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RESUMEN

Considerando la importancia de Simulium sp. como posible vector de Onchocerca volvulus, parasito causante
de la oncocercosis, y teniendo en cuenta que el analisis de los cromosomas politénicos se ha convertido en un
herramienta poderosa para la identificacion y clasificacion de la poblaciones vectoras o no vectoras; se realizo un
estudio preliminar basado en la estandarizacion de la técnica de extraccion de los cromosomas politénicos y la ca-
racterizacion de estos para individuos del género Simulium sp. encontrados en la quebrada la Aldana de la Reserva
Natural de Cedro Rosado, Quindio. Los resultados del estudio indicaron que la especie tiene una dotacion n=3. La
longitud relativa es 125 micras, de las cuales el 46% corresponde al cromosoma 1, el 33% al cromosoma I1 y el
21% al cromosoma III del complemento total. Los cromosomas I y II son submetacéntricos y el III metacéntrico.
Se identifican los marcadores cromosomicos en la especie estudiada y un indice asimétrico=0,51.
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ABSTRACT

Considering the importance of Simulium sp. as a possible vector of Onchocerca volvulus, the parasite that causes
oncocercosis, and considering that polytene chromosome analysis has become a powerful tool for identification
and classification of vectors or vector populations, a preliminary study was carried out based on the standardiza-
tion of the extraction technique polytene chromosomes and characterization of these for individuals Simulium
sp. found in the Quebrada La Aldana, into Nature Reserve Cedro Rosado, Quindio. The results of the study in-
dicated that the species has n = 3 . The relative length is 125 microns, 46 % corresponds to chromosome I, 33%
to chromosome II and chromosome IIT 21% to total complement . Chromosomes I and II are submetacentric and
metacentric III. Chromosomal markers are identified in the tested species and asymmetric index = 0.51.
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INTRODUCCION

En la familia Simulidae se encuentran alrededor de
1500 especies a nivel mundial, 300 estan en el Neo-
tropico y 45 de éstas en Colombia, 33 del género Si-
mulium y 12 del género Gigantodax (1-3). En Colom-
bia son limitados los estudios realizados en simtlidos
y dada la posicion geografica del pais, es posible que
el nimero de especies sea mayor que el anotado (4).
A nivel local se han realizado diferentes estudios don-
de se ha indicado la presencia de Simulium sp, como
reporta Garcia-Alzate (5) en el rio Roble ubicado en
el departamento del Quindio entre los municipios de
Quimbaya y Montenegro, encontraron que Simulium
sp tiene una abundancia relativa en periodo de llu-
vias del 18,7% y en el periodo seco 1,2 %. Del mismo
modo Villareal y Sanchez (6) reportan a Simulium
sp, en la quebrada la Aldana ubicada en el sendero
Cedro Rosado de la universidad del Quindio.

Tidwell et al. (7) identificaron que Simulium exiguum,
encontrado en el municipio Lopez de Micay, es el
vector de Onchocerca volvulus en Colombia; siendo
esto de gran importancia bioldgica, ya que dicho pa-
rasito es causante de la enfermedad conocida como
ONCOCErcosis.

Con la introduccion de la citogenética en el estudio
del género Simulium, el analisis de los cromosomas
politénicos de las larvas se han convertido en un he-
rramienta poderosa para la identificacion y clasifica-
cion de las poblaciones vectoras o no vectoras de este
Diptero. (8).

Los cromosomas politénicos fueron observados por
primera vez por E. G. Balbiani en 1881 (1) en nu-
cleos interfasicos, que no completan la mitosis, por
consiguiente los cromosomas se quedan estacionados
en interfase, llegando a representar mas de 1000 co-
pias de una cromatide en un fenémeno llamado poli-
tenia. Cada cromosoma esta constituido por un par de
homologos, intimamente sinapsados, caracterizados
por el patron de bandas originado por la alineacion
de los diferentes cromomeros a todo lo largo del cro-
mosoma. Es notable la constancia en la localizacion
y distribucion de los discos o bandas en los dos cro-
mosomas homologos. Es asi muy facil construir ma-
pas topograficos de las bandas y de las interbandas y
relacionarlos con los mapas genéticos. El patron de
bandas es especifico para cada especie lo que permite
observar cualquier anomalia de tipo estructural como

deleciones, inversiones translocaciones y duplicacio-
nes.

