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RESUMEN

Introduccion. La leishmaniasis cutidnea
localizada es endémica en la Peninsula de Yucatan,;
hasta ahora, se considera que el agente causal
Leishmania mexicana es transmitido a humanos
por la picadura del insecto vector Lutzomyia
olmeca olmeca y, posiblemente también, por
Lu. cruciata. Aunque existen estudios sobre la
ecologia de ambas especies de flebotominos, se
desconoce a la fecha si geograficamente existe
una variacidn genética entre poblaciones.
Objetivo. El objetivo principal de este estudio
fue determinar si las poblaciones se pueden
segregar en unidades independientes, con base en
la evaluacion de la variabilidad entre caracter(es)
morfoldgico(s) de las poblaciones a través de un
analisis discriminante.

Materiales y Métodos. Especimenes de Lu.
olmeca olmeca y Lu. cruciata fueron colectados
en distintas localidades de los estados de Tabasco,
Campeche, Yucatdn y Quintana Roo. Con la
misma metodologia de montaje y preservacion,
los especimenes fueron medidos con una regla
micrométrica. Treinta y un caracteres fueron
medidos para cada espécimen; una vez realizado
el andlisis univariado entre miembros de distintas
poblaciones, se seleccionaron sélo los caracteres

significativos y con ellos se hizo un analisis
multivariado para la identificacion de grupos.
Resultados. Con el andlisis univariado se encontrd
que para Lu. olmeca olmeca, de 31 caracteres
evaluados, 26 resultaron significativos, mientras
que para Lu. cruciata se encontraron diferencias
significativas en 16 de 31 caracteres estudiados.
Mientras que con el analisis multivariado
se encontré que, para Lu. olmeca olmeca, la
poblacion de Becanchén se segreg6 del resto de
las poblaciones. En el caso de Lu. cruciata, la
discriminacion fue para las localidades de Dos
Naciones y de La Libertad con respecto al resto
de las poblaciones.

Conclusiones. Se confirma que existe variabilidad
geografica a nivel de caracteres morfoldgicos
entre poblaciones (analisis univariado) y a
nivel individual considerando varios caracteres
simultdneamente (analisis multivariado). Se
requieren mas estudios para confirmar el nivel
de heterogeneidad y aislamiento genético entre
poblaciones de ambas especies de flebotominos.
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ABSTRACT

Morphometric analysis of allopatric
populations of Lutzomyia olmeca olmeca and
Lutzomyia cruciata (Diptera: Psychodidae:
Phlebotominae), main vectors of cutaneous
leishmaniasis in southeastern Mexico

Introduction. Localised cutaneous leishmaniasis
(LCL) is endemic in the Peninsula of Yucatan.
Leishmania mexicana is transmitted to humans by
the infectious bite of the insect vector Lutzomyia
olmeca olmeca and possibly by Lu. cruciata as
well. Even though there are several previous
studies on the ecology of both phlebotomid
sandflies, potential genetic variations have not
been determined for geographically separated
sandfly populations

Objective. The main objective of this study
was to evaluate the existence of variability of
morphological characters among populations,
and then to evaluate whether or not populations
could be distinguished from each other using
discriminant analyses

Materials and Methods. Specimens of Lu.
olmeca olmeca and Lu. cruciata were collected in
distinct locations of the southern states of Tabasco,
Campeche, Yucatan y Quintana Roo. Thirty one
morphological characteristics were measured using
amicrometric for every specimen, using consistent
techniques for preservation and slide mounting
for all samples. Following univariant analyses,
we then selected only the statistically significant
morphological characteristics for a multivariant
analysis to identify group characteristics.
Results. For Lu. olmeca olmeca, univariant
analysis found that 26 out of 31 characteristics
were statistically significant, whereas for Lu.
cruciata, 16 out of 31 characteristics were
significant. Subsequent multivariate analyses
showed that Lu. olmeca olmeca from Bechanchén
were statistically different (discriminant) from the
rest of the populations. In the case of Lu. cruciata,
the populations of Dos Naciones and La Libertad
were statistically different (discriminant) from the
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rest of populations studied.

Conclusions. Geographic variability was found
among the morphological characteristics of the
studied populations at both individual levels using
univariant analysis, and for several characteristics
considered simultaneously via multivariant
analysis. More studies are required to confirm
the levels of heterogeneity and genetic isolation
among populations of the two studied sandfly
species.

Key words: Diptera, Phlebotominae, leishmaniasis
México, Lu. olmeca, Lu. cruciata, morphometric
analysis

INTRODUCCION

Tradicionalmente, la literatura publicada
a nivel mundial (1-3) y nacional (4) sobre
vectores de leishmaniasis refiere que, en México,
Lutzomyia (Nyssomyia) olmeca olmeca (Vargas
& Diaz-Najera) es la Unica especie vector del
parasito Leishmania mexicana (Biagi), el cual
es el principal agente causal de la leishmaniasis
cutanea (3). La especie Lu. olmeca olmeca
fue descrita como Phlebotomus olmecus en la
localidad de Teapa en el estado de Tabasco,
Meéxico (5). En la actualidad, se considera que
Lu. olmeca olmeca pertenece a un complejo de
subespecies/especies denominado flaviscutellata
(sensu Young & Duncan) (6), entre las que se
encuentran, ademas de Lu. olmeca olmeca, Lu.
olmeca bicolor, Lu. olmeca reducta, Lu. olmeca
nociva y Lu. flaviscutellata (6). La distribucion
conocida de Lu. olmeca olmeca en México,
hasta el presente, comprende a los estados de la
Peninsula de Yucatan, que son Campeche, Yucatan
(7,8) y Quintana Roo (9), ademas de Tabasco,
Chiapas, Oaxacay Veracruz (9). Esta distribucion
tan restringida a los estados del sureste de México
hace entonces suponer que los casos humanos de
leishmaniasis cutanea reportados en otros estados,
como Nayarit, Sinaloa, Tamaulipas, Coahuila entre
otros, no se deben a Lu. olmeca olmeca, sino mas
bien a otras especies de flebotominos. Un estudio
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reciente sobre modelaje de nicho ecoldgico de
Lu. olmeca olmeca en el pais (10) y sobre los
casos acumulados reportados de leishmaniasis en
México mostréd dos hallazgos importantes: 1) que
la distribucién potencial de Lu. olmeca olmeca esta
muy restringida al sureste de México y ii) que no
existe una asociacion geografica de la distribucion
en otras regiones del pais donde se han reportado
casos de la enfermedad.

