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ABSTRACT. Accessing the past: use of collection specimens as sources of genetic information for the
genus Bombus (Hymenoptera: Apidae) in Colombia. Introduction: The use of museum specimens as a
source of genetic information to develop studies that resolve taxonomic, ecological, demographic, and evolu-
tionary questions at various temporal and geographic scales, has recently become relevant. However, genetic
material obtained from specimens deposited in biological collections is not used frequently due to the natural
deterioration of the DNA preserved in these specimens. Getting quality genetic material is demanding in terms of
time and money. Objective: By using museum material, to identify a mini-barcode sequence that can be used in
the taxonomic determination and provides information that allows the estimation of phylogenetic relationships
of species of the genus Bombus. Methods: the DNA extraction protocol for museum samples was standardized
using the mesothoracic right leg and / or a sample of thoracic muscle of 96 specimens deposited in the LABUN
collection between 7 and 38 years ago. Different combinations of oligonucleotides allowed to amplify fragments
from 152 to 407 base pairs (bp) of the mitochondrial gene Cytochrome Oxidase I (COI). Using as a template a
group of 31 sequences amplified from recently collected specimens, the fragments obtained from the museum
specimens were assembled and analyzed in a phylogenetic framework. Additionally, a haplotype network analy-
sis was performed in order to evaluate in detail the relationships between the resulting mitochondrial haplotypes.
Results: The greatest success of DNA extraction was achieved from limb samples deposited since the year 1982
on. Meanwhile, successful amplification of fragments longer than 300 base pairs (bp) was achieved mostly in
samples deposited on dates after 1999, which indicates greater integrity of the genetic material recovered from
individuals of 19 years of collection and onwards. Although all the fragments evaluated can be used as mini-bar-
code, only with one primer pair, it was possible to obtain a topology similar to that observed with the complete
fragment. A large genetic variation was detected, particularly within the Bombus atratus and B. funebris species,
in which a clear phylogeographic structure was revealed. Conclusions: New barcode sequences were obtained
through DNA extraction and amplification protocol from museum samples. Furthermore, new information on
intraspecific genetic variability was generated, detecting the presence of unique mitochondrial haplotypes that
could constitute management units subject of conservation. Such information is of vital importance to formulate
conservation strategies for these pollinators in Colombia.
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La correcta determinacion de las poblacio-
nes ¢ individuos bajo la categoria taxonéomica
de especie es fundamental en la resolucion de
preguntas sobre la historia evolutiva, ecolo-
gia, diversidad funcional, e impactos antropi-
cos sobre la distribucién y diversidad de los
organismos (Roy, Girman, Taylor, & Wayne,
1994; Cameron, Hines, & Williams, 2007;
Hines, 2008; Condamine & Hines, 2015). Sin
embargo, es de resaltar que una de las grandes
limitantes para los estudios que conducen a
responder las preguntas arriba mencionadas,
son las cortas escalas temporales a las cuales se
puede generar informacion empleando material
recolectado de manera reciente, asi como la
baja cobertura a nivel geografica de los estu-
dios (Wandeler, Hoeck, & Keller, 2007). Es
asi como las colecciones bioldgicas revisten
gran importancia como fuente de informacion
historica, geografica y ecologica de los orga-
nismos, muchos de ellos especimenes raros o
capturados en areas de dificil acceso, o incluso
que por cambios antrépicos, desaparecieron
(Gilbert, Moore, Melchior, & Worobey, 2007;
Wandeler et al., 2007). Las colecciones no solo
constituyen un repositorio de datos morfologi-
cos de los especimenes alli preservados, sino
también de la informacion genética en cada
uno de ellos (Mitchell, 2015). A través de la
integracion de la informacion morfologica y
molecular que proveen las colecciones biolo-
gicas es posible la resolucion de complejos de
especies (Hausmann et al., 2009), detectar la
aparicion de rasgos genéticos y/o morfolégicos
que confieren ventajas evolutivas (ej. resisten-
cia a insecticidas) y determinar diversidad y
distribucion historica de poblaciones, y de este
modo evaluar el efecto de variables como el
cambio climatico o la actividad antropica sobre
dichas especies (Wandeler et al., 2007).

No obstante lo anterior, el potencial de
las colecciones biologicas como proveedoras
de informacién genética de los individuos alli
preservados ha sido subutilizada debido a la
dificultad en la extraccion de material genético
de calidad de los especimenes (Mitchell, 2015;
Sproul & Maddison, 2017). A partir de la toma
de una muestra de un espécimen, o la muerte

del mismo, inicia un proceso de degradacion
del ADN, que dificulta su uso apropiado en
estudios genéticos (Zimmermann et al., 2008).
Investigaciones empleando muestras depo-
sitadas en colecciones bioldgicas han tenido
resultados variables en cuanto al éxito en la
amplificacion de marcadores moleculares a
partir de estos tejidos (Hausmann et al., 2009;
Hebert, et al., 2013; Mitchell, 2015), que se ve
influenciado por el tamafio de la muestra alma-
cenada, el medio de preservacion empleado, la
edad del tejido o los métodos empleados para
la eliminacion de plagas al interior de la colec-
cion (Ackery, Testa, Ready, Doyle, & Pinniger,
2004; Bisanti, Ganassi, & Mandrioli, 2009;
Hebert et al., 2013). Particularmente en el caso
de los insectos montados en alfileres entomo-
logicos, en seco sin ningun medio adicional de
preservacion, el ADN se deteriora en un lapso
de pocos afios siendo adecuado para estudios
moleculares por un periodo de entre 10 a 15
aflos posterior al depdsito del espécimen en
la coleccion (Hernandez-Triana et al., 2014),
periodo a partir del cual el éxito de amplifica-
cion se reduce drasticamente (Zimmermann et
al., 2008). De este modo y teniendo en cuenta
las limitaciones del uso de muestras de colec-
cion en la obtencion de informacion genética,
recientes estudios proponen la implementacion
de técnicas de secuenciacion de nueva genera-
cion (NGS por sus siglas en inglés) (Sproul &
Maddison, 2017), como la piro- secuenciacion
(Shokralla et al., 2011), asi como diferen-
tes modificaciones de los protocolos de PCR
(Mitchell, 2015). Esto tltimo, ha permitido
la obtencion de fragmentos cortos de ADN
conocidos como mini-barcodes, que pueden ser
ensamblados para la obtencion de secuencias
del codigo de barras completas (p. ej. Strutzen-
berger, Brehm, & Fiedler, 2012; Frangoso &
Arias, 2013; Hebert et al., 2013), o empleadas
de manera independiente en la determinacion
molecular de especimenes con alta degradacion
del material genético (ver Hajibabaei et al.,
2006, Hernandez-Triana et al., 2014).

En la actualidad, los polinizadores se
encuentran en estado de amenaza a nivel
mundial debido a la intensificacion de la
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agricultura, el uso de pesticidas, el cambio cli-
matico, la destruccion de habitat y la introduc-
cion de especies y patdgenos exdticos (Potts
et al., 2010). Particularmente para las abejas
del género Bombus, en la actualidad se registra
la pérdida de biodiversidad mas grande en su
historia evolutiva (Condamine & Hines, 2015).
Este género cuenta con cerca de 265 especies
reconocidas, que ocupan una gran diversidad
de habitats, desde praderas alpinas en el viejo
mundo, hasta bosques tropicales (Williams &
Jepsen, 2017).

En Colombia se registran nueve especies
del género, que ocupan todos pisos altitudina-
les desde el nivel del mar hasta los 4 800 metros
sobre el nivel del mar (m.s.n.m.) (Nates, 2004),
sin embargo, existe una distribucion diferencial
de estas especies: Las de cara corta (B. fune-
bris, B. hortulanus, B. robustus B. rubicundus,
y B. melaleucus) con excepcion de B. mela-
leucus, son las mas comunes en ecosistemas
montafiosos (a partir de los 2 100 m.s.n.m) y
las especies de cara larga (B. atratus, B. pulla-
tus, B. excellens y B. transversalis) presentes
exclusivamente en tierras bajas (B. transver-
salis) o con un amplio rango altitudinal, aun-
que mas frecuentes hacia la tierras bajas (B.
atratus, B. pullatus, B. excellens) (Liévano,
Ospina, & Nates, 1991). Las especies de cara
corta residentes en alta montafia, asi como B.
atratus se constituyen como especies modelo
para el estudio de la biologia de estos organis-
mos dada su abundancia y amplia distribucion,
mientras que B. melaleucus, y B. excellens
son muy poco frecuentes (Osorno & Osorno,
1938; Pinilla-Gallego, Ospina, & Cure, 2017).
A nivel de conservacion, hasta el momento no
existe un estimativo de la fluctuacion de las
poblaciones de estas especies. Sin embargo, a
partir de registros realizados en el marco de
los diferentes inventarios regionales se observa
la desaparicion de especies de abejorros de
lugares donde estaban previamente reportados
(Osorno & Osorno, 1938; Pinilla-Gallego et al.,
2017), asi como la contraccion de las areas de
distribucion. Una de las grandes dificultades
para el desarrollo de estudios encaminados
a determinar el estado de las poblaciones de

