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Resumen

Anopheles calderoni, considerado vector potencial de malaria, fue reportado en la tltima década en Colombia.
Debido a su registro reciente y a la confusion con especies cercanas, se conoce poco sobre su distribucion real e
importancia epidemiologica. En este trabajo se determind la distribucion y pardmetros entomologicos de A. calderoni
en diversas localidades de Colombia. Se recolectaron especimenes de Anopheles en 10 departamentos de varias
regiones de Colombia, entre 2009 y 2015. Se caracteriz6 la region ITS2 para los individuos recolectados y se realizd
un analisis bioinformatico para predecir su identificacion taxondémica mediante una prueba molecular. Se determind
la infeccion natural por Plasmodium y se calcularon pardmetros entomologicos. Se registraron especimenes de A.
calderoni en 4 departamentos del oeste colombiano. La tasa de picadura mas alta (14.7 picaduras por noche) se
presentd en Tumaco, en el sureste de Colombia, donde se detectd un ejemplar infectado por Plasmodium falciparum.
El andlisis bioinformatico produjo patrones de ITS2 que permiten diferenciar a 4. calderoni. La presencia de esta
especie en regiones con caracteristicas ecologicas diversas, sugiere que tolera diferentes ambientes y su infeccion con
parasitos Plasmodium, indica su posible papel como vector de importancia local.

Palabras clave: Malaria; Vectores; ITS2; Infeccion natural; Plasmodium

Abstract

Anopheles calderoni considered a potential malaria vector, was only reported in Colombia during the last decade.
Due to its recent report and the confusion with closely related species, little is known about the actual distribution and
epidemiological importance of this species. In this work, the distribution and entomological parameters of A. calderoni
were determined in several localities in Colombia. Anopheles specimens were collected in 10 departments from various
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regions in Colombia between 2009 and 2015. We characterized the ITS2 region for the collected specimens and

performed a bioinformatic analysis to predict its taxonomic identification using a molecular test. We also determined

the natural infection by Plasmodium and calculated entomological parameters. 4. calderoni was registered in 4

departments in west Colombia. The highest biting rate (14.7 bites per night) was detected in Tumaco, SW Colombia,

where a specimen was found to be infected by Plasmodium falciparum. The bionformatic analysis generated an ITS2

pattern that allows differentiation of this species. The presence of A. calderoni in regions with ecological diverse

characteristics suggests that this species tolerates varied environments, and its infection with Plasmodium parasites

indicates its role as a vector of local importance.

Keywords: Malaria; Vectors; ITS2; Natural infection; Plasmodium

Introduccion

Anopheles calderoni especie perteneciente a la
serie Arribalzagia, se encuentra incluida en el grupo
Punctimacula, el cual estd compuesto por las siguientes
especies morfologicamente similares en estado adulto:
Anopheles  (Anopheles)  punctimacula,  Anopheles
(Anopheles) guarao y Anopheles (Anopheles) malefactor
(Rubio-Palis y Moreno, 2003; Wilkerson, 1991). Anopheles
calderoni se ha registrado en Ecuador (Gonzélez et al.,
2010), Venezuela (Rubio-Palis y Moreno, 2003) y Pert
(Calderon et al., 1995; Cruz et al., 2004; Wilkerson, 1991),
en este ultimo, se encontro infectada con Plasmodium vivax
(Kroeger y Alarcon, 1993). En Colombia, A. calderoni
solo fue registrada en el 2010 (Gonzalez et al., 2010)
debido, en parte, a su errénea identificacion taxondmica,
ya que anteriormente habia sido confundida y reportada
como A. punctimacula, considerada como un vector de
malaria a nivel local (Olano et al., 2001).

