Biomédica
ISSN: 0120-4157

Biﬁmédi(:ﬂ Instituto Nacional de Salud

Revisra del Imsirunn Maciorl de Salud

RS i A

Pacheco, Miguel Alfonso; Gonzalez, Ranulfo; Brochero, Helena Luisa

Anopheles darlingi Root 1926 (Diptera: Culicidae): variaciones
morfométricas en alas y patas de poblaciones de Colombia

Biomédica, vol. 37, nim. 2, Julio-Septiembre, 2017, pp. 124-134
Instituto Nacional de Salud

DOI: 10.7705/biomedica.v34i2.3492

Disponible en: http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=84356911013

Como citar el articulo ?@é@&”g

Numero completo Sistema de Informacién Cientifica Redalyc

Mas informacion del articulo Red de Revistas Cientificas de América Latina y el Caribe, Esparia y Portugal

Pagina de la revista en redalyc.org Proyecto académico sin fines de lucro, desarrollado bajo la iniciativa de acceso abierto


http://www.redalyc.org/comocitar.oa?id=84356911013
http://www.redalyc.org/fasciculo.oa?id=843&numero=56911
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=84356911013
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=843
http://www.redalyc.org
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=843
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=84356911013

Biomédica 2017;37(Supl.2):124-34
doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v34i2.3492

ARTICULO ORIGINAL

Anopheles darlingi Root 1926 (Diptera: Culicidae):
variaciones morfométricas en alas y patas de poblaciones de Colombia

Miguel Alfonso Pacheco?, Ranulfo Gonzélez?, Helena Luisa Brochero*

! Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad Nacional de Colombia, Bogota, D.C., Colombia
2 Facultad de Ciencias Naturales y Exactas, Universidad del Valle, Cali, Colombia

Introduccidn. Las poblaciones naturales de Anopheles darlingi, principal transmisor de la malaria en
Colombia, han mostrado plasticidad fenotipica en algunos de sus caracteres diagnosticos.

Objetivo. Caracterizar las variaciones morfométricas de los patrones alares y de la pata posterior
en poblaciones naturales de An. darlingi recolectados en localidades colombianas donde la malaria
es endémica.

Materiales y métodos. Se analizaron los patrones de manchas de la vena costal del ala de hembras
silvestres recolectadas en los departamentos de Choco, Guaviare, Meta y Vichada mediante
morfometria lineal y geométrica. El segundo tarsémero posterior de las hembras se analizé mediante
morfometria lineal.

Resultados. Se encontraron 19 patrones de manchas de la vena costal. Los patrones |, con 49 %
(n=118/240) y VI, con 28 % (n=66), fueron los mas frecuentes. La proporcion del area oscura basal
(DS-lIL,) y del tarsémero posterior (Ta-lll,) constituyé una caracteristica solida de diagndéstico, pues
represento el 89 % (n=213/240) del total de especimenes analizados. Se encontraron diferencias
significativas en la forma (F=1,65; gl=50; p<0,001) y el tamafio (F=3,37; gl=5; p=0,005) del ala entre
las poblaciones de diferentes localidades. El centroide de menor tamafio (2,64 mm) se encontr6 en las
poblaciones de Chocé.

Conclusiones. Se registraron 11 patrones nuevos para las manchas de la vena costal y se confirmé
la dominancia de los patrones alares | y VI en las poblaciones de An. darlingi de Colombia, asi como
la relacion de DS-IIL,y Ta-lll, como un rasgo solido de diagndstico para la taxonomia de la especie. Se
encontraron diferencias en el tamafio corporal de las poblaciones evaluadas, lo cual reviste importancia
para el andlisis de aspectos biondmicos de la especie.

Palabras clave: Anopheles; vectores de enfermedades; tamafio corporal; Colombia.
doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v34i2.3492

Anopheles darlingi (Diptera: Culicidae) Rood 1926: Morphometric variations in wings and legs
of populations from Colombia

Introduction: Natural populations of Anopheles darlingi, the main malaria vector in Colombia, have
shown phenotypic variations in some of their diagnostic characters.

Obijective: To characterize morphometric variations in wing spot patterns and diagnostic characters of
the hind leg of adult females of An. darlingi collected in areas where malaria is endemic.

Materials and methods: Patterns of the costal vein spots of wild females of An. darling populations
collected in the departments of Chocd, Guaviare, Meta and Vichada were analyzed using linear and
morphometric approaches. The second tarsomere of the hind leg of females was characterized by
linear morphometric analysis.

