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RESUMEN
INTRODUCCION
La dificultad en la identificacion morfolégica de las hembras de varias especies del subgénero Nyssorhynchus ha sido
documentada y se debe a la similitud morfolégica interespecie, variacion intraespecifica y la existencia de especies cripticas.
Por ello, se han utilizado pruebas moleculares como la PCR-RFLP-ITS2, que permiten confirmar la identidad de las
especies presentes en regiones endémicas.

OBJETIVO
Confirmar la identificacién de mosquitos del género Angpheles recolectados en Juan José, Puerto Libertador, Cérdoba,
como aporte a un inventario de especies en la localidad.

MATERIALES Y METODOS
De 2.070 hembras de Anopheles identificados por caracteres morfologicos, 513 (24,8%) se confirmaron molecularmente
mediante una PCR-RFLP-ITS2.

REsuLTADOS

Las especies identificadas por morfologia presentes en Juan José fueron: Anopheles (Nyssorhynchus) nuneztovari s.]. Gabaldon
(97,44%), Anopheles (Nys.) darlingi Root (0,77%) y Anopheles (Nys.) oswaldoi s.]. Peryassu (0,10%); el resto de especimenes
(1,69%) se definieron como pertenecientes a una de las especies del grupo Oswaldoi. La confirmacién molecular permitié
determinar la presencia de sélo dos especies entre los especimenes analizados, 99,23% A. (Nys.) nuneztovari s.. y 0,77%
A. (Nys.) darlingi.

ConcLUSION

Las dos especies de Angpheles encontradas en Juan José, durante el muestreo, son consideradas vectores primarios en
Colombia; esta informacién es importante para dirigir los esfuerzos de control vectorial. Adicionalmente, los resultados
reiteran previos reportes sobre la dificultad en la identificacion morfoldgica de A. nuneztovari s.l. y la importancia de utilizar
pruebas moleculares en su confirmacién de especie.
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SUMMARY

INTRODUCCION

INTRODUCTION

Difficulty in the morphological identification of
females of wvarious species on the Nyssorhynchus
subgenus has been documented; it is due to
interspecies morphological similarity, intraspecific
variation and the existence of cryptic species. For this
reason, molecular techniques such as PCR-RFLP-
ITS2 has been used, they allow confirming species
assignation in endemic areas.

OBJECTIVE

To confirm the species assignation of mosquitoes
Anopheles collected in Juan Jose locality, municipality
of Puerto Libertador, Cordoba, as a contribution to a
species inventory in the locality.

MATERIALS AND METHODS

Of 2.070 specimens identified by morphological
characters, 513 (24.8%) were moleculatly confirmed
by PCR-RFLP-ITS2.

ResuLTs

The species defined by morphology as present in
Juan José were: Anopheles (Nyssorbynchus) nuneztovari s.l.
Gabaldon (97.44%), A. (Nys.) darlingi Root (0.77%)
v A. (Nys.) oswaldoi s.]. Peryassu (0.10%). The rest of
specimens (1.69%) were defined as belonging to one
of the species of the Oswaldoi group. Molecular
confirmation helped to determine the presence of only
two species among the analyzed specimens, 99.23% 4.
(INys.) nuneztovari and 0.77% A. (Nys.) darling.

ConcLUSIONS

The two species of Angpheles found in Juan Jose, during
the sampling period are considered primary vectors
in Colombia; this information is important to guide
vector control efforts. Additionally, the results reaffirm
previous reports on the difficulty of identifying 4.
nunegtovari s.l. by morphology and the importance of
using molecular tests for species confirmation.

Key worps
Anopheles. Malaria.
Polymerase Chain Reaction. Restriction Fragment

Colombia. Disease Vectors.

