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RESUMEN

Durante el ano 1988 - 1983 en la ciudad de Panamk
se estudid la eficacia de dos métodons para diferenciar
hembras plridas de nuliparas de Anopheles albimanus.
El primer métodon de Detinova o “tragqueacitin ovarica
esth basado en la observacidn de los cambios mor fol dgi
cos que se dan irveversiblemente en las trhgqueas vy
traqueoclas de |o0s ovarios durante el desarvolloc del
huevo. El segundn métondon de FPolovodova o ‘“rellguias
foliculares"” esthA basado en la observacién de tas
dilataciones que se forman en |os pedicelos foliculares
después de cada ciclo gonotrdfico. Amnbos métodos
fueron aplicados a mosquitos 4. albimanus procedentes
de una colonia con un historial gonotr&fico c¢onncido.
Se clasificaron hembras nullparas y pAridas que hablan
cumplido hasta un mlxino de 4 ciclos gonotrdficos; con
un mbargen de confiabilidad para el método de Detinova
del 93.3% para las nullparas y 97.7% para las pbaridas.
Con &l métodn de Folovodova fueron clasificadas correc—
tamente 88.89% de las nullparasy, 86.36% de las primipa-—
ras, 72.07% de las blparasy 90.0% de tas triparas vy
66.67% de las cuadriparas. En #. albimarusy se pudo
ecstablecer que l|a mlnima cantidad de sangre 11ngerida
que estimula el desarrolla folicular es 0.8 mwmg de
sangrey; Yy que & mayor cantidad de sangre ingerida mayor
es el nlmero de huevos desarvrolladeos. EI desarvollo de
los follculos cesa a las 72 horas y se mantendrd en el
estada 1la de "reposo" a menos que tome una  alimenta-—
c1&h sangulnea.



SUMMARY

This study was made during the years 1988-89 in the
city of Panama to determine the effectiveness of two
methods to distinguish between parous and nulliparous
female Anopheles albimanus. The first method employed
was Detinova’s wethod based on the itrreversible morpho—
logical changes in the trachea and trachecoles of the
ovaries during egg development. The second or "Folovo-
dova’s method" was based on the finding of a scar or
“follicular relic'" each time an e€gg was shed from an
ovariole. Both methods were applied to A. albiwanus
from a colony with known gonotrophic history. Parous
and nuliiparous females that had completed a maximum of
4 gonotrophic cycles were classified; with a corrvect
diaghnosis under Detinova’s method of 93.3%Z for the
nul liparous females and 97.7%4 for the parous fewal es.
With Polovodova’s method 88.89%4Z nulliparous females
were correctly classified, 86.36%Z of those who laid for
the first time, 72.0% two times, 90% three times and
66.67% four times. It was established that in 4. alibi-
manus the minumum amount of biood to stimulate fotlicu-—
lar deveiopment was 0.8 mg and that as more blood was
engorged more eggs were laid. Foliicular development
ceased after 72 hours and remained in Stage Ila (the
"resting " stage) until a blood mea! was taken.



INTRODUCCION

La determinacidn de ia edad fisiocidbgica basada en
ia estructura del aparato reproductor femenino y  los
cambios que se dan irreversiblemente durante el de-
sarroiio folicular ¥y sucesivos cicilos gonatrdficos en
varias especies de nmosquitos hematbfagos ha sido
extensamente eétudiado.

Conocer ta edad fisioldgica es una 1nformacién
Util que permite estabiecer la proporcidn de una pobia-
cidbn de mosquitos que en una fecha determinada del afo
se uconstituya en una amenaza a la salud del  hoabre.
Permite calcuiar el porcentaje de sobrevivencia diaria
como  también, evaluar el impacto de Ias medidas de
control (Colless, 1908; ; Detinova 1962, 19€8; Gar~
rett-Jones, 1970; Fleming, 1986&; Gillett, 1957;
Gillies, 1958; Hitchcock, 1968, McDonald, 1952; Nayar &
Knight, 1981; Rachou et. al.; 13973; Rosay, 13963; Spen-—
cery, 1979; Tyndale-Biscoe » 1384).

