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RESUMEN

El departamento de Sucre presenta tres subregiones, las cuales por sus
condiciones bioclimaticas favorecen el desarrollo de mosquitos de importancia
meédica, como Aeaqes y Ancpheies sp. El conocimiento de las especies existente
en estas regiones es escaso, y existe una alta transmision de la enfermedad en
los departamentos vecinos a Sucre, como son Coérdoba y Antioquia desde donde
provienen la mayoria de casos importados de malaria, de alli la importancia de
nuestro trabajo que consistido en determinar las especies de Aricpheies presentes,
en dos de las subregiones, Golfo Morrosquillo y Sabanas, en donde se efectuaron
muestreos sistematicos por siete meses, recolectando mosquitos hembras con el

meétodo de cebo humano.

En total se analizaron 221 especimenes adultos, empleando las claves de Faran
(1980) y Faran y Linthicum (1981). Como resultado de esta investigacion se
sugiere la presencia de seis especies de Aricpfieies, dos de ellas catalogadas
como vectores primarios para la malaria, A. (N) aibimanus y A. (N) nunezicvari, y

uno como vector secundario A. (A) pseudcpunclpenns.

Ejemplares inicialmente identificados como A. (A) aquasals, fueron luego
clasificados como A (A) nunezicvari; lo cual plantea la necesidad de continuar los
estudios basados en pruebas moleculares, iniciados en esta investigacion, pero

que no proporcionaron los resultados de identificacion de especies esperados.
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ABSTRACT

The department of Sucre presents three different subregions with bioclimatical
conditions for the development of mosquitoes of medical importance, like Aeges
and Ancphelies sp. The knowledge of species present in these regions is scarce,
and there is a high transmission of disease in departments of Cordoba and
Antioquia from where the majority of cases imported of malaria, therefore the
importance this our work, which it was determine the species of Arcpheles
presents in two subregions of department. This study was carried out in Golfo of
Morrosquillo and Sabanas, where it collecting samples during 7 months, were
collected female mosquitoes using human bait. It was identified 221 specimens
adults, using Faran and Linthicum’s key. This results suggest the presence of 6
species of Aricpheles, three of this species were described as primary vectors to
malaria A. ( N Jalbimanus y A. (N ) nuneziovar, and one as secondary vector A.
(A) pseuacpunclpenns. Specimens initially identified as A. (N) aquasals were
classified later as A (AN) nunezicvari, this results illustrates the need to follow
studies based in molecular tests, initiated here, but that it didn’t give the expects

results.
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INTRODUCCION

El paludismo o malaria es una enfermedad tropical endémica y considerada como
un problema de salud publica en Colombia. La malaria representa un grave
problema de salud en el 85% del territorio rural colombiano situado por debajo de
los 1600 metros sobre el nivel del mar con condiciones climaticas, geograficas y
epidemiologicas aptas para la transmision de la enfermedad, estimandose que
entre 18 a 24 millones de personas se encuentran en riesgo de enfermar o morir

por esta causa’.

El total de casos reportados por el Sistema Nacional de Vigilancia en Salud
publica (SIVIGILA) en el periodo comprendido en los afios de 1998 a 2003 (Figura
1) muestra un aumento considerable de los casos de malaria, en el afio de 1998
la transmision de la enfermedad se observo influenciada por el fenomeno del nifio,
alcanzando 188.379 casos; las infecciones por Plasmodium vivax fueron

predominantes los siguientes cinco afos segun lo reportado por el SIVIGILA. 23

Figura 1. Morbilidad de Malaria en Colombia en los afios 1998-2003

Morbilidad de Malaria en Colombia afnos 19388-2003
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Fuente: http:/Amww.ins.gov.co/epidemiologia/cce/vsp/2004/2004 _sivigila_08 .pdf



La infeccidon es transmitida por mosquitos hembras del género Anopheles sp, para
nuestro pais, aparecen registradas 43 especies de las cuales siete son

consideradas posibles transmisoras de piasmoaium.* > °

El desconocimiento sobre los factores relacionados con las biomas del vector y del
parasito, ha sido una de las principales causas para las fallas en el control de
vectores; por lo tanto, la prevencion del paludismo mediante el control de los
mosquitos requiere un conocimiento exhaustivo de la ecologia de cada una de las

especies de Ancpheles y conocimiento de las circunstancias locales®.

En el Departamento de Sucre, en los ultimos afos se ha incrementado el numero
de casos de malaria diagnosticados’. Probablemente esto pueda ser ocasionado
por factores externos, entre los que se destacan factores climaticos, ecoldgicos,
escasos conocimientos sobre vectores por parte de la comunidad y ausencia de

estudios relacionados con malaria.

En este estudio se efectud un inventario de la especies de Anopheies presentes
en los municipios de San Onofre y Morroa, durante siete meses (febrero —agosto)
del afio 2003, los especimenes fueron capturados utilizando el método de cebo
humano y clasificados mediante claves morfologicas de Faran (1980)°, estos
municipios se escogieron por presentar caracteristicas ecologicas diferentes y
favorables para el desarrollo del vector, ademas, el municipio de San Onofre
presentd el mayor numero de casos reportados de malaria en el periodo
comprendido entre los afos 1996 - 2000, en el departamento, datos que fueron

suministrados por el Departamento Administrativo de Salud (DASSALUD) Sucre’.



1. MARCO TEORICO

La malaria es una enfermedad parasitaria, causada por un parasito intracelular
obligado del género Plasmoaium, el cual es transmitido por mosquitos del género
Anopheles. Cuatro especies del parasito causan malaria en humanos: P.

falciparum, P. vivax, P. malariae y P. ovale®

De las cuatro especies de Plasmoaium que infectan al hombre, P. falcjparum es
el mas virulento y agresivo y ocasiona la mayoria de las muertes informadas; la
infeccion por P. vivax es menos grave pero puede persistir por periodos muy
largos y predomina en algunos lugares del mundo (en Colombia representa el 60

% de los casos y en Centro América y en México casi el 100% de los casos). °

Los parasitos del género Plasmoaium parasitan una gran variedad de organismos
incluyendo reptiles, aves, mamiferos donde ocurre la reproduccion asexual y
mosquitos del genero Anopheles en el cual ocurre la reproduccion sexual. Una
vez la hembra Anopheles ha ingerido sangre con gametocitos maduros de ambos
sexos, comienza el ciclo sexual, En la luz del intestino medio los gametocitos
escapan de las células huésped y rapidamente sufren cambios preparatorios para
la fertilizacion. El gametocito femenino (macrogametocito) extruye cuerpos de tipo
polar, indicando que esta asumiendo la condicidon haploide. El gametocito
masculino (microgametocito), se exflagela para formar cuerpos de tipo esperma.
La fertilizacion se produce cuando un microgameto entra en un macrogameto y se
produce un cigoto movil (ooquineto); este, después de aproximadamente 24 horas
atraviesa las células y enquista en la pared externa del intestino medio, aqui se
forma el ooquiste. El ooquiste se rompe y muchos esporozoitos viajan hasta las

glandulas salivales™ 8.



El ciclo asexual en el hombre comienza por la inoculacion de esporozoitos
infecciosos por un Ancpheies hembra, del torrente circulatorio pasa al higado, aqui
cambian a merozoitos (forma exoeritrocitica); estos van a la circulacion para
invadir los eritrocitos (ciclo intraeritrocitico) tomando inicialmente una forma
anillada, denominada trofozoito, que al madurar adquiere una configuracion
irregular. Al dividir su cromatina se constituye el esquizonte que al madurar rompe
el eritrocito liberando un numero de merozoitos de acuerdo a la especie de
Piasmoaium, cada una de estas formas del parasito invade un nuevo eritrocito,
repitiétndose nuevamente el ciclo eritrocitico. Algunos merozoitos al parecer,
tienen una determinacidon genética para constituir los elementos masculinos vy
femeninos es decir los gametocitos, que circulan como formas infectantes para los

1,89
(

mosquitos y no producen sintomatologia en el hombre. Figura 2)

Figura 2: Ciclo de vida del Plasmoaium
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Fuente: http:/Amww.anlis.gov.ar/consulta/infecciosas/malaria/malaria.htm



1.1. EPIDEMIOLOGIA

Estudios realizados por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estiman que la
malaria afectdé entre 300-500 millones de personas y causO la muerte a una
poblacion de 1.7 a 2.5 millones de seres humanos en todo el mundo para el afio
1997° (figura 3). Para el aflo 1999, la poblacion de la regién de las Américas
ascendia a 818 millones de habitantes, de los cuales 299 millones (36.5%) vivian
en zonas de condiciones ecoldgicas propicias para la transmision de la malaria.
De los 35 paises y territorios que son miembros de la Organizacion
Panamericana de Salud / Organizacion Mundial de la Salud (OPS/OMS), 21

informan tener zonas con transmision activa de malaria.™

Figura 3. Mapa de las zonas con transmision de malaria en el mundo

- DISTRIBUCION DE LA MALARIA

Fuente: http:/Amww.cdc.gov/malaria/distribution_epi/distribution .htm

En Colombia, la malaria es responsable de uno de los principales problemas de
salud publica ya que el 85% de la extension total del territorio nacional, se

considera, que reune las condiciones de temperatura y humedad necesarias para



la existencia de la fauna anofelina indispensable para la transmisién de malaria."
En el departamento de Sucre se registraron variaciones en los casos de malaria

registrados por DASSALUD-Sucre desde el afio 1996 hasta el afio 2004.” (Grafico
1).
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Grafico 1. Relacién de casos de malaria registrados por DASSALUD en el departamento
de Sucre afio 1996 — 2004.

