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ARTICULO ORIGINAL

Discriminacion por morfometria geomeétrica de once especies
de Anopheles (Nyssorhynchus) presentes en Colombia

David Alonso Calle!, Martha Lucia Quifiones?, Holmes Francisco Erazo®, Nicolas Jaramillo*

1 Grupo de Chagas, Instituto de Biologia, Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia
2 Facultad de Medicina, Universidad Nacional de Colombia, Bogota, D.C. Colombia
3 Departamento Administrativo de Salud de Putumayo, Mocoa, Colombia

El trabajo fue realizado en el Laboratorio de Chagas de la Universidad de Antioquia.

Introduccién. Es importante determinar las especies de Anopheles pertenecientes al
subgénero Nyssorhynchus, dado que alli se encuentran los vectores principales de malaria en
Colombia.

Objetivo. Utilizar la morfometria geométrica para evaluar la variacion morfométrica de once
especies del subgénero Nyssorhynchus, presentes en Colombia y la capacidad de diferenciar
las hembras.

Materiales y métodos. Los especimenes fueron obtenidos de mosquitos silvestres, series e
isofamilias de hembras recolectadas en cebos humanos protegidos y fueron identificados en
todos sus estadios asociados usando las claves convencionales. A partir de fotografias digitales
del ala derecha de 336 ejemplares de las 11 especies se seleccionaron 12 puntos anatomicos.
Los puntos se convirtieron en coordenadas, las cuales se procesaron mediante el analisis
generalizado de Procrustes. Se obtuvieron variables de tamafio y conformacion, las cuales
fueron analizadas mediante estadisticas univariadas y multivariadas.

Resultados. Las técnicas de morfometria geométrica demuestran que la division en secciones
del subgénero Nyssorrhynchus no se correlaciona con la conformacién de las alas y
demostraron que s6lo con 12 puntos anatomicos se logra diferenciar en sus respectivas
especies el 97% de los especimenes de la seccién Argyritarsis y el 86% de la seccién Albimanus
del subgénero Nyssorhynchus, de forma cuantitativa y sin ambigliedades. Ademas, se
separaron los individuos de tres especies que habitan en simpatria en el Putumayo, dificiles
de discriminar en el estadio de adulto hembra.

Conclusion. La mayoria de especies de Anopheles (Nyssorhynchus) presentes en Colombia
se pueden diferenciar al utilizar la morfometria geométrica como herramienta de apoyo a las
claves convencionales.

Palabras clave: Anopheleslanatomia e histologia, clasificacion, vectores de enfermedades,
malaria, Colombia.

Differentiation by geometric morphometrics among 11 Anopheles (Nyssorhynchus ) in
Colombia.

Introduction. The correct identification of the Anopheles species of the subgenus Nyssorhynchus
is important because this subgenus includes the main malaria vectors in Colombia. This
information is necessary for focusing a malaria control program.

Objective. Geometric morphometrics were used to evaluate morphometric variation of 11 species
of subgenus Nyssorhynchus present in Colombia and to distinguish females of each species.
Materials and methods. The specimens were obtained from series and family broods from
females collected with protected human hosts as attractants. The field collected specimens and
their progeny were identified at each of the associated stages by conventional keys. For some
species, wild females were used. Landmarks were selected on wings from digital pictures from
336 individuals, and digitized with coordinates. The coordinate matrix was processed by
generalized Procrustes analysis which generated size and shape variables, free of non-
biological variation. Size and shape variables were analyzed by univariate and multivariate
statistics.
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Results. The subdivision of subgenus Nyssorhynchus in sections is not correlated with wing
shape. Discriminant analyses correctly classified 97% of females in the section Albimanus and
86% in the section Argyritarsis. In addition, these methodologies allowed the correct identification
of 3 sympatric species from Putumayo which have been difficult to identify in the adult female

stage.
Conclusion.

The geometric morphometrics were demonstrated to be a very useful tool as an

adjunct to taxonomy of females the use of this method is recommended in studies of the subgenus

Nyssorhynchus in Colombia.

Keywords: Systematics, Nyssorhynchus, Section Argyritarsis, Section Albimanus, geometric

morphometrics, malaria vectors.

La malaria humana constituye la principal causa
de morbilidad y mortalidad en los paises tropicales,
donde, aproximadamente, 2 x 10° de personas
estan expuestas a contraer la enfermedad (1).
Anualmente se reportan a escala mundial entre
300y 500 millones de casos (1).

En su mayoria, los vectores en esta region
pertenecen al subgénero Nyssorhynchus, y los
principales son: Anopheles (Nyssorhynchus) darlingi
Root, A. (Nys.) albimanus Wiedemanny A. (Nys.)
nuneztovari Gabaldoén (2), aunque los estudios
recientes han sefialado otras especies de este
subgénero como posibles transmisores de la
enfermedad (3). Es importante diferenciar las
especies vectoras de aquéllas que no tienen un
papel importante en la transmisién con el fin de
dirigir adecuadamente las medidas de control
acordes a su comportamiento, biologia, respuesta
ala presion de insecticidas y otras caracteristicas
que son propias de cada especie.

Las claves existentes para la determinacién
taxonomica de las hembras de las especies del
subgénero Nyssorhynchus (4-7) no permiten una
correcta determinacion taxondémica entre algunas
especies y esto es un problema cuando sélo es
posible tener acceso a las hembras y éstas se
encuentran en simpatria. Tal es el caso de las
especies de A. (Nys.) nuneztovari y A. (Nys.)
rangeli Gabaldén, Cova Garcia & Lopez, o A.
(Nys.) oswaldoi (Peryassu), A. (Nys.) benarrochi
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By A. (Nys.) strodei Root (2,8). Tales dificultades
se deben, principalmente, a que estas especies
presentan una alta variabilidad fenotipica en los
caracteres morfolégicos utilizados en las claves
y a la presencia de nuevas especies sin describir.