La incriminacion de Lu. olmeca olmeca
como vector principal de la leishmaniasis en el
pais proviene de los estudios pioneros, ahora
considerados clasicos y sobresalientes del Dr.
Francisco Biagi Filizola y la Biol. Ana Maria
del Buen, quienes en colaboracion con otros
investigadores demostraron que esta especie en
Carrillo Puerto, Quintana Roo, estaba infectada
naturalmente en campo con el pardsito y que,
cuando estos parasitos se inocularon en hamsters
susceptibles, se desarrollaron lesiones ulcerosas;
ademas, se comprob6 que las hembras Lu. olmeca
olmeca podian transmitir al parasito por picadura a
voluntarios humanos (11). Estos resultados fueron
muy similares a los reportados por Disney (12) en
Belice; por lo que de inmediato se acepto que esta
especie de flebotomino era indudablemente un
vector comprobado.

Sin embargo, estudios realizados en los
ultimos afios en sitios de transmision selvatica
de leishmaniasis, principalmente en Campeche
(8,13-16), sugieren que la transmision de Le.
mexicana no se debe exclusivamente a Lu.
olmeca olmeca, sino quizas a la interaccidon con
otras especies como Lutzomyia (Lutzomyia)
cruciata (Coquillet), Lutzomyia (Psathiromyia)
shannoni (Dyar) y Lutzomyia (Psychodopygus)
panamensis (Shannon). De las anteriores especies,
se ha sospechado, desde hace muchos afios,
sobre el papel que desempefia Lu. cruciata como
vector de Le. mexicana, debido a su marcado
comportamiento antropofilico y su amplia
distribucion geografica (8,13-18); ademas de que,
al menos experimentalmente, se ha demostrado
su capacidad para transmitir Le. mexicana a
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voluntarios humanos (19).

La especie Lu. cruciata fue descrita en Alta
Vera Paz, Guatemala (20), y en México es, quizas,
la especie de mayor distribucion territorial y que
ha sido reportada en los estados de Campeche,
Chiapas, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Michoacan,
Morelos, Nuevo Leon, Puebla, Quintana Roo,
Oaxaca, San Luis Potosi, Tabasco, Tamaulipas,
Veracruz y Yucatan (17,21-26). Asimismo, se
ha reportado que el analisis de la distribucion de
nicho ecologico de Lu. cruciata se correlaciona
con la distribucion de casos de leishmaniasis en el
pais (10); por lo que su potencial como vector es
bastante amplio dada la correspondencia espacial.

Entre los métodos evaluados para la
correcta identificacion de especies muy similares
morfoldgicamente de flebotominos, el andlisis de
morfometria ha probado ser una util herramienta
taxondmica para el reconocimiento de especimenes
pertenecientes a un taxon en particular (27,28).
Ademas, la morfometria ha sido usada con éxito
para estimar variaciones inter-poblacionales en
diversas especies (29,30), obteniéndose en algunos
casos una buena correlaciéon con marcadores
moleculares (31,32).

Hasta ahora, en México se han realizado
diversos estudios sobre flebotominos que incluyen
determinaciones sobre dindmica poblacional
(13,14), indice de paridad y sobrevida por
ciclo gonotrofico (15), abundancia relativa y
composicion de especies por método de captura
(8), asi como la identificacién de especies
antropofilicas (33). También existen estudios de
distribucion geografica y/o taxondmicos (9,21,
23,26,34,35). No obstante, no se han realizado
estudios que analicen la variacion geografica
que puedan presentar distintas poblaciones, en
especial con Lu. olmeca olmeca y Lu. cruciata;
por lo que en la presente investigacion se
realizo un analisis comparativo morfométrico de
especimenes de ambas especies, provenientes de
distintas localidades del sureste de México. El
presente trabajo reporta un analisis morfométrico
preliminar donde se evaluaron 31 caracteres en Lu.
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olmeca olmeca 'y Lu. cruciata, procedentes de ocho
y seis poblaciones, respectivamente. El objetivo
primario de este estudio fue evaluar la existencia
de variabilidad de caracteres morfologicos entre
miembros de poblaciones originadas de diferentes
regiones y evaluar si mediante un analisis
discriminante las poblaciones se podrian segregar
en unidades independientes.

MATERIALES Y METODOS

Sitios de estudio. Las localidades seleccionadas
para el estudio se ubican en el sureste de México,
las cuales fueron: Becanchén (N 19° 52.31°, O
89° 12.62°), municipio de Tekax, Yucatan; Dos
Naciones (N 17° 58.40°, O 89° 20.74°) y La
Guadalupe (N 18°20.24°, O 89°28.49’), municipio
de Calakmul, Campeche; La Libertad (N 18°
31.60°, O 90° 27.89’), municipio de Escarcega,
Campeche; La Virgencita de la Candelaria (N 18°
14.537, O 89° 19.65"), municipio de Calakmul,
Campeche; Santa Isabel (N 19° 28.20°, O 89°
12.52”), municipio de Carrillo Puerto, Quintana
Roo; municipios de Cardenas (N 18°10.51°, 0 93°
29.06’) y Cunduacan (N 18°07.23°,0 93 °12.54°)
en Tabasco (Figura 1). Las localidades fueron
consideradas para el estudio por los antecedentes
previos de casos de leishmaniasis cutanea.
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Figura 1. Localizacion geografica de los sitios de estudio
en el sureste de México. Las localidades donde se
colectaron los especimenes de Lu. olmeca olmeca 'y Lu.
cruciata se enlistan y sefialan por puntos. El recuadro
en la esquina inferior izquierda representa la posicion
relativa del sureste (drea sombreada) con el resto del pais
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Colecta de especimenes. Las hembras de Lu.
olmeca olmeca y Lu. cruciata fueron capturadas
con la trampa Shannon (36), la cual consiste en
una carpa rectangular cuadrada sin base (1.5
m de ancho x 2.5 m de largo, 1.5 m de altura),
confeccionada en manta y suspendida a 30 cm del
suelo, dentro de ella se colocd un cebo humano,
quienes se protegieron con pantalones largos y
camisa de mangas largas (37). Los flebotominos,
atraidos por el cebo, ingresaron a la trampa por el
espacio existente entre ella y el suelo, dirigiéndose
al cebo para alimentarse, para posteriormente
reposar sobre las paredes internas de la trampa, las
cuales fueron revisadas cada 30 minutos, de donde
fueron capturadas con la ayuda de un aspirador
bucal y colocadas dentro de un frasco colector de
plastico. La trampa Shannon se coloco de 18:00
a 22:00 hrs, tiempo en que los flebotominos
presentan la mayor actividad (14,18). También se
capturaron con la trampa Disney (38), técnica que
consistié de una charola de aluminio de 50 x 50
cm, impregnada con aceite de castor (Riedel de
Héen, Seelze, Suiza), sobre la cual se coloco una
jaula de 15 x 17 x 7 cm, con un roedor, y encima
de ésta una charola invertida de aluminio, para
proteger la trampa en caso de lluvia. Las trampas
se ubicaron a una altura de 20 cm sobre el suelo,
funcionando de las 18:00 hrs a las 07:00 hrs del
dia siguiente.