FRachow et. al. (1973), aplicdh los métodos Detinova
y Polovedova en /. albima»d:, sedalando que ambos son
efectivos en la ciasificaci1dn de nulliparas y p&ridas
por el examen de las traqueocias del ovaricy indicd que
fue posible determinar el nlmero de ciclos gonotrdficos
realizados por la hembra. Observd hasta un wmbximo de

ocho  dilataciones. Indict la impartancia que tiene



esta especie en la transmicitn de la malaria en San
Salvador considerando como potencialmente peligrosos
aquellos mosquitos <con wun minimo de cuatro cicios
gonotrificos vy seis ciclos gonotrdficos en la transmi-
s1tn de la malaria por Plasmodium vivax y Plasmodium
falciparum respectivamente. OBonzdiez et. alf. (1984) al
aplicar los métodus Detinova y Polovodova, indicaron
Que ta peligrosidad epidemioldgica de {a poblacidn de
A. albimanus era baja debido a su aito porcentaje de
hembras nuliparas.

Con el propisito de comparar y ampliar los cono-—
cimientos que sobre la biologla y comportamiento se
tienen en 4. albimenus, vector primario de la malaria
en Panamd con amplia distribucidn en &l Istmo vy mwmayor
abundancia en |a estacitn |luviosa, noE  Propusimos
estudiar la edad fisioidgica Ja cual constituye uno de
jas paranetros necesarios en la evatuacidn de su poten—
ciral comz vector.

Hasta el presente no se ha hechn una evaluacidn de
los nétodns Detinova y Polovodova en @nopheles albima—
NUS o

En este estudin |os objetivos principales fueron:

Evaluar la eficacia de 08 métodos Detinova vy

Falovodova en |a determinacidn del grado de paridad vy



a

mbltiptes ciclos gonotrdficos,

Determinar la duracidn de la actividad gonotréfica

Observay cbmo influla la cantidad de sangre .ingeri-
da en el ntimero de huevos desarvol |l ados.

Este trabajo que fue realizado en condiciones de
laboratorio puede aplicarse a situaciones ¢ilvestres

sirviendo de modelo para trabajos futuros.



REVISION DE LITERATURA

1. Ubicacibn Sistematica.

La especie @#nopheles albimanus pertenece a la
Familia Culicidaey, Sub famitia Culicinae y Sub generé
Nyssorhynchus. Los caracteres diferenciales de las
formas adultas pertenecientes al sub generc Nyssorhyn-—
chus Blanchard, 1902, se distinguen por f1a presencia de
tufos postero-laterales de escamas en los segmentos
abdominales; 1os tergitos abdominales, por 1o menos del
II en adefante, presentan escamas blancas o amarillen-—
tas; la sexta vena longitudinal es blanca con dos
manchas oscuras subterminales, situadas una en cada
extremidad; |os segmentos tarsales posteriores III, 1V,
y V son, o totalmente blancos o con pequefos anillos

oscuros en la base (Faran, 1980).

2. Biclogia y Distribucidn Geografica.

Segln  Hobbs <1986), 4. albimanus es una esSpecie
tropical que se encuentra mayormente en 1as partes
bajas desde el Valle del Riao Grande, México y “~Centro
América, las costas de Colombia hasta 1a Peninsula
Paria en Venezuela y en éfgunas islas del Caribe. En
la casta Pacifica, este mosquito se extiende desde baja

California hasta ¢l norte del Perla
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£n Panamb, se encuentra a ambos lados del Istmo,
siendo mis abundante en {a épuca lluviosa especialmente
desde Abril! hasta Julio, con otro aumento en su abun-—
dancia al! final de esta época en el mes de Diciembre
(Rozeboom, 1938>.

Es geheralmente 200ftlicay, alimentndose de ani-

males domnésticos como el ganado, caballoy mulas, cer-
dosy burros.
No parece ser antropofllico o endofilico, pero como se
desarrcella en grandes cantidades durante ciertas &pocas
del afno es el anofelino gue con mayer frecuencia se
encuentra en las casas con ! hombre.