Nifio (9) realizod estudios comparacion de cromoso-
mas politécnicos y ubicacion marcadores cromosomi-
cos en Simuliidae: Gigantodax basinflatus y Giganto-
dax sp. en la Quebrada la Vieja en el departamento de
Cundinamarca-Colombia obteniendo como resultado
un mapa citogenético por medio bandeo cromosomi-
co extraido glandulas salivales de la mosca adulta,
llegando a una comparacion de las dos especies con
una diferencia de distancias la ubicacion de los mar-
cadores.

La informacion obtenida a partir de herramientas ci-
togeneticas tambien han contribuido con esta deter-
minacion taxonomica, en el caso de Simulium, estos
estudios se han basado en la presencia de cromoso-
mas gigantes o cromosomas politénicos. Estos cro-
mosomas se encuentran en diferentes 6rganos (glan-
dulas salivales, intestino, recto, tibulos de Malpighi,
ovarios, cuerpos grasos) de las larvas. En simulium
estos cromosomas se localizan mas facilmente en las
glandulas salivales de las larvas.

Teniendo en cuenta lo anterior, el propdsito del actual
estudio fue estandarizar el método de extraccion de
los cromosomas politénicos de las glandulas salivales
de la larva de Simulium sp. encontrada en la quebrada
la Aldana de la Universidad del Quindio; y a su vez
realizar la caracterizacion de los cromosomas extrai-
dos.

METODOLOGIA

Area de estudio

Teniendo en cuenta estudios previos que reportan la
presencia de Simulium sp. se escogid la quebrada la
Aldana en la reserva Natural Cedro Rosado localiza-
da en el campus de la Universidad del Quindio como
lugar de muestreo.

La Reserva se encuentra al noroeste de la ciudad
de Armenia en la vertiente occidental de la cordille-
ra Central de los Andes colombianos (4°32°40°N;
75°46°13"W). Tiene una extension aproximada de 15
ha. Se encuentra a una altura entre los 1490 y 1530
msnm., el clima presenta una distribucion bimodal
de lluvias, con dos periodos de maxima precipitacion
en los meses de marzo-mayo y septiembre-noviem-
bre, y dos periodos de menores precipitaciones entre
diciembre-febrero y junio-agosto. El promedio anual
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de precipitacion es de 2436 mm, la temperatura es de
19°C, con una humedad relativa entre 65 y 75%, por
lo cual la zona de vida es de bosque muy hiimedo pre-
montano (bhm-P) (10).

Recoleccion del material biolégico

Se recolectaron larvas de Simulium sp en la quebrada
mencionada anteriormente, por el método de colecta
directa, teniendo en cuenta que se localizan donde la
corriente del rio y la caida del agua son muy fuertes y
estan adheridas sobre piedras, hojas, troncos o plasti-
cos a poca profundidad. Las larvas fueron fijadas en
Carnoy y otras en etanol al 95% vy fueron transporta-
das en frio a 4°C hasta el laboratorio.

Diseccion de las larvas de Simulium sp.

Para la diseccién de las glandulas salivares, en una
lamina con unas gotas de fijador diluido, se coloco
una larva de ultimo estadio (con su histoblasto ma-
duro) bajo estereoscopio y utilizando dos agujas de
diseccion de punta fina la larva se perford el integu-
mento por la parte ventral, con una escision desde el
sexto hasta el noveno segmento abdominal (2/3 partes
ostero-ventral del abdomen). Una vez abierta la pared
corporal, se localizaron facilmente las glandulas sa-
livares a lado y lado del intestino, reconocidas como
dos bolsas alargas, recubiertas o rodeadas de cuerpos
grasos, que se retirarse posteriormente. Se fijaron las
glandulas con unas gotas de Carnoy por dos o tres mi-
nutos. Se retiraron las glandulas, a una lamina limpia
en la cual se adicionaron unas gotas de acido acético
al 50%, para fragmentar el tejido. Posteriormente se
agregaron unas 3-4 gotas de orceina lactoacética para
tincionar las células por 5 minutos. Se sobrepuso la
laminilla y se efectud el esparcimiento del tejido por
un simple movimiento de rotacion del dedo indice so-
bre la laminilla, entre dos papeles absorbentes (toallas

de papel)(11).