Identificacion de flebotominos. En el labora-
torio, los especimenes se lavaron con una solucion
de jabon Extran® al 2% (Extran MAO2, pH neutro,
EMD Chemicals Inc. Gibbstown, NJ, EEUU);
posteriormente, fueron lavados nuevamente en
agua destilada y fueron macerados y aclarados
con solucion de hidroxido de sodio (J. T. Baker®,
Xalostoc, Edo. de México, México) al 10% durante
24 hrs a temperatura ambiente. Al dia siguiente,
los especimenes se deshidrataron por 10 minutos
en cada una de la serie de alcoholes, comenzando
con una concentracion al 70%, 80% y 100%.
Posteriormente, con la ayuda del microscopio
estereoscopico y de un par de agujas entomologicas
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finas, los especimenes fueron colocados y
disecados sobre una gota de resina sintética de
Berlese (Entomopraxis S. C., Barcelona, Espaia)
colocada sobre un portaobjetos. El cuerpo fue
seccionado de la manera siguiente: la cabeza se
separ6 del resto del cuerpo; el torax y el abdomen
se colocaron en el centro de la preparacion de
manera lateral, extendiendo lo mas posible alas
y patas. Mientras que la cabeza se coloco al lado
izquierdo del cuerpo dejando el foramen hacia la
parte de arriba, las antenas y palpos se extendieron.
Una vez seccionado y posicionado el espécimen, se
le coloco el cubreobjetos procurando cubrir la gota
de la resina de Berlese. Los flebotominos fueron
identificados utilizando las claves de Young (39) y
Young y Duncan (6). Los especimenes analizados
en este estudio fueron almacenados en la coleccion
y dados de alta en la base de datos del Laboratorio
de Entomologia Médica, Departamento de
Zoologia de Invertebrados, Facultad de Ciencias
Biologicas, Universidad Autonoma de Nuevo
Ledn, México.

Medicion de caracteres. Las mediciones de los
especimenes se tomaron bajo un microscopio
compuesto Carl Zeiss® equipado con una pieza
ocular graduada (10 X), la division de esta pieza
estaba dada en 10 unidades. Debido a posibles
cambios de temperatura ambiental, la calibracion
de la pieza ocular se realizé semanalmente usando
una regla graduada (100 x 0.01 = 1 mm; Graticules
Ltd, Tonbridge, Kent, Inglaterra). En el Cuadro 1,
se puede observar la magnificacion 40X y 10X, las
cuales fueron utilizadas de acuerdo con el tamafo
de las estructuras por medir; si eran muy pequenas,
se uso la magnificacion 40X y para estructuras mas
grandes se utiliz6 la magnificacion 10X. Después
de tener la matriz de datos con las mediciones
de cada magnificacion, se realizd la conversion
respectiva a mm. Con el propdsito de minimizar el
error humano por sesgo de medicion, todas éstas
fueron hechas por una sola persona.

Analisis de datos. Después de realizadas las
mediciones de los caracteres morfoldgicos, se
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Cuadro 1
Lista de los 31 caracteres morfolégicos usados para el
analisis morfométrico de las especies Lu. olmeca olmeca
y Lu. cruciata colectadas en las distintas localidades del
sureste de México

Variable Abreviatura Magnificacion
Altura del ojo AlO (40 x)
Ancho del ojo AnO (40 x)
Espacio interocular EI (40 x)
Altura de la cabeza AlC (10 x)
Ancho de la cabeza AnC (10 x)
Longitud del clipeo LCl1 (40 x)
Lpngitud de la fa- LF (40 x)
ringe
Longitud del labro LL (40 x)
Palpo 1 P1 (40 x)
Palpo 2 P2 (40 x)
Palpo 3 P3 (40 x)
Palpo 4 P4 (40 x)
Palpo 5 P5 (40 x)
Flagelomero 1 Fl1 (10 x)
Fémur 1 F1 (10x)
Tibia 1 Til (10 %)
Tarso 1 T1 (10 x)
Fémur 2 F2 (10 x)
Tibia 2 Ti2 (10 x)
Tarso 2 T2 (10 x)
Fémur 3 F3 (10x)
Tibia 3 Ti3 (10 x)
Tarso 3 T3 (10 x)
Longitud del me- LM (10 x)
sonoto
Longitud del cuerpo LC (10 x)
Longitud a La (10 x)
Longitud LB (10 x)
Longitud y Ly (10 x)
Longitud 6 Lo (10 x)
Longitud vena ra- LR5 (10 x)
dial 5
Longitud total alar LA (10 x)

elabord una base de datos en Excel® en donde
se vaciaron los registros para convertirlas en
milimetros con la ayuda del programa estadistico
MINITAB 11.0 (Clecom, Inglaterra). Después de
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ello, se procedid a realizar para cada variable un
analisis estadistico descriptivo, obteniendo media,
mediana, cuartiles, desviacion estandar, asi como
la determinacion de mediciones extremas, las
cuales una vez identificadas se eliminaron de la
base de datos correspondiente.

