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Analisis morfologico y molecular evidencia problemas al identificar
Anopheles nuneztovari (Diptera: Culicidae) por claves dicotomicas

Morphological and molecular analyses demonstrate identification problems of Anopheles nuneztovari
(Diptera: Culicidae) using dichotomous keys

GIOVAN F. GOMEZ'2 ASTRID V. CIENFUEGOS'?, LINA A. GUTIERREZ'4,
JAN E. CONN° y MARGARITA M. CORREA™¢

Resumen: El Grupo Oswaldoi, subgénero Nyssorhynchus (Diptera: Culicidae), incluye 16 especies. Algunas de estas
especies presentan una alta variabilidad morfologica intraespecifica y similitud interespecie; lo anterior puede ocasionar
dificultad en la identificacion de la hembra al usar las claves morfoldgicas, como ocurre con Anopheles nuneztovari,
considerado vector primario de malaria en Colombia. En este trabajo se compar¢ la utilidad de cinco claves morfologi-
cas para la identificacion de especimenes A. nuneztovari recolectados en la localidad de Puerto Anchica, Montelibano,
Cordoba, Colombia. Se analizaron tres relaciones morfométricas y se confirmo la identificacion morfologica utilizando
la técnica PCR-RFLP basada en secuencias ITS2. El analisis de 41 hembras usando las claves, mostrd que los especime-
nes A. nuneztovari presentaron sobrelapamiento morfoldgico con otras especies del Grupo Oswaldoi, como: A. rangeli,
A. oswaldoi, A. evansae'y A. benarrochi. El anélisis molecular confirmé que todos los especimenes corresponden a A.
nuneztovari. Dado que el uso de claves morfologicas continta siendo la estrategia de eleccion para la identificacion de
anofelinos, los resultados sugieren que en caso de especies problematicas, es conveniente confirmar la identificacion
mediante herramientas moleculares desarrolladas con el respaldo de la identificacion de estadios inmaduros.
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Abstract: The Oswaldoi Group, subgenus Nyssorhynchus (Diptera: Culicidae), includes 16 species. Some of these
species exhibit high intraspecific morphological variability and interspecific similarity; this can lead to difficulty in the
identification of females by using morphological keys, as is the case with Anopheles nuneztovari, considered a primary
malaria vector in Colombia. In this study we compared the usefulness of five morphological keys for the identification
of A. nuneztovari specimens collected in the locality of Puerto Anchica, Montelibano, Cérdoba, Colombia. Three mor-
phometric ratios were analyzed and morphological identification results were confirmed using the PCR-RFLP technique
based on ITS2 sequences. The analysis of 41 females using the keys showed that 4. nuneztovari specimens presented
overlap with other species of the Oswaldoi Group, such as A. rangeli, A. oswaldoi, A. evansae and A. benarrochi.
Molecular analysis confirmed that all of the specimens corresponded to A. nuneztovari. Because the use of morphologi-
cal keys continue to be a strategy of choice for the identification of anophelines, the results suggest that in the case of
problematic species, it is convenient to confirm identification using molecular methods developed with the support of
the identification of immature stages.
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Introduccion

La malaria continta siendo un problema de salud publica en
Colombia con un registro de 110.480 casos durante el afio
2007 (INS 2007). Mosquitos hembra del género Anopheles
Meigen, 1818 son los responsables de la transmision del
Plasmodium Laveran, 1880 causante de la enfermedad. En
el pais, se han registrado 43 especies de Anopheles, once de
éstas pertenecen al subgénero Nyssorhynchus Blanchard,
1902 (Diptera: Culicidae), en el cual se incluyen las especies
consideradas vectores primarios de malaria: A. albimanus
Wiedemann, 1821, 4. darlingi Root, 1926, A. nuneztovari
(Gabaldon, 1940) (Olano et al. 2001). Este subgénero con-
tiene especies cripticas y hermanas (Faran 1980), que al pre-
sentarse en simpatria, dificultan su identificacion. En algunos
casos, la identificacion correcta puede lograrse mediante la

observacion de todos los estadios de vida del mosquito o del
analisis de los genitales de los machos, sin embargo, esto im-
plica procedimientos mas complejos y prolongados (Fritz et
al. 2004) al punto que los caracteres externos pueden no ser
suficientes para una adecuada identificacion debido a la gran
variabilidad fenotipica intraespecifica y similitud interespeci-
fica (Fernandez et al. 2004).