Una vez logrados los montajes se realizaron los es-
tudios citogenéticos que para este caso consistieron
en la evaluacion del tamafio cromosomico con ayuda
del software IMAGE J, sobre imagenes logradas con
la camara fotografica CANON REBEL T3 adaptada
al microscopio marca ZEISS AXIO SCOPE. Sobre
los registros fotograficos se identificaron las bandas
e interbandas cromosomicas para determinar los seg-
mentos a lo largo del cromosoma. Adicionalmente se
identificaron marcadores cromosdmicos teniendo en
cuenta la metodologia descrita por Moreno (12-13),
Muiioz (14), Henry et al. (15), y Chaliow et al. (16) y

Rev. Invest. Univ. Quindio. (Col.), 26(1): 51-58; 2014

Caracterizacion de los cromosomas politénicos de simulium sp. Vargas et al.

Mustapha et al. (17).

Los cromosomas fueron clasificados teniendo en
cuenta la nomenclatura propuesta por Levan (18) y se
determiné la Asimetria Intracromosémica de acuerdo
al método establecido por Romero & Zarco (19) me-
diante la formula:

b1
Al=1 _z_éﬂ

bl: Longitud promedio del brazo corto
Donde: B1: Longitud promedio del brazo largo

n: Numero de pares de cromosomas homologos

RESULTADOS

Se recolecto aproximadamente 500 larvas de Simu-
lium sp. Se diseccionaron adecuadamente 100 de las
500 larvas de Simulium sp. recolectadas y los prepara-
dos permitieron la identificacion de una dotacion cro-
mosomica n=3. El cromosoma I (Figura 1), presenta
una longitud relativa de 57,39 micras, que se subdivi-
den en 70 segmentos (Tablal).

Region organizadora nu-

centromero y NOR:

Figura 1. Cromosoma I de Simulium sp. C

cleolar
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Tabla 1. Longitudes relativas del cromosoma I El cromosoma II (Figura 2), presenta una longitud de
Segmento  PERIM ANGLE CIRC tenetAov) 41,20 micras, que se subdividen en 46 segmentos (Ta-
1 62,8 162.4 0.2 0,93202731 bla2).

2 86,6 9.2 0.1 1,28524785

3 72 -89.2 0.2 1,06856634

4 58,6 -162.2 0.2 0,86969427

5 91 -168.6 0.1 1,35054912

6 74,8 -168.5 0.2 1,1101217

7 71,2 -167.1 0.2 1,05669338

8 36,2 -173.7 0.4 0,53725141

9 57 -169.9 0.2 0,84594835

10 75,8 -169.3 0.2 1,1249629

11 53,6 174.6 0.2 0,79548828

12 61,5 -176.3 0.2 0,91273375

13 126,3 135.3 0.1 1,87444346

14 72,1 33.7 0.2 1,07005046

15 63,2 18.4 0.2 0,93796379

16 58,6 11.9 0.2 0,86969427

17 51,9 25.1 0.2 0,77025824

18 45,4 24.9 0.3 0,67379044

19 42,6 19.3 0.3 0,63223508

20 60,3 34.8 0.2 0,89492431

21 41,2 25.9 0.3 0,61145741 Figura 2. Cromosoma IT. DB=doble bucle, AB=anillo
22 61,5 41.0 0.2 0,91273375 o . . .
>3 585 471 0.2 0.86821015 de Balbiani, C=centromero, bg=banda gris, PB=anillo
24 71,3 8.1 0.2 1,0581775 parabalbiani, RA=Region Asinaptica

25 69,4 3.3 0.2 1,02997922

26 22,7 0 0.6 0,33689522 . )

- 50 s 03 074948056 Tabla 2. Longitudes relativas en el cromosoma II
28 78,3 14.0 0.2 1,16206589 Segrento  PERM ANSLE arRc LENGTH

