura
1).

3.4. Morfologia
3.4.1. Huevos

Los huevos presentan una forma cilindriforme de aproximadamente 1 a 2.5 mm de
longitud. Son ovipositados en una masa de huevos compacta o multiescalonada, la
cual es colocada en diferentes sustratos como vegetacion emergente, hojas y ramas
secas, depositos de agua o suelos humedos (Figura 1 B). Presentan una consistencia

cremosa con coloraciones blanquecinas, gris oscuro e incluso negros (Hill &
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MacDonald, 2019).
3.4.2. Larvas
3.4.2.1. Cabeza

Las larvas presentan una estructura corporal cilindrica, elongada y fusiforme, con
ambos extremos en forma de punta y una longitud de 12-60 mm; sin embargo, se
presentan especies que superan estas caracteristicas (Figura 1 C). Presentan
coloraciones blancas, café oscuro e incluso pardos con alta presencia de espinas
sensoriales a lo largo de todo el cuerpo que varian en tamafio y forma. Los patrones de
pubescencia se incluyen como una caracteristica morfolégica distintiva entre las
diferentes especies rango (Teskey, 1969; Andreeva, 1989; Hill & MacDonald, 2019).
Presentan una estructura corporal compuesta por una capsula cefélica, tres segmentos
toracicos, ocho segmentos abdominales y una estructura respiratoria denominada

‘espina sifonal” o “siféon” (siph) (Andreeva, 1989) (Figura 2).
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Multiescalonada

IMAGO A ) HUEVO

Masa compacta

CICLO DE VIDA
DE LOS
TABANIDOS

C

— p | LARVA

Figura 1. Ciclo de vida de los tabanidos. Panel A) Adulto o Imago. Panel B) Huevo. Panel C)
Larva. Panel D) Pupa. (Modificado de Hill & MacDonald, 2019).

siph

Figura 2. Anatomia externa de la larva de tabanido. Terminologia: pb. ext, pubescencia externa;
post. pb, pubescencia posterior; ant. pb, pubescencia anterior; pseu., pseudépodos; pseu. bp,
pubescencia pseudopodial; an. r., cresta postanal; an. I, l6bulo postanal; siph, sifon
respiratorio; (1-3), segmentos toracicos; (I-VIl), segmentos abdominales; (VIII), segmento anal

(Teskey, 1969).
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La capsula cefélica se encuentra esclerotizada y es capaz de retraerse completamente

dentro de los segmentos toracicos y puede rotar 180°.

Presenta coloracion amarilla, café oscuro o pardo. Estd compuesta por un epicraneo;
un par de brazos tentoriales que se unen anterior y posteriormente a la zona dorsal del

epicraneo (Figura 3).

Presenta los apéndices cefalicos que constituyen las piezas bucales, las antenas y
cepillo cefélico (b) que se articulan en la parte anterior del epicrdneo y los brazos
tentoriales. Del epicrAneo surge una prolongacion media, curvada hacia abajo y
lateralmente compactada que conforma el clipeo (cly) y la zona posterior del labro
(labr). El labro se recurva y continia de mantera interna formando el cibario. En las
zonas laterales paralelas al clipeo se conforman los escleritos que dan lugar al aparato
mandibular-maxilar; este constas de una mandibula (Md) en forma de hoz, la lacinia y
el cepillo cefalico. La lacinia consiste en un esclerito delgado y afilado que presenta una
forma céncava y se articula directamente al esclerito basal mientras que las
mandibulas y el cepillo cefalico se conectan a través de escleritos intermedios. El
cepillo cefalico se encuentra sostenido por el integumento y se encuentra unido al
vértice de una barra esclerotizada en forma de mazo que se inserta de manera lateral
al esclerito basal. La funciéon del cepillo cefalico no esté totalmente clara, sin embargo,
se especula que pueda funcionar como un ancla al momento de que la larva se
alimenta de sus presas; incrustandose completamente dentro del cuerpo de estas
(Lane, 1975; Andreeva, 1989; Mullens, 2002).

Cada mandibula se encuentra atravesada por un canal central con una abertura en la
superficie dorsal de su apice. Estos no tienen conexion con el tracto digestivo, pero
parecen estar conectadas con un par de glandulas que secretan veneno. El tejido
glandular secreta un conjunto de enzimas paraliticas que son inyectadas a través de

las mandibulas, lo cual parece inmovilizar a sus presas (Lane, 1975).

Las antenas son los apéndices cefalicos considerados como una de las principales

caracteristicas diagnosticas. Se encuentran localizadas justo debajo del cepillo cefalico
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ceph b tent phy

Figura 3. Vista general de la capsula cefalica de la larva de tabanido. Terminologia: b, apice de
la mandibula; labr, labro; Md, mandibula; cly, clipeo; i. md. s, esclerito mandibular intermedio c,
barra esclerotizada en forma de mazo; ceph. b, cepillo cefalico; md. add, musculo abductor del
cepillo cefalico; tent, tentorio; phy, faringe; prmt, prementum; a, condilo posterior; I. art, pared
lateral del epicraneo; m. art, proyeccion del brazo tentorial; md. abd, apodema abductor; Ib. p,
palpos labiales; sbmt, submentum; sal. d, bomba salival (Teskey, 1969).

y se encuentran divididos en tres segmentos. Justo debajo de las antenas se
encuentran los palpos maxilares que también se encuentra dividido en tres segmentos
(Teskey, 1969; Lane, 1975).

El labio (Ib. p.) y la hipofaringe (phy) se encuentran de manera ventral en la capsula
cefélica. El labio consiste en dos zonas, la primera es una estructura en forma de
escudo denominada submentum (sbmt) y la otra consiste en un par de glosas conicas
gue proyectan desde su base a los palpos maxilares, y se denomina prementum (prmt).
De manera dorsal, el prementum tiene una forma de abrevadero y a través de este

discurre el ducto salival (Teskey, 1969; Lane, 1975).

La hipofaringe se encuentra en la zona basal de la cavidad oral y esta se conecta con
el ducto salival; donde, mediante movimientos de contraccién y relajaciéon de los

musculos labiales y labrales se abre el cibario eficazmente (Teskey, 1969; Lane, 1975;
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Andreeva, 1989). El ducto salival se dirige hacia la bomba salival (sal. d.); y su
contraccion, junto con el cierre de la valvula anterior del conducto salival, propicia la
elongacion y retraccion de las glandulas salivales. Por otro lado, el cierre de la valvula
posterior y la elasticidad de las paredes de la bomba, da como resultado la eyeccion de

la saliva dentro del cibario (Teskey, 1969).
3.4.2.2. Térax y abdomen

La anatomia corporal se encuentra dividida en segmentos que presentan surcos
longitudinales, los cuales marcan la insercibn de los musculos transversales. Estos
surcos se proyectan de manera dorso, ventrolateral y medioventralmente en el
protérax. Los tres segmentos toracicos (1-3) no presentan apéndices, mientras que del
primer segmento al séptimo segmento abdominal presentan de tres a cuatro
pseudopodos (pseu). El ultimo segmento abdominal es el “segmento anal” (VII), el cual
presenta un par de apéndices: el tubérculo anal y la espina sifonal. Los pseudépodos
varian en tamafo, pero los que presenta el primer segmento son los mas cortos, ya
gue se apoyan de un conjunto de espinas para la locomocién. El segmento anal es el
segmento mas conspicuo en cuanto a forma y proyecciones, por lo que es utilizada

como caracteristica diagnéstica (Figura 2) (Teskey, 1969; Lane, 1975).
3.4.3. Pupa

Son de gran tamafio, con un tamafio de cuatro a cinco veces el diametro. Presenta una
forma obtusa, es decir, son arqueadas en la zona dorsal y recurvadas en la zona

ventral (Figura 1 D).
3.4.3.1. Cabeza

La cabeza se encuentra totalmente fusionada con el térax y solo se diferencia por una
sutura cefélica. Presentan una serie de vainas de la cual procederan a formar las

piezas bucales y las antenas (Figura 4) (Teskey, 1969; (Lane, 1975).
3.4.3.2. TOrax

El torax estd compuesto por solo dos segmentos visibles, ya que el protorax
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aparentemente se encuentra fusionado con la cabeza. El mesonoto presenta una serie
de espiraculos en los margenes anterolaterales, cuya distancia entre ellos es una
caracteristica diagndéstica entre especies. El metanoto es la Unica seccion visible del
ultimo segmento toréacico, donde se encuentran fusionadas las vainas que dan lugar a

las alas y las patas toracicas (Teskey, 1969; Lane, 1975).
3.4.3.3. Abdomen

El abdomen comprende ocho segmentos abdominales, todos estan subdivididos en
tergo, esterno y pleura, a excepcion del ultimo y el primer segmento. La seccion pleural
de los primero siete segmentos presente espiraculos que se encuentran en tubérculos
truncados cortos. Posee una serie de setas pleurales y tergales en el primer segmento,
mientras que el resto de los segmentos posee una serie de espinas en su lugar. El
octavo segmento, el segmento anal, termina en un aster de pares dorsales, laterales y

ventrales de tubérculos puntiagudos esclerotizados (Teskey, 1969; Lane, 1975).
3.4.4. Adultos

Los adultos presentan un cuerpo robusto que alcanza una longitud de 25-30 mm,

dependiendo de la especie (Inostroza-Infante, 2013) (Figura 1 A).
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Figura 4. Morfologia de la pupa de los tabanidos. Terminologia: ABS, espiraculo abdominal,
AMS, seta anterior mesonotal; PS, seta pleural; THS, espiraculo torécico (Gonzalez, 2004).

3.4.4.1. Cabeza

Poseen una cabeza grande en comparacion con el resto del cuerpo. Presentan un par
de antenas extendidas en direccion al prorrecto y estan compuestas de cuatro a ocho
segmentos distinguibles. Presenta un par de ojos compuestos de gran tamafio en
proporcién con la cabeza que se extienden por ambas zonas dorsolaterales; estan
compuestos por una serie de unidades estructurales denominadas omatidios y
dependiendo de la coloracion, les permite presentar una serie de patrones de bandas

distintivas entre especies (Mullens, 2002). La posicion de los ojos es un caracter
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morfolégico sexual, debido a que las hembras presentan una intercepcién que separa
por completo los ojos, lo que se le denomina arreglo “dicOptico”; mientras que los
machos carecen de dicha intercepcion y los ojos se conectan por la zona superior de

los 0jos, indicando un arreglo “holoptico” (Inostroza-Infante, 2013).
3.4.4.2. Torax

El térax es robusto y consiste en tres segmentos: protorax, mesotérax y metatérax. De
manera interna presentan una serie de musculos que sostienen eficazmente la
estructura corporal y dependiendo de la zona se les denomina: tergo, pleura y
esternon. Poseen un par de alas membranosas que miden entre 6-25 mm de largo con
una venacién completa, estas presentan una serie de oscurecimientos y sedas que le
confieren caracteristicas morfolégicas distintivas; asi mismo, presentan un par de alas
modificado denominado halterios, cuya funcién es la estabilidad durante el vuelo.
Presentan tres patas constituidas por segmentos como: coxa, trocanter, fémur, tibia y

tarso; cuya funcion principal es la locomocion (Mullens, 2002; Mullens, 2019).
3.4.4.3. Abdomen

El abdomen presenta un total de 11 segmentos, de los cuales solo siete son
distinguibles; el resto se encuentran modificados, dando lugar a la genitalia. De forma
similar al térax, se encuentra compuestos por el arreglo muscular de tergo, pleura y
esterno. Cada segmento abdominal presente orificios denominados espiraculos, cuya
cavidad interna es el sitio donde se realiza el intercambio de gases para la respiracion.
La genitalia contempla los ultimos segmentos abdominales modificados, destacando la
ausencia de espiraculos. En el caso de los machos, se le denominan hipopigium al
conjunto de estructuras que componen la genitalia masculina; en el caso de las

hembras, recibe el nombre de ovipositor (Mullens, 2019).
3.5. Aparato Bucal Cortador-Lamedor

Los tabanidos presentan un arreglo de las piezas bucales similar a muchos dipteros
(Bonhag, 1951). Las hembras son las Unicas que presentan el habito hematofago, por

lo que poseen una serie de piezas hausteladas y esclerotizadas que le permiten
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desgarrar el tegumento y acceder al liquido sanguineo (Figura 5 A); por otra parte, los
machos se alimentan de néctar y extractos de plantas, por lo presentan piezas

subdesarrolladas o ausentes (Stoffolano & Yin, 1983; Karolyi et al., 2014).

El labro es una estructura que cubre las otras piezas bucales de corte; es una
estructura larga y esclerotizada en la parte frontal, mientras que en las zonas laterales
es membranosa (Figura 5 A, 5 B y 5 C). Forma un canal profundo que sirve como un
conducto alimentario que cubre las demas estructuras en la zona frontal; posee una
serie de 6rganos sensoriales en el apice. El labro (Lr) al retraerse encierra al canal y el
ducto salival en una unidad funcional en la zona anterior de las estructuras de corte que
pueden liberarse mediante una serie de musculos. El labro se une al tridngulo que se
forma en la zona media de la cabeza en donde se extiende un par de I6bulos
sensoriales que son utilizados para localizar las zonas de alimentacién (Bonhag, 1951;
Krenn & Aspdck, 2012; Karolyi et al., 2014).

Las mandibulas (Ma) son un par de Organos esclerotizados altamente filosos que
presentan aserramientos a lo largo de su contorno asemejando pequefios dientes
(Figura 5 A, 5 B y 5 C); estas funcionan como navajas que son capaces de cortar el
tejido cutaneo y acceder al liquido sanguineo y provocar una considerable herida. En el
caso de los machos, las mandibulas se encuentran ausentes, siendo esta la principal

diferencia en cuanto al habito hematéfago de las hembras (Karolyi et al., 2014).
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Figura 5. Aparato Bucal cortador-lamedor de los tabanidos. Panel A) Piezas bucales: Palpos
maxilares (Mxp); Labro (Lr); Mandibulas (Ma); Lacinias (Lc); Labio (La); Labela (Lb). Panel B)
Vista a microscopio del apice del labro, observando érganos sensoriales. Panel C) Vista a
microscopio de las mandibulas, observando los contornos dentados. Panel D) Estructura
interna del aparato bucal: (Hy) Hipofaringe; (Fc) Canal alimentario; (Sa) Cibario; (Sp) Canal de

succion; (Sc) Canal salival (Krenn & Aspock, 2012).

Las maxilas estan compuestas por dos estructuras, las lacinias (Lc) y los palpos
maxilares (Mxp) (Figura 5 Ay 5 D). Las lacinias yacen posteriormente a la hipofaringe
(Hy) y forman estiletes delgados que contienen finos dientes en el apice que le permite
anclarse al tejido cutdneo mientras la sangre es ingerida (Figura 5 Ay 5 D). Las lacinias
pueden prolongarse o retraerse al momento de comenzar la alimentaciéon. Por otro
lado, los palpos maxilares se localizan en la zona adyacente de las lacinias y son
estructuras elongadas cuya superficie esta cubierta por una serie de sedas sensoriales
(Bonhag, 1951; Karolyi et al., 2014).

La hipofaringe forma un estilete delgado y plano que se encuentra en la zona posterior
a las mandibulas (Figura 5 D). Esta estructura conduce al canal salival (Sa) cuya

entrada y salida se encuentra en el apice. La hipofaringe se elonga a través de la
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cabeza por la cual da lugar al cibario (Sa) y se conecta de manera directa con la bomba
de succion (Sc) y la bomba salival (Sc). Esta dltima es la encargada de eyectar una
serie de sustancias que le ayudan en el proceso de alimentacion (Krenn & Aspéck,
2012; Karolyi et al., 2014).

El labio (La) esta compuesto por dos estructuras, el tallo basal y la labela (Lb). El tallo
basal es una estructura membranosa con una serie de espinas incrustadas y pequefas
zonas esclerotizadas (Figura 2A y 2B). La labela es una estructura larga y ancha en
forma de disco que se divide perfectamente en dos secciones; y cuya funcién es sujetar
el sustrato y capturar el liquido sanguineo. En la superficie de cada seccién presentan
una serie de diminutos canales denominadas pseudotraqueas, cuya funcion es incierta,
aunque podria estar relacionada con el filtrado de alimento (Lawson, 1983; (Krenn &
Aspock, 2012).

3.6. Glandulas Salivales de los Insectos Hemato6fagos

Las glandulas salivales se encuentran asociadas al aparato bucal, cuya funcion es la
secrecion de componentes quimicos que son mezclados con los alimentos para
coadyuvar a la ingestion inicial. Existen cuatro tipos de pares de glandulas asociados
con la cavidad oral y se pueden diferenciar dependiendo de la zona en la que se
encuentren: glandulas mandibulares, maxilares, hipofaringeales y labiales (Walker,
2009). La presencia o ausencia de los pares de glandulas cominmente se encuentra
asociado a los estadios de desarrollo que cumplen funciones variadas e incluso no
secretorias (Walker, 2009).

En el caso de los dipteros, las glandulas salivales presentes son las labiales. Se
presentan en par y estan conectadas mediante un solo ducto a la cavidad oral. A pesar
de que se originan del segmento labial, estas se encuentran conectadas de manera
directa a la hipofaringe y se extienden de manera interna en el térax llegando hasta el
primer segmento abdominal. Se encuentran suspendidas en el hemocele y estan
embebidas por la hemolinfa (Oschman & Berridge, 1970; Walker, 2009).

Presentan dos regiones: una secretora y una de reabsorcion. La region secretora se

encarga de producir la saliva, cuyo componente principal es agua. El agua es obtenida
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de la hemolinfa y transportada activamente mediante los iones de sodio y potasio a
través de los canales i6nicos del lumen glandular. Las células responsables del
transporte y almacenamiento del agua se caracterizan por tener grandes depdsitos en
la membrana celular y en las microvellosidades de las zonas adyacentes con otras
células, de tal manera que aumentan considerablemente los espacios extracelulares
para el almacenamiento (Walker, 2009). Por otro lado, las células presentan
abundantes mitocondrias las cuales proveen la energia necesaria para la realizacion
del transporte activo a través de las bombas. Asi mismo, presentan células
especializadas que sintetizan proteinas, principalmente enzimas digestivas, y otros
componentes organicos; las células se caracterizan principalmente por la presencia de
reticulos endoplasmicos extensivos, los aparatos de Golgies y gran cantidad de
granulos secretores que sintetizan y transportan internamente las secreciones (Walker,
2009). Cabe mencionar, que ciertos componentes salivales no son secretados
directamente por el tejido glandular, si no producidos en otras regiones del cuerpo y

son transportados a través de la hemolinfa (Walker, 2009).