abejorros, asi como de otras especies silvestres
de abejas en Colombia es el desconocimiento
de la diversidad (Pinilla-Gallego et al., 2017),
para el caso particular de Bombus la diversidad
intra-especifica. Estudios realizados en Europa
(ej. Lecocq et al., 2015; Lecocq et al., 2016a),
en Asia (ej. Williams et al., 2012) y en algunos
paises de Sur América (ej. Frangoso, Zuntini,
Carnaval, & Arias, 2016), resaltan la importan-
cia del conocimiento de la diversidad genética
de las especies de Bombus en la determinacion
de las areas reales de distribucion, el estado de
las poblaciones (Frangoso, Zuntini, & Arias,
2019) y consecuentemente, en la formulacion
de politicas de manejo y proteccion de estas
especies. Teniendo en cuenta lo anterior, el
objetivo de este estudio fue identificar y obte-
ner una secuencia mini-barcode para uso en
determinacion taxondmica y estimacion de
relaciones filogenéticas de especies del género
Bombus, usando muestras de tejido (musculo
y/o extremidad derecha del mesotorax) de
ejemplares depositados en la coleccion biold-
gica Laboratorio de Investigaciones en Abe-
jas de la Universidad Nacional de Colombia
(LABUN) a partir de afio 1980, en el marco
de un proyecto de caracterizacion genética de
abejorros en su distribucion natural al interior
de Colombia.

MATERIALES Y METODOS

Especimenes analizados: En el presente
estudio se obtuvo informacion genética de dos
grupos de muestras del género Bombus; el pri-
mer grupo se compone de especimenes de las
especies B. atratus, B. funebris, B. hortulanus,
B. robustus y B. rubicundus montados en alfi-
ler entomolégico previo sacrificio en camara
letal con Cianuro de Potasio, y preservados
en seco en LABUN (en adelante muestras de
museo), en un periodo de entre 7 a 38 aflos de
antigiiedad, recolectadas en las tres cordilleras
de Colombia asi como en los llanos Orientales
(Tabla 1). El segundo grupo consiste en 31
muestras de las especies arriba mencionadas,
recientemente recolectadas y de las que se
obtuvieron secuencias del marcador COI. Los

396 Rev. Biol. Trop. (Int. J. Trop. Biol.) Vol. 68(2): 394-414, June 2020



(1229 14\
16677SN
06677SHN
6867FSIN
8867SAN
L86VYSAN
9861VSAN
S86VYSAN
Y86vrSAN
€867 SAN
(41742 14\
186vYSAN
0867VSAN
6L6VYSAIN
8LOVYSIN
LLOYYSAIN

SLOVYSIAN

YLOVYSAIN

ELOYYSIIN

CLOVYSIAIN

TL6VYSAN

0L6VYSAN

IS
oN

I VALV

X
sCdOH

CVILV

$8VILV

sX
pe8VILV

ornosnuw op mued ejed op mied opeoygrdwe
© SOAIISO

B SOADISOJ

L9 VALV
I VALV
LC4OH
LCIOH
LCIOH
(cd0d
LCIOH
LCIOH
(YdOd
J11dNd
614Ny
L011dNd
(LNNA
8NNA
¢INNA
<C4OH

X
w,mmmom
s61dNd

qdgg9
qdsgy
qdLoy
qdzop
qdzot
qdooy
qdzop
qdzop
qdzop
qdzop
qdzop
qdzop
qdzop
qdgze
qdpLe
qdso¢
qdecg
qd £6¢
qd y6¢
qdzer
qdeo¢
qdpo¢
qdg6
qd 80T
qd 197
qd 90

ouewe]

600C
600C
010T
010¢
010c
6661
¥00¢
¥00¢
¥00¢
100¢
100¢
100C
100T
100C
100C
€661
€661
L861
G861
S861
S861
S861
€861
€861
7861
7861

BUYIQJ

[enua)
[enua)
[enua)
[enua)
[enua)

[BIUBPIIOQ
[ejueLQ
[ejueLQ
[ejueLQ
[ejueLQ
[eueLQ
[eueLQ
[euaLQ
[JUOLIO
[JUOLIO

[IUSPIdQ

[IUSPIdQ

[eueLQ
[eueLQ
[eueLQ
[eueLQ
[eueLQ
[eueLQ
eIy
[enua)
[enua)

‘PI0D

wusw (O[] ¢ ‘[eIoqIA op uduue)) “embonuy

wusw (O[] g ‘[eIoqIA op uduue)) “embonuy

WUSwW G g ‘010q0Isa [op ewio] "opediaug “embonuy
WUSW (G 7 ‘019q09sd [op ewoT “opediaug “embonuy
WUSW (G 7 ‘019q09sa [op ewoT "opediauy embonuy
WUSW / [9 7 ‘0ISeJ OULIBN

Wusw () [ ‘0J[BOURISE)) "BOUR[QBPLIO[] IOPULIUBS
Wusw () [ ‘0J[BOURISE)) "BOUR[QRPLIO[] IOPULIUBS
Wusw () [ ‘0J[BOURISE)) "BOUR[QRPLIO[] IOPULIUBS
wusw (0] €-006 ¢ ‘BZesuIy) NNJ "edIeweurpun))
wusw (0] €-006 ¢ ‘©Ze3uIy) NNJ "edIeweurpun))
wusw (0] €-006 ¢ ‘©Ze3uny) NNJ “edIeweurpun))
wusw (00| €-006 ¢ ‘©Ze3uy) NNJ "edIeweurpun))
wusw (0] £-006 ¢ ‘®Ze3ury) NNdJ eoleweurpun)
wusw (0] €-006 ¢ ‘®Ze3ury) NNdJ ‘eolewreurpun))
‘wusw /6 € ‘pwere], NNd ep[eresry

WUSW 6/6 € ‘Bweie], NNd "ep[eresry

wusw )00 7-006 | ‘0ZUdI0T UES BIA "eUd[RPTEIN
wusw(g/ € ‘LISON eunge] poeZIY) Op OWRIR “BOIRWRUIPUN))
wusw ()09 g ‘@nboyoeqng eorewreurpun))

wusw ()9 ¢ ‘enbororqng “eorewreurpun))

wusw ()9 ¢ ‘enboroeqng “eorewreurpun)

WUSW ()56 | ‘SEOUB[q SEUSJ BIA "BIOIQE)) "BOIRWEUIPUND)
Wusw ()69 €-(0S9 € ‘OuLIPAR)) UBS OWRIRJ “BOIBWIRUIPUN))
WUsw () g ‘Seou[q SeLdL], BPA BZU] "BONE))

Wusw () g ‘Seoue|q SeLIdL], BPA BZU] "BONE))

PepI[Eo0]

pap1aoid a1e paurelqo soouenbas oy} Jo 9pod JueguUIL) Sy puk Aep UONII[0d A}
‘sonjeoo] Surjduwes oy} IOqQUINU UOHEIIIIUIPT UONOS[[09 NNV T QY.L "Apnis oy ul paureiqo saduanbog

1 4T1dVL

SEPIUS)QO SEIOUANIAS S| Op JUBGUID) 0SIPOO 9 K ©10I[093I 9P BYOJ B[

1 V14Vl

%C0S 9T
%66% 9T
*9LY 9T
VLY 9T
€LY 9T
LTT 1T
%960 81
%560 81
6081
6¢8 S1
8¢8 G
LES ST
978 S1
T8 S1
€C8 S1
%018 1
%S08 1
%6€0 T
6LT 1
«CIT 1
«ITT 1
SY0 1
%069
18
6T
%€
UOQId33[0)
P N

‘oamsonur op pepI[edo] B[ ‘NNgVT UOI099[00 dp JIOPEIIIUAPT OIWNY [ 90A0Id 3G "OTPNISa [0 U SEPIUIIQO SEIOUANIAS

sS4 Snquiog
sy Snquiog
SHUD]NLI0Y SNQUIOG
SUD]NLIOY SNQUIOG
SUD]NLI0Y SNQUIOG
SnISnqoa snquiog
SUDINLI0Y SNQUIO
snue[nIoy snquiog
SnISnqo. snquiog
SHpUN2IGN.L SNQUIOG
SHpUN2IGN.L SNQUIOG
SHpUN2IGN.L SNQUIOG
stqaunf snquiog
stqaunf snquiog
stigaunf snquiog
SNUDINJI0Y SNQUIOG
SNUDINJI0Y SNQUIOG
SHUD]NLI0Y SNQUIOG
sLigaunf snquiog
snjene snquiog
sy Snquiog
SUD]NLIOY SNQUIOG
sS4y Snquiog
snpunoIqnI snquiog
SUD]NLI0Y SNQUIOG
snjene snquiog

aadsg

397

@ Rev. Biol. Trop. (Int. J. Trop. Biol.) Vol. 68(2): 394-414, June 2020



€L8TCCHIN 71SVILV qd 1.9 ¢10c  [euRLQ wusur /96 ¢ ‘eoeliwig "eoreweuipun) - GA€ Sp4p snquiog