Length Polymorphism.
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La malaria es una enfermedad causada por parasitos del
género Plasmodium spp. y se transmite por la picadura
de mosquitos hembra del género Angpheles Segun el
reporte de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
en el 2008, la mitad de la poblaciéon mundial (3,3 bi-
llones) vive en areas que tienen algun riesgo de trans-
misién del parasito y un quinto de ella (1,3 billones),
reside en lugares con alta transmisiéon.? En Colombia,
el 85% de las zonas rurales ubicadas por debajo de los
1.600 metros sobre el nivel del mar, cuenta con las
condiciones climaticas, geograficas y epidemiol6gi-
cas propicias para la transmision de la enfermedad.?
Para el 2010, en el pafs se reportaron 116.914 casos
de malatia* y Cérdoba es uno de los departamentos
que aporta el mayor numero de ellos; en el periodo
2001-2007, se presentaron en promedio 34.973 casos.
Puerto Libertador fue uno de los municipios con mas
episodios reportados, 29% del total.® En dicho depar-
tamento, como en otras areas endémicas de Colom-
bia, la malaria constituye un setio problema de salud
publica,’ lo que demanda la implementacion de medi-
das efectivas para el control de la enfermedad; una de
ellas es el control de vectores, que ha probado ser una
estrategia muy efectiva, pero para su implementacién
es importante tener un conocimiento de cuales son las
especies involucradas en la transmisién.

En nuestro pafs, se han registrado aproximada-
mente 47 especies de Angpheles; nueve de estas son
consideradas vectores de la enfermedad.”” Algunas de
estas especies pertenecen al grupo Oswaldoi: Anophe-
les (INyssorhynchus) nuneztovari s1. Gabaldon, Anopheles
(INys.) oswaldoi s.1. Peryassu 'y Anopheles (Nys.) rangeli Ga-
baldon, Cova Garcia & Loépez, que se caracteriza por
presentar serios inconvenientes durante la identifica-
cion de las hembras adultas, debido a la existencia de
especies cripticas, de la similitud morfolégica interes-
pecie y variacion intraespecie.'* El problema se ob-
serva al medir las manchas claras y oscuras de las alas
o el tarsémero dos de la pata posterior de estos espe-
cimenes, al obtenerse rangos que pueden sobrelaparse
o coincidir entre diferentes especies, como sucede en-
tre A. nuneztovari 8. y A. rangeli, o entre A. nuneztovari
s.Ll.y A. oswaldoi s.1.*" Port lo antetiot, y para lograr una
correcta identificaciéon de las especies problematicas
de Anopheles, se han empleado varias estrategias, como
el analisis morfologico de estados inmaduros del
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mosquito,” los huevos, la quetotaxia de las larvas de
cuarto estado,” y la observacion de la genitalia de ma-
chos." Para la identificacion de especimenes del grupo
Oswaldoi, se ha utilizado la morfologfa geométrica, la
cual permite asignar un individuo a un grupo determi-
nado o especie mas probable, mediante analisis esta-
disticos de puntos anatémicos.” En los ultimos afios,
se han implementado pruebas moleculares basadas en
la Reaccién en Cadena de la Polimerasa-PCR;'%2 entre
estas, una metodologia que ha demostrado ser efectiva
y sencilla, es una PCR-RFLP (Longitud de los Frag-
mentos de Restriccion-RFLP), que posibilita la confir-
macion de la identificacién de varias especies de mos-
quitos del género Angpheles? > La estrategia de PCR-
RFLP disefiada por Zapata e al*' y complementada
pot Cienfuegos ¢/ al,” se basa en la amplificacion del
Espaciador Interno Transcripto 2 (Internal Transcri-
bed Spacer 2-ITS2) del ADN ribosomal (ADNr) y su
posterior digestion con la enzima de restriccion A/ul.
La region ITS2 se localiza entre los genes que codifi-
can para las subunidades ribosomales 28S y 5,85, es
una regién no codificante que presenta una tasa mas
alta de mutacion que los demds genes transcritos del
ADNL, y varfa genéticamente entre miembros de di-
ferentes especies, pero es muy conservada dentro de
la misma especie,” lo que la hace un buen marcador
para la diferenciacién de especies y para resolver pro-
blemas taxonémicos; sin embargo, el analisis de se-
cuencias ITS2 tiene poca utilidad en la realizacion de
interpretaciones filogenéticas.”

