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Resumen

Anopheles calderoni, una especie registrada para Colombia y Ecuador en el 2010, es considerada un vector de malaria en Perd y un vector potencial
en la costa pacifica colombiana. Dado el reciente registro de A. calderoni, poco se conoce acerca de su variabilidad morfolégica y genética en el
territorio colombiano. Como una primera aproximacion, en este estudio se evalud la variabilidad morfométrica alar de A. calderoni de 2 localidades
del occidente colombiano, Guadalajara de Buga y San Andrés de Tumaco. Se midieron 8§ variables morfométricas del ala de 76 hembras (Buga
n=36, Tumaco n=40) y se compararon mediante andlisis univariado y multivariado. La comparacién pareada de las medidas de los caracteres
del ala entre las 2 poblaciones reveld diferencias estadisticamente significativas (p <0.05). El andlisis discriminante, con base en estos caracteres,
asignd con una baja precision (< 60%) los especimenes a su poblacion geogréfica original. Las diferencias en el tamafio alar entre las poblaciones de
A. calderoni pueden deberse a caracteristicas microambientales de cada localidad mds que a diferencias genéticas. El conocimiento de la estructura
poblacional de A. calderoni es relevante para el disefio de estrategias de control vectorial dirigidas.
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bajo los términos de la Licencia Creative Commons CC BY-NC-ND 4.0.
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Abstract

Anopheles calderoni, a species recorded in Colombia and Ecuador in 2010, is considered a malaria vector in Peru and a potential vector in the
Colombian Pacific Coast. Given the recent report of A. calderoni, little is known on its morphological and genetic variability in the Colombian
territory. As a first approach, this study evaluated wing morphometric variation on A. calderoni of 2 localities from western Colombia, Guadalajara
de Buga and San Andrés de Tumaco. Eight morphometric characters of the wing were measured for 76 females (Buga n=236, Tumaco n=40)
that were compared using univariate and multivariate analyzes. Pairwise comparison of wing character measures between the 2 populations
showed statistically significant differences (p <.05). Discriminant analysis based on these characters, assigned with low accuracy (<60%) each
specimen to its original geographical population. Wing size differences between these A. calderoni populations may be due to micro-environmental
characteristics of each locality rather than to genetic differences. The knowledge on A. calderoni population structure is relevant for the design of
targeted vector control strategies.
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Introduccion

Anopheles calderoni (Diptera: Culicidae), una especie del
subgénero Anopheles, presenta caracteres morfoldgicos muy
similares a los de otras 3 especies de la serie Arribalzagia, como
Anopheles punctimacula, A. malefactor y A. guarao (Gonzdlez
et al., 2010). De estas, A. guarao atn no se ha registrado en
Colombia (Montoya et al., 2011). La serie se encuentra
en continua revisién debido a los problemas taxonémicos y al
desconocimiento de aspectos importantes de su bionomia y dis-
tribucion geografica (Loaiza et al., 2013). En Perd, A. calderoni
es reconocido como un vector de importancia local en el occi-
dente peruano, donde se confunde con A. punctimacula y es
el segundo en abundancia intradomicilio (Calderén, Fernandez
y Valle, 1995). En Venezuela se reporté A. calderoni coexis-
tiendo con A. punctimacula (Rubio-Palis y Moreno, 2003). Por
su parte, en el territorio colombiano se registré a A. calderoni
por primera vez en el 2010 en el Valle del Cauca (Gonzalez et al.,
2010). Con base en este nuevo registro, se realizé una revision
de especimenes de museo provenientes de varias localidades de
Colombia, identificados originalmente como A. punctimacula y
A. malefactor, evidenciando que algunos de ellos correspondian
a A. calderoni. Posteriormente, A. calderoni fue detectado en
el departamento de Narifio con infeccion natural por Plasmo-
dium falciparum, pero su importancia epidemiolégica ain debe
ser confirmada (Naranjo-Diaz, Altamiranda, Luckhart, Conn y
Correa, 2014).

La morfometria tradicional es una herramienta de facil apli-
cacion por personal entrenado, bajo costo y presenta un gran
potencial para la exploracion de la diversidad de especies
(Cazorla, 2009); ha sido de gran utilidad para esclarecer proble-
mas taxondmicos en especies de dificil diagndstico, permitiendo
diferenciar poblaciones de insectos de importancia médica como
Triatoma dimidiata (Bustamante et al., 2004); describir varia-
ciones morfolégicas en poblaciones de Phlebotomus papatasi
recolectadas a diferentes altitudes (Belen, Alten y Aytekin, 2004)
y diferenciar poblaciones de mosquitos Chagasia fajardi pro-
venientes de diferentes ecorregiones (Silva et al., 2012). En
mosquitos del género Anopheles, la morfometria tradicional per-
mitié evaluar la variacién morfolégica de A. pseudopunctipennis
en Argentina y Bolivia (Dantur, Liria, Navarro, Rodriguez y
Fritz,2011) y distinguir entre especies del subgénero Nyssorhyn-
chus de Colombia que presentan problemas en su identificacion
por caracteres morfoldgicos (Calle, Quifiones, Eraso y Jaramillo,
2002).