Se realizaron gréficos de dispersion de
datos y se procedié a determinar significancia
estadistica para cada caracter entre poblaciones,
usando la prueba univariada de Anélisis de Varianza
(ANDEVA) y para corregir el error experimental
acumulado de cada prueba comparativa, se
procedio6 a calcular la férmula de Bonferroni (40)
cuya formula es: (a”” = a/k); donde a es el nivel de
significancia y k es el nimero de comparaciones.

A partir de los caracteres que resultaron
significativos con la prueba univariada, se procedid
a construir una matriz de datos considerando las
poblaciones, el objetivo de medicion (10X y 40X)
y los caracteres morfologicos significativos para
cada especie. Una vez construida la base de datos,
se procedid al andlisis de funcidon discriminante
con el programa computacional Statgraphics
5.1 (Manugistics Inc, Rockville, EE.UU.). Para
cada especie, los datos se analizaron de forma
independiente y considerando para un andlisis
exploratorio sdlo los caracteres medidos en 10X,
luego solo los caracteres medidos en 40X y, por
ultimo, con todos los datos. Para seleccionar las
funciones discriminantes, se usd como criterio el
analisis que haya tenido el mayor porcentaje de
casos correctamente clasificados.

El uso del analisis de funcion discriminante
ayud6 a predecir a los miembros de una
poblacion basada en los valores de otras variables
cuantitativas. Las graficas creadas con las
funciones discriminantes se incluyen en los
resultados del presente estudio (Figuras 2A 'y 2B).
Adicionalmente, con el paquete estadistico SAS®,
se reanalizaron solo las variables que en primera
instancia habian sido discriminadas con las graficas
y el analisis del Statgraphics. En el programa SAS,
se uso el procedimiento STEPDISC, el cual al
inicio no considera ninguna variable y luego va
incorporando, una a la vez, el resto de variables,
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hasta que, al final, la decision de introducir o sacar
del modelo las diferentes variables es con base en
los valores de covarianza y correlacion parcial
obtenidos; de esta manera, se logran identificar
las variables que mas poder discriminatorio tienen
en el modelo seglin los resultados de la prueba
Lambda de Wilks, considerando un nivel de
significancia de P < 0.01.
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Figura 2. A) Analisis multivariado en poblaciones de Lu.
olmeca olmeca. B) Anélisis multivariado en poblaciones
de Lu. cruciata

Simbologia: A) Becanchén. B) Dos Naciones. C) La
Guadalupe. D) La Libertad. E) La Virgencita. F) Santa
Isabel. G) Cardenas. H) Cunduacan. Ce. Centroides

RESULTADOS
Analisis univariado para la separacion de
caracteres para el analisis multivariado.
Los promedios y las desviaciones estandar de
las mediciones de los 31 caracteres de ocho
poblaciones de Lu. olmeca olmeca y de seis
poblaciones de Lu. cruciata, se muestran en los
Cuadros 2 y 3, respectivamente.

Los resultados del andlisis univariado de
las mediciones de caracteres morfologicos reveld



la existencia de variabilidad dentro de varios
caracteres entre poblaciones. Para Lu. olmeca
olmeca, de 31 caracteres evaluados, 26 resultaron
significativos, mientras que para Lu. cruciata se
encontraron diferencias significativas en 16 de 31
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caracteres estudiados. Para Lu. olmeca olmeca de
estos caracteres significativos, 13 estan asociados
a la cabeza, cinco a las patas, uno al torax, seis
a las alas, asi como la longitud total del cuerpo.
Para Lu. cruciata, 11 de esos caracteres pertenecen