La correcta identificacion de las especies anofelinas es
esencial para lograr una mejor comprension de la dindmica
de transmision de la malaria y para el desarrollo satisfactorio
de los estudios de resistencia a insecticidas y de incrimina-
cion vectorial (Brochero y Quifiones 2008). La informacion
obtenida permite el diseflo, monitoreo y evaluacion de medi-
das integradas y selectivas de control vectorial a nivel local
y regional, como ha sido recomendado por la Organizacion
Mundial de la Salud (Collins ef al. 2000; WHO 2003). Los
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métodos empleados actualmente para la identificacion de las
especies anofelinas incluyen estrategias de tipo morfologico
(Sallum et al. 2002; Fajardo ef al. 2008) y molecular (Fritz
et al. 2004; Zapata et al. 2007; Cienfuegos et al. 2008). El
estudio de la quetotaxia de las larvas de cuarto instar y de
los caracteres morfologicos de los genitales de los machos
han sido los caracteres recomendados para la determinacioén
de especies (Faran 1980; Flores-Mendoza et al. 2004), sin
embargo, la estrategia usada frecuentemente en los estudios
entomologicos de campo en Colombia es la identificacion
de las hembras anofelinas utilizando claves morfoldogicas
(Quitiones et al. 1987; Pérez et al. 1999). En particular, para
las hembras del subgénero Nyssorhynchus, Grupo Oswaldoi,
tres relaciones morfométricas, entre otras caracteristicas,
han sido utilizadas a menudo para identificar las especies
(Faran y Linthicum 1981; Suarez et al. 1988; Rubio-Palis
2000; Gonzalez y Carrejo 2007; Fajardo et al. 2008). Estas
tres relaciones comprenden: la longitud del area oscura del
tarsomero II de la pata posterior / longitud total del tarsome-
ro II (DS-Talll,/Talll,), la longitud de la mancha subcostal
clara / la longitud de la mancha sectorial oscura distal (SCP/
DSD) y la longitud de la mancha clara humeral / la longitud
de la mancha prehumeral oscura (HP/PHD) (Wilkerson y
Peyton 1990).

Aunque los caracteres morfologicos se utilizan comun-
mente en la identificacion de anofelinos, éstos pueden pre-
sentar serias limitaciones durante la identificacion de especies
similares o indistinguibles morfoldégicamente (Norris 2002).
En los ultimos afos, el desarrollo de metodologias molecu-
lares ha permitido la correcta identificacion de especies pro-
blematicas (Van Bortel ef al. 2001; Alam et al. 2007; Zapata
et al. 2007; Cienfuegos et al. 2008). En particular, el analisis
por PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction - Restriction
Fragment Length Polymorphism: Reaccion en Cadena de la
Polimerasa - Polimorfismo del Tamafio de los Fragmentos de
Restriccion) del espaciador interno transcrito 2 (ITS2) del
ADN ribosomal ha sido una de las metodologias mas utili-
zadas para la diferenciacion de numerosas especies de Ano-
pheles, especialmente para aquellas que presentan sobrela-
pamiento en los caracteres de la hembra (Sallum ef al. 2002;
Garros et al. 2004; Li y Wilkerson 2005; Ruiz ef al. 2005;
Chen et al. 2006; Zapata et al. 2007; Matson et al. 2008). El
analisis de secuencias ITS2 ha demostrado poseer una baja
variabilidad intraespecie y mayor variabilidad interespecie,
caracteristica importante para lograr la correcta discrimina-
cion de las especies anofelinas (Marrelli ef al. 2006; Zapata
et al. 2007; Matson et al. 2008) y de otros insectos (Collins y
Paskewitz 1996).

