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Articulo

Analisis morfométrico soporta la presencia de Anopheles (Nyssorynchus) albitarsis F
(Diptera: Culicidae) en Venezuela, importante vector de los parasitos malaricos

Morphometric analysis supports the presence of Anopheles (Nyssorynchus) albitarsis F
(Diptera: Culicidae) in Venezuela, important vector of malaria parasites
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Resumen

Recientemente se ha confirmado la amplia distribucién geografica en Venezuela de Angpheles albitarsis F, especie del Complejo Albitarsis
atn no descrita formalmente. Los estudios morfométricos son fundamentales para la elaboracion de claves graficas para la determinacion
de especies. A fin de contribuir a la caractetizacion motfoldgica de A. albitarsis F de Venezuela con base en alas y patas posteriores de
poblaciones naturales de adultos, se realiz6 un estudio de morfomettia tradicional de mosquitos recolectados en cuatro localidades
en focos malaricos del estado Bolivar y en una localidad del estado Guarico, en el centro del pafs. El estudio se complementé con el
analisis y comparacién de los mismos caracteres morfoldgicos en especimenes de A. albitarsis, A. deaneorum, A. janconnae, A. marajoara
y A. oryzalimnetes, depositados en la coleccion de Walter Reed Biosystematics Unit, Smithsonian Institution, USA. Se confirmé como
caracter diagndstico la raz6n longitud de la mancha prehumeral oscura de la vena Costa del ala dividido entre la longitud de la mancha
humeral clara (PHD/HP) para separar las especies analizadas (p < 0,0001). El cardcter longitud de la mancha basal oscura del tarsémeto
posterior 2 dividido entre la longitud del tarsémero postetior 2 (DS-IIT,/Ta-III) mostrd diferencias significativas (p < 0,0001) que
permiten separar todas las especies, excepto para . deaneornm. El presente estudio respalda la presencia de A. albitarsis T en Venezuela,
siendo posible separar este linaje mitocondrial de las demas especies del Complejo con base en los caracteres diagndsticos en las alas
PHD/HP y en las patas DS- 111 /Ta-IL,.

Palabras clave: Caricter diagnostico, Complejo Albitarsis, hembras, morfometria tradicional.

Abstract

The wide distribution of Awnagpheles albitarsis F in Venezuela has been confirmed recently, a species of the Albitarsis Complex yet to
be formally described. Morphometric studies are essential to develop illustrated keys for species identification. To contribute to the
motphologic characterization of Angpheles albitarsis F from Venezuela, a traditional morphomettic analysis was conducted based on
the wings and hind legs of natural adult populations of mosquitoes collected in 4 localities in the malaria foci of Bolivar State and
one population from Guarico, in the center of the country. The study was complemented with the analysis and compatison among
the same morphologic characteristics in the identified species of the Complex: A. albitarsis, A. deaneornm, A. janconnae, A. marajoara and
A. oryzalimnetes, deposited in the collection of the Walter Reed Biosystematics Unit, Smithsonian Institution, USA. The length of pre-
humeral datk spot divided by the humeral spot (PHD/HP) on wing Costal vein was confirmed as a valid diagnostic charactetistic to
separate the species analyzed (p < 0,0001). The length of the basal dark spot on hind tarsomere 2 divided by the length of tarsomere 2
(DS-II1,/Ta-1I1) showed significant differences (p < 0,0001) making it possible to separate all species except A. deaneornm. This study
supports the presence of A. albitarsis F in Venezuela; it is possible to separate this mitochondrial lineage from the other species within
the Complex based on the diagnostic characters on the wings PHD/HP and on the legs DS- TIT,/Ta-TIL.

Additional keywords: Albitarsis Complex, diagnostic character, females, traditional morphometry.
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Introduccion

Recientemente se ha confirmado la amplia distribucién
geografica de Anagpheles (Nyssorbynchus) albitarsis Fen
Venezuela, en Colombia al este de la Cordillera Oriental
y en la isla de Trinidad (Zufliga ez a/ 2021). Este linaje
mitocondrial fue identificado por primera vez en Puerto
Carrefio, Vichada, Colombia, con base en los marcadores
moleculares white gene, IDNA-ITS2 (Brochero ez al. 2007)
y secuencias de ADN citocromo oxidasa ¢ I mitocondrialmente
codificada (MT-COT) (Ruiz-Lopez et al. 2012).

Hasta el presente, se considera que el Complejo Albitarsis
estd integrado por cinco especies formalmente descritas:
A. albitarsis Lynch-Arribalzaga, 1878, A. marajoara Galvao
y Damasceno, 1942, A. deaneornm Rosa-Freitas, 1989,
A. oryzalimnetes Wilkerson y Motoki, 2009 y A. janconnae
Wilkerson y Sallum, 2009 y, cinco especies putativas con
base en estudios moleculares: A. albitarsis F (Brochero
et al. 2007), A. albitarsis G (Krzywinski ez al. 2011,
Ruiz-Lopez et al. 2012), A. albitarsis 1 (Gutiérrez et al.
2010, Ruiz-Lépez et al. 2012), A. albitarsis H (Ruiz-Lépez
et al. 2012) and A. albitarsis | (Motoki et al. 2021). Ruiz-
Lopez et al. (2012) y Foley et al. (2014) han encontrado
restricciones geograficas en la distribucién de estas
especies, evidenciandose que las especies A. albitarsis F,
A. albitarsis 1, A. janconnae y A. marajoara se encuentran
al norte del rfo Amazonas, mientras las demas especies
al sur de este.