1.2. PATOLOGIA Y SINTOMATOLOGIA

Los aspectos mas caracteristicos del paludismo son. anemia, pigmentacion de
ciertos organos e hipertrofia del higado y especialmente del bazo. La anemia, de
tipo microcitico hipocromico, puede no solo ser producida por la pérdida de
eritrocitos como resultado de su destruccion por el parasito, sino también por la
interferencia con la hematopoyesis por mayor fagocitosis de eritrocitos y como
resultado de hemorragia capilar y trombosis. En casos cronicos y en especial

durante la caquexia paludica la anemia es particularmente notable. La



pigmentacion observada en tejidos de pacientes paludicos es causada por la
fagocitosis de hemozoina (pigmento paludico). El higado se agranda debido a la
congestion en el paludismo severo y aumenta considerablemente en una infeccion
aguda; el bazo, el 6érgano mas afectado, estd agrandado como resultado de la
congestion malarica. Los cambios en la médula 6sea aunque mucho menos
notables son similares a los observados en el bazo. Los paroxismos periodicos
del paludismo se repiten cada 48 o 72 horas dependiendo de la especie de
Piasmoaium al ocurrir la liberacion de los parasitos por lisis de los eritrocitos, el
escalofrio inicial que dura 15 minutos a una hora, vomito y dolor de cabeza es
frecuente en este momento. El periodo febril que le sucede dura varias horas y se
caracteriza por una fiebre en pico que alcanza 40°C o mas, luego de esto la fiebre
declina y el enfermo se duerme y mas tarde despierta sintiéndose relativamente

mejor.™®
1.3. EL VECTOR Anopheles sp.

Los vectores de malaria son insectos dipteros que pertenecen a la familia
Culiciaae, subfamilia Anophelinae. La mayoria de los Anopheles, tienen alas con
escamas claras y oscuras, arregladas en pequeios blogues o areas en las
nervaduras de las alas. El numero, longitud y arreglo de estas areas oscuras y
palidas difiere considerablemente en varias especies y suministran caracteres

utiles para su identificacion.

Un Anopheles adulto se caracteriza por un scutellun redondeado, sin cerdas
pronotales posteriores, genitalia masculina sin l6bulo basal en el gonocoxito; en
ambos sexos, los palpos son tan o mas largos que la probosis, posee un par de
antenas las cuales presentan dimorfismo sexual muy evidente, en los machos son
plumosas y en las hembras filiformes'? y en reposo asumen una posicion oblicua,
casi perpendicular al sustrato. Los machos son ligeramente de menor tamafio
midiendo entre 3 y 8 mm de longitud (figura 4). Los anofelinos son holometabolos,

cuyo estadio larval se reconoce por carecer de sifébn respiratorio y por poseer



cerdas palmeadas en casi todos los segmentos abdominales, que le permiten

estar en posicién horizontal en la superficie del agua. °

Figura 4. Anopheies hembra alimentandose

Fuente: www.inmca.us/education/lifecycle/ic7 jpg

1.3.1. Ecologia del vector
1.3.1.1 Criaderos

La mayoria de los Anofelinos explotan una gran variedad de habitat, estos pueden
ser permanentes o semipermanentes (charcas, orillas de lagos, diques, pantanos,
etc.); recipientes naturales (huecos en arboles y rocas, axilas de bromelias y
plantas etc.) y artificiales (latas vacias, llantas, tanques de deposito de agua);
cursos lentos de agua dulce; coleccion de aguas temporales como son pequenos
charcos, huellas de pisadas de carros, animales y humanas. También puede

encontrarse en aguas salobres.

Aungue las condiciones fisicoquimicas y ecologicas de los criaderos, varia con
cada especie, por lo general, ellos deben contener agua dulce, vegetacion

emergente (pasto, algas, etc). Y un nivel de polucién bajo.®



1.3.1.2 Ciclo de vida de Anopheles sp.

Hay cuatro diferentes fases en el ciclo de vida del mosquito, de los cuales el adulto
es la fase voladora, (Figura 5).Las hembras adultas de los Anofelinos se alimentan
de sangre aproximadamente cada dos o tres dias. Esto es necesario para el
desarrollo de los huevos, los cuales son normalmente puestos antes de volver
alimentarse. EIl tiempo requerido para la digestion de la sangre ingerida y el

desarrollo del huevo varia con la temperatura y la humedad del aire.®

Los huevos son colocados en el agua en grupos de 100-150. Los sitios para
colocar los huevos varian desde pequefas cantidades de agua residual en lugares
tales como latas con desechos de comida, vaina de coco y huellas de pisadas, a
grandes areas de aguas en arroyos, canales, rios, estanques y lagos. Cada
especie de mosquito prefiere una clase particular de superficie de agua en la cual

colocara sus huevos.

Los mosquitos hembras continuan colocando los huevos a lo largo de toda su
vida. La mayoria realiza entre una y tres posturas, aunque unos pocos casos algo
mas de 13 posturas han sido reportados. Bajo las mejores condiciones el
promedio de vida de mosquitos hembras Anofelinas es alrededor de dos a tres

semanas.

Después de dos a tres dias, los huevos se rompen y las larvas de los mosquitos
emergen. La larva generalmente vive justo debajo de la superficie del agua
(aunque ellas necesitan respirar aire) y toman el alimento del agua. Si son
perturbadas, la mayoria de larvas nadan rapidamente al fondo del agua,
regresando pronto a la superficie para respirar, ciertas especies, sin embargo, se

mueven rapidamente de forma oblicua justo debajo de la superficie.



Hay cuatro estados larvales o instars. El tiempo requerido para el desarrollo de los
diferentes estados depende de varios factores, incluyendo temperatura del agua:

el periodo de desarrollo es mas corto en agua caliente que en agua fria.

La larva mas pequefa que emerge del huevo es llamada el primer instar. Después
de uno a dos dias esta muda su piel y comienza el segundo instar; en un intervalo
de dos a tres dias el tercer y cuarto instars aparecen. En areas tropicales a una
temperatura normal del agua, el estado larval dura alrededor de 8 a 10 dias.

Finalmente, el cuarto instar se desarrolla a pupa.

Es en este estado pupal, el cual dura por dos o tres dias a temperaturas
tropicales, tiene lugar la principal transformacion, el organismo acuatico cambia
hasta un mosquito adulto capaz de volar. La pupa, tiene forma de una coma, se
encuentra en la superficie del agua y nada cuando es perturbada pero no se
alimenta. Su piel luego se rompe vy el insecto adulto emerge y eventualmente
vuela largas distancias. La hembra se aparea solo una vez, normalmente se
alimenta de sangre y después se aparea y luego se desarrolla su primer grupo de

huevos.

La mayoria de mosquitos Anofelinos se alimenta durante la noche, algunos al
atardecer y otros alrededor de la media noche. Algunos entran a las casas y se
alimentan, mientras que otros usualmente lo hacen fuera de las casas. Después
de picar, los mosquitos usualmente reposan por un periodo corto. Los mosquitos
que pican dentro frecuentemente reposan en una pared, bajo muebles o en ropa
colgada. Los mosquitos que pican fuera en el extradomicilio pueden reposar en

plantas, cavidades oscuras en el suelo o en otros lugares frios y oscuros.
Los mosquitos pueden picar a personas como a animales. La preferencia

hospedera difiere entre las especies; algunos mosquitos prefieren tomar sangre de

humanos otros solo toman sangre animal. Estos que prefieren la sangre humana
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son mas peligrosos porque pueden transmitir la malaria. La incidencia en la
transmision puede variar con factores estacionales tales como temperatura,
precipitacion y humedad, los cuales tienen una influencia significante en la

poblacion de mosquitos Anofelinos.

Figura 5. Etapas del desarrollo del mosquito Ancpheles

adulto

S AR

Paszss

huevos

larva

Fuente: www.objectivistcenter.org/graphics/mosquitolifecycle .gif
1.4. TAXONOMIA

Dentro de la escala zoologica, los Anofelinos se ubican en la siguiente escala
taxonémica:

Phylum: Artropoda

Clase: Insecta

Orden: Diptera

Familia: Culicidae

Genero: Anopheles
Knight y Stone clasifican las especies del género Anopheles en seis subgéneros:

Anopheles, Celia, Kerteszia, Lophopodomyia, Nyssorhynchus y Stethomyia?. Sin

embargo, los recientes conceptos de especies hermanas y complejos de especies
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han introducido algunas dificultades en la clasificacion de este género. Por otra
parte, gracias a estudios citogenéticos (cromosomas politénicos,
entrecruzamiento, etc.) se han establecido parametros mas precisos para la
diferenciacion de complejos de especies hermanas tales como el A. gambiae, A.

punctulatus, A. pseudcpunctpennis y A. nuneziovari. >

Las especies del género Ancpheies se encuentran ampliamente distribuidas en la
superficie terrestre. Se han descrito aproximadamente 364 especies de las cuales
solo 54 son consideradas como de importancia primaria en la transmision de
malaria humana. Las especies que desempefian el papel de vectores primarios
de malaria en grandes areas de América son. A. abimanus, A. aquasans, A.

danir.gi A. nuneztovari y A. pseudcpunctpennis.®

Colombia, por su situacion geografica y sus condiciones ecologicas, es uno de los
paises con mayor numero de especies Ancfeincs, de 43 especies existentes, 9 se
han encontrado naturalmente infectadas, éstas son: A. abimanus, A. daringi, A.
abitarsis, A. nunezicvar, A. pseudcpuncupenns, A. punctimacua, A.
meaicpunclatus, A. eiseni A. (k) neivai’> De estas se han reportado en el

departamento de Sucre 3 especies A. aibimanus, A. danirgi, A. punctimacuia'".
1.5. MORFOLOGIA