La hematofagia es relativa de acuerdo a la domes-—
ticidad. En algunos lugares se ha observado en habita-
ciones humanas, teniendo como perfodo de mayor activi-
dad, ague! comprendideo en las primeras horas de la
noche, © seay las 19:00 y 21:00 horas. Después de
realizar su alimentaciln sanguinea e¢sta especie puede
reposar dentro de Jas casasy o bien buscar otros hibi-
tats cerca de o a cierta distancia del goblads (Flem—
ing, 1986).

anopheles albimanvs 9or ser una especle de las
regiones litorales bajasy practicamente no  existe a

alturas superiores a 300 metros y a distancias mayores
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de 100 kilbmetros de la costa mavritima. 8in embargo,
ha sido <apturado en Brasil, & elevaciones hasta de
1,941 metros siendo normalmente encontrado a aituras
inferiores de |os 400 metros (Forattina, 1962 ).
Fleming (1986) indicd que en Panamd Anopheles
albimanys puede volar hasta 1,600 metros en condiciones
poco favorables y, que puede |iegar a alcanzar cerca de

20 %iltmetros de sus criaderos.

3. Importancia Médica.

Di ferentes estudios han demostrado que de Jlas 15
especies de 1a tribu Anophelini que existen en la
Replibtica de Panaml, las fimicas que se han encontrado
infectadas de Plasnmodium: #A. albivanus, 8. tarsimacy-
latus, 8. albitarsis, A. bachmanni, A. argyritarsis, A.
eiseni, 8. pscudopunctipenpis, A. apicivacula, a.
neopaculipalpus y AB. punctivacula (Clark, 1331,

De todas las especies mencionadas anteriormente 4.
albivanus s el vector primario de la malaria en Fana-—
mbhy el otro vector de alguna consideracaidn es 4.
punctimaecula ¢ Clart op. cit.; Currys, 19332; Fozeboon

op.cit.y Wright, 1972 3.



Desde comienzos del siglo XX ha sido el interés de
los entomblogos dedicados al estudioc de la malariay
controlar especies anafelinas en diferentes partes dei
mundo., Se han realtizado estudios sobre el comporta—
miento y fisioicglae de tas distintas especies anofeli-
nas en todas las fases de su desarvrollo. Se han bus-
cado métodos que permitan eficazmentey determinar la
estructura de la edad en poblacicnes naturales de
mosqui tos.

Conocer ta estructura de |la edad en poblaciones de
mosquitos es un elemento clave ya que, sblo pucden ser
vectores eficientes aquellas especies capaces de  tomar
por lo mencs dos alimentaciones de sangre con |la posi-
bilidad de que puedan adquirir y subsecuentenente
transmitir un patégenc (Furmarn & Cattssy 1982). Estos
organlismos en el caso de la mataria, necesitan un
tienmpo de desarvocllo enh el mosquito vestar, permitien—
do que los esporozoitos (formas infectantes) alcancen
sus gléndulas salivales, convirtiéndolos en transmi-~
sores potenciates. E€n segundo Jugary la estructura
de J1a edad es uno de los datos requeridos por los
modeloss epirdemioligicos para evaluar las medidas de
control (Detinova, 1962; 1968; Machado—-Ail lison, 1982;

Fanday, 1973a,b; Fachouw et., al., 1973; PRosay, 1969).
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Detinova (1962), indich que desde el punto de
vista epidemioldgicc hembras fisicoldgicamente jdvenes
(con uno o dos cCiclos gonotrdbficos) no son peligrosas
ya Qque el proceso de esporogonia no se ha completado,
alin si ellas hubiesen sido infectadas durante su pri-
mera ingesta de sangre. Para la evaluacibn epidemio-
Ibgica de la hembra vectora, es necesario establecer
individualmente hembras con edad potencialmente pe—
ligrosas (o sea, aquellas con tres o mbs ciclos gono—
traficos).

tLas medidas de control aplicadas pueden ser eva—
luadas por la composicidbn de 1ta edad en wosquitos
hembrass observando cambios mor falbgicos que Se dan
irreversiblemente, en su sistema reproaductivo. Flem—
ing (19863, indicd que al evaluar |las medidas de con-
traly, si  éstas resultan efectivas en el controi de
larvas; se producirl un incremento gradual en la edad
promedic de 1a poblacibn de los adultos, a medida que
disninuye la densidad, mientras que un tratamento de
aspersidn residual producirs una disminucidn abrupta en

ta edad promedico, ast como, en ia densidad.
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4. Sistema Reproductor Femenino de d&nopheles albi-
»anus.

El sistema reproductor de A4nopheles albimanus
consiste de dos ovarios, un par de oviductos laterales,
los cuales se fusionan constituyendo el &mpula, ésta se
continlia con el oviducto comin o vagina, una espermate—
cay y glindulas accesorias.