Estudios morfométricos previos de 12 poblaciones de
Venezuela de _A. albitarsis sensu lato, asi como analisis
molecular (RAPD-PCR) de una poblacién de Calabozo,
estado Guarico concluyeron que A. marajoara era la unica
especie del Complejo Albitarsis presente en Venezuela
(Rubio-Palis ¢ al. 2003). Sin embargo, posteriormente
se ha confirmado, con base en estudios moleculares
utilizando ADN MT-CO7,la presencia de A. albitarsis F en
los estados Bolivar, Cojedes, Guatico, Portuguesa y Zulia
(Ruiz-Lopez et al. 2012, Rubio-Palis e a/. 2013a, Ziiga
et al. 2021). Ademas, en el estado Zulia se ha reportado
en simpattia con A. albitarsis 1, linaje mitocondrial que se
extiende hacia el norte de Colombia en los valles entre
las Codilleras Central y Oriental (Gutiérrez e al. 2010,
Ruiz-Loépez ¢t al. 2012, Gémez et al. 2013). Zuhiga et
al. (2021) sugieren que todos los informes previos sobre
distribucién geografica, bionomia e incriminacién como
vector de los parasitos malaticos de A. albitarsis 5./ y/o

A. marajoara corresponden a estas dos especies putativas,
las cuales ain no se han descrito formalmente.

Los estudios morfométricos han contribuido a la
elaboracion de claves graficas para la determinacién
especifica de anofelinos y para determinar variaciones
intra e inter-poblacionales (Rubio-Palis 1998, Rubio-
Palis 2000, Gonzélez y Carrejo 2010, Pacheco ef 4.
2017, Sallum ez @l 2021). A fin de contribuir a la
determinacion de .A. albitarsis F de Venezuela con base
en caracteres morfolégicos de las alas y patas postetiores
de poblaciones naturales de adultos, se realiz6 un estudio
de morfometria tradicional de mosquitos recolectados
en cinco localidades, cuatro de ellas en focos calientes de
transmision de malaria en el estado Bolivar (Grillet e 4/.
2021) donde se ha incriminado como importante vector
de los parasitos malaricos (Motreno e a/. 2009) y una del
estado Guarico. Ademas, se analizaron y compararon
los mismos caracteres morfolégicos en especimenes de
A. albitarsis, A. deaneornm, A. janconnae, A. marajoara y A.
oryzalimnetes, depositados en la coleccion de Walter Reed
Biosystematics Unit (WRBU), Smithsonian Institution,
Museum Support Center, Suitland, Maryland, USA.

Materiales y métodos

Areas de estudio

Seseleccionaroncincolocalidades paralarecoleccién
de larvas y hembras adultas de mosquitos, cuatro
en areas endémicas de malaria en el estado Bolivar
(municipios Sifontes y Sucre) y una localidad del
estado Guarico (Tabla 1), donde actualmente se
han registrado casos de malaria, pero no se cuenta
con informacién entomolégica reciente.

En el estado Guarico, se selecciond la parcela #14
de El Rastro, ubicada a 14 km del centro de la ciudad
de Calabozo, municipio Francisco de Miranda vy
caracterizada, al igual que las demas de la zona, por
estar dedicada al cultivo de arroz. Recientemente se
ha confirmado la presencia de A. albitarsis F en esta
localidad (Zufiiga ez al. 2021).

En el estado Bolivar, municipio Sucre, se seleccioné la
localidad de Jabillal, la cual ha sido previamente descrita
(Rubio-Palis eza/. 2010, Rubio-Palis ez /. 2013b) y donde se
ha confirmado la presencia de A. albitarsis F (Rubio-Palis
et al. 2013a). En el municipio Sifontes se seleccionaron
tres localidades cuyas caracteristicas demograficas,
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geograficas y climaticas han sido ampliamente descritas
(Moreno et al. 2014): Tumeremo, area urbana capital
administrativa del municipio de aproximadamente 38 mil
habitantes; San Rafael, localidad minera de oro ubicada
en la parroquia Dalla Costa a 60 km al sur de Tumeremo
y Las Cristinas, principal area minera y foco caliente de
malaria del municipio ubicada en la parroquia San Isidro
a 130 km en linea recta al sur de Tumeremo.