El Anopheles es un insecto que presenta escamas sobre las alas, el cuerpoy las
patas, posee un par de antenas alargadas y constituidas de 15 a 16 segmentos,
con cerdas en la base de cada segmento; la probosis es alargada, de forma

tubular, adaptada para succionar fluidos.™
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1.5.1 Cabeza

Es relativamente pequena y globosa, ocupada en gran parte por los 0jos
compuestos. En la cabeza se observan cinco tipos de apéndices: los dos primeros
son las antenas, que consisten en un flagelo de 13 flageldmeros, un pequeno
escapo, con forma de anillo y un pedicelo globular y desarrollado. En las antenas
se presenta dimorfismo sexual, en las hembras los segmentos son filiformes, de
escasas setas o pelos cortos, mientras que en los machos los primeros
flagelobmeros son cortos y cada uno esta provisto de una arista de la cual se
desprende un mechon de setas o pelos largos y numerosos. El tercer apéndice lo
constituye la proboscis la forma y tamafio relativo de ésta son de interés
taxonomico. Los dos ultimos apéndices son los palpos maxilares conformados por

cinco segmentos denominados palpémero.®
1.5.2. Torax

Se compone de tres segmentos estrechamente unidos: pro, meso y metatorax. El
prototérax es pequeno y dorsalmente esta ocupado por el antepronotum o l6bulo
antepronotal. El mesotorax es la region donde se insertan las alas y es la mas
desarrollada. ElI metatorax es muy pequerio y en el se encuentran los halterios, el

espiraculo metatoracico y las patas posteriores.®

1.5.3. Patas

Son largas y estan compuestas de cinco segmentos: coxa, trocanter, fémur, tibia y
cinco tarsébmeros. Los patrones de coloracion y disposicion de las escamas en los
tres ultimos segmentos de las patas son utiles en la diferenciacion de grupos
taxondmicos, en especial en Anopheles donde la disposicion de escamas oscuras

y claras en los tarsémeros sirve para diferenciar especies o grupos de especies.®
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1.5.4. Alas

Las alas poseen seis venas longitudinales ramificadas y siempre cubiertas de
escamas. Los nombres de las venas y celdas se ilustran en la figura 6. La
disposicion de escamas claras y oscuras formando manchas en las venas es un

caracter morfologico muy importante para diferenciar especies de Arnopheles.

1.5.5. Abdomen

Esta formado por diez segmentos; cada uno de ellos presenta un esclerito dorsal
llamado tergitum y uno ventral llamado esternitum, unidos por un tejido
membranoso y flexible, denominado membrana pleural. Los ultimos tres
segmentos suelen retraerse dentro del abdomen dejando visible unicamente los
cerci en las hembras y la terminalia en los machos. En los Ariopheles se presentan

en el abdomen tufos caudolaterales de escamas (figura 7).

Figura 6. Ala de Anopheles del subgénero Nyssorhynchus. AD: Mancha apical oscura;
PP:  Mancha preapical clara; PD: Mancha preapical oscura; SCP: Mancha
subcostal clara; SCD: Mancha subcostal oscura; ASP: Mancha sector clara
accesorio; SP: Mancha sectorialclara; HD + PSD: Mancha humeral oscura +
presectoral oscura; HP: Mancha humeral clara; PHD: Mancha prehumeral oscura

0 mancha basal oscura; BP+PHP: Mancha basal clara + Mancha prehumeral

clara.

Fuente: http:/Amww.yenys.com.ar/pdfs/Dipteros-vectores-Bs-As-. pdf
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Figura 7 Mosquito Anopheles hembra vista lateral. Mm: mesanepimero; Fe: fémur; Ti:

tibia; Tal a Tab: tarsomero del 1 — 5; Te: tergito abdominal; Est: esternito

abdominal (los numeros romanos indican el segmento

correspondiente)
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Fuente: http:/Amww.yenys.com.ar/pdfs/Dipteros-vectores-Bs-As-.pdf.
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2. ANTECEDENTES

2.1. CLASIFICACION TAXONOMICA DE LAS ESPECIES DE Anopheles.

Tradicionalmente la clasificacion taxondmica de estos insectos se ha hecho a
través de claves taxondmicas basadas en diferencias de caracteres morfoldgicos
entre especies. A este nivel los caracteres utilizados son heterogéneos como lo
demuestran estudios morfométricos y morfolégicos en huevos, pupas, genitalias
de machos y hembras adultas de A. darlingi, A. margjoara, A. argintorsis, A.
braziliensis, A. benarroch, A. rangel A. oswaldoi y A. triannulatus que

generalmente exhiben una morfologia especie especifica. 1> 16171819

A pesar de la gran variacion morfoldégica especifica observada en algunas
especies de Anopheles, en otras, como las del subgénero ANyssorhynchus la
diferenciacion inter e intra especies es dificil, en ciertos casos, se basa en
caracteristicas morfologicas muy sutiles, el muestreo de machos al igual que el de
estadios inmaduros (larvas o pupas), no provee informacién sobre el grado de
asociacion entre estas especies y los humanos; por tal razén, es esencial capturar
e identificar hembras adultas en el momento de picar al hombre o en reposo en el
domicilio'”. Ademas de los problemas relacionados con la identificacién por las
claves existentes, es frecuente que los caracteres morfoldgicos se pierdan
facilmente cuando los especimenes no son frescos o han sufrido dafos durante su
manipulacion. Las dificultades antes mencionadas hacen de manifiesto la
necesidad de emplear nuevas herramientas para tratar de hacer una correcta
asignacion de los taxa en aquellos casos donde es dificil hacerlo basandose en los

caracteres morfologicos.
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Ademas; de los métodos tradicionales de identificacion de especies por claves, se
han desarrollado un sinnumero de aproximaciones que permiten resolver

problemas taxonémicos? 21 222

, Si estos se usan en complementariedad dan una
idea mas exacta. Dentro este tipo de estudios se encuentran marcadores
moleculares, isoenzimas, analisis cromosomales, PCR, clonacion vy
secuenciacion'®'®?; |os analisis cromosomales por ejemplo; han sido utilizados
en discriminacion de especies de Ancpheles cripticos de Sur Ameérica donde
Peyton por similaridad de genitalia masculina habia colocado a A. innkae como
sindnimo menor de A. qunharni; sin embargo, su cromosoma X diferia en cuanto a
los brazos L y R presentes en esta especie pero ausente en A. irinkae, en este
trabajo, de igual forma, se utilizaron isoenzimas obteniéndose loci diagnosticos,
que diferenciaban las dos especies. Los huevos de las dos especies son
distinguibles facilmente por la corona anterior, largos flotadores y cuello cerrado
que solo estan presentes en Arncpheies tnnkae, con los 18 primers utilizados en el
RAPD-PCR se puede diferenciar Ancpheies dunhami, A. linkae, A. nunezicvari y
A. aarlingl 'y establecer que Arncpheies dunhami esta mas cercanamente

Y En otros

relacionado a Arncpheies nunezicvari que a Ancpheies lrinkae
trabajos como el de Manguin y colaboradores en A. ganir.gi, la utilizacion de varios
meétodos ha sido de gran utilidad en cuanto a la estructura de la poblacion de este

vector™®.

Con la aparicidn de las técnicas de biologia molecular y, especialmente de la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y el secuenciamiento

automatizado,>?*

el estudio del genoma en insectos vectores de enfermedades se
ha convertido en un método muy importante en estudios taxonomicos y de

evolucién.

En los ultimos afios el ADN ribosomal y mitocondrial han despertado el interés de

sistematicos y entomdlogos meédicos, por las caracteristicas particulares de estos
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genomas que los hacen utiles para estudios de genética de poblaciones y

filogenética®.

Al igual que en otros eucariotas, el ADN ribosomal de los insectos consiste de
multiples copias de unidades transcripcionales repetidas en tandem (Beckigham,
1982). Cada unidad transcipcional consiste de regiones que codifican para tres
subunidades ribosomales (185, 5.8S y 28S) las cuales estan separadas por dos
espaciadores no codificantes, espaciador transcrito interno 1y 2 (ITS1 e ITS2)
(Beckigham, 1982, Hillis y Dixon, 1991)%. La secuencia espaciadora ITS2 se ha
utilizado como marcador molecular para estudios filogenéticos de especies
relacionadas; esta posee secuencias no conservadas, flanqueadas por regiones
altamente conservadas lo que facilita la construccion de cebadores para ensayos
de PCR. Algunos trabajos realizados con la secuencia ITS2 como marcador
molecular han permitido la identificacidon de algunos complejos de especies de
Ancpheles como A. maculpenns, A. gambiae, A puncluialus, A.nuneziovari, A.

quaarnmacuiatus, entre otros® %,

De igual forma, se han realizado numerosos
estudios en cuanto a la heterogeneidad intragenémica en especies de Ancpheies
como A. nunezicvar, A. oswaidoi, A. danir.gi, gracias a estos se ha podido
establecer si las poblaciones de un area geografica determinada pueden ser
especies separadas genéticamente a pesar de su similitud morfolégica o
pertenecer a un complejo de especies. También nos indica si existe
homogeneidad por el proceso de evolucidon concertada entre las especies de un

determinado rango geografico® 2% %',

Por otro lado, la molécula mitocondrial completa ha sido secuenciada en las
especies de género Ancpheies: A. gambiae y A. quaanmacuiatus. *®%° Los
haplotipos mitocondriales, definidos como secuencias nucleotidicas o
aminoacidicas que difieren de una secuencia homologa por, al menos, una
sustitucion nucleotidica o el reemplazo de un aminoacido, han sido muy utiles para

estudiar la variabilidad genética en poblaciones naturales y estimar los niveles de
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flujo genético entre dichas poblaciones. Los genes utilizados en estos estudios
incluyen la region 3’ de la subunidad 4 de la NADH deshidrogenasa (ND4), el gen
mitocondrial que codifica para la proteina del citocromo b, los genes de la
subunidad pequefia ribosomal (SRU) y la subunidad larga ribosomal (LRU) y el

gen de la citocromo C oxidasa (Cox 1).2
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL.

