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INTRODUCCIÓN:
La malaria constituye uno de los problemas más importantes

de salud pública en Colombia. Los vectores son mosquitos del
género Anopheles; en Colombia están presentes especies del
subgénero Nyssorhynchus, algunas de ellas importante vectores
de malaria, como: An. albimanus, An darlingi y An. nuñeztovari.
Varias especies pertenecientes a este subgénero presentan alta
similaridad morfológica del adulto, generando dificultad en la
identificación taxonómica. En los últimos años se han utilizado
marcadores moleculares como los espaciadores internos
transcritos (ITS) del DNA ribosomal (DNAr) para examinar
variaciones ínterespecies (ITS2) e intraespecie (ITS1) (1)
(F igura N°1).
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La importancia de identificar una especie en particular que
habita en una zona en forma simpática con otras especies, re-
side en que cada una de ellas puede presentar niveles muy
diferentes de competencia vectora, influenciando directamente
el proceso de transmisión de la malaria e indirectamente la
toma de decisiones sobre la implementación de estrategias de
control por parte de las entidades competentes.

OBJETIVO
Diferenciar por PCR-RFLP de ITSs especies de mosquitos

Anopheles del subgénero Nyssorhynchus.

METODOLOGÍA
Se capturaron mosquitos (Nechí-San Pedro de Urabá) y

se identificaron con claves taxonómicas (Suárez y cols-1985
y Faran-1980); se amplificaron las secuencias ITS (Beebe y
cols. 2000); se realizó RFLP (enzima AluI), se visualizaron
en gel al 2%.

RESULTADOS
Se procesaron 166 mosquitos: An. nuñeztovari-51.6%, An.

darlingi-41%, An. rangeli-3.0%, An.albimanus-2.0%, An albitarsis
sp.-1.2% y An triannulatus-1.2%. El amplificado de las ITS
presentó un tamaño promedio de 500 bp. La PCR-RFLP de ITS2
presentó un patrón de restricción diferente para cada especie
analizada (Figura N° 2) . La PCR-RFLP de ITS1 de las especies
analizadas hasta el momento no  mostró variabilidad, es el caso
de An.nuñeztovari  (Figura N° 3) .
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Figura Nº 1
Unidad transcripcional repetida en tandem del DNAr

Figura Nº 2
PCR-RFLP de ITS2 mosquitos

Anophe les  subgénero Nyssorhynchus

Digestión de ITS2  con enzima de restricción Alu I, diferencia claramente
patrones individuales para cada una de las especies de Anopheles. Carril 1:
peso molecular; carriles 2 y 3: An. albitarsis; carriles 4 y 5: An. nuñeztovari,
carriles 6 y 7: An. rangeli, carril 8: An. albimanus; carriles 9 y 10: An.
triannulatus; carriles 11 y 12: Anopheles Punctimacula (no Nyssorhynchus);
carriles 13 y 14: An. daringi.

Gel 2% de agarosa 70 V.
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Figura Nº 3
PCR-RFLP de ITS1 An.  nuñeztovar i

Digestión de ITS1  con enzima de restricción Alu I , no
se observa diferencia en los patrones de la digestión
en los mosquitos Anopheles nuñezlovari. Carril 1:
peso molecular, carriles 2 al 7: An nuñezlovari.

Gel de agarosa al 2% - 70 V.

CONCLUSIONES
El tamaño del amplicón de ITS2 (500 bp), está en el rango

de lo referido para An. darlingi(406bp) en Surámerica (2) y para

An nuñeztovari(548 bp), An. oswaldoi(531 bp) y An. rangeli(528
bp) en Colombia (3). La técnica de RFLP de ITS2 permitió iden-
tificar especies de mosquitos que presentan una alta similitud
morfológica, demostrando ser una herramienta útil para
diferenciar especies del subgénero Nyssorhynchus. La PCR-RFLP
de ITS1 no identificó la presencia de variabilidad en especies
como An.nuñeztovari.
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