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La identificacion correcta de las hembras es esencial para el éxito de cualquier estudio de
epidemiologia, resistencia a insecticidas o de control de vectores. En el departamento del
Putumayo, en el sur de Colombia, la transmision de malaria continta siendo un problema, a
pesar de la ausencia de los vectores principales de Latinoamérica (Anopheles darlingi Root,
Anopheles nuneztovari Gabalddn, Anopheles albimanus Wideman, Anopheles trinkae Faran)
en esta regidn. Se recolectaron. con cebo humano, hembras de Anopheles y se encontré una
variante morfolégica de Anopheles benarrochi, que en su estadio adulto facilmente se confunde
con Anopheles oswaldoi. La identificacion de hembras de Anopheles, particularmente del
subgénero Nyssorhynchus, es en general notoriamente dificil debido a la superposicién de
caracteres morfolégicos en el estadio adulto; por tanto, las colecciones deben estar ligadas a
la cria de material asociado para identificar correctamente las especies. Esto requiere tiempo
y es dificil de obtener en muchas ocasiones. Se presenta un método indirecto de identificacion
de las especies A. benarrochi, A. oswaldoi y Anopheles rangeli del sur de Colombia usando la
morfologia de los huevos de hembras silvestres. Los huevos de A. rangeli y A. benarrochi se
diferencian por la corona anterior, la cual es apical en A. rangeli y con paredes altas, mientras
que en A. benarrochi es ventral y con paredes mas cortas. Esta corona esta ausente en A.
oswaldoi. Estas diferencias fueron obvias incluso bajo un microscopio de luz, lo que hace
posible una identificacion correcta de estas especies en condiciones de campo. Se muestra
cémo la observacion de la morfologia de los huevos puede permitir la determinacion taxonémica
correcta, aunque indirecta, de estas tres especies de Nyssorhynchus encontradas en el sur de
Colombia, el cual puede ser util también en otras regiones de Latinoamérica, en donde se
encuentre la variante morfolégica de A. benarrochi en simpatria con A. oswaldoi.
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Egg morphology as an indirect method to identify Anopheles benarrochi, Anopheles
oswaldoi and Anopheles rangeli (Diptera: Culicidae)

In the Department of Putumayo in southern Colombia, malaria transmission has continued in
the absence of the 4 traditional Latin American vector species - Anopheles darlingi, Anopheles
nuneztovari, Anopheles albimanus or Anopheles trinkae. Human bait collections yielded
Anopheles mosquitoes and a morphological variant of Anopheles benarrochi, the adult females
of which can easily be misidentified as Anopheles oswaldoi. Species identification of females
of Anopheles in the subgenus Nyssorhynchus is generally difficult due to overlapping
morphological characters; therefore, progeny of field collected females were link-reared to
assess species identity. Herein a robust method is presented to identify the species Anopheles
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benarrochi, Anopheles oswaldoi and Anopheles rangeli from southern Colombia, using the
morphology of the eggs induced from wild-caught females. Eggs of A. rangeli and A. benarrochi
were differentiated on the basis of the anterior crown. In A. rangeli, this feature is positioned
apically with high walls. In A. benarrochi, anterior crown is positioned more ventrally with
comparatively shorter walls. No crown is present in A. oswaldoi. These differences are clear
with the aid of a dissecting microscope and make accurate species determination possible
even in field conditions. Egg morphology is shown to be an accurate, albeit indirect, method for
the taxonomic determination for the three southern Colombian species and may also be useful
in other regions of Latin America where the morphological variant of A. benarrochi is sympatric

with A. oswaldoi.

Key words: Nyssorhynchus, eggs, Anopheles, Colombia, scanning electron microscopy.