La regién de reabsorcion se encarga de volver a tomar los iones de sodio y potasio
provenientes de la saliva a través de las bombas de transporte activo y transportarlas a
la hemolinfa. La finalidad es poder reciclar los iones dejando la saliva como un medio
hipoténico en comparacion con la hemolinfa. Las células presentan pliegues que
incrementan la superficie celular; estos pliegues tienden a cerrarse por completo, por lo
que facilitan el movimiento de iones reduciendo el gradiente osmético, lo cual incentiva
a las células a perder agua. De igual manera, las células presentan abundantes
mitocondrias, con las que producen la energia necesaria para el transporte activo de

los iones de la saliva a la hemolinfa (Walker, 2009).
3.7. Componentes salivales

La saliva de los insectos hematdfagos esta constituida por una serie de compuestos
guimicos que cumplen una determinada funcion durante el proceso de succion de la
sangre, principalmente, las que coadyuvan para suprimir la respuesta hemostatica, la

inflamatoria y la inmunitaria (Ribeiro & Arca, 2009).

23



3.7.1. Enzimas

Las enzimas salivales permiten que se realice con mayor eficiencia la hematofagia, ya
gue son las encargadas de degradar los productos finales de la cascada de la
coagulacion, la vasodilatacién de la zona de alimentacion para acceder a una mayor
cantidad de liquido sanguineo; y por consiguiente, la inhibicion de las respuestas
hemostatica e inflamatoria por parte de los hospedero (Ribeiro, 1995; Arca et al., 2007;
Ribeiro & Arca, 2009).

Una de las enzimas mas caracteristicas son las apirasas; son un conjunto de enzimas
qgue pertenecen quimicamente a la familia de las 5’-nucleotidasas, su funcién principal
es hidrolizar los nucleétidos energéticos ATP y ADP hasta la unidad AMP. Estos
nucleotidos se encargan de activar los comportamientos de defensa de los hospederos,
dado que principalmente estimula la segregacién de plaquetas, la produccion de
moléculas precursoras de la cascada de coagulacidon, la induccidon a la respuesta
inmunitaria y la respuesta nerviosa del dolor (Valenzuela et al., 2001). Por otro lado, el
catabolismos de los nucleétidos conlleva a sintetizar adenosina e inositol, dos
moléculas consideradas como potentes vasodilatadores y liberadores de granulos de
mastocitos (Ribeiro, 1995; Ribeiro & Francischetti, 2003; Ribeiro & Arca, 2009).

Por otro lado, las peroxidasas son un grupo de enzimas que actian como poderosos
vasodilatadores, ya que inhiben la accion fisiolégica de las catecolaminas, las cuales
ayudan a mantener cerrados los vasos capilares (Ribeiro, 1995). Con la presencia del
peréxido de hidrogeno, las peroxidasas son capaces de degradar la serotonina (5-TH),
inhibiendo la accion de este neurotransmisor asociado a la respuesta nerviosa al dolor
(Ribeiro & Arca, 2009).

Otro grupo de enzimas son el grupo de las fosfolipasas FAP (Factor Activador de
Plaguetas). Su funcion esta asociada a la induccion de los efectos proinflamatorios; ya
gue estimulan la produccion de acido araquidonico (AA) y lisofosfatidil colina (LPC), los
cuales intervienen en la sintesis de las prostaglandinas PGD,, uno de los potentes
vasodilatadores e inhibidores de la agregacion plaguetaria. Otra funcién es la

capacidad de lisar los eritrocitos, por lo que le atribuye la atribuye la actividad
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hemolitica (Ribeiro, 1995; Ribeiro & Francischetti, 2003; Ribeiro & Arca, 2009).

En el caso de las hidrolasas, en su mayoria se clasifican como serin proteasas, cuya
funcidn se encuentra asociadas a la activacion de plasminégenos, los cuales son
precursores de enzimas proteoliticas que tienen alta especificidad por la fibrina. Esto
ultimo le confiere una fuere actividad anticoagulante. Otro grupo de serin proteasas
presentan actividad elastasa, la cual son capaces de degradar fibras elasticas de la piel
con la finalidad de sensibilizar la zona de alimentacion y estimular el flujo sanguineo
para poder acceder a una mayor cantidad de sangre durante la alimentacién (Ribeiro,
1995; Ribeiro & Arca, 2009).

Las hialuronidasas son la encargadas de degradar el acido hialurénico, degenerando
los componentes de las matrices extracelulares y favoreciendo la difusion del contenido
salival en el interior del tegumento (Ribeiro, 1995). Las endonucleasas son capaces de
reducir la viscosidad de la piel al degradar el ADN que se liberé a causa de las células
lisadas, ademas de que pueden sintetizar nucledtidos activos que estimulan la
respuesta fisiologica del hospedador (Ribeiro & Arca, 2009). Las peptidasas actian en
la degradacién de la bradicinina y en la activaciéon de las anafilotoxinas, las cuales
estdn asociadas a la respuesta inmunoldgica de hipersensibilidad (Ribeiro & Arca,
2009).

Finalmente, las pirofosfatasas son las encargadas de la degradacién de polifosfatos
gue segregan las plaquetas, con el cual se activa el sistema de coagulacion
(Francischetti et al., 2010).

3.7.2. Moléculas antagonistas de receptores

Son un grupo de moléculas con actividad antagonista; se encargan de inhibir de
manera competitiva los receptores de las membranas celulares responsables del inicio
de las respuestas fisioldgicas de los hospederos. Las desintegrinas son péptidos que
contienen un motivo RGD (Arg-Gly-Asp, RGD) que les permite tener afinidad por las
proteinas que integran el fibrinbgeno; dando como resultado la inhibicion de la

agregacion plaquetaria (Ribeiro & Francischetti, 2003).
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3.7.3. Vasodilatadores

Son un grupo de moléculas que inhiben el proceso de vasoconstriccion, uno de los
principales mecanismos por el cual se inicia el proceso de la hemostasis y respuesta
inflamatoria. Los mamiferos presentan de manera fisioldgica algunas moléculas
vasodilatadoras como las prostaglandinas, quienes intervienen en procesos de
contraccion vascular que produce la serotonina (5-TH) y los tromboxanos (TXA2)
derivado de respuestas ambientales, desarrollo embrionario o traumatismos (Bender
et al., 2013).

En el caso de los insectos hematofagos, se han encontrado pequefias moléculas como
oxido nitrico (NO), el cual es acarreado por nitroforinas, un grupo de proteinas que

pertenecen a la familia de las lidocainas (Ribeiro & Arca, 2009).

La adenosina y las proteinas K estimulantes estan catalogadas como potentes
vasodilatadores en los insectos hematéfagos; esta Ultima se encarga de estimular los
canales de potasio para la producciéon de ADP y receptores PACAP (Polipéptido
Ciclasa Activadores de Adenilatos Pituitario) que actian como vasodilatadores o
inhibidores de plaquetas (Ribeiro & Arca, 2009).

Finalmente, los insectos poseen un grupo de prostaglandinas que actian sobre los
receptores y estimulan la vasodilatacion fisiologica, la cual desencadena algunas
respuestas agresivas, tal es el caso de la liberacién de histaminas activas que conlleva

a la inflamacién no controlada (Diaz-Martin, 2014).
3.7.4. Kratagonistas

Son un grupo de pequefias proteinas que tienen afinidad por moléculas pequefias
como la serotonina (5-TH), iones de hidruro (H"), norepinefrina (NE) ADP,
Tromboxanos (TXA,), leucotrienos B4 (LTB,) y cistein leucotrienos, que actian como
moléculas agonistas en los receptores de la superficie celular y cuya funcion es el inicio
de las complejas respuestas fisioldgicas: hemostatica, inflamatoria e inmunitaria (Diaz-
Martin, 2014).
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3.7.5. Inhibidores de proteasas

La coagulacion y la cascada de complemento representan un complejo sistema de
macromoléculas que en sus extremos poseen pequefias moléculas precursoras de
proteasas 0 moléculas proteoliticas, con el cual ejercen efectos moduladores sobre las
trombinas y los complejos liticos del sistema de complemento. De manera fisioldgica,
los hospederos poseen algunas de estas enzimas como un mecanismo de regulacion;
debido principalmente, a que la accién de una enzima estimula a otra, y esta a su vez
estimula a otra, con la cual se mantiene un ciclo. Por la cual, la accién inoportuna de
los inhibidores de proteasas puede establecer un complejo bloqueo bioquimico ante la

respuestas hemostatica, inflamatoria e inmunitaria (Ribeiro & Arca, 2009).

Algunos insectos poseen antitrombinas de la familia proteica Kunitz que actian como
antiplaquetarios y anticoagulantes. También las nitroforinas que actian como
kratagonistas de la serotonina, histamina, iones de hidrogeno. Finalmente, las
proteasas de los diversos factores de coagulacién I-XII con sus variantes (Xa-Xllb),
actuando principalmente como precursores de la respuesta de la cascada de la
coagulacion (Ribeiro & Arca, 2009).

3.7.6. Moléculas inmunosupresoras e inmunomoduladores

Los insectos hematéfagos presentan moléculas que son capaces de evadir 0 minorizar
la respuesta inmunoldgica de los hospedadores. Actian de forma conjunta desde las
fases iniciales del procesamiento y la presentacion antigénica hasta las fases efectoras

finales.

Para impedir que sus moléculas salivales sean detectadas como antigenos por el
hospedero, recurren al mimetismo molecular, ejemplo de ello es el caso de las
prostaglandinas de los insectos, cuya estructura es similar a la de los mamiferos

hospederos y pueden pasar desapercibidos.

Otra estrategia es la evasion de la activacion de células dendriticas y la presentacion
de antigenos, debido principalmente a que algunas moléculas son capaces de inhibir la

accion de citocinas y co-estimulantes.
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Finalmente, el bloqueo de anticuerpos especificos, ya que se unen a las
inmunoglobulinas en la regién fraccion constante (Fc) por lo que no son capaces de

detectar el antigeno y, por ende, no iniciar la respuesta inmunitaria.
3.7.7. Rol de la sangre

Los insectos hematofagos pueden dividirse en tres grupos: 1) insectos en donde solo
en su estadio larval se alimentan de sangre; 2) insectos que se alimentan de sangre
durante todo su ciclo de vida; y 3) insectos que solo se alimentan de sangre en su
estado adulto. El tercer grupo esta subdividido en tres subgrupos: (i) insectos adultos
gue son obligatoriamente hematdfagos; (ii) insectos adultos que son opcionalmente
hematofagos; (iii) insectos adultos en las que solo las hembras opcionalmente se
alimentan de sangre, mientras que los machos no. Los tabanidos se encuentran

categorizados en este Ultimo subgrupo (Diaz-Martin, 2014).

Las hembras se alimentan de animales vertebrados, principalmente mamiferos
homeotermos, con el principal objetivo de obtener una fuente proteica exdégena para la
maduracion de sus 6rganos reproductivos y completar el ciclo oogénico. Ademas, son
capaces metabolizar el fluido sanguineo para la obtencion de energia para volar y

realizar actividades fisiologicas (Inostroza-Infante, 2013).
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IV. MATERIALES Y METODOS
4.1. Area de estudio

Los individuos fueron colectados en dos zonas de vegetacion conservada del estado de
Campeche: 1) la Unidad de Manejo Ambiental (UMA) Nohan, ubicada en el km 90
carretera Champoton-Carmen en el Municipio de Carmen, Campeche; en las
coordenadas 19° 01’ 58” latitud Norte y 91° 04’ 03” latitud Oeste. (Figura 6); 2) y en un
fragmento de selva en el Colegio de Postgraduados Campus Campeche ubicado en el
kilbmetro 17.5 de la Carretera Federal Haltunchén-Edzna en el Municipio de
Champoton, Campeche, ubicado en las coordenadas 19° 29’ 55” latitud Norte y 90° 32’
45” latitud Oeste (Figura 7).

La UMA Nohan cuenta con un clima calido subhiumedo (Awl), segun la clasificacion de
Kdpen; con temperatura media anual que oscila entre los 18-22 °C. La precipitacion del
mes mas seco es menor de 60 mm con el mayor indice pluvial en verano. (Reyes-
Gomez & Vasquez-Lule, 2009). La zona de manglar de la UMA Nohan forma parte del
area prioritaria de vegetaciéon de manglar (APCVM) Sabancuy-Chen Kan (Noguera-
Savelli et al., 2021); cuya vegetacién esta compuesta principalmente por manglar, sin
embargo se puede encontrar pastizal haléfilo, pastizal inducido, sabana, selva mediana
subcaducifolia, selva mediana subperennifolia y tular; el suelo esta conformado por
gleysol, regosol, histosol, solonchak, rendzina y vertisol (Reyes-Gomez, 2009). El sitio
se encuentra circundado por el estero de Sabancuy, la laguna el Tunal y con una serie
de sistema estuarinos con subsistemas intermareales de humedales arbéreos (Reyes-
Gomez & Vasquez-Lule, 2009).

El fragmento de selva del Colegio de Postgraduados Campus Campeche (Selva
COLPOS Cam) se presenta un clima predominante cdélido subhiumedo, segun la
clasificacion de Kopen; se presenta un alto régimen de precipitaciones, cuya media
anual varia en los 800-1200 mm durante los meses de mayo-octubre (Mejenes-Lopez &
Vallarino-Moncada, 2016).
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Figura 6. Zona 1: la Unidad de Manejo Ambiental Nohan, Carmen, Campeche (Google Earth,
2022).
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Figura 7. Zona 2: Fragmento del selva del Colegio de Postgraduados Campus Campeche,

Champoton, Campeche (Google Earth, 2022).

La temperatura anual medial fluctia entre los 25-26 °C, oscilando en una minima de

15-19 °C durante el mes de enero y una maxima de 33-36 °C durante los meses de
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mayo-junio (Granados et al., 2014). El suelo esta conformado principalmente por
litosoles de textura media; cuya vegetacion predominante es la selva mediana

subperennifolia (Mejenes-L6opez & Vallarino-Moncada, 2016).

Con la finalidad de realizar un andlisis comparativo del perfil de proteinas del EGS de la
especie mas dominante, se realizO un muestreo de ejemplares en dos zonas con
vegetacion distinta, tal es el caso de un sitio con vegetacion secundaria ubicado en
Lerma, Campeche y un bosque de selva mediana subperennifolia en el ejido de Miguel

Colorado, Escarcega, Campeche.
4.2. Método de captura

El trabajo de campo fue realizado en durante el periodo comprendido entre los meses
de junio-septiembre del 2021, lo que corresponde al periodo de lluvias en la peninsula
de Yucatan (Martin-Park et al., 2018). La metodologia implementada fue la ubicacion

de trampas por transecto (Figura 8 A).

En la UMA Nohan fueron colocadas ocho trampas a lo largo del camino que atraviesa
la zona de manglar; este funge como la entrada principal de la carretera Champoton-
Carmen hacia el rancho (Figura 8 A). Por otro lado, se colocaron siete trampas en dos
transectos, alternando cuatro y tres trampas, respectivamente (Figura 8 B).

La captura de los organismos se realiz6 mediante el uso de trampas de intercepcion de
vuelo de tipo Malaise (Figura 9 A); es una trampa no selectiva disefiada para la

intercepciéon de organismos voladores (Ibafiez-Bernal, 1989).

Su disefio consistio en una malla estructurada en forma de cubo (Figura 9 A); en una
de las esquinas se condiciondé un recipiente con etanol al 70 % para que los
organismos capturados sean preservados (Figura 9 B); asi mismo, se le colocé una
solucion atrayente preparada con agua destilada, levadura casera y azuUcar,

produciendo CO, mediante una reaccién de fermentacion (Figura 9 C).
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Figura 8. Esquema de ubicacion de las trampas por transectos. Panel A) Ubicacion de las
trampas en la UMA Nohan. Panel B) Ubicacion de las trampas en el fragmento de selva del
Colegio de Postgraduados Campus Campeche.

Figura 9. Estructura de la trampa de intercepcion de vuelo de tipo Malaise para la captura de
tabanidos. Panel A) Montaje de la trampa. Panel B) Colocacion del frasco con etanol al 70 %

para la preservacion de los organismos. Panel C) Colocacion de la solucién atrayente.

Se realizaron un total de 21 salidas de campo durante los meses de junio, julio, agosto
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y septiembre del afio 2021, correspondiente al periodo de lluvias en la peninsula de
Yucatan. Fueron realizadas nueve salidas para la UMA Nohan y 12 salidas para la
Selva COLPOS Cam.

4 3. Identificacion taxondmica de los tabanidos

Los organismos colectados fueron resguardados en frascos de vidrio con etanol al
70%; posteriormente se transportaron al area de Prote6mica del laboratorio de Biologia
Molecular y Gendmica Funcional del Colegio de Postgraduados Campus Campeche.
Para la identificacion de los ejemplares, se utilizo la clave de identificacion de tabanidos
propuesta por Ibafiez-Bernal (1992) mediante la observacion y discriminacion de sus

caracteres morfoldgicos a través de un microscopio estereoscopio.
4.4. Identificacién de fauna y vegetacion.

Se identifico la vegetacion aledafia que se encontraba en cada sitio de colocacion de la
trampa; esto se realiz6 mediante la consulta directa con un experto en botanica, tal es
el caso de la Dra. Eliana Noguera Savelli y la consulta con manuales de identificacion

como el de Cetzal-Ix et al., (2019).

Por otro lado, se realiz6 la identificacion de la fauna para determinar presas potenciales
de los tabanidos. Se determind mediante la consulta directa con el Biol. Jonathan
Pizano, especialista en fauna silvestre, asi como el Biél. Loren Vasquez, quien tiene
experiencia en la identificacion de aves. Asi mismo, la consulta de manuales de
identificacion, tal es el caso Diaz-Gamboa et al.,, (2020) para la identificacion de

reptiles.
4 5. Analisis bioestadistico
45.1. Construccion de base datos

Se registraron las especies de tabanidos en una hoja de célculo en el programa de
Microsoft Excel 2019. Se consider6 el nombre de las especies identificadas, la cantidad
de individuos capturados por fecha de colecta, el tipo de vegetacion circundante en

cada una de las trampas y su respectiva georreferenciacion.
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4.5.2. Construccién de Curva de Acumulacion de Especies

Se realizé la construccién de una curva de acumulacion de especies considerando la
presencia y ausencia de los individuos con respecto a la unidades de esfuerzo de

muestreo, es decir, cada salida de campo (Moreno, 2001).
4.5.3. Diversidad y Abundancia
4.5.3.1. Abundancia Relativa

Con la cantidad de especies capturadas y registradas, se obtuvo la riqueza especifica
(Moreno, 2001).