Otras metodologias utilizadas para diferenciar
hembras del subgénero Nyssorhynchus son la
identificacion por cromosomas politénicos (9,10),
porisoenzimas (11,12) y por técnicas de genética
molecular (13,14). Todas ellas contribuyen a
esclarecer la identidad de los mosquitos
Anopheles pero presentan el inconveniente de
necesitar equipos y reactivos costosos, tiempoy
experiencia para la interpretacion de los datos,
por lo cual son poco practicas para su utilizacién
en las actividades de rutina de los programas de
control de malaria a nivel local. Por esta razon,
se hace necesario explorar otras alternativas que
en menos tiempo y con menos costos permitan,
con un alto grado de confianza, asignar los
especimenes capturados en el campo a su
especie correspondiente.

La morfometria geométrica capta la mayor
cantidad de informacién biol6gica en un menor
namero de variables tomadas sobre la estructura
anatémica que se va a estudiar, lo cual resulta en
un mayor poder estadistico para evaluar visual y
analiticamente las diferencias de conformacion
de las estructuras hioldgicas (15). Esta técnica
ha demostrado su utilidad para resolver problemas
taxondémicos (16-18), logrando discriminar los
integrantes de una especie en particular de otros
gue no lo son. Ademas, puede ser empleada para
asignar un individuo desconocido a su grupo o
especie mas probable (19,20).

Calle et al. (21), Delgado y Rubio-Palis (22) y Rubio-
Palis (23,24) utilizan morfometria “tradicional”
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(aplicacion de analisis estadisticos univariados 'y
multivariados a matrices de distancias entre
puntos anatémicos) para identificar con buenos
resultados algunas especies de Anopheles del
subgénero Nyssorhynchus presentes en Colombia
y Venezuela. Sin embargo, la morfometria tradicional
tiene menor poder estadistico que la geométrica
debido a que no logra, entre otras cosas, preservar
la informacion espacial de los puntos anatémicos
a través de los andlisis (15). En Diptera la
morfometria geométrica se ha utilizado para
estudiar la variabilidad de las cepas de laboratorio
de Aedes aegyptiy la influencia de la densidad
larvariay las diferentes dietas sobre la arquitectura
de las alas de esta misma especie (25,26); pero
no conocemos de trabajos publicados en este
orden con la intencion de apoyar la taxonomia.

El propdsito de este trabajo fue el de utilizar la
morfometria geométrica para identificar las
especies de hembras de Anopheles del subgénero
Nyssorhynchus presentes en cinco departamentos
del norte, sur, centro y occidente de Colombia, lo
cual es representativo del area de distribucion del
subgénero en el pais.

Materiales y métodos
Recoleccion y taxonomia de Anopheles

El estudio morfométrico se hizo con 336
mosquitos hembras pertenecientes a 11 especies
del subgénero Nyssorhynchus, tres correspon-
dientes a la seccion Argyritarsis y ocho a la
seccién Albimanus.

Los especimenes capturados cuando "aterrizaban"
sobre el cebo humano protegido o las hembras
recién emergidas procedentes de series o
isofamilias (22,23) se identificaron usando las
claves morfolégicas disponibles (2,5,6).

Las especies identificadas a partir de hembras
silvestres recolectadas en el municipio de
Céaceres, departamento de Antioquia (07° 34’ 58"
N; 75° 21’ 07" W) fueron: A. triannulatus Neiva 'y
Pinto (30 especimenes), A. marajoara Galvao y
Damasceno (30 especimenes) y A. nuneztovari
(30 especimenes). En el municipio de Santa Marta,
departamento de Magdalena (11° 15’ 30" N; 73°
33’ 38" W) se capturé A. aquasalis Curry (30
especimenes); en Leticia, departamento de

Diferenciacién morfométrica de Anopheles

Amazonas (04° 12’ 55" N; 69° 56’ 26" W), a A.
darlingi (33 especimenes), y en Nuqui,
departamento de Chocé (05° 42’ 45" N; 77° 16’
15" W), a A. albimanus (30 especimenes).

A partir de series e isofamilias de hembras
capturadas en Puerto Asis, departamento de
Putumayo (00° 30’ 57" N; 76 29’ 42" W) se
obtuvieron hembras de: A. braziliensis Chagas (30
especimenes), A. oswaldoi (30 especimenes), A.
benarrochi B (33 especimenes), A. strodei (33
especimenes) y A. rangeli (30 especimenes).

Las especies A. nuneztovari, A oswaldoi y A.
benarrochi B fueron confirmadas por PCR-RFLP
(Polymerase Chain Reaction—Restriction
Fragment Length Polymorphism) del marcador de
ADNr ITS-2 (27).

Todas las alas examinadas se encuentran en la
coleccion entomolégica del Grupo de Chagas de
la Universidad de Antioquia. Las exuvias de larvas
y pupas, al igual que el ADN, se encuentran en el
laboratorio del PECET de la Universidad de
Antioquia.

Seleccion de puntos anatémicos

Se retir6 el ala derecha de todos los especimenes
desde la union de la porcién basal articulada al
torax. Se montd en una lamina de vidrio
portaobjetos y se fij6 con un cubreobjetos
recubriendo sus lados con pegante. Posteriormente,
se tomaron fotografias con una camara digital
Nikon Coolpix 990 adaptada a un microscopio
estereoscoépico Nikon modelo SMZ-800.

Sobre las imagenes de las alas se seleccionaron
doce puntos entre los limites de las manchas
basales y subcostales y las intersecciones de las
venas Cu 1y 2 con el borde distal del ala. Estos
puntos permitieron capturar la configuracién
geométrica de cada ala (figura 1).