Recoleccion de mosquitos

Las hembras adultas fueron recolectadas por los
investigadores e inspectores de Salud Pablica del MPP
Salud asociados al Programa de Control de Malaria,
por lo cual no fueron necesarios permisos especiales,

ni consideraciones éticas. Previo a las recolecciones,
se solicitaba el permiso de los propietarios y se
explicaba el tipo de actividad a realizar. Siempre
que fue posible se recolectaron larvas, utilizando
las técnicas previamente descritas por Moreno ef .
(2015) y Rubio-Palis (2015), se criaron hasta adultos
o se alimentaron hembras recolectadas para la
obtencion de isofamilias. A fin de establecer caracteres
diagnésticos en hembras adultas que permitan
diferenciar las especies del Complejo Albitarsis, se
analizaron hembras formalmente identificadas como
A. albitarsis, A. deaneornm, A. janconnae, A. marajoara y
A. oryzalimnetes depositadas en la coleccion del WRBU,

Smithsonian Institution, USA (Tabla 2).

Tabla 1. Ubicacién geografica de las poblaciones de Angpheles albitarsis F analizadas de Venezuela.

Estado Localidad Fecha Coordenadas Altitud (m)
Guirico Calabozo (finca El Rastro) 2016 lat 08°04’'N, long 67°24°W 101
Bolivar Jabillal 2014 lat 07°03°N, long 64°58°W 46
Bolivar San Rafael (mina L.a Camorra) 2014 lat 06°47°N, long 61°34°W 127
Bolivar Las Cristinas (mina Mesones) 2016 lat 06°12°32”N, long 61°28726”W 153
Bolivar Tumetremo 2015 lat 07°14°50”N, long 61°20°54”W 270

Tabla 2. Material examinado de las cinco especies del Complejo Albitarsis depositadas en la coleccién del Walter Reed Biosystematics
Unit (WRBU), Smithsonian Institution, USA.

Estado/
Especie Pais Localidad Coordenadas Coleccion* Fecha
Departamento
An. albitarsis Argentina  Misiones Posadas lat 27°23’ §, long 65°53* W ARI1 1992
Abn. deaneorum Brasil  Mato Grosso  Santo Antonio de Leverger lat 15°51.53 §, long56°03.48 ‘W~ BR700 1995
Mato Grosso  Peixoto de Azevedo lat 10°23’ S, long 54°54° W BR518 1994
An. janconnae Brasil  Roraima Boa Vista lat 02°49 S, long 60°40” W BR26 2002
Apn. marajoara Brasil  Para Ilha do Marajé BROO1 1991
Apn. oryzalimnetes Brasil ~ Sao Paulo Sao Paulo BR501 1992
Brasil  Sao Paulo Sao Paulo BR544 1994
Paraguay ~ Alto Parand Hernandarios lat 25°22° S, long 54°45* W PA2 1992

(*) Incluye ejemplares analizados en la revisién de Motoki ez a/. (2009).
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Estudio morfométrico

Se midieron catracteres seleccionados en alas y patas
posteriores de 129 hembras y 61 machos de cinco
poblaciones de Venezuela (Tabla 1). Se utilizé6 un
microscopio estereoscopico marca Leica ZM-160A
con ocular 10x con micrémetro (100 divisiones: 1 mm)
y zoom 4x. Las alas y patas de mosquitos individuales
(hembras y machos) se disecaron y se montaron secas
en posiciéon dorsal entre porta y cubre objeto y selladas
con balsamo del Canadd. La longitud del ala (LA) se
midi6 desde la alulae hasta la inserciéon de la vena R3
en la margen del ala. Para el estudio de los mosquitos
de la coleccién del WRBU se utiliz6 un microscopio
estereoscopico marca Olympus modelo S2, ocular 10x
con micrémetro (100 divisiones= 1 mm). Se midieron
las manchas de escamas claras y oscuras sobre la vena
Costa del ala a partir de la mancha prehumeral oscura
(PHD), humeral clara (HP), humeral oscura (HD),
presectorial clara (PSP), presectorial oscura (PSD),

PSD+EP+PRED

PSP
D
o

(A)

Br+PHP PHOpp

sectorial clara (SP), sectorial oscura proximal (PRSD),
accesorial clara (ASP), sectorial oscura distal (DSD),
subcosta clara (SCP), preapical oscura (PD) y preapical
clara (PP) (Figura 1A). Las manchas basal clara +
prehumeral clara (BP + PHP) y apical oscura (AD)
no se consideraron debido a la presencia de dafios en
estas regiones del ala en la mayoria de los ejemplares.
Los caracteres medidos en las patas fueron la longitud
del segundo tarsémero posterior (Ta-II1,) y la banda
proximal de escamas oscuras del segundo tarsémero
postetior (DS-1IL)) (Figura 1B). Ia terminologia y
abreviaciones empleadas es la de Wilkerson y Peyton
(1990) y Rubio-Palis (1998). Los ejemplares examinados
(montajes permanentes de alas y patas) se encuentran
depositados en el Museo Entomolégico “Dr. Pablo
Cova Garcia”, Maracay, Venezuela y en el Walter Reed
Biosystematic Unit (WRBU), Smithsonian Institution,
Museum Support Center, Suitland, USA.