S = N° de especies totales

Por otro lado, se calcul6é la abundancia relativa (C. Moreno, 2001), para identificar el
porcentaje de cada especie con respecto al total de individuos colectados en cada sitio.
Numero de organismos colectados

Abundancia relativa = - : * 100
Numero total de organismo

Para calcular la abundancia de cada sitio de muestreo con respecto a la cantidad de

organismos colectados (Moreno, 2001), se calcul6 el indice de Margalef:

_S—1

Dimg = InN

S = NUumero de especies.
N = Total de organismos colectados.
4.5.3.2. Diversidad y dominancia de Simpson

Para determinar la diversidad de cada sitio con respecto a la cantidad de especies
presente y sus respectivas abundancias (Moreno, 2001), se calculé el indice de
diversidad y dominancia de Simpson:



fi = frecuencia registrada de la especie i.
4.5.3.3. Diversidad de Shannon-Wiener (a)

Para determinar la diversidad de cada sitio de muestreo con respecto a la uniformidad
de los datos de las especies y la aleatoriedad del grupo (Moreno, 2001), se calculd el

indice de Shannon-Wiener:

H'=—Zﬁlnfi

N= Total de organismos colectados.
fi= Frecuencia registrada para la especie i.
4.5.3.4. Diversidad ponderada y diferencia de varianzas

Se calculé el indice de diversidad ponderado en funcion de cada especie, con la

finalidad de estandarizar el valor para poder realizar una prueba de comparacion.

(NlogN) — (3 filog fi)
Hp =
N
Se realiz0 el calculo de la varianza del indice de diversidad ponderado para determinar

el grado de dispersion de sus datos.

[¥ filogfi — (X filogfi)?]/ N

Var = N?

Se calcul6 la diferencia de varianzas, para determinar el grado de homocedasticidad.
Dyor = Jvar, +var

Var; = variacion presente en la zona 1

Var, = variacion presente en la zona 2

4.5.3.5. Prueba T de Hutchenson

Se realiz6 una prueba t de Student para comparar la diversidad de ambos sitios
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(Moreno, 2001) y observar si presentan diferencias estadisticamente significativas:

Hp; — Hp,
DVar

t=
Hp, = Diversidad ponderada de la zona 1.
Hp. = Diversidad ponderada de la zona 2

D var = Raiz de la suma de diversidad de varianzas.

Ho = La diversidad de la zona 1 no varia significativamente con respecto a la zona 2
(21=22).

Ha = La diversidad de la zona 1 varia significativamente con respecto a la zona 2
(Z21£Z2).

Se calcularon los grados de libertad, con los cual nos permitié discriminar entre nuestra

prueba de hipétesis.

(vary + vary)

gl= var; 2 + var,?2
N, )TN

4.5.3.6. Equidad de Pielou (J)

Para determinar si los sitios de muestreo son similares, en cuanto a cantidad de
especies presentes o ausentes (Moreno, 2001), se calculd el indice de similitud de
Jaccard:

'
~ H'max

J

H’ = Diversidad del sitio
H’max = Diversidad maxima esperada del sitio.
4.5.3.7. Diversidad Beta (B)

Para determinar el recambio de especies presente en cada uno de los sitios (Moreno,
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2001), se calculd el indice de diversidad beta:

S = Riqueza acumulada (diversidad gamma)
a = Numero promedio de especies (diversidad alfa)
4.5.3.8. Densidad Aparente de Tabanidos (ADT)

Para determinar la eficiencia de las trampas con respecto a las capturas totales de
tabanidos en relacién con la unidad de esfuerzo de muestreo (Prisca et al., 2021), se

calculo la densidad aparente de tabanidos (ADT):

N° de tabanidos
N° de trampas x Unidad de esfuerzo de muestreo

ADT =

4.6. Obtencion de proteinas
4.6.1. Extraccion de proteinas a partir de EGS

Con los organismos ya identificados, se seleccionaron los ejemplares més abundantes
y se realizo la diseccion de 100 ejemplares hembras donde se extrajeron las glandulas
salivales. Para la obtencion del extracto de glandulas salivales (EGS), se realizé el
procedimiento modificado de Rajska etal., (2003). Las glandulas salivales fueron
colocadas en tubos coénicos de 1.5 mL con 100 pl de solucion salina de fosfatos (PBS)
(15 mMm de KH,PO,, 20 mM Na,HPO,, 130 mM NaCl, 2.7 mM KCI, pH 7.2) y se
homogeneizaron con ayuda de un agitador vértex. Los tubos se sometieron a un ciclo
de centrifugacion en condiciones de 12 800 rpm durante 15 minutos a 4 °C. Finalmente,
se recuperoé el sobrenadante y se colocé en un tubo cénico nuevo, donde se le vertio
acido tricloro acético (TCA) como agente de precipitacion en una proporcion de 25 %

volumen/volumen (V/V); se dejo precipitando 4 °C.

Para la recuperacion de las proteinas precipitadas en TCA, se siguié la metodologia
modificada de Fujita et al., (2010). Las muestras se sometieron a centrifugacion en
condiciones de 12 800 rpmdurante 5 minutos a 4 °C para la obtencion de una pastilla.
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La pastilla se lavdé con una solucion de lavado (acetona fria y ditiotreitol, DTT) y se
sometié a una centrifugacion en condiciones de 12 800 rpm durante 5 minutos a 4
°C; se realizaron dos lavados con solucion de acetona/DTT con un ciclo de
centrifugacion intermedio en condiciones de 13,000 rpm durante 5 minutos a 4 °C.

Posteriormente, las muestras se colocaron en una placa de calentamiento a 95 °C
durante 45 segundos para evaporar los restos de acetona. Las proteinas fueron
resuspendidas en solucion de Dodecil Sulfato Sdédico (SDS) y Tris-base y se

almacenaron a 4 °C hasta su uso.
4.6.2. Cuantificacién de proteinas

Para determinar la cantidad de proteinas presentes en los extractos se realiz6 el
protocolo descrito por Bradford (1976). Se tomd el reactivo de Bradford de la marca

BioRad realizando una dilucién (1:4) con agua ultrapura.

Se realizé la construccion de la curva estdndar con la proteina de suero bovino
albumina (BSA) considerando un gradiente se concentracién de 0, 2.5, 5, 7.5y 10 ug
mL™. Las soluciones preparadas fueron colocadas en una placa de 96 pozos y se le
adicionaron 200 pL de reactivo de Bradford diluido. Cada pozo fue homogenizado y se
dej6é incubando a temperatura ambiente durante 5 min. Posteriormente, se realizé la
lectura de la absorbancia a una longitud de 595 nm utilizando el espectrofotbmetro
(Victor™ X5). Los datos obtenidos fueron analizados por el software Workout2.5 donde
mediante una regresion lineal se obtuvieron los valores de la pendiente (m) y ordenada
al origen (b). Posteriormente, se siguioé el procedimiento anterior, pero ahora con las
muestras problema, donde al obtener el valor de la absorbancia se extrapolaron los
valores para la obtencion de la concentracion de proteinas en cada muestra. Se utilizé
como blanco la solucién de resuspension de proteinas (100 mM Tris-HCI pH 9.5, 1 %
SDS).

4.6.3. Electroforesis SDS en geles de poliacrilamida

La separacion de proteinas se realiz6 mediante una electroforesis de geles de

poliacrilamida (SDS-PAGE) al 12 %. Las muestras fueron preparadas en concentracion
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1:1 V/V con Buffer de carga 2X (0.5 M Tris-HCI, pH 6.8; 50 % Glicerol; 1 % Azul de
Bromofenol; 10 % SDS; B-mercaptoetanol), donde se cargaron 10 pL por pozo. Las
muestras se corrieron a 80 V durante 40 minutos y posteriormente a 100 V durante 2
horas. Los geles obtenidos se tifieron con solucidén de nitrato de plata (AgNO3) y se
revelaron con solucion de formalina al 0.04 % y carbonato de sodio (Na,CO3) al 2 %); la
reaccion de revelado se detuvo con solucion de acido acético al 5 % y el gel fue

resguardado en solucién de acido acéticoal 1 % a 4 °C.
4.7. Caracterizacion de la actividad bioldgica
4.7.1. Zimografia: actividad proteolitica

Para determinar el perfil de actividad proteolitica se realizé la técnica de zimografia. Se
utilizaron geles de acrilamida (12 %) co-polimerizados con gelatina (colageno) al 0.32
%. Las muestras de proteinas se prepararon en concentraciéon 1:1 V/V con buffer 2X
PAGE en condiciones nativas; se cargaron 2 pL por pozo. Las condiciones de corrida
electroforética fueron 80 V durante 20 min y 100 V durante 120 min. Los geles se
colocaron en una solucién de lavado (50 mM Tris-HCI pH 7.5, 2.5 % Triton X100)
durante 30 min en dos ocasiones. Posteriormente, los geles se embebieron en solucion
de activacion (50 mM Tris-HCI, 5 mM CaCl,, 1 mM ZnCl;) durante 5 horas a
temperatura de 37 °C y 4 °C. Finalmente, los geles se tifieron con solucion de azul de
Coomassie y se contrastaron con solucion destefiidora (50 % agua, 40 % metanol y 10
% &cido acético glacial). Las imagenes fueron obtenidas utilizando una cémara

fotografica profesional.
4.7.2. Inhibicion de la actividad proteolitica

Las proteinas obtenidas fueron sometidas al efecto de inhibidores de proteasas. Los
inhibidores especificos utilizados fueron 20 pM N-[N-(1-3-trans-carboxiirano-2-
carbonilo)-L-leucil]-agmatina (E-64); 200 uM N-a-p-tosil-L-lisina clorometil hidroclorato
cetona (TLCK); 10 puM (dinitrilo de etileno) acido tetracético (EDTA); 1x coctel de
inhibidores ©PROMEGA.

4.7.3. Zimografia: actividad amilolitica
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Se determind la actividad amilolitica mediante la técnica de zimografia. Se utilizaron
geles de poliacrilamida (12 %) co-polimerizados con almidon al 1 %. Las muestras de
las proteinas se prepararon en concentracion 1:1 V/V con buffer de carga 2x PAGE en
condiciones nativas; posteriormente se cargaron 2 pL por pozo. Las condiciones de
corrida fueron 80 V durante 20 min y 100 V durante 120 min hasta que la frente corrida
llegara al final. El gel obtenido se coloco en una solucién de lavado (50 mM Tris-HCI pH
7.5, 2.5% Triton X100) durante una hora. Posteriormente, el gel fue embebido en
solucién de activacion (50 mM Tri-HCI, 5 mM CaCl,, 5 mM ZnCl,), el cual se incub6
duran una hora a 37 °C (Andrades & Contreras, 2017). Finalmente, el gel obtenido fue
tefiido con una solucién de Lugol (KI, 1) al 3 % y destefiido con agua destilada. Se

obtuvieron las imagenes mediante una camara fotogréfica profesional.
4.7.4. Analisis densitométrico

Los resultados fueron analizados mediante un analisis densitométrico mediante el
programa Image J version 1.8.0. Se cuantificaron los pixeles de las bandas
correspondientes a la actividad proteolitica y amilolitica y se registraron en una hoja de
célculo de Excel para posteriormente ser analizados mediante una prueba T de
Student.

4.7.5. Actividad antimicrobiana (AMB)

Para determinar la actividad antimicrobiana (AMB) se realizé un ensayo de inhibicion
del crecimiento bacteriano en placas de micro-dilucién, de acuerdo con la metodologia
modificada de Sultanbawa et al., (2009).

4.75.1. Construccion de la curva de McFarland

Para la construccion de la escala McFarland, se utilizé acido sulftrico (H.SO,) al 0.36
M y cloruro de bario (BaCl,) al 0.048 M. De acuerdo con el principio tedrico de la
reaccion, este indica que al combinar los reactivos se forma un precipitado de sulfato
de bario (BaSQ,), con la turbidez similar a la de un cultivo bacteriano (Universidad de
Antioquia, 2009).
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Figura 10. Curva estandar en la escala de McFarland (Universidad de Antioquia, 2009).
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Cuadro 2. Relacion de la preparacion de soluciones para la composicion de la turbidez en la
construccion de la curva de McFarland (Universidad de Antioquia, 2009).

Escala de
McEarland BaCl, 0.048M (mL) H,S0,0.36 M (mL) Volumen Final (mL)  N.°de células
0.5 0.05 9.95 10 1.5x 10°

1 0.1 9.9 10 3x 10°
2 0.2 9.8 10 6 x 10°
3 0.3 9.7 10 9x 10°
4 0.4 9.6 10 12 x 10°
5 05 95 10 15x 10°
6 0.6 9.4 10 18 x 10°
7 0.7 9.3 10 21 x 10°
8 0.8 9.2 10 24 x 10°
9 0.9 9,1 10 27 x 10°

10 ! ° 10 30 x 10°

Se prepararon la serie de diluciones (10 mL) de acuerdo con el cuadro 2. Se midi6 la
absorbancia a 600 nm por triplicado en el espectofotdmetro SPECTRONIC™ 200 de la
marca Thermo Scientific™. De acuerdo con las absorbancias obtenidas, se graficaron
para la obtencion de una ecuacién regresion lineal (Figura 10) (Zapata & Ramirez-
Arcos, 2015).

4.7.5.2. Crecimiento de bacterias Escherichia coli BL21 y preparacién del inéculo

Como organismos a analizar para la AMB se utilizd una cepa de E. coli BL21 utilizadas
en laboratorio para transformacion genética. EI medio de cultivo empleado fue Luria

Bertani (Anexo 1), donde se reactivo una alicuota (150 pL) en un 10 mL de medio. Se
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crecio a 220 rpm, a 37 °C durante 6 horas.

Posteriormente, se tom6é una muestra del medio de cultivo para la medicion de la
absorbancia (600 nm) en el espectofotometro. Con la absorbancia obtenida, se
extrapolé en la curva estandar de McFarland para el calculo de la concentracion de
bacterias. Finalmente, se prepard una suspension de células ajustada a 0.5 en la
escala de McFarland (Universidad de Antioquia, 2009) para la preparacion del inéculo

bacteriano a usar.

4.7.5.3. Preparacién de compuestos activos antimicrobianos (CAA) de EGS vy la

solucién del antibiético.

De acuerdo con las cuantificaciones de los extractos proteicos realizadas previamente,

se prepararon soluciones de trabajo con concentraciones conocidas de 2, 4 y 8 pg.uL™.

Por otro lado, se realizO el mismo procedimiento a partir del antibidtico de uso
comercial de ampicilina, cuyas soluciones de trabajo fueron similares a las del

antimicrobiano (De Boer et al., 2015).
4.7.5.4. Ensayo antimicrobiano en placas de micro-dilucion.

Se utilizaron placas de cultivo de 96 pozos en condiciones de esterilidad. Se utilizo
medio LB como medio de cultivo, la suspension de bacterias E. coli ajustada a 0.5 en la
escala de McFarland, donde en los primeros dos pozos se colocé el medio sin y con
in6culo respectivamente (control técnico y control positivo a crecimiento). En el
siguiente pozo fue colocado medio LB con su respectivo indculo, al cual se le adiciond

como efecto placebo agua ultrapura (control negativo antimicrobiano).

En los siguientes tres pozos se coloco el medio con su respectivo indculo y la serie de
diluciones de los CAA del EGS de menor a mayor concentracion. En los ultimo tres
pozos se coloc6 el medio con su in6culo y la serie de concentraciones del antibiético
(control positivo a inhibicién). Se realizaron 3 réplicas técnicas por cada uno de los

pozos y dos réplicas biolégicas (n = 6) (Figura 11).
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Figura 11. Disefo experimental del ensayo antimicrobiano.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. Capturas de tabanidos en los sitios de muestreo

De acuerdo con los datos obtenidos, durante los cuatro meses de colecta de
capturaron en ambos sitios un total de 5532 ejemplares, identificando dos subfamilias,

tres tribus, cuatro géneros y nueve especies (Cuadro 3).

Cuadro 3. Especies de tabanidos colectados en dos zonas de vegetacion conservada del

estado de Campeche.

Subfamilia Tribu Género Especie Z1 Z2  Total

Chrysopsinae  Chrysopsini Chrysops C. variegatus 1 - 1
Diachlorini Diachlorus D. ferrugatus 2263 22 2285

Leucotabanus L. itzarum - 35 35

T. commixtus 1 4 5

T. colombensis 3 94 97

Tabaninae
Tabanini T. haemagogus - 2292 2292
Tabanus

T. oculus 6 132 138

T. vittiger guatemalanus - 5 5

T. yucatanus - 44 44
2 subfamilias 3 tribus 4 géneros 9 especies 2274 3258 5532

Leyenda: N es el total de tabanidos colectados, mientras que Z1 = Nohan y Z2 = Selva COLPOS Cam,

hacen referencia a las zonas en donde fueron colectados los tabanidos.

45



De acuerdo con lo anterior, en el bosque de manglar de la UMA Nohan se registré un
total de cinco especies (S), lo que representa el 17.24 % del total de especies
registradas para la peninsula de Yucatan (Manrique-Saide et al., 2001). Por otra parte,
en la Selva COLPOS Cam se registro un total de ocho especies, evidenciando el 27.59
% del total de las especies registradas para la peninsula de Yucatan (Manrique-Saide
et al., 2001). Considerando el muestreo global, se obtuvo un total de 9 especies, lo cual
representa el 31.03 % del total de especies registradas para la peninsula de Yucatan
(Manrique-Saide et., 2001).

5.2. Identificacién y caracterizacion morfolégica de las especies de tabanidos

capturados
5.2.1. Género Chrysops
5.2.1.1. Chrysops variegatus (Degeer, 1776)

Material examinado. 1 9. México, Campeche, Carmen, Sabancuy, UMA Nohan (19° 01’
55” N, 91° 05’ 37” NO), 06-VI1I-2021, Aquino-Luna, Trampa Malaise, IEXA, Xalapa, Ver.

Descripcion morfoldgica de la hembra. Presentan una longitud corporal de 7.0-7-9 mm;

el cuerpo presenta tonalidades que varian entre color amarillo y café pardo, sin
embargo, la especie puede distinguirse facilmente por la presencia de un par de
manchas o lineas alargadas, en el tercer y cuarto terguito que convergen para unirse al
mismo nivel en el segundo terguito, dejando entre ellas un area amarilla de tamafo
variable al nivel del tercer y cuarto terguito; el quinto, sexto y séptimo terguito presentan
una tonalidad mas oscura que los anteriores terguitos, por lo cual se puede notar como
si las lineas negras se difuminaran entre estos (Figura 12 A) (Ibafiez-Bernal, 1989;
1992).

