Revista Colombiana de Entomologia 36 (1): 76-81 (2010)

Redescripcion de la quetotaxia del cuarto estadio larval de Lutzomyia evansi
(Diptera: Psychodidae, Phlebotominae)

Redescription of the chactotaxy of the fourth instar larva of Lutzomyia evansi (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae)

DALMIRO CAZORLA', MILAGROS OVIEDO?** y MARIA ALEJANDRA VIVENES>*

Resumen: Se redescribe e ilustra la quetotaxia de las larvas del estadio IV de Lutzomyia evansi obtenidas en condicio-
nes de laboratorio. Asimismo, se dan las medidas de las setas. El estudio morfologico comparativo sugiere que las larvas
IV de L. evansi, como las demas de la serie verrucarum hasta ahora descritas, pueden colocarse en el Grupo cuatro de
las especies flebotominas del Neotropico que poseen antenas con segmento basal corto y el distal ovoide, lo que pare-
ciera apoyar la correcta agrupacion propuesta basada en las caracteristicas de sus imagos. Se discute la importancia de
homogenizar la nomenclatura de la quetotaxia de los flebotominos y el empleo de un solo sistema quetotaxico para su
descripcion.
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Abstract: The chaetotaxy of fourth instar larvae of Lutzomyia evansi, obtained from laboratory conditions, is rede-
scribed and illustrated. Measurements of the setae are also provided. The comparative morphological study suggests
that fourth instar larvae of L. evansi, as well as the other species of the verrucarum series, can be placed in Group 4 of
the neotropical phlebotomine which posses antennae with a short basal segment and an ovoid distal segment, which
seems to support the correct proposed groupings based on characters of the imagos. The significance of the importance
to standardize the nomenclature of sand fly chaetotaxy and use of a single chaetotaxy system for their description is
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discussed.
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Introduccion

Un hecho que resalta en los estudios taxondmicos y sistema-
ticos de la subfamilia Phlebotominae (Diptera, Psychodidae),
es el predominio de las estructuras imaginales en la confor-
macioén de subgéneros y los grupos de especies. Esto ha de-
terminado que se desconozca en gran medida la relevancia
de los estadios pre-imaginales en la taxonomia y sistematica
de la subfamilia y que como bien lo sefialan Bejarano et al.
(2003), todavia no se disponga de claves taxondmicas para la
identificacion de los mismos. Probablemente esto se deba a
la dificultad para detectar las larvas en sus nichos naturales y
en menor medida a que su cria y mantenimiento en el labora-
torio es laboriosa.

A esta problematica no escapa el grupo verrucarum del
género Lutzomyia Franga, 1924. Este taxon comprende al-
rededor de 48 especies divididas en cuatro series, incluyen-
do verrucarum, townsendi, serrana y pia (Galati 1995, 2003;
Bejarano et al. 2003). El grupo tiene un papel relevante en
la salud publica, debido a que muchas especies son vectores
comprobados o potenciales al ser humano de protozoarios del
género Leishmania, la bacteria Bartonella bacilliformes y de
los arbovirus del género Phlebovirus, agentes etiologicos de
los diversos tipos de leishmaniosis, bartonelosis (enfermedad
de Carrion) y la fiebre de los flebotomos (sandfly fever), res-
pectivamente (Young y Duncan 1994; Bejarano et al. 2003;
Acevedo y Arrivillaga 2008).

Lutzomyia evansi (Nuiiez-Tovar, 1924) es una especie de
flebotomineo perteneciente a la serie verrucarum del grupo
verrucarum, que incluye ademds a L. verrucarum (Town-
send, 1913), L. colombiana (Ristorcelli y Van Ty, 1941), L.
ovallesi (Ortiz, 1952), L. nuneztovari (Ortiz, 1954), L. ne-
vesi (Damasceno y Arouck, 1956), L. andina Osorno, Osor-
no y Morales, 1972, L. disiuncta Morales, Osorno y Osorno,
1974, L. moralesi Young, 1979, L. aulari Feliciangeli, Ordo-
nez y Manzanilla, 1984, L. deorsa Pérez, Ogusuku, Monje
y Young, 1991, L. maranonensis Galati, Caceres y Le Pont,
1995, L. cajamarcensis Galati, Caceres y Le Pont, 1995, L.
antioquiensis (Wolff y Galati, 2002) y L. falcaorum (Brazil y
Andrade Filho, 2002) (Bejarano et al. 2003). A L. evansi se
le considera un vector comprobado de leishmaniosis visce-
ral (LV), con una distribucién neotropical que abarca Cen-
troamérica (Nicaragua, El Salvador, Honduras, Costa Rica y
México) y Suramérica (Colombia y Venezuela) (Travi et al.
1990; Young y Duncan 1994; Bejarano et al. 2003; Ibafniez-
Bernal et al. 2004). En Venezuela se ha capturado en 14 de
las 23 entidades federales del pais en altitudes comprendidas
entre los 100 y 1200 m y en una amplia variedad de zonas de
vida bioclimaticas (Feliciangeli 1988).