En Colombia, A. calderoni solo se ha reportado en el occi-
dente del pais (Gonzdlez y Carrejo, 2009). Esta regién es
una de las mas biodiversas del mundo; lo atraviesan 2 hots-
pots de biodiversidad (Myers, Mittermeier, Mittermeier, da
Fonseca y Kent, 2000). Comprende al menos 10 ecorregio-
nes con caracteristicas ecoldgicas muy heterogéneas (Fund,
2012), entre las cuales esta la ecorregién denominada de Bos-
ques Montanos del Valle del Cauca (BMVC), y la ecorregion
los Bosques Himedos del Chocé/Darién (BHCD) (Dinerstein
et al., 1995), en las cuales se encuentran las localidades del
presente estudio. Diferencias ambientales entre ecorregiones
podrian conducir a la diferenciacién fenotipica de poblaciones

de Anopheles (Motoki, Suesdek, Bergo y Sallum, 2012) y tener
un impacto en su capacidad vectorial (Ameneshewa y Service,
1996), aspecto relevante para la implementacién de estrate-
gias de control vectorial para esta especie. En este estudio
se evalud la variabilidad morfolégica alar de especimenes de
A. calderoni de 2 localidades, Guadalajara de Bugay San Andrés
de Tumaco, situadas en las ecorregiones BMVC y BHCD del
occidente colombiano, utilizando morfometria tradicional. Se
hipotetizaron diferencias morfolégicas a nivel del ala entre
estas poblaciones que se encuentran en condiciones ambientales
contrastantes.

Materiales y métodos

Las ecorregion BMVC presenta elevaciones entre los 1,000
y los 3,000 m snm. Su vegetacion es diversa y varia a lo largo
del gradiente altitudinal; su precipitacién varia entre 500 y
1,000 mm por afio en la region de la cordillera occidental, a mas
de 3,000 mm por afio en la region de la cordillera central de los
Andes (Fund, 2012). La ecorregién BHCD se encuentra entre
la costa pacifica y la cordillera occidental de los Andes colom-
bianos, con una elevacién entre 1 y 1,000 m snm; su vegetacion
varia segtin la latitud y gradiente altitudinal; constituye una de
las regiones mds lluviosas del mundo, con precipitaciones entre
los 4,000 a los 9,000 mm por afio (Fund, 2012).

Los mosquitos Anopheles se recolectaron durante los meses
de octubre de 2009, enero y abril de 2010, en la loca-
lidad de Pindales (01°37'N, 78°44’ O), municipio de San
Andrés de Tumaco, Departamento de Narifio (BHCD), y durante
mayo de 2009 en la localidad de Laguna del Sonso (3°52'N,
6°20’ O), municipio de Guadalajara de Buga, Departamento de
Valle del Cauca (BMVC) (fig. 1). Estas localidades estan sepa-
radas por la cordillera occidental, a una distancia aproximada
de 360 km. San Andrés de Tumaco, una zona endémica para
malaria, estd ubicado en la costa pacifica a una elevacién de
2 m snm, presenta una temperatura anual promedio de 28 °C y
una humedad relativa del 76%. Guadalajara de Buga no es un
area endémica para la malaria, se encuentra en la alta montafia
a 969 m snm, presenta temperatura anual promedio de 26 °C y
una humedad relativa del 88%.

Los especimenes se recolectaron usando cebo humano, bajo
consentimiento informado, y mediante un protocolo aprobado
por el comité de Bioética (Sede de Investigacién Universitaria-
SIU, Universidad de Antioquia). Ademds, se realizd una
biisqueda activa de mosquitos en reposo en el intradomicilio
y en la vegetacion del peridomicilio. Los mosquitos se reco-
lectaron por 6h, entre las 18:00 y 24:00 horas, durante 6 dias
consecutivos en cada una de las localidades.