El térax presenta una tonalidad de color amarillo con presencia de tres bandas
transversales color café pardo oscuro sin tomentosidad; la banda media es delgada en
la zona anterior, ensanchandose en la zona posterior; el escutelo es de color amarrillo
brillante similar al térax, con una mancha central contrastante de color amarillo mas

claro; las pleuras presentan cierto grado de tomentosidad (Figura 12 A) (Ibafiez-Bernal,
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1989; 1992).

Los halterios presentan una coloracion amarillo claro similar al del abdomen; las alas
membranosas presentan una mancha café pardo oscuro que se extiende en el eje
transversal, tocando tanto su margen posterior como el anterior; dicha mancha
presenta dos area hialinas, una ubicada en la celda cubital (CuA;) que se forma por
una pequena bifurcacion de la mancha oscura, y la otra se encuentra en la zona central
de la celda media discal (dm); en la zona apical del ala presenta una mancha un poco
mas difuminada de color café pardo que se une practicamente con la mancha oscura
transversal en el margen posterior del ala; presencia de sedas oscuras contrastantes a
lo largo de la basicosta, la vena costal y la vena radial (Figura 12 A) (Ibafiez-Bernal,
1989; 1992).

Las antenas son largas y delgadas con la presencia de siete segmentos distinguibles.
El escapo es delgado y largo, de color amarillo con la presencia de sedas contrastantes
color pardo; el pedicelo presenta casi la misma longitud que el escapo, es de color
amarillo con la presencia de sedas color pardo; el flagelo es delgado, donde el
flageldmero basal es color amarillo-pardo oscureciéndose paulatinamente hasta su
extremo; los cuatro ultimos flageldmeros son mas pequefios que el flagelémero basal y

con una coloracion pardo oscuro (Figura 12) (Ibafiez-Bernal, 1989; 1992).

Cabeza dicOptica con un par de 0jos compuestos que presentan bandas iridiscentes
(Figura 12 B); la zona del vértice presenta el tubérculo ocelar como una protuberancia
con los ocelos funcionales antepuestos en el mismo de color amarillo pardo; presencia
de sedas color amarillo en las areas del vértice, la frente, el subcallo y las genas, sin
embargo, estas ultimas presentas también zonas glabras (Figura 12 B) (Ibafiez-Bernal,
1989, 1992).

Distribucion. De acuerdo con Ibanez-Bernal (1989) su distribucion se encuentra a lo
largo de toda la region neotropical, desde Chile y el norte de Argentina hasta el sur de
México, donde Bequaert (1931) indico registros en los estados de Veracruz y Tabasco.
En el caso de la peninsula de Yucatan, Ibafiez-Bernal (1989) registra por primera vez la

presencia de esta especia en la reserva de la Bidsfera de Sian Ka’an en Quintana Roo;
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mas tarde Manrique-Saide (2001, 2012) reportaron su presencia en los estados de

Campeche y Yucatan.

Comentarios. De acuerdo con las aseveraciones de Ibafiez-Bernal (1989) se considera
como la Unica especie americana que presenta una mancha hialina en la celda M2, por
lo que dificilmente podria ser confundida, sin embargo, considerando su amplia
distribucion, no se descarta la presencia de variedades. Se considera que la mayor
actividad de los adultos de esta especie se encuentra entre los meses de febrero,
marzo y abril (Ibafiez-Bernal, 1989; 1992), restringiéndose a la temporada de nortes y
secas; sin embargo, de acuerdo con las colectas realizadas, el ejemplar fue capturado

en el mes de julio.

Figura 12. Chrysops variegatrus ¢ (Deegeer, 1776). Panel A) Torax color pardo con presencia
de tres bandas distinguibles; abdomen con un par de manchas negras paralelas; alas hialinas

con una mancha transversal. Panel B) Ojos con patron de manchas color verde iridiscente.
5.2.2. Género Diachlorus
5.2.2.1. Diachlorus ferrugatus (Fabricius, 1805)

Material examinado. 2 ¢. México, Campeche, Carmen, Sabancuy, UMA Nohan (19° 01’
55”7 N, 91° 05’ 37” NO), 06-VII1-2021, Aquino-Luna, Trampa Malaise, IEXA, Xalapa, Ver.

México, Campeche, Champotdn, Sihochac, Colegio de Postgraduados Campus
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Campeche (19° 29’ 96” N, 90° 32’ 38” O), 10-VI-2021, Aquino-Luna, Trampa Malaise,
IEXA, Xalapa, Ver.

Material examinado. 1 9. México, Campeche, Carmen, Sabancuy, UMA Nohan (19° 071’
55” N, 91° 05’ 37” NO), 06-VI11-2021, Aquino-Luna, Trampa Malaise, IEXA, Xalapa, Ver.

Descripcién morfolégica de la hembra. Presentan una longitud corporal de 7-10 mm. El

cuerpo presenta una tonalidad predominantemente amarilla. El abdomen presenta una
banda media central compuesta por sedas amarillas, mientras las zonas laterales a

esta presentan sedas negras.

El abdomen presenta un color amarillo, abarcando del primer al quinto terguito; en el
caso del sexto y séptimo terguitos, solo las zonas medias presentan un color amarillo,
ya que las zonas laterales de estos son de color negro (Figura 13 A) (Ibafez-Bernal,
1989; 1992).

El térax es de color amarillo, con la presencia de tegumento color pardo-oscuro
revestido con sedosidad de color amarillo en la zona central. Las zonas pleurales del
mesonoto y el metanoto con tegumento color amarillo revestido con sedas color
amarillo. El escutelo es de color amarillo, con una mancha color pardo en la zona
central y revestido con sedas color amarillo en las zonas marginales del mismo (Figura
11 A) (Ibéfiez-Bernal, 1989; 1992).

Los halterios son de color amarillo, contrastando ligeramente con la coloracion del
abdomen. Las alas membranosas presentan una serie de manchas oscuras; una de
ellas se encuentra en la zona apical de las celdas radiales 1 (r1) y 3 (r3) una mancha
color pardo oscuro, que se difumina en la celda radial 4 (r4) y se extiende hasta la
ramificacion de las venas R4 y R5; otra de las manchas oscuras se encuentra centrada
en la vena transversal radial media (rm) que se extienda de manera difuminada a las
celda basal media (bm) y la celda radial 5 (r5); y la otra mancha se encuentra en la
zona basal del pterostigma, abarcando la zona media de la celda radial 1 (r1). La celda
costal (c), la zona superior de la celda radial 1 (rl), parte de la celda radial basal (br) y
la parte distal del pterostigma de color amarillento. Presentan una basicosta totalmente

desnuda; la vena costal, la vena radial 1 (R1) y la vena cubital anterior 2 (CuA2)
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presentan una serie de sedas color oscuro con una apariencia y densidad superiore a

las que presenta la vena cubital anterior 2 (Figura 13 A) (Ibafez-Bernal, 1989; 1992).

Presentan un par de antenas color amarillo rojizo con siete segmentos distinguibles; el
escapo es largo de color amarillo con la presencia de sedas amarillo claro en su mitad
basal y sedas color negro en la mitad distal; el pedicelo es de color amarillo con sedas
amarillas brillantes en la parte inferior y sedas oscuras en las zonas laterales y margen
superior del mismo; presenta una protuberancia poco marcada con presencia de
algunas sedas oscuras en su zona apical. El flagelo presenta una coloracion amarilla,
gue se va tornado rojiza, sin embargo, presenta las mismas sedas amarillo brillante a lo
largo de todo este. Los ultimos flagelomeros presentan una tonalidad rojiza que se
oscurecen por completo en el otro extremo, cuyas sedas se oscurecen paulatinamente
(Figura 13 B) (Ibéafiez-Bernal, 1989; 1992).

Cabeza dicoptica con un par de ojos compuestos que presentan un patréon de bandas
iridiscentes; dicho patron esta conformado por tres bandas verticales color verde sobre
un fondo oscurecido; las bandas se conectan a la misma altura en tres distintos puntos
asemejando un patrén espejo; la posicidon de ambas bandas centrales asemeja la forma
de un ancla (Figura 13 B). La zona del tubérculo ocelar se proyecta como una
protuberancia con los ocelos funcionales antepuestos de color amarillo pardo. Toda la
superficie de la cara con presencia de tomento amarillo; presenta vestigios de ocelos
de color oscuro; la frente presenta un callo frontal con forma ovalada de color oscuro
gue extiende por casi toda la frente y presentan algunas sedas de color amarillo. La
zona del subcallo se encuentra revestido de tomentosidad amarillo brillante,
ligeramente mas claro que la zona de la frente y las genas; estas ultimas presenta
sedas de color oscuro (Figura 13 B) (Ibafiez-Bernal, 1989; 1992) (Ibafiez-Bernal, 1989;
1992).

Distribucién. De acuerdo con Ibafiez-Bernal (1989, 1992) indica que su distribucion
abarca desde el Sureste de los Estados Unidos, incluyendo zonas como New Jersey,
Florida y Texas; asi mismo se extiende por las Islas Bahamas, México y Centroameérica
(Ibafhez-Bernal, 1989; 1992). En México, se colectaron ejemplares en los estados de

Tabasco y la Peninsula de Yucatan (Manrique-Saide, 2001; 2012). Especificamente
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Bequaert (1931) registré capturas en la Reserva de la Biosfera de Calakmul, en el
estado de Campeche; en Celestun, Ria Lagartos, la reserva del Dzilam, por mencionar
algunos sitios de colecta en el estado de Yucatan; y en la reserva de la Biosfera de
Sian Ka’an y en la zonas aledafias de Cancun. Mas tarde, Manrique-Saide (2001;
2012) reportaria su presencia en diversas localidades en los tres estados de la
Peninsula de Yucatan. Con el presente estudio, se suman la UMA Nohan, Carmen,
Campeche y el fragmento de Selva COLPOS Campeche, Champoton, Campeche,
como registros de colecta.

Comentarios. De acuerdo con las aseveraciones de Ibafiez-Bernal (1989; 1992) indica
qgue solo esta especie del género Diachlorus se extiende hasta la regién Neértica,
mientras que el resto solo se encuentra en Sudamérica. Por esta razon, solo D.
ferrugatus es la Unica especie de este género que ha sido registrada en México
(Ibafez-Bernal, 1989; Manrique-Saide et al., 2001; 2012). Considerada como una de
las principales especies antropdfilas de esta familia, parasitando principalmente en
zonas donde existen asentamientos humanos (Fairchild et al., 2011). En este estudio,
esta especie fue encontrada en un fragmento de selva mediana subperennifolia y en un

bosque de manglar, donde se ha observado su presencia a lo largo de todo el afio.

A B

Figura 13. Diachlorus ferrugatus ¢ (Fabricius, 1805). Panel A) Térax y abdomen de color
amarillo, con sedas oscuras definiendo bandas transversales; alas con patron de manchas

oscuras en la zona del apice. Panel B) Ojos con patrén de bandas color verde iridiscente.
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5.2.3. Género Leucotabanus
5.2.3.1 Leucotabanus itzarum (Bequaert, 1931)

Material examinado: 2 9. México, Campeche, Champotdn, Sihochac, Colegio de
Postgraduados Campus Campeche (19° 29' 96” N, 90° 32’ 38” O), 10-VI-2021, Aquino-
Luna, Trampa Malaise, IEXA, Xalapa, Ver.

Descripciéon morfologica de la hembra. Presenta una longitud corporal de 9.8-10.2 mm

por lo que son ejemplares de tamafio pequefio que se caracterizan por la presencia de
sedas color amarillo en el escudo y el escutelo. El abdomen es de color pardo oscuro,
con los terguitos recubiertos por sedas de color oscuro, salvo el margen lateral del
terguito |, los margenes posterior y lateral del terguito Il y la mayor parte del terguito 1V
donde presentan sedas de color amarillo claro o blancas (Figura 14 A) (Ibafiez-Bernal,
1989; 1992).

EL térax presenta una tonalidad de color pardo, con tomentosidad color amarillo y
sedas color amarillo claro. El escudo, el escutelo y las zonas laterales de las pleuras se
encuentra densamente revestidos por sedas color amarillo claro (Figura 14 A) (Ibafiez-
Bernal, 1989; 1992).

Los halterios presentan una tonalidad pardo oscuro que contrastan ligeramente con la
tonalidad del abdomen. Las alas membranosas son hialinas, sin la presencia de
manchas u oscurecimientos. La zona proximal de la vena costal (C) con una tonalidad
amarillenta al igual que la zona basal del pterostigma. La zona proximal de la vena
subcostal (Sc); la zona proximal de la vena radial ».3 (R2+3) a la altura de la celda basal
radial (br) y parte de la celda rz.3 (r2+3); y la zona proximal de la vena cubital anterior 2
(CuA>), con la presencia de ligeros aclaramientos color amarillo. Presencia de la fusion
terminal de la segunda vena cubital anterior y la vena anal, formando CuAj.za; Y
ausencia de apéndices en la vena radial 4 (R4) (Figura 14 A) (Ibafiez-Bernal, 1989;
1992).

Las antenas presentan una tonalidad que va de una tonalidad ambar cambiando

paulatinamente hacia su otro extremo en una coloracion pardo rojizo; el escapo y el
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pedicelo es de color ambar donde presentan tomentosidad color amarillo claro en la
zona basal y sedas color oscuro en la zona proximal; el flagelo es de color pardo rojizo
con presencia de sedas oscuras en la placa basal donde esta Ultima presenta una
protuberancia en forma obtusa, el resto de los flagelomeros estd conformado por la
presencia de cuatro anillos color rojizo con presencia de sedas color amarillo (Figura 14
A) (Ibafiez-Bernal, 1989; 1992).

Cabeza dicoptica con presencia de un par de o0jos compuestos con color
monocromatico oscuro, sin presencia de bandas. La zona del vértice presenta una
combinacién de sedas negras y amarillas; el tubérculo es pequefio y bien marcado con
presencia de ocelos vestigiales. La frente es angosta con tegumento pardo brillante con
la presencia de un callo frontal de forma clavada de color pardo oscuro separado del
margen de la frente. EL subcallo y el rostro estan revestidos por tomentosidad amarillo
claro, y la zona de las genas revestidas con sedas color oscuro (Figura 14 B) (Ibafiez-
Bernal, 1989; 1992).

Distribucién. Su distribucion se establece solo en México, en los estados de Campeche,
Yucatan y Quintana Roo, donde Ibafiez-Bernal (1989) lo registra en la reserva de la
Bidsfera de Sian Ka’an, en el estado de Quintana Roo y Manrique-Saide et al., (2001;
2012) registraron su presencia en localidades del estado de Yucatdn como Celestin y
Xmatkuil y la reserva de Calakmul en el estado de Campeche.

Comentarios. Esta especie es considerada como endémica de México, por lo que su
distribucion solo abarca la peninsula de Yucatan (Ibafez-Bernal, 1989). Inicialmente
fue clasificada dentro del género Tabanus, donde posteriormente fue descrito el género
Leucotabanus (Bequaert, 1931). En este estudio, los ejemplares fueron colectados en
un fragmento de selva mediana subperennifolia, principalmente en los meses de julio y

agosto.
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Figura 14. Leucotabanus itzarum ¢ (Bequaert, 1931). Panel A) Térax con sedas amarillas y
abdomen pardo con los terguitos I, Il y IV definidas por sedas amarillas; alas hialinas sin patron

de manchas u oscurecimientos. B) Ojos monocromaticos sin patrén de bandas iridiscentes.
5.2.4. Género Tabanus
5.2.4.1. Tabanus colombensis (Macquart, 1846)

Material examinado. 1 ¢, 1 4. México, Campeche, Carmen, Sabancuy, UMA Nohan
(19° 01° 55” N, 91° 05’ 37” NO), 06-VII-2021, Aquino-Luna, Trampa Malaise, IEXA,
Xalapa, Ver. México, Campeche, Champotén, Sihochac, Colegio de Postgraduados
Campus Campeche (19° 29’ 96” N, 90° 32’ 38” O), 10-VI-2021, Aquino-Luna, Trampa
Malaise, IEXA, Xalapa, Ver.

Descripcion morfolégica de la hembra. Presentan una longitud corporal de 9.6-11.2 mm

considerados como insectos de tamafio regular (Ibafez-Bernal, 1989); el cuerpo
generalmente es de color pardo oscuro. El abdomen presenta una tonalidad pardo
oscuro con la presencia de tres franjas distinguibles compuestas por sedas de color
amarillo claro. La franja central se extiende hasta el terguito VI, mientras que las franjas
laterales solo alcanzan el terguito V; todas estas franjas con sus margenes regulares

tan anchos como el espacio que las separa. Todos los esternitos presentan
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tomentosidad que va de color blanco a grisaceo sobre un fondo pardo claro y la
presencia de sedas amarillas. En los esternitos | y I, se presentan un conjunto de
sedas oscuras en los margenes de la franja central que se extienden hasta el terguito
lll (Figura 15) (Ibafiez-Bernal, 1989; 1992).

El térax es de color pardo oscuro; el escudo y la zona del escutelo presentan el
tegumento color pardo oscuro con la presencia de tomentosidad amarillo claro con
presencia de sedas color amarillas y negras, predominando las primeras e incluso
rodeando los méargenes del escutelo. La zona de las pleuras presenta sedas de color
blanco e incluso grisaceo (Figura 15 A) (Ibafiez-Bernal, 1989; 1992).

Los halterios son de color pardo oscuro, ligeramente contrastante en las zonas apicales
con el resto del cuerpo. Las alas membranosas completamente hialinas sin la
presencia de manchas u oscurecimientos, salvo el pterostigma de color amarillo.
Presencia de la fusion terminal de las venas cubital anterior y anal (CuAaziza); Y
ausencia del apéndice de la vena radial 4 (R4). Basicosta con presencia de sedas en
cantidad y disposicion similar a la vena costal. La vena R1 y la regién media de la vena
subcostal a la altura de la celda costal (c) con presencia de sedas color oscuro (Figura
A) (Ibafiez-Bernal, 1989; 1992).

Las antenas son de color rojizo. El escapo es de color amarillo con la presencia de
sedas color oscuro; el pedicelo es de color rojizo con los margenes posteriores
laterales con presencia de sedas color oscuro. El flagelo es de color rojizo que se
oscurece paulatinamente en su otro extremo. La placa basal del flagelo es de color
rojiza y presenta una protuberancia dorsal en forma de tridngulo si se coloca en vista
lateral; a lo largo de la placa basal se encuentra revestido de tomentosidad amarillo
claro con presencia de sedas cortas y gruesas de color oscuro en la zona apical de la
protuberancia. El resto de los flageldmeros con forma de anillo de color pardo oscuro
revestidos de sedas amarillas claras esparcidas (Figura 15 B) (Ibafez-Bernal, 1989;
1992).