(B)

Ta-lll,

Figura 1. A, Ala Tipo VI caracteristica de Anopheles albitarsis F, se indican las manchas de escamas claras y oscuras

medidas en la vena Costa (Foto: YRP, camara digital Nikon® DS-2MV aumento 30x, acoplada a un microscopio
estereoscopico Nikon® 5MZ 800); B, Tarso postetior de Anagpheles albitarsis F.
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Analisis estadistico

Es ampliamente conocido que en los mosquitos, el
tamafio del ala y por ende, de la longitud de cada mancha
de escamas sobre la vena Costa, varfa dependiendo no
s6lo de la especie sino que estd fuertemente asociado
a la disponibilidad de alimento en los habitats larvales
(Fish 1985, Wallace y Merritt 1999, Schneider ez al. 2004,
Souza et al. 2019, van Schoor ef al. 2020). Por tal motivo,
en el presente estudio se estimaron las estadisticas
descriptivas media atitmética, desviacién estandar (SD)
y error estandar (SE), asi como los valores maximos y
minimos de la raz6n longitud de cada mancha de escamas
sobre la vena Costa dividido entre la longitud del ala y
de la razén de la longitud de la mancha proximal oscura
del tarsémero posterior 2 dividida entre la longitud del
tarsémero posterior 2 (DS-IIT,/Ta-I11)) para todos los
mosquitos por localidad y sexo. En todos los casos se
midieron las alas derecha e izquierda, asi como también
las patas derecha e izquierda.

Con la finalidad de evaluar las posibles diferencias
entre las poblaciones de Venezuela de A. albitarsis
F, se realizaron andlisis de la varianza (ANOVA)
de una via para cada una de las distintas razones
mancha/longitud del ala. La normalidad de cada una
de las variables fue corroborada con una prueba de
Shapiro-Wilk, aunque para algunas de las variables la
prueba detecté diferencias estadisticas significativas,
la inspeccién grafica (histogramas y Q-Q plots) no
revel6 desviaciones importantes de la normalidad. La
homogeneidad de varianzas fue corroborada mediante
una prueba de Bartlett. Las diferencias en la razén
PHD/HP y DS-II1 /Ta-III, también fueron analizadas
mediante analisis de la varianza, previa evaluacion de
las distribuciones de las variables y la homogeneidad de
las varianzas. Estos analisis se realizaron para las cinco
poblaciones de Venezuela, posteriormente se realizaron
comparaciones con otras especies del Complejo
Albitarsis utilizando las poblaciones de A. albitarsis F de
Venezuela como un grupo unico. En todos los casos se
realizé una prueba de Tukey como prueba a posteriori.
Las frecuencias de los tipos de alas (Rubio-Palis 1998,
Pacheco e# al. 2017) fueron analizadas mediante pruebas
de razén de verosimilitud (likelihood ratio test, LR test),
ya que un gran porcentaje de las celdas tenfan valores
esperados por debajo de 5. Todos los analisis se llevaron

a cabo en el ambiente para el computo estadistico R (R
Core Team 2020). Adicionalmente, se utiliz6 el software
GraphPad Prism 6.00 (Swift 1997) para generar los
graficos con las medias y las desviaciones estandar.

Resultados

Se analizaron un total de 190 mosquitos, 129 hembras
y 61 machos recolectados en Venezuela y 57 hembras
de las especies del Complejo Albitarsis depositadas en la
coleccion del WRBU.

Alas. Con el fin de establecer caracteres diagnosticos
confiables en hembras y machos de este linaje
mitocondrial, se compararon los valores promedio
(prueba t) de la razén estimada para cada mancha de
escamas sobre la vena Costa y la longitud del ala de las
cinco poblaciones de Venezuela, para ambas alas (derecha
e izquierda) de hembras y machos. No se encontraron
diferencias significativas (p > 0,05) entre las razones
del ala izquierda en relacién con el ala derecha en las
hembras (N= 129), pero si en los machos, dependiendo
de la poblacién y del caricter medido (p < 0,05)
(N= 61). Ademas, al comparar las razones estimadas en
el ala derecha de los machos, se encontraron diferencias
estadisticas significativas (p < 0,001), las cuales variaban
de acuerdo con las poblaciones y con el sexo. Estos
analisis muestran la ausencia de caracteres en las alas de
los machos que resulten confiables para su utilizacién
como caracteres diagnésticos.

Al no
poblacionales para los caracteres analizados en el ala

encontrar diferencias significativas  intra-
derecha de las hembras, se realizé un analisis de varianza
(ANOVA) para determinar si existfan diferencias
significativas entre las cinco poblaciones de Venezuela.
Se encontraron diferencias significativas para las razones
HD/LA (F a1z P< 0,001), PSP/LA (F,,, = 4,126;
p= 0,003), ASP/LA (F, ,= 3,044; p= 0,02) y SP/LA
(F, 1, = 5,398, p=0,01) y‘estabilidad en la variable PHD/
HP (F4; 121

caricter diagnéstico para separar especies del subgénero

= 1,396; p = 0,239), la cual se utiliza como

Npyssorhynchus Blanchard, 1902. La Figura 2 muestra los
boxplots para cada una de las razones tamafio mancha del
ala derecha de hembras dividido entre el tamafio del ala de
las cinco poblaciones estudiadas, donde los puntos rojos
representan la media y la linea horizontal, la mediana.
Se observa que la media y la mediana son cercanas en
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la mayoria de los casos, indicando que las distribuciones