Caracteres morfologicos en hembras de Lu. olmeca olnS:cizd[l).l?ozvenientes de ocho poblaciones localizadas en el sureste
de México
Caracter Becanchén  Dos Naciones La Guadalupe La Libertad La Virgencita SantaIsabel Cardenas  Cunduacan
(n=10) (n=28) (n=32) (n=30) (n=30) (n=30) (n=20) (n=13)
AlO 0.24+0.01  0.24+0.01 0.24+0.01  0.24+£0.01  0.24+0.01  0.25+0.01 0.24+0.01 0.23+0.03
AnO 0.14+0.01  0.15+0.01  0.15+0.02  0.15+0.02  0.12+0.03  0.15+0.01 0.13£0.01  0.12+0.02
EI 0.10£0.02  0.13+0.02  0.11£0.02 0.10+0.02  0.12+0.01  0.10+0.02 0.01+0.01 0.11+£0.02
AIC 0.43+0.02  0.46+0.02  0.48+0.02 0.47+0.02  0.48+0.01 0.47+0.03 0.46+0.02  0.45%0.03
AnC 0.38+0.03  0.37+£0.03  0.39+0.03  0.39+0.03  0.35+0.07  0.40+0.03 0.38+0.02  0.38+0.02
Fl1 0.36+0.03  0.37+0.02  0.38+0.02 0.37+0.02  0.36+0.02  0.37+0.03 0.35£0.02  0.33+0.06
LClI 0.15+0.01 0.17+#0.01  0.18+¢0.01 0.18+0.01  0.18+0.01  0.17+0.01 0.18+0.01  0.25+0.30
LF 0.20+0.01  0.20+0.02  0.21+0.01 0.22+0.01  0.21+0.01  0.22+0.02 0.22+0.01 0.21+£0.01
LL 0.29+0.02  0.27+0.02  0.28+0.01 0.28+0.02 0.28+0.01  0.27+0.05 0.28+0.01 0.28+0.01
P1 0.06+0.01  0.06+0.01  0.06+0.01 0.06+0.01  0.06+0.01  0.06+0.01 0.05+0.01  0.05+0.01
P2 0.14+0.02  0.12+0.02  0.12+0.04 0.12+0.01  0.12+0.01  0.13+0.01 0.12+0.03  0.11+0.01
P3 0.16+0.01  0.16+0.01 0.180.09 0.16£0.01  0.16+0.01  0.16+£0.01 0.16+0.04  0.15+0.01
P4 0.07£0.01  0.06%0.01 0.06+0.01  0.06+0.01  0.06+0.01  0.06+0.01 0.06+0.04  0.06+0.01
P5 0.17£0.03  0.13£0.04  0.13+0.01 0.13+0.01  0.12+0.01  0.13+0.02 0.12+0.03 0.14+0.04
F1 0.97+0.06  0.94+0.03  1.01£0.06  0.98+0.06  0.99+0.04 0.96+0.07 0.97+0.03  0.91+0.11
Til 1.4840.15 1.30+0.03  1.43+0.01 1.39+0.09 1.41£0.06  1.45+0.07 1.36+£0.05  2.35+3.22
Tl 0.98+0.09 0.88+0.03  0.93+0.06 0.92+0.04  0.93+0.03  0.96+0.04 0.91+0.09  0.80+0.21
F2 0.83£0.09  0.86+0.08  0.85+0.04 0.86+0.05 0.88+0.04  0.84+0.05 0.85+0.03  0.81+0.07
Ti2 1.66+0.17  1.5340.01 1.58+0.14  1.63+0.09  1.62+0.08  1.64+0.12 1.49+0.38 1.45+0.30
T2 1.14+0.19  1.00+0.01 1.02+0.05 1.04+0.05 1.01+0.09  1.07+£0.03 0.10+0.07  0.89+0.22
F3 0.90+0.04  0.93+0.02  0.98+0.05 0.98+0.05 0.99+0.04 0.95+0.08 0.98+0.03 0.93+0.08
Ti3 1.81£0.09  1.79+0.09 1.96+0.11  1.90+0.11 1.93+0.10  1.93+0.13 1.87+0.07 1.71+0.32
T3 1.19£0.02  1.12+0.04 1.16+0.07 1.18+0.06  1.17+0.07  1.12+0.25 1.14+0.06  0.91+0.38
LM 0.58+0.02  0.59+0.03  0.61+0.04 0.61+0.03  0.58+0.04 0.60+0.3  0.59+0.02  0.59+0.03
LCu 3.09£0.25 2.97+0.12  3.14+0.34 3.25+0.20 3.55+¢0.19 3.07£0.30 3.14+0.62  3.324+0.32
VA 0.41+0.04 0.57£0.05 0.61+0.05 0.58+0.06 0.60+0.05 0.56+0.06 0.56+0.03 0.54+0.02
VB 0.34+0.03  0.40+0.09  0.40+0.04 0.38+0.02 0.38+0.03  0.38+0.06 0.35+0.04  0.34+0.02
VG 0.31£0.03  0.17£0.03  0.20£0.05 0.20+0.03  0.18+0.03  0.21+0.05 0.20+0.03 0.18+0.03
VD 0.04+0.02  0.13+£0.17  0.14+0.04 0.11+0.06  0.13+0.03  0.09£0.04 0.09+£0.02  0.09+0.04
LRS5 1.30+0.06  1.974+2.66 1.48+0.08 1.44+0.07 1.47+0.07 1.39+0.21 1.39+0.04 1.16+£0.51
LA 2.2540.07 2.43+0.52  2.55+0.12 2.54+0.01 2.57#0.01 2.45+0.20 2.35+0.13  2.39+0.08

Tamafio de muestra (n) y valores promedio (+) desviacion estandar
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Cuadro 3
Caracteres morfolégicos medidos en hembras de Lu. cruciata provenientes de seis poblaciones localizadas en el

sureste de México

Caracter Becanchén Dos Naciones La Guadalupe La Libertad La Virgencita Santa Isabel
(n=29) (n=20) (n=30) (n=30) (n=28) (n=28)
AlO 0.23£0.01 0.23+0.01 0.23+0.10 0.22+0.04 0.224+0.01 0.224+0.01
AnO 0.14+0.01 0.15+0.01 0.14+0.01 0.14+0.03 0.12+0.01 0.13+0.01
EI 0.10£0.01 0.10+0.01 0.10+0.01 0.8+0.010 0.10+0.01 0.90+0.01
AlC 0.40+0.02 0.39+0.02 0.41+0.02 0.41+.020 0.41+0.02 0.40+0.02
AnC 0.38+0.02 0.39+0.01 0.38+0.02 0.39+0.03 0.36+0.03 0.37+0.02
Fl1 0.38+0.46 0.30:£0.02 0.20+0.30 0.30+0.02 0.31+0.02 0.29+0.02
LCl1 0.14+0.01 0.14+0.01 0.14+0.01 0.14+0.01 0.14+0.01 0.14+0.01
LF 0.19+0.01 0.19+0.01 0.19+0.01 0.19+0.03 0.19+0.01 0.18+0.01
LL 0.28+0.02 0.27+0.01 0.27+0.03 0.29+0.01 0.28+0.02 0.27+0.01
P1 0.07+0.01 0.07+0.01 0.07+0.01 0.06+0.02 0.07+0.01 0.07+0.07
P2 0.16+0.01 0.16+0.01 0.15+0.01 0.16+0.01 0.16+0.01 0.15+0.01
P3 0.18+0.02 0.18+0.01 0.17+0.01 0.19+0.01 0.18+0.01 0.17+0.01
P4 0.13£0.01 0.13+0.01 0.13+0.01 0.14+0.04 0.14+0.01 0.13+0.01
PS5 0.33+0.06 0.29+0.07 0.46+0.57 0.37+0.15 0.38+0.03 0.31+£0.04
Fl1 0.76+0.05 0.76:£0.07 0.77+0.04 0.76:0.04 0.78+0.07 0.74+0.05
Til 0.84+0.07 0.84+0.07 0.82+0.06 0.86+0.05 0.88+0.16 0.80+0.06
T1 0.48+0.03 0.47+0.04 0.48+0.06 0.49+0.02 0.51+0.16 0.45+0.03
F2 0.75+0.04 0.76:0.06 0.76+0.05 0.77+0.05 0.76:£0.04 0.73+0.06
Ti2 0.98+0.08 1.03+0.09 0.99+0.06 1.04+0.02 1.06+0.17 0.96+0.08
T2 0.53£0.03 0.53+0.05 0.54+0.04 0.55+0.04 0.60+0.15 0.53+0.09
F3 0.81+0.05 0.81+0.07 0.83+0.04 0.84+0.08 0.82+0.04 0.78+0.06
Ti3 1.22+0.01 1.25+0.14 1.21+0.17 1.29+0.07 1.31£0.17 1.17+0.11
T3 0.64+0.07 0.63+0.04 0.65+0.04 0.68+0.02 0.68+0.15 0.64+0.09
LM 0.59+0.04 0.59+0.03 0.58+0.03 0.58+0.22 0.58+0.03 0.56+0.03
LCu 2.95+0.32 2.86+0.45 3.18+0.23 3.01+0.09 3.01+£0.29 3.00+0.20
VA 0.49+0.04 0.49+0.38 0.47+0.31 0.50+0.02 0.50+0.04 0.47+0.03
VB 0.25+0.04 0.23+0.02 0.23+0.03 0.25+0.02 0.25+0.03 0.25+0.02
VG 0.26+0.03 0.26+0.04 0.25+0.03 0.26+0.30 0.26+0.03 0.2440.02
VD 0.11+0.04 0.12+0.03 0.11+0.03 0.13£0.02 0.11+0.04 0.17+£0.22
LR5 1.27+0.08 1.24+0.06 1.20+0.06 1.21+0.04 1.28+0.08 1.14+0.29
LA 2.07+0.14 2.02+0.11 1.92+0.33 2.10+0.07 2.11+0.11 2.00+0.10