Results: We found 19 patterns of spots in the costal vein; patterns | (n=118/240, 49%) and VI (n=66,
28%) were the most frequent. The proportion of the basal dark area of hind tarsomere Il and the
length of hind tarsomere Il (DSIII/Ta-lll,) constituted a robust diagnostic character as it represented
89% (n=213/240) of the total specimens studied. Significant differences were found in the wing shape
(F=1.65, df =50, p<0.001) and the wing size (F=3.37, df=5, p=0.005) among populations from different
locations. The smallest centroid size (2.64 mm) was found in populations from Chocé.

Conclusions. We registered 11 new wing spot patterns in the costal vein and the dominance of the
patterns | and VI for populations of An. darlingi from Colombia. We confirmed DSIII2/Talll2 ratio as a
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robust diagnostic character for the taxonomy of this species. We found differences between the size
and shape of the wings of An. darlingi populations in accordance to their geographical distribution,
which constitute important bionomic aspects for this malaria vector.

Key words: Anopheles; diseases vectors; body size; Colombia.

doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v34i2.3492

Anopheles darlingi Root, 1926, es considerado
como el principal vector de la malaria, o paludismo,
en Colombia (1-3). La distribucion geogréafica de
la especie va desde el sur de México hasta el
norte de Argentina (4-7). La especie pertenece al
subgénero Nyssorhynchus, seccién Argyritarsis,
cuyos individuos se caracterizan por presentar el
V tarsomero de la pata posterior blanco, esternito
abdominal | sin linea submedial de escamas claras
y el quinto palpémero completamente claro. Las
autopomorfias de la especie incluyen el mesanepi-
meron anterior con un grupo conspicuo de escamas
claras, el mesanepimeron superior sin escamas
claras y la mancha prehumeral oscura (Prehumeral
Dark Spot, PHD), con una longitud entre tres y
cuatro veces mayor que la de la mancha humeral
clara (Humeral Pale Spot, HP) (4). No obstante, las
poblaciones naturales de An. darlingi se caracterizan
por presentar una importante variabilidad genética
y morfologica (8-13) relevante tanto para la taxo-
nomia de la especie como para los estudios de
asociacion de aspectos de su biologia y su papel
como vector.

Con base en las variaciones del grado de fusion de
las manchas de lavena costal del ala, se han descrito
ocho patrones alares en poblaciones de Venezuela
y Colombia (14). Con respecto al tamafio del ala,
se han encontrado cambios asociados a factores
ambientales y ecol6gicos determinantes propios
de las ecorregiones que ocupa la especie (15). El
tamafio del ala ha sido un estimador indirecto del
tamafio corporal en insectos de importancia médica
(16). En anofelinos, las diferencias en el tamafio
corporal constituyen un rasgo de gran importancia
epidemioldgica para la malaria. Se ha observado
que la reserva de energia que requiere una hembra
para la busqueda de su fuente de alimentacion
con sangre depende de su tamafio corporal expre-
sado en biomasa (17) y que las hembras pequefias
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requieren mas de una ingestion de sangre para
completar su primer ciclo gonotréfico (16), lo cual
puede incrementar la probabilidad de adquirir los
parasitos de lamalariahumana. Laformay lalongitud
del ala constituyen caracteristicas que contribuyen a
definir la eficacia del vuelo (17), rasgo fundamental
para la busqueda de sitios aptos para la oviposicion,
la busqueda de fuentes de sangre (9), la dispersion
de genes de resistencia a insecticidas (18) y la
propagacion de esporozoitos de Plasmodium spp.
(17). Estos rasgos del ala no dependen solo del
acervo genético (19), sino que se ven afectados
por variables ambientales, como la temperatura, la
humedad relativa y la altitud (20,21).

Los estudios de morfometria en anofelinos han
permitido analisis que contribuyen a una mejor
resolucién taxondémica y a una mejor comprension
de las variaciones en la poblacion de una especie
y entre varias de ellas (20,22-25).

El objetivo de este trabajo fue caracterizar las
variantes morfométricas de las caracteristicas de
las alas y de la pata posterior de poblaciones
naturales de An. darlingi recolectados en seis locali-
dades de cuatro departamentos de Colombia donde
la malaria es endémica. Con este propésito, para
cada espécimen de las poblaciones estudiadas
se establecieron: a) los patrones alares segun la
presencia, ausencia o fusion de las manchas de la
vena costal; b) la relacion de la longitud de cada
mancha de la vena con respecto a la longitud alar
total; c) la relacion de la longitud de la banda oscura
del tarsémero posterior Il con respecto a la longitud
total del tarsomero, y d) se hicieron los analisis de
morfometria lineal y geométrica para estimar el
tamafio corporal de las poblaciones del insecto y
los posibles cambios en la forma alar.