CLSTTCHN 1IPVALV qd 0,9 SI0T  [BuLQO wusw /96 ¢ ‘edefiurg ‘eoreweupun)  ¢Aq smp4p snquiog
YLYTTCHIN Z19VALV qd 699 SI0T  [BudlLQ Wusu (S g ‘0paUOPUOJA “BorewreuIpun)  [NOW smp4p snquiog -
80ETESIN Z19NNA qd 899 L10T  Tenud) wusw ()¢ ¢ ‘UBpIOf [ "SOPLAIN SOT NNd "BP[BIBSTY  99¢ 8T suqaunf snquiog m
90ETESHN z1SNNA qd £99 L10T  Tenue) wusw ()¢ ¢ ‘UBPIOf [ "SOPLAIN SOT NNd "BP[BIESTY  $9¢€ 8T suqaunf snquiog m
SOETESAN 1PNAA qd 999 L10T  Tenue) wusw ()¢ ¢ ‘UBPIOf [ "SOPLAIN SOT NNd "BP[BIBSTY  €9¢€ 8T suqaunf snquiog m
IPTI9TSAN 18404 qd 599 L10T  Tenue) wusw ()¢ ¢ ‘UePIOf [ "SOPLAIN SOT NNd "BP[BIESTY  8%¢€ 8T Snjsngo. snquiog =y
S8TIECSIN z1€90H qd $99 L10T  Tenue) wusur (07 ¢ “eyuoq ey 'SOPEAIN SOT NNd ‘BPIEIESTY €€ 8T snupjniioy snquiog M
96TIESIIN -181dNyd qd €99 L10T  Tenue) wusw ()¢ ¢ ‘UEPIOf [ "SOPLAIN SOT NNd "BP[BIESTY  TH¢€ 8T snpunaign.t snquiog W
96CIESHIN cL1dnyd qd 199 L10T  Tenue) Wusw ()¢ ¢ ‘UepPIOf TH 'SOPEAIN SOT NN ‘BP[BIesTd  0v€ 8T snpunoign.t snquiog 2
POTIESIN «191dd qd 099 L10T  [enud) wusw O0¢ ¢ ‘UepIof TH 'SOPLAdN SOT NNd "ep[eresty  6€£€ 8T snpunaign.t snquiog m
9L8TTCHN z1EVALV qd 659 LT10T  [BIU3PIQ0 wusw 96() ¢ ‘[orjey UeS dp soue[d "eplelesty 61 8T smp4p snquiog DM
SLYITTHIN z1CVALV qd 8¢9 L10T  [BIU3PIQO Wusw 96() ¢ ‘[OrJey ueg op soue|d "ep[eresy 61 8T smp4p snquiog ,Tm
PLIGTSIN z1s1dnNy qd 8¢9 L10T  [BIU3PIQ0 WS 66 ¢ ‘pwele], NNdJ ‘ep[eresty €81 8¢ snpunoqnt snquiog M
S8EI9TSAN z1Ld40d qd 859 L10T  [BU3PIQ0 WuswW 6/6 ¢ ‘ewele], NNd "Bp[eresry  LL] 8T smsnqod snquiog N
OLT9TSHN 1Ny qd 859 L10T [BIU3PIQ0 wusw 6/6 ¢ ‘ewele], NNd "Bp[eresty 691 8T snpunoqnt Snquiog ,Tm
89191SN z1e1danNy qd 869 L10T  [eIUIpIQ0 wusw 6/6 ¢ ‘ewele], NNd "Bp[eresty /91 8T Snpunowqnt snquiog M
LOTITSIN zrddnd qd 869 LT10T [eIUIpIdQ0 wusu 6£6 ¢ ‘pwere], NNd ‘epletesty 991 8¢ Snpunowqn.t snquiog nm
9919TSHN i 1aNd qd 869 LT10T [eIU3p1dQ0 WUswW 6/G ¢ ‘ewrele] NNd "BpP[eIesy 691 8T Snpunaqn.t snquiog
EET9TSIIN 219404 qd 869 L10T  [eyudlQ wusw ()07 ¢ ‘efe] e onbowo “eoreweuIpun) - 957 87 SMSNQOI snquIiog
CTEI9TSIN 15904 qd 869 L10T  [eyudlQ wusur (07 ¢ ‘efe] e onbowo,] ‘eorewreupun) - S 8T snjsnqo.d snquiog
PETITSAN #17d0d qd 8¢9 L10T  TeudlQ “WUSW ()97 ¢ ‘ewrepuanba] op ojfes eorewewpun)  ¢S187 Snjsnqgo.t snquiog
9TI9TSAN 71£40d qd 8¢9 910C  [eudlQ wus 001 €-006 ¢ “BZeSury) NNd "eoIeweupun)  ¢p[ 87 Snisngo.t snquiog
T8TIESYIN z1€90H qd 8¢9 S10T  [euduQ wusw /9 7 ‘ede[TwIg “eorewreuIpun) - gy 87 Snuvjniioy snquiog
6LTIESHIN z1CdOH qd 8¢9 910C  [eudlQ wuswr 001 €-006 ¢ “BZeSuIyD) NNd "eoIeweupun) 977 8¢ snupjniioy snquiog
66CTESIIN z1ENNA qd 8¢9 910C  [eudlQ Wusw ((f ¢ ‘BpUOpPay EIRN "TYOLOYD "BOIRWERUIPUN) T[] 8T suqaunf snquiog
86CIESIN z1CNNA qd 8¢9 910C  [eudlQ Wusw ((f ¢ ‘epuopay EIRN "TYdROYD "BOIRWERUIPUN) [ 8T suqounf snquiog
LOTIESIIN z1INNA qd 8¢9 910T  [e3_LIQO Wusw (O ¢ ‘epuopay EIRN "[YoROYD "BOIRWERUIPUN) (O[] 8T suqaunf snquiog
8LTIESIN 11 dOH qd 8¢9 910T [BIU3PIO Wusw 789 g ‘dNe) [9p 9[[BA "dpuan(q [ Owered  7¢6 LT SnupnjLoy snquiog
LSTIESIIN z1¢d0d qd 8¢9 910T [BIU3PIO Wusw 789 g ‘dNe) [9p 9[[BA "dpuan(q [ owered  1¢6 LT Smsnqol snquiog

«11940d qdgs9 910T  [e_LIQ wusw 00 €-006 ¢ ‘BZe3uIy) NNJ "BoIeWeuIpun) €6 LT smsnqod snquiog
£667SIIN (LVALV qdzop 600C  [enud) wusw (071 g ‘[eIoqIA dp usuue) “embonuy 4 ¢0$ 9T smp4p snquiog
Jyueguon  opnosnuw op Jnaed  ejed op anred  opeoyrjduwre — e T U01999[0) s

oN © SOATIISOJ B SOADISOJ ouewe] P N

398

(penunuo)) 1 FTAVL / (ugrenunuo)) [ vIgVL



ejemplares provienen de la Cordillera Oriental
(Departamento de Cundinamarca), Cordillera
Central (departamento de Risaralda) y la cor-
dillera occidental (departamentos de Risaralda
y Valle del Cauca). Las caracteristicas de los
ecosistemas y ubicaciones geograficas de las
localidades de muestreo se muestran en el
Apéndice Digital 1

Se indica el tipo de muestra (extremidad
derecha del mesotorax o tejido), a partir de
la cual se realizd la amplificacion: *: Mues-
tras de las que se realizé extraccion de ADN
a partir de extremidad y musculo. N/A: no
aplica. — no amplifica. Los superindices en
cada uno de los haplotipos indican la com-
binacion de primers con las que se obtu-
vo una amplificacion: 1: BarbeeF/ MtD9, 2:
LCO1490 / HC02198, 3: BarbeeF/2248R, 4:
2166F/2386R, 5:2338F/MtD9, 6: LCO1490/
MLepR3, 7: MLepF1/HC02198, 8: MLepF1/
MLepR3. Por cada individuo se establece el
nombre del haplotipo obtenido.