de las variables son aproximadamente simétricas. Sin

embargo, para la razén HD/LA, las comparaciones

a posteriori con la prueba de Tukey mostraron que, en
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Figura 2. Boxplots para las razones mancha/longitud del ala para cada poblacion de Anopheles albitarsis F de Venezuela. Los puntos
rojos representan las medias. CAL= Calabozo; JAB= Jabillal; LCS= Las Cristinas; SRA= San Rafael; TUM= Tumeremo.
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de medias = 0,0429; 1C 95%: [0,0074; 0,0783]; p = 0,009)
y Las Cristinas (diferencia de medias = 0,0387; IC 95%:
[0,0099; 0,0675]; p = 0,002). No obstante, es importante
resaltar que la poblacién de Tumeremo presenta una
serie de valores extremos para la razén HD/LA, los
cuales causan una inflacién notable de la media
(Figura 2). Por su parte, las diferencias para la razén
PSP/LA s6lo fueron significativas entre las poblaciones
de San Rafael y Calabozo (diferencia de medias =
-0,0114; 1C 95%: [-0,0195; -0,0032]; p = 0,001). Para la
razén ASP/LA, sélo las poblaciones de San Rafael y Las
Cristinas mostraron diferencias significativas (diferencia
de medias = -0,0115; IC 95%: [-0,0213; -0,0017]; p =
0,01). Finalmente, la raz6n SP/LA fue significativamente
menor en la poblacién de Tumeremo, en comparaciéon
con la poblacién de Las Cristinas (diferencia de medias
=-0,0098; IC 95%: [-0,0178; -0,0019]; p = 0,01).

A fin de profundizar el andlisis, en cuanto a la variabilidad
inter-poblacionales de estos caracteres y con base en la
presencia de diferentes tipos de alas en anofelinos del
subgénero Nyssorbynchus (Pacheco et al. 2017, Rosa-
Freitas e al. 1990, Rubio-Palis 1998, Rubio-Palis 2000),
se identificaron y analizaron los tipos de alas en todas las
poblaciones de .A. albitarsis F estudiadas, asi como para
las demas especies del Complejo.

En efecto, el analisis de los patrones en las alas mostrd
que, en general, el ala Tipo VI, en la cual la mancha
Sectorial Clara (SP) esta ausente y se fusionan las
manchas PSD+SP+PRSD, fue el mas frecuente en todas
las poblaciones de Venezuela (75,4%), seguido del Tipo 1
(13,9%) (Figura 3). La Figura 4 muestra las proporciones
de cada tipo de ala encontrada en cada poblaciéon de
Venezuela; la poblacién de Tumeremo presentd la
mayor diversidad de tipos de ala. La prueba de razén de
verosimilitud (test LR) fue significativa (x>, = 109,91, p
< 0,0001), indicando asociacion entre los tipos de alas y
las poblaciones.

Con base en estas observaciones, se realizé un
ANOVA considerando solo los especimenes con ala
Tipo VI y nuevamente se encontraron diferencias
significativas para las razones HD/LA, PSP/LA,
PSD/LA y ASP/LA (Figura 5). Para estas cuatro
variables, la prueba a posteriori (prueba de Tukey)
mostré diferencias entre dos o tres poblaciones
(Figura 5).

En cuanto a las demas especies del Complejo Albitarsis
estudiadas, encontramos varios tipos de alas (Figura 06),
algunos de los cuales no observados en las poblaciones
de A. albitarsis F de Venezuela. En general, el ala Tipo VI
es la mas frecuente en todas las especies del Complejo
(44,44%); A. albitarsis y A. janconnae presentan la mayor
diversidad de tipos de alas, observandose los Tipos XV,
XVII y XX, este ultimo observado por primera vez en
un espécimen de A. albitarsis de Misiones, Argentina.
Este tipo de ala se caracteriza por presentar la fusién
de las manchas de escamas claras y oscuras de la Costa
PSC+PSD+SP+ASP+SD+SCP+PD.

El anilisis de la razéon PHD/HP para las distintas
especies del Complejo Albitarsis resultd significativo

F, 10
de las muestras podria afectar la homogeneidad de la

= 9,002; p < 0,0001). Si bien, el tamafio pequefio

varianza, la prueba de Barlett result6 no significativa al
excluir los valores para A. deaneorum (IK* = 5,51; p > 0,05).
La prueba de Tukey revel6 diferencias significativas para
seis pares de especies (Tabla 3). Aunque se observaron
diferencias significativas al tratar las poblaciones de A.
albitarsis F por separado en el analisis anterior, al tratarlas
como un grupo Unico no se observa gran variabilidad
y las diferencias con otras especies del complejo son
marcadas, la superposicién con aquellas especies donde
se detectaron diferencias significativas es muy pequefia o
inexistente (Figura 7A).

Pata. El anilisis de varianza (ANOVA) de la media
de la razén longitud de la mancha oscura proximal
del tarsémero posterior 2 dividido entre la longitud
del tarsémero posterior 2 (DS-III,/Ta-1I1)) de la pata
derecha arrojé diferencias significativas entre las distintas
w116 — 2,04 p < 0,001); los
resultados del analisis a posteriori se muestran en la Tabla 4.

poblaciones de Venezuela (F

Los valotes promedios para la poblacién de Tumetemo
son similares a las demds poblaciones, y las poblaciones
de Jabillal y San Rafael son las mas diferentes.