Los estudios mas completos sobre los mosquitos
Anopheles del Neotrépico pertenecientes al
subgénero Nyssorhynchus se reportan en Faran
(1), Faran & Linthicum (2) y Linthicum (3). Estas
publicaciones contienen las claves taxonémicas
mas usadas. Algunas especies de este subgénero
muestran una variacion intraespecifica y
superposicién interespecifica de caracteres
morfolégicos en el estadio adulto, principalmente
hembras, y en la pupa, que hacen dificil su
identificacion usando estas claves y se pueden
producir identificaciones erréneas (4). Faran (1)
menciona que las genitalias masculinas y la
guetotaxia de las larvas ofrecen las
caracteristicas mas confiables para una correcta
determinacién de estas especies. Por esta razon,
es importante basar la identificacion de especies
en estados de vida asociados, pero estas crias
demandan tiempo y algunas veces son dificiles
de realizar en condiciones de campo.

En estudios epidemiolégicos y de control de
vectores es indispensable realizar la identificacion
de una forma rapida y correcta, de hembras de
mosquitos antropofilicos. Es justamente en este
estadio en el que se hace dificil una correcta
identificacion, principalmente de hembras del
subgénero Nyssorhynchus. A pesar de que
muchas especies se han identificado con éxito
utilizando la morfologia de sus huevos, incluyendo
miembros de complejos de especies como el
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complejo Anopheles maculipennis Meigen (5), los
estudios de Faran (1), Faran & Linthicum (2) y
Linthicum (3) no involucran los caracteres de los
huevos como herramientas para la identificacion
de especies. La observacion de la morfologia de
los huevos de hembras silvestres que ovipositan
en el laboratorio, junto con la morfologia de las
madres, podrian ser herramientas Utiles para una
correcta identificacibn de especies de
Nyssorhynchus.

El potencial de la microscopia electrénica de
barrido (MEB) para elucidar caracteres diagndéstico
en huevos de Anopheles fue reconocido por Hinton
(6). La MEB se ha convertido, cada vez con mayor
frecuencia, en una herramienta importante al
generar informacion de las estructuras de los
huevos. Los estudios detallados de las células
coriénicas, densidad y estructura de los tubérculos
de la superficie ventral y detalles de los flotadores
por medio de la MEB permiten el analisis de
caracteristicas ultrastructurales para poder hacer
comparaciones entre especies y poblaciones (7).
Utilizando la MEB, se han descrito los huevos de
12 de las 16 especies de la Seccion Albimanus
del subgénero Nyssorhynchus (8), estas especies
son: Anopheles albimanus Wiedemann (9); Anoph-
eles aquasalis Curry (10, 11), Anopheles
benarrochi Gabaldén, Cova Garcia & Lopez,
Anopheles dunhami Causey, Anopheles konderi
Galvao & Damasceno, Anopheles oswaldoi
(Peryassu), Anopheles nuneztovari Gabaldéon (12);
Anopheles rangeli Gabaldon, Cova Garcia & Lopez
y Anopheles trinkae Faran (como A. dunhami)(13);
Anopheles rondoni (Neiva & Pinto) (14); Anoph-
eles strodei Root, Anopheles triannulatus Neiva &
Pinto (7), Anopheles galvaoi Causey, Deane &
Deane y Anopheles evansae (Brethes) (15).
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Faran (1) y Faran & Linthicum (2) reportaron A.
evansae con una distribucion restringida a Brasil,
Bolivia y Argentina. Sin embargo, hay reportes de
A. evansae en varias localidades de Colombia
recolectados en cebo humano o en trampa
Shannon (16-20). En el departamento del
Putumayo, A. evansae y A. rangeli se han
reportado como las especies mas antropofilicas
(21), junto con A. oswaldoi (22). Usando las claves
de Faran (1) y Faran & Linthicum (2), algunos
adultos hembras de Putumayo concuerdan con
las descripciones de adultos hembras de A.
evansae, pero difieren en otros estadios (4). En
esta regién se encontré una variante morfolégica
de A. benarrochi, la cual en su estadio adulto es
similar a las descripciones de las hembras de A.
evansae y probablemente los registros de A.
evansae de Putumayo corresponden realmente a
A. benarrochi. Algunos ejemplares de A.
benarrochi en Putumayo se pueden confundir
tambien con A. oswaldoi (4). La identidad de los
especimenes identificados como A. evansae
procedente de otras areas de Colombia generan
dudas ya que podrian corresponder también a esta
variante morfoldgica de A. benarrochi.