The type of sample (the right limb of the
mesothorax or tissue), from which the amplifi-
cation was performed is indicated: *: Samples
from which DNA was extracted from the limb
and muscle. N / A: Not apply. - : no amplifica-
tion was obtained. The name of the haplotype
obtained is established for each individual. The
superscripts in each of the haplotypes indi-
cate the combination of primers with which
an amplification was obtained: 1: BarbeeF /
MtD9, 2: LCO1490 / HC02198, 3: BarbeeF /
2248R, 4: 2166F / 2386R, 5: 2338F / MtD?9, 6:
LCO1490 / MLepR3, 7: MLepF1 / HC02198,
8: MLepF1 / MLepR3.

Extraccion de ADN, amplificacion de
Citocromo Oxidasa I (COI) y secuenciacion:
Para cada uno de los especimenes de museo a
los que previamente se le realizé la determi-
nacion morfoldgica, se removio la extremidad
derecha del mesotérax cortandola por debajo
de la coxa usando tijeras para micro diseccion.
Para la toma de muestras entre especimenes
las tijeras se esterilizaron por medio de calor
y alcohol absoluto. Posteriormente, 45 espe-
cimenes de las especies Bombus atratus (27),

y B. hortulanus (18) fueron puestos en camara
himeda durante 24 horas, para luego realizar
la extraccion de una muestra de musculo tora-
cico. Las extremidades extraidas se secciona-
ron en tres partes para permitir la penetracion
eficiente del buffer de extraccion y la protei-
nasa K mientras que las muestras de tejido
muscular se procesaron sin maceracion para
evitar el daflo mecdnico del material genético
(Mitchell, 2015).

En cuanto a los especimenes recientemente
recolectados, tras la determinacion morfologica
realizada siguiendo los caracteres propuestos
por Liévano, Ospina y Nates (1994), se obtu-
vieron muestras de musculo toracico para los
analisis moleculares. Los implementos como
pinzas, agujas y tijeras de micro diseccion
empleadas en la toma de muestras se esteriliza-
ron entre individuos, primero siendo flameados
y luego sumergidos en etanol absoluto para
evitar la contaminacion con ADN ajeno a la
muestra. Todas las extracciones de ADN se rea-
lizaron empleado el kit DNeasy Blood & Tis-
sue (Quiagen). Tanto las muestras frescas como
las muestras de museo se incubaron durante
12 horas a 56 °C, sin embargo, a las muestras
de museo no se les aplicd agitacion. Adicio-
nalmente, solo las muestras de musculo pro-
venientes de especimenes frescos se trituraron
manualmente con maceradores desechables.

Posteriormente, en el LABUN y en el labo-
ratorio del Grupo de estudio Relacion Parasito
Hospedero (GERPH), se llevo a cabo la estan-
darizacion de las reacciones en cadena de la
polimerasa (en adelante, PCR por sus siglas en
inglés) para la obtencion de fragmentos de COI
a partir de la combinacion de diferentes primers
sugeridos por Folmer et al., (1994), Hajiba-
baei et al., (2006), Francoso & Arias (2013) y
Hernandez-Triana et al., (2014) (Tabla 2).

De este modo, con las combinaciones
de los primers de Folmer et al. (1994), Haji-
babaei et al. (2006) y Hernandez-Triana et
al. (2014) MLEPFI/ HCO2198 y LCO1490/
MLEPR3 se obtuvieron dos fragmen-
tos de cerca de 400 pb (pares de bases),
mientras que con la combinacion MLEPF1/
MLEPR3 se obtuvo un fragmento de 152
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TABLA 2/ TABLE 2
Primers y combinaciones empleadas en este estudio / Primers and combinations used in this study

400

Tamaiio del
fragmento (pb)

Posicion en fragmento
amplificado de Bombus

Autor

Combinacion

Secuencia

de primers

BarbeeF/ MtD9

658
231

1-658
1-231

(Frangoso & Arias, 2013),
(Simon et al., 1994)

BarbeeF: 5’-CAA CAA ATC ATA AAAATATTG G-3’
2248R: 5’-CAA AAT CTAATATTATTT ATT CG-3’
2338F: 5’-CAT ATT TAT ATC ATT CAT CTC C-3’

BarbeeF/2248R

176

204-380

2166F: 5’-GGA GGA TTT GGT AAT TTT TTA ATT CC-3’
2386R: 5’-GAA AAA ATT GTA AAATCA AC-3’

2166F/2386R

283
658
407
404

375-658

MtD9: 5°-CCC GGT AAA ATT AAA ATA TAA ACT TC-3”

2338F/MtD9

1-658
252-658

(Folmer et al., 1994)

LCO1490:5’-GGT CAA CAA ATC ATA AAG ATA TTGG-3’
HC02198: 5>-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3’

MLepF1: 5’-GCT TTC CCA CGA ATA AAT AAT A-3’

LCO1490/HC02198
MLepF1/HC02198
MLepR3/LCO1490
MLepF1/MLepR3

1-404
252-404

(Hajibabaei et al., 2006)

152

(Hernandez-Triana et al., 2014)

MLepR3: 5’-GCT AAR TGW ARD GAA AAA ATW GC-3”

Se indica la posicion del fragmento amplificado en la secuencia codigo de barras para el género Bombus. pb: pares de bases.

The position of the amplified fragment in the barcode sequence for the genus Bombus is indicated. bp: base pair.

pb. Adicionalmente, con las combinaciones
de los primers de BarbeeF/2248R se obtuvo
un fragmento de 231 pb, de la combinacion
2166F/2386R se obtuvo el fragmento de 176
bp y de la combinacion 2338F/MtD9 un frag-
mento de 283 bp (Simon et al., 1994; Franco-
so & Arias, 2013). Adicionalmente con las
combinaciones BarbeeF/ MtD9 (Simon et al.,
1994; Frangoso & Arias, 2013) y LCO1490/
HCO2198 (Folmer et al., 1994), se obtuvieron
las secuencias de codigo de barras de 658 pb
para los especimenes recientemente recolec-
tados (Tabla 2). Los productos de amplifica-
cion se visualizaron en geles de agarosa al
1.5 % y se purificaron usando el protocolo de
precipitacion diferencial con Acetato de Amo-
nio (Bensch et al., 2000). Finalmente, estos
productos se secuenciaron en ambos sentidos
usando un equipo 3730 xI DNA Analyzer
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

Ensamblaje de datos, analisis filogené-
ticos y divergencia genética: Los fragmentos
amplificados se editaron y ensamblaron con
MEGA v7.0 (Kumar, Stecher, & Tamura, 2016)
y alineados con las secuencias obtenidas a par-
tir de las muestras de tejido de los especimenes
recientemente recolectados empleando Clusta-
IW (Thompson, Gibson, & Higgins, 2003).

Una vez obtenidas las secuencias se cons-
truyeron siete alineamientos de acuerdo con
los tamafios de los fragmentos obtenidos con
las diferentes combinaciones de primers ana-
lizadas, a partir de los cuales se realizaron
las reconstrucciones filogenéticas empleando
inferencia bayesiana en el programa Mr. Bayes
v3.2 (Ronquist et al., 2012). Asi, con el objeto
de determinar la consistencia de la informacion
obtenida a partir de especimenes de museo,
con respecto a las secuencias obtenidas a partir
de ejemplares recientes, se construy6 un ali-
neamiento de un fragmento final de 658 pb,
que incluy¢ las secuencias provenientes de los
ejemplares recientemente recolectados y los
fragmentos de diferentes longitudes ensam-
blados a partir de mini-barcodes obtenidos a
partir de especimenes de museo (Apéndice
Digital 2). El modelo de sustitucion sugerido
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por Jmodeltest (Darriba, Taboada, Doallo, &
Posada, 2012) fue GTR+I +G. Dos analisis
independientes se llevaron a cabo empleando
seis cadenas de MCMC, 5 millones de gene-
raciones, y realizando muestreos cada 100
generaciones. La convergencia del analisis se
determind por el valor de la diferencia entre las
desviaciones estandar medias menor de 0.01.
Después de descartar el 25 % de los arboles,
las topologias se obtuvieron sobre un total
de 75 000 arboles sobre los que se generd un
consenso de 50 %. Las filogenias obtenidas se
editaron en el programa FigTree v1.3.1 (Ram-
baut & Drummond, 2010).

Adicionalmente se calcularon las distancias
genéticas intra e inter-especificas empleando el
modelo de sustitucion Kimura 2 parametros
(K2P), implementado en el software MEGA
v7.0 (Kumar et al., 2016). Finalmente, con el
fin de evaluar con un mayor detalle las rela-
ciones genéticas entre los diferentes haplotipos
del COI de los especimenes analizados, se
calcularon redes de haplotipos para cada uno
de los fragmentos por medio del software TCS
(Clement, Posada, & Crandall, 2000).