La evaluacion de especimenes depositados en
colecciones, sugiere que A. calderoni esta presente en
por lo menos 10 departamentos de Colombia, e incluso
a altitudes mayores a las reportadas anteriormente para
esta especie (Gonzalez et al., 2010). Trabajos posteriores
con especimenes recolectados en campo reportan a A.
calderoni en varias localidades del occidente colombiano
(Gomez et al., 2015; Orjuela et al., 2015; Rodriguez-
Zabala et al., 2016). Las larvas de A. calderoni se detectan
tanto en criaderos permanentes como en temporales, en
criaderos artificiales de uso doméstico, en excavaciones,
lagunas, estanques de peces, zanjas, arroyos y cultivos
de palma (Conde et al., 2015; Naranjo-Diaz et al., 2014;
Orjuela et al., 2015). Por ello, se supone que podria tener
una distribucion mas amplia de la conocida actualmente.

Algunos estudios de comportamiento, en localidades
del Departamento del Valle del Cauca, Colombia,
muestran que A4. calderoni presenta gran heterogeneidad
en su actividad de picadura al humano (Lucumi et al.,
2011). Esta especie se encontr6 naturalmente infectada
por P. falciparum en localidades del municipio de Tumaco
(Naranjo-Diaz et al., 2014) y en Boca Prieta con P. vivax

VK210y P. falciparum (Orjuela et al., 2015), ubicadas en
el Departamento de Narifio, al sur occidente del pais. En
dicho estudio, 4. calderoni fue la especie predominante
(> 90%) en las localidades de municipios que reportaron
indices parasitarios anuales -IPA (niimero de casos de
malaria por cada mil habitantes de poblacion en riesgo) de
29 y 59 (Orjuela et al., 2015). Por lo tanto, se ha sugerido
que A. calderoni podria ser un vector de importancia local.

Los trabajos previos en Colombia han utilizado
secuencias del gen mitocondrial citocromo oxidasa I (COI;
Gomez et al., 2015; Gonzalez et al., 2010; Orjuela et al.,
2015)y el gen nuclear espaciador interno transcrito 2 (ITS2;
Gomez et al., 2015) para la acertada identificacion de las
especies de la serie Arribalzagia. Aunque estos marcadores
han sido de gran utilidad, es necesario la implementacion
de una técnica molecular sencilla y econémica como la
PCR-RFLP, que puede llevarse a cabo en el laboratorio
para la correcta diferenciacion de estas especies.

En el presente trabajo se analizaron especimenes
de Anopheles recolectados en localidades ubicadas en
10 departamentos de Colombia con el fin de conocer
la distribucion actual de A. calderoni en regiones
ecologicamente diversas del pais. Ademas, se calcularon
las tasas de picadura y de inoculacion entomologica, y
se determind la infeccion natural por Plasmodium para
lograr una aproximacion a su importancia epidemiologica
en las regiones donde se encuentra presente en Colombia.
Ademas, se caracterizo la region ITS2 y se realizé un
analisis bioinformatico para el disefio de una prueba
molecular que permita su diferenciacion de las otras
especies de la serie Arribalzagia presentes en Colombia.

Materiales y métodos

Losmosquitos Anopheles incluidos eneste estudio fueron
recolectados utilizando atrayente humano protegido. Se
utiliz6 un protocolo y consentimiento informado aprobado
por el Comité de Bioética de la Facultad Nacional de Salud
Publica de la Universidad de Antioquia, Acta numero 063.
Las recolectas se hicieron durante 3 noches consecutivas
en 2 puntos por localidad, entre las 18:00 y 24:00 hr,
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en intra y peridomicilio. Los ejemplares se recolectaron
en localidades de los siguientes 10 departamentos de
Colombia: Antioquia, Choco, Valle del Cauca, Norte de
Santander, Cordoba, La Guajira, Magdalena, Amazonas,
Risaralda y Narifio; entre los afios 2009 y 2015 (tabla 1,
fig. 1A). Para obtener una distribucion mas completa de A4.
calderoni, se incluyen especimenes de trabajos previos del
grupo (tabla 2). Las coordenadas de las localidades donde
se encontrd A. calderoni se posicionaron sobre el mapa de
ecorregiones de la WWF (Olson et al., 2001), utilizando el
Sofware ArcGIS 10.2 (ESRI, 2014).