Materiales y métodos
Sitios de estudio

Los especimenes estudiados eran hembras silves-
tres recolectadas mediante exposicion de humanos
durante 50 minutos por hora entre las 18:00 y
las 06:00 horas, en dos noches consecutivas de
cada mes, tanto en el intradomicilio como en el
peridomicilio de las zonas geogréficas donde la
malaria es endémica (26-29). Las poblaciones de

125



Pacheco MA, Gonzélez R, Brochero HL

estudio provenian de Pacurita (CHQP), municipio de
Quibdo y Bete (CHQB) municipio de Medio Atrato,
en el departamento del Chocé, ambos localizados
al occidente de la cordillera Occidental (28). En el
oriente de la cordillera Oriental, se incluyeron las
localidades de Puerto Gaitan (MPG) en el departa-
mento del Meta (28); San José del Guaviare (SJG)
y Miraflores (GM) en el departamento del Guaviare
(26,27) y Puerto Carrefio (VPC) en el departamento
del Vichada (29) (cuadro 1, figura 1).

Se analizaron 240 alas derechas en posicién dorsal
gue exhibieran claramente las manchas de la vena
costal y 240 patas posteriores que presentaran todos
los tarsomeros. Cada pata y cada ala se colocaron
en seco sobre laminas de vidrio, cubiertas luego
con laminilla y selladas en los bordes con esmalte
industrial o balsamo de Canada (figura 2, Ay B).

Caracteres morfoldgicos considerados paralos
analisis

Alas. Se consideraron todas las manchas ubicadas
en la vena costal segin la nomenclatura vigente
(14,30), asi: basal clara y prehumeral clara (basal
pale-BP + prehumeral pale-PHP), prehumeral
oscura (prehumeral dark-PHD), humeral clara
(humeral pale-HP) (31), humeral oscura (humeral
dark-HD), presectorial clara (presector pale-PSP),
presectorial oscura (presector dark-PSD), sectorial
clara (sector pale-SP), sectorial proximal oscura
(proximal sector dark-PRSD), accesoria clara
(accesory sector-ASC), sectorial distal oscura
(distal sector dark-DSD), subcostal clara (subcostal
pale-SCP), preapical oscura (preapical dark-PD),
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preapical clara (preapical pale-PP), y apical oscura
(apical dark-AD) (30,32,33). La longitud total del
ala se midi6 desde el alulae hasta la interseccion
de la vena radial 3 con la margen alar (figura 2A).

Pata posterior. Se midi6 la longitud total del tar-
somero Il de la pata posterior (Ta-lll,) y su corres-
pondiente area oscura (DS-IIl,) (figura 2B).

Morfometria lineal. Se midieron todas las manchas
de la vena costal de cada espécimen con 30
aumentos, en tanto que Ta-lll, y DS-III, se midieron
con 63 aumentos utilizando un estereomicroscopio
Nikon 5MZ 800® con micrémetro ocular. Los datos
obte-nidos se consignaron en milimetros en una
base de datos de Excel®.

Con el proposito de obtener datos estandarizados
de la longitud alar de cada mancha de la vena
costal, las mediciones se transformaron mediante
la siguiente ecuacion (34):

P= \/Arcoseno{%}*fircose”{ (X+%AT+1)}’ [1]

donde P es la proporcidn transformada de la longi-
tud de la mancha de la vena costal con respecto a la
longitud total del ala, X es la longitud de la mancha
en mmy LAT es la longitud del ala en mm.

En los analisis de morfometria lineal, solo se inclu-
yeron los patrones alares | y VI (n=179) por ser
los mas frecuentes. Para comparar las medidas de
las manchas, las longitudes de las manchas PSD,
SP y PRSD del patron | se sumaron, ya que en
el patron VI estas se encuentran fusionadas. En
cada espécimen se midieron 10 manchas alares

Cuadro 1. Sitios de recoleccion de ejemplares adultos de Anopheles darlingi en siete localidades de Colombia