Con el objeto de determinar cual de los
fragmentos amplificados puede ser empleado
en la reconstruccion de la relaciones filoge-
néticas de las especies analizadas, asi como
puede ser usado de manera eficiente como
mini-barcode, se construyeron los restantes seis
alineamientos, de acuerdo con los fragmentos
amplificados por las diferentes combinaciones
de primers arriba mencionadas, incluyendo un
numero fijo de 31 taxones correspondientes a
fragmentos obtenidos de especimenes recien-
temente recolectados, y de 1 a 23 secuencias
amplificadas a partir de material de museo. Es
asi como en el segundo alineamiento en el que
se incluyeron secuencias de 231 pb obtenidas
con los primers BarbeeF/2248R, se incluye-
ron tres secuencias de la especie B. atratus
amplificadas de ejemplares de museo. Para el
tercer alineamiento, que abarca desde la posi-
cion 220 hasta la posicion 446 del fragmento
de 658 pb, amplificada con la combinacioén
2166F/2386R, se emplearon seis secuencias de
B. atratus, una secuencia de B. funebris, cinco

secuencias de B. hortulanus, dos secuencias
de B. robustus y cuatro secuencias de B. rubi-
cundus. En el cuarto alineamiento, en el que
se analizaron las secuencias amplificadas con
la combinacion 2338F/MtD9, se incluyeron
18 secuencias provenientes de museo: dos de
B. atratus, tres correspondientes a B. funebris,
dos secuencias de B. hortulanus, ocho de B.
robustus y tres de B. rubicundus. En el quinto
alineamiento que incluye secuencias de 293 pb
obtenidas con los primers LCO1490/MLEPR3,
se emplearon el mismo nimero de secuencias
como fue establecido para la construccion del
segundo alineamiento.

En el sexto alineamiento se incluyeron
17 secuencias de museo amplificadas con la
combinacion MLEPFI/ HCO2198, dos de B.
atratus, dos de B. funebris, ocho de B. hortula-
nus, dos de B. robustus y 3 de B. rubicundus,
mientras que, para el séptimo, en el que se usod
la combinacion MLEPF1/MLEPR3 se emplea-
ron cinco secuencias de B. atratus, cinco de B.
funebris, 8 de B. hortulanus, dos de B. robustus
y cuatro de B. rubicundus (Apéndice Digital 2).

Para los andlisis filogenéticos realizados
con los seis alineamientos construidos a partir
de los fragmentos de 407, 331, 231, 176 y 152
pb., se realizaron dos corridas independien-
tes en las que se emplearon seis cadenas de
MCMC, con 3X10° generaciones, sobre las que
se realizé un muestreo cada 100 generaciones.
La diferencia entre las desviaciones estandar
medias fue menor de 0.01. De este modo, pos-
terior a la eliminacion del 25 % de los arboles,
las topologias se calcularon sobre 45000 arbo-
les, a los que se aplico un consenso de 50 %.

RESULTADOS

Calidad de ADN obtenido y éxito de
amplificacion: De un total de 96 muestras de
museo analizadas, se extrajo ADN que se logro
amplificar en 34 (35.4 %). De estas muestras se
obtuvo un producto de amplificaciéon secuen-
ciable de 27 (28.1 %), dentro de las que predo-
minaron las secuencias de entre 300 a 407 pb
(Fig. 1A), amplificadas hacia el extremo 3’ del
fragmento de 658 pb usando las combinaciones

Rev. Biol. Trop. (Int. J. Trop. Biol.) Vol. 68(2): 394-414, June 2020 401



de primers MLEPFI/ HCO2198 y 2338F/MtD9
(Fig. 1B). Aunque en general las mayores con-
centraciones ¢ integridades se obtuvieron en
las extracciones realizadas a partir de la extre-
midad derecha del mesotorax, de las muestras
obtenidas a partir de especimenes de entre
33 y 38 afios de edad de almacenamiento al
momento de la extraccion, se observé un mayor
éxito de amplificacion con musculo toracico
(6.06 vs. 4.54 % obtenido de extremidades).
Sin embargo, en las muestras comprendidas en
dicho lapso de tiempo, el éxito de amplificacion
fue bajo (7.6 %, cinco de 66 muestras), mien-
tras que las muestras recolectadas y almacena-
das a partir de 1987, presentaron una mayor
eficiencia en la extraccion de ADN a partir de
extremidad, asi como una mayor proporcion
de muestras con ADN amplificable (63.3 % de
30 muestras); obteniéndose un mayor éxito de
amplificacion en muestras depositadas a partir
del 2001 (Fig. 1C).

Relaciones filogenéticas y divergencia
genética: Al comparar las secuencias obteni-
das de especimenes de museo, con secuencias
de la misma especie amplificadas a partir de
material recolectado recientemente, se obser-
varon varias sustituciones en las secuencias de
museo. Dichas sustituciones derivaron en un
incremento en el valor de la distancia gené-
tica intraespecie (Tabla 3), que para el caso

de B. atratus, alcanza un valor superior al
3.7 % reportado por Junior, Santos y Silveira
(2015), para la diferenciacion de especies con
un fragmento similar (471 pb). Sin embargo,
en ningun caso las distancias genéticas intra-
especificas superaron las interespecificas en
las especies analizadas (Tabla 3 vs. Tabla 4).
Adicionalmente se observo que la presencia
de polimorfismos o posiciones ambiguas, asi
como la amplificacion de fragmentos cortos de
baja calidad incrementa en muestras con una
edad superior a los 30 afios (p. e. especimenes
29, 1179 y 1111) (Tabla 1, Apéndice Digital 2).

En la figura 2 se presentan las relaciones
filogenéticas y relaciones entre haplotipos de
las especies B. atratus, B. funebris, B. hortu-
lanus, B. robustus y B. rubicundus obtenidas
a partir del alineamiento 1, que incluyd 31
secuencias de 658 pb obtenidas a partir de mate-
rial recientemente recolectado, y 23 secuencias
ensambladas a partir de mini-barcodes de lon-
gitudes entre los 98 y los 658 pb. Se observa
que todos los haplotipos generados a partir de
especimenes de museo agrupan correctamente
con las especies morfoldgicas a las que corres-
ponden, formando grupos monofiléticos.

Por otro lado, dos grupos con buen soporte
nodal, uno conformado por las especies B.
funebris, B. hortulanus, B. robustus y B. rubi-
cundus y otro conformado por los especime-
nes B. atratus evidencian la separacion entre

TABLA 3
Distancias genéticas intraespecificas (Dist.) expresadas en porcentaje y desviacion standard (SD)
calculadas sobre muestras recientemente recolectadas, asi como muestras recientemente recolectadas
y ejemplares de museo, usando un fragmento de 658 pb del gen COI

TABLE 3
Intraspecific genetic distances (Dist.) expressed in percentage and standard deviation (SD) calculated on newly collected
samples, as well as recently collected samples plus museum specimens, using a 658 bp fragment of the COI gene

Recolecta reciente Museo + recolecta reciente

Especie Dist SD Dist SD
B. atratus 0.5205 0.0018 4.059 0.006742965
B. funebris 12091 0.0028 1.133 0.002644156
B. hortulanus 0.2288 0.0013 0.248 0.00098899
B. robustus 0.7599 0.0019 0.632 0.001889028
B. rubicundus 0.5906 0.0014 0.813 0.002471686

Dist: Distancia, SD: desviacion standard.

402 Rev. Biol. Trop. (Int. J. Trop. Biol.) Vol. 68(2): 394-414, June 2020



:M K544970-ATRA8
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MK544993-ATRA7

B. atratus

004

© B. rubicundus (reciente)
©B. robustus (reciente)
OB. funebris (reciente)

@ B. atratus (reciente)
OB. hortulanus (reciente)
® B. rubicundus (museo)
® B. robustus (museo)

® B. funebris (museo)

© B. hortulanus (museo)
@ B. atratus (museo)

KR888229-A. mellifera

Fig. 1. Numero de muestras a partir de las cuales fue posible extraer ADN y realizar amplificaciones con diferentes primers
sobre el material obtenido en muestras de museo con diferentes edades, desde 1980 hasta 2010. A. Longitud de fragmentos
y cantidad de muestras para las que se obtuvo cada fragmento, B. cantidad de muestras amplificadas empleando cada una
de las combinaciones de oligonucleodtidos propuestas en el estudio (Tabla 1). C. numero de muestras de las que se extrajo
ADN a partir de musculo toracico o extremidad media del mesotérax.
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Fig. 1. Number of samples from which it was possible to extract DNA and make amplifications with different primers using
the material obtained in museum samples with different ages, from 1980 to 2010. A. Length of fragments and number of
samples with successful amplification for each fragment, B. number of samples amplified using each of the oligonucleotide
combinations proposed in the study (Table 1). C. number of samples from which DNA was extracted from thoracic muscle
or middle limb of the mesothorax.
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TABLA 4
Distancias genéticas interespecificas (Dist.) expresadas en porcentaje y desviacion standard (SD) calculadas
sobre muestras recientemente recolectadas, asi como muestras recientemente recolectadas y ejemplares de museo,
usando un fragmento de 658 pb del gen COI