Los organismos fueron identificados usando la clave
morfologica de Gonzalez y Carrejo (2009) y se confirmé
la identidad de la especie por analisis de secuencias ITS2
y COL Las secuencias de ITS2 se compararon con las
reportadas para esta especie en GenBank y las de 5’COI
en la base de datos Barcode of Life Data System -BOLD,

Tabla 1

lo que corroboré que los ejemplares analizados pertenecen
realmente a 4. calderoni.

Los ejemplares de A. calderoni fueron evaluados
para determinar su infeccion natural por parasitos de
Plasmodium spp. utilizando un ensayo inmunoenzimati-
co (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay- ELISA). Se
analizaron mezclas de las cabezas y el torax de hasta 5
mosquitos de 4. calderoni de la misma localidad, usan-
do anticuerpos monoclonales dirigidos a P. falciparum,
P. vivax VK247 y P. vivax VK210, en platos separados
(Gutiérrez et al., 2008). Los mosquitos positivos se confir-
maron por una segunda ELISA y posteriormente se realizo
una PCR anidada con cebadores especificos para el género
Plasmodium (Gutiérrez et al., 2008, Singh et al., 1999).

La tasa de picadura a humanos (TPH), que indica el
promedio de picaduras de A. calderoni que recibe una
persona en 1 noche, se calculd por periodo de captura

Especies de Anopheles encontradas cohabitando con Anopheles calderoni.

Departamento Municipio Especie n Total
Narifio Tumaco A. albimanus 495 1,078
A. punctimacula 2
A. calderoni 581
Francisco Pizarro A. albimanus 121 179
A. calderoni 58
Risaralda Pereira A. albimanus 114 153
A. triannulatus 12
A. neomaculipalpus 1
A. calderoni 26
Valle del Cauca Cartago A. calderoni 17 17
Riofrio A. albimanus 3 51
A. calderoni 48
Buga A. triannulatus 32 111
A. calderoni 79
Dagua A. calderoni 1 1
Choco Atrato A. apicimacula 3 242
A. nuneztovari 86
A. darlingi 152
A. calderoni 1
Istmina A. darlingi 271 562
A. nuneztovari 288
A. malefactor 1
A. punctimacula 1
A. calderoni 1
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Figura 1. A4, Sitios de colecta de especimenes Anopheles; B, ecorregiones y localidades donde se encontrd Anopheles calderoni.

tomando el total de mosquitos (nf) sobre el numero de
noches de capturas (nc) y el promedio de cebos humanos
(xch) utilizados [TPH = nt/nc/xch]. La tasa de infeccion
(TI) se expres6 como el niimero de mosquitos infectados
por parasitos Plasmodium (ni), sobre el numero total de
mosquitos (nf) capturados a nivel de municipio [TI =
(ni/nt) x100]. Los intervalos de confianza (IC, 95%) se
calcularon bajo el supuesto de una distribucion binomial
utilizando el software EPIDAT, version 3.1 (Hervada et
al., 2004). La tasa de inoculacion entomolégica (TIE),
que indica el nimero de picaduras infectivas que puede
recibir una persona en el transcurso de | afio, se calculd
por municipio tomando el promedio de TPH multiplicada
por 365 dias y la tasa de infeccion [TIE = TPH x 365
x TI] (Gutiérrez et al., 2008; Naranjo-Diaz et al., 2013;
Rosero et al., 2013).

Para confirmar molecularmente a los mosquitos
identificados por morfologia como A. calderoni, se
extrajo ADN a partir del abdomen (Rosero et al., 2010).
Se amplifico la region ITS2 siguiendo las condiciones
previamente estandarizadas (Cienfuegos et al., 2008,
2011; Zapata et al., 2007). Adicionalmente, se amplifico
y secuenci6 el fragmento 5’COI o region codigo de barras
(Gonzélez et al., 2010) en especimenes representativos de

cada localidad para confirmar la asignacion de especie
dada por la region ITS2.