Anopheles (Nyssorhynchus) nuneztovari Gabaldon, 1940
es reconocido vector primario de malaria en Colombia (Ola-
no et al. 2001; Gutiérrez et al. 2009) y ha sido incriminado
en la transmision de esta enfermedad en Perti (Hayes et al.
1987), Venezuela (Rubio-Palis 2000) y Brasil (Arruda et al.
1986; Tadei et al. 1998). Varios estudios han sugerido que
esta especie es un complejo de especies hermanas y cripticas
(Sallum et al. 2008), debido a la alta variabilidad morfologi-
ca intraespecifica observada en la hembra de 4. nuneztovari
(Hribar 1995; Fajardo et al. 2008), similitud interespecifica
(Calle et al. 2008), diferencias ecoldgicas (Elliot 1972), va-
riacion fenotipica de los genitales masculinos (Hribar 1994)
y diferencias genéticas entre poblaciones (Scarpassa et al.
1999; Mirabello y Conn 2008). Investigaciones realizadas
con anofelinos de Colombia han dado cuenta de la posibili-

dad de una identificacion errada de los especimenes A. nunez-
tovari debido al sobrelapamiento morfoldgico con otras espe-
cies (Zapata et al. 2007; Cienfuegos et al. 2008; Gutiérrez et
al. 2008), por lo que en estas investigaciones se ha sugerido
el uso de la prueba molecular PCR-RFLP-ITS2 para lograr
una adecuada identificacion de la especie.

Con el fin de determinar la utilidad de caracteres morfo-
logicos especificos en la identificacion de especimenes A. nu-
neztovari usando las claves disponibles, en el presente trabajo
se analizaron los rangos de las tres relaciones morfométricas,
HP/PHD, SCP/DSD, DS-Talll,/Talll,, en comparacion con
los rangos reportados por varios autores y se utilizo la técnica
molecular PCR-RFLP-ITS2 para confirmar la identificacion
de los mosquitos 4. nuneztovari recolectados en la localidad
de Puerto Anchica, Montelibano, departamento de Cérdoba,
Colombia.

Materiales y Métodos

Area de estudio y recoleccion de mosquitos. Montelibano
es el tercer municipio mas extenso de Cordoba y tiene carac-
teristicas de selva himeda tropical, una temperatura prome-
dio anual de 28°C y se encuentra ubicado a una altitud de 50
msnm (IGAC 2002). Reportes del IDEAM (2008) para los
ultimos cinco afios, muestran que este municipio ha presenta-
do una precipitacion promedio anual de 2500 mm y humedad
relativa del 78% en tiempo de sequia y de 81% en periodos
de lluvia (mayo-septiembre). La malaria en este municipio
constituye un problema grave de salud publica, para el afio
2007 se present6 un IPA (indice Parasitario Anual) de 101,9
y un registro durante el periodo 2001-2007 de 49.998 casos,
lo cual representa el 20,4% del total de casos reportados en el
departamento de Cordoba (Gobernacion de Cérdoba 2008).

Los mosquitos hembra se recolectaron entre julio y no-
viembre de 2007, mediante cebo humano, usando un aspi-
rador bucal (WHO 2003). La recoleccion se realizo entre las
18:00-06:00 horas en el intra y peridomicilio, en el corregi-
miento de Puerto Anchica (PA) (7°52°42”N, 75°51°51”W),
Montelibano, Cordoba (Fig. 1). El protocolo de investigacion
fue aprobado por el Comité de Bioética del Centro de Inves-
tigaciones Médicas la Universidad de Antioquia (codigo CIM
0520 ADV).