En unarevision llevada a cabo por Ferro (16) y en
reportes internos del antiguo Servicio de
Erradicacién de Malaria y unidades locales de
salud de Putumayo, A. evansae (como Anoph-
eles noroestensis) se reporta como la especie
responsable de transmisién de malaria en
Putumayo. Sin embargo, esto se ha basado
solamente en su alta frecuencia de picaduras a
humanos, sin evidencia de su infectividad natural
con Plasmodium. Los vectores tradicionales de
malaria en Latinoamérica no se han reportado en
Putumayo. A. darlingi s6lo se registra en el
municipio de Puerto Leguizamo. A. trinkae, quien
se ha incriminado como vector en un area vecina
al Putumayo, en Pert (23), no se ha reportado en
Putumayo. La presencia de A. nuneztovari se
reporta en 1960, pero no hay reportes después de
ese afio. A. nuneztovari es un vector reconocido
de malaria en Colombia (24), Per( (23) y Venezu-
ela (25,26). Dadas las dificultades de diferenciar
hembras adultas de Nyssorhynchus (1),
particularmente entre A. trinkae, A. rangeli, A.
oswaldoi, A. evansae, A. nuneztovari, especial-
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mente, el morfotipo Il descrito en Venezuela (27),
y la variante morfologica de A. benarrochi, se
podria pensar que especies vectoras como A.
nuneztovari o A. trinkae pudieran estar presentes
en Putumayo y debido a la dificultad de discriminar
las especies del subgénero Nysshorhynchus a
partir de hembras, estuvieran erroneamente
identificadas. Para incriminar las especies
responsables de la transmision en Putumayo es
esencial primero identificar correctamente las
especies antropofilicas de la region.

Este estudio se realizé para evaluar si las
caracteristicas de los huevos podian ser utilizadas
para facilitar una identificacién acertada de
hembras silvestres de las especies A. benarrochi
y A. oswaldoi, principalmente. Se incluy6 tambien
A. rangeli por hacer parte de las especies con
més antropofilia en Putumayo.

Metodologia

Se recolectaron hembras de Anopheles con cebo
humano en las localidades de Lisberia y La
Manuela del municipio de Puerto Asis,
departamento de Putumayo, entre febrero de 1999
y julio de 2001. Las hembras se alimentaron con
sangre colocandolas sobre ratén o curi y se
transportaron vivas al Laboratorio de Entomologia
del Programa de Estudio y Control de
Enfermedades Tropicales (PECET) de la
Universidad de Antioquia en vasos de icopor. Sobre
cada vaso se colocé una solucién de glucosa al
5% y se mantuvieron en el insectario por 2 0 3
dias antes de inducir la oviposicion. Para la
induccion de la postura, se procedié a adormecer
cada hembra colocandola dentro de un frasco que
contenia en el fondo una mota de algodén con
acetato de etilo. Cada hembra se coloco sobre agua
destilada en un pequefio vaso de plastico después
de remover con pinzas un alay una pata posterior.
Cuarentay ocho horas después de la oviposicién,
se colocaron aproximadamente 20 huevos por
hembra en glutaraldehido al 2% y se guardaron a
5°C. Elresto de los huevos de cada vaso fue criado
hasta adulto. Las pieles asociadas de larva'y pupa
se guardaron en etanol al 80% y el respectivo
adulto se mont6 en alfiler para identificaciéon
taxondémica. También se realizaron montajes de
genitalias masculinas. La identificacion de la
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especie se realizé observando la morfologia de
los huevos y se confirmé examinando las pieles
de larva, pupa, adulto y genitalia masculina de la
progenie de la misma familia, segun las
descripciones y clave de Faran (1). Ademas, se
realizé una determinacién de especies de cada
familia basado en similaridades de las secuencias
de ITS2 con secuencias disponibles en el
GenBank (datos no mostrados).