Con el fin de buscar estrategias para la diferenciacion
de A. calderoni de otras especies de la serie Arribalzagia,
se caracterizo la region ITS2 en mosquitos de esta especie
para el disefio de una prueba basada en una PCR-RFLP.
Se analiz6 la secuencia ITS2 en organismos de varias
localidades: Buga (n = 3), Rioftio (n = 3) y Cartago (n =
1) en el Departamento del Valle del Cauca; Pereira (n =
3) en el Departamento Risaralda y Tumaco (n = 5) en el
Departamento Narifio. Se clono, secuencio y analizo laITS2
de estos especimenes. Las secuencias se editaron y anotaron
en Geneious 6.0 (Kearse et al., 2008), y subsecuentemente
se alinearon y compararon con las secuencias reportadas
para A. calderoni de Colombia, HQ622618 y HQ622619
(Gonzalez et al., 2010). Posteriormente, se determiné la
variabilidad inter e intraespecimen. Finalmente, se realizo
un analisis bioinformatico, una restriccion “in silico” de
las secuencias ITS2, utilizando el programa NEBcutter
V 2.0 (Vincze et al.,, 2003). Se usaron las enzimas
disponibles en la plataforma para obtener informacion
preliminar y determinar si 4. calderoni producia patrones
de restriccion que permitieran diferenciarlo de otras
especies de Anopheles.



Y. Galeano-Castarieda et al. / Revista Mexicana de Biodiversidad 90 (2019): 902654

http//doi.org/10.22201/ib.20078706e.2019.90.2654

13 65 6ENY oL «85T0:8Y oL BUBLLL, OIend - My BIsgone) embonuy

13 «S'6V IS oL «OOLVEVE 9L sopondis[es - BLI0JOIA & opeyedy embonuy

14 «L6€°€S0T oL «LTS1S.8T 9L BJI09S B BRI embonuy

1d «COL'LELT o6 «C'8TLY oSL pieds1) elyeq Olojny ueg BQOPIOD

S10T “[e 19 ZoWwon 05T 06 «666'65:S 9L 0Ipa ory SOHUON BQOPIOD
1d «C9TIILLS oL «ISS9ENS obL B[Sy opend 199N embonuy

13 «C06°6C:6 o8 6616V V1 9L TUId 9p o Blueg BIOUS[BA BQOPI0D

1d «STELEE o8 «66L'8.0¥ oSL [edereyoens) SO[IB) ueg embonuy

13 «IS9'ETEY o8 YLV TPSS oSL eymbiy) eLolg BLISJUON BQOPI0D

14 «80T°9€.£€ o8 «9TT8I9C 9L BSOURLY B $91910q1Y embonuy

S10T “[e 30 Zowon «9°€EST o8 Tl 9L BISIAB[[3Y - OAINN O[gand 1[9099N embonuy
S10T “[e 19 ZoWwon 9V ES oC S «66L8CSY 069 uorup) eAsnN poedere], Seuozewry
S10T “I& 19 ZoWwon STl ot S «8'85.5S 069 [T W -9 uy BIone] Seuozewry
S10T “[e 19 ZoWwon «0ST ol «066'65.5€ oEL S9J0IYIY SO SJOIYIY SO Bu[EP3eIN
S10T “Te 19 Zowon «C' 19l ol1 «666°6S.L1 oEL [eml e[mqrq B[nqlq enfeno e
S10T “[e 10 ZoWwon 607 €SST o8 «£6E71C.E€ oCL BSOY BIUES BlnYZ Iopuelieg op 90N
S10T “I8 19 ZoWwon «STI'9TEE o8 «SOLVT.6€ oCL BLIOIIA OUeD nqLL Iopuejueg op 9LON
S10T “[e 39 Zowon «E1SPYT oL «9'1TCS oPL omay 194 ez0ZeIey embonuy
10T “Te 19 zejq-oluereN «CLS'ST1.6T o9 «€99°SE.07 9L Enped ap oojuy ueg apang [9p BISIA embonuy
S10T “& 19 Zowon «L'€6 o8 «E TV EY 9L [ewunie X ogqmf, embonuy
S10T “[e 19 ZoWwon «L8V'61HT o8 «09°L6T 9L oued 19 Bqel[) ap oIpsd ueg embonuy
S10T “& 19 ZoWwon «669°€V.SE oL «£'9S8 LY o¥L e[ide) e oigeq embonuy
13 «8'EV 1€ oS «£'€S9€ 9L BJOSO[ BUO(] - [BUALY oreny 9301)