Identificacion morfologica. Se seleccionaron 41 mosquitos
en buen estado y con un patrén de manchas del ala intacto
para evaluarlos con respecto a las tres relaciones morfométri-
cas (HP/PHD, SCP/DSD, DS-Talll,/Talll,) reportadas en las
claves. Los mosquitos seleccionados se identificaron inde-
pendientemente, utilizando cinco claves morfologicas: Faran
y Linthicum (1981), Suarez et al. (1988), Delgado y Rubio-
Palis (1993), Rubio-Palis (2000), Gonzalez y Carrejo (2007).
Adicionalmente, se evaluaron los rangos reportados por Ca-
lle et al. (2002) para estas tres relaciones morfométricas. Se
realizé el montaje de las alas y una pata posterior de cada
especimen como soporte de la identificacion morfologica; el
material restante se almacend en etanol al 95%. Se utilizo
un estereoscopio modelo BTB-3A (BOECO, Alemania) con
ocular 20X con micrémetro (100 div= 10mm) y zoom 4,5X
para medir la longitud de las siguientes manchas en la vena
costa (Wilkerson y Peyton 1990): prehumeral oscura (PHD),
humeral clara (HP), sectorial oscura distal (DSD), subcos-
tal clara (SCP). Se midi6 la longitud total del tarsémero dos
(Talll,) y de su mancha oscura (DS-Talll,). Las medidas se
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realizaron por duplicado y los valores reportados correspon-
den a la Media de estas mediciones. Para cada especimen se
establecieron las tres relaciones mas importantes que ayudan
en la diferenciacion de las especies del Grupo Oswaldoi: HP/
PHD, SCP/DSD y DS-Talll,/Talll, (Fig. 2). Se realizé6 un
analisis comparativo entre las relaciones para cada hembra y
los rangos reportados en las claves morfologicas para deter-
minar la especie.

Identificacion molecular. Se realizdo una PCR-RFLP de la
region ITS2 para confirmar la asignacion de especie de los
mosquitos identificados previamente usando las diferentes
claves morfologicas. La region ITS2 se amplifico a partir
de una pata agregada directamente a la reaccion de amplifi-
cacion y se utilizaron los cebadores reportados por Beebe y
Saul (1995) y las condiciones de PCR y RFLP descritas por
Zapata et al. (2007) y Cienfuegos ef al. (2008).

Analisis estadistico. Los datos de las relaciones morfomé-
tricas, la identificacion morfologica y molecular para cada
individuo fueron tabulados utilizando el programa Microsoft
Excel (Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA). Los
analisis estadisticos se realizaron usando el paquete Gra-
phPad (GraphPad Prism version 4.00 para Windows, San
Diego, CA, USA).

Resultados

La identificacion morfoldgica de los 41 especimenes vario
dependiendo de la clave utilizada; segun algunas de éstas,
entre los individuos evaluados se presentaban varias de las
especies del Grupo Oswaldoi: A. nuneztovari, A. rangeli Ga-
baldon, Cova Garcia & Lopez, 1940, A. oswaldoi (Peryassu,
1922), A. evansae (Bréthes, 1926) y A. benarrochi Gabaldon,
Cova & Lopez, 1941 (Tabla 1). Sin embargo, la identificacion
usando el marcador molecular mediante la PCR-RFLP de la
region ITS2, reveld que todos los especimenes correspondian
a A. nuneztovari (Fig. 3).

Uno de los caracteres discriminatorios definido en las cla-
ves taxonomicas para Anopheles de la Seccion Albimanus,
es la relacion en la pata posterior de la mancha oscura del
segundo tarsdbmero, respecto a la longitud del segmento DS-

Tierralta

Kilometros

Figura 1. Sitio de coleccion de los especimenes incluidos en el estudio:
Puerto Anchica, Montelibano, Cordoba, Colombia.