Departamento/ Localidad Coordenadas  Altitud Temperatura Humedad relativa Precipitacion Afode  Especimenes
Municipio (msnm) promedio promedio anual media anual recoleccion analizados
anual (°C) (%) (mm)
Choco
Quibdd Pacurita 5°40'55,1" N 32 26,5 90 7.883 2010 25
CHQP 76° 35’ 48,0 O
Medio Atrato Beté 6°0 11,2" N 25 27,9 90 5.018 2002 15
CHQB 76° 46' 51,1" O
Meta
Puerto Gaitan Puerto Gaitan 4°18'41,0"N 149 26,1 81 2.183 2009 40
MPG 72°04' 44,1" O
Guaviare
San José del San José del 2°34'26,2" N 189 25,7 85 2.498 2009 40
Guaviare Guaviare 72°38'32,3"0
SJG
Miraflores Miraflores 1°20"14,0" N 200 26,5 85 3.150 2010 40
GM 71°57' 44,1" O
Vichada
Puerto Carrefio Puerto Carrefio  6°11' 09,1” N 51 28,2 70 2.166 2009 40
VPC 09 67° 28 52,0" O
Puerto Carrefio Puerto Carrefio 6° 11’ 09,3" N 51 28,2 70 2.166 2012 40
VPC 12 67°28'52,2" O
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Figura 1. Localizacion geogréfica de los sitios de estudio de
Anopheles darlingi en seis localidades de Colombia: Beté,
Chocé (1); Pacurita, Chocé (2); Puerto Gaitan, Meta (3); San
José del Guaviare, Guaviare (4); Miraflores, Guaviare (5);
Puerto Carrefio, Vichada 2009 y 2012 (6)
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Talll1 - )
L] Talli3 Ul
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Figura 2. A. Patron |, sin fusiones en el ala de Anopheles
darlingi. Los puntos rojos sefialan la ubicacion de los puntos de
referencia analizados: PR1, interseccion de la vena humeral con
la vena costal; PR2, interseccion de la vena subcostal con la
vena costal; PR3, interseccién de la vena radial 3 con el margen
alar; PR4, interseccion de la vena cubital 1 con el margen alar;
PR5, interseccién de la vena anal con el margen alar; PR6, alula;
PR7, interseccion de la vena cubital anterior con la transversal
m-cu. B. Tarsémeros de la pata posterior de An. darlingi

An. darlingi, variaciones morfométricas

estandarizadas, tres proporciones de manchas
(PHD/HP, DSD/SCP, DSIIl/Talll,) y la longitud alar
en milimetros.

Después de aplicar un test de normalidad de
los datos (35), se hizo un analisis de varianza
multivariado (ANDEVA) (36), con el objetivo de
establecer diferencias significativas en las medi-
ciones de estos caracteres entre poblaciones y por
region, agrupando las poblaciones del occidente
de la cordillera Occidental y las del oriente de la
cordillera Oriental. Se utilizé la prueba de Hotelling
(37) asumiendo un alfa de 0,05 para estimar el
agrupamiento de los especimenes segln su pobla-
cion de origen.

Se hizo un analisis de conglomerados basado
en la similitud de las medias aritméticas de las
variables evaluadas en cada poblacion segun el
algoritmo Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Mean, UPGMA (38), y se selecciono
el dendrograma con el coeficiente de correlacién
cofenética mas alto. Se hizo un analisis canénico
(Canonical Discriminant Analysis, CDA) (39) para
describir algebraicamente las relaciones entre dos
0 mas localidades, de tal manera que las diferencias
entre ellas se maximizaran o se hicieran evidentes
(36). Se realiz6 andlisis de varianza no paramétrica
de la longitud alar, agrupando los datos por sitio
de captura (intradomicilio o peridomicilio) y por
poblacion de origen. Se utilizé el programa esta-
distico RWizard (40).

Morfometria geométrica. Se organizé un banco
de fotografias de las alas evaluadas (n=240) en
posicion dorsal con 30 aumentos y en la misma
escala para todos los especimenes utilizando
una camara digital Nikon DS-2Mv® acoplada a un
estereomicroscopio Nikon 5MZ 800°. Se seleccio-
naron siete puntos de referencia (41) (cinco de
los cuales correspondieron al tipo |, es decir, hitos
(landmarks) situados en intersecciones de dos de
las curvas de las venas del ala), que permitieran el
trazado de un poligono para cubrir el area total del
ala, incluidas su longitud y su forma (figura 2A), las
cuales se digitalizaron sobre cada imagen usando
el programa TPSDig2 (42).

Se hizo un analisis de Procusto por poblacion
para obtener las variables asociadas a la forma
(dos coordenadas de Procusto por cada punto de
referencia, una en el eje X y otra en el eje Y) y al
tamafio alar, definido como el tamafio del centroide
correspondiente a la raiz cuadrada de la suma de
las distancias cuadradas de cada punto de referen-
cia con respecto al centroide del poligono.
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Utilizando el programa MorphoJ (43), se aumen-
taron proporcionalmente las configuraciones de los
puntos de referencia y se rotaron por superposicion
con respecto a la configuraciéon de consenso (44).
Con estos datos, se hizo un analisis discriminador
que se graficé utilizando el programa estadistico
RWizard (40).