Morfometria geométrica

Los puntos anatémicos seleccionados se
convirtieron en coordenadas en un plano
bidimensional mediante la ayuda del programa
tpsDig (28). La matriz de coordenadas, que
representaba las configuraciones geométricas de
las alas, se proceso usando el andlisis generalizado
de Procrustes (15,29,30).
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Figura 1. Puntos anatémicos. Localizacion de los puntos anatémicos tomados en el ala de los mosquitos hembra, (1) inicio
de la mancha basal oscura (BD), (2) inicio de la mancha humeral clara (HP), (3) inicio de la mancha humeral oscura (HD), (4)
inicio de la mancha subcostal oscura (SCD), (5) inicio de la mancha subcostal clara (SCP), (6) inicio de la mancha preapical
oscura (PD), (7) inicio de la mancha preapical clara (PP), (8) finalizacion de la mancha apical clara (AP), (9) interseccion de
lavena R3y el borde distal del ala, (10) interseccion entre la vena Cu 1y el borde distal del ala, (11) interseccion entre la vena
Cu 2y el borde distal del ala y (12) interseccion entre la vena plical y la vena cubital. La nomenclatura usada fue la propuesta

por Faran en 1980 (3).

El procedimiento matematico del analisis
generalizado de Procrustes se resume en tres
pasos iterativos: 1) las configuraciones se ajustan
a un tamafio Unico; 2) las configuraciones
ajustadas se trasladan unas sobre otras de tal
modo que coincidan sus centros de gravedad
(centroides), y 3) se rotan hasta minimizar las
distancias entre los puntos correspondientes,
utilizando el criterio matemético de los cuadrados
minimos. Cada vez que se ejecutan estos tres
pasos se calcula una configuracién geométrica
de referencia que, progresivamente, se va
precisando con cada iteracién. Al final del analisis
generalizado de Procrustes, se obtienen variables
que incorporan las desviaciones de cada
configuracién respecto a la de referencia. Estas
variables son libres de la variacién que no es
biolégica y no se ven afectadas por los cambios
de tamafio, posicién y orientacion de las
configuraciones en el espacio. Por lo tanto,
contienen toda la informacion de la conformacién
del ala y se pueden utilizar para comparar las
especies mediante analisis estadisticos
multivariados.

El ajuste a un tamafio Unico (paso 1) se efectda
dividiendo todas las configuraciones por una
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variable de tamafio. Esta se obtiene antes del
analisis generalizado de Procrustes al calcular la
raiz cuadrada de la suma de las distancias,
elevadas al cuadrado, desde cada punto
anatémico al centroide. Por tal motivo se le
denomina tamafio-centroide y es un estimativo
isométrico de la variacién de tamafio de las
muestras.

Los andlisis se efectuaron con la ayuda de los
programas computacionales MOGwin (19) y
tpsRelw (31).

Analisis del tamafio y la conformacion

El tamafio-centroide de cada especie fue utilizado
para hacer las comparaciones de tamafio,
mediante la prueba ANOVA. Los datos se
analizaron utilizando el programa computacional
JMP (32).

Las variables de conformacién se utilizaron para
realizar analisis discriminante. Las distancias de
Mahalanobis, calculadas durante el anélisis
discriminante, se asociaron a la probabilidad de
conocer qué tan alejada esta cada conformacion
individual de la media de su especie o de la otra
especie, lo que permite, de esta manera, hacer
una reclasificacion.
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Finalmente, se utilizaron 1.000 permutaciones
para probar la hipotesis nula de que las distancias
de Mahalanobis entre las especies y poblaciones
eran producto del azar. La solidez de esta
reclasificacion se valoré con el estadistico kappa,
el cual estima la concordancia entre dos
clasificaciones, la dada por el andlisis y una
completamente aleatoria. La interpretacion del
valor estadistico fue sugerida por Landis y Koch
(33). Las distancias de Mahalanobis también se
utilizaron para evaluar las similitudes morfométricas
por medio de la construccién de dendrogramas
usando el método de neighbor joining.

Para el andlisis discriminante, el calculo de las
distancias de Mahalanobis, su verificacion
estadistica y la construccién de los dendrogramas
se utilizaron los programas JMP (32), PADwin y
el moédulo neighbor del programa Phylip incluido
en el PADwin (20).

La alometria se evalué mediante analisis
univariado de regresion lineal. Como variable
dependiente se utilizo el primer factor canonico,
calculado en el andlisis discriminante, el cual
representa la mayor porcién de la variacion de
conformacion derivada del andlisis generalizado
de Procrustes. El tamafio-centroide se utilizo
como variable independiente de tamafio. Los
valores significativos de regresion sefialan un
efecto del tamafio sobre la conformacién
(alometria). El coeficiente de determinacion (R?)
indica la porcion de variacion total que es explicada
por el modelo. La porcion de la variacion total que
no se ajusta al modelo indica la variacion de
conformacién que no es el resultado colateral del
crecimiento.

Los analisis fueron hechos con ayuda del
programa computacional JMP (32).

Visualizacion de las diferencias de
conformacion

Se utilizé el programa computacional tpsReg (34)
para obtener una representacion visual de cada
una de las conformaciones anatémicas promedio
de cada especie. Estas se observaron como
deformaciones de rejillas respecto a la
configuracion promedio total (configuracion de
referencia) (32).

Diferenciacién morfométrica de Anopheles

Resultados
Subgénero Nyssorhynchus

El analisis discriminante mostré6 que la
conformacion de las alas de las hembras del
subgénero Nyssorhynchus es diferente entre las
especies (lambda de Wilks= 0,0013; gl: 230 y
2813; F: 12,92; P=9,53 x 1071%%). La proyeccién
de los individuos sobre los dos primeros factores
canoénicos, claramente diferencian a: A.
nuneztovari, A. rangeli, A. darlingi, A. triannulatus
y A. braziliensis, mientras que las otras cinco
especies comparten areas entre ellas y es mas
dificil distinguirlas individualmente (figura 2).