La identificacion de los especimenes se realizé siguiendo la
clave de Gonzdlez y Carrejo (2009) y las descripciones morfo-
16gicas de especies de la serie Arribalzagia (Wilkerson, 1990,
1991). Se realiz6 el montaje del ala derecha e izquierda y de
una de las patas posteriores de cada ejemplar, como soporte a
la identificacién morfoldgica y para los andlisis morfométricos
posteriores; el material restante se almaceno en etanol al 95%
para los andlisis moleculares.
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Figura 1. Sitios de recoleccion de A. calderoni del occidente colombiano. Guadalajara de Buga: Laguna de Sonso (Valle del Cauca). Tumaco: Pindales (Nariio).

Confirmacion molecular

Para confirmar molecularmente el estatus taxonémico de los
especimenes identificados como A. calderoni, se seleccionaron
aleatoriamente un 5% de los mismos usando el software EPI-
DAT 4.0 (OPS/OMS, 2014). Se extrajo el ADN a partir de los
abdomenes de los organismos usando un método de precipita-
cién salina (Rosero, Gutiérrez, Cienfuegos, Jaramillo y Correa,
2010). La amplificacién de un fragmento del gen citocromo
oxidasa subunidad 1 (COI) se realiz6 utilizando los cebadores
universales LCO y HCO (Folmer, Hoeh, Lutz y Vrijenhoek,
1994) y las condiciones previamente estandarizadas (Gomez,
Jaramillo y Correa, 2013). Los productos de PCR se envia-
ron a secuenciar en ambas direcciones y las secuencias se
encuentran publicadas en la base de datos del GenBank con los
codigos de acceso KF698801-KF698832. La edicién y ali-
neamiento de las secuencias se realiz6 usando el software
Geneious R6 (Drummond et al., 2011). Se evalué la simili-
tud de las secuencias consenso con las reportadas en GenBank
mediante un BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi),
y en la base de datos del Consorcio Cédigo de Barras

(http://www.boldsystems.org). Adicionalmente, se compararon
las distancias genéticas usando el modelo Kimura 2-pardmetros
(K2P) con las secuencias COI entre A. calderoni con
A. punctimacula y A. calderoni con A. malefactor de Colombia
analizados en Goémez, Bickersmith, Gonzdlez, Conn y Correa
(2015).

Andlisis morfométrico

Se seleccionaron aleatoriamente 76 especimenes (Buga
n=36, Tumaco n=40) teniendo en cuenta que sus alas estu-
vieran en buen estado para los andlisis. Se tomaron fotografias
del ala derecha de cada ejemplar usando la cdmara Moticam
2500 acoplada a un estereomicroscopio triocular OLYMPUS
SZ61. Para cada fotografia se digitalizaron 12 puntos de refe-
rencia (landmarks), ubicados en puntos de inicio y finalizacién
de manchas o venas (fig. 2), usando el paquete CLIC disponible
en: http://mome-clic.com/. Los puntos elegidos se digitalizaron
por duplicado por un mismo investigador (J. Rodriguez), para
evaluar su repetibilidad. Las mediciones lineales se calcularon
usando la opcién EDMA del software PAST (tabla 1).
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Figura?2. Puntos de referencia seleccionados en el ala de A. calderoni. Las lineas
trazadas entre puntos de referencia representan las distancias medidas.

Tabla 1
Caracteres morfoldgicos evaluados en el ala de A. calderoni.

Distancias Caracteres medidos

1-2 Distancia desde el 16bulo anal hasta la finalizacion de la
vena A

1-6 Largo del ala desde el inicio de la vena A hasta
finalizacién de la vena R,

2-9 Ancho del ala desde la finalizacién de la vena A hasta el
extremo distal de la mancha SP

3-4 Distancia entre la interseccion vena Cuy mcu y la
interseccion de las venas M y M

3-5 Distancia entre la interseccion vena Cu'y mcu y la
interseccion de las venas Ry y R3

7-8 Longitud de la mancha PD (preapical oscura)

9-10 Longitud de la mancha SD (sector oscuro)

11-12 Longitud de la mancha PSD

A: vena anal; Cu: vena cubital; mcu: vena mediocubital; M : vena media 1, M»:
vena media 2; PD: mancha preapical oscura; PSD: presector oscuro; Ra: vena
radial 2; R3: vena radial 3; SD: sector oscuro.

La nomenclatura para definir los puntos de referencia para las mediciones linea-
les corresponde a la descrita en Gonzdlez y Carrejo (2009).

Se calcularon los promedios y desviaciones estandar para
todas las variables. Para comparar las mediciones entre
las 2 poblaciones, se empled la prueba no paramétrica de
Mann-Whitney, con una confianza del 95%. Para el anilisis
multivariado, se aplicé un andlisis libre del efecto isométrico
sobre las 8 variables, con el cual se corrige el efecto del tamaiio
sobre las mediciones, siguiendo el método de Burnaby (1966).
Se aplic6 un andlisis de componentes principales para reducir la
dimensionalidad de los datos y usar los componentes que aporta-
ron mayor variacion. Estos componentes se seleccionaron para
la aplicacién de un andlisis discriminante validado y asi eva-
luar el nivel de diferenciacién entre las poblaciones. Todos los
andlisis estadisticos y representaciones graficas se realizaron en
los programas GraphPad Prism 5.0 y PAST (Hammer, Harper y
Ryan, 2008).