Se obtuvo un dendrograma de los resultados rela-
cionados con la forma y el tamafio alar a partir del
analisis de similitud, segun el algoritmo UPGMA
con el programa InfoStat (45). Asimismo, se hizo
analisis de varianza del tamafio del centroide por
poblacién de origen, paralo cual las poblaciones de
Pacurita y Beté se agruparon como una sola, con
el fin de incrementar el tamafio de la muestra de
analisis y equilibrar las poblaciones consideradas.
El efecto del tamafio sobre la forma del ala se
evalué mediante un andlisis de regresion de las
coordenadas de Procusto con respecto al tamafio
del centroide, y su significacion estadistica se deter-
mind con una prueba de 10.000 permutaciones (46)
con el programa MorphoJ (43).

Todo el trabajo se llevé a cabo en el Area de Genética
de Insectos de Interés Econémico del Laboratorio de
Entomologia de la Facultad de Ciencias Agrarias de
la Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota.

Consideraciones éticas

El proyecto Malaria Vector Biology in Brazil: Ecology
and Genetics, en cuyo marco se recolectaron los
mosquitos objeto del presente estudio (26-29),
conté con la aprobacion de los comités de ética de la
Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de
Colombia, de la Institutional Review Board del New
York State Department of Health y de los National
Institutes of Health de los Estados Unidos.

En la alimentacién de los mosquitos se siguieron
los protocolos de manejo de vertebrados de la
Facultad de Medicina, Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Nacional de Colombia y del Comité de
Etica en cuidado animal de la Office of Laboratory
Animal Welfare (Assurance N| A5791-01) de los
National Institutes of Health y del Institutional
National Animal Care and Use Committee del New
York State Department of Health, segun protocolo
N° 11-420.

Resultados
Patrones alares

Se encontraron 19 patrones de manchas costales
(figura 3). Puerto Carrefio (Vichada, 2009) y Puerto
Gaitan (Meta) presentaron la mayor diversidad,
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ambos con 10 patrones diferentes en sus pobla-
ciones naturales de An. darlingi. El patrén alar | fue
el mas frecuente, con 49 % (n=118/240), seguido
del patron VI, con 28 % (n=66), excepto en Puerto
Gaitan, en donde se encontraron 15 ejemplares
con el patron VI'y 14 con el patrén | del total de 40
evaluados (cuadro 2).

Morfometria lineal

Con base en el rango de 3,00 a 4,00 propuesto
para la relacion de las manchas prehumeral oscura
y humeral clara (PHD/HP) en poblaciones natura-
les de An. darlingi (4,47), se encontré que el 46 %
(106/240) de los especimenes analizados estuvie-
ron en este rango, exceptuando los individuos con
patrones IX y XXII, en los cuales estas manchas
se encuentran fusionadas. El 89 % (213/240) de
los individuos analizados estuvo dentro del rango
entre 0,35 y 0,55 para la proporciéon DSIII/Talll,,
definida como uno de los caracteres diagndsticos
para la especie (4,47).

Se encontraron diferencias significativas en las
poblaciones entre la longitud de las manchas
analizadas y la longitud alar (ecuacion [1]) y las
proporciones diagnésticas PHD/HP y DS-lII/Ta-lIl,
(F=4,90; gl=72,959; p<0,001) a partir del ANDEVA.
Se encontraron diferencias significativas entre las
poblaciones (H=25,76; gl=6; p>0,001) al comparar
las medias de la longitud alar con el test de Kruskal-
Wallis (48).

Se encontraron diferencias significativas entre las
poblaciones en cuanto a la longitud de las man-
chas analizadas con respecto a la longitud de
las alas: Miraflores (GM=2,95 mm), Puerto Gaitan
(MPG=2,85 mm), San José del Guaviare (SJG=2,91
mm) y Puerto Carrefio (VPC 09=2,89 mm; VPC
12=2,86 mm). Por el contrario, las dos poblaciones
de Chocé presentaron, en promedio, menores longi-
tudes alares (CHQP y CHQB=2,79 mm).

En general, se observaron diferencias significati-
vas (H=13,44; gl=1; p<0,001) en el promedio del
tamano alar entre las poblaciones del occidente de
la cordillera Occidental (2,79 mm) y las localizadas
al oriente de la cordillera Oriental (2,89 mm). En las
poblaciones del oriente, se observé una relacion del
tamafio alar con respecto a la latitud por gradiente
geografico, encontrandose alas mas grandes hacia
el sur (Miraflores, Guaviare) y en poblaciones del
norte (Puerto Carrefio, Vichada).

También, se encontraron diferencias significativas
(H=4,27; gl=1; p=0,038) en el tamafio alar segun
el sitio de captura: en los mosquitos capturados
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Figura 3. Patrones alares encontrados en poblaciones naturales de Anopheles darlingi de Colombia.