Cada ovarioy, es un brgano saqui forme revestido por
la membrana ovariana. Dentro de ella se observa la
presencia de una serie de formaciones tubulares, deno-
mihadas ovariolos, los cuales se observan dispuestos
radialmente al oviducto interno.

Todo el sistema reproductor se encuentra situado
en posicidn dorsal al estbmago, locatizade entre e
cuarto y guinto segmento abdominal. Durante |a madura-
cidn de los huevos, hay un crecimienta de 1os mismos
ocupando toda la cavidad abdominal del primero al
séptimo segmento.

Snodgrass (1353) indicd que el nlimero de ovario—
los en Diptera no es constante variando de SO a 100 por
cada ovaric (Fag. 1. Miura & Takahashi (137230, indi-—
caran que e! nlmero de avarioclos esth probablemente

determinado genéticamente.



X
ovarilos

vovl.

ov.l.

amp.

we.

g.ao

Fig. 1. Estructura tipica de los ovarios. teSey
ligamento sensorial; €.Xe.s chlix; v.Ovi.,
vaina ovariolar; ovariolos; s.p.y espermate-—
ca; g.a., gli&ndula accesoriaj; OVeCey oOViIi-—
ducto comltng amp., &mpula; ov.l., oviductos
laterales; tr., troncos traqueales.

Cada ovariclo consiste de un germario (zona de
crecimientol), del cual nacen sucesivos folliculos gue se
comunican con el oviducto interno por medio del pedice-
lo folicular. Los follculos son numerados a partirvr del
pedicels (porcidn proximal del ovariclio) Ccomo nlmeros
uno, dos, tres y asl sucesivamente. En ef segundo
folicuwlo, se distingue una capa basal formada por el

epitelio folicular y un conjunto central de céiutas que

al desarvroliarse constituardn «l oocito o célula huevo.
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Tipicamente cada follculo consiste de tres tipos
de células; (1) las foliculares, (ii) las nutrientes, y
(iii)» el oocito. La relacidn de las mismas en un

foliculo son indicadas en la Figura 2.

.,aefmafio

glulas ¢
esarrilo

'3
celylas Ovariolo
folicutares Folicuio 1

oocito
‘ leo

-

pedicelo

Fig. 2. Estructura tipica de un ovarielo.

Enn hembras recién emergidas, solamente un folliculo
?

indiferenciado es visible, al metabolizar reservas del
estado larvario o carbohidratos, un segunde folliculo
comenzarh a desarrallarse y tornarcse visible, el cual
pasarik a otroas estados de desarvrollo después de tomar
una alimentaciin sanguinea.

€l oxigeno se cbtiene a través de dos troncos tra-

qQueales principales; {ns cuales se subdividen en finhas

traqueslas ovarianas que se distribuyen a lo largn de
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todo et ovario,

El aspecto caracteristiceo del sistema traqueal en
los individuos recién emergideosy tiene la apariencia de
madejas o nudos en las extremidades de las ramifica-
ciones. Tales madejas esthn constituldas por traqueo-—
las muy finamente enroliadas. De ellas, salen los
filamentos terminales, generalmente uno o dos: que
penetran mis profundamente los foliculos fijandose en

|l germario hasta alcanzar ta capa externa del ovaria

(Fig. 3).
Troneos traqueales
madejas
Ramificaciones
traqueales
Eitamentos
terminales
Fig. 3. Apariencia del ovario y sistema traqueal.
Generalmente cada madeja suple un ovariolo (Detinova,

1962 .
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La espermateca estl cubierta de céliulas que tienen
una cuticula chococlate con abundante porosidad; se
considera que la secrecibn de éstas, al igual que, Jla
de tas gibtndulas accesorias tiene la funcidén de segre-—
gar una substancia que le permite mantener viable et
esperma durante toda la vida del mosquito (Folovodova,

1947 en Detinova, 1962).