Para microscopia electrénica y obtencion de
medidas detalladas de las caracteristicas de los
huevos se seleccionaron muestras de 5 familias
de cada especie, con la excepcion de A. oswaldoi
de los cuales sélo dos familias se encontraron en
condiciones lo suficientemente buenas para ser
fotografiadas. Los huevos destinados para
fotografia se deshidrataron en gradientes de
alcohol de 30% al 100%, se llevaron a secado de
punto critico con CO, y se recubrieron con oro-
paladio. Los huevos se observaron en un
microscopio electronico Hitachi S-510 del Instituto
de Biologia de la Universidad de Antioquia.
Algunas muestras adicionales se procesaron y
examinaron en el Museo de Historia Natural de
Londres.

Resultados

Con base en la morfologia de los huevos se
identificaron tres especies: A. rangeli (38 familias),
A. oswaldoi (35 familias) y A. benarrochi (268
familias). Estas tres especies presentan huevos
con caracteristicas tan diferentes entre ellas, que
facilitaron notablemente la identificacién,
principalmente entre A. benarrochiy A. oswaldoi.
Para la observacion de las caracteristicas de los
huevos fue suficiente un microscopio de luz, lo
gue es de gran importancia y utilidad practica. Es
necesario resaltar que fue necesario iluminar el
campo por encima, colocando una ldmpara con
la luz hacia el portaobjetos y disminuir la intensidad
de la luz en la base del microscopio.

Las caracteristicas por las que se pudieron
diferenciar los huevos de estas tres especies
fueron: en A. rangeli una caracteristica diagnéstico
es la presencia de una corona circular con paredes
altas en la terminacion anterior del huevo. La
morfologia de los huevos de A. rangeli de
Putumayo (figura 1A) coincide con las
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descripciones para esta especie de Linley &
Lounibos (13).

Los huevos de A. benarrochi (figura 1B) presentan
similarmente una corona circular, pero en posicion
ventral y de paredes mas cortas que los huevos
de A. rangeli. Esta caracteristica junto con la
forma de las células dorsales, las cuales se
muestran agrupadas y perforadas con poros,
distinguen a A. benarrochi de otras especies de
Nyssorhynchus. La morfologia de los huevos de
A. benarrochi coincide con las descripciones de
Lounibos et al. (7).

Los huevos de A. oswaldoi se caracterizan por
presentar un borde pequefio alo largo de la parte
interna de los flotadores como se muestra en la
figura 1C, no presentan corona, caracteristica que
permite diferenciar A. oswaldoi de A. rangeliy A.
benarrochi. Los huevos de A. oswaldoi coincidieron
con la descripcion de Lounibos et al. (7).

En el cuadro 1 se muestran algunas mediciones
de los huevos, en donde se evidencia la ausencia
de corona de A. oswaldoi, que permite diferenciar
los huevos de A. oswaldoi de los huevos de A.
rangeli y A. benarrochi. Entre estas dos ultimas
especies, tanto el ancho como la altura de la pared
de la corona anterior permiten su separacion.
Discusion

En estudios epidemioldgicos o en evaluaciones
de métodos de control de malaria, es necesario
identificar las especies de Anopheles correcta-
mente. En situaciones en donde la identificacion
de hembras de Anopheles no es facil, como es el
caso de algunas de las especies del subgénero
Nyssorhynchus, esta identificacion puede
realizarse indirectamente permitiendo que las
hembras realicen su ovipostura y examinando la
morfologia de los huevos. Este estudio muestra
gue las especies A. rangeli, A. oswaldoi y la
variante morfologica de A. benarrochi en el sur de
Colombia (4) se pueden identificar claramente
basados en la morfologia de los huevos. Este
método puede ser muy util debido a la gran
variabilidad interespecifica y superposicién de
caracteres entre A. benarrochi y A. oswaldoi en
sus estadios adultos (4). El personal de las
unidades locales de salud de entomologia puede
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A) Anopheles rangeli B) Anopheles benarrochi

C) Anopheles oswaldoi

Figura 1. Huevos de: A) Anopheles rangeli, B) Anopheles benarrochi y C) Anopheles oswaldoi de hembras recolectadas
picando humanos en el departamento de Putumayo, Colombia.

Cuadro 1. Comparacion de los promedios y rangos de las caracteristicas de los huevos de Anopheles rangeli, Anopheles

benarrochi y Anopheles oswaldoi. Medidas en micras (p).