Varios estudios han demostrado la utilidad de la
PCR-RFLP y la fortaleza del marcador I'TS2 para la
identificacion de especies anofelinas. Garros et al.,”
implementaron una PCR-RFLP-ITS2 utilizando la
enzima de restriccion BsiZI para la discriminacién de
13 especies pertenecientes a los grupos A. (Cellia) mi-
nimus Chen y A. (Cellia) funestus Garros, distribuidos en
Africa y Asia, respectivamente. En Latinoamérica, los
estudios que han reportado el uso de esta metodolo-
gfa, ampliaron el conocimiento sobre las especies pre-
sentes en regiones endémicas para malaria, en varios
paises. Matson ¢# a/.,* disefiaron una PCR-RFLP-TTS2
utilizando una doble digestién con las enzimas A/l
y BBl o con Alul y Fspl, que permitié diferenciar
nueve especies recolectadas en el Amazonas peruano,
entre ellas: A. (Nys.) benarrochi Gabaldon, A. darling y
A. nuneztovari sl. En Colombia, Ruiz e a/*” lograron
diferenciar A. benarrochi y A. oswaldoi s.1. mediante el
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uso de esta metodologia y la enzima HaelIl. La PCR-
RFLP-ITS2 desarrollada por Zapata ez al,” utiliza la
enzima A/ul y sirvié para diferenciar sicte especies de
Anaopheles recolectados en San Pedro de Uraba, An-
tioquia, Colombia. Posteriormente, Cienfuegos ez
al.,”* emplearon herramientas bioinformaticas para
disefiar una PCR-RFLP /n silico que permitiera la
confirmacién de especies del grupo Oswaldoi ** no
incluidas en la estrategia desarrollada por Zapata ef
al?' y evaluaron esta PCR-RFLP en localidades de
la Costa Pacifica colombiana, Costa Atlantica, Ura-
ba, Bajo Cauca y Alto Sint;* dicho trabajo permitio
confirmar la utilidad de la prueba para la diferencia-
cién de especies anofelinas en localidades diferentes
a San Pedro de Urab4, al demostrar que los patrones
encontrados para cada especie eran estables a través
de todo el rango geogrifico evaluado. Los resulta-
dos de los trabajos mencionados han corroborado la
importancia de confirmar la identificacién de las es-
pecies problematicas; todos ellos sugieren que en el
caso de estas especies, se debe recurrir a estrategias y
herramientas como las moleculares, las que permiti-
ran obtener resultados confiables en los diversos es-
tudios de anofelinos, sean estos de tipo taxonémico,
inventarios de especies, o de incriminacién vectorial;
su contribucién a la correcta identificacion de los
especimenes, es esencial para que las conclusiones
obtenidas en dichos trabajos sean validas.

En las areas endémicas para malaria en Colombia
serfa importante realizar un inventario actualizado
de las especies presentes y la determinacién de su
infectividad natural, para obtener informacién sobre
los vectores que estan participando en la transmision
local y regional.® El presente trabajo, hace parte de
un macroproyecto dirigido a determinar las especies
presentes y su infectividad natural, en dos zonas en-
démicas del noroccidente de Colombia. En él, se uti-
liza una estrategia de PCR-RFLP-I'TS2*"** para veri-
ficar la asignacion de especie de hembras del género
Anopheles previamente identificadas por morfologia,
recolectadas en la localidad de Juan José, Puerto Li-
bertador, departamento de Cérdoba. Los resultados
contribuyen al conocimiento de las especies presentes
en dicha localidad, caracterizada por exhibir altos in-
dices de malaria, y apoyaran la realizacién de trabajos
complementarios, como la determinacién de infecti-
vidad natural en los especimenes, para establecer qué
especies estan involucradas en la transmision; ésta in-
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formacién contribuira al adecuado direccionamiento
de los esfuerzos de control vectorial en la localidad.

MATERIALES Y METODOS

RECOLECCION E IDENTIFICACION DE MOSQUITOS

Los especimenes analizados se recolectaron en cebo
humano (siguiendo un protocolo y consentimiento
informado a los colectores, aprobado por el Comité
de Bioética de la SIU, Universidad de Antioquia), en-
tre las 18:00-24:00 horas, con una jornada de 18:00 a
6:00 horas, tanto en el intradomicilio como en el peri-
domicilio. La recoleccién la realizaron integrantes del
Grupo de Microbiologia Molecular de la Universidad
de Antioquia, en el corregimiento Juan José, Puerto
Libertador, Cérdoba (N 07°44°18,6-W75°5120,3”),
entre el 31 de julio y el 5 de agosto de 2009. Los 2.070
especimenes recolectados contaban con los siguien-
tes soportes: identificacién morfoldgica por claves
disponibles,®*" diseccién para separar las patas, alas
y abdémenes, los cuales fueron conservados en viales
con etanol al 95%, y la cabeza y térax preservados en
silica. Para el soporte entomolégico, se realizé mon-
taje en lamina-laminilla de las alas y pata postetior de
un 5% de los especimenes reportados como A. nunez-
tovari s.1. (2.017), de todos los identificados como A.
darlingi (16), los especimenes cuya identificaciéon por
morfologia no pudo ser definida con certeza (35) y a
los identificados como A. oswaldoi (2).