Al considerar la razéon DS-111,/Ta-111, para todas
las especies del Complejo, excluyendo A. deaneorum,
también se encontraron diferencias significativas

(FS; 167
caracter para separar entre las especies. Nuevamente,

= 14,33; p < 0,0001), que permiten utilizar este

si bien el tamafio de la muestra es pequefio, la prueba
de Barlett mostré homogeneidad entre las varianzas
(K> = 1,17, p > 0,05) (Tabla 5, Figura 7B).
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Figura 3. Tipos de alas observados en poblaciones de Anopheles albitarsis F de Venezuela, y en otras especies del Complejo Albitarsis.
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Figura 3. cont. Tipos de alas observados en poblaciones de Anopheles albitarsis F de Venezuela, y en otras especies del
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Discusion

El presente estudio aporta caracteres diagnosticos que
permiten identificar a las hembras de A. albitarsis F
de Venezuela y separatla de las especies descritas del
Complejo. En efecto, la razén longitud de la mancha
prehumeral oscura (PHD) dividida entre la longitud
de la mancha humeral clara (HP) resulté un caricter
confiable y estable en todas las poblaciones de Venezuela
estudiadas y su rango es amplio, variando de 0,20 a 0,83,

media 0,47%£0,16 (Tabla 3). Este se encuentra dentro
del rango indicado por Rubio-Palis e 2/ (2003) para A.
albitarsis F previamente identificada como A. marajoara
(0,22 = 1,0) y para A. albitarsis F (n=4) de la localidad de
Jabillal (0,3 — 0,5); estos resultados respaldan lo sefialado
por Zudiga ef al. (2021) en cuanto a que los reportes
previos sobre 4. marajoara de Venezuela corresponden
realmente a A. albitarsis F. Cabe destacar que el rango

reportado para Venezuela de este caracter esta dentro del
rango (0,4 — 0,6) senalado por Pacheco ezal. (2018) de los
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Figura 4. Proporciones de cada tipo de alas encontradas en diferentes poblaciones de Angpheles albitarsis F de Venezuela. CAL=
Calabozo; JAB= Jabillal; LCS= Las Cristinas; SRA= San Rafael; TUM= Tumeremo.

datos sin transformar en dos poblaciones de 4. albitarsis
F de Colombia; mientras que los datos transformados a
arcsen para normalizar los valores resultaron en rangos
de 1,17 — 1,19, los cuales no se corresponden con
reportes previos y el presente trabajo donde, en general,
el tamafio de HP =2 PHD en especies del Complejo
Albitarsis (Rosa-Freitas e o/ 1989, Rubio-Palis 2000,
Rubio-Palis ¢z a/. 2003; Rubio-Palis e a/. 2013). Cabe
seflalar que en la revisién y descripcién de las especies
del Complejo Albitarsis realizada por Motoki ez al.
(2009), asi como en las claves recientemente publicadas
por Sallum ef 2. (2020), no se utiliza este caracter para
separar a las especies del Complejo. Sin embargo, en el
presente estudio (Tabla 3, Figura 7) encontramos que
este es un caracter diagnostico valido que permite separar
las tres especies del Complejo que se encuentran al norte
del rio Amazonas (Zufliga et al. 2021): A. albitarsis F, A.
Janconnaey A. marajoara (p< 0,01). Si bien se han realizado
estudios de morfometria geométrica de A. albitarsis
I de Colombia (Gémez e al. 2013), no se cuenta con
estudios de morfometria tradicional para comparar con
A. albitarsis F; ademas, este caricter es util para separar
A. oryzalimnetes de A. marajoara (p< 0,05) y A. albitarsis de
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A. janconnae (p< 0,001). Mientras que hay solapamiento
de los rangos de A. deaneorum con todas las especies y de
A. albitarsis con A. marajoara (p > 0,05). Cabe enfatizar,
con base en la distribucién geografica de estas especies,
que la razén PHD/HP es un caricter confiable para
separar las especies del Complejo, particularmente en el
norte de Sur América.