Cabeza dicoptica con un par de 0jos compuestos con presencia de un patrén de

bandas iridiscente. Dicho patron se compone por tres bandas horizontales de mismo
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grosor; la banda inferior se recurva hacia arriba en su extremo lateral sin tocar las
bandas superiores; estas dos Ultimas se fusionan externamente dejando la forma de
dos triAngulos cuyas bases tocan la zona frontocular. La zona del vértice se encuentra
revestido de tomentosidad blanco-grisaceo con sedas color oscuro, sin tubérculo ocelar
y sin vestigios de ocelos. La frente no es completamente paralela, se va adelgazando
ligeramente en la zona basal donde presenta un callo frontal con forma ovoide o
subcuadrado separado de los méargenes laterales de los ojos. El callo frontal presenta
una extension media en forma de aguja separada, que se extiende hasta la zona de los
triangulos formados por el patron de bandas. El subcallo presenta tomentosidad pardo
amarillo. Presenta un conjunto de sedas blancas grisaceas en la zona del rostro, a
excepcion de un grupo de sedas oscuras que se encuentran en la gena cerca de la

insercion de las antenas (Figura 15 B) (Ibafiez-Bernal, 1989; 1992).

Figura 15. Tabanus colombensis ¢ (Macquart, 1846). Panel A) Abdomen con tres lineas
distinguibles de sedas amarillas; alas hialinas sin oscurecimientos. Panel B) Ojos con

conformacion dicOptica con patrén de bandas iridiscentes.

Descripcién morfoldgica del macho. Las caracteristicas morfoldégicas del macho varian

ampliamente en relacién con la hembra, desde caracteristicas tan puntuales como la

conformacion estructural de los ojos, por mencionar algunas (Figura 16) (lbafiez-
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Bernal, 1989).

El térax presenta es de color oscuro, incluyendo la zona del escudo y el escutelo; e
incluso presenta una mancha del mismo color que abarca los primeros dos terguitos;
presencia de sedas oscurecidas con sedas amarillas esparcidas. Halterios oscurecidos
con las zonas apicales amarillo claro; y las alas membranosas similares a las de la
hembra (Figura 16 A) (Ibafiez-Bernal, 1989; 1992).

Antenas de color amarillo claro en la zona basal que se va tornado rojizo y oscuro
paulatinamente hacia el extremo distal. El escapo y el pedicelo de color amarillo claro
con sedas engrosadas color oscuro. La placa basal del flagelo es de color rojizo con
sedas oscuras en la zona apical de la protuberancia. Los anillos que forman el resto de
los flageldmeros se encuentran mas oscurecidos que la placa basal (Figura 16 B)
(Ibafez-Bernal, 1989; 1992).

La cabeza de tipo holéptica con dos ojos compuestos sin el espacio de la frente
dividiendo. Se pueden distinguir dos areas de acuerdo con la conformacion de las
facetas, una monocromatica y la otra con tonalidades iridiscentes. Vértice reducido con
presencia de sedas color negro. Ausencia por completo del callo frontal y el callo
medio. El subcallo presenta tomentosidad color amarillo; y el rostro presenta sedas
color blanco y unas pocas sedas oscuras en la zona de insercion de las antenas
(Figura 16 B) (Ibafez-Bernal, 1989; 1992).

Distribucién. Su distribucion es amplia y abarca desde el norte de Brasil hasta Texas en
los Estados Unidos de América (Ibafiez-Bernal, 1989). En México ha sido registrada en
los estados de Veracruz, Campeche, Yucatan y Quintana Roo (Ibafiez-Bernal, 1989;
1992; Manrique-Saide et al., 2001; 2012).

Comentarios. Esta especie es considerada como parte de los Tabanus trivittatus,
aquellos donde presentan tres franjas en el abdomen con diversas variaciones, por lo
gue se puede confundir con otras especies dentro de este grupo (Carmo & Henrigques,
2019). A diferencia de las hembras, los machos no presentan habito hematofago y
suelen tener actividad de tipo crepuscular donde buscan alimento o forman enjambres

para la busqueda de las hembras (lbafiez-Bernal, 1989; 1992). Los caracteres
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morfolégicos del macho varian en consideracion a los de la hembra, debido
principalmente a que las claves de identificacion existentes se han basado
principalmente en la morfologia de las hembras (Ibafiez-Bernal, comunicacién personal,
junio de 2022).

De acuerdo con las consideraciones de Ibafiez-Bernal (1989) indica que su picos de
abundancias son en el mes de mayo y aparentemente activa a lo largo del afio. En este
estudio, fueron capturados algunos ejemplares, tanto en el fragmento de selva de

COLPOS Campeche como en el bosque de manglar.

Figura 16. Tabanus colombensis & (Macquart, 1846). Panel A) Abdomen con tres lineas
distinguibles de sedas amarillas; alas hialinas sin oscurecimientos. Panel B) Ojos con

conformacion holéptica con un patron medio de bandas iridiscentes.
5.2.4.2. Tabanus commixtus (Walker, 1980)

Material examinado: 2 . México, Campeche, Champoton, Sihochac, Colegio de
Postgraduados Campus Campeche (19° 29° 96” N, 90° 32’ 38” O), 10-VI-2021, Aquino-
Luna, Trampa Malaise, IEXA, Xalapa, Ver. México, Campeche, Champoton, Sihochac,
Colegio de Postgraduados Campus Campeche (19° 29’ 96” N, 90° 32’ 38” O), 10-VI-
2021, Aquino-Luna, Trampa Malaise, IEXA, Xalapa, Ver.
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Descripcion morfolégica de la hembra. Presenta una longitud corporal de 9.4-13.2 mm;

el cuerpo presenta una tonalidad pardo oscuro y es considerada como una de las
especies del grupo de los trivitatus por la presencia de las franjas en el abdomen
(Carmo & Henriques, 2019). El abdomen es de color pardo donde se pueden
diferenciar los ultimos esternitos ya que se oscurecen paulatinamente; presentan tres
franjas compuestas por tegumento y sedas color amarillo claro, cuya franja central esta
compuesta por una serie de triangulos amarillos interconectados a lo largo de los
terguitos I-VI; en el caso especifico de los terguitos | y Il, la serie de triAngulos se
encuentran sobre manchas tegumentarias negras; las franjas dorsolaterales estan en
posicion oblicua y no se conectan uniformemente (Figura 17) (Ibafiez-Bernal, 1989;
1992).

El térax es de color pardo oscuro, con tomento amarillo y con la presencia de sedas
color amarillo y negras entremezcladas, dandole una apariencia metalica con el reflejo
de la luz. Las pleuras presentan tomento blanco grisdceo con sedas blancas, salvo
algunas sedas negras entremezcladas en la zona del mesoanespisternon (Figura 17
A) (Ibafiez-Bernal, 1989; 1992).

Los halterios son de color amarillo claro, contrastando con el resto del térax y
abdomen. Las alas hialinas con ligeros oscurecimientos en la ramificacion de las venas
R4+Rs y el pterostigma color amarillo; ausencia del apéndice de la vena R4. Basicosta
con sedas color oscuro en disposicion y cantidad similar a la vena costal (Figura 17 A)
(Ibafez-Bernal, 1989; 1992).

Las antenas son de color rojizo. El escapo es de color amarillo con la presencia de
sedas color oscuro y es casi tan ancho como la placa basal de flagelo. El pedicelo es
muy pequefo, es de color rojizo y con presencia de sedas en sus margenes apicales.
El flagelo es rojizo revestido con tomento rojizo y amarillo entremezclado, la
protuberancia dorsal de la placa basal estd bien marcada y forma un angulo recto,
mientras que el margen inferior consiguiente presente una angulacion con el cual le da
una apariencia de “cuarto de luna”. Los anillos flagelares son de color pardo oscuro

revestidos de tomento del mismo color (Figura 17 B) (Ibafiez-Bernal, 1989; 1992).
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La cabeza es dicoptica con presencia de un patron de bandas iridiscentes. Dicho
patron estd compuesto por tres bandas horizontales iridiscentes sobre un fondo oscuro;
las banda media e inferior se encuentran recurvadas hacia arriba en su extremo lateral,
donde la banda inferior toca ligeramente a la media. La banda media y superior se
encuentran fusionadas o parcialmente fusionadas y formando un triangulo oscuro, cuya
base se encuentra en la region fronto-ocular. El vértice y la frente presentan tomento
pardo amarillo y sedas oscuras. Los méargenes de la frente son paralelos, pero
ligeramente convergentes en la mitad inferior. El callo frontal presenta una forma
ovoidal de color pardo oscuro separado de los margenes laterales; el callo medio en
forma de quilla y se encuentra separada de la callosidad frontal. Subcallo revestido con
tomento amarillo ligeramente mas claro que el que presente la frente. Rostro con la
presencia de tomento y sedas blancos, exceptuando la zona superior de las genas

donde se observa tomento amarillo y sedas oscuras.

Distribucién. Su distribucién abarca desde el sureste de México hasta Venezuela y
Trinidad (Ibafez-Bernal, 1989). En México ha sido reportada en la peninsula de
Yucatan; fue registrada por primera vez en Chichen Itz4, Yucatan por Bequaert en
1931, donde mas tarde se registré su presencia en la reserva de la biésfera de Sian
Ka’an Trinidad (lbafiez-Bernal, 1989) y en varios sitios de Campeche y Yucatan
(Manrique-Saide et al., 2001; 2012). Con las colectas realizadas en este estudio, se
suma la UMA Nohan y el Colegio de Postgraduados campus Campeche como nuevos
registros de colecta.

Comentarios. Esta especie fue registrada por Bequaert (1931), y la identifico bajo el
nombre de T. maya, mas tarde seria registrada como T. commixtus derivado de las
colectas realizadas por (lbafiez-Bernal, 1989) en la reserva de la biésfera de Sian
Ka’an, Quintana Roo. Esta especie suele confundirse mucho con T. colombensis y T.
vittiger var. guatemalanus; sin embargo, se logra diferenciar de T. colombensis por la
irregularidad que presentan las franjas dorsolaterales y la mancha oscura del
tegumento en los primeros dos terguitos. En comparacion con T. vittiger var.
guatemalanus se logra diferenciar por la extension de la callosidad media, donde esta

Ultima se conecta con el callo frontal, mientras que T. commixtus no es el caso. De
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acuerdo con las aseveraciones de Ibafiez-Bernal (1989) sus mayores abundancias se
presentan en el mes de mayo; en el presente estudio, se registraron pocos ejemplares

en los meses de julio y agosto respectivamente.

Figura 17. Tabanus commixtus ¢ (Macquart, 1846). Panel A) Abdomen con tres lineas
distinguibles, una central y dos franjas dorsolaterales irregulares; alas hialinas. Panel B) Ojos

con conformacién dicOptica con un patrén de bandas iridiscentes.
5.2.4.3. Tabanus haemagogus (Willinston, 1901)

Material examinado: 2 . México, Campeche, Champotdn, Sihochac, Colegio de
Postgraduados Campus Campeche (19° 29' 96” N, 90° 32’ 38” O), 10-VI-2021, Aquino-
Luna, Trampa Malaise, IEXA, Xalapa, Ver. México, Campeche, Champotoén, Sihochac,
Colegio de Postgraduados Campus Campeche (19° 29’ 96” N, 90° 32’ 38” O), 10-VI-
2021, Aquino-Luna, Trampa Malaise, IEXA, Xalapa, Ver.

Descripcion morfologica de la hembra: Presenta una longitud corporal de 10-15 mm); el

cuerpo presenta una coloracion que va desde el pardo oscuro, pardo claro e incluso
rojizo. Por la presencia de franjas medias compuestas por triangulos interconectados
en el abdomen es considerada dentro del grupo de los trivitatus (Carmo & Henriques,

2019) (Figura 18) El abdomen esta compuesto por siete segmentos visibles con
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integumento color pardo y sedas oscuras; cada division de los esternitos presenta
margenes horizontales de tegumento blanco con la presencia de algunas sedas color
amarillo. La franja central estda compuesta por una serie de triangulos interconectados
donde se observa tegumento color blanco que contrasta con el resto del abdomen,
ademas de presentar sedas color amarillo. No presenta franjas laterales, sin embargo,
en el tegumento se pueden apreciar un ligero contraste que aparentemente las delimita

(Figura 18 A) (Ibafez-Bernal, comunicacion personal, junio de 2022).

El térax presenta tegumento color pardo oscuro con lineas oscuras apenas insinuadas;
presentan polinosidad grisdcea y un revestimiento de sedas color amarillo claro. La
zona de las pleuras presenta polinosidad blanco y revestimiento de sedas color blanco
entremezcladas con sedas color oscuro (Ibafiez-Bernal, comunicacién personal, junio
de 2022).

Los halterios son de color amarillo pardo, similar al abdomen. Las alas membranosas
son fumosas, dejando las zonas centrales de las celdas un poco mas claras. La celda
subcostal (Sc) presenta una coloracion amarillenta y el pterostigma color pardo oscuro.
Basicosta con sedad en disposicion y cantidad similar a la vena costal y
aparentemente, a la vena subcostal (Ibafiez-Bernal, comunicacion personal, junio de
2022).

Las antenas son de color rojizo. Inicialmente, el escapo presenta una coloracién
amarilla con la presencia de sedas oscuras dispersas, sin embargo, se conglomeran
mas en los margenes distales. El pedicelo es de color pardo, con un revestimiento de
sedas color oscuro en sus margenes apicales. El flagelo es color castafio rojizo que
paulatinamente se va oscureciendo al otro extremo. La placa basal del flagelo presente
tegumento rojizo con polinosidad blanca; la protuberancia dorsal presenta una forma
coéncava y un revestimiento de sedas negras en la zona apical; el resto de los
flagelédmeros son de color oscuro revestidos de tomento en color similar (Ibafiez-Bernal,

comunicacion personal, junio de 2022).

Cabeza dicéptica con un par de ojos compuestos de coloracidbn monocromatica verde

iridiscente sin patron de bandas. Zona del vértice con tegumento pardo-oscuro, con
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polinosidad amarillo claro y sedas dispersas color oscuro recubriendo ocelos
vestigiales. La zona de la frente con polinosidad amarillo claro y la presencia de un
callo frontal con forma ovoide de color castafio y presenta irregularidades en la zona
del margen basal. La zona del subcallo y las genas se encuentra revestido con
polinosidad amarillo claro sin contraste aparente; sin embargo, en la zona de las genas
se encuentra revestido por sedas color claro (Ibafiez-Bernal, comunicacion personal,
junio de 2022).

Distribucién: La distribucion conocida de T. haemagogus es desde el sureste de México
y Guatemala (Bequaert, 1931). En México, se han registrado su presencia en los
estados de Tabasco; en varias localidades del estado de Yucatan siendo la mas
destacada la reserva de Celestun; en el estado de Quintana Roo, Unicamente se han
registrado colecta de algunos ejemplares en la reserva del Edén (Manrique-Saide et al.,
2001; 2012). De acuerdo con los registros de colecta consultados y con el presente
estudio, se reporta por primera vez la presencia de T. haemagogus en el estado de
Campeche, adicionando como sitio de colecta al Colegio de Postgraduados Campus

Campeche.

Comentarios: Dicha especie fue identificada por primera vez por Willinston, 1901, con
el nombre de T. filiolus, mas tarde seria actualizada a T. haemagogus (Bequaert,
1931). De acuerdo con las aseveraciones de Ibafiez-Bernal (2022), los ejemplares
revisados con anterioridad presentaban una coloracion mas rojiza por lo que su
identificacion puede confundirse con ejemplares del género Philipotabanus, sin
embargo, aparentemente presentan un rango de tonalidades desde pardo, pardo
oscuro, castafo, castafio rojizo y rojizo; ademas de la presencia del tubérculo ocelar
completamente vestigial. Se considera a T. haemagogus como una de las especies
mas abundantes en la peninsula de Yucatan, donde sus poblaciones abundan
mayormente en la época de lluvias; suelen volar en cualquier hora del dia, desde el
alba hasta el ocaso y entre sus presas potenciales se encuentran principalmente
mamiferos, donde suelen atacar animales domésticos e incluso el ser humano
(Bequaert, 1931; Ibafiez-Bernal, 2022).
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Figura 18. Tabanus haemagogus ¢ (Willinston, 1901). Panel A) Linea abdominal compuestas
por triangulos con sedas amarillas; alas con oscurecimientos apicales. Panel B) Ojos color

verde iridiscente sin patron de bandas visible.
5.2.4.4. Tabanus oculus (Walker, 1848)

Material examinado. 1 9. 1 4. México, Campeche, Champotdn, Sihochac, Colegio de
Postgraduados Campus Campeche (19° 29’ 96” N, 90° 32’ 38” O), 10-VI-2021, Aquino-

Luna, Trampa Malaise, IEXA, Xalapa, Ver.

Descripcién _morfolégica de la _hembra. Considera como un organismo de mayor

tamano, presente una longitud corporal de 13.6-16 mm. El cuerpo es en general color
pardo claro, siendo mas oscuro el térax del abdomen, ademas de la presencia de un
circulo oscuro en la zona del escutelo y parte prescutelar del mesonoto (Ibafiez-Bernal,
1989). El abdomen presenta tegumento color pardo rojizo, con los terguitos recubiertos
con sedas color oscuro, exceptuando el margen posterior de cada esclerito que
presenta tegumento un poco mas claro recubierto con sedas blanco amarillentes. Esta
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Ultima zona se va extendiendo a lo ancho dorsalmente, con lo que forma
aparentemente triangulos discretos. Las sedas blanco amarillentas se vuelven mas
abundantes en los esternitos V-VII (Figura 19 A) (Ibafiez-Bernal, 1989; 1991).

El térax presenta tegumento pardo-oscuro y algunas zonas con tomento blanco-
grisdceo que estan recubiertas con sedas negras entremezcladas con amarillas, siendo
las primeras mas escasas. La zona del escutelo y parte prescutelar del mesonoto
presenta un circulo de tomento oscuro con sedas oscuras, delimitado por un anillo de
tomento blanco y sedas blanco-amarillas. La zona de las pleuras presenta
tomentosidad blanco revestida con sedas negras y blanco-amarillas dispersas (Figura
19 A) (Ibéafiez-Bernal, 1989; 1991).