ExTrRACCION DEL ADN, AMPLIFICACION

Y DIGESTION DE LOS PRODUCTOS DE PCR

El calculo del tamafio de muestra para la confirma-
cién molecular de los especimenes se realizé con
base en una poblacién finita, a partir de un 7 de 2.070
especimenes, con una seguridad del 95% (a: 0,05),
obteniéndose un # de 513.” Esta muestra incluyé to-
dos los especimenes A. darlingi, los que no pudieron
identificarse con certeza y el # se completé con los
identificados como A. nuneztovari sl. La extraccion
de ADN gendmico se realizé a partir de abdémenes
individuales, utilizando un protocolo de precipitacién
salina, modificado en el Grupo de Microbiologia Mo-
lecular.®® T.a PCR-RFLP-ITS2 se realizé siguiendo las
condiciones referidas en los protocolos estandariza-
dos por el laboratorio,?” * brevemente: la amplifica-
cion de la region ITS2 se efectud con 2 ul del ADN
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gendémico obtenido del abdomen de cada mosquito,
empleando los oligonucleétidos que hibridan en las
secuencias de ADN que codifican para las subuni-
dades ribosomales 28S y 5,8S,* en una reaccién final
de 25 ul, que se corrié en un termociclador iCycler
(BioRad Hercules, California, EUA). El producto de
amplificacién fue digerido con la enzima A/l (Pro-
mega Corporation, Madison, EUA), la reaccion se in-
cub6 a 37°C, durante minimo cuatro horas y maximo
una noche. Los productos de la PCR-RFLP-ITS2 se
visualizaron en geles de agarosa al 2%, tefiidos con
bromuro de etidio (5 pg/mL), en un transiluminador
UV Transilluminator 2.000, (BioRad). Como contro-
les positivos de la PCR-RFLP, se utilizaron clones de
ITS2 provenientes de especimenes que contaban con
el respaldo morfoldgico de isofamilias y series.” *

RESULTADOS

DATOS DE LA IDENTIFICACION MORFOLOGICA

De los 2.070 especimenes recolectados en Juan José, la
especie mas abundante fue A. nuneztovari s.1. (97,44%);
0,77% de los especimenes fueron A. darling, dos
mosquitos se identificaron morfolégicamente como
A. oswaldoi s1. (0,10%) y a un pequefio porcentaje de
los especimenes (1,69%), no se les pudo definir con
exactitud su estatus taxonémico, dado que siguiendo
las claves morfologicas se observaba sobrelapamiento
de los caracteres entre dos o tres especies de las per-
tenecientes al Grupo Oswaldoi, principalmente en las
relaciones morfométricas de las manchas de las alas
y del segundo tarsémero de la pata posterior. Es asi,
como 25 especimenes se registraron como posibles
A. nuneztovari s.. o A. oswaldoi s.1. (1,21%), nueve como
A. nuneztovari sl. o A. rangeli (0,43%) y un mosqui-
to como A. nuneztovari sl., A. rangeli o A. oswaldoi s.l.

(0,05%) (tabla 1).

CONFIRMACION MOLECULAR

De 513 especimenes procesados por PCR-RFLP-
ITS2, el 22,8% (460), previamente identificados como
A. nunegtovari s.. por taxonomia clasica, fueron con-
firmados como tal, por PCR—RFLP. Los especimenes
con identificacién indefinida, designados por morfo-
logia como pertenecientes a una de las especies del
grupo Oswaldoi y los clasificados como A. oswaldoi
s.l,, mostraron patrones de bandas correspondientes
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al control de A. nuneztovari s.l. Los 16 mosquitos iden-
tificados como A. darlingi se confirmaron molecular-
mente como pertenecientes a dicha especie (tabla 1).
Segin estos resultados, el 99,23% de los especimenes
analizados por PCR-RFLP-ITS2, fueron A. nunezto- van. Esto es lo que sucede con el fragmento de 76
vari s.l. y el 0,77% A. darlingt. Ambos presentaron el pb en el patron de A. nunegtovari 'y el de 78 pb en A.
patron de bandas previamente reportado,?* para A. darlingi, los cuales no se observan (figuras 1y 2).
nuneztovari s.: 358, 96 y 76 pb (figura 1), y para A