Tamaiio de muestra (n) y valores promedio (+) desviacion estandar

a la cabeza, tres a las patas, uno al ala, asi como
también a la longitud total (Cuadro 4).

El analisis de funciones discriminantes
multivariado confirmo la existencia de variabilidad
entre las poblaciones de Lu. olmecay Lu. cruciata
respectivamente, como se habia previsto con
el analisis univariado. Este hallazgo pone de
manifiesto la existencia de, por lo menos, dos
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grupos de poblacion diferentes para cada especie
estudiada. Para Lu. olmeca olmeca, se observo que
la funcion de discriminacion separd claramente
a los miembros de la localidad de Becanchén,
mientras que el resto de las poblaciones mostraron
un traslape en grado variable entre ellas (Figura
2A). La funcioén de discriminacion para Lu.
olmeca olmeca fue: -926.777 + 610.529*AlIC 10
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Cuadro 4
Analisis univariado realizado para cada variable morfolégica. La valores significancia para la prueba
(ANDEVA) de a (0.05) fueron corregidos mediante la férmula de Bonferroni para un valor critico
de o < 0.002. Los valores marcados con un asterisco corresponden a variables que resultaron
significativas, el resto de los caracteres no significativos fueron eliminados para analisis multivariado

Variable Abreviatura Lu. olmeca olmeca Lu. cruciata
F= P F= P
Altura del ojo AlO 3.66 0.001* 7.44 0.000*
Ancho del ojo AnO 14.90 0.000* 10.61 0.000*
Espacio interocular EI 5.76 0.000* 8.63 0.000*
Altura de la AlC 8.61 0.000%* 4.87 0.000%*
cabeza
Ancho de la AnC 6.33 0.000%* 7.03 0.000%*
cabeza
Flageromero I Fl1 5.29 0.000* 1.77 0.122
Longitud del LCI 8.70 0.000%* 2.07 0.072
clipeo
Longitud de la faringe LF 6.59 0.000%* 1.71 0.137
Longitud del labro LL 3.35 0.001* 4.35 0.001%*
Palpo 1 P1 2.69 0.008 5.95 0.000*
Palpo 2 P2 5.22 0.000* 7.44 0.000*
Palpo 3 P3 4.53 0.000* 4.79 0.000*
Palpo 4 P4 4.51 0.000%* 4.45 0.001*
Palpo 5 P5 7.28 0.000%* 10.78 0.000%*
Fémur 1 F1 2.73 0.013 3.08 0.012
Tibia 1 Til 5.88 0.000* 2.62 0.027
Tarso 1 Tl 4.82 0.000%* 1.87 0.105
Fémur 2 F2 3.06 0.006 2.29 0.049
Tibia 2 Ti2 2.45 0.024 4.29 0.001*
Tarso 2 T2 3.99 0.001* 2.53 0.032
Fémur 3 F3 4.04 0.001* 4.43 0.001*
Tibia 3 Ti3 3.68 0.001* 4.71 0.001%*
Tarso 3 T3 2.83 0.010 2.25 0.054
Longitud del LM 4.44 0.000* 3.10 0.011
mesonoto
Longitud total del LCu 13.10 0.000* 4.10 0.002*
cuerpo
a VA 17.31 0.000%* 1.85 0.110
B VB 3.72 0.000%* 2.16 0.065
Y VG 6.33 0.000* 1.46 0.211
) VD 11.45 0.000* 0.36 0.877
Longitud de vena radial 5 LRS5 16.00 0.000* 5.08 0.000%*
Longitud alar LA 14.16 0.000%* 3.66 0.005
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Cuadro 5§
Resultados para Lu. olmeca olmeca con el procedimiento STEDISC en SAS, para la identificacion de las

variables con mayor poder discriminatorio en el modelo,

segin la prueba de Lambda de Wilks

Paso Variable Correlacion F P>F Lambda P> Lambda Correlacién canénica P> CCCM
introducida parcial de Wilks cuadrada
de la media
1 AIC 10 0.5148 5.66  0.0004 0.4852 0.0004 0.0858 0.0004
2 AnC 10 0.5439 6.16  0.0002 0.2212 <0.0001 0.1476 <0.0001
3 P2 40 0.4307 3.78  0.0064 0.1260 <0.0001 0.1922 <0.0001
4 EI 40 0.4770 441  0.0028  0.0659 <0.0001 0.2505 <0.0001
5 Til 10 0.4070 320 0.0160 0.0391 <0.0001 0.3143 <0.0001
6 Valfa 10 0.6009 6.78  0.0002 0.0156 <0.0001 0.3660 <0.0001

AlIC_10= altura de la cabeza, AnC_10= ancho de la cabeza, P2 40= longitud del Palpo 2, El 40= distancia del espacio
interocular, Til= longitud de la tibia 1, Valfa= longitud de la vena R2 (distancia o)

993.731*AnC_10 — 392.569*EI 40
55.9329*Lcu_10 + 1049.89*LF 40
383.184*LR5 10 — 267.921*P2 40
541.944*P3 40 + 916.791*T1 _10
247.376*T2 10 — 71.3189*Til_10 —
691.624*Valfa 10 + 146.212*Vbeta 10 1.