TABLE 4
Interspecific genetic distances (Dist.) expressed in percentage and standard deviation (SD) calculated on newly collected
samples as well as recently collected samples and museum specimens, using a 658 bp fragment of the COI gene

Recolecta reciente

Especies Dist
B. atratus vs. B. robustus 16.36
B. funebris vs. B. rubicundus 19.17
B. funebris vs. B. atratus 15.99
B. funebris vs. B. robustus 15.20
B. hortulanus vs. B. funebris 13.83
B. hortulanus vs. B. rubicundus 15.26
B. hortulanus vs. B. atratus 15.03
B. hortulanus vs. B. robustus 6.11
B. rubicundus vs. B. atratus 15.84
B. rubicundus vs. B. robustus 15.68

Museo + recolecta reciente

SD Dist SD
0.02 19.23 0.02
0.02 19.36 0.02
0.02 17.89 0.02
0.02 15.67 0.02
0.02 15.24 0.02
0.02 16.00 0.02
0.02 19.29 0.02
0.01 6.05 0.01
0.02 19.15 0.02
0.02 16.26 0.02

Dist: Distancia, SD: desviacion standard.
Dist: Distance, SD: standard deviation.

especies de cara corta y cara larga definida por
en la longitud del area malar, previamente esta-
blecida por Williams, Cameron, Hines, Ceder-
berg y Rasmont (2008) (Fig. 2A, Fig. 2B). Al
interior del clado de la especie B. atratus se
observan dos subclados bien diferenciados,
uno compuesto por los haplotipos ATRA1 y
ATRA7 (Fig. 2C) provenientes de muestras de
museo, y el otro compuesto por los haplotipos
ATRA 2, 3, 4, 5, 6 y 8 (Fig. 2D). En el clado
D, los haplotipos 3, 4, 5 y 6 corresponden a
secuencias de especimenes recientemente reco-
lectados (frescos); mientras que los haplotipos
ATRA2 y ATRAS, incluyen secuencias prove-
nientes de especimenes de museo (Tabla 1).
Esta diferenciacion se ve reflejada en la red de
haplotipos en la que el grupo conformado por
los haplotipos ATRA1 y ATRA7 aislados de
especimenes recolectados en el departamento
de Antioquia, se encuentra separado por 16
pasos mutacionales del grupo conformado por
los haplotipos restantes recolectados en otras
localidades. Un caso similar se observa con la
especie B. funebris, en la que, a pesar de la baja
resolucion de la filogenia, se evidencia que de

la politomia que compone este grupo se deriva
un subclado (E), conformado por los haploti-
pos FUN4, FUNS5 y FUNG, correspondientes a
especimenes recolectados en el departamento
de Risaralda, en el PNN Los Nevados (Tabla
1). La red de haplotipos indica que entre los
haplotipos arriba mencionados y los haplotipos
FUNI, 2, 3, 7 y 8 pertenecientes a individuos
recolectados en el PNN Chingaza, hay cuatro
pasos mutacionales de distancia.

Con respecto a los analisis realizados con
fragmentos de diferentes tamafios amplificados
a partir de las combinaciones de primers deta-
lladas en la Tabla 2, se observo que al igual
que en la reconstruccion filogenética realizada
con el fragmento completo de 658 pb, todas
las especies fueron reconstruidas como grupos
monofiléticos, los cuales se encuentran sepa-
rados de acuerdo con la caracteristica morfo-
logica en la longitud del area malar (cara larga
o cara corta) (Apéndice Digital 3A, Apéndice
Digital 3B). De este modo, aunque la topo-
logia general de todos los analisis es similar,
solo en cuatro de los seis analisis, obtenidos
con fragmentos correspondientes a los primers
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Fig. 2. Relaciones filogenéticas del gen COI y redes de haplotipos de las especies Bombus atratus, B. funebris, B.
hortulanus, B. robustus y B. rubicundus construidas a partir de un alineamiento de 658 pb. Los tonos claros indican
secuencias provenientes de material recientemente recolectado, mientras que los tonos oscuros denotan secuencias obtenidas
a partir de especimenes de museo. Sobre las ramas se presenta el soporte de cada clado (probabilidades posteriores), soportes
inferiores a 0.80 no incluidos.

Fig. 2. Phylogenetic relationships of the COI gene and haplotype networks of the species Bombus atratus, B. funebris, B.
hortulanus, B. robustus and B. rubicundus constructed from an alignment of 658 bp. Light tones indicate sequences from
recently collected material, while dark tones denote sequences obtained from museum specimens. Above the branches, the
support of each clade is presented (posterior probabilities), support values less than 0.80 not included.
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MLepF1/HCO2198, 2166F/2386R, 2338F/
MtD9, MLepF1/MLepR3 (Apéndice Digital
3B, Apéndice Digital 3C, Apéndice Digital 3E
y Apéndice Digital 3F) se reconstruyen los dos
grupos observados para B. atratus y B. funebris
en la topologia obtenida con el fragmento com-
pleto de 658 pb. En el analisis realizado con los
primers MLepR3/LCO1490 los haplotipos per-
tenecientes a la especie B. atratus se presentan
como una politomia, mientras que la topologia
obtenida de secuencias amplificadas con los
oligonucleotidos BarbeeF/2248R (Apéndice
Digital 3A), el haplotipo MK544991 (ATRA1)
se presenta separado del clado al interior del
cual el haplotipo MK544992 (ATRA1) se
encuentra incluido. A diferencia de lo ante-
riormente expuesto, las secuencias ATRAI se
presentan como grupo hermano del haplotipo
ATRA7, formando los tres un clado separado
de los demas haplotipos en la topologia obte-
nida con el fragmento de COI completo (Fig.
2A). Adicionalmente es de resaltar que para el
caso de B. funebris, los haplotipos son agrupa-
dos de acuerdo con el lugar en el que el espéci-
men fue recolectado. Por otro lado, empleando
los oligonucledtidos MLepF1/MLepR3 (Apén-
dice Digital 3F), las especies B. hortulanus y
B. robustus se presentan como parte de una
politomia en la que a partir del nodo diverge
un haplotipo de B. hortulanus, y dos clados,
uno en el que se agrupan los haplotipos de
B. robustus, y otro en el que se agrupan las
secuencias restantes de B. hortulanus. Aunque
los soportes nodales obtenidos en las diferentes
topologias obtenidas son buenos, ninguno de
los andlisis realizados a partir de los diferentes
mini-barcodes evaluados refleja la topologia
obtenida con el fragmento de 658 pb. No obs-
tante lo anterior, la topologia mas cercana fue
la obtenida con los primers MLepF1/HC02198.

DISCUSION

La combinacion de informaciéon comple-
mentaria proveniente de diferentes discipli-
nas ha dado origen a lo que se denomina
taxonomia integrativa (Dayrat, 2005), en res-
puesta a la necesidad de caracterizar a una

escala mas detallada la biodiversidad. Ademas
de contribuir en la delimitacion de especies,
la taxonomia integrativa permite disefiar pla-
nes de conservacion, asi como politicas de
uso sustentable de las especies (Lecocq et al.,
2016a; Lecocq, Rasmont, Harpke, & Schwei-
ger, 2016b), a partir del uso del conocimiento
multidimensional de las especies.

Para el caso particular de Bombus, dada la
habilidad de estas especies para la polinizacion
de cultivos estos insectos han sido objeto de
translocacion con fines comerciales (Lecocq et
al., 2016b); lo que ha generado un gran impacto
sobre la fauna nativa de abejorros en diferentes
paises (Morales, 2007; Kanbe, Okada, Yoneda,
Goka, & Tsuchida, 2008; Kraus et al., 2011;
Morales, Arbetman, Cameron, & Aizen, 2013).
Recientes estudios han puesto de manifiesto
la existencia de una gran diversidad genética
subyacente a las especies nominales de este
género (ej. Williams et al., 2012; Frangoso et
al., 2019; Martinet et al., 2019). Sin embargo,
para las especies de Bombus distribuidas en
Colombia, hasta el momento la informacién
disponible en bases de datos publicas como
GenBank y BOLD es casi inexistente, por lo
que una de las grandes contribuciones de este
estudio es la generacion de informacion genéti-
ca del marcador mitocondrial COI por primera
vez para las especies B. atratus, B. hortulanus,
y B. rubicundus, y los primeros registros de
este marcador para Colombia de las especies
B. funebris, y B. robustus. Ademas, este es el
primer estudio en Colombia, en el que se rea-
liza la caracterizacion genética de especies de
abejas nativas empleando especimenes preser-
vados en una coleccion bioldgica en el que la
mayoria de especimenes superan los 10 afios de
antigliedad; lo que segln el criterio propuesto
por Hernandez-Triana et al. (2014), las hace
poco adecuadas para estudios genéticos dada la
degradacion del material genético.

