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Identificacion de Lutzomyia spp. (Diptera: Psychodidae) grupo verrucarum
por medio de microscopia electrénica de sus huevos
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Abstract: The value of Colombian phlebotomine eggs for species determination was studied with a scanning
electron microscope. The species diversity and medical importance of the verrucarum group were the bases to
select Lutzomyia youngi, Lutzomyia evansi, Lutzomyia columbiana and Lutzomyia longiflocosa. The egg surface
was poligonal. Lutzomyia youngi, and Lutzomyia columbiana had pentagonal or hexagonal patterns; Lutzomyia
evansi elongated polygons and Lutzomyia longiflocosa irregular polygonal sculpturing, frequently rectangular.
Egg scanning electron microscopy is reliable to identify species of the verrucarum group.
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La leishmaniosis, enfermedad que ha sido
incluida entre las enfermedades tropicales més
importantes y que debe recibir una atencion es-
pecial (An6nimo1987), es causada por proto-
zoos de la familia Tripanosomatidae, género
Leishmania (Young y Arias 1992) y transmiti-
da por dipteros de la familia Psychodidae, gé-
neros Lutzomyia 'y Phlebotomus para el Nuevo
y Viejo Mundo respectivamente.

La Lutzomyia es un pequeiio insecto de 2
a 3 mm de longitud, con el cuerpo y alas den-
samente cubierto de pelos y un periodo de vi-
da en la naturaleza aproximadamente de 40 a
50 dias. L.a mayoria de las hembras estén listas
para ingerir sangre de 1 a 4 dias luego de emer-
ger de la pupa; una vez ingerida la sangre co-
mienza el proceso de ovogénesis (Osorno-Me-
sa et al. 1967).

Se han descrito huevos de aproximada-
mente 40 especies de Lutzomyia del Nuevo
Mundo; son oscuros, elipticos y se supone que
son depositados uno a uno en pequefios lotes

en lugares himedos. La superficie del huevo
tiene surcos y otras protuberancias que forman
patrones tipicos de la especie o del complejo
de especies; estos surcos probablemente fun-
cionan como un “plastrén”, a través del cual
ocurre el intercambio de gases (Travi et al.
1994); el mimero de huevos que oviposita una
hembra durante un ciclo, varia de 40 a 70 se-
gin la especie, tamafio y calidad de ingesta
sanguinea.

En estudios de laboratorio se ha observa-
do que los huevos de algunas especies pueden
permanecer latentes por perfodos adversos de
hasta 160 dias, aunque en circunstancias
normales el desarrollo embrionario toma de 4
a 20 dfas y pueden tolerar la inmersién por va-
rios dias aunque no pueden resistir condiciones
de sequedad prolongadas (Travi et al. 1994).

En 1975 Ward y Ready trabajaron con mi-
croscopia electrénica de huevos de Lutzomyia
gomezi y segiin ellos las condiciones del micro-
hébitat donde los huevos son ovipositados tiene
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Fig. 1b. Forma poligonal de las células cori6nicas.
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Fig. 2b. Formas poligonales de las células cori6nicas.
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Huevo de Lutzomyia columbiana.

. 3a.

Fig

Formas poligonales de las células corinicas.

. 3b.

Fig
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Fig. 4b. Formas rectangulares de las células cori6nicas.
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que ver con el “esculpido” del huevo. Posterior-
mente Endris ez al. (1987) estudiaron cinco es-
pecies: L. cruciata, L. diabolica, L. authophora,
L.shannoni, y L vexator separdndolas por gru-
pos dependiendo del esculpido de los huevos.

Feliciangeli et al. (1993) determinaron el
“esculpido” en huevos de Lutzomyia y separa-
ron tres especies isomoérficas que corresponden
a la serie townsendi del grupo verrucarum: L.
youngi y L. spinicrassa (especies que fueron
confundidas durante mucho tiempo con L.
townsendi); adicionalmente observaron el “es-
culpido™ coriénico de L. evansi, L. lichyi, L.
trinidadensis, L. venezuelensis, y L. olmeca bi-
color encontrando diferencias en la morfologia
coridnica. Igualmente Fausto et al. (1992) se-
pararon por medio de las caracteristicas del es-
culpido coridnico cuatro especies de fleboto-
mineos Phlebotomus perfiliewi, P. perniciosus
P. papatasi y P.dubousqui, ya que cada especie
presentd morfologia diferente.