Para Lu. cruciata, se obtuvo que el
analisis discriminante separ6 en su totalidad a
los miembros de la poblacion de Dos Naciones
y a los miembros de la poblacion de La Libertad,
aunque existio un poco de traslape de ésta con el
resto de las poblaciones analizadas (Figura 2B).
La funcién de discriminacion para Lu. cruciata
fue: 0.998837*AnC_10 — 0.500893*EI 40
— 0.595734*Lcu_10 + 0.447554*P4 40 —
0.450236*P5_40 —0.00129037*Ti3_10.

Para las poblaciones de Lu. olmeca
olmeca, se observo que, con el procedimiento de
STEPDISC en SAS, se logr¢ la identificacion de las
variables (caracteres morfologicos) que tuvieron
mayor peso en la funcion de discriminacion. El
Cuadro 5 ilustra que las variables con mayor
poder de discriminacioén fueron: la altura de la
cabeza (AIC _10), el ancho de la cabeza (AnC_10),
la longitud del palpo 2 (P2_40), la distancia del
espacio interocular (El1_40), la longitud de la tibia
1 (Til _10) y la longitud de la vena R2 (conocida
como distancia o (Valfa_10). Mientras que para
el caso de las poblaciones de Lu. cruciata, las
variables con mayor poder de discriminacion

N
N
N
N
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fueron: la longitud del palpo 4 (P4_40), el ancho
de la cabeza (AnC _10), la longitud del palpo 5
(P5_40), la longitud de la tibia 3 (Ti3_10), la
longitud total del cuerpo (LCu_10) y la distancia
del espacio interocular (E1_40) (Cuadro 6).

DISCUSION

Los anélisis morfométricos han sido
reportados como herramientas utiles para la
separacion y la identificacion de muchas especies
de insectos en un complejo, o bien, para analizar
la variacion geogréafica en tamafio. En insectos
de importancia médica, se han reportado analisis
morfométricos en Triatoma dimidiata (Latreille)
para interpretar la variacién geografica en
diferentes poblaciones (29,41); también se
han utilizado para distinguir entre poblaciones
silvestres y domésticas de Triatoma infestans
(Klug) (42). En combinacion con el andlisis del
perfil de hidrocarburos cuticulares, la medicion de
caracteres morfométricos en Tabanus nigrovittattus
Macquart'y Tabanus conterminus Walker permitid
reconocer entre ambas especies, aunque las
mediciones morfométricas por si solas no
clasificaron en todos los casos a las dos especies.
En otras especies de Diptera, como en mosquitos,
los analisis comparativos morfoldgicos entre
especies estrechamente relacionadas han permitido
discriminar hasta en 97% de confiabilidad a los
miembros del complejo Anopheles gambiae (43).
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Cuadro 6
Resultados para Lu. cruciata con el procedimiento STEDISC en SAS, para la identificacion de las variables con
mayor poder discriminatorio en el modelo, segiin la prueba de Lambda de Wilks

Paso Variable  Correlacion  F P>F Lambda P> Lambda Correlacion canénica P> CCCM
introducida parcial de Wilks cuadrada de la media
1 P4 40 0.3543 3.73 0.0084  0.6456 0.0084 0.0709 0.0084
2 AnC 10 0.4347 5.08 0.0015  0.3650 0.0001 0.1558 0.0001
3 P5 40 0.4770 5.84 0.0006 0.1909 <0.0001 0.2234 <0.0001
4 Ti3_10 0.4523 5.12  0.0015  0.1045 <0.0001 0.2872 <0.0001
5 LCu_10 0.3055 2.64 0.0430 0.0726 <0.0001 0.2872 <0.0001
6 EI 40 0.2855 2.32 0.0690 0.0519 <0.0001 0.3595 <0.0001

P4 40=longitud del palpo 4, AnC _10= ancho de la cabeza, P5_40= longitud del palpo 5, Ti3_10= longitud de la tibia 3,
LCu_10= longitud total del cuerpo, El_40= distancia del espacio interocular

En especies del subgénero Nyssorhynchus, el
analisis multivariado de caracteres morfologicos
permitié identificar y separar con 90% de
confiabilidad a las especies Anopheles nuneztovari
Gabaldon, Anopheles rangeli Gabaldon, Cova-
Garcia & Lopez, Anopheles benarrochi Gabaldon,
Cova-Garcia & Lopez, Anopheles oswaldoi
(Peryassu) y Anopheles triannulatus (Neiva
& Pinto) (44). También, usando un analisis
multivariado, se ha podido distinguir entre
dos especies cripticas de mosquitos del género
Haemagogus (45). Todo lo anterior demuestra
la gran utilidad y el poder discriminante de los
analisis multivariados para elucidar problemas
taxonomicos.

En vectores de leishmaniasis, los analisis
morfométricos se han empleado para discriminar
entre especies estrechamente relacionadas; por
ejemplo, Afez et al. (28), usando 31 caracteres
morfologicos, pudieron distinguir diferencias
entre las especies Lutzomyia townsendi (Ortiz),
Lutzomyia spinicrassa Morales, Osorno-Mesa,
Osorno & Hoyos y Lutzomyia youngi Feliciangeli
& Murillo. Similarmente, Gebre-Michael y
Medhin (46), usando 27 caracteres morfoldgicos,
se obtuvieron por un analisis discriminante que se
podia separar las especies Phlebotomus duboscqi
Newstead-Lemaire y Phlebotomus bergeroti
Parrot, en Etiopia.