Los halterios son de color pardo claro, contrastando con la coloracion del térax, pero no
del abdomen. Las alas membranosas presentan una tonalidad amarillenta,
principalmente en las celdas costal y subcostal (c, sc), las celdas basales 1y 2 (b;, by);
y las zonas proximales de la celda anal (a), la celda marginal 1 (ml) y las celdas
radiales 1y 2 (ry, ;). Casi en todas las venas se observan contornos mas oscuros que
el resto de la membrana del ala, exceptuando la vena radial 5 (Rs), la vena marginal 1
(M) y su ramificacion Rs+Mj; de igual manera, las terminaciones de las venas marginal
2 y 3 (R2, R3), la vena cubital anterior (CuA;) y en la respectiva ramificacion A+CuA; la
cual estd presente. Presencia de un apéndice largo en la vena radial 4 (R,). El
pterostigma es de color amarillo y se encuentra bien diferenciado. La basicosta con
recubierta de sedas en disposicion y cantidad similares a la vena costal y
aparentemente a la vena subcostal y radial 1 (R;) (Figura 19 A) (Ibafez-Bernal, 1989;
1991).

Antenas de color pardo rojizas, donde el escapo presenta un tegumento pardo-claro se
encuentra muy desarrollado en la parte dorsal y se encuentra recubierta por sedas
color negro. El pedicelo es pequefio en comparacién con el escapo, siendo un poco
mas oscuro en la coloracion del tegumento y recubierta con sedas negras en los
margenes apicales. La placa basal del flagelo presenta tegumento pardo-rojizo, con
escasa sedas negras en la protuberancia dorsal. Los anillos flagelares presentan

tegumento de color pardo-oscuro que contrastan con el resto del tegumento de la
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antena (Figura 19 B) (Ibafiez-Bernal, 1989; 1991).

Cabeza dicoOptica con la presencia de un par de 0jos compuestos con un patron de
bandas color verde iridiscente. Dicho patrén estd compuesto por tres bandas
horizontales sobre un fondo purpura que contrastan con franjas oscuras. Las bandas
inferiores se recurvan hacia su extremo lateral sin tocarse entre si; mientras que la
banda superior aparentemente no; la banda central se observa un poco mas delgada
en la zona proximal con respecto a la frente; las bandas se conectan externamente por
la frente dando la apariencia de un patron espejo entre los 0jos. La zona vértice sin
tomento, recubierto con sedas negras; la zona del tubérculo ocelar con tomentosidad
amarilla clara, con ausencia de ocelos o aparentemente vestigiales. La frente es
angosta y convergente hacia su base, aparentemente con tegumento oscuro recubierto
con tomento amarillo; el callo frontal presenta una forma de quilla, con una coloracion
oscura, aunque en otras diagnosis mencionan que puede ser pardo brillante (Ibafiez-
Bernal, 1989); su zona basal cubre por completo el ancho de la frente y se va
estrechando paulatinamente hacia la parte superior. El callo medio de la misma
coloracion, con forma de aguja, conectandose con el callo frontal y extendiéndose
aparentemente hasta el tubérculo ocelar. El subcallo, las genas y el resto del rostro con
tomentosidad blanco amarillento; las genas presentan sedas blancas entremezcladas

con sedas un poco mas oscuras (Figura 19 B) (Ibafiez-Bernal, 1989; 1991).

Descripcién del macho: Las caracteristicas morfolégicas del macho son similares a los

de la hembra. Cuerpo de tamafio considerablemente grande, similar al de la hembra;
con una coloracién pardo claro en el abdomen y térax pardo oscuro. Los terguitos
presentan tegumento color pardo-rojizo con sedas negras; similar a la hembra, los
margenes posteriores de cada terguito con presencia de sedas amarillas (Figura 20 A)
(Ibafez-Bernal, 1989; 1991).

El térax con tegumento pardo-claro, con zonas con tomento amarillo oscuro y grisaceo
cubierta de sedas negras entremezcladas con amarillas. La zona del escutelo con el
circulo con tomento negro y recubierto con sedas negras; delimitado por el anillo de
tomento blanco amarillento y sedas del mismo color amarillas (Figura 20 A) (Ibafiez-
Bernal, 1989; 1991).
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Figura 19. Tabanus oculus ¢ (Walker, 1848) Panel A) Mesonoto y zona prescutelar con un
circulo color negro. Panel B) Ojos con patron de bandas color verde iridiscente.

Los halterios se observan un poco mas oscurecidos, sin embargo, no varian
significativamente entre machos y hembras. Las alas membranosas con tonalidad
amarillentes, las venas oscurecidas y la presencia del apéndice en la vena radial 4 (R4)
y la vena fusionada anal-caudal anterior 2 (A+CuA;) amarillas (Figura 20 A) (Ibafez-
Bernal, 1989; 1991).

Antenas con el escapo y el pedicelo con tegumento pardo-rojizo y recubierto por sedas
oscuras; se observa una conglomeracion de sedas oscuras en los margenes
posteriores en ambos artejos. La placa basal del flagelo con tegumento pardo que se
va oscureciendo hacia el otro extremo de los anillos flagelares; se observan sedas
oscuras en la zona apical de la protuberancia dorsal de la placa basal amarillas (Figura
20 B) (Ibafiez-Bernal, 1989; 1991).
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Cabeza holdptica, donde no se observa la frente ni el callo frontal. Se pueden distinguir
dos areas debido al tamafio de las facetas oculares; en la zona inferior se notan dos
bandas horizontales de color iridiscente sobre fondo parpura que se recurvan hacia su
extremo lateral; en la superior se distingue una févea ocular muy pronunciada sin
patron de bandas. El vértice es muy reducido recubierto por escasas sedas amarillo
claro. Subcallo, el resto del rostro y las genas con tomentosidad amarillo claro; en la
zona de las genas con presencia de sedas color crema amarillas (Figura 20 B) (Ibafiez-
Bernal, 1989; 1991).

Distribucién: La distribucion de esta especie se concentra en Centroamérica, desde
Panama hasta el Noreste de México; especificamente los estados de Tamaulipas,
Veracruz, Tabasco, Campeche, Quintana Roo y Yucatan, estados que conforman la
peninsula de Yucatan (Bequaert, 1931; Ibafez-Bernal, 1989; Manrique-Saide et al.,
2001).

Comentarios: La presencia del circulo negro en el escutelo es una caracteristica muy
distintiva de esta especie en la peninsula de Yucatan, ya que algunas otras especies
del género Tabanus presentan dicho circulo, sin embargo, no se han registrado su
presencia en México (Ibafiez-Bernal, 1989; Veroy et al., 2022). A diferencia de las
hembras, no existe una clave de identificacion para los machos de las especies; debido
a que las claves existentes se basan en caracteres propiamente de las hembras, como

lo es el callo frontal y el patron de bandas en los ojos (Ibafiez-Bernal, 1989; 2022).

Se considera que su pico de abundancia se encuentra en el mes de mayo-junio,
correspondiente a la temporada de lluvias en la region, sin embargo, se presenta a lo
largo de todo el afio (Ibafiez-Bernal, 1989). Es una de las especies de mayor tamafio
en la peninsula de Yucatan, y suelo observar que se alimenta de mamiferos grandes,
como es el caso de equinos y bovinos, sin embargo, se ha documentado que atacan

también a los humanos.
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Figura 20. Tabanus oculus & (Walker, 1848) Panel A) Mesonoto y zona prescutelar con un
circulo color negro. Panel B) Ojos hol6pticos con févea ocular pronunciada.

5.2.4.5. Tabanus vittiger var. guatemalanus (Hine, 1906)

Material _examinado. 1 9. México, Campeche, Champoton, Sihochac, Colegio de
Postgraduados Campus Campeche (19° 29’ 96” N, 90° 32’ 38” O), 10-VI-2021, Aquino-

Luna, Trampa Malaise, IEXA, Xalapa, Ver.

Descripcion morfolégica de la hembra: Presenta una longitud corporal de 12.4 mm. Su

coloraciéon es parda en general, siendo mas oscuro el térax. El abdomen presenta
tegumento pardo claro revestido con sedas negras entremezcladas con sedas
amarillas. Presenta tres franjas; la franja central se compone de una serie de triangulos
interconectados con tomento claro y revestido de sedas amarillas; las franjas laterales
se componen de manchas aparentemente regulares, de igual manera con tomento y
sedas amarillas. Los terguitos V-VII aparentemente con el tegumento mas oscurecido
amarillas (Figura 21 A) (Ibafiez-Bernal, 1989; 1991).

El térax con tomento oscuro revestido con sedas negras y amarillas entremezcladas;
ademas, se puede notar una franja de tomento amarillo con sedas amarillas

delimitando la zona prescutelar del escutelo. Las pleuras con sedas tomento pardo
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claro con revestimiento de sedas blancas y oscuras amarillas (Figura 21 A) (Ibanez-
Bernal, 1989; 1991).

Los halterios con una coloracion similar al torax. Las alas membranosas son hialinas,
sin ningun oscurecimiento aparente. El pterostigma se encuentra bien marcado con una
coloracion pardo oscuro. Apéndice de la vena R4 ausente y presencia de la vena
fusionada A+CuA, amarillas (Figura 21 A) (Ibafiez-Bernal, 1989; 1991).

Antenas con una coloracién pardo rojizo. El pedicelo con escaso tomento amarillo claro
y recubierto por una gran cantidad de sedas color negro, siendo un poco mas largas en
la zona ventral y en la zona de los margenes apicales. El pedicelo es pequefio con
sedas negras predominando el su margen apical. La placa basal del flagelo con
tegumento de color pardo que se va oscureciendo hacia el extremo de los anillos
flagelares; la protuberancia dorsal poco pronunciada formando un angulo obtuso y
aparentemente sin sedas negras. Los anillos flagelares casi del mismo tamafio que la
placa basal y presentan tegumento oscuro amarillas (Figura 21 B) (Ibéafiez-Bernal,
1989; 1991).

Cabeza dicoptica con un par de ojos compuestos con patron de bandas visible. Dicho
patron de bandas esta compuesto por tres bandas horizontales de color verde
iridiscente sobre fondo purpura que contrastan sobre franjas oscuras. La banda inferior
se recurva hacia su extremo lateral sin tocar alguna de la superiores; la banda media
se recurva hacia su extremo lateral uniéndose con la superior dando la apariencia de
un tridngulo difuminado color oscuro. La zona del vértice se encuentra recubierta por
tomento amarillo claro y sedas color oscuro, tubérculo ocelar ausente o restos
vestigiales. Callo frontal con forma ovoide de color oscuro que se encuentra separado
de los margenes del o0jo; cuya extension dorsal, formada con el callo medio,
extendiéndose hasta la mitad de la frente. El subcallo y el resto del rostro también se
encuentran recubiertos por tomentosidad amarillo claro; mientras que el frontoclipeo y

las genas se encuentra revestidas por tomento y sedas color blanco.

Distribucién: La distribucion de esta subespecie abarca desde Florida, en los Estados

Unidos, hasta Brasil; indicando otros registros en Bahamas, las Islas Caiman, Jamaica,
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Puerto Rico, las Islas Galapago (Fairchild, 1983; Ibafiez-Bernal, 1989; Manrique-Saide
etal.,, 2001). En México, se ha reportado su presencia en varias localidades de
Yucatan, destacando la reserva de Celestun, la reserva del Dzilam y Ria Lagartos; en
Quintana Roo, Ibafiez-Bernal (1989) reporta su presencia en la reserva de la Biosfera
de Sian Ka’an; en el estado de Campeche, se ha reportado su presencia en la reserva
de Calakmul (Manrique-Saide etal., 2001). En el presente estudio, se adiciona al
Colegio de Postgraduados Campus Campeche como nuevo sitio de colecta para esta
especie.

Comentarios: Es considerada como parte del complejo de especies trivitatus, aquellos
gue presenta tres bandas longitudinales en el dorso del abdomen. Se logra distinguir
del resto de las especies por el escutelo pardo rojizo y la forma del callo frontal; de
igual manera se considera la coloracién de las patas, sin embargo, alun existe mucha

variabilidad con respecto a esta Ultima caracteristica.

A B

Figura 21. Tabanus vittiger guatemalanus ¢ (Hine, 1906) Panel A) Abdomen con tres franjas;

térax oscuro; alas hialinas. Panel B) Ojos dicOpticos con patron de band verde iridiscente.
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5.2.4.6. Tabanus yucatanus (Townsend, 1897)

Material examinado. 1 9. México, Campeche, Champoton, Sihochac, Colegio de
Postgraduados Campus Campeche (19° 29' 96” N, 90° 32’ 38” O), 10-VI-2021, Aquino-

Luna, Trampa Malaise, IEXA, Xalapa, Ver.

Descripciéon morfoldgica de la hembra: Son organismos pequefios que presentan una

longitud corporal de 9-12 mm. Las caracteristicas en general son similares a las de T.
commixtus (Ibafez-Bernal, 1989). El abdomen presenta tegumento pardo claro que se
va oscureciendo a partir de los terguitos V-VII, ademas de estar recubiertos por sedas
oscuras. Presenta tres franjas longitudinales, una central y dos laterales, que presentan
un tegumento mas claro y compuesta por sedas amarillo claro; las bandas laterales
aparentemente muestras uniformidad, como es el caso de T. commixtus (Figura 22 B)
(Ibafez-Bernal, 1989).

El térax presenta tegumento color pardo con un ligero contraste en la parte distal del
escutelo; se encuentra revestido con sedas oscuras entremezcladas con sedas
blancas. La zona de las pleuras con tomento blanco recubierto con sedas blancas
entremezcladas con sedas negras (Figura 22 B) (Ibafiez-Bernal, 1989).

Los halterios son de color pardo, sin un contraste significativo con el abdomen vy el
térax. Las alas membranosas son hialinas sin manchas u oscurecimientos. El
pterostigma es de color pardo y el apéndice de la vena R, se encuentra ausente. La
basicosta presenta sedas color oscuro en cantidad y disposicion similar a la vena
costal; la vena subcostal (Sc) y la vena radial 1 (R;) con revestida con sedas oscuras
(Figura 22 B) (Ibafez-Bernal, 1989).

Las antenas son color pardo claro. El escapo presenta tomento amarillo claro
recubierto por sedas color oscuro, conglomerandose en la zona del margen apical. En
el caso del escapo, este es pequefio de color pardo claro con presencia de sedas en
los margenes apicales. La placa basal del flagelo presenta tegumento color pardo-rojizo
con tomentosidad amarillo claro; la proyeccion de la protuberancia dorsal forma un
angulo obtuso, con presencia de sedas en su zona apical. Los anillos flagelares son de

color mas oscuro en comparacién con la placa basal, con aparente tomentosidad pardo
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oscuro (Figura 22 B) (Ibafiez-Bernal, 1989).

Cabeza dicoptica con un patrén de bandas visible. El patrén se compone por dos
bandas longitudinales color verde iridiscente en la parte media del ojo. La banda inferior
se recurva hacia su extremo lateral sin tocar el margen del ojo; y con una direccion
ascendente hacia la banda superior, pero sin tocarla. La banda superior tampoco toca
el margen del ojo. Vértice con aparente tomentosidad amarillo claro, revestido con
sedas de color oscuro dispersas; tubérculo ocelar ausente o con restos vestigiales. La
frente es angosta y ligeramente convergente hacia su base. El callo frontal presenta
una coloracién parda y una forma eliptica o sub-rectangular; la zona basal no toca los
margenes del 0jo y se va estrechando paulatinamente hacia la zona superior. El callo
medio interconectado con el callo frontal y se extiende hasta la zona cercana al
tubérculo ocelar. La zona del subcallo, el rostro y las genas presentan tomentosidad de
color crema; ademéas de que las genas estd recubiertas con sedas del mismo color
(Figura 22 B) (Ibafez-Bernal, 1989; 1991).

Distribucién: Esta especie se distribuye principalmente en Centroamérica, siendo
registrada su presencia desde el Sureste de México, Guatemala, Honduras, El
Salvador, Costa Rica y Nicaragua (Ibafiez-Bernal, 1989; Manrique-Saide et al., 2001).
En México, ha sido registrada en los estados de Chiapas y la peninsula de Yucatan
(Manrique-Saide, et al., 2001). Especificamente, en el estado de Yucatan se colectaron
ejemplares en la zona arqueoldgica de Chichen Itz4, la reserva de Celestin y poblados
cercanos a la ciudad de Mérida; en el estado de Quintana Roo0, se colectaron
ejemplares en la Reserva de la Biosfera de Sian Ka’an (Bequaert, 1931); y en el estado
de Campeche, se han colectado ejemplares dentro de la reserva de Calakmul y

poblados aledafios (Manrique-Saide et al., 2001).

Comentarios: Esta especie también pertenece al complejo de especies trivitatus por la
presencia de las tres franjas en el abdomen. Por su similitud con respecto a sus
caracteristicas morfoldgicas, suele confundirse con T. commixtus, sin embargo, esta se
diferencia por el flagelo antenal mas corto, la placa basal del flagelo sin forma de media
luna y la presencia de solo dos bandas longitudinales en el ojo (Bequaert, 1931;
Ibafez-Bernal, 1989).
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Figura 22. T. yucatanus (Walker, 1848) Panel A) Abdomen con tres franjas distinguibles en el
abdomen. Panel B) Cabeza dicoptica con patron de bandas color verde iridiscente.

5.3. Analisis Bioestadistico
5.3.1. Capturas de tabanidos por trampa

En el caso de la zona 1 (UMA Nohan, Z1) se capturaron un total de 2274 tabanidos;
donde de acuerdo con el total de capturas registradas, la trampa T3 (n = 632, 27.79 %)
y la trampa T4 (n=616, 27.08%) fueron las responsables de la mayor cantidad de
ejemplares capturados (Figura 23). Esto corresponde a lo que indicaba Iv et al., (2002)
donde menciona que los tabanidos baten sus alas a velocidades de hasta 3.13 m/s, por
lo que en zonas con vegetacion muy densa son mas precavidos en el vuelo tratando de
no colisionar con los obstaculos; por otro lado Ibafiez-Bernal (2022), lo refuerza con la
idea de la colocacion de trampas en zonas con claros aumentada considerablemente

las posibilidades de que los tabanidos sean interceptados por las trampas.

Por otro lado, en la zona 2 (Selva COLPOS Cam, Z2) se capturaron un total de 3258;
de acuerdo con el numero de individuos capturados, las trampas T2 (n = 1217, 37.35
%) y T3 (n = 1031, 31.65 %) colocadas en sitios abiertos dentro de la selva, fueron las
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gue tuvieron una mayor cantidad de tabanidos capturados (Figura 24).
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Figura 23. Relacién de tabanidos capturados por trampa en la UMA Nohan.