La identificacién taxondémica de especies
de Lutzomyia se realiza tradicionalmente con
base en caracteres morfolégicos, luego de so-
meter los insectos a un proceso de aclaracién y
montaje; esta técnica permite diferenciar la
mayoria de las especies, sin embargo, algunas
como las del grupo verrucarum, requieren
otras metodologias debido a la similitud de ca-
racteres morfolégicos (como es el caso de las
espermatecas).

En Colombia no se han informado sobre
estudios de microscopia electrénica de huevos
de Lutzomyia y la falta de progresos en estos
estudios puede ser debida al infrecuente hallaz-
go de huevos en la naturaleza limitando asi la
investigacién. Ante la diversidad de especies e
importancia médica del grupo verrucarum, se
estudi6 L. youngi, L. columbiana, L. evansiy L.
longiflocosa para permitir su identificacién.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realiz6 a partir de ejemplares
recolectados en diferentes municipios de Colom-
bia. En Montebello (Antioquia) se capturé Luz-
zomyia youngi, en San Andrés de Sotavento

(Cérdoba) Lutzomyia evansi, en Herveo (Toli-
ma) Lutzomyia longiflocosa. Los huevos de Lut-
zomyia columbiana fueron gentilmente facilita-
dos por la fundacién Centro Internacional de En-
trenamiento e Investigaciones Médicas de Cali
(procedentes de la colonia que alli se mantiene).

Los insectos se capturaron con trampa
Shannon y aspirador manual. Se trasladaron al
laboratorio en jaulas de tela (18 cm de largo,
17 cm de alto 16 cm de ancho) suspendida en
una armadura de madera con algodones hume-
decidos. Se alimentaron sobre un hamster pre-
viamente anestesiado con 0.3cc de un prepara-
do 1: 9 de Rompun (Xilazina 2%) y Ketalar
(Clorhidrato de Ketamina 50/ml); se mantu-
vieron a 25°C y 80-90 % HR en el insectario
del laboratorio.

Cada hembra se transfiri6 con aspirador a
frascos de oviposicién y diariamente se obser-
v6 al estereo-microscopio; tras ovipositar, las
hembras se identificaron con la clave de Young
& Duncan (1994).

Para el microscopio electrénico de barrido
(MEB) se sumergid los huevos en una solucién
fijadora de glutaraldehido al 2% durante 2h,
seguida de tres lavados en una solucién tam-
pén fosfato y luego en tetradxido de osmio al
1% durante 1h. Posteriormente se hizo tres la-
vados en solucién tampén y agua destilada, se
deshidraté en gradiente de etanol desde 30°
hasta 100°, se secarén por punto critico con
CO, y se cubri6 el material con una capa de
oro de 20 nm en un cobertor i6nico.

RESULTADOS

La morfologia ultraestructural de la super-
ficie de los huevos de las especies estudiadas se
muestran en las Figs. 1y 2. Lutzomyia youngi'y
Lutzomyia columbiana presentan un modelo
poligonal (pentagonal o hexagonal), Lutzomyia
evansi exhibe poligonos elongados y Lutzom-
yia longiflocosa presenta formas frecuentemen-
te rectangulares.

Huevos de Lutzomyia youngi
Apariencia total: forma elipsoidal y color
negro; el esculpido coriénico exhibe un modelo
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poligonal (pentagonal o hexagonal) con apro-
ximadamente ochenta células visibles en una
de las superficies; estos poligonos son de apa-
riencia redondeada bien definidos y delimita-
dos por columnas de color blanco conectadas
entre si con apariencia de hileras no alineadas
(Figs. lay b)

Tamaiio: promedio de longitud del huevo
34007 pum (322.85-366.85) y ancho promedio
106.04 wm (85.5-124.3) n=15; promedio de lon-
gitud del poligono 23.23 um (18.15-25.85) y dia-
metro promedio 16.11 um (12.10-20.35) n=15.