Algunos autores han estudiado la variabi-
lidad de caracteres cuantitativos y cualitativos en
Lutzomyia umbratilis Ward & Frahia, de Brazil
y Venezuela, encontrando que, del grupo de
60 caracteres cuantitativos morfoldgicos, hubo
diferencias significativas entre las cinco poblaciones
estudiadas en ambos paises (47). Otros estudios
han evaluado la utilidad de caracteres alares en
conjunto con analisis de isoenzimas de diferentes
poblaciones de Lutzomyia longipalpis (Lutz &
Neiva), encontrando que se podrian diferenciar las
distintas poblaciones de Centro y Sudamérica (48).

Por otra parte, se ha documentado que la
variacion morfométrica en flebotominos no sélo
es ocasionada por distancia geografica, sino que
la altitud y estacionalidad son también fuentes de
variacion. Por ejemplo, en Phlebotomus papatasi
(Scopoli) se analizaron 46 caracteres morfologicos
de poblaciones localizadas a distintas altitudes,
encontrando que las localizadas entre los 488 m
y 1,117 msnm fueron distintas en un analisis de
funciones discriminantes (49). Un hallazgo similar
fue reportado para Lutzomyia intermedia (Lutz
& Neiva), colectadas a altitudes entre los 30 y
los 750 msnm (50). En los resultados reportados
en este trabajo con Lu. olmeca olmeca y Lu.
cruciata, €l efecto de la altitud sobre la variabilidad
morfologica es minima, ya que la mayoria de las
localidades se encuentran entre el rango de 10 a
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280 msnm.

El efecto de la estacionalidad sobre las
dimensiones morfométricas de flebotominos, se
ha evaluado en Lutzomyia intermedia, aunque
no se encontraron diferencias entre especimenes
colectados en junio y en diciembre (50). En
contraste, Goyena y cols. (51) reportaron que el
tiempo de desarrollo generacional en distintas
estaciones del afio en Sergentomyia minuta
(Rondani) ocasiona variaciones de tamafo en
los adultos. Los especimenes estudiados en el
presente trabajo de Lu. olmeca olmeca y Lu.
cruciata han sido colectados dentro de un mismo
periodo estacional, por lo que las diferencias
encontradas en ambas especies se pueden atribuir,
principalmente, a la variacion geografica.

Aparte de ayudar a la elucidacion de
problemas taxonomicos y/o ecoldgicos, los
analisis morfoldgicos representan una herramienta
poderosa y de bajo costo para determinar
segregacion entre poblaciones de una misma
especie. Rangel y cols. (31) demostraron que,
usando morfometria, se pudo distinguir entre las
poblaciones de Lutzomyia whitmani (Antunes &
Coutinho) del Amazonas y del noreste de Brasil.
Mas tarde, otros autores han podido demostrar que
las diferencias morfométricas eran consistentes
con los analisis de ADN mitocondrial (52).
Aunado a estas diferencias, se ha reportado que
las diferencias encontradas en Lu. whitmani
también correlacionan con distintos grados de
antropofilia (53). Por su parte, Arrivillaga y
cols. (54) demostraron, para Lu. longipalpis de
diferentes poblaciones en Venezuela, que existia
una correlacion entre la variabilidad morfométrica
(en larvas) con la diversidad genética encontrada
entre las poblaciones estudiadas.

Este estudio representa la primera
contribucion sobre la morfometria de dos
importantes especies de flebotominos (Lu.
olmeca olmeca 'y Lu. cruciata), las cuales han sido
implicadas en diversos estudios como participantes
en la transmision de Le. mexicana en la Peninsula
de Yucatan (8, 13-15). Para el caso de Lu. olmeca
olmeca y Lu. cruciata, el analisis morfométrico
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de este estudio sugiere la existencia de, al menos,
dos grupos que fueron discriminados en el analisis
estadistico. Es interesante sefialar que, para
ambas especies estudiadas (Lu. olmeca olmeca
y Lu. cruciata), las poblaciones segregadas no
mostraron similitud con otras poblaciones que
geograficamente estaban mas cercanas entre si.
Esto podria sugerir que los flujos genéticos en
las poblaciones podria ser afectado por barreras
geograficas o ecologicas aun desconocidas. Es
por ello que se considera que se requieren mas
estudios que corroboren estos hallazgos sobre
la segregacion de poblaciones usando caracteres
morfologicos, ademés de evaluar la genética
poblacional en estas dos especies de flebotominos
en México. Estos estudios de variabilidad genética
permitiran evaluar si existe una asociacion entre
la heterogeneidad genética y los atributos de
la especie para la transmision eficiente de Le.
mexicana (i.e. competencia y capacidad vectorial).

Por ultimo, se reconoce que una de las
limitaciones, que se presentaron al realizar las
mediciones de caracteres morfologicos, fue la
pérdida de apéndices ocasionada por el dafio en
la trampas en campo, o bien, originada durante
el proceso curatorial. También, se presentaron
dificultades de visibilidad para la correcta
medicion de ciertos caracteres, ocasionado por
la posicion del montaje. Esos problemas también
han sido reportados en otros estudios (47). Para
limitar estas dificultades, algunos autores han
sugerido que todos los apéndices corporales sean
cuidadosamente seccionados y, en el caso de
las alas, realizar un proceso de tincidén para una
mejor visualizacion de las venas alares (49). En
futuros estudios con vectores de leishmaniasis en
el sureste de México, se consideraran estas ultimas
recomendaciones con la finalidad de reducir
los errores de medicion y reducir la pérdida de
datos morfométricos. Ademas, se requiere que
estos analisis morfométricos también evalien
la variacion alométrica de los caracteres y que
aquellos caracteres o funciones discriminantes
sean correlacionados con datos de variabilidad
genética y estudios de comportamiento de Lu.
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olmeca olmeca y Lu. cruciata. El objetivo
fundamental y prioritario de estos estudios es
determinar y asociar las variaciones intra e inter-
poblacionales de los insectos vectores; toda vez
que estos aspectos hayan sido evaluados, se
podran analizar las variables eco-epidemiologicas
que mas impacto tienen en la transmision de la
leishmaniasis en el sureste de México.
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