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Diferencias en la forma alar de una poblacion colombiana
de Anopheles (Nyssorhynchus) nuneztovari Gabaldén, 1940 entre
las temporadas seca y lluviosa

Wing form differences of a Colombian population of Anopheles (Nyssorhynchus) nuneztovari
Gabaldon, 1940 between the dry and rainy seasons
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RESUMEN

INTRODUCCION: el éxito de Anopheles nuneztovari Gabaldon, 1940 como vector de malaria se relaciona en parte con
su adaptacion a diferentes condiciones ambientales. En este contexto, la variabilidad de estructuras como las alas,
esenciales para el vuelo, podtian variar en respuesta a cambios climaticos en periodos cortos de tiempo.

METODOS: se comparé la forma alar (tamafio y conformacién) de una poblacién de mosquitos hembras An. nuneztovari
de Tierralta, Cérdoba, en las temporadas climaticas, seca y lluviosa. Se digitalizaron 21 puntos de referencia en el ala
izquierda, y se analiz6 la forma alar mediante morfometria geométrica.

RESULTADOS: se encontraron diferencias significativas en el promedio del tamafio alar entre las temporadas climaticas
(p = 0,007), pero no en su varianza (p = 0,85); los mosquitos de temporada lluviosa presentaron tamafios alares mas
pequefios. Con respecto a la conformacion alar, entre ambas temporadas, se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en sus promedios (p < 0,0001), y la asignacién correcta de los especimenes por temporada climatica fue
de 65% para la temporada seca y del 70% para la lluviosa.

CONCLUSIONES: los resultados sugieren un posible efecto de los periodos de sequia y lluvia sobre la conformacién alar
de An. nunezgtovari. Se recomienda una evaluacién mas amplia, incluyendo un mayor nimero de poblaciones para ambas
temporadas climaticas.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: The role of Angpheles nuneztovari Ga-
baldén 1940 as a malaria vector is partially related to
its capacity to adapt to diverse environmental condi-
tions. In this context, the anatomy of some structures
such as wings, essential for flying, could vary over a
short period, as a response to climatic variations.

MeTHoDs: The wing form (size and shape) of an
An. nuneztovari population of Tierralta, Cérdoba was
compared during the rainy and dry seasons. Twenty-
one landmarks were digitized on the left wing and
wing form was analyzed by geometric morphometrics.

ResuLts: There was a significant difference on the
average wing size between seasons (p = 0.007), though
not on variance (p = 0.85); mosquitoes showed a sma-
ller wing size during the rainy season. Regarding
mean wing shape, there was a statistically significant
difference between seasons (p < 0.0001), and the co-
rrect assignment of the specimens by climate season
was 65% for the dry season and 70% for the rainy
season.

Concuusions: The results suggest a seasonal effect
on the wing shape of _An. nunezgtovari. Further evalua-
tion is recommended to include samples of a larger
number of populations for both seasons.

Keyworos: _Anopheles nuneztovari; geometric mot-
phometrics; wing; phenotype; seasons; Colombia.

INTRODUCCION

Anopheles nuneztovari Gabaldén, 1940 se distribuye
desde el este de Panama hasta la Amazonia Boliviana'
y en Colombia se ha reportado en 21 departamen-
tos?, siendo reconocido como un vector principal de
malaria.’ Esta especie se ha caracterizado por la gran
variabilidad en los caracteres morfolégicos como los
patrones de manchas oscuras y claras exhibidos en pa-
tas y alas, que sirven para diagnosticar la especie, y son
usados para la identificacion de la hembra adulta por
claves dicotémicas;* lo que dificulta su diferenciacion
de especies de Anopheles morfolégicamente similares,
como las del Grupo Oswaldoi.” También presenta di-
ferencias a nivel citogenético,”” ecoldgico,” y en Sur-
américa, se describieron cinco linajes usando el gen
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nuclear white, con el linaje 3 presente en Colombia.’
Ademais, un anilisis concatenado con los marcadores
COI, ITS2 y el gen white, evidenci6 al menos dos es-
pecies cripticas, An. nuneztovari s.s. localizado en Co-
lombia y Venezuela, y An. goeldii presente en la cuenca
del Amazonas."” De los dos clados detectados por
secuencias del gen mitocondrial citocromo oxidasa I-
COI, en el pais se presenta el subclado 2C.° Por todo
lo anterior, se ha sugerido que An. nuneztovari com-
prende un complejo de especies.’