1400 -
1217

1200 -
§ 1031
o 1000
3
2 800 -
(4]
0

600 A
2 478
@
§ 400
s 216 209

200 - l 83

0 h T T T T - T 1
™ T2 T3 T4 T5 6 T7

Trampas

Figura 24. Relacién de tabanidos capturados por trampa en la Selva COLPOS Cam.
5.3.2. Captura de tabanidos por mes

Correspondiente a las capturas por mes, la UMA Nohan (Z1) tuvo una mayor cantidad
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de tabanidos capturados en el mes de agosto (n = 899), mientras que el mes con la

menor cantidad de ejemplares capturados fue julio (n = 159) (Figura 25).

En el caso de la Selva COLPOS Cam (Z2), se registr6 una mayor cantidad de
tabanidos capturados en el mes de julio (n = 1567), mientras que el mes con el menor
namero de ejemplares capturados fue el mes de agosto (n=72) (Figura 26).

Correspondiente a lo anterior, el muestreo fue realizado en los meses de junio-
septiembre, lo cual corresponde al periodo de lluvias en la peninsula de Yucatan
(Martin-Park et al., 2018). Navarrete-Carballo et al., (2021) menciona que los meses de
julio y agosto son aquellos cuyos picos de precipitacion y temperaturas son los mas
altos de todo el afio; y de acuerdo con los trabajos faunisticos realizados por Manrique-
Saide etal., (2012) y Martin-Park et al., (2018) cuyos resultados arrojan que sus
mayores abundancias de tabanidos se correlacionan con estos dos factores

ambientales.
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Figura 26. Relacién de tabanidos capturados por mes en la Selva COLPOS Cam (Z2).
5.3.3. Curva de acumulacion de especies

En la UMA Nohan (Z1) se registraron un total de cinco especies (S) (Figura 27), siendo

D. ferrugatus la especie con el mayor nimero de ejemplares colectados (99.51 %, ADT
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= 28.2875), seguida por T. oculus y T. colombensis (Cuadro 4).

Considerando la heterogeneidad en cuanto a clima, fisiografia, tipos de vegetacion y
uso de suelo (Martin-Park, etal., 2018); la zona de manglar presenta una menor
diversidad en cuanto a vegetacion forestal, siendo dominada principalmente por las
cuatro especies de manglar y una gran cantidad de especies de plantas epifitas
(Noguera-Savelli et al., 2021). Observando la vegetacion cercana a las trampas, se
puede mencionar especies como Dalbergia glabra, Metopium brownei, Hampea
trilobata, Bonellia macrocarpa, Sabal mexicana; especies de epifitas como
Myrmecophila sp, Tillandsia sp, Conocarpus erectus y Brassavola nodosa subsp.
nodosa; helechos como Acrostichum aureum y las especies de manglar Rizophora
mangle, Conocarpus erectus y Laguncularia racemosa; representando una importante
fuente de alimento para los tabanidos. En cuanto al habito hematofago, se observo la
presencia de aves de familias como Picidae, Psittacidae, Tyrannidae, Icteridae,
Ardeidae, entre otras (Gallardo et al., 2018); especies de reptiles como Rhinoclemmys
areolata y Crocodylus moreletti (Diaz-Gamboa et al., 2020); algunos mamiferos
observados como Nasua narica; ademas de especies que se crian dentro del rancho
presente en las adyacencias del fragmento de Manglar, tal es el caso de especies
silvestres como Pecari tajacu y especies de produccion animal, como lo son las aves
de corral, ganado bovino y porcino. El personal del rancho que labora, el personal de
hotel y las personas que visitan el mismo, puede formar parte de la alimentacion de los
tabanidos. La especie D. ferrugatus fue la especie abundante, debido a que representd
mas del 99 % del total de ejemplares capturados. Diachlorus ferrugatus es una de las
especies mas conocidas por la poblacién, siendo encontrada principalmente en zonas

de vegetacion secundaria cercanas a asentamiento humanos (Whyte et al., 2020).
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Figura 27. Curva de acumulacién de especies de la UMA Nohan (Z1).

El ciclo de vida de esta especies es corto en comparacion con otras especies, por lo
gue explica su presencia a lo largo de todo el afio (Squitier, 2021); y tomando en
cuenta la alta cantidad de zonas inundables, humedad y alta incidencia de luz solar,
propicia un excelente reservorio para la oviposicién (Hribar et al., 2003). A pesar de que
la abundancia de D. ferrugatus es alta, se proyecta abundancias aun superiores,
debido a que la zona alberga una gran cantidad de peces, anfibios, aves; donde los
tabanidos son elementos funcionales de las cadenas troficas, ya sea en estado larval o

en su estado adulto (Yeo et al., 2021).

En el caso de la Selva COLPOS Cam (Z2), se registrd un total de ocho especies (S)
(Figura 28), siendo la especie T. haemagogus la mas abundante (89.69 %, ADT =

34.786), seguida por T. oculus y T. colombensis (Cuadro 4).

Considerando la riqueza especifica (S) de la Selva COLPOS Cam, se obtuvieron mayor
cantidad de especies a comparacion de Nohan; esto cobra relevancia considerando
gue la Selva COLPOS Cam es una selva mediana subperennifolia y dado que las

selvas tropicales subperennifolias se les ha asociado la presencia de una alta cantidad
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de especies tanto vegetales como animales (Cetzal-Ix et al.,, 2019). Considerando la
composiciéon de la Selva COLPOS Cam, se pudieron observar especies vegetales
cercanas a las trampas, tal es el caso de: Bursera simaruba, Lysiloma latisiliquum,
Simarouba glauca, Bauhinia divaricata, Metopium brownei, Tabebuia rosea y Sabal
mexicana, entre otras. Estas especies al ser consideradas de importancia apicola
presentan floraciones atractivas para muchos insectos, y por consiguiente, también
para los tabanidos (Castillo C4zares et al., 2016; Garza-Gonzalez & Canto, 2020).

9

Especies de tabanidos (S)
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Figura 28. Curva de acumulacion de especies de la Selva COLPOS Cam.
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Cuadro 4. Relacion de especies y numero de organismos capturados por trampa; Abundancia Relativa (%) y Densidad Aparente de
Tabanidos (ADT).

Nohan Selva COLPOS Cam
Especie Trampas Abun. Trampas Abun.
Rel. ADT Rel. ADT

TT T2 T3 T4 T15 T6 T7 T8 () TT T2 T3 T4 715 T6 T7 N
C. variegatus 1 0 0 0 o 0 0 o0 0.04 00125 0 0 0 0 0o 0 0 - -
D. ferrugatus 348 258 626 613 202 28 59 129 9951 282875 0 9 6 5 1 2 0 0.68 0.262
L. itzarum 0 0 0 0 o 0 0 O - - 4 16 11 3 o o0 1 1.07 0417
T. commixtus 0 0 0 1 0 0 o0 0 0.04 00125 0 2 0 0 0 0 2 0.12 0.048
T. colombensis 0 0 2 0 1 0 o0 0 013 00375 1 0 3 2 0 o0 1 2.80  1.119
T. haemagogus 0 0 0 0 0 0o o0 0 - - 17 1113 892 191 203 46 459 89.69  34.786
T. oculus o o 4 2 0 0O O O 0075 0075 2 23 78 14 4 4 7 405 1571
T. vittiger

0 0 0 0 0 0 o0 0 - - 0 1 0 0 0 0 4 0.15 0.06

guatemalanus
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Nohan

Selva COLPOS Cam

Especie Trampas Abun. Trampas Abun.
Rel. ADT Rel.  ADT
T T2 T T4 15 T6 17 T8 (N TT T2 T3 T4 15 T6 T7 0N
T. yucatanus o o o 0 0 0 0 © - - 7 1 1 1 31 4 135 0524
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En cuanto al habito hematéfago que presentan las hembras, dentro de la Selva
COLPOS Cam se ha observado la presencia reptiles como Ctenosaura pectinata e
Iguana iguana pertenecientes a la familia Iguanidae; especies de Viperidae y
Colubridae; especies de Lacertidae; diversas aves que pertenecen a familias como
Columbidae, Picidae, Psittacidae, Tyrannidae, Icteridae, por mencionar algunas (Flota-
Bafuelos, 2016; Vasquez-May, 2018); y mamiferos como Odocoileus virginianus,
Nasua narica, Pecari tajacu, Sciurus yucatanensis, Sylvilagus floridanus, algunas
especies de Quirdpteros, entre otros (Mejenes-Lépez & Vallarino-Moncada, 2016;
Flota-Bafiuelos, 2016). Asi mismo, el colegio cuenta con un establo con bovinos
considerados como posibles presas potenciales (Sullivan, 2021); al igual que el

personal que asiste a actividades a la institucion.

La especie mas abundante en la Selva COLPOS Cam fue T. haemagogus
considerando la alta cantidad de ejemplares capturados durante los muestreos siendo
el 89.69 % del total de ejemplares recolectados. Esta especie tiene una distribucion
conocida para: de Tabasco, Yucatan y Quintana Roo; hasta Guatemala (Manrique-
Saide et al., 2001). Muy poco se sabe de los aspectos bioldgicos de esta especie, salvo
gue se ha colectado en sitios con vegetacion de selva baja y mediana subperennifolia
(Bequaert, 1931; Manrique-Saide et al., 2001; 2012). En conversacion personal con el
Dr. Sergio Ibafiez-Bernal (2022), indica que es una especie que requiere una revision
taxondmica debido a la poca informacion existente sobre sus caracteristicas
morfolégicas, ya que pudiera confundirse con muchas otras especies del complejo

taxondmico Tabanus.

Como resultado de la revision detallada de las caracteristicas morfologicas de los
ejemplares capturados, la revisién de literatura especializada y la consulta con el Dr.
Sergio Ibafez Bernal, se reporta por primera vez la especie Tabanus haemagogus para
el estado de Campeche, recolectado en el fragmento de selva subperennifolia aledafio
a las instalaciones del Colegio de Posgraduados Campus Campeche; y con ejemplares
depositados en la coleccién IEXA, perteneciente al Instituto de Ecologia A.C. en

Xalapa, Veracruz.

La curva de acumulacién de especies nos indica la cantidad de especies que se van
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incorporando conforme las unidades de muestreo se van realizando (Moreno, 2001). Al
observar la curva de Nohan, se pudo observar que solo una especie fue capturada en
los primeros muestreos, indicando una alta presencia de esta especie; conforme
avanzaron los muestreos se fueron incorporando paulatinamente mas especies,
llegando al pico mas alto y estabilizandose a la mitad del esfuerzo de muestreo
realizado. Por otro lado, de acuerdo con la curva de acumulacién de especies de la
Selva COLPOS Cam se obtuvo un total de cinco especies en los primeros muestreos,
aumentando paulatinamente hasta alcanzar su pico mas alto y estabilizandose la curva

alrededor de la mitad del muestreo realizado.

Conforme aumenta el esfuerzo de muestreo, también aumenta la posibilidad de la
incorporacion de mas especies en el estudio. Por otro lado, las altas abundancias y un
alto indice de rarefaccion determinan influyen en la captura de una mayor cantidad de
especies (Moreno, 2001). Manrique-Saide et al., (2012) refuerza la idea de lo anterior
descrito, sin embargo, menciona que puede existir una relacion entre la cantidad
existente de especies de tabanidos con la vegetacion y fuentes alimento, lo que pudiera
relacionarse con los resultados obtenidos, donde la Selva COLPOS Cam por la
cantidad de vegetacién y presas potenciales existentes, fue donde se registré una

mayor cantidad de especies.
5.3.4. Diversidad de tabanidos

De acuerdo con el indice de diversidad alfa de Shannon-Wiener (H’), la UMA de Nohan
tuvo un valor de 0.036, mientras que la Selva COLPOS Cam tuvo un valor de 0.488;
indicando que este Ultimo es un sitio mas diverso. El indice de diversidad de Shannon
presenta una escala de 0-5, donde los valores mas altos indican una alta diversidad;
este indice uniformiza la cantidad de especies que existen independientemente de sus
abundancias, por lo que todos los individuos tienen la misma probabilidad de ser

elegidos en una determinada muestra.

Por otro lado, de acuerdo con el indice de diversidad y dominancia de Simpson (A)
indica que Nohan es mas diverso gque la Selva COLPOS Cam. La escala que presenta

este indice es de 0-1, en donde los valores cercanos a 0 indican una alta diversidad;
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este indice toma en cuenta las abundancias de cada especie, ya que las especies con
mucha poblacién de individuos en un determinado sitio tienen una mayor posibilidad de

ser muestreados.

Se realizé una comparacién entre los sitios de muestreo mediante una prueba t,
concluyendo que se presentan diferencias estadisticamente significativas (t = -114.15,
tp =1.96, p < 0.05) (Cuadro 5).

Cuadro 5. Parametros ecologicos: Riqueza especifica (S), Diversidad (H’, A), Equidad de Pielou

(J), Recambio de especies (B).

UMA Nohan Selva COLPOS Cam
S 5 8
H’ 0.036 0.488
A 0.009 0.193
J 0.007 0.0610
B 0.230

De acuerdo con el indice de equidad de Pielou, un modelo mateméatico que nos permite
medir una proporcién de la diversidad que se observa con respecto a la maxima
diversidad esperada; considera una escala de 0-0.1, donde O indica que sus
poblaciones no presentan las mismas abundancias, y en el caso de 0.1, este indica que
todas las poblaciones son equitativamente abundantes (Moreno, 2001). De acuerdo
con los valores calculados, la UMA Nohan obtuvo un valor de 0.007, que, dentro de la
escala, se considera que sus poblaciones no presentan las mismas abundancias. Esto
refuerza la idea de una especie dominante, tal es el caso de D. ferrugatus donde al
presentarse una alta abundancia de esta especie, aumento considerablemente las

probabilidades de capturas de esta.
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En el caso de la Selva COLPOS Cam, se obtuvo un valor de 0.0610, que, dentro de los
valores de la escala, y en comparacion con el valor obtenido en Nohan, indica que sus
poblaciones son un poco mas equitativas, sin embargo, se mantiene un valor bajo.
Similar a la UMA Nohan, se indica la presencia de una especie dominante, tal es caso
de T. haemagogus cuyas poblaciones fueron muy abundantes, aumentando

considerablemente las probabilidades de capturarla.

De acuerdo con el recambio de especies o también denominada diversidad (j),
parametro que considera el grado de recambio de especies que pudieran presentarse
en ambos sitios a través de gradientes ambientales (Moreno, 2001). No se menciona
una escala especifica, sin embargo, entre mas alto sea el valor de la diversidad J,
menor sera el total de especies que podrian compartirse (Moreno, 2001). Considerando
un valor obtenido de 0.230, se indica que existe un recambio de especies categorizado
como “medio” en donde se plantea que existen especies compartidas y que tienen la
capacidad de colonizar ambos ecosistemas a pesar del gradiente ambiental presente.
Entre las especies que estos sitios se comparten son D. ferrugatus, T. commixtus, T.
colombensis y T. oculus, especies que ha reportado en diferentes ecosistemas de la

peninsula de Yucatan ( Manrique-Saide et al., 2012).

Esto concuerda con los parametros de diversidad y equidad calculados, debido a que
entre mayor cantidad de especies haya en un sitio con altas abundancias, mayor es la
probabilidad de que puedan colonizar otros sitios circundantes, e incluso sitios no tan

cercanos y con un gradiente ambiental totalmente diferente (Sonco-Suri, 2013).
5.4. Cuantificacion de las proteinas del EGS

Se cuantifico la concentracion de los EGS de las especies T. haemagogus y L. itzarum
(Cuadro 6).
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Cuadro 6. Cuantificaciones de proteinas de los EGS por UV a 595 nm.

Especie Concentracion
T. haemagogus COLPOS 2.23 pg/pL
T. haemagogus Lerma 2.46 pg/pL
T. haemagogus Ejido Miguel Colorado 1.45 pg/uL
L. itzarum 2. 12 pg/uL

5.5. Determinacion del perfil proteico

Se obtuvo el perfil proteico de las especies T. haemagogus y L. itzarum en un gel de
bis-acrilamida al 12 %. EIl perfil muestra la presencia de proteinas del extracto de
glandulas salivales con pesos moleculares que van desde los 25-250 kDa. (Figura 28).

87



1 2 1 2 3 4
200 kDa —
200kDa ——
100 kDa — S S <
100kDa  —— 75 kDAl —
75kDa  — < - _ |«
< < 50 kDa — <
50kDa < <
37 kDa —
<
37kDa —
-
“ 25KDa —
<
25kDa  —
< 20kDa —
<

Figura 29. Perfil proteico del extracto de glandulas salivales (EGS) de tabanidos. Panel A)
Tincién con nitrato de plata. Carril 1, proteinas del EGS de T. haemagogus colectados en
COLPOS Cam. Carril 2, proteinas del EGS de L. itzarum colectados en COLPOS Cam. Panel
B) Tincién con azul de Coomassie. Carril 1, proteinas del EGS de T. haemagogus colectados
en COLPOS. Carril 2, proteinas del EGS de T. haemagogus colectados en Lerma, Campeche.
Carril 3, proteinas del EGS de T. haemagogus colectados en el ejido Miguel Colorado,
Campeche. Carril 4, proteinas de L. itzarum colectados en COLPOS Campeche. Con las
cabezas de flechas de color negro se sefiala la presencia de proteinas diferentes entre los

perfiles. Con las fechas de color rojo se sefiala proteinas similares.

De las dos especies analizadas, en el perfil tefiido con nitrato de plata T. haemagogus y
L. itzarum mostraron bandas de abundante intensidad. En el caso T. haemagogus se
pueden observar dos bandas diferentes de bajo peso molecular (>37 kDa); en el caso
de L. itzarum, se pueden observar al menos cuatro bandas diferentes que se encuentra
en un rango de 25-75 kDa. Por otro lado, se pueden observar dos bandas en cada

especie analizada que podrian ser similares debido a su tamafio e intensidad.

Por otro lado, en el perfil tefiido con azul de Coomassie se cargd una concentracion de

10 pg por pozo de cada especie analizada. Destaca la especie T. haemagogus cuyos
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ejemplares colectados en diferentes sitios se logran observar diferencias en cuanto al
patron de bandas. Esto obedece al hecho de la existencia de un proteoma dinamico
gue se ve influenciado por acciones externas, tal es el caso de factores ambientales, el

tipo de alimentacién, entre otros (Hempolchom et al., 2019).

De acuerdo con el perfil proteico obtenido, el patron de bandas obtenido puede ser
comparable con los resultados obtenidos por Kazimirova et al., (2002) y Takac et al.,
(2006) donde analizaron géneros como Chrysops, Atylotus, Haematopota y Tabanus;
sin embargo, el presente trabajo anexa como primer andlisis molecular al género

Leucotabanus.