darlingi: 321, 158 y 78 pb (figura 2). Sin embargo, es

importante aclarar que los patrones producto de la

tracioén de agarosa en el gel; concentraciones como la
que se uso en este trabajo permiten buena separacion
de los fragmentos, pero aquellos de tamafio pequefio
tienden a difundirse y en muchos casos no se obset-

DISCUSION

restriccién se observaron en geles de agarosa al 2%,
y como lo reportaron Zapata ef al.,* la separacion y
visualizaciéon de los fragmentos depende la concen-

El presente estudio hace patrte de un Macroproyecto
ejecutado por integrantes del Grupo de Microbiologia

Tabla 1. Identificacién morfoldgica y confirmaciéon molecular de Anopheles.

Identificacion Numero de mosquitos Numero de especimenes Confirmacion
morfolégica identificados por morfologia (%) | analizados PCR-RFLP-ITS2 (%) molecular (%)

A. nuneztovaris.l. 2.017 (97,44) 460 (22,8)

A. nuneztovaris.l./

A. rangeli D) )

A. nuneztovaris.l./ A. nuneztovaris.l.
A. oswaldoi s.l. A5 (1) A ey (99,23)

A. nuneztovaris.l./

rangeli/oswaldoi s.|. [ens) )

A. oswaldoi s.l. 2(0,10) 2 (100)

A. darlingi 16 (0,77) 16(100) A. darlingi (0,77)
Total 2.070(100) 513 (100) (100)

Figura 1. Confirmaciéon molecular de especimenes
A. nuneztovari s.|. por PCR-RFLP-ITS2. Electroforesis
en gel de agarosa al 2%. Carriles: TM: tamafno mo-
lecular (100-10000 pb). CP: control positivo, clon de
ITS2 de A. nuneztovaris.l. con respaldo de series. CN:
Control negativo. 1-15: especimenes A. nuneztovari
s.l.de Juan José, Puerto Libertador, Cérdoba.
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Figura 2. Confirmaciéon molecular de especimenes
A. darlingi por PCR-RFLP-ITS2. Electroforesis en gel de
agarosa al 2%. Carriles: TM: tamafo molecular (100-
10000 pb). CP: control positivo, clon de ITS2 de A.
darlingi con respaldo de series. CN: Control negativo.
1-10: especimenes A. darlingi de Juan José, Puerto
Libertador, Cérdoba.
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Molecular, linea hospedero-parasito, y realiza un
aporte a la elaboracién del inventatio de especies
para la localidad de Juan José, municipio de Puerto
Libertador, Cérdoba. Esta es una de las localidades
donde se realizan muestreos en diferentes épocas
del afio para conocer las fluctuaciones en el nimero
y composicion de las especies anofelinas, las cuales
pueden variar de acuerdo a aspectos como las
condiciones ambientales y
trabajo se realizé la confirmacién molecular de
la identificacién morfolégica de los especimenes
recolectados en Juan José, entre el 31 de julio y el 5 de
agosto de 2009. Con ello se contribuy6 al inventario
de especies en la localidad, la cual se ha caracterizado
por presentar altos indices de malaria.

climaticas.®® En este

La confirmacién molecular de los especimenes re-
colectados en Juan José, mostrd que estos correspon-
dian a dos de las especies consideradas como vectores
primarios en Colombia, A. nunegtovari s.l. y A. darling.
La especie predominante fue A. nuneztovari s.l. Estos
resultados son similares a lo reportado por un estudio
reciente realizado en varios municipios de Cérdoba:
Valencia, Tierralta, Puerto Libertador y Monteliba-
10, los cuales, segin la Gobernacion de Cérdoba,
aportan el 97,5% de los casos de malatia del departa-
mento.” En dicho trabajo, se evalu6 la localidad de La
Bonga en Puerto Libertador, mientras nuestro trabajo
fue realizado en Juan José. En ambos estudios, se en-
contré como especies predominantes a A. nunegtovari
sl. y A. darlingi. En el trabajo realizado por Gutiérrez
¢t al.,* cuatro especimenes A. nuneztovari fueron en-
contrados infectados naturalmente (tres en el munici-
pio de Montelibano y uno en Tierralta); mientras que
en La Bonga, un A. darling fue encontrado infectado,
lo que sugiere la importancia que tienen estas dos es-
pecies en la transmision de la malaria en Cérdoba® y
se podtia presumir que tendrian un papel similar en
Juan José. Los resultados del presente trabajo consti-
tuyen el primer reporte reciente de las especies halla-
das en dicha localidad, y aportan al panorama global
de la composicion de las especies del departamento
de Cérdoba. Trabajos futuros, dirigidos a la determi-
nacién de infectividad en los especimenes indicaran el
papel de estas dos especies en la localidad.