29 60,9 -10.4 0.2 0,90382903 s 382-1710 03 056683381
30 61,3 0 0.2 0,90976551 ns 361-164.1 04 053576729
31 59,6 10.6 0.2 0,88453547 1o 45-1787 03 066785396
32 74,8 22.1 0.2 1,1101217 E 36'52 7153'5 g‘z‘ 8'54318789
33 55,1 6.2 0.2 0,81775007 P, w57 172 0z 6’8;563035
34 85,1 32.6 0.1 1,26298605 o 51666 0z QMESEEC
35 40,1 14.4 0.3 0,59513209 o 205 259 0z O60E52083
36 59,2 22.7 0.2 0,87859899 s 414197 P 061442565
37 84 35.8 0.2 1,24666073 o6 |5 232 03 Q57138617
38 42,7 0 0.3 0,6337192 127 2.2 45 03 06262986
39 21,4 2.7 0.6 0,31760166 =8 42,2 460 a3 O62629865
40 28,8 12.1 0.5 0,42742654 129 37641 03 054912437
41 48,7 -9.5 0.3 0,7227664 130 792621 02 1,17542297
42 68,6 -24.0 0.2 1,01810626 131 492 -292 03 0,730187
43 54,5 -68.6 0.2 0,80884535 1 o@21-81 o1 1,36687444
a4 88,5 -96.5 0.1 1,31344613 133 57,6 709 02 085485307
a5 34,2 -110.6 0.4 0,50756901 134 21,927 o3 oe2184625
46 42,2 -108.0 0.3 0,6262986 135 28223 03 063520332
47 25,9 -125.5 0.5 0,38438706 136 193471 07 028643514
a8 35 -106.9 0.4 0,51944197 137 21,9371 03 oe2184625
49 69,8 -153.8 0.2 1,0359157 138 164425 os 024339567
50 37,9 -161.6 0.3 0,56248145 139 242502 o3 0655981
51 30,5 -156.8 0.4 0,45265657 140 386575 03 057287029
52 32,2 -172.9 0.4 0,47788661 141 327831 o4 048530721
53 30,7 -178.2 0.4 0,45562481 142 258644 05 03829024
54 37,6 156.8 0.3 0,55802909 143 236777 06 03502523
55 28,1 120.3 0.5 0,4170377 144 333760 o4 049421193
56 24,5 151.4 0.5 0,36360938 145 37,70 03 05551321
57 24 125.0 0.5 0,35618878 146 38887.1 03 057583853
58 34 137.4 0.4 0,50460077 14z 3471143 04 051498961
59 40,8 168.7 0.3 0,60552093 iﬁ :i i‘fz*? 82 g,ym%g
60 27,4 -132.0 0.5 0,40664886 o 205 1721 on 0:4565 “

61 45,5 174.9 0.3 0,67527456 o1 % 1785 o Qm:'!: 81538
62 83,2 173.1 0.2 1,23478777 1o 1 1750 06 03017
63 70,1 170.9 0.2 1,04036806 13 208 1610 04 045710658
64 73,3 178.4 0.2 1,0878599 1= 36,4 1606 o4 Q5AR1965
65 41,8 157.7 0.3 0,62036213 15 4261522 03 pp—
66 34,9 -173.5 0.4 0,51795785 16 £3 1558 02 078658356
67 67,6 164.5 0.2 1,00326506 157 365 -1520 04 054170877
68 59,9 159.4 0.2 0,88898783 158 389 -156.0 03 057732265
69 63,2 -137.5 0.2 0,93796379 159 437 -134.1 03 06485604
70 65 -25.4 0.2 0,96467795 160 27,5 -1394 os 040813298
70 TOTAL 1 57,3983378 24 TOTALS 26, 3846539
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El cromosoma III (Figura 3), presenta una longitud
de 26,38 micras, que se subdividen en 44 segmentos
(Tabla 3).
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Figura 3. Cromosoma III. RA=Region Asindptica,
C=centromero, B=Blister

De acuerdo a las normas de Levan (18), los cromoso-
mas 1y 2 son submetacéntricos con proporciones de
brazos de 2,09 y 2,78 respectivamente y el cromoso-
ma 3 es metacéntrico con una relacion de brazos de
1,61 (Tabla 4).

Tabla 4. Longitudes relativas en los cromosomas de
Simulium sp.

cromosoma | cromosoma |l cromosoma |l
longitudp 18,51884832 10,87859899  10,10240427
longitudq 38,87948946 30,33095874  16,28227961
Longitud
relativa 57,39833779 41,20955773  26,38468388
Proporcion de
brazos q/p 2,099455041 2,788130969  1,611723226
IC:Indice
Centromerico=
100 (p/p+q)] 67,73626374 26,39824252  38,28889639
Clasificacion submetacentrico submetacentrico metacentrico