13 «COVL oS «O6L VT Y 9L oruojuy ueg eurunsy 9304D

13 «9TP.0 oC «665°6€.8€ 8L elIpuoe[es - eAe|d €] OLIeZId 0dsIouel] OUuLeN

10T “e 19 zejq-oluereN «OVCT8Y ol 6651197 8L So[epuld odewun | OuLIeN
S10T “Te 19 Zowon 9859 oF «66L°61 7Y oSL elduoqie] e BIlaIod eplelesty
13 «6'8€.6€ o€ «66C9: 1Y 9L SHNEOTY enge( BONED) [9P 9[[BA

S10T “Te 19 Zowon VSTV o «8'01:5S oSL Sauowiry epusioey oSepe) BONED) [3P I[[BA
S10T “[e 19 ZoWwon «98T°TS6 oF «ESYOLLT 9L [enSer 4 oryory BONED) [9P 9[[BA
S10T “I& 19 ZoWwon «97€ETS o€ «66L°CS.0T 9L 0suog op eunge| edng BONED) [3P I[[BA
BIOUQIQJY (N) pranye] (O) pry18uo] pepIeso] ordroruny ojuowepedog

‘sopezijeue sauawoadsd so] ap e1ouapasold op sapepreso]

[AEICLAR



Tabla 2

Continuacion

Referencia
ET

Latitud (N)
7°37°12.3”

Longitud (O)
75°19°20.3”

Localidad

Municipio

Departamento

Asturias - Campanario

Caceres

Antioquia
Coérdoba
Cordoba
Cérdoba
Cordoba

75° 49°58.599” 7° 55°1.099” Gomez et al., 2015

75° 48°43.873”
76° 5°57.138”

Puerto Anchica -Puerto Nuevo

Montelibano

Gomez et al., 2015

ET
ET

7° 43°50.606”
8°3°16.094”
8°46°45.21”

Juan José

Puerto libertador
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Tuis Tuis

Tierralta

76° 13°31.972”
76° 34°54.9”

El Lim6n - Buenos Aires de las Pavas

Canalete

ET
ET

ET
Naranjo-Diaz et al., 2014

8°39°57.174”

La Mugrosa

San Juan de Uraba

Antioquia

7° 35°35.735”

75°24°3.191”

Santa Clara - El Rayo

Taraza

Antioquia
Choco

5°57°59.172”
3°52°6.114”

76° 44°18.499”
76° 55°35.806”
76° 51°48.389”
75° 27°35.499”

76° 14’177

Puné - Tauchigado

Medio Atrato

Zacarias - Cordoba

Buenaventura

Valle del Cauca

Choco

ET
ET
ET

4° 48°15.523”
8°48°41.4”

Paimado - San Miguel

Medio San Juan

Trementino
EL Palmar

Sahagun

Cordoba
Cérdoba

8° 57°25.7”

Puerto Escondido

Referencia: especimenes de trabajos previos del grupo; ET: especimenes especificos de este trabajo.