Cuando se hace un analisis detallado de las relativamente
pocas descripciones de las larvas de Phlebotominae, y parti-
cularmente en el grupo verrucarum, llama la atencioén que la
morfometria de las setas es aun mas escasa. Esto ha limitado
la cuantificacion, mediante técnicas numéricas multivarian-
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tes (e.g., analisis de componentes principales o analisis de
agrupamiento), de la similitud morfoldégica entre los grupos
o subgéneros de flebotominos, toda vez que la morfometria
de caracteres de imagos ha resultado exitosa para resolver
problemas taxondmicos en este taxon (Bejarano et al. 2003).

Hasta el presente, de las 48 especies que integran al grupo
verrucarum solo se ha descrito la quetotaxia de cinco espe-
cies, incluyendo a L. serrana, L. youngi, L. ovallesi, L. verru-
carum'y L. evansi, lo que equivale al 10,42% del grupo (Be-
jarano et al. 2003; Galati 2003). Sin embargo, la descripcion
de las larvas de estadio IV de L. evansi hecha por Montoya-
Lerma (1996) a partir de hembras capturadas en Colombia,
posee la limitacion de que no se detectaron o detallaron, o no
se ilustraron, setas u otras estructuras anatomicas cuya im-
portancia en la taxonomia del grupo aun falta por dilucidar
en su real dimension.

En virtud de lo planteado, en el presente trabajo se redes-
cribe e ilustra la morfologia y quetotaxia de larvas del estadio
IV de L. evansi, obtenidas a partir de la colonizacion y cria
de hembras capturadas en la region andino-venezolana. Asi
mismo, se dan las medidas de las setas con las que se espe-
ra en futuros trabajos cuantificar las diferencias y afinidades
morfoldgicas y taxondmicas interespecificas e intraespecifi-
cas en la quetotaxia del grupo, mediante la implementacion
de técnicas estadisticas de analisis multivariante.

Materiales y Métodos

Las hembras paridas de L. evansi se capturaron utilizando el
método de la trampa luminica de Shannon, en la poblacion
“Montanas de Peraza” (9°27°55”N, 70°31°33.3”W), ubicada
a 403 m en el Municipio Pampan del estado Trujillo, region
andino-venezolana. La region posee una zona de vida biocli-
matica correspondiente al Monte Seco Tropical, con cultivos
extensivos de pifia y es un area endémica para leishmaniosis
tegumentaria (LT) y visceral (LV) (Ewell et al. 1976; Oviedo
et al. 1999).

Las larvas de estadio IV se obtuvieron mediante técni-
ca de colonizacion y cultivo propuesta por Afiez y Oviedo
(1985). Las larvas se sacrificaron con vapores de cloroformo,
se clarificaron en solucion de Nesbitt durante 12 — 24 horas y
se montaron en liquido de Berlesse. La quetotaxia se descri-
bid segliin nomenclatura y sistema de numeracion empleados
por Forattini (1973), sistema mejorado por dicho autor a par-
tir de las propuestas nomenclaturales de Barretto (1941) y de
Hanson (1968). El sistema de Forattini (1973) es muy so6lido
pues se basa en un amplio rango de larvas IV de especies
flebotominas del Neotrépico a diferencia de otros propuestos
como el de Ward (1976) que se cred exclusivamente para los
subgéneros Nyssomyia y Psychodopygus, o el de Leite y Wi-
lliams (1996, 1997) para larvas de L. longipalpis.

Los detalles de cada seta se identificaron a 400 X con
microscopio fotonico Axiostar Plus (Carl Zeiss). Las estima-
ciones morfométricas se hicieron con un micrometro ocular
previamente calibrado, dibujandose las estructuras morfolo-
gicas con una camara lucida. Las medidas, todas expresadas
en micras (um), se presentan incluyendo la media aritmética
y el intervalo de las mismas en paréntesis.