Pacheco ef al. (2018) informaron, al igual que en el
presente estudio, que el patréon de manchas claras y
oscuras sobre la vena Costa del ala mas frecuente es el
Tipo VI (74%) seguido del Tipo I (26%), coincidiendo
con nuestros resultados. Sin embargo, en el presente
estudio se reportan ademas la presencia de alas Tipo
11, I y IV (Figura 3), y los analisis mostraron que la
proporcioén de cada tipo de ala presente es caracterfstico
para cada localidad (y*,, = 109,91, p < 0,0001) (Figura
4). Resultados similares fueron reportados por Rubio-
Palis (1998) para A. darlingi Root, 1926, de Venezuela
donde el patréon mas frecuente en las alas fue el Tipo
1. Cabe resaltar que en la publicacién de Pacheco e7 4.
(2018) hay un error en la Figura 2, donde se muestran
alas de A. darling en lugar de A. albitarsis F, la cual es
claramente diferenciable de las demads especies de la
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Seccion Argyritarsis (Levi Castillo 1949) del subgénero
Nyssorhynchus por que la mancha PHD >> HP y por
ende la raz6n PHD/HP > 1,5 (1,37-15,0) (Rubio-Palis ez
al. 2003). Ademas, Pacheco ¢z 2/ (2018) muestran en la
Figura 2 alas Tipo I y Tipo V, esta ultima se caracteriza
por estar ausente la mancha SCP y la fusiéon de las
manchas DSD+SCP+PD (Rubio-Palis 1998); este tipo
de ala (Tipo V) no ha sido observado en el presente
estudio ni en los estudios previos en 12 poblaciones
de A. albitarsis ¥ (como A. marajoara) de Venezuela,
donde solo se observaron los Tipo 1 y VI (Rubio-Palis
et al. 2003). Con base en los errores detectados en la
(2018), no es posible
comparar los caracteres diagnésticos PHD/HP y

publicacién de Pacheco et al.

tipos de alas entre los unicos estudios existentes sobre
morfometria tradicional de A. albitarsis F.
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En cuanto a las demas especies del Complejo,
encontramos varios tipos de alas (Figuras 3 y 6), algunos
de los cuales no observados en las poblaciones de A.
albitarsis F de Venezuela. En general, el ala Tipo VI es
la mas frecuente en todas las especies del Complejo; A.
albitarsis y A. janconnae presentan la mayor diversidad
de tipos de alas, observandose los Tipos XV y XVII
reportados previamente en poblaciones de A. darlingi de
Colombia (Pacheco ez al. 2017) y el Tipo XX, observado
por primera vez en un espécimen de A. albitarsis de
Misiones, Argentina (Figura 6). Cabe mencionar que
Rosa-Freitas ez al.  (1990) reportaron la presencia de
ocho tipos de alas en A. albitarsis y A. deaneorums; si
bien el nimero de ejemplates de A. albitarsis (6) y A.
deaneorum (4) analizados en el presente estudio fue
bajo, no fue posible comparar con los tipos reportados
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Figura 6. Proporciones de cada tipo de alas encontradas en diferentes especies del complejo Anopheles albitarsis.

por Rosa-Freitas ez al.  (1990), ya que en algunos
tipos esta presente la mancha basal oscura (BD) y en
otros estd ausente la mancha PHD, ademais de utilizar
una nomenclatura diferente que se puede prestar a
confusién. Hs importante sefialar que si bien Wilkerson
y Peyton (1990), no incluyeron especimenes de .A.
deaneorum en su estudio de revision y estandarizacion de
la nomenclatura de las manchas de las alas del género
Anopheles Meigen, 1818, establecen como caracteristica
de las especies del subgénero Nyssorhynchus la ausencia
de la mancha Basal Oscura (BD), estando fusionadas las
manchas basal clara y la prehumeral clara (BP+PHP).
Resulta relevante mencionar que en el presente estudio
se analizaron especimenes pertenecientes a las mismas
colecciones estudiadas en la revisién y descripciones
morfolégicas realizada por Motoki ez a/. (2009), quienes
no comentan sobre la presencia de la mancha basal
oscura (BD) y presentan las medidas de las manchas
fusionadas basal clara y prehumeral clara (BP+PHP)
para A. albitarsis y A. deaneorum. Se ha reconocido desde
principios del siglo XX la diversidad de patrones de las
manchas claras y oscuras sobre la vena Costa del ala en el
género Anopheles, encontraindose patrones caracteristicos
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para cada subgénero (Wilkerson y Peyton 1990); sin
embargo, no se han formulado hipétesis para tratar de
explicar estas variaciones intraespecificas. Se observa en
el presente trabajo y en A. darlingi (Rubio-Palis 1998) que
los tipos de ala estan asociados significativamente a cada
poblacién estudiada, por lo que podemos hipotetizar
que tal variacién fenotipica obedece a condiciones
ambientales (bidticas y/o abidticas). Hasta el presente,
hay un solo estudio donde se intenta relacionar cambios
en la temperatura sobre el tamafio y patrén de las
manchas sobre la vena Costa del ala en A. triannulatus
(Neiva y Pinto 1922), no encontrandose relacién para
esta variable (Gonzilez Obando e al.  2021). Estos
resultados sugieren que posiblemente la variabilidad
fenotipica se deba a la interaccién de dos o mas factores
ambientales.

Un caracter diagndstico que permite separar las especies
del subgénero Nyssorhynchus es la razén DS-IIL/Ta-111,
En el presente trabajo se reporta un rango amplio
y variable en las diferentes poblaciones analizadas
(0,31 — 0,406), el cual se solapa al rango (0,38 — 0,54)
reportado por Pacheco e al. (2018) para .A. albitarsis
F de Colombia y A. albitarsis F (como A. marajoara) de
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Tabla 3. Estadisticas descriptivas de la raz6n longitud de la mancha prehumeral oscura (PHD) sobre la vena Costa del ala dividida
entre la longitud de la mancha humeral clara (HP) (PHD/HP) para las especies del complejo Anapheles albitarsis.