Resultados

En algunas localidades donde se detectd A. calderoni
pueden encontrarse cohabitando otras especies del género
Anopheles. Sin embargo, se observa que dependiendo de la
localidad, departamento y ecorregion, las especies con las
que cohabita varian (tabla 1, fig. 1B). En las localidades
del Departamento de Nariflo, A. calderoni es la especie
dominante o la segunda en abundancia después de A.
albimanus. Igualmente, en 2 de las localidades del Valle
del Cauca (Buga y Riofrio), fue la especie mas abundante
durante el muestreo y en las otras 2 (Cartago y Dagua),
solo se detectd A. calderoni, aunque poco abundante. En
las localidades del Departamento de Choco, se observa
una mayor riqueza de especies; en éstas, A. calderoni se
encuentra en bajo nlimero, mientras que A. nuneztovari'y
A. darlingi, que son los vectores primarios de Colombia,
son las que se registraron con mayor abundancia. En las
localidades de los departamentos de Antioquia, Norte de
Santander, Magdalena y Amazonas no se encontraron
especimenes de A. calderoni, pero se detectaron otras
de las especies de la serie Arribalzagia, incluyendo a:
A. malefactor, A. neomaculipalpus, A. punctimacula, A.
mattogrosensis 'y A. peryasuii.

De los 683 ejemplares de A. calderoni evaluados, solo
se detecto 1 infectado con P. falciparum, recolectado en el
municipio de Tumaco (11) (tabla 3). La tasa de infeccion
para el periodo fue de 0.17 %. La tasa de picadura en
humanos mas alta, de 14.7 picaduras por persona por
noche, se registr6 en el municipio de Tumaco para el
mismo periodo en que fue capturado el mosquito infectado
con P. falciparum. Se estimd que una persona puede recibir
3.1 picaduras de A. calderoni infectivas al afio (tabla 3).

Se obtuvieron 38 secuencias ITS2 de A. calderoni, las
cuales tuvieron un 99.6% de similitud con las reportadas
para Colombia en GenBank (Gonzalez et al., 2010). Las
secuencias tuvieron unalongitud de 357 pb. La composicion
nucleotidica promedio fue de 53.5% GC. Se encontraron
21 sustituciones nucleotidicas que constituyeron 20 sitios
polimorficos y 13 variantes, lo que representa una baja
variabilidad intragendmica (tabla 4). No se encontraron
inserciones o deleciones. Los analisis bioinformaticos
mostraron que la enzima Alul, frecuentemente utilizada
para confirmacion molecular de varias especies de
Anopheles (Cienfuegos et al., 2008, 2011), no genera
cortes en la secuencia ITS2 de esta especie. Sin embargo,
se encontraron otras enzimas de restriccion que producen
patrones distinguibles que representan la region ITS2 de
A. calderoni, como es la enzima Haelll; ésta reconoce un
sitio en la secuencia y genera un patron de 2 bandas de
220 pb y 181 pb (fig. 2).
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Infeccion natural por Plasmodium y parametros entomologicos registrados para Anopheles calderoni.

Departamento Municipio Num. dias/CH  Afio/mes de captura n TPH TI TIE
I10) anual
Narifio Tumaco 5/4 2009 junio 3 0.1 0.17% 3.1
Tumaco 6/4 2009 octubre 4 17 (00309
P. falciparum *
Tumaco 6/4.3 2010 enero 90 35
Tumaco 6/4.5 2010 abril 400 14.7
Tumaco 6/4 2015 agosto 56 23
Francisco Pizarro 6/4 2015 agosto 58 24
Risaralda Pereira 4/2 2012 febrero 26 33
Valle del Cauca Cartago 4/2 2012 febrero 17 2.1
Riofrio 32 2012 febrero y marzo 48 8
Buga 4/2 2012 marzo 79 98
Dagua 6/4.3 2015 mayo 1 0.04
Choco Atrato 6/4.5 2015 marzo 1 0.04
Istmina 6/4 2015 noviembre 1 0.04

CH: Cebo humano (promedio); n: numero de A. calderoni evaluados por infeccion natural; TPH: tasa de picadura en humanos por
periodo de captura; TI: tasa de infeccion en Tumaco; IC: intervalo de confianza de la TI; ®: ejemplar positivo para P. falciparum
por ELISA y PCR anidada; TIE: tasa de inoculacién entomoldgica anual para Tumaco.