El andlisis de conglomerado (cluster) realizado
mediante neighbor joining arrojé cuatro grandes
conglomerados de acuerdo con la conformacién
de las alas de las hembras (figura 3). El primer
conglomerado estuvo conformado por A.

Cv-1

10,57 A

-6,97 1
CV-2

-0,967

Figura 2. Distribucién de 11 especies de Anopheles
(Nyssorhynchus) correspondiente a su conformacion del
ala. Proyeccién de los individuos de cada especie sobre las
variables candnicas 1(CV-1) y 2 (CV-2) derivadas del andlisis
discriminante de la variacion de conformacién. Los poligonos
delimitan &reas que agrupan a todos los individuos de una
misma especie proyectados sobre el espacio multivariado
de la conformacion del ala. (a) A. darlingi; (b) A. braziliensis;
(c) A., triannulatus; (d) A. marajoara; (€) A. nuneztovari; (f)
A. albimanus; (g) A. aquasalis; (h) A. strodei; (i) A.
benarrochi; () A. oswaldoi, (k) A. rangeli.
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1
1.272 A. triannulatus P
0.732
3.398 —
0.975 A. darlingi
10.723 _ A praziliensis
1.802 A.albimanus
4.664 A. rangeli
1.111
0.573 1.386 .
0.266 A.nuneztovari
1.689 A. aquasal
l0.p17 1.290 A. strodei
0984 A oswaldoi
6
.108

0.916

A. benarrochi

A. marajoara

Figura 3. Dendrograma del subgénero Nyssorhynchus. Dendrograma sin raiz construido por el método de neighbor joining.
Para construirlo se utilizaron las distancias de Mahalanobis entre las conformaciones promedio de las alas de las especies.

triannulatus, A. braziliensisy A. darlingi, el segundo,
sé6lo por A. albimanus; el tercero, por A. rangeli,
A. nuneztovariy A. aquasalis, y el cuarto, por A.
strodei, A. oswaldoi, A. benarrochi B 'y A.
marajoara (figura 3).

Las distancias de Mahalanobis calculadas entre
cada par de especies fueron todas significativas
al hacer la evaluacion de la hipotesis nula mediante
1.000 permutaciones.

Para examinar en mayor detalle la variacion
morfométrica entre las especies se examinaron
por separado los integrantes de las secciones
Argyritarsis y Albimanus.

Seccion Argyritarsis

Se encontraron diferencias significativas en el
tamafio entre las tres especies de la seccion
Argyritarsis (F=38,21; R?=0,45; gl: 91; P=9,69 x
1071%). La especie mas pequefia fue A. braziliensis
y la mas grande, A. darlingi (figura 4A).

El andlisis discriminante demostré que la
conformacién de las alas de las hembras de la
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seccioén Argyritarsis es diferente entre las especies
(lambda de Wilks=0,052; gl=40y 142; F=11,90;
P=1,64x 10-%) (figura 4B).

Las distancias de Mahalanobis demostraron que
las conformaciones de cada especie son
totalmente diferentes, y las permutaciones
confirmaron que el resultado no fue producto del
azar (P<0,0001).

Los individuos de A. marajoara se reclasificaron
correctamente en el 100%, mientras que A. darlingi
y A. braziliensis lo hicieron con el 97%. Segun
los criterios de Landis y Koch (33), la
concordancia de la reclasificacion fue casi perfecta
(kappa=0,97).

Las diferencias entre especies fueron acentuadas,
principalmente para A. darlingila posicion relativa
de los puntos 1, 2 (representan la mancha basal
oscura) con un alargamiento de esta mancha;
mientras que los puntos 5 y 6, que separan la
mancha subcostal clara, se acercaron entre si.
En conjunto, tales movimientos generaron un
ensanchamiento del ala. Por el contrario, en A.
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Conformacion

Tamano
4,3
4,2
4,1 -
4,0
3,9
3,8
3,7
3,6
3,5
3,4 -

d

e LT . . T .
Brasiliensis  darlingi  marajoara

I |

4,105

Ccvi

Figura 4. Representacion grafica de la diferenciacion de las especies de la seccion Argyritarsis. A. Las cajas esquematicas
resumen graficamente la distribucién de los individuos de cada especie de acuerdo con el tamafio. Cada caja muestra la
mediana como la linea que atraviesa la mitad de la caja y los cuartiles 25 y 75 a los extremos. Los percentiles 10 y 90 se
muestran como lineas sobre las cajas y debajo de ellas. B. Proyeccion de los individuos de cada especie sobre las variables
canodnicas 1 (CV-1) y 2 (CV-2) derivadas del analisis discriminante de la variacién de conformacion. Los poligonos delimitan
areas que agrupan a todos los individuos de una misma especie proyectados sobre el espacio multivariado de la conformacion
del ala. A. braziliensis (&), A. darlingi (O0) y A. marajoara (0). C. La deformacion de las rejillas permite visualizar el desplaza-
miento de la conformacion del ala respecto a la configuraciéon consenso de las especies de la seccion Argyritarsis. (a) A.
darlingi, (b) A. marajoara. Las flechas indican la magnitud y el sentido de desplazamiento de los puntos anatémicos.

braziliensisy A. marajoara se observé el movimiento
inverso, lo cual provoca un estrechamiento del
ala (figura 4C).

El andlisis de regresion lineal fue significativo
(F=18; R?=0,16; gl=92; P=0,0016), lo cual indica
que larelacion entre el tamafio y la conformacion
es significativa. El 16% de la variacién del modelo
se puede explicar por la relacion entre el tamafio
y la conformacioén.