No es sorprendente que los especimenes de Juan
José identificados por morfologia como pertenecien-
tes a especies del grupo Oswaldoi, por la prueba mo-
lecular se confirmaran como _A. nuneztovari s.l. Varios
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trabajos han evidenciado el problema existente en la
identificacién de especies de este grupo, utilizado me-
todologias moleculares' * 2 1, 17, 37
La dificultad reside principalmente en el sobrelapa-

y no moleculares.

miento de las relaciones morfométricas definidas du-
rante la identificacién de los especimenes, ya que va-
rios de los rangos diagnoésticos establecidos para estas
especies en algunas manchas de la vena costal del ala
y en la pata posterior, varian, y no concuerdan con lo
reportado en las claves morfoldgicas disponibles.™
A. nuneztovari sl., se caracteriza por presentar una
alta variabilidad intraespecifica,”” se ha sospechado
que pudiera ser un complejo de especies,™ y mediante
el analisis del gen White, se detectaron cinco linajes
entre poblaciones de Sur América, de los cuales dos
se encuentran en Colombia.* En un estudio realiza-
do en Colombia, se sugiere la presencia de una sola
especie genética de 4. nunegtovari sl.; sin embargo,
este estudio sélo incluyé cuatro poblaciones, una en
el departamento de Chocé y una en el Valle, ubicadas
al oeste de los Andes, y dos en el departamento de
Norte de Santander, al este del pais.”’ En el presente
estudio, al igual que en otros trabajos, se demuestra
la alta variabilidad morfolégica de A. nuneztovari s.l.,
lo que dificulta la determinacién de especie, y origina
la confusién con otras especies del grupo Oswaldoi,
ptincipalmente A. rangeli y A. oswaldoi s 1> El anilisis
de la genitalia de machos, provenientes de isofamilias
de A. nuneztovari sl de tres poblaciones de Colombia,
entre estas Tierralta, Cérdoba, determiné que el 5%
de los especimenes habian sido mal identificados y
confundidos con otras especies del subgénero Nyssor-
hynchus: A. oswaldoi s.). y A. rangeli’” Este mismo pro-
blema, fue evidenciado al realizar el anilisis de tres
relaciones morfométricas y la confirmacién molecular
por PCR-RFLP-ITS2 de especimenes A. nuneztovari
s.l., recolectados en la localidad de Puerto Anchica,
Montelibano, Cérdoba.”* Aunque en este trabajo no
se detectaron especimenes correspondientes a las es-
pecies A. rangeli y A. oswaldoi s.l., estudios recientes
en Puerto Libertador, Cérdoba, reportaron A. oswaldoi
s, que aunque en baja proporcién, se confirmaron
molecularmente.’® Tanto A. oswaldoi s.1., como A. ran-
geli, se han considerado vectores de importancia local
en el departamento de Putumayo, al sur de Colom-
bia," por lo que no se descarta la posibilidad de que
ellos puedan ser también vectores locales en Cérdoba.
Adicionalmente, en Colombia, se hayan presentes es-
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pecies de Anopheles que en otros paises se han recono-
cido como vectotes de malatia, pero que en el nuestro
no se conoce su papel en la transmision.” > Este es el
caso de A. benarrochi que se considera vector en Pert,*!
y que tiene caracteristicas morfoldgicas similares a las
descritas por Ruiz et al.”” para la vatiante A. benarrochi
B, la cual es altamente antropofilica en el Putumayo,
sur de Colombia, los autores sugieren que probable-
mente la variante 4. benarrochi B esté presente en Pert
y Colombia.**" A. triannulatus s.1. se ha encontrado
infectado en el Amazonas brasilero* y A. aguasalis es
un vector en la isla de San Luis, ubicada al nordeste
de Brasil.” Estas especies no fueron encontradas en
el presente trabajo, pero si se han reportado en esta
importante region endémica para malaria,** por ello,
se recomienda dar continuidad a este tipo de estudios,
y que ademas del inventario de especies, se realice la
incriminacién vectorial.