Talll,/Talll,. En los especimenes analizados se encontré un
rango de 0,13-0,34 para esta relacion, diferente a lo descrito
por varios autores (Tabla 2); ninguno de estos rangos com-
prende los valores minimo y maximo hallados en el presen-
te estudio, excepto por el rango de 0,11-0,44 registrado por
Delgado y Rubio-Palis (1993). Es importante resaltar que el
valor mas bajo encontrado para la relacion DS-Talll,/Talll,
(0,13), es inferior a los valores reportados previamente (Tabla
2), lo que puede conducir a la identificacion errénea de algu-
nos mosquitos como A. oswaldoi, mientras que con la clave
propuesta por Delgado y Rubio-Palis (1993), que reporta un
limite inferior menor, si se logra una mejor aproximacion a
la identificacion correcta de 4. nuneztovari en esta localidad.
Con respecto al limite superior, el valor establecido por Faran
y Linthicum (1981) de 0,32, aunque proximo, es menor al
encontrado de 0,34, 1o cual también podria llevar a una iden-
tificacion incorrecta del especimen.

Las manchas de la vena Costa del ala presentaron gran va-
riabilidad. La relacion HP/PHD vari6 entre 0,64-2,60, cuyo
limite inferior es menor a lo sefialado por Faran y Linthicum
(1981), Suarez et al. (1988), Rubio-Palis (2000), Calle et al.
(2002), y mayor a lo registrado en las claves de Delgado y
Rubio-Palis (1993) y Gonzalez y Carrejo (2007) (Tabla 2).
Igualmente, la relacion SCP/DSD present6 un rango de 0,28-
0,68, evidenciando que el limite inferior es menor al repor-
tado por Calle ef al. (2002) de 0,36, pero cercano a lo repor-
tado por los otros autores previamente citados. El 63% de
los mosquitos analizados presentaron una relacion SCP/DSD
mayor a 0,49 y se confirmaron por PCR-RFLP-ITS2 como
A. nuneztovari, pero se identificaron errdbneamente como A.
rangeli cuando se usaron como guias las claves de Suarez et
al. (1988) y Rubio-Palis (2000), que establecen una relacion
SCP/DSD menor a 0,49 para A. nuneztovari.

En general, el analisis de las tres relaciones morfomé-
tricas para cada mosquito utilizando cada una de las claves,
mostré sobrelapamiento entre las relaciones morfométricas
consideradas diagnosticas de especie en A. nuneztovari, con
varias de las especies pertenecientes al Grupo Oswaldoi, y en
todas las claves se encontraron casos donde no fue posible
definir la identidad de algunos especimenes, presentandose
el valor maximo de 73% con la clave de Rubio-Palis (2000)
y el minimo de 5% con la clave de Delgado y Rubio-Palis
(1993) (Tabla 1); esto se debid a que no se encontrd una co-
rrelacion con los rangos propuestos en la literatura (Tabla 2).
Los resultados mostraron que el porcentaje de individuos de
A. nuneztovari identificados adecuadamente utilizando las
claves morfolédgicas es variable dependiendo de los rangos
de las relaciones morfométricas y caracteristicas cualitativas
definidas por el autor de cada clave; mientras que las claves
de Delgado y Rubio-Palis (1993) y la de Gonzalez y Carrejo
(2007) permiten identificar adecuadamente un 78% y 63%
de los individuos respectivamente, algunas claves como la
de Suérez et al. (1988) sefialan como A. nuneztovari sélo el
12%.

Discusion

La determinacion de la distribucion geografica de las especies
del subgénero Nyssorhynchus en el territorio Colombiano se
ha basado principalmente en la identificacion de la hembra
utilizando las claves morfoldgicas, las cuales han sido di-
sefladas con especimenes recolectados en Centroamérica y
otros paises de Suramérica. Por este hecho, es importante la
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Figura 2. Relaciones morfométricas evaluadas en los especimenes. A.
Relaciones del ala: HP/PHD, SCP/DSD. B. Relacién de la pata poste-
rior: DS-Talll,/Talll,. Modificado de Fajardo et al. (2008).

realizacion de trabajos como el presente, que evalten las rela-
ciones morfométricas consideradas diagnoésticas de especies,
sobre todo en aquellos anofelinos que como 4. nuneztovari,
presentan una alta variabilidad morfolégica y sobrelapamien-
to con otras especies relacionadas filogenéticamente.