Tabla 4

Caracterizacion de la region ITS2 en especimenes 4. calderoni.

Cédigo de los especimenes  ITS2 % GC  Transicién Transversion

BUGI13 357 pb 535 N/A N/A

BUG476 357 pb 53.8 A/G (95) N/A

BUG467 357 pb 535 T/C (171) N/A

CAR7 357 pb 534 N/A T/G (266)

PER24 357 pb 53.7 G/A (39), T/C (71),G/A (77), G/A T/A (68), A/T (170), A/T (171), A/T
(99), T/C (169), G/A (202), G/A (336) (315), G/T (335)

PER36 357 pb 53.7 A/G (317) N/A

PER66 357 pb 53.5 N/A N/A

RIO5 357 pb 535 N/A G/T (266), A/T(297)

RIO8 357 pb 53.3 C/T (99) T/G (266)

RIO21 357 pb 532 N/A N/A

T1807 357 pb 53.5 N/A N/A

T1815 357pb 535 N/A N/A

T1973 357 pb 535 N/A N/A

T1965 357 pb 53.4 N/A C/A (3)

T2305 357 pb 53.5 N/A N/A

BUG: Buga, RIO: Riofrio, CAR: Cartago, PER: Pereira, T: Tumaco.

% GC: porcentaje de guanina y citosina.
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Figura 2. Restriccion “in silico” que representa los patrones de
la region ITS2 de A. calderoni digerida con la enzima Haelll.
Se produce un patrén de 2 fragmentos: 220 y 181 pb. Marcador:
representa el marcador de peso molecular.

Discusion

Este estudio provee informacion sobre la distribucion
reciente de A. calderoni en localidades de wvarios
departamentos de Colombia, las cuales comprenden diversas
ecorregiones. De los 10 departamentos muestreados, solo
se detectd A. calderoni en 4, todos ellos ubicados al
occidente del pais. Choco, Valle del Cauca, Risaralda y
Narifio, que comprenden las ecorregiones de Manglares
del Pacifico, Bosque montano, Bosque seco y Bosque
humedo (Encyclopedia of Earth, 2016). La presencia de A.
calderoni en estas ecorregiones puede sugerir su capacidad
de establecerse en condiciones ambientales heterogéneas.

Los resultados demuestran que A. calderoni esta
distribuida al occidente del pais. No se detecto la especie
en localidades al norte, noreste y sur de Colombia. Ademas,
se encontré en mayor abundancia en la municipalidad de

Tumaco, Narifio, al sur la Costa Pacifica, que corresponde
a la ecorregion de Manglares del Pacifico. Un estudio
anterior (Orjuela et al., 2015) indicé que las variables
ambientales de precipitacion y lahumedad relativa explican
la abundancia de la especie, sugiriendo estacionalidad en
cuanto la presencia de A. calderoni (Orjuela et al., 2015),
con mayor abundancia en temporada lluviosa (Naranjo-
Diaz et al., 2014).

En la coleccion del Museo de Entomologia de la
Universidad del Valle (MUSENUV), se encuentran
depositados especimenes de A. calderoni de las costas
atlantica y pacifica de Colombia, e incluso del interior del
pais, como es del Departamento del Tolima (Gonzalez
et al., 2010), comprendiendo regiones con caracteristicas
ecologicas de bosque seco Valle del Cauca, bosque
himedo Magdalena-Urab4, la barrera desértica del Caribe
y bosque montano Valle del Cauca. A diferencia de dicho
estudio, en el presente trabajo, A. calderoni no se detectd
en los muestreos llevados a cabo en los departamentos del
norte, noreste, noroeste y sureste de Colombia. Esto puede
tener varias explicaciones, como la diferencia temporal
entre los muestreos de ambos trabajos, o la época del
afio en que se realizaron las recolectas, sobre todo si se
considera la hipotesis de que 4. calderoni es influenciada
por la estacionalidad (Orjuela et al., 2015). En este
estudio se corrobora la presencia de A. calderoni en varias
localidades de la region pacifica. Ademas, se presenta un
nuevo registro para la localidad Ricaurte, municipio de
Dagua, en el Departamento del Valle del Cauca.