Seccion Albimanus

Hubo diferencia de tamafio entre las especies
(F=59,6; R?=0,63; gl=181; P=2,84x10-%), y A.
triannulatus se destac6 como la especie mas
pequefia, mientras que A. oswaldoiy A. rangeli
fueron las mas grandes (figura 5A).

El analisis discriminante demostré que A. rangeli
y A. triannulatus se encontraban muy separadas
de las otras seis especies (figura 5B). El
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MANOVA fue estadisticamente significativo
(lambda de Wilks=0,99; gl=14 y 140; P=9,22 x
10-1%%). Las distancias de Mahalanobis demostraron
gue las conformaciones de cada especie son
diferentes, y las permutaciones confirmaron que
el resultado no fue producto del azar (P<0,0001).

Por medio del andlisis discriminante, los individuos
de A. rangeli y A. triannulatus se lograron
reclasificar correctamente en el 100%. A.
albimanus, A. aquasalis 'y A. nuneztovari se
reclasificaron en el 84%, 87% y 90%, respectiva-
mente. Mientras que A. strodei, A. oswaldoiy A.
benarrochi B se reclasificaron en el 85%, 76% y
70%, respectivamente. Segun los criterios de
Landis y Koch (33), la concordancia general de la
reclasificacién fue casi perfecta (kappa=0,85)
(cuadro 1).

Los puntos anatémicos 1 y 2 que separan la
mancha basal oscura, y los puntos 5y 6 que
separan la mancha clara subcostal, fueron los que
presentaron mayor movimiento. Se observé que
A. rangeli presentd una mayor separacion de los
puntos 5y 6 y un acercamiento de los puntos 1y
2, lo que causa una deformacién de esta regién,
con respecto a A. triannulatus que sufrié el efecto
inverso sobre los mismos puntos (figura 5C).

El analisis de regresion lineal fue significativo
(F=54,8; R?=0,19; gl=242; P=4,55x1079), lo cual
indica que la relacion entre el tamafio y la
conformacién es significativa. El 19% de la
variacién del modelo se puede explicar por la
relacion entre el tamafio y la conformacion.

A. oswaldoi, A. benarrochi By A. strodeise encuen-
tran frecuentemente en simpatria en la region de
Putumayo vy, al utilizar las claves existentes, se
presentan dificultades para su determinacion
taxondmica cuando se cuenta sélo con hembras.
Por esta razon, se realiz6 el andlisis sélo con estas
especies, y se presentaron diferencias significa-
tivas entre si en el tamafio promedio de sus alas
(F=23,99; R2=0,34; gl=92; P=8,544 x 107®) (figura
6A). Las distancias de Mahalanobis demostraron
que las conformaciones de cada especie son
totalmente diferentes (P<0,0001).

El andlisis discriminante sobre la variacion de la
conformacién separd con un altisimo nivel de
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significancia a A. benarrochi B, A. oswaldoiy A.
strodei (lambda de Wilks=0,25; gl=40 y 142;
F=5,08; P=3,6 x 10-%) (figura 6B). Al proyectar
los individuos sobre los dos primeros factores
canonicos, derivados del andlisis discriminante
de la variacién de conformacion de las alas, se
presento una superposicion menor del 10% entre
los poligonos correspondientes a A. benarrochi B
y A. oswaldoi, mientras que los individuos
pertenecientes a A. strodeiformaron un poligono
aparte (figura 6B). El 90% de los individuos de A.
oswaldoiy A. strodeiy el 87% de A. benarrochi B
se reclasificaron correctamente en sus especies.
Segun los criterios de Landis y Koch (33), la
concordancia de la reclasificacion fue casi perfecta
(kappa=0,88). Se observé un ensanchamiento del
alapara A. oswaldoiy A. benarrochi B al producirse
un desplazamiento en la misma direccién de los
puntos 3 (final de la mancha humeral clara), 4
(final de la mancha basal oscura), 5y 6 (mancha
subcostal clara), 7 y 8 (mancha preapical clara) y
11 (punto de interseccion de la vena Cu 2 y el
borde del ala). Este desplazamiento fue de mayor
magnitud para A. benarrochi B. En A. strodei se
desplazaron los mismos puntos de las especies
anteriores pero hacia el interior de la lamina del
ala, lo que provoca un alargamiento y estrecha-
miento del ala (figura 6C).

El andlisis de regresion lineal fue significativo
(F=4,8; R?=0,27; gl=92; P=7,2 x 107%), lo cual
indica que la relacién entre tamafio y conformacion
es significativa. El 27% de la variacién del modelo
se puede explicar por la relacion entre el tamafio
y la conformacion.

Discusion

Las manchas de la vena costal del ala son
caracteres utilizados en las claves para la
determinacion taxonémica de las hembras del
subgénero Nyssorhynchus, especialmente la basal
oscura, la humeral clara y la subcostal clara y
oscura (5). En el presente estudio, también fueron
importantes al utilizar la morfometria geométrica.
Al incluir los extremos de tales manchas en los
puntos anatémicos que definieron la configuracion
geométrica del ala se obtuvo la conformacién
propia de cada especie, y se logrd separarlas entre
si con un alto grado de confianza. Ademas, se
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Figura 5. Representacién gréafica de la diferenciacion de las especies de la seccién Albimanus. A. Las cajas esquematicas
resumen graficamente la distribucion de los individuos de cada especie de acuerdo con el tamafio. A. albimanus (ALB), A.
aquasalis (AQU), A. benarrochi B (BEN), A. braziliensis (BRA), A. darlingi (DAR), A. marajoara (MAR), A. nuneztovari
(NUN), A. oswaldoi (OSW), A. rangeli (RAN), A. strodei (STR) y A. triannulatus (TRI). B. Distribucion de las especies a lo
largo de las variables canénicas 1 (CV-1) y 2 (CV-2), derivadas del andlisis discriminante de la variacién de conformacion.
(a) A. triannulatus, (b) A. nuneztovari, (c) A. rangeli, (d) A. albimanus, (e) A. benarrochi B, (f) A. oswaldoi, (g) A. strodei,
(h) A. aquasalis.C. La deformacion de las rejillas permite visualizar el desplazamiento promedio de la conformacién del ala
de (a) A. triannulatus y (b) A. rangeli respecto a la configuracion consenso de las especies del subgrupo Oswaldoi. Las

flechas indican la magnitud y el sentido de desplazamiento de

pudo visualizar las diferencias de conformacién
alar entre las especies.