Determinar mediante claves taxonomicas las especies de Anopheles presentes

en los municipios de San Onofre y Morroa (Sucre)

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Realizar un inventario de las especies de Anopheles presentes en la zona
urbana de los municipios de San Onofre y Morroa mediante claves

taxondmicas.

2. Determinar las especies de Anopheles que tienen mayor prevalencia en estos

municipios.
3. Retroalimentar a los servicios de salud publica y los grupos de atencion e

investigacion con el proposito de proponer politicas para el manejo integral de

la enfermedad.
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4. METODOLOGIA

4.1. FASE DE CAMPO

Las muestras fueron recolectadas en los municipios de San Onofre (09°44'24”
latitud norte, 75°31°40” longitud oeste) y Morroa (09°20°12” latitud norte, 75°18°31”
longitud oeste) (Anexo A), Departamento de Sucre, se realizd la captura de
mosquitos en fase adulta atraidos mediante cebo humano protegido, en el perie
intradomicilio, desde las 7:00 p.m. hasta las 3:.00 a.m., durante los meses de
febrero a julio; La recoleccion de las muestras se llevo a cabo cuatro dias a la

semana en la zona urbana de ambos municipios.

Las muestras recolectadas se preservaron con silica gel en microtubos eppendorf
de 0.5 ml en forma individual, debidamente rotulados luego fueron llevadas al

laboratorio para su posterior revision taxonomica.

4.2. FASE DE LABORATORIO

4.2 1. ldentificaciéon morfoldgica

La identificacion morfolégica se realizd tomando en consideracion las claves de
Faran y Faran Linthicum*?°; teniendo en cuenta caracteristicas especificas del ala,

de la pata, y del abdomen. En cuanto al patron de manchas en las alas se midio la
relacion entre mancha clara humeral / mancha oscura basal, Mancha clara
subcostal / mancha oscura subcostal, en el mesanepimero se tuvo en cuenta
ausencia o presencia de mancha clara, en la pata se midi6 la relaciéon de la
mancha oscura basal del tarsomero posterior 2 con la longitud total del tarsomero,

ademas de la ausencia o presencia de la mancha oscura basal en el tarsdmero
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posterior 5. En el abdomen se tuvo en cuenta desde que segmento se
presentaban los tufos de escamas, en los palpémeros la coloracion de los mismos.
Los patrones morfométricos para grupo de especie fueron analizados con las

claves antes mencionadas.

4.2.2. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

La region ITS2 del ADN ribosomal fue amplificada usando los cebadores, 28SR
(5-ATG CTT AAA TTT AGG GGG TAG TC-3") y 5.8SF (5-ATC ACT CGG CTC
GTG GAT CG-3) *'. Para la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR), se
utilizaron 50 pl del coctel el cual contenia lo siguiente: (60 mM KCI, 10 mM Tris-
HCI pH 8.5) dNTPs 2 pM, MgCl, 25 mM, 5uM de cebadores para completar la
mezcla de PCR se emple6 de 1-2 unidades de Taq polimerasa, se adicion6 agua
destilada hasta completar el volumen requerido y se llevd a vortex por dos
segundos. Luego se distribuyeron en alicuotas de 50 pl que fueron pipeteadas en
tubos de PCR de 500 ul y se adiciond por ultimo una pata de mosquito en cada
tubo.

Las muestras fueron llevadas a un termociclador de PCR express (Hybaid)
programado a: Un ciclo inicial de denaturacion a 94°C por 2 minutos 35 ciclos
repetidos de denaturacion, alineamiento y extension a 94°C por 30 segundos,
57°C por 30 segundos y 72°C por 30 segundos Finalmente un ciclo de extension
final a 72°C por 10 minutos; como control negativo se us6 agua destilada y estéril,

en reemplazo del ADN en la mezcla de reaccion.

4.2 .3. Restriccion enzimatica

Luego de la amplificacion del ITS2 se procedio a la restriccion enzimatica de los

productos del PCR. La enzima que se utilizd6 fue Hae Ill la cual permite
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diferenciar A. nunezicvaride A. aquasalis, ya que se producen dos fragmentos en
la primera especie y no hay corte en la secuencia de la segunda. (Anexo B ,C)

La mezcla de reaccidon para la restriccidon contenia 2ul de buffer M (Tris-HCI 50
mM pH 8.0, MgCl> 10 mM, NaCl 50mM) 13.5 pL de agua, 0.5 yL de enzima y 4 L
del producto de PCR. Se le hizo un vortex y se llevo a la incubadora a 37°C

durante toda la noche.

4.2.4. Andlisis de los productos de PCR.

La electroforesis en gel de agarosa se realizd segun protocolo previamente
estandarizado™®. Los productos de PCR y los de restriccion enzimatica se
analizaron mediante electroforesis horizontal estandar sobre gel de agarosa al 2%
tefiido con 5 ug / ml de solucion de Bromuro de Etidio e inmerso en un tanque de
electroforesis que contenia buffer TBE (Tris; acido borico y 0.5mM EDTA pH 8.0).
Se utilizaron los marcadores de peso molecular ( ¢ x 174). La electroforesis se
realiz6 a 90 voltios durante una hora y 30 minutos, posteriormente el gel se
transfirid a un trasluminador ultravioleta donde se visualizaron los productos de
PCR vy los de restriccion y se tomaron las respectivas fotografias con camara

digital (Sony).
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5. RESULTADOS

5.1. AREA DE ESTUDIO

El estudio fue realizado en dos municipios del departamento de Sucre, San Onofre

y Morroa, el primero pertenece a la sub-region Morrosquillo.

Segun el Censo de 1993 proyectado a 2000 cuenta con una poblacion de 47.025
habitantes equivalente al 6.18% de la poblacion total del departamento, con una
densidad de 42.9 habitante por Km.?> de los cuales el 64.26% corresponde a la

cabecera municipal y el 35.74% a la zona rural.

El clima predominante es calido seco con una temperatura promedio de 27.3°C.
La altura sobre el nivel del mar es de 55 metros con una pluviosidad de 1400 mm
anuales, la humedad relativa promedio es de 85%, el promedio mas alto se
presenta en el mes de junio y los valores mas bajos en los primeros meses del
afio; la zona de influencia regional del municipio, esta enmarcada dentro del
régimen humedo seco (Strhaler y Strhaler, 1976), en cuanto a los vientos locales
se determind que la velocidad promedio anual es de 2.3 m/seg con una oscilacion
de 1.9 a 3.3 m/seg.

En el municipio la precipitacion ocurre durante el afio en dos épocas definidas: una
eépoca seca o de verano durante los meses de noviembre a marzo y otra época de
lluvias o invierno desde finales de abril hasta octubre. EI area de trabajo fue la
finca Mofito, ubicada en la cabecera municipal, esta presenta un lago perenne,
con plantas acuaticas como buchon de agua (Hydromystia stolonifera), taruya
(Eichornia azurea), alrededor del mismo se encuentran arbustos de corozo

(Acrocomia antioquiensis).
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En general en las viviendas del area urbana se caracterizan por ser de paredes de
cemento, en el caso de la finca Monito ademas de este tipo de construccion
poseen caney que son estructuras de palma sin paredes que utilizan como cocina
y lugares de descanso; a su alrededor se encuentran corrales del ganado vacuno,
equino, caprino y porcino, al igual que aves de corral y perros. La vegetacion
consiste en arbusto del tipo cerezo (Fronus capul), arboles de mango ( Maginifera

/naica), roble (7Tabebuia roseae), mamon (Annona relicuiala,) entre otros.

El municipio de Morroa pertenece a la sub-region de Montes de Maria, cuenta con
una poblacion de 11.807 habitantes y su temperatura media es de 27°C. Las
capturas se realizaron en la parte Nororiental del municipio, en el barrio la
Parroquia, este se encuentra bordeado por el arroyo Morroa y algunas fincas
dedicadas a la ganaderia y agricultura, las casas del barrio son en su mayoria de
palma y bahareque. La vegetacion consiste en arboles frutales, plantas

ornamentales las cuales estan muy préximas a las viviendas.

El muestreo se realizé durante el periodo comprendido entre febrero y agosto de
2003, la mayor captura de especimenes de mosquitos se efectud en los meses de
mayo, junio y julio, siendo mayor en este ultimo, lo cual coincidié con el incremento

de las precipitaciones en la region. (Grafico 1)
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Grafico 1. Relacién de captura de especimenes por meses de muestreo. La mayor
captura se realizd durante el mes de Julio, lo que coincide con la época de
mayor pluviosidad.
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En total se analizaron 221 muestras las cuales fueron clasificadas por claves
morfol()gicas30 como A. albimanus, A. lriannuiatus, A. nuneziovar;, A. maiejoaia,
A. aquasals (especie no confirmada por falta de pruebas moleculares) y A.
pseuacpunctipenns. (Grafico 2), El 14 % de las muestras no pudieron ser
clasificadas por la carencia de las patas traseras, escamas o por deterioro y

presencia de hongos por esto fueron consideradas como Arncpheies sp.