La alta variabilidad morfologica encontrada en especime-
nes A. nuneztovari de Puerto Anchica es similar a lo reporta-
do en otras localidades de Antioquia (Calle et al. 2002), Cor-
doba (Fajardo et al. 2008), Venezuela (Delgado y Rubio-Palis
1992; Rubio-Palis 2000) y otras regiones de Latinoamérica
(Faran y Linthicum 1981). Esta variabilidad intraespecifica y
similitud interespecifica conlleva a los problemas de identifi-
cacion reportados para esta especie.

El analisis comparativo de los especimenes de Puerto
Anchica utilizando los patrones definidos por Fajardo ef al.
(2008) para mosquitos A. nuneztovari recolectados en Tie-
rralta, municipio vecino a Montelibano (datos no mostrados),
proporcionaron un panorama orientador de las variaciones
que podrian estar presentes en los especimenes de Puerto
Anchica. De acuerdo con ello, el 90% de los mosquitos co-
rresponderian a 4. nuneztovari, y el 10% restante posible-
mente se identificarian errbneamente como otras especies del
Grupo Oswaldoi. Fajardo ef al. (2008) también definieron
siete patrones morfologicos para la hembra de 4. nuneztova-
ri, basandose fundamentalmente en la presencia o ausencia
de manchas claras y oscuras en la vena Costa del ala y con
ellos establecieron los rangos para las tres relaciones en cada
uno de los patrones descritos. Basados en la descripcion de
estos patrones, el 80% de los especimenes de Puerto Anchica
identificados como A. nuneztovari, corresponderian al patron
I, que los autores definieron como el patron estandar defini-
do por Faran (1981) y Wilkerson y Peyton (1990), y el 20%
restante corresponderian al patrén 111, caracterizado por una
mancha proximal de mayor tamaio que el patréon I, dado que
corresponde a la fusion de las manchas Sectorial Clara (SP),
Sectorial Oscura Proximal (PRSD) y el Sector Claro Acce-
sorio (ASP); fusion que se denomina Sectorial Oscura Distal
(DSD). Lo anterior, demuestra una vez mas, la utilidad de la
caracterizacion de las variaciones morfologicas para permitir
una identificacion mas precisa.

La identificacion de los especimenes usando caracteres
morfologicos indico la presencia de varias especies del Gru-
po Oswaldoi, sin embargo, el analisis molecular permitié la
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Figura 3. PCR-RFLP- ITS2 para la confirmacion de la identidad de los
especimenes a especie. Gel de agarosa al 2,5%. Carriles: TM: Marcador
de tamafio molecular (pb: pares de bases), 1 y 10: control del patron de
A. nuneztovari proveniente de un clon de especimen de isofamilia con
respaldo de secuencia, 2-9: especimenes de Puerto Anchica.

confirmacion de todos los especimenes como 4. nuneztovari,
asi, los resultados concuerdan con los problemas de identi-
ficacion reportados con frecuencia en la literatura. Ruiz et
al. (2005), al confirmar con datos moleculares las identifi-
caciones de especimenes designados como A. evansae en el
departamento del Putumayo, determinaron la presencia de
una nueva especie, denominada 4. benarrochi B. También,
Zapata et al. (2007) en la localidad de San Pedro de Ura-
ba, Antioquia, utilizando una prueba molecular, lograron la
asignacion correcta a especie de especimenes que por claves
taxondmicas se identificaban como 4. oswaldoi, A. rangeli, y
A. strodei Root, 1926, pero su patron molecular correspondid
a A. nuneztovari. Esto se presenta en parte porque A. range-
li y A. nuneztovari son especies hermanas con alta similitud
morfolégica en la hembra (Faran 1980), lo cual ha conducido
a que frecuentemente especimenes de A. nuneztovari sean re-
portados como 4. rangeli.