A partir de las distancias de Mahalanobis se
demuestra que las 11 especies recolectadas en
las diferentes regiones de Colombia son distintas
y que estos resultados no son productos del azar.
Ademas, aunque algunos individuos comparten
areas de interseccion entre varias especies, los
centroides (medias multivariadas de la conformacion)
de cada entidad permiten diferenciar las especies

los puntos anatémicos.

claramente. Se demuestra asi la importancia de
la conformacion del ala para separar las especies
del subgénero Nyssorhynchus.

El dendrograma obtenido a partir de las distancias
de Mahalanobis del subgénero Nyssorhynchus
(figura 3) muestra las relaciones de similitud
morfomeétrica entre las especies. El dendrograma
no coincide con las divisiones establecidas en
secciones, ni tampoco coincide exactamente con
las agrupaciones filogenéticas propuestas por
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Cuadro 1. Porcentajes de reclasificacion correcta de las especies de la seccion Albimanus. Los porcentajes de reclasificacion
correcta se muestran en negrilla en la diagonal. Los valores fuera de la diagonal sefialan las reclasificaciones incorrectas.
La reclasificacion resulté de las distancias de Mahalanobis obtenidas durante el analisis discriminante de las conformaciones
promedio de las alas.

Especies
ALB AQU BEN NUN osw RAN STR TRI

Especie predicha ALB 84% 3.3% 3.3% 3%

AQU 87% 6.5% 3.3% 6%

BEN 6.5% 70% 3.3% 14% 6%

NUN 3.0% 7% 90% 3%

osw 6.5% 3% 10% 7% 6%

RAN 100%

STR 3% 10% 85%

TRI 100%

A. albimanus (ALB), A. aquasalis (AQU), A. benarrochi B (BEN), A. nuneztovari (NUN), A. oswaldoi (OSW), A. rangeli
(RAN), A. strodei (STR), A. triannulatus (TRI).

Conformacién
Tamafo 5,31

5,0 1

D )
_ g

3,5 4

T T
benarrochi oswaldoi strodei

= = g

Figura 6. Representacién grafica de la diferenciacion de las especies de dificil discriminacién. A. Las cajas esquematicas
resumen graficamente la distribucion de los individuos de cada especie de acuerdo con el tamafio. B. Proyeccién de los
individuos de cada especie sobre las variables candnicas 1 (CV-1) y 2 (CV-2) derivadas del analisis discriminante de la
variacion de conformacion. A. benarrochi B (0), A. strodei () y A. oswaldoi (A). C. La deformacion de las rejillas permite
visualizar el desplazamiento de la conformacion del ala de (a) A. benarrochi B y (b) A. strodei respecto a la configuracion
consenso de las tres especies. Las flechas indican la magnitud y el sentido de desplazamiento de los puntos anatémicos.
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Faran y Linthicum (5). Sin embargo, algunas
relaciones fenéticas propuestas desde la
conformacion de las alas muestran correlacion con
la hipotesis filogenética (5), como es el caso
para A. oswaldoi, A. strodei, A. albimanus, A.
nuneztovariy su especie hermana A. rangeli.

La posicion de A. aquasalis cercano a A.
nuneztovariy A. rangelino es la esperada; esa
especie se encuentra en una rama aparte, segun
Faran (2). Sin embargo, en algunos casos hay
correspondencia entre la similitud morfométrica
de estas especies y las relaciones estre especies
medidas por diferentes marcadores moleculares.
Tal es el caso de A. aquasalisy A. nuneztovari
cuya cercania en arboles reconciliados exhibe una
fortaleza (medida por bootstrap) de 76% al utilizar
los marcadores ribosémicos ADNr (18Sy 28S) y
mitocondriales ADNm (COIl y COIl) (35). Esta
posicién también coincide con la obtenida en la
topologia de los arboles creados por medio de los
algoritmos de maxima parsimonia y maxima
verosimilitud con soporte de bootstrap del 100%,
a partir de la informacién obtenida de los
marcadores ribosémicos ITS 2 y mitocondriales
COIl (35).

La posicién de A. triannulatus tampoco concuerda
desde la divisién nominal de las secciones, aunque
su cercania a A. darlingi es viable teniendo en
cuenta caracteristicas morfologicas del adulto
hembra como las escamas en el mesanepimero
superior y las manchas basal y subcostal clara
en el ala (2). La relacion morfométrica es
respaldada en el arbol construido a partir de la
informacion de isoenzimas de cinco especies del
subgénero Nyssorhynchus usando el algoritmo de
UPGMA (36).

La cercania de A. oswaldoi con A. benarrochi B
no se puede comparar en otros arboles debido a
que esta Ultima especie se reconocié reciente-
mente (27). Su cercania se debe a que son muy
similares morfolégicamente, lo que impide su
separacion en el estadio de adulto hembra. Mas
adelante se analiza en mayor detalle las relaciones
morfométricas entre estas especies.