Resultados

El andlisis molecular para la confirmacién de especie
demostré una alta similitud de sus secuencias COI (95%) al
compararlas con las reportados en las plataformas GenBank y
BOLD, confirmando asi el estatus taxonémico de los especime-
nes identificados como A. calderoni. La distancia genética K2P
interespecifica usando el marcador COI entre A. calderoni-A.
punctimacula s.s. fue del 9.7%, mientras que entre A. calderoni
y A. malefactor fue del 10%.

Tabla 2
Media, desviacion estandar e intervalos de confianza del 95% inferior (ICi) y
superior (ICs) de las mediciones expresadas en milimetros.

Distancias Tumaco (n=40) Buga (n=36)
Media DS ICi ICs Media DS ICi ICs

1-2 1.93 0.11 189 196 2.17 0.09 214 220
1-6 3.67 0.20 3.60 373 4.18 0.15 4.12 423
2-9 0.97 0.06 095 099 1.10 0.05 1.08 1.12
34 1.15 0.07 1.13  1.17 142 0.07 129 133
3-5 1.25 0.08 122 127 131 0.06 139 144
7-8 0.54 0.06 0.52 055 0.60 0.06 0.58 0.61
9-10 0.59 0.05 0.57 061 0.70 0.05 0.67 0.71
11-12 0.32 0.05 030 033 037 0.05 034 038

Todas las variables analizadas mostraron diferencias estadisticamente significa-
tivas. U Mann-Whitney (p <0.05).

Tabla 3
Clasificacion Jacknife con base en caracteristicas alares de 2 poblaciones de
A. calderoni.

Localidad n clasificados/n total % clasificacion
Tumaco 24/40 60
Buga 23/36 63

n clasificados: nimero de individuos correctamente clasificados por poblacion.
n total: nimero total de individuos por poblacion. % clasificacion: porcentaje
de especimenes correctamente clasificados con respecto al total por poblacidn.

El andlisis descriptivo mostré un tamafio promedio mayor
para todas las mediciones en los especimenes de Buga (alta
montafia), en comparacién con los de Tumaco (costa pacifica)
(tabla 2). La comparacién pareada de las mediciones revel6 dife-
rencias estadisticamente significativas para todas las variables
analizadas en las 2 poblaciones (p <0.05); dichas diferencias
son resultado del efecto isométrico. El andlisis de componentes
principales mostré que los 3 primeros componentes aportaban
el 94% de la variacion, lo que sugirié un efecto importante del
tamatfio global. El andlisis discriminante con validacién cruzada
(Jacknife), una vez corregido el efecto isométrico del tamafio
alar, clasificé correctamente solo el 60% de los individuos de
Tumaco (costa pacifica) y el 63% de los de Buga (alta montafia),
a sus respectivas poblaciones geogrificas (tabla 3). Esto indica
que no existen diferencias entre los caracteres morfométricos
evaluados, excepto por las diferencias en el tamafio general del
ala. Alas de mayor tamafio resultaron en distancias més grandes
en los caracteres evaluados.