Anopheles nunegtovari presenta un comportamien-
to generalmente antropofilico y endofagico en el
noteste y noroeste de Colombia;'” se ha encontrado
infectado con Plasmodium spp. en la region Pacifica,
en la localidad de Zacatfas y en la regién del Uraba
Bajo Cauca y Alto Sind, en localidades de los muni-

112 estas

cipios de El Bagre, Tierralta y Montelibano;
han sido histéricamente las regiones con mds casos
de malatia en el pais.” Angpheles nuneztovari posee una
gran capacidad de adaptacién a ambientes perturba-
dos por el hombre;"” variables como las precipita-
ciones y la temperatura se han asociado a cambios
morfolégicos, tal como se ha reportado para varias

especies de Anopheles*'
la mosca de la fruta Drosophila y en Anopheles, se ha

y otros artropodos.''® En

documentado que, bajo condiciones de laboratotio,
caracteristicas morfométricas como la forma alat,
pueden ser afectadas por aspectos climaticos como la
temperatura.'”?' Especificamente, la temperatura es
un factor ctritico en el desarrollo de los estadios inma-
duros de los insectos, afectando su tasa de desarrollo,
el crecimiento, la fecundidad, la abundancia y el ran-

117 Por ejemplo, en

go de distribucién de las especies.
miembros del Complejo An. gambiae, se demostrd que
diferencias en temporadas climaticas tienen un gran
impacto en su abundancia, distribucién temporal y
capacidad vectorial.”** Adicionalmente, en estudios

previos en Angpheles y otros insectos,”

se reportd
el hallazgo de diferencias morfolégicas influenciadas
por diferentes temporadas climaticas. Sin embargo,

pocos estudios®*

han evaluado en campo el efecto
de las variaciones estacionales sobre la forma alar, ta-
mafio y conformaciéon. Por lo tanto, en este trabajo
se evaluo la existencia de diferencias en la forma alar

de An. nuneztovari, entre la temporada seca y lluviosa.
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METODOS

SITIO DE ESTUDIO

El estudio fue realizado en la vereda Tuis Tuis, ubi-
cada en el municipio de Tierralta (TA) (8°3'00,1"N;
76°5'42,8"W)), localizado en el Departamento de Cor-
doba, regién Uraba Bajo Cauca y Alto Sind, al norocci-
dente de Colombia (Fig. 1). Esta region reportd 12.658
casos de malatia para el afio de recolecta de los especi-
mens 2014.”” Tuis Tuis tiene alrededor de 300 habitan-
tes, esta cercana a la central hidroeléctrica de Urrd y sus
principales usos del suelo son la agricultura, especial-
mente cultivos de papa, yuca y arroz; los estanques pis-
cicolas para la pesca, sirven de criaderos para las larvas
de mosquitos anofelinos. Ademas, la extraccion forestal
ha generado un gran impacto en el paisaje, con posibles
consecuencias en la transmision de la malatria.”® Las ac-
tividades antrépicas tienen efectos en la bionomia de
los mosquitos Angpheles, produciendo cambios en su
comportamiento y pudiendo impactar la transmisiéon
de la malatia a nivel local.”” La temporada de lluvias en
el municipio de Tierralta comprende los meses de abril
a noviembre y la temporada seca, de diciembre a mar-
zo; siendo este ultimo mes el que presenta las precipi-

taciones mas bajas de todo el afio en esta localidad. En
el periodo 2014-2015, el municipio de Tierralta tuvo un
promedio de precipitaciones en temporada lluviosa de
2025,2 mm y en temporada seca 355,7 mm.”

N J

Altitud (msnm)
@

Figura 1. Ubicaciéon de la localidad de Tuis Tuis, en el municipio
de Tierralta. Departamento de Cérdoba, Colombia
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RECOLECCION Y PROCESAMIENTO DE MOSQUITOS

Los mosquitos se recolectaron en la localidad de
Tuis Tuis, durante las dos temporadas climaticas;
uno en el mes de octubre de 2014 (temporada lluvio-
sa), y el otro en marzo de 2015 (temporada seca). La
recolecciéon de mosquitos se realizé en cebo humano
y animal usando un aspirador bucal,’’ bajo un pro-
tocolo y consentimiento informado aprobado por el
Comité de Bioética de la Facultad Nacional de Salud
Publica, Acta 063-2012. Las recolecciones se realiza-
ron de las 18:00 h a las 24:00 h, en el peridomilicio y
en intradomicilio.