Se analizaron las especies T. haemagogus y L. itzarum donde se pueden observar
proteinas con expresion diferente. En el caso de L. itzarum se pueden observar bandas
que en el patrén que presenta T. haemagogus estan ausentes, lo que refuerza la idea
gue indicaba Kazimirova et al., (2001) y Kazimirova et al., (2002) sobre una expresion

diferencial entre distintas especies.

Los distintos pesos moleculares indican la presencia de diferentes proteinas, por lo que
se pueden hacer comparaciones e inferencias de las posibles proteinas existentes con
base en dicho dato. El protocolo de Kazimirova et al., (2002) fue una metodologia
adecuada para poder trabajar con una cantidad menor de ejemplares; ademas de que
previamente fue estandarizado por Aquino-Luna, (2020) acoplando metodologia de
Rajska et al., (2003) y Fuijita et al., (2010) para una correcta extraccion de proteinas.

5.6. Caracterizaciéon de la actividad biolégica
5.6.1. Actividad proteolitica del EGS

Se determiné la actividad proteolitica del EGS de las especies T. haemagogus vy L.
itzarum, mediante un gel zimograma al 12 %, considerando un periodo de activacion de

cinco horas a una temperatura de 37°C y 4 °C.
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Figura 30. Actividad proteolitica del extracto de glandulas salivales (EGS) de tabanidos. Panel
A) Actividad proteolitica del EGS de T. haemagogus. Carril 1, actividad a 37 °C. Carril 2,
actividad a 4 °C. Panel B) Actividad proteolitica del EGS de L. itzarum. Carril 1, activacion a
37°C. Carril 2, activacion a 4 °C. Con las cabezas de flechas se sefialan la actividad enzimética
de proteasas.

De acuerdo con la figura 29, los EGS de T. haemagogus y L. itzarum presentaron
actividad proteolitica evidenciados por la presencia de halos blancos que contrastan en
el gel tefiido con la solucion de Coomassie. En el panel A (carril 1) se puede observar
la actividad de una banda en la especie de T. haemagogus, cuyo peso molecular se
encuentra alrededor de los 75 kDa, cuya actividad fue mayor a una temperatura de 37
°C con un tiempo de activacién de cinco horas, contrastando con la temperatura de 4
°C cuya actividad fue nula (carril 2). Por otro lado, en el panel B se muestra la actividad
proteolitica de L. itzarum evidenciada por la presencia de tres bandas traslucidas con
peso molecular en un rango de 25-75 kDa, manteniéndolas mismas condiciones de
temperatura y tiempo de incubacion. Ambas especies presentaron una banda con un
peso similar (<75 kDa), sin embargo, L. itzarum presenté un par de bandas con peso
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molecular inferior a los 50 kDa; lo que refuerza la idea de una expresion diferencial del

secretoma salival de estas dos especies.

De forma contrastante, en el panel B, donde se mantuvieron las mismas condiciones de
temperatura y tiempo de incubacion, se obtuvo actividad de tres proteasas presentes
en el EGS de L. itzarum. A diferencia de T. haemagogus, la especie L. itzarum presento
un par de proteasas de peso molecular inferior a los 50 kDa; lo que refuerza la idea de

la expresion diferente de las proteinas del EGS de estas dos especies.

Con respecto a los ensayos de inhibicion realizados, E-64, EDTA y el coctel de
inhibidores mostraron no tener ningun efecto. A diferencia de lo anterior, la actividad
proteolitica del EGS de T. haemagogus y L. itzarum fueron inhibidos por TLCK a una
concentracion 200 uM (Figura 30 Ay 31 A). De acuerdo con el analisis densitométrico,
la actividad proteolitica de T. haemagogus fue inhibida en un 90 % con un valor de
confianza (p) de 0.029 (Figura 30 B); por otro lado, la actividad de L. itzarum se redujo

hasta en un 98 % con un valor de confianza (p) del 0.01 (Figura 31).

Considerando el sustrato especifico utilizado en los zimogramas, se indica la presencia
de colagenasas, sin embargo, el tipo de inhibidor utilizado permitié poder clasificarlas
como serin proteasas. La mayoria de las serin proteasas identificadas han sido
principalmente a partir de organismos con habitos hematéfagos ya que tienen un rol
esencial en la cascada de coagulacién, especialmente en el sistema fibrinogenolitico y
calicreina-cinina (Chmelaf etal.,, 2017). Dentro de las funciones biol6gicas que
presentan las serin proteasas se pueden encontrar como enzimas hidroliticas,
segregadores de la funcién plaquetaria, proteinas con actividad antitrombética y
vasodilatadora (Ribeiro & Arca, 2009; Diaz Martin, 2014).
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Figura 30. Inhibicién de la actividad proteolitica del EGS de T. haemagogus. Panel A) Inhibicion
de la actividad proteolitica con TLCK. Panel B) Andlisis densitométrico de la actividad

proteolitica.
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Figura 31. . Inhibicién de la actividad proteolitica del EGS de L. itzarum. Panel A) Inhibicion de

la actividad proteolitica con TLCK. Panel B) Andlisis densitométrico de la actividad proteolitica.

El hébito hematéfago y la bateria de proteinas asociadas indica un mecanismo
evolucionado que permite aprovechar las proteinas del fluido sanguineo para la
obtencién de energia, y en caso de insectos hematofagos, permite la maduracion de
las genitalias y con ello la formacion y puesta de huevos (Ribeiro & Francischetti, 2003;
Ribeiro & Arca, 2009; Krenn & Aspock, 2012).

5.6.2. Actividad amilolitica del EGS

Se determino el perfil amilolitico del EGS de las especies de T. haemagogus y L.
itzarum mediante un gel zimograma al 12 % co-polimerizado con almidoén,

considerando un periodo de incubacién de una hora a 37 °C (Figura 32).

De acuerdo con el perfil obtenido, T. haemagogus presenta cuatro bandas en un rango
de 20-150 kDa que evidencia la actividad amilolitica (carril 1); de acuerdo con el
analisis densitométrico, las bandas observadas de >150kDa, <50KDa, >20KDa, y 20
kDa, correspondian a ~10, ~5, ~75y ~7 % de la actividad amilolitica observada (Figura
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33 A). Por otro lado, L. itzarum solo present6 dos bandas con un peso molecular en un
rango de >20 y <75 kDa (carril 2); cuyos porcentajes de actividad amilolitica
determinados por el andlisis densitométrico fueron ~80 y 20 %, respectivamente (Figura
33 B).

La alimentacion de los tabanidos incluye también polen, néctar y extractos de plantas
por lo que su repertorio de proteinas presente en el fluido salival debe ayudarles a
poder digerir grandes polimeros como lo es el almidon, uno de los componentes

principales de tejidos vegetales (Inostroza-Infante, 2013).

Leucotabanus itzarum, a diferencia de T. haemagogus, solo se observaron un par de
bandas, que solo coinciden con la de menor peso molecular. Sin embargo, se ha
descrito que L. itzarum tiene preferencia por el habito hematéfago, por lo que suele
encontrarsele en sitios cercanos asentamientos humanos o con mamiferos domeésticos
(Ibafez-Bernal, 1989). Por otro lado, T. haemagogus se considera con preferencia en
sitios de vegetacion densa, condicionando su alimentacion, mayormente de origen
vegetal; sin embargo, también se ha observado el habito hematéfago (Ibafiez-Bernal,
2022).
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Figura 32. Perfil amilolitico del EGS de tabanidos. Carril 1, actividad de amilasas presentes en
T. haemagogus. Carril 2, actividad de amilasas presentes en L. itzarum. Las cabezas de flecha

indican las amilasas presentes en el EGS.
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Figura 33. Analisis densitométrico de la actividad amilolitica del EGS de tabanidos. Panel A)
Densitometria de la actividad amilolitica del EGS de T. haemagogus. Panel B) Densitometria de

la actividad amilolitica de L. itzarum.
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5.6.3. Caracterizacién de la actividad antimicrobiana del EGS.

De acuerdo con los resultados del ensayo de inhibicion de crecimiento bacteriano
evaluado en el EGS de T. haemagogus, se determiné la presencia de compuestos con

actividad antimicrobiana (Cuadro 7).

Cuadro 7. Porcentajes de inhibicion (%) de crecimiento bacteriano usando CAA del EGS de

tabanidos.
% de inhibicion

Tratamientos 12 h 14 h 16 h
CAATh 2 ug 20.49 21.0 24.7
CAATh 4 ug 23.50 24.82 33.45
CAA Th 8 pg 32.95 32.04 41.69
Amp 2 ug 59.51 64.77 71.94
Amp 4 pg 54.48 60.69 69.44
Amp 8 ug 47.07 56.44 66.72

De acuerdo con los resultados, los porcentajes de inhibicién del EGS indican un posible
comportamiento de concentracidn-respuesta condicionado por el tiempo de exposicion
al compuesto antimicrobiano. El antibiético de uso comercial muestra una mayor
eficiencia en comparacion con el EGS de T. haemagogus; sin embargo, se tiene que
considerar que se evalud un extracto proteico compuesto por proteinas con diversas
funciones, independientemente de proteinas y péptidos antimicrobianos, por lo que
aislar y evaluar los CAA permitiria determinar la mejor dosis a utilizar de compuesto
activo (De Boer et al., 2015).

Al realizar una comparacion de medias de Tukey entre los diferentes tratamientos

evaluados, se obtuvo lo siguiente:
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Cuadro 8. Efecto del CAA sobre las lecturas de las absorbancias del crecimiento E. coli BL21.

Tiempo de exposicion

Tratamientos 12 h 14 h 16 h
Control de esterilidad (-) 0.086401d 0.08832c 0.08593c
Control de crecimiento (+) 0.206352a 0.2284a 0.27331a
Placebo (-) 0.202917a 0.22753a 0.27164a
CAA Th 2 ug 0.172625b 0.18681b 0.21096b
CAA Th 4 g 0.167348b 0.18113b 0.19993b
CAA Th 8 ug 0.160084b 0.17419b 0.18977b
Amp 2 ug 0.088792cd 0.08749c 0.08369c
Amp 4 ug 0.094773cd 0.0932c 0.08958¢c
Amp 8 ug 0.114323d 0.11004c 0.10513c
EE 0.0065579 0.0079211 0.0105163

Leyenda: Valores categorizados con una letra distinta indican diferencias significativas entre los
tratamientos; CAA Th, compuesto activo antimicrobiano de T. haemagogus; Amp, ampicilina; EE, error

estandar.

De acuerdo con lo anterior, el andlisis de inhibicion del crecimiento bacteriano de los
CAA del EGS de T. haemagogus sugiere que el tratamiento a una concentracién de 2
Hg es el mejor, en comparacion con el resto de concentraciones utilizadas, dando una
posible aproximacion a la minima concentracion inhibitoria (MIC) que puede tener el
extracto (De Boer et al., 2015).

Xu et al., (2008) y Wu et al., (2015) describieron la presencia de péptidos con actividad
antimicrobiana, tal es el caso de defensina TY y Cecropina TY, ambos péptidos
caracterizados a partir de la especie Tabanus yao. Esto se puede correlacionar con
nuestros resultados, debido a que la especie analizada estan emparentados

taxondmicamente a nivel género, sin embargo, son especies de distintos continentes

97



gue no tienen contacto alguno.

Segun Ribeiro & Arca, (2009), los insectos hematofagos poseen una gran cantidad de
enzimas que actian sobre muchos sustratos, especializadas en la inhibicién de las
respuestas hemostatica, inflamatoria e inmunitaria; por lo que las proteasas
encontradas, podrian estar relacionadas con dichos mecanismos de accion. Similar a
los perfiles proteicos, los pesos moleculares son un indicio de la presencia de proteinas
diferentes. De acuerdo con el ensayo de zimografia y la utilizacion de colageno como
sustrato, los resultados obtenidos permitirian sugerir que se trata de colagenasas, sin
embargo, existen muchas proteinas que presentan esta funcion, especialmente las
gelatinasas y algunas metaloproteasas (Angulo-Valadez et al., 2007); es por ello que la
identificacion a partir de espectrometria de masas, asi como un analisis bioinformatico
y por consiguiente la actividad biol6gica, serian elementos importantes para una

correcta identificacion y caracterizacion funcional (Zhang et al., 2014).
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VI. CONCLUSIONES

Las abundancias de los tabidos en las zonas de muestreo estan asociados a los
meses donde se registra la precipitacion y las temperaturas mas altas, siendo
los meses de julio, agosto y septiembre. Sin embargo, son organismos que se

encuentran durante todo el afio, pero en menor cantidad.

Se identificaron nueve especies de tabanidos en los 5532 ejemplares. Las
especies son: Chrysops variegatus, Diachlorus ferrugatus, Leucotabanus
itzarum, Tabanus colombensis, Tabanus commixtus, Tabanus haemagogus,

Tabanus oculus, Tabanus vittiger var. guatemalanus y Tabanus yucatanus.

Diachlorus ferrugatus y Tabanus haemagogus fueron las especies mas

dominantes en la UMA Nohan y en la Selva Colpos Cam, respectivamente.

Tabanus haemagogus se reporta por primera vez para Campeche, debido a que
los antecedentes de colectas que se tienen solo indican su presencia en los

estados de Tabasco, Yucatan y Quintana Roo.

La diversidad de tabanidos en los sitios de muestreo representa el 31.03 % del

total de las especies reportadas para la peninsula de Yucatan.

El contenido proteico del EGS Tabanus haemagogus y Leucotabanus itzarum

tiene un patron de expresion diferente.

El género Leucotabanus es analizado por primera vez dentro de las especies de

la familia Tabanidae.

Se determino la actividad enzimatica del tipo proteolitica y amilolitica en el EGS

de las especies Tabanus haemagogus y Leucotabanus itzarum.

El EGS de Tabanus haemagogus presenta compuestos con actividad
antimicrobiana, con un efecto concentracién dependiente contra el tiempo de

exposicién al antimicrobiano.
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VIl. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar mas colectas para enriquecer los datos sobre la diversidad de
tabanidos en la Peninsula de Yucatan, asi mismo, poder asociar y describir los

reservorios y nichos ecologicos.

Correspondiente al extracto de glandulas salivales, se recomienda realizar las
identificaciones de las proteinas con la finalidad de poder determinar la composicion
quimica de dicho extracto. Asi mismo, la realizacidbn de otros tipos de ensayos
funcionales (coagulacion, vasodilatacion, inmunoldgico, entre otros) permitiria

determinar su potencial bioprospeccion.
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ANEXOS
Preparacion de reactivos y soluciones

Soluciones de extraccion de proteinas
PBS pH 7.2 (Solucion Salina de Fosfatos, 1 L)

NacCl 8.00 g
KCI 0.20 g
Na,HPO, l.44 ¢
KH,PO, 0.24¢g
H.O 800 mL

- Ajustar pH a 7.2 con HCIl o NaOH
- Aforar con H,O hasta 1L

Solucion de TCA (10 mL)

TCA 2.00 g

DTT 0.02 g

- Disolver en 8 mL de acetona fria (-20 °C)
- Aforar con acetona fria hasta 10 mL

Solucién de lavado (10 mL)

DTT 0.02g
- Disolver en 8 mL de acetona fria
- Aforar hasta 10 mL con acetona fria

Solucidon de resuspension (10 mL)

SDS 0.1g¢
Tris-base 0.12¢g
- Disolver en 8 mL de H,O

- Aforar hasta 10 mL con H,O

Soluciones de electroforesis
Solucion de poliacrilamida para un gel al 12 %

Gel concentrador

30 % Acrilamida/Bis-acrilamida 325 pL
Tris-HCI pH 6.8 625 pL
SDS 10 % 27 uL
H.O 1.525 mL
10 % PSA 12.5puL
TEMED 25uL

Gel separador

30% Acrilamida/Bis-acrilamida 3.00 mL
Tris-HCI pH 8.8 1.88 mL
SDS 10% 76 pL
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H,O 2.65mL
10 % PSA 25 L
TEMED 5uL

Acrilamida/Bis (30 % T, 2.67 % C) (100 mL)

Acrilamida 29.204¢g
N’N’-bis-metileno-acrilamida 0.80¢g
H,O 60 mL

- Disolver completamente
- Aforar con H,O hasta 100 mL

Buffer de corrida 1X SDS-PAGE (1 L)

10X Buffer nativo PAGE 100 mL
SDS 10 % 10 mL
- Aforar H,O hasta 1L

Buffer de carga 2X SDS-PAGE

0.5 M Tris-HCI, pH 6.8 3.75mL
Glicerol 50 % 15.00 mL
Azul de Bromofenol 1% 0.30 mL
SDS 10 % 6.00 mL

- Aforar con H,O hasta 30 mL
- Agregar 3-mercaptoetanol (50 pL por cada 950 pL de buffer de carga 2X antes de usarla)

Soluciones de tincién

Solucion de Azul de Coomassie (200 mL)

Coomassie Brilliant Blue G-250 0.50¢g
Metanol 90 mL
H,O 90 mL
Acido Acético Glacial 20 mL

Solucion destefidora (1L)

Metanol 400 mL
Acido acético glacial 100 mL
H,0O 500 mL

Solucién de Nitrato de Plata al 0.1 %

AgNO; 0.25g
H,O 250 mL

Soluciodn fijadora paratinciéon de plata (250 mL)

Metanol 50 % 125 mL
Acido acético glacial al 5 % 12.5mL
H,O 112.5mL

Solucién de sensibilizacion

Na,S,05 0.05 g
H.0 250 mL

113



Soluciones de actividad proteolitica

Solucién de poliacrilamida para un gel al 12 %

Gel concentrador

30 % Acrilamida/Bis-acrilamida 325 pL
Tris-HCI pH 6.8 625 pL
Solucién de gelatina 1.525 mL
10 % PSA 12.5puL
TEMED 2.5uL

Gel separador

30 % Acrilamida/Bis-acrilamida 3.00 mL
Tris-HCI pH 8.8 1.88 mL
Solucién de gelatina 2.65 mL
10 % PSA 25 pL
TEMED 5puL

Buffer de carga 2x nativo PAGE

0.5 M Tris-HCI, pH 6.8 3.75 mL
Glicerol 50 % 24.0 mL
Azul de Bromofenol 1 % 0.3 mL
H,O 30 mL

Solucién de lavado

Tris-HCI pH 7.5 50 mM 25 mL
Tritén 2.5 % x100 12.5 mL
- Aforar con H,O hasta 500 mL

Solucién activadora

Tris-HCI mM 25 mL
Tritébn 2.5 % 100 X 12.5 mL
CaCl, 5 mM 2.5 mL
ZnCl, 1 mM 500 pL

- Aforar con H,O hasta 500 mL
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