Por otro lado, a pesar del bajo nimero de
individuos analizado, a partir del analisis de las
secuencias obtenidas, se determind gran diver-
sidad genética intraespecifica al menos para
dos de las cinco especies analizadas (Fig. 2,
Tabla 3), lo que puede indicar la presencia de
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diferentes unidades de manejo (Moritz, 1994)
bajo el nivel taxonémico de especie.

Calidad de ADN obtenido y éxito de
amplificacion: En el caso particular de este
estudio, de 96 especimenes escogidos, se obtu-
vo ADN de cerca del 35 % de los individuos de
los que se obtuvieron 23 secuencias que pudie-
ron ser empleadas en los analisis de recons-
truccion filogenética y de redes de haplotipos,
generando hipdtesis congruentes con la infor-
maciéon obtenida de material recientemente
recolectado. Se evaluaron 39 individuos reco-
lectados y preservados entre 1980 y 1985 (de
30 a 31 afios de edad al momento de la extrac-
cion), de los cuales se pudieron generar secuen-
cias de 300 a 406 pb a partir del ensamblaje de
diferentes fragmentos. En general el éxito de
amplificacion en muestras previas a 1985 fue
bajo (7.6 %), lo que coincide con diferentes
estudios en los que se concluye que uno de los
factores que mas influye en el éxito de ampli-
ficacion de ejemplares de museo es el tiempo
transcurrido a partir del depdsito del espécimen
en dichos acervos; asi, la probabilidad de obte-
ner material genético es inversamente propor-
cional a dicho tiempo (Hajibabaei et al., 2006;
Gilbert et al., 2007; Hernandez-Triana et al.,
2014; Mitchell, 2015). No obstante, de los 57
individuos restantes, recolectados desde 1987
hasta el 2010, se obtuvo ADN y productos
amplificables que pueden ser empleados como
mini-barcode para todas las muestras, lo cual
muestra como las colecciones biologicas cons-
tituyen un pilar importante para la taxonomia
integrativa siendo repositorio de informacion
de caracteres morfologicos, distribucion previa
y actual de especies e informacion genética que
se encuentra contenida en cada uno de los espe-
cimenes preservados (Wandeler et al., 2007).

Nuestros resultados indican un mayor
éxito y amplificacion en muestras de extremi-
dad derecha del mesotérax, en comparacion
con las muestras de musculo toracico procesa-
das (Fig. 1C). Adicionalmente, se observo una
mayor integridad del ADN obtenido a partir
de extremidad, lo que fue evidenciado en la
obtencion de fragmentos de entre 300 y 500

pb. Dicha integridad fue menor en muestras
provenientes de individuos recolectados previo
a 1983 (Fig. 1A). Reportes previos han indi-
cado la reduccion en el éxito en la extraccion
de ADN vy subsecuente amplificaciéon en espe-
cimenes montados en alfiler en la medida en
la que la edad del espécimen (entendida como
el tiempo que ha permanecido en la colec-
cion biologica tras su recolecta) aumenta; sin
embargo, el tiempo en la de la viabilidad de
estos especimenes es variable (Watts, Thomp-
son, Allen, & Kemp, 2007; Strange, Knoblett,
& Griswold, 2009).

Por otro lado, es de resaltar que los oligo-
nucleétidos con los que se reportd un mayor
numero de amplificaciones, aunque no siempre
se obtenia la totalidad del fragmento, fueron los
primers MLepF1/HCO2198 (Fig. 1B). Dichos
oligonucleotidos amplifican un fragmento de
407 pb de bases en el sector mas variable de la
secuencia hacia el extremo 3’, por lo que resul-
tan de gran potencial en la identificacién mole-
cular de nuevas especies (Junior et al., 2015).

Relaciones filogenéticas y divergencia
genética: la totalidad de los especimenes estu-
diados fue agrupada correctamente de acuerdo
con la especie morfoldgica que les habia sido
asignada. No obstante, a partir de la incorpora-
cion de la informacion genética suministradas
por los individuos de museo procesados, se
pudo observar un incremento en la distancia
genética inter-especifica, particularmente con
respecto a las especies B. atratus y B. fune-
bris (Tabla 3). Esto se debe a la presencia de
sustituciones nucleotidicas diferenciales a lo
largo de las secuencias. En estudios recientes
se ha reportado la incorporacion de errénea
de nucledtidos en cerca del 17 al 21 % de las
secuencias amplificadas a partir de material
de museo (Stiller et al., 2006; Sefc, Payne, &
Sorenson, 2007; Wandeler et al., 2007), en el
que las transiciones representan cerca del 60
% mientras que el nivel de transversiones es
menor (Stiller et al., 2006). No obstante, para
el caso particular de este estudio, pensamos
que las sustituciones no son un artefacto de la
antigliedad de las muestras, ya que estas fueron
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similares entre grupos de individuos, lo que se
vio reflejado en la formacion de dos subclados
en las especies B. atratus y B. funebris (Fig.
2). Los linajes fueron agrupados en dichos
subclados de acuerdo al lugar de proveniencia
de las muestras. De este modo, para el caso de
B. funebris, el clado compuesto por los haplo-
tipos FUN4, FUNS5 y FUNG6 corresponde a
individuos recolectados en la cordillera central
colombiana mientras que las secuencias restan-
tes corresponden a individuos recolectados en
la cordillera oriental. Esto indica la presencia
de al menos dos poblaciones que pueden cons-
tituirse en Unidades Significativas Evolutivas
segun Moritz (1994). El aislamiento entre estas
poblaciones puede deberse al rango de distri-
bucion altitudinal restringido de la especie (2
850-4 750 m.s.n.m., Lievano et al., 1991), que
posiblemente limité su desplazamiento hacia
las tierras bajas durante los cambios ambien-
tales ocurridos en el Pleistoceno, y que causo
aislamiento reproductivo de las poblaciones
provenientes de dos cordilleras diferentes. En
contraste, las poblaciones de la especie B.
atratus, no son frecuentes en los pisos mon-
tanos altos, lo que eventualmente limita el
contacto entre las poblaciones provenientes de
los dos lados de la cordillera. Asi al interior
de esta especie también se pudo determinar
la presencia de linajes mitocondriales tnicos,
como es el caso del grupo compuesto por los
haplotipos ATRA1 y ATRA7 recolectados en
el departamento de Antioquia, que pueden ser
considerados como unidades evolutivas signi-
ficativas (ESU), con prioridad de conservacion
(Moritz, 1994). Nuestros resultados coinciden
con estudios previos realizados en Brasil con
la especie B. pauloensis (sindnimo taxonémico
de B. atratus), en los que se determind la pre-
sencia de diferentes grupos genéticos al interior
de esta especie, que pueden ser consideradas
como unidades de manejo, para las cuales se
ha previsto que presenten diferentes comporta-
mientos bajo un escenario de cambio climatico
(Frangoso et al., 2019).

Sugerencias para el protocolo de extrac-
cion de DNA de insectos depositados en
colecciones bioldgicas (museos): Se determi-
nd que el almacenamiento de los especimenes
una vez sacrificados influye en gran medida en
la preservacion del material genético contenido
en ellos. De este modo, se registré que los indi-
viduos almacenados en ambientes humedos son
mas proclives al dafio del ADN por la actividad
de las endonucleasas, que se mantienen activas
durante largo tiempo después de la muerte del
espécimen (Dessauer, Cole, & Hafner, 1990).
Por tal motivo, se recomienda secar los espe-
cimenes para inactivar las endonucleasas y
asi inhibir la degradacion (Doyle & Dickson,
1987), pero esta desecacion también tiene
desventajas a la hora de emplear el material
genético del espécimen, pues tras la deseca-
cion, el ADN en los tejidos blandos pasa por
un proceso de oxidacion, que particularmente
en el caso de las pirimidinas causa la fragmen-
tacion del anillo, lo que ha sido evidenciado en
perfiles cromatograficos de ADN realizados en
muestras secas de tejido almacenadas durante
largos periodos de tiempo (Pddbo, 1989). Esto
podria explicar por qué la extraccion de ADN
fue mas exitosa de extremidades, pues para
cortar la extremidad de los especimenes, estos
no tuvieron que ser sometidos a camara hiime-
da, mientras que para la extraccion de musculo
fue necesario humedecerlos, lo que pudo dafiar
aun mas el ADN. De este modo se puede inferir
también que proximas extracciones de tejido de
estos individuos pueden presentar resultados
aun menos eficientes.