Los especimenes se identificaron con base en
caracteres morfologicos, usando una clave taxonémica
de Angpheles de Colombia.® Para la confirmacion
molecular de los mosquitos An. nunegtovari, el ADN
se extrajo usando un protocolo de precipitacion
salina.’”” Mas del 70% de los mosquitos identificados
por morfologia como An. nuneztovari se confirmaron
molecularmente (resultados no mostrados), usando la
regién I'TS2 con cebadores y condiciones previamente

estandarizadas.”?

ANALISIS DE MORFOMETRIA GEOMETRICA ALAR
PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Para el analisis de morfometria geométrica se selec-
cionaron especimenes An. nunezgtovari que tenian sus
alas en estado éptimo. Para la temporada lluviosa se
seleccioné el ala izquierda de 55 especimenes y de 60
¢jemplares, para la temporada seca. Las alas fueron
descamadas mecanicamente con un pincel, se some-
tieron a un lavado con etanol al 100% y posterior-

% se montaron en

mente, a tincién con fucsina acida;
laminas portaobjetos, se sellaron con laminillas usan-
do pegamento (Fig. 2) y se depositaron en la coleccién
del Laboratorio de Microbiologfa Molecular, Univer-
sidad de Antioquia, Colombia. Las fotografias de las
alas fueron capturadas usando una camara digital
(Moticam 2500, Motic China Group Co, Ltd.), aco-
plada a un esterecomicroscopio (Olympus® Ttinocular

Microscope SZ61).



Orozco-Araque C, Correa MM, Gémez GF.

Figura 2. Puntos de referencia del ala izquierda de An. nuneztovari usados en el analisis morfométrico

DIGITALIZACION DE LOS PUNTOS REFERENCIA Y REPETIBILIDAD

Se seleccionaron 21 puntos de referencia (PR) para
cada ala (Fig. 2) (Bookstein, 1991). Las coordenadas
resultantes fueron sometidas a un anélisis generali-
zado de Procrustes (AGP), el cual remueve toda la
informacién que no esta relacionada a la conforma-
cién.”™ Con el fin de comprobar la precision del di-
gitalizador (COA) en la toma de los datos, se probd
la repetibilidad del dato generado (medida del punto
de referencia), digitalizando dos veces cada una de las
alas de 30 especimenes seleccionados aleatoriamen-
te." Los andlisis de morfometria geométrica se reali-
zaron con el ala izquierda.”

TAMARNO ALAR

La variable tamafio fue medida con el estimador iso-
métrico conocido como tamafio centroide (T'C), el
centro de gravedad de una configuracién, definido
como la raiz cuadrada de la suma de las distancias
de los cuadrados de los PR.*' Se prob¢ si los datos
se distribufan normalmente mediante la prueba de
Kolmogorov-Smirnov (KS). Debido a que los datos
cumplieron el supuesto de normalidad, se hicieron
comparaciones pareadas de las medias de los tamafios
centroides de cada temporada climética con la prueba
#de Student (t) y andlisis de sus varianzas con la prue-
ba F de Fisher (f).

ALOMETRIA Y CONFORMACION ALAR

El efecto alométrico se define como el cambio en
la conformacién asociado con diferencias en el
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tamafio;” dicho efecto fue evaluado por medio de
una regresiéon multivariada. Luego, para comparar
si existian diferencias en la conformacion alar entre
los especimenes de las dos temporadas, se realiz
un andlisis multivariado de la varianza (MANOVA;
1.000 permutaciones).” Previo a los analisis de
conformacién alar, se verificaron los supuestos de
normalidad e igualdad de varianzas, mediante las
pruebas de normalidad multivariada y el estadistico
M de Box, respectivamente. Para explorar diferencias
en el promedio de la conformacién alar de los
especimenes correspondientes a cada temporada
climatica, se realizé6 un andlisis de componentes
principales (ACP) y se calcularon las distancias
Euclidianas y su significancia estadistica usando
1.000 permutaciones. Se evalué si la conformaciéon
alar de cada espécimen permitfa asignarlo con
precisién a su temporada climatica mediante un
analisis discriminante (AD), y los resultados se
interpretaron con base en una escala estandarizada.*
Adicionalmente, se obtuvieron las distancias de
Mahalanobis y se compararon los promedios de
conformacién alar de cada temporada climatica
mediante un analisis pareado (1.000 permutaciones).