Resultados y Discusion

Descripcion de la quetotaxia larval de L. evansi. La des-
cripcion se basa en el examen de 18 larvas IV obtenidas de

distintas hembras. El material entomolodgico se encuentra al-
macenado en la coleccién de Entomologia Médica del La-
boratorio de Entomologia, Parasitologia y Medicina Tropical
(L.E.P.AM.E.T.) del Centro de Investigaciones Biomédicas
(C.I.B.), Universidad Nacional Experimental “Francisco de
Miranda” (UNEFM), Coro, Estado Falcon, Venezuela.

Longitud promedio del cuerpo, desde el margen anterior
de la céapsula cefalica hasta el margen posterior del peine
del noveno segmento abdominal 2855,6 um (rango 2240-
3320).

Cabeza: (Fig. 1). Ovoidal. Longitud: 328,2 pm (312,5-
347,5); ancho: 210,8 um (190,0-245,0).

Piezas bucales: Setas 1 (epifaringe) y 2 (labro) dorsales, es-
piniformes. Adicionalmente, en la region dorsal de las maxi-
las se exhiben las setas espiniformes a y b, que no se indican
en el sistema de numeracion propuesto por Forattini (1973).
Seta c ventral (maxilas), la cual tampoco se incluye en el sis-
tema de Forattini (1973).

Setas 3 - 8 dorsales: Setas 3 y 8 filiformes, teniendo 3 y 8 con
base ancha. Las setas 4, 5, 6 y 7 plumosas, insertadas sobre
tubérculos.

Setas 9 - 12 ventrales: Espiniformes, con base ensanchada.
Antena relativamente corta, 41,4 um (32,5-45,0) de longitud,
insertada sobre tubérculo, 18,2 um (12,5-22,5) de largo. El
primer segmento antenal corto: 7,5 pm (5,0-10,0), y el se-
gundo de mayor longitud: 33,9 um (27,5-35,0), de contorno
eliptico, con surco a lo largo de la linea media, con apéndice
apical espiniforme de 2,5 um de largo.

Figura 1. Quetotaxia de la region cefélica dorsal (A) y ventral (B) de
larvas del estadio IV de Lutzomyia evansi. An= antena. Las setas a, by c,
no aparecen descritas en el sistema de numeracion de Forattini (1973).
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Figura 2. Quetotaxia de los segmentos toracicos dorsales (A) y ventra-
les (B) de larvas del estadio IV de Lutzomyia evansi. PrA= protorax an-
terior; PrP= protorax posterior; Ms= mesotorax; Mt= metatorax; SPA=
espiraculos anteriores.

Torax: (Fig. 2).

Protérax anterior: Setas 1, 2, 3 y a dorsales, insertadas so-
bre tubérculos; 1 - 3 plumosas; seta accesoria a espiniforme.
Seta 4 en posicion ventro-lateral; setas 5, 6 y 7 ventrales; to-
das exhiben forma plumosa y se encuentran insertadas sobre
tubérculos, teniendo 5, 6 y 7 escasa pilosidad.

Protérax posterior: region dorsal presenta tres setas (8,
9,10) plumosas e insertadas sobre tubérculos. Region ventral
tiene setas 11, 12, 13 y 14 plumosas, ¢ y d espiniformes; todas
se encuentran insertadas sobre tubérculos.

Mesotérax y metatérax: ambos segmentos presentan dispo-
sicion de setas de manera similar. Exceptuando las setas ay ¢
que son espiniformes, las restantes tienen forma plumosa. To-
das las setas se encuentran insertadas sobre tubérculos. Setas
1,2y 3 dorsales; setas 4, 5, 6, 7, 8, a, ¢ y d ventrales, teniendo
la 4 posicion lateral.

Abdomen: (Figs. 3 - 4).

Segmentos abdominales 1 - 7: Setas 1, 2, 3 y 01 dorsales,
plumosas ¢ insertadas sobre tubérculos, pero en los segmen-
tos 3-7 la seta 1 es mas corta. Region ventral posee seta 4
lateral, con forma plumosa; setas 8, 9, 02 y b espiniformes.
Todas se encuentran insertadas sobre tubérculos.

Segmento abdominal 8: En la region dorsal las larvas exhi-
ben area ligeramente pigmentada (placa tergal), con setas 1, 2

Figura 3. Quetotaxia de los segmentos dorsales (A) y ventrales (B)
abdominales de larvas del estadio IV de Lutzomyia evansi. ABD= seg-
mentos abdominales 1,2, 3y 7.

y 3 plumosas; a espiniforme, y 3 en posicion lateral. Todas las
setas insertadas sobre tubérculos. Setas 4, 5, 6, 7 y b ventrales
e insertadas sobre tubérculos. 6 y b espiniformes, restantes
plumosas con escasa pilosidad.