Discusion

El andlisis de las mediciones del ala de A. calderoni permitié
evidenciar variacion en el tamafio, siendo mds grandes las alas
de los especimenes de Guadalajara de Buga (alta montafia), en
relacion con los especimenes de Tumaco (costa pacifica), varia-
cion que mostré diferencias estadisticamente significativas para
todas las mediciones. Distintas hipétesis podrian explicar las
diferencias en el tamafo alar. En primer lugar, los insectos de
alta montafia podrian desarrollar alas mds grandes para sostener
el vuelo con eficiencia en condiciones donde el aire es menos
denso (Hepburn, Youthed, Illgner, Radloff y Brown, 1998). Si
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tenemos en cuenta que la localidad de Buga se encuentra ubi-
cada a una altitud de 969 m snm y Tumaco a 2m snm, esto
podria explicar las diferencias en el tamano entre las 2 pobla-
ciones de A. calderoni analizadas. El efecto de la altitud sobre
el tamafo de las alas se ha encontrado en diferentes insectos
(Dillon, Frazier y Dudley, 2006), incluidos mosquitos del género
Culex, donde los especimenes que se encuentran en habitats ubi-
cados a mayores altitudes muestran una relacién positiva con
respecto al tamafio de sus alas (Demirci, Lee, Lanzaro y Alten,
2011). Esto se ha interpretado como una respuesta adaptativa,
donde desarrollar alas mas grandes supondria un menor gasto
energético para mantener el vuelo en hébitats con una mayor
elevacién (Dillon et al., 2006). Adicionalmente, las variaciones
en el tamafo alar halladas entre las 2 poblaciones de A. calde-
roni podrian estar reflejando una variacién clinal de acuerdo a la
regla de Bergmann, la cual indica que los ejemplares que habi-
tan a mayores altitudes tienden a tener un mayor tamafio que los
provenientes de altitudes mas bajas (Marcondes et al., 1999). Sin
embargo, para apoyar esta hipétesis en A. calderoni se requerird
de la evaluacién de especimenes recolectados a través de un gra-
diente altitudinal. Otra posible explicacién podria ser el efecto
que tienen las condiciones del hédbitat en que se desarrollan las
larvas de Anopheles, lo cual influye directamente en el tamaio
del mosquito adulto (Araujo, Gil y E-Silva, 2012). Diversos fac-
tores microambientales afectan el crecimiento de los mosquitos,
como lo son la disponibilidad de alimento, la densidad pobla-
cional del criadero y los diferentes periodos de sequia y lluvia
(Jirakanjanakit et al., 2007). Dado que en este estudio se trabajé
con poblaciones de campo, dichos efectos microambientales no
pueden ser descartados.

La relacién entre tamafio corporal y capacidad vectorial es
compleja y hay evidencias contrastantes. Por ejemplo, investiga-
ciones en condiciones de laboratorio muestran que las hembras
mds grandes de A. darlingi presentan una mayor superviven-
cia y tasa de picadura en comparacién con las hembras mas
pequenas, caracteristicas que favorecen la infeccién del mos-
quito con pardsitos Plasmodium spp. y su posterior transmision
al hospedero humano (Araujo et al., 2012). Estudios realizados
con poblaciones de A. gambiae han evidenciado resultados simi-
lares (Aboagye-Antwi y Tripet, 2010; Manoukis et al., 2006).
En contraste, otros estudios en A. gambiae han descrito que la
proporcién de hembras infectadas con esporozoitos era mayor
en mosquitos de tamafo intermedio en comparacién con los
mosquitos de tamafno mas grande o pequefios (Lyimo y Koella,
1992). Anopheles calderoni es un vector de importancia local
en el occidente peruano, y en Colombia se detect6 infectado
naturalmente por P. falciparum en el municipio de Tumaco
(Naranjo-Diaz et al., 2014). Estudios de laboratorio controlados,
bajo un disefio experimental que permita evaluar especimenes
de A. calderoni de las localidades de Buga y Tumaco con cepas
de Plasmodium spp., podrian proporcionar una respuesta mas
precisa a la relacion entre el tamafo corporal de A. calderoni'y
su capacidad vectorial.

La baja diferenciacién de los caracteres morfométricos eva-
luados en A. calderoni podria ser el reflejo de flujo génico
entre estas 2 poblaciones que no permite la fijacién de diferen-
cias fenotipicas a nivel del ala (Fairley, Renaud y Conn, 2000;

Gomez, Marquez, Gutiérrez, Conn y Correa, 2014), o mecanis-
mos de canalizacién fuertes sobre estos caracteres que limitan
su variaciéon morfolégica (Liefting, Hoffmann y Ellers, 2009).
Estudios preliminares de andlisis mitocondrial de A. calderoni
de Colombia apoyan la primera hipétesis (Gémez et al., 2015).

En conclusién, se encontré variabilidad fenotipica en el
tamafio alar entre las poblaciones de A. calderoni como resul-
tado de posibles diferencias microambientales. La evaluacion
del efecto de cada variable ambiental, como altitud, temperatura,
dieta y densidad larval, sobre la variabilidad de los caracteres
métricos evaluados bajo condiciones controladas de laboratorio
en isofamilias de A. calderoni de ambas localidades permitiria
estimar el componente genético y ambiental de cada caricter.
Dado el bajo niimero de poblaciones de A. calderoni analizadas
en este trabajo, se sugiere incrementar su nimero para conocer
a mayor escala la variabilidad fenotipica alar de esta especie y
asf optimizar la muestra de poblaciones a evaluar en los estudios
genéticos, para incluir aquellas que presenten mayores diferen-
cias. Lo anterior permitiria avanzar en el conocimiento de la
estructura genética de poblaciones de esta especie, informacién
util para el disefio de estrategias de control vectorial.
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