Una alternativa a la desecacion puede
ser preservar la muestra embebida en fluidos
diferentes a la formalina o Carnoy, ya que estas
sustancias son conocidas por causar dafio en
el ADN (Dillon, Austin, & Bartowsky, 1996;
Wandeler et al., 2007). Particularmente en
insectos se usa el almacenamiento en alcohol,
de hecho, Dillon et al., (1996) extrajeron ADN
de buena calidad de muestras almacenadas

Rev. Biol. Trop. (Int. J. Trop. Biol.) Vol. 68(2): 394-414, June 2020 409



a 24 meses a 4 °C en etanol 70 %. Del mismo
modo obtuvieron ADN en calidades y canti-
dades similares a las muestras frescas cuando
los individuos fueron almacenados en alcohol
absoluto. Asi pues, se recomienda para pos-
teriores iniciativas de aprovechamiento del
material de la coleccidon bioldgica, que una
vez sean recolectadas las muestras, una parte
del tejido o un individuo completo pueda
ser almacenado en etanol absoluto, y que el
medio sea reemplazado periddicamente para
evitar el dafio del ADN dentro de la muestra.
Adicionalmente, aunque en este estudio no se
evaluo el impacto de las sustancias empleadas
en el proceso de eutanasia de los especimenes;
Dillon et al. (1996), indican que el sacrificio
practicado con Etil Acetato causa dafos en el
ADN que impiden la amplificacién en especi-
menes recientes, mientras que Dean y Ballard
(2001) lograron la extraccion de ADN a partir
de especimenes recientemente sacrificados de
Drosophila simulans. Adicionalmente, estos
autores concluyen que, aunque el método de
sacrificio afecta la extraccion de ADN, no afec-
ta la amplificacion.

En cuanto a la amplificacién, ademas de
la incorporacion errénea de nucleotidos en las
secuencias al momento de la amplificacion
(Stiller et al., 2006; Sefc et al., 2007; Wande-
ler et al., 2007), también se ha registrado la
formacion de productos quiméricos a través
de un fendmeno denominado “jumping PCR”
en las amplificaciones realizadas con material
proveniente de colecciones bioldgicas (Piébo,
Irwin, & Wilson, 1990; DeSalle, Barcia, &
Wray, 1993). Estos productos pueden derivarse
de contaminacién cruzada con ADN exogeno
(Joly, Stevens, & van Vuuren, 2007; Wandeler
et al., 2007) o a polimorfismos, o si por el
contrario esta relacionada con la formacion de
productos quiméricos, es altamente recomen-
dable seguir las recomendaciones de los proto-
colos de trabajo sugeridas por Wandeler (et al.,
2007), con el objeto de evitar la contaminacion
cruzada. Dichas modificaciones consisten en
realizar la preparacion de las reacciones en
espacios que fueron previamente esterilizados
(ej., con luz U.V.), asi como emplear reactivos

y consumibles exclusivamente para trabajo
con ADN, y evitar el procesamiento de gran-
des cantidades de muestra. Adicionalmente,
se recomienda realizar varias amplificaciones
independientes, hacer uso de enzimas de alta
fidelidad o técnicas como la clonacion con
el fin de detectar y evitar la incorporacion de
nucleétidos de manera erronea, y/o productos
quiméricos en las secuencias empleadas para
inferencia filogenética y otros estudios.

En Colombia los estudios orientados hacia
la caracterizacion genética de las especies de
Bombus son escasos, no existe un indicador
directo del grado de conservacion de los abejo-
rros en el pais o el impacto que el incremento
de la urbanizacion, uso de pesticidas, o la
fragmentacion de habitat entre otras practicas
ha causado sobre este género (Ospina & Nates,
2016). Es en este punto en el que la coleccion
bioldgica del Laboratorio de Investigaciones en
abejas de la Universidad Nacional de Colom-
bia-LABUN, asi como las diferentes colec-
ciones entomoldgicas en el pais revisten gran
importancia como reservorio de informacion
sobre la distribucion historica de las especies
alli catalogadas. Para el caso particular de este
estudio muestras de museo sirvieron como
fuente de informacion genética de cada una
de las poblaciones estudiadas. De este modo,
en el presente estudio ademas de generar un
protocolo de extraccion y amplificacion de
secuencias codigo de barras a partir de especi-
menes depositados en la coleccion hace mas de
30 afios, se determind en una pequefia muestra
la presencia de haplotipos unicos al interior de
dos especies nativas B. atratus, B. funebris, los
cuales pueden constituirse en unidades evolu-
tivas significativas diferentes sujetos de conser-
vacion (Moritz, 1994) o incluso en subespecies
(caso de B. atratus). Estudios usando marca-
dores moleculares en otros lugares del mundo
han demostrado la existencia de un amplio
espectro de variaciones genéticas al interior de
las especies del género Bombus, que a su vez
estan asociadas con una distribucion geografi-
ca determinada y que posiblemente presentan
adaptaciones propias para la explotacion de los
entornos en los que viven. (ej. Williams et al.,
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2012; Frangoso et al., 2019). Estudios como
el presente resaltan la necesidad de explorar
de una manera mas profunda la diversidad en
todos sus componentes (nimero de linajes evo-
lutivos, diversidad genética y funcional (Pérez
& Garcia, 2001), pues a partir de la integracion
de esta informacién, se hace posible el plan-
teamiento de medidas para la conservacion de
las poblaciones de estos polinizadores frente a
escenarios de cambio climatico, o iniciativas
de explotacion comercial y translocacion de
especies (Lecocq et al., 2016a; Frangoso et al.,
2019; Lotta-Arevalo, 2019, en prensa).
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RESUMEN

Introduccién: Recientemente ha tomado relevan-
cia el uso de especimenes de museo como fuente de

informacion genética para desarrollar estudios que resuel-
ven preguntas taxonomicas, ecologicas, demograficas y
evolutivas a diversas escalas temporales y geograficas.
Sin embargo, material genético obtenido a partir de
ejemplares depositados en colecciones bioldgicas es poco
usado, debido al deterioro natural del ADN preservado en
dichos ejemplares, de manera que la obtencion de material
genético de calidad es demandante en términos de tiempo
y dinero. Objetivo: Usando material de museo, identificar
una secuencia mini-barcode que pueda ser empleada en
la determinacion taxondmica, y que a su vez suministre
informacion que permita la estimacion de relaciones
filogenéticas de especies del género Bombus. Métodos:
se estandarizo el protocolo de extraccion de ADN a partir
de la extremidad mesotoracica derecha y/o una muestra
de musculo toracico de 96 especimenes depositados en la
coleccion LABUN entre 7 y 38 afios atras. Las diferentes
combinaciones de oligonucleodtidos evaluadas permitieron
amplificar fragmentos de 152 a 407 pares de bases (pb) del
gen mitocondrial Cytochrome Oxidase I (COI). Usando
como plantilla un grupo de 31 secuencias amplificadas
a partir de especimenes recolectados recientemente, los
fragmentos obtenidos de los especimenes del museo fue-
ron ensamblados y analizados en un marco filogenético.
Ademas, se realizo un analisis de red de haplotipos para
evaluar en detalle las relaciones entre los haplotipos
mitocondriales resultantes. Resultados: Se determind un
mayor éxito de extraccion de ADN a partir de muestras de
extremidad depositadas a partir del afio 1982. Entretanto, la
amplificacion exitosa de fragmentos de mas de 300 pares
de bases (pb) se logro principalmente en muestras deposi-
tadas en fechas posteriores a 1999, lo que indica una mayor
integridad del material genético recuperado de individuos
de 19 afos de recoleccion en adelante. Aunque todos los
fragmentos evaluados pueden ser empleados como mini-
barcode, solo con uno se obtiene una topologia similar a
la observada con el fragmento completo. Se detectd una
gran variacion genética, particularmente al interior de las
especies Bombus atratus 'y B. funebris, en las que se revelo
una clara estructura filogeografica. Conclusiones: Se obtu-
vieron nuevas secuencias de codigos de barras mediante
extraccion de ADN y protocolo de amplificacion de mues-
tras de museos. Ademas, se gener6 nueva informacion
sobre la variabilidad genética intraespecifica, detectando la
presencia de haplotipos mitocondriales unicos que podrian
constituir Unidades Significativas Evolutivas sujetas a
conservacion. Dicha informacion es de vital importancia
para formular estrategias de conservacion para estos poli-
nizadores en Colombia.

Palabras clave: Bombus, Neotropico, citocromo oxidasa I,
mini barcode, colecciones biologicas.
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