Segrerto | PERIMVI ANGLE arc ENGTH
117 332 1710 03 056603381
118 361-164.1 [o¥1 053576729
119 45 1787 o3 066785396
120 3661675 [o¥1 054318729
121 59783 02 087563075
122 437172 o3 06A85604
123 51,6 66 o3 076590688
124 408 259 o3 Qe0E52003
125 41,4197 o3 061442565
126 385232 o3 057138617
127 42245 o3 0262986
128 42,2 460 o3 oe262986
129 37641 o3 054912437
130 2621 o2 1,17542297
131 492 -292 o3 Q730187
132 @?1-81 o1 1,36687444
133 57,6 709 02 085485307
134 41,927 03 o625
135 28223 o3 063520832
136 193471 a7 028643514
137 41,9371 o3 oenes
138 164 425 o8 024339567
139 442542 o3 065581
140 386575 o3 Q57287029
141 327831 o4 048530721
142 258644 os k=721
143 236777 06 03502523
144 333760 [o¥1 Q49421193
145 37,70 o3 055951321
146 388871 o3 057583853
147 3471143 o4 051498961
148 3891132 o3 Q5773265
149 3311425 o3 056544960
150 2951721 [e¥1 043731538
151 3671785 [o¥1 Q54467201
152 231 1750 06 03428317
153 308 161.0 [e¥1 045710893
154 364 1606 [o¥1 054021965
155 42,6-152.2 o3 063223508
156 53-155.8 o2 Q78655356
157 365-1520 [e¥1 054170877
158 389-1560 o3 Q5773265
10 437-1341 o3 06A85604
160 27,5-1394 os 040813298

24 TOTAS 26, 3346539
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Metacéntrico 1 a 1.7; submetacéntrico, 1.7 y 3; subtelocéntricos entre 3 y
7; y acrocéntricos > 7

La longitud relativa de los cromosomas politénicos
en la especie estudiada comprende aproximadamen-
te 125 micras, de las cuales el 46% corresponde al
cromosoma I, el 33% al cromosoma II y el 21% al
cromosoma III del complemento total.

El cromosoma I, presenta un brazo corto con una
longitud relativa de 18,5micras y un brazo largo de
38,8micras. En este cromosoma se identificaron dos
marcadores cromosomicos, el centromero en el seg-
mento 42/43 y la region organizadora nucleolar en el
brazo corto, en el segmento 44.

El cromosoma II, presenta un brazo corto con una
longitud relativa de 10,8micras y un brazo largo de
30,3micras. En este cromosoma se identificaron 9
marcadores cromosomicos, el centromero en el seg-
mento 84/85, en el brazo corto un doble bucle en el
segmento 76/77, y el anillo de Balbiani, en los seg-
mentos 81/82. Y en el brazo largo dos anillos de Pa-
rabalbiani en los segmentos 90 y 110, dos regiones de
banda gris localizadas en los segmentos 87 y 99, un
Blister en el segmento 97/98 y una region asinaptica
en el segmento 100/101.

El cromosoma III, presenta un brazo corto con una
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longitud relativa de 10,1 micras y un brazo largo de
16,3 micras. En este cromosoma se identificaron 3
marcadores cromosomicos, el centromero en el seg-
mento 131, en el brazo corto una region asinaptica en
el segmento 124/125 y en el brazo largo un blister en
el segmento 148/149.

Discusion

La buena cantidad de larvas recolectadas (500 larvas
de Simulium sp.), indica que las caracteristicas fisi-
coquimicas de la quebrada “La Aldana” son buenas
desde el punto de vista del nivel trofico, ya que esta
especie es indicadora de la calidad de las aguas y se
localiza en sistemas con buena aireacion, es impor-
tante tener en cuenta que a la quebrada son arrojados
los desechos de la universidad sin previo tratamiento
de estos residuos.

En la estandarizacion de la técnica citogenética es cla-
ve el proceso de fijacion, el cual se realizo con carnoy
3:1 a bajas temperaturas, condiciones bajo las cuales
el proceso de deshidratacion celular por el etanol es
lento y el reemplazamiento de agua por acido acéti-
co permite mantener las estructuras celulares en buen
estado.