Especie N Media* SD SE Min. Max.

A. albitarsis F 126 0,4741 =" 0,1667 0,01485 0,2 0,8333
A. albitarsis 6 0,2304 © 0,1464 0,07321 0,1 0,4286
A. deaneorum 40,4343 0,2442 0,1221 0,1818 0,7143
A. janconnae 24 0,6281 »=¢ 0,2207 0,04505 0,3333 1,333

A. marajoara 9 0,253 b 0,1265 0,04217 0,1 0,4286
A. oryzalimnetes 10 0,4594 4 0,214 0,06766 0,125 0,6667

* Diferencias estadisticamente significativas al 5%. Pares de especies con medias seguidas de letras iguales
presentan diferencias estadisticamente significativas. Significancia: a, d < 0,05; b, ¢ < 0,001; e < 0,0001.

Tabla 4. Estadisticas descriptivas para la raz6n longitud de la mancha oscura proximal del tarsémero posterior 2 (DS-1112) dividido
entre la longitud del tarsémero postetior 2 (Ta-1I12) (DS-II12 /Ta-1112) de cinco poblaciones de .Angpheles albitarsis F de Venezuela.

Poblacion N Media* SD SE Min. Max.

Calabozo 38 0,4412* 0,0495 0,0080 0,3214 0,5250
Jubillal 15 0,3937 0,0506 0,0131 0,3143 0,4688
Las Cristinas 29 0,4291 _ 0,0433 0,0080 0,3571 0,5000
San Rafael 18 0,4771 b« 0,0676 0,0159 0,3243 0,5946
Tumeremo 21 0,4343 0,0500 0,0109 0,3611 0,5588

* Diferencias estadisticamente significativas al 5%. Pares de especies con medias seguidas de letras iguales
presentan diferencias estadisticamente significativas. Significancia: a, ¢ < 0,05; b < 0,0001.

Tabla 5. Estadisticas descriptivas de la razén longitud de la mancha oscura proximal del tarsémero posterior 2 (DS-1112) dividido
entre la longitud del tarsémero posterior 2 (Ta-1112) (DS-1112 /Ta-1112) para las especies del complejo _Angpheles albitarsis.

Especie N Media* SD SE Min. Max.

A. albitarsis F 121 0,4365 =* 0,0553 0,0050 0,3143 0,5946
A. albitarsis 6 0,6046 =<4 0,0513 0,0209 0,5429 0,6875
A. deaneorum 10 0,4167 0,0477 0,0151 0,3235 0,4750
A. janconnae 4 0,4952 ¢ 0,1662 0,0831 0,3000 0,6444
A. marajoara 22 0,4652 ™¢ 0,0628 0,0134 0,3056 0,5429
A. oryzalimnetes 10 0,5299 < 0,0519 0,0164 0,4250 0,6053

* Diferencias estadisticamente significativas al 5%. Pares de especies con medias seguidas de letras iguales
presentan diferencias estadisticamente significativas. Significancia: e < 0,01; a, b, ¢, d < 0,0001.
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Venezuela (Rubio-Palis e7 a/. 2003), lo cual es relevante
para la identificacién de esta especie. Ademas, resulto
util para separar las especies del Complejo Albitarsis
(p< 0,0001) (Tabla 5, Figura 8), a excepcién de A
deaneorum. Sin embargo, esta especie no se encuentra en
el norte de Sur América, y su distribucién esta limitada
a los estados brasileros de Mato Grosso, Rondonia y
Parana (Ruiz-Lépez ez al. 2012). Con base en los rangos
de la razén DS-III,/Ta-111, reportados por Motoki
et al. (2009), la clave de Sallum ef a/ (2020) es poco
precisa para la separacion de las especies del Complejo
indicando que en A. warajoara, A. janconnae y A.
oryzalimmnetes la razén DS-IIT/Ta-111, es < 0,5 y algunas
veces = 0,03; mientras en A. deaneorum y A. albitarsis
el rango de esta razon es 0,5 - 0,9. Estas dos especies
se pueden separar por la presencia en A. deaneornm de
escamas apicales conspicuas en el tarsémero posterior
1 (Ta-1IL)) y la presencia de penachos de escamas en
los terga abdominales IV al VII; mientras que en A.
albitarsis el Ta-111 no presenta escamas conspicuas y los
penachos de escamas en los terga abdominales estin
presentes en los segmentos 11 al VIIL.

El presente trabajo confirma la ausencia de
caracteres diagnésticos en las alas de machos y
contribuye con caracteres diagnésticos encontrados
en alas y patas posteriores para identificar las
hembras de A. albitarsis F, importante vector de los
parasitos malaricos tanto en Venezuela (Abou Orm
et al. 2017, Moreno et al. 2009, Rubio-Palis 1994,
Rubio-Palis ez a/. 1992) como en Colombia (Jiménez
et al. 2014). Sin embargo, es fundamental realizar la
descripcién formal de esta especie incluyendo todos
los estadios, asi como establecer su distribucion
geografica y profundizar estudios filogenéticos.
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