79%1% %
3%
14%
56%
A.albimanus W A.aquasalis H A especie
A.marajoara A.nuneztovari A.pseudopunctipenis
M A trianulatus

Grafico 2. Porcentaje de especies recolectadas durante el periodo de muestreo.

En el municipio de San Onofre se encontraron las mismas especies que en el
municipio de Morroa exceptuando a Anopheles pseudopunctipennis que soélo fue
encontrado en Morroa. En San Onofre el numero de casos de malaria reportados
en los ultimos afos ha sido bajo, mientras que en Morroa no se ha reportado
presencia de la enfermedad a pesar de encontrarse vectores primarios Yy
secundarios en ambas regiones (Tabla 1).

El mayor numero de especimenes que se obtuvo en una sola captura fue
realizada en el municipio de Morroa con 47 ejemplares, mientras que en San

Onofre fue de 25 ejemplares.
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ESPECIE LUGAR DECAPTURA CAPACIDAD VECTORIAL
A. albimanus San Onofre-Morroa Primario

A. aquasalls San Onofre-Morroa | ——————--

A. triannulatus San Onofre-Morroa | ———————-

A. nunezfovari San Onofre-Morroa Primario

A. marajoara San Onofre-Morroa |-

A. pseudopunctipennis Morroa Secundario

Tabla 1. Especies de Anopheles capturados en los municipios de Morroa y San Onofre
en el afo 2003.

Rango en
Especies Caracteristicas [Media |D. Estandar |Rango Literatura
Talll2 0.34 0.023 0.33-0.38 [0.20-0.31
Anopheles
nuneztovari |HC/PHO 0.8 0.372 0.30-1.50 [0.70-1.70
N=9 SCC/SCO 0.21 0.0677 0.08 - 0.27 [0.20 - 055
Talll2 0.45 0.034 040-066 [04-038
Anopheles
albimanus HC/PHO 1.7 0.3039 0.60 - 3.0 0.95-2.50
N=119 SCC/SCO 0.32 0.073 0.20-047 [0.25-0.40
Talll2 0.57 0.072 040-056 [0.3-06
Anopheles
aquasalis* |HC/PHD 1.52 0.242 1.0-23 1.5-3.5
N=27 SCC/SCO 0.29 0.051 0.25-041 [0.3-0.5
Talll2 0.48 0.037 0.42-052 1[0.40-0.70
Anopheles
triannulatus  |HC/PHO 1.47 0.28 0.60-1.60 |0.50-1.30
N=17 SCC/SCO 0.31 0.089 021-045 [0.10-0.20
Talll2 0.44 0.099 0.32-0.60 [0.45-0.90
Anopheles
marajoara HC/PHO 1.58 0.53 0.75-2.0 0.22-1.00
N=5

Tabla 2. Valores medios y rangos de la mancha oscura basal del tarsomero 2 de la pata
posterior con relacién a la longitud total del tarsémero (Talll2), proporcidn entre la
longitud de la mancha clara humeral (HC) de la vena costa y la longitud mancha
oscura basal (MOB) de la misma vena (HC / MOB), proporcién (SSC / SCO) de la
longitud de la mancha clara subcostal (SCC) de la vena costa con relacién a la
mancha oscura subcostal (SCO), datos comparadas con el rango reportado por
Faran, 1980.
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5.2 CLASIFICACION MORFOLOGICA

o Arnopheles albimanus, La morfologia corresponde con lo descrito por Faran
1980 en la cual identifica esta especie por la presencia de un anillo oscuro en
la base del tarsomero 5 posterior, el rango de la banda basal oscura del
tarsomero posterior Il (0.40 — 0.80) se ajustd a nuestros resultados en los que
encontramos un rango comprendido entre 040 — 0.66; la ausencia de
penachos de escamas caudolaterales en el tergo abdominal Il y el palpémero

cuarto oscuro son caracteristicos de esta especie. (Fotografia 1 — 2)

Palpémero 4

1

Fotografia 1. Cabeza de Anopheles albimanus en la cual se observa el palpémero 4.

0.45

Wi

Tarsémero2

Fotografia 2. Relacion de la longitud de la banda basal oscura con respecto a la longitud
total del tarsémero.
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o Arnopheles nunezilcvari, se caracteriza por presentar tarsémero posterior 5 con
un anillo basal oscuro, penacho de escamas caudolaterales presentes en los
segmentos abdominales Il al VIl, longitud de la banda basal oscura del
tarsdmero posterior dos de 0.20 a 0.32 rango que difiere ligeramente con
nuestros resultados que estan entre 0.33 — 0.38 (Fotografia 3) ; la longitud de
la mancha subcostal clara de la costa es menos de 0.50 veces la mancha
subcostal oscura valor en el cual se incluye el rango observado en el presente
estudio que es de 0.08 — 0.27 veces la longitud de esa mancha. La mancha
clara humeral es 0.7 — 4.5 veces la longitud de la mancha oscura basal en

nuestro caso fue de 0.7 a 1.70 incluido en el rango reportado por la literatura.

(Fotografia 4)

7 4

> 0 | .
Fotografia 3. Relacién de la longitud de la banda basal oscura con respecto a la longitud
total del tarsémero.

Mancha Subcostal Mancha Humeral

Clara/Oscura . Clara/Oscura Basal
10

Fotografia 4. Detalles del ala de A. nunezicvar/ donde se muestra la relacién de las
manchas clara humeral / oscura basal y subcostal clara / subcostal oscura.
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o Arniopheies Inannuialus, Faran en la revision de 1980 lo describe como una
especie pequena, la que se identifica por presentar penacho de escamas
caudolaterales en los tergos abdominales del Il al VII (fotografia 5),
mesanepimero con un penacho de escamas claras (fotografia 6), la longitud de
la banda basal oscura del tarsomero posterior Il varia de 0.40 — 0.70, este
rango abarca lo encontrado en este trabajo (0.42 — 0.52) (fotografia7); la
longitud de la mancha clara humeral de la costa esta entre 0.50 — 1.30 veces la
longitud de la mancha oscura basal en este trabajo se encontré que el valor de
esta medida es de 0.60 — 1.60, la longitud de la mancha clara subcostal varia
de 0.21 — 0.45 veces la longitud de la subcostal oscura en nuestro trabajo se
observa una variacion del reporte de Faran 1980 que esta en el rango de

0.10 — 0.20 veces esta medida (Fotografia 8).

Fotografia 5. Penacho de escamas caudolaterales presentes en el segundo segmento
abdominal.
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Fotografia 6. Penacho de escamas claras en el mesanepimero

Fotografia 7. Relacion de la longitud de la banda basal oscura con respecto a la longitud

total del tarsémero

31



Mancha subcostal
- clara/oscura

:

Fotografia 8. Relaéién de la medida de mancha clara humeral / basal oscura y de la

subcostal clara / subcostal oscura.

o Arnopheies maiéjoara, En la descripcion de Faran y Linthicum se identifica por
presentar el tarsomero posterior 5 totalmente claro (Fotografia 9), penachos de
escamas caudolaterales bien desarrollados a partir del tergo Ill, en nuestro
trabajo la longitud de la banda oscura del tarsomero posterior |l esta
comprendida entre 0.32 — 0.60 la longitud total del tarsomero (Fotografia 9),
este valor difiere ligeramente de lo reportado en la literatura (0.45 — 0.90), la
longitud de la mancha clara humeral de la costa varia en este trabajo (0.75 —
2.0) de lo reportado por Faran y Linthicum (0.22 — 1.0), (Fotografia 10).

Tarsémero 5

.

Fotografia 9. Pata posterior de Anopheles marajoara en la que se muestra la relacién de
la banda oscura basal con respecto a la longitud del tarsémero y la
ausencia de la banda oscura basal de tarsbmero 5.
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Macha humeral

Fotografia 10. Relacion de la mancha clara humeral / oscura basal. En la imagen la
mancha subbasal ocura esta ausente por tal motivo la mancha clara
humeral se observa muy grande.

o Arnopheies pseudcpunctpenmns, es una especie perteneciente al subgénero
Ancpheies, que se caracteriza por presentar tarsomeros totalmente oscuros
(Fotografia 11), ausencia de penachos de escamas en tergos abdominales y el
ala presenta dos manchas oscuras (Fotografia 12) lo que permite una facil
identificacion.

—

Tarsomeros

Fotografia 11. Muestra los tarsomeros 1-5 oscuros caracteristicos de A.
pseuaopunct,penns.
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Fotografia 12. Detalles del ala de A. pseudopuncipenn.s. En la cual se observan solo dos
manchas en la vena costa.

o Arnopheies aquasals, se caracteriza por la presencia de escamas
caudolaterales desde el segundo segmento abdominal (Fotografia 13), la
longitud de la banda basal oscura del tarsbmero posterior Il esta entre
0.40 — 0.56 de la longitud del tarsomero (Fotografia 14), este rango es
aproximado a lo reportado por Faran 1980 (0.30 — 0.60); la longitud de la
mancha cara humeral fue de 1.0 — 2.3 veces la longitud de la mancha oscura
basal (Fotografia 15), valor que se encuentra contenido en el rango reportado
por Faran es de 1.5 — 3.5; la longitud de la mancha clara subcostal fue de
0.25 — 0.41 veces la longitud de la mancha oscura subcostal, valor contenido
en lo reportado por Faran, 1980(0.3 — 0.50), (Fotografia 15).