SOFTWARE

El paquete de CLIC” y el software PAST* se usaron
para los analisis morfométricos. El sitio de recolec-
cién fue graficado de acuerdo con coordenadas geo-
graficas en un mapa usando ESRI ArcGIS® software
version 10.
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RESULTADOS

Se recolectaron 162 especimenes en la estacién
lluviosa; de estos, 84 (51,9%) fueron identificados
como An. nunegtovari. En temporada seca, de 287
especimenes recolectados, 179 (62,4%) fueron An.
nunegtovari.

REPETIBILIDAD

Se evidenciaron altos niveles de repetibilidad que in-
dican precision en la digitalizaciéon de los PR analiza-
dos, coordenadas X, Y (R=0,96) y tamafio centroide.
La repetibilidad pata los dos primeros componentes

principales (CP) fue R = 0,96 para el CP1 y R = 0,88
para el CP2.

TAMARNO ALAR

La media del T'C para las alas de temporada lluviosa y
seca fue de 3,56 mm y 3,65 mm, respectivamente. El
TC para las dos temporadas climaticas presentd una
distribucién normal (KS, p < 0,01). Se encontrd una
variacién significativa en las comparaciones de las me-
dias del TC entre las temporadas climaticas (prueba #
de Student, p = 0,01), pero no en su varianza, (prueba
F, p = 0,84) (Fig. 3).
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Figura 3. Andlisis de tamano centroide alar. Muestra la variacion en el tamafo centroide en milimetros (mm) de las alas, en las
temporadas seca y lluviosa. Las lineas verticales azules representan especimenes. Las cajas muestran la media como una linea vertical
central junto con los percentiles 25 y 75 a ambos lados

ALOMETRIA Y CONFORMACION ALAR

El efecto alométrico no fue significativo entre
los especimenes de diferentes temporadas (Wilks
lambda, p = 0,116). El ACP revelé6 que los dos
primeros componentes principales (CP1 y CP2),
explicaban el 33% de la vatianza en la conformacion
(Fig. 4). El andlisis de MANOVA detect6 diferencias
estadisticamente significativas entre las vatiables
de conformacién de los especimenes de las dos

temporadas (Wilk’s Lambda; 0,4515, F 2,43,

37

p < 0,05). La distancia de Mahalanobis entre las
conformaciones alares de _An. nuneztovari de las dos
temporadas climaticas, lluviosa s. seca, fue de 2,19 y
significativa (p < 0,005). Las variables de conformacion
presentaron una distribucién normal (p = 0,053),
con diferencias en sus varianzas (p = 0,02). El AD
revel6 una asignacion sustancial para los especimenes
recolectados en las temporadas lluviosa (65%) y seca
(70%) (Fig. 5 y Tabla 1).
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@ Temporada lluviosa

@ Temporada seca

CP2(13%)

CP1(20%)

Figura 4. Analisis de componentes principales. Los cuadrados ilustran los promedios de conformacién alar. CP1y CP2: componentes
principales 1y 2, respectivamente

@ Temporada lluviosa

[ ] Temporada seca

Frecuencia

Discriminante

Figura 5. Diagrama de los puntajes de andlisis discriminante de las conformaciones alares entre especimenes An. nuneztovari de
temporada seca y lluviosa

Tabla 1. Porcentaje de asignacién correcta a la temporada climatica, con base en la conformacion alar. Indice de concordancia propuesto
por Landis y Koch et al. 1977

Temporada climatica n de asignados correctamente/n total _ Interpretacion

Lluviosa 36/55 Sustancial*

Seca 42/60 70 Sustancial*

* Es sustancial de 61-80%
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DISCUSION

Los resultados sugieren que existen variaciones en el
tamaflo y la conformacion alar de An. nuneztovari entre
las dos temporadas climaticas. Los especimenes se di-
ferenciaron en dos grupos de acuerdo con la estacion
climitica, lluviosa #s. seca. Los mosquitos recolectados
en la temporada seca fueron mas grandes (TC 3,65
mm), que los de la temporada lluviosa (TC 3,56 mm).
Estos resultados concuerdan con los de un trabajo en
Anopheles coluzzi, simulando condiciones climaticas de
campo en el laboratorio. De las larvas de An. coluzzi
criadas con las condiciones de temporada seca, emer-
gieron mosquitos adultos mas grandes y con mayor
tamafio alar que los de temporada lluviosa. Ello se
atribuy6 a las temperaturas durante la ontogénesis, que
son fundamentales durante el desarrollo de las larvas
y su crecimiento. Este fenémeno puede ser explicado
pot procesos como la diapausa, estado en el que los
insectos pueden sobrevivir a condiciones ambientales
desfavorables, como temperaturas extremas, sequia o
carencia de alimento; en estas condiciones el metabo-
lismo disminuye y se generan especimenes de mayor