Una vez obtenidas buenas placas (Iaminas) y registros
fotograficos, se evaluaron las caracteristicas citogené-
ticas, teniendo en cuenta lo reportado en la literatura,
encontramos que los segmentos denominados como
duplicaciones, son regiones de bandas e interbandas
que tienen relacion con las zonas de genes activos
(bandas claras) y no activos y/o zonas de regulacion
de la expresion de genes (bandas oscuras). Encontran-
dose que no hay una relacion uno a uno de bandas e
interbandas. Segiin Munoz (14), los cromosomas son
divididos hasta 100 segmentos, sin embargo al anali-
zar las bandas se identificaron en este estudio 160 seg-
mentos de los cuales, el autor, indica que se dividen en
segmentos mas o0 menos uniformes por cromosoma 42
(cromosoma 1), 30(cromosoma II) y 28(cromosoma
1I), valores que difieren significativamente (p<0.05)
de los observados en el presente estudio 70(cromoso-
ma I), 45(cromosoma II) y 43(cromosoma III). Lo
anterior indica variabilidad en las especies presentes
en la Quebrada La Aldana, por lo cual es importante
ampliar las zonas de muestreo.

Los marcadores cromosémicos son especificos dentro
de las especies, las regiones de sintesis de ARN como
los NOR, y los Puffs que son regiones engrosadas

que se denominan anillos de Parabalbiani, con la cro-
matina poco extendida y los Anillos de Balbiani que
presentan la cromatina muy distendida, se localizan a
lo largo de los cromosomas, generalmente asociados,
los dos ultimos, al cromosoma II, en nuestra especie
encontramos un NOR (cromosoma I), 2 Anillos de
Balbiani, y 2 Anillos de Parabalbiani (cromosoma II).

Pelling (20), establecid que estos puffs, son sitios de
transcripcion, y su tamafio depende de la actividad de
las bandas o interbandas que lo forman. En nuestro es-
tudio se observo que el anillo de Balbini del segmento
81/82 es mas pequefio (1,63um) que el del segmento
88/89 (1,95 um), indicando esto la transcripcion dife-
rencial de tales segmentos.

Marcadores cromosomicos similares fueron localiza-
dos por Henry et al. (15), Chaliow et al. (16) y Mus-
tapha et al. (17), excepto por que en el cromosoma
II se encontraron dos anillos de Balbiani y dos zonas
de bandeo gris. En cuanto a la clasificacion, de los
cromosomas, el autor establece que los cromosomas I
y 1I son metacéntricos y el III submetacéntrico, en el
presente estudio, los resultados fueron diferentes, los
cromosomas | y Il son submetacéntricos y el cromo-
soma III metacéntrico. Lo anterior se puede explicar
por el grado de condensacion de los cromosomas al
momento de la fijacion, y por otro lado es una posible
evidencia de que estos caracteres morfologicos de los
cromosomas determinan que esta especie es diferente
de la que trabajaron (15-17), siendo un caracter taxo-
némico que es necesario validar mediante la compa-
racion con otras poblaciones distribuidas en una zona
geografica mayor.

Las regiones de asinapsamientos varian de un indi-
viduo a otro, estas determinan el grado de hetero-
cigocidad en las poblaciones, convirtiéndose estas
regiones en las zonas que evidencian la hibridacion,
en este estudio se logro establecer que los diversos
individuos evaluados presentaban amplias zonas de
asinapsamiento, lo cual determina el alto flujo gé-
nico en la especie y su potencial dispersamiento
como especie vectora de multiples parasitos de tipo
filarico(nematodos) que afectan animales domésticos
y al hombre.

El indice de asimetria Intracromosomica dio como
resultado cariotipos asimétricos con un valor de Al
=0,51. De acuerdo al resultado de las asimetrias cro-
mosomicas se corrobora lo planteado por Romero-
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Zarco (19) que cuando los indices se acercan a cero
los cromosomas son en su mayoria metacéntricos y
los cariotipos son simétricos. Lo cual es corroborado
en la clasificacion metacéntrica y submetacéntrica al
usar la relacion de brazos propuesta por Levan (18).

Por lo tanto, se concluye que la metodologia evaluada

Caracterizacion de los cromosomas politénicos de simulium sp. Vargas et al.

permite la caracterizacion de los cromosomas en la
especie y se recomienda determinar la especie a tra-
vés de un especialista en dipteros, y adicionalmente
evaluar otras poblaciones de Similium sp. para deter-
minar la utilidad de la citogenética en su esclareci-
miento taxondémico y a determinacion de las especies
vectoras de parasitos filaricos.

10.

11.

12.

13.

14.

15.
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