Segmento abdominal 9: La region dorsal exhibe placa tergal
intensamente pigmentada, con borde posterior presentando
peine con 15 - 17 dientes. Setas 1 y 3 plumosas e insertadas
sobre tubérculos. Setas caudales de igual longitud: 1176,7
um (1000-1260). Setas 4, 5, 6, 7 y 8 ventrales, espiniformes,
con base ancha.

B

Figura 4. Quetotaxia de los segmentos abdominales 8 y 9 dorsales (A)
y ventrales (B), de larvas del estadio IV de Lutzomyia evansi. ABD 8 =
segmento abdominal 8; ABD 9= segmento abdominal 9; 2A y 2B= setas
caudales; SPP= espiraculos posteriores.
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En la Tabla 1 se presentan las medidas (um) con media
aritmética y rangos de las setas descritas.

De las cinco especies flebotominas del grupo verrucarum
a las cuales se les ha descrito la quetotaxia, tres pertenecen a
la serie verrucarum, incluyendo L. ovallesi, L. evansiy L. ve-
rrucarum; sin embargo, se debe decir que a esta tltima espe-
cie flebotomina solo se le han descrito las setas cefalicas (Fo-
rattini 1973; Ogusuku y Pérez 1995; Bejarano ef al. 2003).

Como ya se menciond, Montoya-Lerma (1996) describio la
quetotaxia de los estadios inmaduros de L. evansi, incluyendo
las larvas de IV estadio, que fueron descritas a partir de tres
especimenes. Cuando se analiza la descripcion de la region
cefalica en dicho trabajo, se destaca en primer lugar que no
se describe ni se ilustra la forma de las antenas y ademas se
indica, contrariamente a lo observado en el presente trabajo,
que el “segmento proximal es ligeramente mas largo que el

Tabla 1. Medias e intervalos (um) de las longitudes de setas del IV estadio larval de Lutzomyia evansi (N= 18).

Segmentos Abdominales
Seta Cabeza Protérax Mesotérax Metatérax 1-7* 1-2%% 3-7%* 8 9
1 6,7 90,1 107,1 107,1 - 117,5 32,5 11 36,7
(5-10) (80-105) (97,5-117,5) (95-130) - (102,5-132,5) (5-45) (7,5-15) (32,5-45)
2 15,7 42,5 117,9 1254 - 125,8 134 116 -
(12,5-20) (30-50) (105-135) (110-139,5) - (117,5-139,5) (112,5-147,5) (105-130) -
3 95,7 93,2 82,5 93,9 - 94,9 110,1 86 24,7
(87,5-102,5) (85-100) (77,5-95) (77,5-125) - (75-112,5) (97,5-125) (77,5-100) (20-27.5)
4 73,3 79 63,9 64,3 66,3 - - 11,9 61,9
(62,5-95) (70-87,5) (47,5-72,5) (57,5-75) (55-75) - - (7,5-15) (57,5-65)
5 71,4 79 16,9 17,9 - - - 30,3 233
(62,5-87,5) (72,5-87,2) (10-22,5) (10-22,5) - - - (25-35) (20-30)
6 69,2 82,8 432 45,1 - - - 72 333
(52,5-80) (72,5-92,5) (37,5-50) (37,5-62,5) - - - (2,5-12,5) (20-42,5)
7 68,5 5.4 48,6 48,8 - - - 279 184,9
(55-77.5) (2,5-10) (42,5-55) (42,5-52,5) - - - (20-32,5) (162,5-212,5)
8 83,9 32,2 16,1 16,1 37,9 - - - 74,2
(67,5-90) (20-45) (10-22,5) (7,5-17,5) (30-47.5) - - - (67,5-82,5)
9 69,9 100,7 - - 5,6 - - - -
(65-75) (87,5-115) - - (2,5-7,5) - - - -
10 42,9 69,7 - - - - - - -
(30-60) (55-77.5) - - - - - - -
11 49,6 18,8 - - - - - - -
(40-60) (10-22,5) - - - - - - -
12 14 36,3 - - - - - - -
(12,5-20) (30-45) - - - - - - -
13 - 60,3 - - - - - - -
- (50-75) - - - - - - -
14 - 21,7 - - - - - - -
- (12,5-27,5) - - - - - - -
a 43,9+ 12,1 4,4 33 - - - 32 -
(33,5-62,5) (7,5-15) (2,5-5) (2,5-5) - - - (2,5-5) -
b 25,4+ - - - 3,1 - - 6,7 -
(24,5-27,5) - - - (2,5-5) - - (2,5-10) -
c 19,7+ 6,8 5.4 52 - - - - -
(14,5-21) (5-10) (5-7,5) (5-7,2) - - - - -
d - 57 53 7,5 - - - - -
- (2,5-10) (2,5-7,5) (2,5-10) - - - - -
01 - - - - - 5.4 5,3 - -
- - - - - (2,5-7,5) 2,5-7,5) - -
02 - - - - 32 - - - -
- - - - (2,5-5) - - - -