Caracteristicas n A. rangeli n A. benarrochi n A. oswaldoi
Longitud (L) 95 476,90 + 2,40 80 463,30 + 2,60 2 404,70 + 18,7
Ancho promedio (A) 95 147,70 + 1,60 80 138,60 + 1,75 2 158,80 + 19,2
Razén L/A 95 3,30 + 0,05 80 3,40 + 0,05 2 2,50+ 0,19
Ancho anterior 93 138,80 + 2,50 80 130,10 + 2,70 1 128,40
Ancho posterior 93 53,10 + 1,60 80 51,40+ 1,70 1 41,20
Longitud de los flotadores 93 358,50 + 4,80 80 358,10 + 5,30 2 340,80+ 1,1
% de los flotadores 92 75,40 + 0,90 80 77,30+ 1,10 2 84,40 + 4,1
No. surcos en los flotadores 92 35,20 + 0,30 77 32,80 + 0,40 2 3500+ 1
Ancho de los surcos 92 10,60 + 0,10 77 10,90 + 0,10 2 9,70 + 0,03
Distancia entre los flotadores 84 40,40 + 1,70 64 40,70 + 1,90 NA

y la corona anterior
Ancho de la corona anterior 90 52,00+ 1,40 68 35,10 + 1,60 NA
Altura de la pared de la 92 36,20 + 0,60 68 15,50 + 0,70 NA

corona anterior

(NA: no aplica por no presentar corona anterior)

implementar las colecciones de mosquitos y la
posterior obtencion de sus huevos, particular-
mente en regiones en donde se reporta la
presencia de A. evansae, A. oswaldoi o A.
benarrochi para corroborar las determinaciones
realizadas basadas solamente en la morfologia
de hembras adultas. La posibilidad de observar
las caracteristicas en los huevos por medio de
un microscopio de luz facilita una identificacion
correcta de estas especies en condiciones de
campo. Aungue se han publicado pocas claves
para huevos de Anopheles, las existentes proveen
suficientes ilustraciones y descripciones para
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permitir su uso por funcionarios de salud en campo
(6, 28). Seria deseable, sin embargo, elaborar una
clave para huevos de Anopheles de Colombia.

En algunas especies del subgénero Nyssorhyn-
chus, la morfologia de los huevos no permite
diferenciar entre especies, debido a que algunas
especies presentan un alto nivel de variabilidad
morfolégica en este estadio, o los huevos
presentan similaridades con los de otras especies
bajo el microscopio de luz. Por ejemplo, para la
especie A. strodei, se ha reportado la existencia
de variacion intraespecifica (29) en la morfologia
de los huevos, y huevos de varias especies pueden
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ser indistinguibles al observarlos en un
estereoscopio 0 microscopio de luz, como son
las especies A. nuneztovari y A. albimanus, los
cuales presentan una morfologia similar, o A.
oswaldoiy A. konderi, entre otras. Por esta razoén,
Delgado & Rubio-Palis (27) expresan la poca
confiabilidad al usar solamente caracteristicas de
los huevos para identificacién de especies. Sin
embargo, en este estudio la observacién de los
huevos permitio realizar una identificacién rapida
y corroborar las identificaciones de las hembras
aisladas para cria de isofamilias de las especies
A. rangeli, A. oswaldoi y A. benarrochi de
Putumayo. La morfologia de los huevos, junto con
las caracteristicas de sus estadios asociados:
larva, pupa, genitalia masculina y adulto,
permitieron descartar la presencia de otras
especies de Nyssorhynchus, de las cuales se
sospechaba o se habia mencionado su presencia
en esta region en reportes internos de DASALUD
Putumayo entre las que se cuenta A. nuneztovari,
A. trinkae y A. evansae. Cabe anotar que en 3
afos de recolecciones no se encontro evidencia
de su presencia en Putumayo. Estas especies
presentan caracteristicas en todos sus estadios
gue las diferenciarian de A. benarrochi, A.
oswaldoi y A. rangeli (1,2). Particularmente en los
huevos, las caracteristicas mas notorias y visibles
bajo el microscopio para diferenciar A. trinkae de
las especies antes mencionadas son el tamafio
de los flotadores; en A. trinkae son mas grandes
gue en A. rangeli, la presencia de una corona,
similar a la de A. rangeli, pero sobresaliendo el
apice del huevo por el centro de la corona. Una
descripcién detallada de la morfologia de los
huevos de A. rangeli y A. trinkae (como A.
dunhami) la realizaron Linley y Lounibos (13). A.
nuneztovari se podria confundir en su estadio
adulto con A. trinkae, A. benarrochi o A. rangeli
(1,2); sin embargo, sus huevos presentan
diferencias que permiten una facil separacion como
es la ausencia de la corona en los huevos de A.
nuneztovari mientras que A. trinkae, A. benarrochi
y A. rangeli presentan esta corona. Una completa
descripcién de los huevos de A. nuneztovari la
realizé Linley et al. (12). Aunque se ha descrito
una variabilidad en las células coriénicas en huevos
de A. nuneztovari, esta variabilidad es notable s6lo
bajo microscopia electrénica (12). Los adultos de
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A. evansae se pueden confundir con la variante
de A. benarrochi encontrada en Putumayo,
similarmente los huevos de estas dos especies
permiten su facil separacion; la diferencia mas
evidente es la presencia de la corona en A.
benarrochi y su ausencia en A. evansae, entre
otras diferencias en los estadios inmaduros y geni-
talia masculina. Una reciente descripcion de los
huevos de A. evansae larealizé Salum et al. (15).