Fotografia 13. Penacho de escamas presentes en el segundo segmento abdominal.
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Fotografia 14. Relacion de la medida de la banda basal oscura con respecto a la longitud
total del tarsémero.

Fotografia 15. Muestra la relacién de la mancha oscura basal / mancha clara humeral y
subcostal oscura / subcostal clara.

5.3 ANALISIS MOLECULAR DE ANOPHELES SP.

5.3.1 Ensayo de PCR

Los especimenes utilizados para las pruebas moleculares fueron identificados
como A (N) nunezfovar por claves morfologicas ; inicialmente se realizaron
ensayos con una concentracion de los cebadores de 5uM segun lo recomendado
en las metodologias de trabajo del Programa de Estudio y Control de
Enfermedades Tropicales (PECET), pero la banda obtenida en la electroforesis fue

difusa y atipica en cuanto al peso del fragmento; por esta razon se modificaron las
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concentraciones de primers de (2.5, 1.25, 0.5 uM), de las cuales ninguna de estas
permitid mejorar los resultados obtenidos con la primera concentracion, por lo cual

5uM se establecié como concentracion de trabajo.

La temperatura de alineamiento de los cebadores fue evaluada teniendo en cuenta
la temperatura de fusion de los cebadores 28 SR y 5.8 SF, los cuales contienen
39.1% y 60% de contenido GC respectivamente; esto dio como resultado una
temperatura de alineamiento de 52°C, con la cual no se obtuvieron productos de

amplificacion.

Otros aspectos modificados del protocolo original fueron la concentracion de
MgCI2, dNTPs y Taq polimerasa, no obteniendose mejores resultados por lo cual

se continuo con las condiciones utilizadas en el PECET.

La amplificacion de la region ITS 2 de A. nunezlovari, visualizada en geles de
agarosa 2% tenidos con Bromuro de Etidio y utilizando el marcador de peso
molecular ¢ x 174, mostro una banda poco definida de aproximadamente 170 pb
(Fotografia 16), la cual no correspondia a lo publicado en el Gen Bank donde
reportan tres secuencias ( 371 pb, 377 pb, 369 pb ).( Anexo D,E,F).

Estas bandas fueron medidas utilizadon como patron las secuencias del marcador

de peso ¢ x 174 que produce fragmentos desde 72 a 1353 pb.
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872
603

510 pb

310
281
234
194

255 pb

118

2 110 pb

Fotografia 16. Electroforesis en gel de agarosa 2%. En la linea 1 marcador de peso
molecular ¢x 154, linea 3 amplificacion de la region ITS2, linea 4 restriccién

enzimatica de los fragmentos ITS2 de A. nuneziovar con la enzima Hae lll.
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6. DISCUSION

En los mapas preliminares de la distribucion de especies de Anopheles vector de
la malaria, Segun Olano y colaboradores®, aparecen registrados para Sucre tres
especies del subgénero Ayssorhynchus. A. albimanus, A. darling; A.
punctimacula. Los resultados de este estudio sugieren la presencia de seis
especies del género Anopheles (A. albimanus, A. nuneztovar, A. triannulatus, A.
margjoara, A. aquasalis y A. pseudopunctipennis) de las cuales dos son
consideradas como vectores principales de Plasmodium para Colombia (A.
albimanus 'y A. nuneztovar) y una como vector secundario (A

pseudopunctipenns).

Anopheles albimanus, reportada por Wiedemann en 1820 a partir de especimenes
colectados en Santo Domingo (Republica Dominicana), fue la primera especie
descrita dentro del subgénero (Nyssorhynchus) Faran 1980* En Colombia fue
hallado en la Costa Atlantica por Lawrence H. Dunn en el ano 1929 (Lugar de

muestreo no especificado por referencias) *.

Anopheles nuneztovari descrita por Gabaldon en 1940 a partir de genitalias de
machos colectados en San Carlos estado Cojedes Venezuela. Los demas

estadios fueron descritos por Floch y Abonnenc (1946) y Cova Garcia (1961).

Estudios realizados por Conn etal (1993) describieron tres citotipos o variedades
infra-especificas que presentan complemento cromosomico propio pero difieren
numeérica o estructuralmente del que caracteriza a la especie, para Anopheles
nuneztovar (complejo nuneztovar) con distribucion geografica: citotipo A en la
cuenca Amazonica, B en el occidente de Venezuela al sur de la cordillera Andina y

C en el occidente de Venezuela al norte de la cordillera y al norte de Colombia**,
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Ancpheles nuneztovar hasta el momento es un complejo de especies que soélo
pueden ser separadas por marcadores genéticos basados en técnicas citoldgicas
y moleculares. En Colombia fue reportado por primera vez el 11 de agosto de
1930 en Andagoya (Choc6) por White®.

Ancpheles tnannuiatus Neiva y Pinto fue descrita por primera vez en 1922 con
especimenes recolectados en Fazenda Sao Joao, banco derecho del rio Cuiaba
(Mato Grosso) Brasil®. Reportado para Colombia por primera vez en Jamundi
(Valle) en 1929 por Herting®.

Ancpheles marejoara fue descrita por Galbao y Damasceno (1942) a partir de
larvas, machos y hembras colectados en la isla de Marajo estado de Para Brasil.
Por mas de cuarenta anos el nombre especifico de A. awbinlarsis fue dado a

mosquitos que variaban en morfologia, cariotipo, comportamiento.

Por tal motivo las evidencias encontradas en estudios posteriores a diversos
niveles, indican que A. aibirlarsis es un complejo de al menos cuatro especies: A.
aibirilarsis sensu stricto (especie A), que se encuentra en Argentina y sur de
Brasil, A. maréjoara (especie C) que se encuentra distribuida desde Costa Rica
hasta Bolivia, A. deaneorum (especie D)* presenta una distribucién limitada a los
estados de Rondonia y Mato Groso Brasil y Argentina, y una cuarta
especie(especie B) aun no descrita morfoldgicamente que presenta una amplia
distribucién en Brasil extendiéndose hasta Paraguay.®* En Colombia fue descrito

por primera vez en Buga por Herting 1928 como A. aibintars/s>.

Ancpheles pseuacpurnctpenns fue descrito por Theobald en 1901 quien colecto
especimenes en la isla de Grenada en las Antillas Menores®. Fue reportado para
Colombia por Herting cerca a Palmira, Valle en el afio 1929%. Es uno de los
vectores con mayor distribucion geografica desde Meéxico hasta los paises
Andinos de Sur América, aunque se encuentra presente desde los Estados Unidos

a la parte norte de Argentina a lo largo de los Andes, con una extension Oriental
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en Venezuela y las Antillas Menores, presente en areas de altitudes sobre los 600
metros. A. pseudcopunctpennis, actualmente constituye un complejo de dos
especies, una especie A de México y una especie B desde los Andes de Peru y

Bolivia®'.

Las variaciones estacionales con respecto a la captura de Anofelinos en el area de
estudio, sugieren que estas poblaciones son mas abundantes en la época de
lluvias (de mayo a octubre), lo cual coincide con lo reportado por Brown en 200132
en un estudio realizado en el estado Trujillo Venezuela donde se sefala la
disminucion de los criaderos temporales relacionada con el aumento de los

vientos.

Durante la realizacion del muestreo en las dos subregiones se encontré que A.
nuneziovari, A. tnannulialus, A. pseuacpuncupenmns, A. marejoaray A. aquasals
fueron capturados unicamente en el peri domicilio, coincidiendo con estudios

realizados en Venezuela (Rubio-Palis y Curtis 1992, Escorza y Villegas )* %

a
diferencia de Ancpheles albimanus que fue la especie con mayor especimenes
capturados en el intra y peri domicilio incluso en horas de la manana, lo cual
coincide con lo reportado por Brown y colaboradores quienes encontraron
resultados similares en un estudio realizado en el estado de Trujillo (Venezuela)*' .
Ademas, crea la posibilidad de realizar otras investigaciones con el fin de
determinar cual de estas especies actua como vector de malaria en el
departamento de Sucre, teniendo en cuenta la infeccidon natural con el parasito y el

grado de antropofilia o grado de ingestion de sangre humana.

A pesar que A. albimanus es considerado vector principal de Plasmoaium y su
densidad de captura sobre cebo humano fue mas alta en Morroa que en San
Onofre, en los ultimos 10 afios no se ha presentado un solo caso de malaria en el
primero de estos municipios , lo cual podria tener relacion con las bajas

densidades de capturas de especimenes sobre cebo humano y los resultados
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mostrados por Warren etal, quienes reportan que la tasa esporozoitica es

generalmente baja; siendo 1.6% la mayor tasa de infeccion®.

Con los datos obtenidos se observa que la distribucidon de Ancpheies en el
departamento es bastante uniforme y simpatrica entre A. albimanus, A.
nuneziovari, A. tnannuiatus, A. maréjoara y A. aquasans a pesar que el muestreo
se realizd en dos subregiones geograficamente diferentes y separadas por un
accidente geografico (Montes de Maria), Ancpheles rseuacpunctpenns se
encontré en la subregion de la sabana y no en la del golfo de Morrosquillo;
resultados semejantes fueron encontrados por Brown y col. En el estudio realizado
en ocho poblaciones del estado de Trujillo (Venezuela)®® en el cual se reporta la
simpatria entre tres especies del genero Arnicpheies (A. aibimanus, A. aarlingl y A.

nuneziovari).