(-): seta ausente, * = corresponde a las setas ventrales, que son similares en los segmentos abdominales 1y 7, **= En la region abdominal dorsal, la seta 1 de los segmentos 3-7 es
de menor longitud que la de los segmentos 1-2, +=setas de la region cefalica que no aparecen descritas en el sistema de numeracion de Forattini (1973).
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distal”, aunque no se ofrecen las medidas. En segundo lugar,
no se describieron ni ilustraron las setas 1 y 2, asi como tam-
poco las sefialadas en el presente trabajo como a, by c, y que
tampoco aparecen sefialadas en los sistemas de numeracion
de quetotaxia larval hasta ahora conocidos. Para Arrivillaga
et al. (1999) estas setas forman parte de la region bucal y no
deberian utilizarse para la quetotaxia de las larvas IV de Lut-
zomyia, por lo que en dicho trabajo, basado en el estudio de
cinco especies flebotominas que incluian a L. evansi, propu-
sieron un nuevo sistema de nomenclatura, aunque s6lo para
la capsula ceféalica. En relacion con las regiones toracicas y
abdominales, Montoya-Lerma (1996) tampoco describio ni
ilustrd las setas: a, ¢, d y 7 (protdrax); a, ¢, d y 8 (mesotorax);
a, ¢, d y 8 (metatorax); 01, 02 y b (segmentos abdominales
1-7), y 6 y b (segmento abdominal 8).

De acuerdo con los criterios de Leite y Williams (1996),
las larvas del estadio IV de los flebotominos neotropicales se
pueden agrupar en cuatro categorias, tomandose como prin-
cipal criterio la morfologia de sus antenas. De acuerdo con
este sistema las larvas del estadio IV de L. evansi se ubicarian
en el grupo cuatro, por presentar un tubérculo antenal anular,
un segmento basal corto y el distal ovoide (Leite y Williams
1996). Similar ubicacion tendrian L. ovallesi'y L. verrucarum,
de acuerdo con las descripciones dadas por Hanson (1968) y
Ogusuku y Pérez (1995), lo que apoyaria la ubicacion de L.
evansi y sus congéneres en la serie verrucarum segun datos
moleculares (Bejarano ef al. 2003).

A la luz de lo comentado, pensamos que no deberia sub-
estimarse la importancia de las setas o de cualquier otro ca-
racter anatomico (e.g., sensilas, espiraculos), hasta no tener
un numero significativo de descripciones que permitan hacer
comparaciones para asi llegar a conclusiones o aseveraciones
mas acertadas. En este sentido, son ilustrativos los estudios
hechos por Leite y Williams (1996, 1997) en larvas Iy IV de
L. longipalpis. En efecto, estos autores detectaron median-
te alta resolucion por Microscopia Electronica de Barrido
(MEB) setas, sensilas y hasta tubérculos parecidos a espira-
culos en el tegumento de las larvas, algunas de las cuales aun
no se conoce su significado taxondémico y sistematico y otras
que pueden ser distintivas a nivel especifico y genérico en
Phlebotominae.

Debido a la deteccion de estas estructuras mediante MEB
hasta ahora no reveladas en los sistemas quetotaxicos comin-
mente implementados, Leite y Williams (1996, 1997) debie-
ron adaptar y modificar el sistema de numeracion propuesto
por Barreto (1941) para resolver las necesidades del momen-
to, tal como han hecho otros autores para otros grupos de
flebotominos, e.g., Ward (1976) para Nyssomyia 'y Psychodo-
pygus. Por lo tanto, como han venido insistiendo los autores
del presente trabajo desde hace mas de dos quinquenios (Ca-
zorla y Oviedo 1998), es conveniente modificar y homogeni-
zar los sistemas de numeracion hasta ahora propuestos para
la setacion de Phlebotominae, lo cual se lograra cuando se
realicen una cantidad apreciable de nuevas descripciones.
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