Calle et al. (2008) implementaron un analisis de morfo-
metria geométrica para diferenciar especies del subgénero
Nyssorhynchus, entre ellas a 4. nuneztovari, sin embargo,
concluyen que las hembras de A. oswaldoi y A. benarrochi
B sélo pueden ser separadas usando una prueba molecular.
Lo anterior, demuestra la pertinencia de conducir analisis
moleculares para confirmar la identificacion de especies con
caracteres morfoldgicos altamente variables o con similitud
morfologica; es posible incluso, que con el uso de estas técni-
cas en inventarios de especies anofelinas se pueda determinar
especies del subgénero Nyssorhynchus atn no descritas en
el pais, como ya se ha demostrado (Ruiz et al. 2005). Por el
contrario, también es posible descubrir que la diversidad de
especies de Anopheles es menor a la reportada.

En general, para Colombia se conocen las areas de dis-
tribucion de 4. nuneztovari (Olano et al. 2001), y en ellas se
presentan diferencias ambientales y ecoldgicas, como la alti-
tud, precipitacion, humedad relativa, vegetacion, entre otras
(IGAC 2002). Estos factores influyen en la plasticidad feno-
tipica de los organismos (Anyanwu et al. 1997), lo que podria
facilitar cambios en su fenotipo como ha sido documentado
en los anofelinos (Whitman y Ananthakrishnan 2009; Dujar-
din et al. 2008; Jirakanjanakit et al. 2008; Leisnham et al.
2008). Caracteres morfométricos como los de alas, pueden
evolucionar distintamente: tamafio, proporciones y posible-
mente hasta la coloracion sufren plasticidad dependiente del
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Tabla 1. Identificacion morfoldgica de los especimenes teniendo en cuenta los rangos de las tres relaciones morfométricas reportadas

por diferentes autores (n=41).

Autor Especie Porcentaje (%)
A. nuneztovari* 78
Delgado y Rubio-Palis (1993) A. nuneztovari / A. rangeli 15
A. nuneztovari / A. oswaldoi 2
NP
A. nuneztovari 63
A. nuneztovari / A. rangeli 15
Gonzalez y Carrejo (2007) A. nuneztovari / A. oswaldoi 10
A. oswaldoi 2
NP 10
Rubio-Palis (2000) A. nuneztovari 27
NP 73
A. nuneztovari 24
A. nuneztovari / A. rangeli 20
A. rangeli 24
Faran y Linthicum (1981) A oswaldoi 5
A. evansae 5
NP 22
A. nuneztovari 12
Sudrez et al. (1988) A- oswaldoi 15
A. rangeli 44
NP 29
A. benarrochi 34
A. nuneztovari / A. benarrochi 16
A. benarrochi / A. oswaldoi 12
Calle et al. (2002) A. rangeli 12
A. nuneztovari / A. rangeli 10
A. rangeli / A. oswaldoi
A. rangeli / A. benarrochi / A. oswaldoi
NP 12

NP: No fue posible determinar la especie siguiendo los parametros descritos por los autores. * En negrita se indica la especie mas frecuentemente identificada

segun cada clave.

microambiente; mientras que la forma (sin deformacion alo-
métrica), estd ampliamente determinada por herencia genéti-
ca cuantitativa (Dujardin et al. 2008). Al respecto, Le Sueur
et al. (1992), encontraron que 4. merus Donitz, 1902, una
especie del complejo Gambiae, presento variacion alométrica
entre las manchas claras y oscuras dependiendo de la tempe-
ratura.