A. benarrochi se menciona con una amplia
distribucién no sélo en Colombia, sino también
en paises vecinos como Peru y Brasil (1,30). En
Colombia se registra principalmente en la region
de la Orinoquia de los Llanos Orientales de
Colombia (1,31). Sin embargo, esta especie no
se menciona en reportes locales recientes de las
diferentes secretarias de salud. Segun las
descripciones de Faran (1), las hembras adultas
de A. benarrochi son muy similares a las de A.
aguasalis y A. strodei. Inclusive en la descripcién
original de esta especie Gabaldén et al. (32)
mencionan que los adultos hembras son
imposibles de distinguir de A. strodei, A.
nuneztovari o A. rangeli. El hallazgo de una
variante morfoldgica de A. benarrochi que hace
gue sus hembras sean indistinguibles de A.
oswaldoi en Putumayo, utilizando las claves
disponibles, fue una observacion interesante que
dificulta alin mas su determinacién taxonémica a
partir de hembras. Al parecer, las claves en uso
para el subgénero Nyssorhynchus (1,2,33) no
permiten una correcta identificacién de los adultos-
hembras de esta especie en el sur de Colombia,
amenos que se disponga de estadios asociados.
Debido a esta dificultad con las claves, es probable
gue A. benarrochi esté siendo incorrectamente
identificada en otras areas del pais y paises
vecinos. La identificacién de A. benarrochi en
Putumayo se realiz6 con base en la morfologia
de los huevos y las caracteristicas de sus larvas,
pupas y genitalias masculinas (4) asi como por
secuencias de ADN (datos no mostrados) de
progenies de isofamilias. Sin embargo, es dificil
realizar todas estas actividades en las diferentes
regiones del pais y es necesario disponer de una
alternativa mas facil para la correcta identificacion
de las especies, particularmente en regiones
donde se reporta la presencia de A. evansae y A.
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oswaldoi, los cuales podrian corresponder a A.
benarrochi.

En este trabajo se muestra la utilidad de usar la
morfologia de los huevos, obtenidos a partir de la
recoleccion de hembras silvestres individualizadas,
como un método relativamente sencillo, el cual
puede ser realizado en el campo y que permite
identificar o confirmar la identificacion de algunas
especies de Anopheles en su estadio adulto,
particularmente para identificar A. benarrochi en
regiones donde se registra A. evansae o A.
oswaldoi. Este método puede permitir una
determinacion taxondémica correcta, aunque
indirecta, de A. benarrochi, A. oswaldoi y A. rangeli
en el sur de Colombia, el cual puede ser dutil
también en otras regiones de Latinoamérica, en
donde se encuentre la variante morfoldgica de A.
benarrochi en simpatria con A. oswaldoi.
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