Cuadro 2. Frecuencias (%) de los patrones alares de las manchas de la vena costa en Anopheles darlingi de seis localidades de
Colombia. Miraflores, Guaviare (GM); San José del Guaviare, Guaviare (SJG); Pacurita, Choc6 (CHQP); Beté, Chocé (CHQP);
Puerto Carrefio, Vichada 2009 y 2012 (VPC); Puerto Gaitan, Meta (MPG)

Frecuencia por patron costal (%)

Poblacisn n I I W IV V. VI VI VIl IX X Xl X0 XNl XV XV XVI XVIl XVl XIX
GM 40 67 5 25 20 25 3

sIG 40 45 75 25 38 25 25

CHQP 15 36 7 7 23 13 7 7

VPC 09 40 43 25 5 75 25 22 10 25 2,5 2,5

CHQB 25 40 4 24 4 4 4 4 4 4 4 4
VPC 12 40 63 25 25 5 20 5 2

MPG 40 3 25 5 2 38 5 5 2,5 2,5 2,5

Total 240 49 29 31 38 04 28 5 1 08 04 04 04 1 04 08 04 08 1 04
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mientras picaban en el intradomicilio (2,91 mm)
eran mas grandes que en los capturados en el
peridomicilio (2,85 mm).

Morfometria geométrica

Se encontraron diferencias significativas en la forma
alar (coordenadas de Procusto) (F=1,65; gl=50;
p<0,001) y en el tamafio del centroide (F=3,37;
gl=5; p=0,005) segun la localidad de origen de los
individuos analizados. Mediante morfometria geo-
métrica, se confirmaron las diferencias (F=4,22;
gl=1; p=0,041) en el tamafio corporal de los mos-
quitos capturados en el intradomicilio (2,70 mm)
comparados con los recolectados en el peridomi-
cilio (2,66 mm), tal como se observé en el andlisis
mediante morfometria lineal.

Aunque no se encontraron diferencias significati-
vas en el tamafo de las alas entre las regiones
occidental y oriental (F=3,14; gl=1; p=0,077), las
poblaciones de Choc6 (2,64 mm) mantuvieron la
tendencia a presentar mosquitos con alas mas
pequefas que los de las poblaciones de la regién
oriental (2,68 mm). El andlisis UPGMA (figura 4C)

Biomédica 2017;37(Supl.2):124-34

reveld una agrupacion similar a la obtenida con los
datos de morfometria lineal (figura 4A), aunque la
poblacion del Meta se asoci6 con las poblaciones
de Vichada y no con las de Guaviare. Mediante el
analisis discriminante (figura 4D), los especimenes
se clasificaron nuevamente y de forma satisfac-
toria (72,43 %, ‘reclasificacién’ primaria; 62,57 %, a
través de 1.000 permutaciones) de acuerdo con su
localidad de origen. La mayor variacion en la forma
alar en las poblaciones estudiadas, se encontr6 en
las regiones cubital y anal del ala (figura 5).
Discusion

Se encontraron variantes morfolégicas que repre-
sentaban 19 patrones de manchas en la vena
costal de poblaciones naturales de An. darlingi en
Colombia, los cuales incluyeron los ocho registrados
previamente (14). Aunque los patrones | y VI fueron
los mas frecuentes, pueden presentarse fusiones
entre areas claras y oscuras de la vena costal,
con excepcién de la mancha preapical clara. La
frecuencia de patrones alares esta en funcion de
la representatividad muestral y geogréfica (12,14)

A UPGMA C UPGMA
CC=0,992 CC=0,963
VPC12 VPC12
VPC09 VPCO9
MPG MPG
SJG |‘
SJG
GM
CHQP | GM
CHQB'! CHQ
r T T T 1 T T T T 1
0 0,26 0,51 0,77 1,02 0 0,25 0,50 0,75 1,00
B D

Variable canénica 2 (29,45 %)

T T T T T T T
-3 -2 -1 0 1 2 3

Variable canénica 1 (47,28 %)

Variable canénica 2 (27,04 %)

o VPC12

T T T T T T
-3 -2 -1 0 1 2

Variable candnica 1 (39,34 %)

Figura 4. A) Andlisis de conglomerados (UPGMA) mediante morfometria lineal. B) Analisis discriminador mediante morfometria
lineal. C) Andlisis de conglomerados (UPGMA) mediante morfometria geométrica. D) Andlisis discriminador mediante morfometria
geométrica. Miraflores, Guaviare (GM); San José del Guaviare, Guaviare (SJG); Pacurita, Choco (CHQP); Beté, Chocé (CHQP);
Puerto Carrefio, Vichada 2009 y 2012 (VPC); Puerto Gaitan, Meta (MPG)
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Figura 5. Variacion en la forma alar de Anopheles darlingi en
seis localidades de Colombia

CHQ: Quibd6; VPCO09: Puerto Carrefio, 2009; VPC12: Puerto
Carrefio, 2012; MPG: Puerto Gaitan; SJG: San José del
Guaviare; GM: Miraflores

de los especimenes estudiados, pero se ha aso-
ciado de forma relevante con factores abioticos,
particularmente durante su desarrollo embriolégico.