Adicionalmente, es posible que la significancia evolutiva
y taxonomica de los tamafios de las manchas en el ala no sean
proporcionales a su conformacion geométrica ya que estas
estructuras son efecto directo del nimero de células y posi-
blemente tienen una determinacidén embrioldgica mas contro-
lada, mientras que las manchas son producto de la distribu-
cion de pigmentos (Edwards ef al. 2007). Datos preliminares
indican que en A. nuneztovari las coloraciones alares y tarsa-
les varian entre generaciones proximas (Trujillo et al. 2005),
lo cual sugiere que estas manchas no son caracteres muy con-
fiables para la identificacion de 4. nuneztovari. Otro aspecto
que puede influir, es el efecto de procesos microevolutivos,

segun los cuales, el tamafio, la forma y quizas la coloracién
pueden cambiar en pocos afios (Jirakanjanakit et al. 2008);
por lo tanto, las claves morfoldgicas que fueron de utilidad
aflos atras, en la actualidad pueden ser no validas.

Teniendo en cuenta que los vectores de malaria en Co-
lombia, entre ellos 4. nuneztovari, tienen una amplia dis-
tribucion en regiones con diferentes condiciones climaticas
y ambientales (Gutiérrez et al. 2009; Olano et al. 2001), el
entendimiento de los factores que influencian la plasticidad
fenotipica de mosquitos Anopheles seria de gran relevancia
para establecer la utilidad y el valor predictivo que posee la
caracterizacion de relaciones morfométricas para la identifi-
cacion taxondmica de especies altamente relacionadas.

Conclusiones
Este trabajo, basado en el analisis de las relaciones morfomé-

tricas de especimenes de 4. nuneztovari y de una estrategia
de identificacion molecular, permitié mostrar la alta varia-
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Tabla 2. Comparacion entre el rango obtenido para los especimenes A. nuneztovari de Puerto Anchica y los reportados para esta especie en la lite-

ratura.
Rangos reportados en la literatura
Relaciéon Puerto Farany . Delgado y sno .
morfométrica Anchica Linthicum Suz;;‘;g;; al. Rubio-Palis Ru(l;l(())ol;)a lis szlzlgoezt)al. Cg(:-:'z(?l(ezzo())’ﬂ
(1981) (1993) J

DS-TallI2/Talll2 0,13-0,34 0,20-0,32 0,25-0,35 0,11-0,44 0,24-0,35 0,25-0,35 0,21-0,42
HP/PHD 0,64-2,60 0,70-1,70 0,70-1,70 0,60-4,50 0,70-4,50 1,20-2,30 0,44-4,00
SCP/DSD 0,28-0,68 0,20-0,55 <0,49 0,30-0,73 <0,49 0,36-0,71 0,21-0,71

cién morfoldgica que presenta esta especie en una localidad
colombiana. Es importante realizar trabajos futuros usando
herramientas como la morfometria geométrica y estrategias
moleculares para analizar el grado de variabilidad morfologi-
cay genética de los especimenes de 4. nuneztovari a lo largo
de su rango de distribucion.

Los resultados sugieren que las claves morfologicas pro-
puestas por Delgado y Rubio-Palis (1993) y Gonzalez y Ca-
rrejo (2007) son las mas convenientes para lograr la identi-
ficacion correcta de los especimenes de A. nuneztovari. Asi
mismo, cuando se encuentren dentro de los ejemplares mues-
treados especimenes del Grupo Oswaldoi, se sugiere recurrir
a las pautas reportadas por Fajardo et al. (2008). El problema
que se ha presentado durante afios, relacionado con la identi-
ficacion de los miembros del subgénero Nyssorhynchus 'y en
particular aquellos del Grupo Oswaldoi, podria reducirse con
el desarrollo de estudios en los que se apliquen herramientas
como la morfometria geométrica, la cual ha demostrado ser
exacta y precisa en la asignacion de especie, e inclusive se
propone que a futuro se utilicen “claves métricas” y progra-
mas informaticos para facilitar su determinacion. Igualmen-
te, se plantea la implementacion de herramientas moleculares
debidamente estandarizadas que permitan confirmar la espe-
cie en casos problematicos.
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