Huevos de Lutzomyia evansi

Apariencia total: forma de cigarro y co-
lor negro, presentan la superficie cubierta de
células coriénicas mostrando un modelo poli-
gonal elongado, aunque también se aprecian
formas rectangulares, ambos lados — longitudi-
nales y transversales forman columnas muy
irregulares, débilmente unidas, de color blanco
y apariencia algodonosa; el huevo exhibe en
una de las superficies aproximadamente 84 cé-
lulas visibles (Figs. 1c y d)

Tamafio: promedio de longitud del huevo
311.92 pum (288.75-328.35) y ancho promedio
88. 38 um (72.60-108.35) n=15; promedio de
longitud del poligono 19.18 um (11.66-34.21) y
didmetro promediol1.54 pm (6.57-15.0) n=15.

Huevos de Lutzomyia columbiana

Apariencia total: forma elipsoidal y color
negro, el modelo del esculpido coriénico se ob-
serva poligonal, (pentagonal- hexagonal, aun-
que también se observan formas rectangulares),
con aproximadamente 71 células visibles en
una de las superficies; los poligonos son bien
definidos delimitados por cadenas de eslabones
fuertemente unidos formando columnas delga-
das y de color blanco (Figs. 2a y b).

Tamaiio: promedio de longitud del huevo
335.35 wm (313.5-359.15), ancho promedio
108.64 pm (87.45-150.7)n=15; promedio de
longitud del poligono 26.86 um (20.35-34.1) y
didmetro promedio 18.64 pm (14.85-
23.1)n=15.

Huevo de Lutzomyia longiflocosa

Apariencia total: color negro y forma
elipsoidal; presentan aproximadamente 64 cé-
lulas visibles en una de las superficies, las cua-
les estdn conectadas por gruesas columnas lon-
gitudinales y perpendiculares fusionadas entre
s y formando figuras frecuentemente rectan-
gulares, aunque también poligonales de apa-
riencia algodonosa (Figs.2c y d).

Tamaiio: promedio de longitud del huevo
335.81 um (322.3-347.0) y ancho promedio
11331 pm (101.2-123.7); promedio de longi-
tud del poligono 21.80 pum (18.15-22.27) y
15.01 um de didmetro (11.55-18.70)n=15.

DISCUSION

La microscopia electrénica de huevos es
una herramienta 1itil en taxonomia de flebotomi-
neos ya que provee informacién detallada acerca
de los patrones superficiales, los cuales permiten
deparar especies que presentan dificultad en la
taxonomia por métodos tradicionales como la
utilizacién de caracteres morfolégicos. Presumi-
blemente la forma del esculpido coriénico esta
relacionada con las diferencias en los microhabi-
tats (humedad, temperatura, etc.) donde las hem-
bras ovipositan (Ward y Ready, 1975). Sin em-
bargo, los huevos de L. youngi'y L. evansi de Ve-
nezuela (Feliciangeli et al. 1993) al ser compara-
dos con L. youngi y L. evansi de Colombia
muestran un patrén similar. De allf la necesidad
de obtener mas informacién sobre la morfologia
de huevos como criterio taxonémico en la iden-
tificacién de especies de flebotomineos.
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RESUMEN

En Colombia la microscopia electrénica de huevos
de phlebotomineos para determinacién de especies es nue-
va. Debido a la diversidad de especies e importancia mé-
dica del grupo verrucarum se estudiaron cuatro de estas
especies: Lutzomyia youngi, Lutzomyia. evansi, Lutzomyia
columbiana y Lutzomyia longiflocosa. El modelo de su-
perficie del huevo es poligonal. Lutzomyia youngi y Lut-
zomyia columbiana exhibieron un modelo pentagonal o
hexagonal, Lutzomyia evansi poligonos elongados y Lut-
zomyia longiflocosa un modelo poligonal frecuentemente
rectangular. La microscopia electrénica de huevos es con-
fiable para identificar especies del grupo verrucarum.
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