En el presente trabajo, se registraron entre seis
y diez patrones alares por localidad, pero resulta
interesante el hecho de que se encontraron
diferentes frecuencias de patrones alares en
las muestras recolectadas en 2009 y 2012 en
Puerto Carrefio, Vichada. En 2009 hubo una clara
influencia del fendémeno EIl Nifio-Oscilacion del Sur
(ENSO), caracterizado por la disminucion en la
precipitacion y los incrementos en la temperatura
ambiental (49), en tanto que en 2011, se inici6 en
el pais el fendmeno de La Nifia, el cual se extendid
hasta el 2012, con un incremento significativo de
las precipitaciones, aumento de la humedad rela-
tiva y disminucién de la temperatura (50).

En Puerto Carrefio, el incremento de las lluvias
suele provocar el desbordamiento de los rios
Meta y Orinoco, lo que genera criaderos de gran
extension favorables para An. darlingi, en tanto
gue durante los periodos de escasa precipitacion,
los criaderos se encuentran fragmentados y en
aguas de escorrentia que podrian tener un mayor
contenido de materia organica y de minerales,
también aptos para la especie. La exposicion
de los huevos y de las formas inmaduras a tales
condiciones ambientales puede determinar las
variaciones morfolégicas de los patrones alares
representados por las manchas de la vena costal.
No obstante, estos hallazgos deben ser confirmados
en estudios controlados de laboratorio para evaluar
el efecto que podrian tener las diferentes variables,
especialmente la temperatura, en la expresion de
los caracteres fenotipicos de las manchas de la
vena costal y el tamafio corporal.

An. darlingi, variaciones morfométricas

A partir del agrupamiento basado en la morfometria
lineal de las poblaciones de la regién oriental, se
observé un gradiente geografico en el cual se
evidencié una mayor diversidad de los patrones
alares en la alta Orinoquia (VPC 09 y MPG) y
una menor en Miraflores, Guaviare, localidad aso-
ciada a la Amazonia. Esta relacién se mantuvo en
cuanto al tamafio de las alas de la especie, con
alas mas grandes en la poblaciéon de Vichada
y mas pequefias en la poblacién de Miraflores.
Este gradiente latitudinal determina caracteristicas
ecolégicas propias de la Orinoquia y su transi-
cién a la Amazonia con cambios en la vegetacion,
los vientos y las variables abiéticas ambientales
especificas que influyen en el desarrollo de la
especie (51). Estas caracteristicas, asociadas
con la estacionalidad en el régimen de lluvias,
determinan la aparicién de criaderos con mayor
influencia antrépica unos que otros, muchos con
exposicion total al sol, en tanto que otros aparecen
en el bosque inundado, en donde la relacién de
nutrientes y sombra permanente es propicia para
las formas inmaduras de la especie (26) e influye
en su desarrollo embriolégico y larval (52).

En este mismo contexto, se pudo establecer un
agrupamiento por region, en el cual las poblaciones
de Pacurita y Beté de Choc6 conformaron un Gnico
grupo externo y las poblaciones de la region oriental
conformaron otro grupo mayor relacionado. Ello sig-
nifica que las barreras geograficas, representadas
por la cordillera de los Andes y los rios Magdalena
y Cauca, han aislado a estas poblaciones debido a
la distancia y han contribuido a la fijacion de estos
rasgos en las poblaciones (13). Las larvas de An.
darlingi requieren de condiciones quimicas y fisicas
estables propias de criaderos grandes, profundos
y con aguas claras, que propician temperaturas
entre los 20y los 28 °C y un pH entre 6,5y 7,3 (53).
Sin embargo, factores como la deforestacion para
abrir espacio a la agricultura y a la actividad minera,
generan criaderos totalmente expuestos al sol que
pueden alcanzar temperaturas de hasta 40 °C, con
efectos importantes en el desarrollo de la especie
y sus caracteristicas morfoldgicas (54,55). Estos
cambios en la composicion del paisaje afectan la
disposicion de los criaderos y determinan cambios
en la temperatura y la humedad relativa ambiental,
gue afectan el desarrollo de las formas inmaduras
y la tasa de vuelo de los adultos.