La presencia de A. marajoara no concuerda con
lo reportado por Faran (2) debido a que él separa
las especies en dos secciones por la presencia o

Diferenciacién morfométrica de Anopheles

ausencia de un anillo en el tarsémero posterior
cinco. La posicion de esta especie cercana a las
integrantes de la seccién Albimanus coincide con
el resultado de Sallum et al. (37), quienes
utilizaron caracteres morfolégicos de cinco
especies de la seccién Albimanus y cuatro de la
Argyritarsis.

Entrando en el andlisis morfométrico de la seccion
Argyritarsis, observamos que el tamafo puede
reflejar diferencias taxonémicas entre las
especies. Sin embargo, también puede ser el
resultado de la combinacién genética particular
heredada de los padres y del crecimiento individual
(factores maternos y efectos ambientales durante
la ontogenia). Dado que las especies de esta
seccion no proceden de lugares donde habitan en
simpatria, es necesario evaluar otras poblaciones
para corroborar que este atributo biolégico se
mantiene a través de su distribucion en el pais y
que puede ser empleado como un caracter
discriminante.

Al seguir la clave de Faran y Linthicum (5), las
hembras de A. darlingi presentan caracteristicas
morfoldgicas que permiten su diferenciacion de
las otras especies de la seccion Argyritarsis. Sin
embargo, A. braziliensis solo se diferencia de A.
marajoara en la presencia o ausencia de tufos en
el segundo segmento abdominal y la coloracién
de las escamas en el octavo segmento
abdominal. La presencia de tufos requiere un
manejo cuidadoso de los especimenes para no
perderlos y la coloracion de las escamas, blanca
o amarilla, depende de la fuente de luz, de la
apreciacion visual y la experiencia del taxénomo.
Otras caracteristicas como la proporcién del area
basal oscura del tarsémero posterior 2, la mancha
y el nimero de manchas en lavena R3 del ala se
mencionan en la clave para Anopheles de
Colombia de Gonzalez y Carrejo (38); sin embargo,
tales caracteristicas se superponen entre estas
dos especies.

Por otro lado, por medio del analisis morfométrico
de la conformacion del ala, se logré reclasificar
en el 97% los especimenes de cada especie
(cuadro 1), lo que demuestra una estupenda
correlacion entre los resultados obtenidos por las
claves existentes y la morfometria geométrica.
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Al visualizar la conformacion promedio del ala de
las especies (figura 4C), se observaron alas
anchas en A. darlingi, y angostas en A.
braziliensisy A. marajoara debido al movimiento
hacia el interior del punto 11 (interseccion entre la
vena Cu 2y el borde distal del ala). Al saber que
en la alometria sélo el 16% del tamafio es aportado
ala conformacién, se deduce que la mayor porcion
de las diferencias (84%) son propias de las
poblaciones, lo cual refleja probablemente sus
acervos genéticos diferentes.

Con respecto a la seccién Albimanus, A.
triannulatus exhibio las alas mas pequenfias. Este
resultado concuerda con otros reportes (2,38) que
sugieren que el tamafio de las alas puede ser
utilizado como apoyo taxonémico para diferenciarla
de las especies de la seccién. Ademas, dentro
de la clasificacion nominal del subgénero
Nyssorhynchus la separa como el subgrupo
Triannulatus, debido, entre otros, a diferencias,
en el estadio de hembra, con un parche conspicuo
de escamas blancas o plateadas en el mesane-
pimero superior y escasa presencia de escamas
blancas en el cuarto palpémero. Separacién que
concuerda con el hecho de que esta especie
present6 una conformacion de ala muy diferente
de las otras siete especies (figura 5C), ubicAndose
distante de todas en el espacio de los factores
canonicos creado por la conformacion del ala.
Igualmente, al visualizar la conformacién promedio
se observé la deformacion mas extrema respecto
a la de referencia, con un acercamiento en los
puntos de las manchas basal oscura y subcostal
clara; las cuales también son (tiles para su
discriminacion al utilizar las claves existentes.

A. albimanus se ubica dentro de la seccion como
el grupo Albimanus (2,38), porque tres caracteres
morfolégicos en el adulto hembra permiten
separarlo de las otras especies: el palpémero
cuatro completamente negro, la ausencia de tufos
en el segmento abdominal dos y el quinto
tarsémero anterior totalmente oscuro. El andlisis
discriminante de la conformacién de las alas logré
reclasificar el 84% de sus especimenes, lo que
demuestra su utilidad para determinar una hembra
gue haya perdido los caracteres morfolégicos mas
importantes (cuadro 1). Aungue su discriminacion
no es tan clara en la grafica de dispersion (figura
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5B), en la cual parece mezclarse con A. rangeli,
A. strodei y A. aquasalis, es importante anotar
que la proyeccién de los individuos sobre los dos
primeros factores candnicos representan el 75%
de la variacién de conformacion, mientras que la
discriminacion del 84% se obtuvo con el 100%
de las variables de conformacion.

Con A. aquasalis ocurre una situacion similar; en
Colombia no se le tiene por una especie importante
en la transmision de malaria, a excepcién de
algunas areas en el departamento de La Guajira.
Sin embargo, es considerada el vector principal
de malaria en Venezuela. Morfolégicamente se
diferencia de las otras especies del grupo
Oswaldoi por poseer una mancha basal oscura
en el tarsémero posterior dos de 0,4 a 0,55 la
longitud del segmento. Pero las manchas
caracteristicas del ala son muy similares a las de
A. nuneztovari, uno de los vectores mas
importantes en Colombia, lo cual puede llevar a
identificaciones errdneas en ausencia de las patas
posteriores. El andlisis discriminante de la
conformacion del ala separ6 completamente estas
dos especies y logro reclasificar correctamente a
A. aquasalis en el 87%, mientras que a A.
nuneztovarien el 90% (cuadro 1), con lo que se
demuestra de nuevo la utilidad de la morfometria
geomeétrica para apoyar la taxonomia.