Entre los mosquitos recolectados en Juan José,
también se encontrd A. darlingi, para el cual se ha
descrito un proceso de especiacién incipiente.*
Se pudo determinar, segun andlisis con el marcador
W hite, que entre los especimenes de Centroamérica,
incluido el noroeste de Colombia y los de la base
del Amazonas existe diferenciacién genética signi-
ficativa, por lo que se sugiere la existencia de dos
genotipos.* * Sin embatgo, el anilisis del genoma
del ADN mitocondrial de poblaciones de A. darlin-
g pertenecientes a Suramérica y Centroamérica, no
proveen suficiente resolucién para establecer dife-
rentes unidades de especiacion.’” Especificamente
en Colombia, un estudio que evalué la variacién
genética de A. darlingi a una escala microgeografi-
ca e incluy6 poblacion de A. darlingi de Antioquia
y Cérdoba, entre éstas, una de Puerto Libertador,
demostré que el linaje del norte propuesto por Mi-
rabello & Conn,* fue el encontrado en Coérdoba y
Antioquia; el analisis de COI también mostrd que
éstas poblaciones de A. darlingi son més cercanas ge-
néticamente a las de América Central que a las de
Sur América y que existe un alto flujo genético entre
éstas poblaciones, por lo que los autores sugirieron
que se podrian usar estrategias de control integradas
para ambos departamentos.”® En el presente estu-
dio, sélo se realiza la confirmacion molecular de los
especimenes de Juan José, Puerto Libertador, Cor-
doba, y se observa que los resultados concuerdan
con los obtenidos en la identificacién morfolégica,
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sin evidencia que indique que se estd presentando
variacion en esta especie.

Los resultados del presente trabajo contribuyen al
inventario de especies en Juan José, localidad carac-
terizada por presentar altos indices de malaria. Estos
datos son esenciales para la realizacién de estudios
complementarios, como es la incriminacioén de vecto-
res, para lo cual es importante, no sélo la realizacién
del mapeo de especies presentes,” * sino también la
evaluaciéon de aspectos como el comportamiento de
los vectores, sus preferencias de picadura e infectivi-
dad natural por el parésito, entre otros.”’

Adicionalmente, este trabajo evidencia, una vez
mas, la importancia de utilizar herramientas como la
PCR-RFLP-ITS2 para la confirmacién de la identi-
ficacién morfologica de especies anofelinas de difi-
cil discriminacién por caracteres morfologicos. Esta
metodologia es cada vez mas utilizada en los estu-
dios entomolégicos, no sélo en nuestro pafs, sino
también para la discriminaciéon de anofelinos y vec-
tores de malaria en otros paises y regiones del mun-
do.2» %2 Todos estos trabajos tienen como premisa
que la correcta identificacién de los especimenes es
esencial para mejorar el conocimiento de las especies
responsables de la transmisién en zonas endémicas,
informacién de importancia para direccionar las me-
didas de control.

CONCLUSION

De acuerdo a los resultados de este trabajo, las es-
pecies de Anopheles encontradas en el corregimiento
de Juan José, Puerto Libertador, Cérdoba, durante la
época de muestreo se consideran vectores primarios
en Colombia. Los resultados también evidenciaron
la problematica ampliamente descrita en la literatura
sobre la dificultad en la identificacion de las hembras
de A. nuneztovari sl., y la importancia de utilizar prue-
bas moleculares para la confirmacion de la identifica-
ci6én de especimenes del grupo Oswaldoi. La correcta
identificacion de las especies del género Angpheles, es
esencial en el desarrollo de estudios complementatios,
como el inventario de especies y la determinacién de
vectores en regiones endémicas. Ello permitira no sélo
identificar las areas de mayor riesgo de transmision de
malaria, sino también contribuir al disefio de estrategias
efectivas de control vectorial en dichas areas.
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