En la taxonomia de las poblaciones de An. darlingi
en Colombia es importante considerar que algu-
nos individuos presentan una mayor proporcion de
manchas PHD/HP, con un rango entre 2,0 y 5,0
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para este rasgo, y agrup0 en este estudio el 89 %
del total de los especimenes analizados. El rango
propuesto no afecta la separacion de An. darlingi de
otras especies de la seccion Argyritarsis, a la cual
pertenece (4,47), con excepcién de An. pictipennis
Philippi, 1865, con valores de PHD/HP que oscilan
entre 2,0y 3,0 (4), pero cuya distribucién geografica
se encuentra restringida a la regién central de Chile
y occidental de Argentina (56),y que se distingue,
ademas, por presentar el quinto palpémero total-
mente claro y no tener tufos oscuros caudolaterales
en los segmentos abdominales (4,47).

Asimismo, la relacion entre la longitud total del
tarsomero posterior Il y su correspondiente area
oscura (DS-lll/Ta-Ill), la cual se propone en el
rango de 0,35 a 0,55 (4,47), es un rasgo sélido
de diagnostico para todas las poblaciones de An.
darlingi estudiadas, ya que agrupé al 89 % de los
especimenes y constituyé la variable mas relevante
en la asignacion de individuos a cada poblacién al
hacer el andlisis discriminante.

La seleccion de puntos de referencia para el analisis
de morfometria geométrica en alas de mosquitos
del género Anopheles, debe establecerse con
base en los sitios de interseccion de las venas
alares (41) y no con respecto a la ubicacion rela-
tiva de las manchas alares sobre la vena costal
(57), debido a que, como se encontrd en el pre-
sente estudio, estas varian en longitud y posicién.
Ademas de representar la variacién morfoldgica de
caracteres diagnosticos para la especie, al igual
que las manchas de la vena costal, los puntos
de referencia en las alas permiten estimar los
pardmetros de forma y tamafo, caracteristicas
de gran interés epidemiolégico (14,15), tanto por
la dispersién de adultos durante el vuelo (18-21)
como por la relacion de su tamafio corporal y el
namero de ingestiones de sangre para el completo
desarrollo de los ciclos gonotroficos (16,17).

En el presente estudio, se encontrd que los puntos
de referencia cuatro, seis y siete, asi como las
variaciones en las regiones cubital y anal en las
alas, constituyeron rasgos de importancia para
diferenciar las poblaciones de An. darlingi evalua-
das. Se sugiere tener en cuenta estas variaciones
de la forma alar en trabajos posteriores y establecer
si dichos cambios estén relacionados con variables
ambientales locales.

La busqueda y la seleccion de la fuente de sangre
por parte de las hembras de anofelinos depende
tanto del acervo genético propio de la poblacion
como de las caracteristicas ecolbgicas del area
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geogréfica, de los patrones de vuelo y de la dis-
ponibilidad de la fuente de sangre. Se ha encontrado
que la especie puede tener rangos largos de vuelo,
de hasta 7,2 kilometros, con ayuda del viento (58).
No obstante, se considera que los adultos de An.
darlingi se agrupan en pequefias areas cercanas a
los criaderos, lo que contribuye a reducir la nece-
sidad de vuelos largos (9) y a hacer un uso mas
eficiente de la energia. En este contexto, el tamafio
y la forma alar de las poblaciones, caracteristicas
definidas por su genética (11-13), y las variables
abidticas ambientales y de los criaderos (2,57),
constituyen aspectos fundamentales para el vuelo
de la especie y, por ende, para establecer las
caracteristicas de la bionomia propia de cada pobla-
cion. En poblaciones de An. darlingi de Brasil, se
encontré que la longitud de la mancha prehumeral
clara (PHP) de la vena costal cambio en funcion
del tamafio del ala de mosquitos con diferente
tamafio alar (9), por lo que es claro que los estu-
dios de morfometria lineal deben considerar la
forma y el tamafo alar establecidos mediante la
morfometria geométrica.

El presente estudio permitio definir 19 patrones de
manchas alares, asi como confirmar que la relacion
de DS-1lI2/Ta-IlI2 constituye un rasgo sélido para
el diagnostico taxondémico, y que se encuentran
diferencias en el tamafio corporal y la forma de las
alas en las poblaciones naturales de An. darlingi
en Colombia. Desde el punto de vista de la taxono-
mia ‘integrativa’ (59), el estudio de poblaciones de
insectos asociados como vectores y que, ademas,
presentan caracteristicas genéticas que los definen
como complejos, deben evaluarse integralmente
para definir su estatus taxondémico y la asociacién
de los diversos aspectos de su bionomia, lo cual
es fundamental para determinar estrategias de
vigilancia entomoldgica y de control.
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