Por su parte, la conformacién del ala de A. rangeli,
fue la otra mas diferente dentro de la seccién
Albimanus, representada por la separacion de los
puntos que constituyen la mancha subcostal
clara, lo cual concuerda con la importancia de este
caracter morfol6gico para diferenciar esta especie
de otras de la seccion. La posicion de A. rangeli,
separada del grupo Oswaldoi debido a su
conformacion del ala, no concuerda con lo
propuesto por Faran (2), quien usa las
caracteristicas morfologicas de la larva, pupay
adulto para asignar esta especie dentro del grupo
mencionado. Sin embargo, si sélo se tuvieran en
cuenta las medidas del ala (mancha subcostal
clara mayor de 0,5), A. rangeli se diferenciaria
claramente de las demas del grupo, excepto con
algunas hembras de A. nuneztovari morfotipo .

La dificultad para diferenciar A. rangeli de A.
nuneztovari ocurre frecuentemente con los
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individuos del morfotipo Il de A. nuneztovari, el
cual posee una proporcion de 1,8 a 3,0 en la
mancha humeral clara con respecto a la mancha
basal oscura de la vena subcostal del ala (22)
mientras que en A. rangelimide de 1,8 a 3,5. Por
lo tanto, es necesario usar la quetotaxia del cuarto
estadio larvario, de la pupa o de la genitalia
masculina para diferenciar correctamente estas
dos especies (2).

En este trabajo el andlisis discriminante de la
conformacién del ala de las hembras permitié
diferenciar A. rangeli de A. nuneztovari, y se
lograron porcentajes de reclasificacion del 84%y
el 90%, respectivamente (cuadro 1). Se demuestra
con estos resultados el potencial de la morfometria
geométrica para discriminar estas dos especies
gue pertenecen a un grupo hermano y cuyas
hembras poseen caracteristicas morfologicas tan
similares que al ser cuantificadas por los métodos
tradicionales no permiten diferenciarlas. Sin
embargo, se necesita contar con poblaciones que
habiten en simpatria para corroborar esta
afirmacion.

La alometria demostré que para estas cinco
especies solo el 19% del tamafio es aportado a la
conformacion, de donde se deduce que la mayor
porcidn de las diferencias (81%) son propias de
las poblaciones, lo cual probablemente es reflejo
de sus acervos genéticos diferentes.

Dentro del grupo Oswaldoi, las hembras de A.
benarrochi B halladas en el departamento del
Putumayo, Colombia, presentan caracteristicas
morfolégicas que comparten en muchos casos
con A. oswaldoi (27).

En este trabajo se demuestra que el tamafio del
ala de estas dos especies y de A. strodei permite
separarlas claramente (figura 6A), caracter que
se podria utilizar como apoyo a las claves
morfolégicas que se puedan proponer para
diferenciarlas. La separacidon de estas tres
especies también estuvo apoyada por la
conformacién del ala, la cual demostré que A.
oswaldoiy A. benarrochi B eran mas parecidos
entre si, representados por alas anchas, y
diferentes de A. strodei la cual tiene alas mas
angostas (figura 6C). El andlisis discriminante de
la conformacion del ala separd, sin lugar a dudas,
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ambas especies (figura 6B) y logro reclasificar
correctamente el 87% de las hembras de A.
benarrochi B 'y el 90% de las de A. oswaldoi.
Hasta la fecha, las hembras de A. oswaldoiy A.
benarrochi B s6lo se pueden separar sin
ambigliedades por técnicas de biologia molecular,
usando PCR-RFLP del ITS-2 (27). A pesar de que
esta metodologia separa ambas especies en el
100%, la necesidad de conservar los ejemplares
en silica-gel y los altos costos de procesamiento
dificultan su aplicacion a gran escala.

Por otro lado, A. benarrochi Bno se puede diferenciar
de A. strodei porgue la proporcion de la mancha
basal oscura del tarsémero posterior dos con
relacion a la longitud del segmento se superpone
entre ellas (0,17-0,32 y 0,25-0,35, respectiva-
mente). En el ala, la proporcién de la mancha clara
humeral de la vena subcostal con respecto a la
mancha basal oscura no permite diferenciar las
hembras de las especies mencionadas debido a
que, de nuevo, hay superposicion: 1,7-3,3 para
A. benarrochi By 2,0-4,0 para A. strodei. Igual
sucede con la mancha subcostal clara con relacién
a la subcostal oscura, la cual presenta una
proporcién de 0,1-0,5 para A. benarrochi By de
0,25-0,5 para A. strodei. Al utilizar la morfometria
geomeétrica, el andlisis discriminante de la
conformacion del ala logré de nuevo separar
ambas especies (figura 6B) y logro6 reclasificar
correctamente las hembras de A. benarrochi B
en el 87% y las de A. strodei en el 90%.

Debido a que estas tres especies habitan en
simpatria y al hecho de que la conformacioén es la
variable que mas pesa en su discriminacion (el
efecto alométrico fue de solo el 27%) es muy
probable que sus diferencias sean el reflejo de
caracteristicas genéticas y no el resultado de
interacciones con el medio ambiente o de
diferenciacién geografica.

En conclusién, la morfometria geométrica logré
distinguir las hembras de 11 especies del
subgénero Nyssorhynchus presentes en Colombia
utilizando sélo la informacién contenida en la
conformacion del ala. Estos resultados permiten
proponer la utilizaciéon de los puntos anatémicos
seleccionados en este trabajo para procesarlos
mediante el algoritmo generalizado de Procrustes,
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de tal manera que se apoye de manera soélida el
trabajo taxondmico con las especies del
subgénero Nyssorhynchus.
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