Es de notar que, aunque 4. calderoni no se encontré en
las localidades de los Departamentos de Antioquia, Norte
de Santander, Magdalena y Amazonas, en éstos fueron
encontradas otras especies de la serie Arribalzagia como
A. malefactor, A. neomaculipalpus, A. punctimacula, A.
mattogrosensis y A. peryasuii, las cuales pueden presentar
problemas durante la identificacion por morfologia y
confundirse con A. calderoni (Gémez et al., 2015). Por
ello se realiz6 la caracterizacion de la region ITS2 en 4.
calderoni como una aproximacion inicial, para buscar una
estrategia que permita su diferenciacion con las demas
especies de la serie Arribalzagia. La region ITS2 ha sido
previamente utilizada en una prueba molecular basada en
una PCR-RFLP para diferenciar especies de Anopheles
(Cienfuegos et al., 2008, 2011; Zapata et al., 2007).
Esta prueba es relativamente sencilla de realizar en el
laboratorio y tiene un costo moderado comparado con la
secuenciacion de ADN. La caracterizacion de la ITS2 en
A. calderoni y la realizacion de un andlisis de restriccion
“in silico” indicaron que la enzima Haelll genera cortes
en la region ITS2 de 4. calderoni que producen patrones
que permitirian diferenciar la especie. Se recomienda que
en trabajos futuros se caracterice ITS2 para las demas
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especies de la serie presentes en Colombia para determinar
los patrones de ITS2 de cada una de ellas, y asi establecer
una metodologia que permita la diferenciacion efectiva de
especimenes recolectados en campo.

Adicionalmente, se encontr6 una baja variabilidad en
la ITS2 en los insectos de A. calderoni. La conservacion
de la region ITS2, se ha atribuido al proceso de evolucion
concertada que homogeniza las diferentes copias de la
ITS2 entre los ejemplares de una misma especie (Li y
Wilkerson, 2007). La baja variabilidad en la region ITS2
de A. calderoni indica su utilidad como marcador en una
prueba de identificacion molecular de estas especies.

El analisis de la tasa de picadura y la estimacion
de la tasa de inoculacion entomoldgica revelaron una
alta preferencia de picadura al humano por parte de
A. calderoni. Se estim6 que una persona puede recibir
3.1 picaduras infectivas al afio. Por su comportamiento
antropofilico y el hallazgo de su infecciéon natural por
el parasito, se considera que A. calderoni es un vector
potencial de malaria a nivel local, especificamente en
el sureste del pais (Conde et al., 2015; Naranjo-Diaz et
al., 2014). Aunque la tasa de infeccion para 4. calderoni
reportada en este estudio es de 0.17%, es menor que la
reportada para Pert (0.26%) (Cruz et al., 2004), pero es
mayor a las reportadas para vectores primarios como A.
nuneztovari (0.101%) y A. darlingi (0.087%) (Naranjo-
Diaz et al., 2013). La tasa de picadura en humanos para A4.
calderoni vario ente las localidades (0.04 - 14.7 picaduras
por noche),y la mayor tasa se registré para Tumaco en
Narifio (14.7 picaduras por noche). Aunque esta tasa es
considerada alta, se han reportado tasas de picadura aun
mas altas en el Departamento del Valle del Cauca (55.7 -
65.8 picaduras por noche) (Lucumi et al., 2011). Por ello,
en caso de tratarse de un vector local, la presencia de A.
calderoni supondria un alto riesgo de transmision de la
malaria. Por todo ello, se recomienda realizar estudios
futuros que brinden informacion sobre la biologia e
importancia epidemioldgica de 4. calderoni con el fin de
implementar intervenciones de control vectorial dirigidas.
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