tamafio.*®

No obstante, existen varios ejemplos con-
trastantes en la literatura; se ha documentado sobre
insectos que se desarrollan a temperaturas mas altas
que los especimenes son mas pequefios. Sin embargo,
los mecanismos fisiolégicos para estos cambios, aun
no son conocidos.”* En un estudio previo de mor-
fometria geométrica realizado con especimenes An.
nuneztovari de localidades ubicadas al oeste, noroeste
y noreste de Colombia, se encontraron diferencias en
el tamafio alar entre las poblaciones.” Se sugitié que
estas diferencias en tamafio podrian ser atribuidas a

15,50

condiciones ambientales'> y a otras condiciones he-

terogéneas de los criaderos como la disponibilidad de

alimento y la densidad larvaria,">'!

que afectan el ta-
mafio del adulto y su capacidad vectorial.”>> Sin em-
bargo, en dicho trabajo no se evaluaron diferencias
estacionales que pudieron afectar el tamafio de los
especimenes, como se detectd en el presente trabajo.
Ademas de las diferencias detectadas en el tamafio
alar en este estudio, se encontraron diferencias signifi-
cativas en el promedio de la conformacion alar de An.
nuneztovari entre la temporada seca y lluviosa. Dada la
alta heredabilidad descrita pata la conformacién alar™
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y que los especimenes se recolectaron en la misma lo-
calidad, y en un periodo relativamente corto de tiem-
po, nuestra hipdtesis es que las diferencias se deben a
la existencia de plasticidad fenotipica en estos carac-
teres, més que al efecto de la deriva genética.” Estos
resultados son relevantes dado que las diferencias en
conformacién alar afectan la aerodinamica del vuelo
de Anopheles e indirectamente otros aspectos biologi-
cos como la dispersién, el apareamiento y la busqueda
de alimento,*” aspectos televantes en la dindmica de
transmision de la malaria.

La localidad de Tuis Tuis donde se recolectaron
los especimenes para este estudio, esta ubicada en
el municipio de Tierralta; en esta regién Uraba Bajo
Cauca y Alto Sinu, para la época de colecta de los es-
pecimenes, reportaba el mayor nimero de casos de
malaria del pafs.”” En trabajos previos, An. nuneztovari
se encontré infectado con Plasmodinm spp. en Tierralta
y en otras localidades de esta region.*'' Es poco lo
que se conoce sobre la influencia de la temperatura
en la capacidad vectorial y la transmisién del parasi-
to, y los trabajos publicados no presentan resultados
concluyentes. En Brasil, usando microsatélites, se en-
contraron subpoblaciones el vector neotrépiccal Az
darlingi relacionadas con las estaciones climaticas; sin
embargo, las tasas de infeccion por Plasmodium spp.
eran similares entre estas.”’ Por el contrario, en el vec-
tor de malaria asiatico, An. stephensi, se encontrd que
las fluctuaciones diarias de temperatura afectaban la
infeccién por el pardsito y su tasa de desarrollo en
el mosquito; a temperaturas mas altas su desarrollo
en el mosquito era mas lento.” En especies anofeli-
nas de Africa como An. arabiensis y An. funestus, los
cambios en la temperatura afectan su desarrollo y su-
pervivencia, lo que influye en su distribucién regional
y preferencias locales de habitats.” Todo esto tiene
consecuencias en la transmision local o regional de la
malaria. En los trabajos realizados en Colombia, en
los que se ha encontrado An. nuneztovari naturalmente
infectado, no se especifica la temporada climatica en la
que se recolectaron los especimenes; por lo que serfa
importante realizar estudios para determinar si existe
una relacién entre las temporadas climaticas, e infec-
cién natural por Plasmodinm en este vector de malaria
en Colombia. Esto podtia constituir un nuevo indica-
dor de transmisién de malaria en el pais.
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CONCLUSIONES

Los resultados sugieren un posible efecto de las tem-
poradas seca y lluviosa sobre la conformacion alar de
An. nuneztovari en el periodo evaluado; sin embargo,
se recomienda evaluar un mayor numero de pobla-
ciones recolectadas en ambas temporadas climaticas.
Ademas, trabajos futuros podrian evaluar el efecto de
variables como la densidad larvaria, la diversidad de
especies y la dieta en An. nuneztovari sobre cambios
morfométricos, la historia de vida de An. nuneztovari y
capacidad vectorial para transmitir Plasmodium.
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