Nuestros resultados fueron confirmados por investigadores del Programa de
Estudio y Control de Enfermedades Tropicales (PECET) de la universidad de
Antioquia quienes verificaron que la identificacion de las especies estuvo sujeta a
la descripcion de la clave de Faran 1980, con la correccidon de que los rasgos
evaluados para A. aquasalis corresponden a A. nunezicvari, teniendo en cuenta
aspectos como que A. aquasahs no se ha encontrado en Colombia desde la
revision de Faran 1980 y que A. nunezicvari esta considerado un complejo de tres
especies en el cual varian caracteristicas como la proporcion de las medidas de

las manchas de tarsomero y de las alas.

En los datos mostrados en la tabla 2 se evidencia que el rango de la medida del
tarsomero (Ta lll 2), de A. nuneziovari (0.33-0.38) se aleja del reportado en la
literatura  (0.20-0.31)*, sin embargo, estos valores al igual que los
correspondientes a la mancha clara humeral respecto a la oscura basal y
subcostal clara respecto a la subcostal oscura corresponden a lo reportado por
Calle D. y colaboradores en el afio 2002 Teniendo en cuenta lo anterior, estos

valores no son suficientes para considerarlos discriminativos; Delgado y Rubio-
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Palis demostraron que A. nunezicvari posee alta variabilidad morfoldgica
encontrando un rango Ta il 2 de (0.11- 0.44)*, lo que nos hace plantear la
posibilidad que los mosquitos identificados como A. aquasaiss sean realmente A.
nuneziovari. Este hecho solo puede ser comprobado a través de de estudios como
series e isofamilias o de técnicas moleculares como PCR, RFLPs, secuenciacion
y RAPD-PCR18'19'44'45.

En los objetivos iniciales del trabajo se planted la confirmacion por PCR y
restriccion enzimatica de las especies con problemas en su identificacion
morfolégica, pero este objetivo no se cumplid al presentarse problemas en la

estandarizacion del PCR.

Muhammad H y colaboradores en el aio 2000, realizaron la optimizacion de
condiciones para PCR como son: la temperatura de alineamiento de los primers,
concentracion de cloruro de magnesio, de cebadores y de enzima, ademas de los
meétodos de tincidon de geles de agarosa y poliacrilamida; en la primera variable
relacionada con la temperatura recomiendan que se incremente las temperaturas
para aumentar la especificidad de los cebadores, modificaron las
concentraciones, cantidades muy pequefias de cebadores fueron limitantes
resultando en la formaciéon de muy poco o ningun producto de amplificacion; la
Tag polimersa fue mas eficiente de 1 a 10 unidades y niveles muy altos
disminuyeron la resolucion de las bandas; la concentracion optima del MgCl, fue
de 1Mm concentraciones superiores o inferiores a esta no produjeron
resultados®®: estas recomendaciones se tuvieron en cuenta para la
estandarizacion de del PCR de ITS2 de Ancpheies sp, pero sin haber podido
mejorar las caracteristicas de la banda, ademas relacionamos nuestro problema
con poca biodisponibilidad de ADN y posibles inhibidores del PCR o las
limitaciones en las cantidades de Tag Polimerasa utilizada debido a los altos
costos de esta47, Descartamos este hecho al realizar extraccion de ADN y PCR

directamente con una pata de Arnicpheies sp.
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CONCLUSIONES

El departamento de Sucre deberia ser considerada una zona de alto riego de
transmision de malaria, esto se debe a la presencia de dos especies del
geénero Anopheles catalogadas como vectores primario y una como vector
secundario, A. albimanus, A. nuneztovari y A. pseudopunctipennis

respectivamente.

La presencia de estos mosquitos con capacidad de transmitir la enfermedad y
la cercania de Sucre con los departamentos de Cordova y Bolivar; incrementa

la posibilidad de epidemias malaricas.

La mayor tasa de especimenes capturados fue realizado durante la época de

lluvias en la regidon de ( mayo a agosto)

La especie mas abundante durante el periodo de muestreo fue Anopheles

albimanus, segquido de A. nuneztovari y A. friannulatus.
La utilizacion de claves morfolégicas para identificacion de Anopheles del

subgénero Nyssorhynchus, resulta util para evaluar la distribucion geografica

de Anofelinos en un area vulnerable a la trasmisién malarica.

43



RECOMENDACIONES

Para la utilizacion de claves morfologicas es necesario apoyarse en otro tipo de
analisis como son: series, isofamilias y técnicas de biologia molecular como
RAPD-PCR, RFLP y secuenciacion.

Es necesaria la ejecucion de futuros estudios que permitan establecer la tasa
de infeccion, indice de paridad y cuales de las especies presentes en el

departamento de Sucre actuan como vectores de malaria.

Se sugiere la posibilidad de incluir estos resultados en las estrategias de
prevencion y control elaboradas por el Departamento Administrativo de salud
de Sucre (DASSALUD).

Se recomienda la aplicacion de este estudio en otras zonas geograficas del
departamento, donde se incluyan el casco urbano de las poblaciones de

mayor incidencia de la enfermedad.
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ANEXO B.
SECUENCIA ITS2 DE A. nuneztfovari LOCUS ANU 92343) CON ENZIMAS DE
RESTRICCION.

Unfitled sequence

377 base pairs

Graphic mp | Table by enzyme nams

BstrlI
M11I ItaI R=zal Eaml108T
B3I Mael TthHEHT BsoFI afal BhdI  Cwill

Caccgcagaaccaactagoasggtogaqqotttgctgogtactgatgatt tgattqaccoogtgteagocaagia base pairs
gtggn:gtn:ttggttgatn:gttn:-:ag-:t-:n:gaaa:gan:gn:atgan:tactaaactaactggggcacagtcggttcgt lto 7%
TaqI Cwill FspiHI

BbvI P.spEI
CspeI
Bsplas6I
P.EELI Bbvlz2I L
ATu4T Awz1T Trusl HinfI  MulI

ttgaaggactgtggogtggtgggtgraccgagtgtgogtgtogtt ot taatacqactocctotggtatoacate base pairs
an:tt-:n:tgan:an:n:gn:an:n:a-:n:-:a-:gtgg-:t-:au:Eu:gn:acag-:aan:gaattatgctgagg?agaccatagtgtag 7 to 150

Vhel BmyT DralTT Mzal
5duI B=iHEAT
AspHI
BsrEI EzeNI 8zp59T BsoF I
CacsI Cwill BsrI Bsi%T CaciI HaeIIT
GUI ACiI Tsp4ET Mol SfaNI Cwill Bsc4I Cfrl3T Pall

tqgagcgggctatocagtcacaatcoccagogaaatgtgratctacgggtagoocogatgtygogggocgoggaa base pairs
acctogoccgatagqtoagtottaggqatogotttacacqtagatgoccatoggqyctacaccgoocgqogoctt 161 too 228

EpmI Faul MaeIIl Bs1I 5audsI BsurRI
AZCEST Ezrs1 bzuI Faul
Bzt0102T EzelIl AciI Ovill

ItaT MenI KzpI ACiI MwnI BmeliI AciI MnlI MaeITI eIl
D=2l BstUI 5=tIT HinfI Bshl123TI Asp54I Cwill Eco3lI
Bzall &ccII 5T 3031 Thal SinI Asul PspN4I ATul #1w2eI Rsal

trqoggaccotocctcaaagecagotoatglgacac caaatac caaaagagagajajajaqadaccasacgtace base pairs
agcgcctgggagggagtttcggtegagtacactgtggt ttatg gttt chCctoctotototctotggtttgoatgg 226 to 300

BstD5T MepalI 5acIT BstUT HQiET Eco47T CacsI HspoizI BzmiI CepEl
Fzp4HI ThaI Esh123 T TfI Cfrl3I &wvall milI Tzp4iI Bzal Afal
BzeDI MzpBIT Cfr42T AccIT 5au96T Wlalv Cwill WlaIiT
HipaI fviIl ~ Fsp4HI  BstUI WdeIT HdeIT 5pel
HinP1T Cfol Bss5T Bsql  AccIT Dﬁn:l:l: DphI afaT kz09I Mael
EcoS7T  Bs5tFGEI Hhal BsiI Cwill Thal Eshl236T CzpeI Sau 3T Bfal

ctgaagraarggatgogcacacgagtqtqoagotcatcgogatcagtaagagjaqaqaqagtaccgatcactagty base pairs
qacttcgttgoctacqogtgtgctcacacqtogagtagogotaqtcattotototototcatggctagtgatcac 301 to 375

MwI Fepl fspLEI EB=0FI Bst7lI Hrul Espl43l Real Bspld4:l
FokI 5faWI Ms1I Alul  BspesI Sau3al DpnII ACINI
HingI Accl6T  Iftal BbwI MwnI mboI Kzoal oI OpnI
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ANEXO C
SECUENCIA ITS2 DE A. aquasalis CON ENZIMAS DE RESTRICCION

Untitled sequence

352 hase pamrs

Graphic mp | Table by enzyme name

Bzt 71T
M1I ItaT Rsal
AT Mael TthHEST EzoFI &faT MwaI

Caccgradaaccaac tagoaaggtogagqotttqotgogtactgatgatt tgattgaccccgtgocaatcaagoa base pairs
gtggeogtcttggttgotocgttccagotcoguancgaocgoatgactactanactanctggggoacggttagttogt 1 te 7R
Bfal TaqI CwilI Fsp<4HI
BbwI
CspeI

Bzplztel B=tUI
P.ﬁlaLI Bbwl2T ACIT Mesel
O1w44T ATw21T  Thal TrudI HinfI  MnlI
ttgaaqgactgtggegtggtgggtgraccgtgtgtgtcqogttqottaatargactccctctggtatcacatctg base pairs
aa::ttn:n:tgan:an:n:gn:an:n:au:n:n:an:gtggcaca-:a-:agcgcaacgaattatgctgaggqagaccatagtgtagac 7 to 1G0
Wnel BmyT Oralll Bshl23I

5duI B=iHEAT Trull
ispHI MuhT
BsrBI  EseNI AluT Bst7lI . HgiEI P.SE-SEI
Cacil Cw1]I EBsrI Fsp4HI E=tDET E=1%I BmeliI MWIaIlI
G5WI ACiI Tsp4sI Mol  CoiJI Mwol Bsc4I Cfrl3T mnlI

gagcgggc tatccagtcaraatcoccagogaastgtgoagotaaggtagococgatgtggaggaccatgotoctc base pairs
n:tn:g-:-:n:gataggt-:agtgttaggggt-:gn:ttta-:an:gtn:gatt-:n:atn:ggggn:tacacctn:ctggta-:gaggag 151 to 228

BpmI FauI BsoFI BbwI Cw11I B=1I SinI fwall
MCCBST ESr'SI Ital OdeI SAUS6T Hepa2IT
Ezt0102T EzelT B=qT BzUT Eco4rT

Hzpd 2IT Ez=HIT
Mn1I BzelI Rsal 4f1ITT HineI
M I BsrsI MaeIT Ecot 7T HinPlI

cCtcaacgocagtocatgtgatacacaccaaacggagogagagatgaaasacqtaccotgaagoaargtgtgoge base pairs
ggagttgcggtcaggtan:an:tatgtgtggtttgcctcgctctctactttttgcatgggacttcgttgcacacgcg 2% to 30
eI

CspeI MaeIT AspAT
ESr'I N1alIT afal MuoI Hhal
BsePI
4spLET HhaT EpulldZT Esplz%6I BanII Esil Espld 3T

BEstUI HincI MaeITT  AluI CelIT BmyI 5acl 5stI Bes5T Kzodl

CacdI HzpiI Cfol Ec113IT 5dul BbulzT Alwz2lI DEHII OpnI
qogcacgggtgtaac totqott qagctcagotogtqaacgagatcaagtggy base pairs
cqogtgoccacattgagacgaactcgagicgagcacttootctagttcacce 301 to 362

ThaTl Cfol AsplLEI Cv11I BlpI AspHI Fr10I Cvill NdeIT
MwnI ES_hlESEI ECoICRI EstDEI Eco24I BsiHEAL Sauznl
AccIT HinP1T 0deT Bspl720I Pspl24BT ATUI MboI
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ANEXO D
SECUENCIA COMPLETA ITS2 DE A. nuneztovari (LOCUS ANU 92351)

LU ANUYZ451 371 bp LiNA [Tnear LWV Q3-JUN-1494/
DEFINITION Ancpheles nuneztowari internal transcribed spacer 2, complete
SEOUENCE.

ACCESSION  D92351
WERSIGN I92351.1 GI:2149675
KEYWORDS ;
SOURCE Anopheles nuneztovars
ORGANISM  Anopheles nuneztovari
Eukaryota; Metazoa; Arthropoda; Hexapoda; Insecta; Pterygota;
Neoptera; Endopterygota; Diptera; Nematocera; Culicoidea;
Culicidae; Anophelinae; Anopheles,
REFERENCE 1 (hases 1 to 371)
ATHORS  Danoff-Burg,J.A. and Conn,J.E.
TITLE Character congruence 1n Anopheles mosquito phylogenetics
JOURNAL  Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 371)
AITHORS  Danoff-Burg,J.A. and Conn,J.E.
TITLE Direct Submission
JOURNAL  Submitted (07-MAR-1997) Entomology, American Museum of Natural
History, Central Park West, 79th Street, MWew York City, NV 10024,
U5A
FEATURES Location/Qualifiers
source Lici 3T
Jorganism="Anopheles nuneztowvar:”
Smol_type="genomc DHA"
Jdb_xref="taxon: 30067 "
misc_RHA pi e
Snote="1nternal transcribed spacer 2; ITSZ; flanked by
5.85 and 285 rENA genes"

QRIGIN
1 caccgragaa ccaactagca aggtcgagge tttgotgoght actgatgatt tgattgacce

bl cgtgtcagoc aagcattgaa ggactgtggo gtgotggotg caccgagtght gogtgtoght
121 grttaatacg actccctctg gtatcacatc tggageoggac tatccagtca caatcoccag
181 cgaaatgtgec atctacqggot agocccgatg tggogggocg cggaatcgog gaccotooot
241 caaagccage tcatghbgaca ccaaatacca aaagagagag agaccaaacg taccctgaag
301 caacggatgec gcacacgagt gtgcageotca togogatcag taagagagag agagtaccga
36l fcactagtgg g

14

D climer| i [
HCBI| L | HIH
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ANEXO E

SECUENCIA COMPLETA ITS2 DE A. nunezfovari (LOCUS ANU 92343)

LOCUS
DEFIMITION

ACCESSION
YVERSION
KEYWIRDS
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
sOUrC

mIsC_

ORIGIN

1

bl

121

131

241

301

36l

/

ANLSZ2343

177 bp DHA

[1near

Anopheles nuneztowvari internal transcribed spacer 2, complete

SEQUENCE,.
92343

U92343.1 GI:214%67

Anopheles nuneztowvari
Anopheles nuneztovari

Eukaryota; Metazoa; Arthropoda; Hexapoda; Insecta; Pterygota;
Neoptera; Endopterygota; Uiptera; Mematocera; Culicoidea;
Culicidae; Anophelinae; Anopheles.

1 (bases 1 to 377)

Danoff-Burg,1.A. and Conn,J.E.
Character congruence 1n Anopheles mosquito phylogenetics

Unpublished
2 (bases 1 to 377)

Danoff-Burg, 1. A, and Conn,J.E.

Direct Submission

Submitted (0F-MAR-1997) Entomology, American Museum of Natural

History, Central Park West, 79th Street, Wew York City, Nv 10024,

Location/ualifiers

Jorganism="Anopheles nuneztovari”
‘genomic DNA"

Jdb_xref="taxon:30067"

U5A
B Ty
Smol_types='
EHA T

Jnotes"1nternal transcribed spacer 2; ITS2; flanked by
5,85 and 285 rRNA genes”

raccgragaa ccaactageoa
cgtgtcagoc aagoattgaa
grttaatacg actoocctetg
cgaaatgtgc atctacgggt
caaagccage tcoatgtgaca
ctgaagcaac ggatgogeac
taccgatcac tagtogg

aggtcgagoc tttgotocot
ggactgtggo gtggtoggtg
gtatcacatc tggagcoggge
agccccgatg tggogggccy
Ccaaatacca aaagagagag
acgagtgtoc ageotcatcoge

Digelaimer | W
HCB | WLk | KiH

actgatgatt tgattgacco
caccgagtot gogtgtogtt
tatccagtca caatcoccag
cggaatcgog gaccctocct
agagagagac caaacgtacc
gatcagtaag agagagagag

INY 03 -JUN-1357
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ANEXO F

SECUENCIA COMPLETA ITS2 DE A. nuneztovari (LOCUS ANU 92350)

LOCUS ANLS2350 369 bp DNA T1near  INV 03-JUN-1957
DEFINITION Anopheles nuneztowvari internal transcribed spacer 2, complete
sequence.
ACCESSTON  U92350
YERSICN U92350.1 GI:2149674
KEYWaRDS
SOURCE Anopheles nuneztovari
ORGANISM  Anopheles nuneztovari
Eukaryota; Metazoa; Arthropoda; Hexapoda; Insecta; Prerygota;
Neoptera; Endopterygota; Diptera; Mematocera; Culicoidea;
Culicidae; Anophelinae; Anopheles,
REFERENCE 1 (bases 1 to 3&9)
AUTHORS  Danoff-Burg,J.A. and Conn,J.E.
TITLE Character congruence in Anopheles mosquito phylogenetics
JOURNAL  Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 363)
AUTHORS  Danoff-Burg,J.A. and Conn,J.E.
TITLE Direct Submission
JOURNAL  Submitted (07-MAR-1337) Entomology, American Museum ot Natural
History, Cemtral Park West, 79th Street, Hew York City, NY 10024,
US4
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..389
Jorganism="Anopheles nuneztovar”
Smal_type="genomc DNA"
Jdb_eref="taxon: 30067 "
mi sC_RHNA 1..369
JSnote="1nternal transcribed spacer 23 ITS2; flanked by
5.85 and 285 rRNA genes”
ORIGIN
1 caccgcagaa ccaactagca aggtcgagge tttgotgogt actgatgatt tgattgacce
Bl cotgtcagoc aagoattgaa ggactgtggo gtggtggotg caccgagtot gogtgtogtt
121 grttaatacg actcoctotg gtatcacatc tggagoggac tatccagtca caatcccocag
181 cgaaatgtoc atctacgggt agocccgatg tggogggocg cggaatcgog gaccotococt
241 raaagccago tcatgtgaca ccaaatacca aaagagagag accaaacgta coctgaagoa
301 acggatgogc acacgagtgt goagotcatc gogatcaghta agagagagag agtaccgatc
36l actagtgog
7

Dicelaimer| Wit fo § E
HCBI | HLbd | HIH
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