S. Ovogénesis (Desarrollo embrionario).

Los cambics progresivos que ocurren en los ovarios
y wovariolons, durante el desarrallo del! huevo, fuercn
determinadcs pov Christophers (1911) dividiéndoloe en
cinco fases (Estado I-V) luego Mer (1936) agregd el

estadc N a las descritas por Christophers,

Los estados son clasificados de acuerdo a las si-—

guientes caracterlisticas:

ESTADO DESCRIPCION
N Un follculo con ocho células 1ndi ferencia-—
das;
1 Oocito evidente, situado en la porcidn

prowimal del follculo, sabre el cual se
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twotan los siete trofocitos;

- 11 En el citoplasma del oocito apavece una
aur éola constituida por una ¢ deos hileras
de grénulos de vitelo. E|I folliculo tiende

a tener conturno oval;

11 Los granulos de vitelo se tornan mayores y
mhs nuirerosos. El ococito pasa al dvulo y
crece, torndndose sensiblemente mayor que
los éYQfOCItOS, ocupando cerca de la mitad

del foilculio;

I11 El &vulo pasa a ocupar cerca de 3/4 o nds
de! foltculax. €1 nlicleo no es visible en

el medio de la masa vite!linas

v El foltculn se alarga y los trofocites sola-
mente ocupan ta extremidad distal. ElI huevo
|teno de vitelo, ocupa 9/10 o més del folfou-

i l:s;

v El corion cubre todo el huevo. Los vestios de
trafocitos se encuentran distalmente al foll--

ctfu. Aparece el orificio wmicrvrepilar y {as
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elementos accesorios; varialiles ocon |la espe—
cies Slendo caracteristico |los  flotadores

jaterales en #. albaimanus.

El huevo se encuentra en este momcnia listo para
la postura (Christophers, 1911; Furman % Catts, 198<;
Rosays 1969; Nelson, 1971).

Una vez completado el desarvrallio embrionario los
cocitos dejan el tubo falicular, son fecundados y se

realiza la poastura.

6. Ciclo Gonotrbdfico.

Es de gran utilidad deic: oo i Jduracidn de cada
ciclo gonotrbfico (proceso fisioldgica que consiste en
la digestibn de sangre, desarrclio de los huevosy, Yy
ovipostural ya que su duracite determna la frecusncia
de alimentaciten, el contacte mosquito—hombre y en
consectencia 1nfluye en {a probabilidad de transmisidn
de agentes patbgenﬁs (Flemingy 19861.

Luego de tas pasturas el ntwero de c1clos se
determina por disecciones de las hembras; observando
I e ambirees men folbgicos que se dan 1vreversiblemente a

ttaivel de los pedicelos folicuwlares. La contraccidn del
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pedicelo folicular indiza el final de cada ciclo. Se
emplea el "wétodo de Polovodova"” basado en ia observa-
cidn de vrelfiquias foliculares gque se forman en el
pedirelc folicular despuds de cada ciciln expresados
coma una dilatacibn en los ovarinliong (Detinodvas 1962).

En breas tropicalesy donde ios cambing de tempera~
tura son poco bruscos la duracidn de los ciclons goho=
trbficogs tienen un ritno mls uniforme; para Anopheles
albimanus I1a duraciln promedio en et laborateorion es de
seis dias a temperaturas comprendidas entre 26 - 27°C y
7597 de humedad relativa (Restrepos 1984)., En pobla-
ciones naturales la duracién del ciclo gonotr&fico
reportada para Anopheles albimanus ¢s de dos dilas
(Rachou e¢t., ai.; 1973).

Otra consideracidn de importancia es el ndmero de
alimentaciohes sanguineas hecesarias para cumplivr el
primer ciclo. Machado-Allison (1982) indach, que
existen caracteristicas dilferentes para cada especie en
la duracibn del ciclo gonatrdfico v €l ndwmero de ali-
mentaciohes de sangre requeridas para el desarrollo del
primer QgQrupo de huevos. Nelson (1986) sefal? que con
frecuencia Aedes asgypéil reqguiere nlds de una alimenta~
citn entre cada postura, especialmente si es perturbado

antes de estar conpletamente llenn de sangre.
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Hitchoock (1968b) sefald que aquellos mosquitos que
requieren mbs de una alimentacidn para completar un
ciclo gonotrdfico son denominadas como "hembras pregra-
vidas". Chariwood & Wilkes (1979) encontraron 1074 de
hembras nuliparas de Anapheles darlingi, capturadas
cuando chupaban sangre, con foliculgs desarrollados
hasta el estado II de Christophers; indicando esto que
las hembras ya hablan obtenido previamente sangre.

La cantidad de sangre ingerida también es impor-
tante en el inicio de un ciclo gonotréfico v el nlimero
de  huevos depositados por la hembra. Nelson (1986),
sefald que existe un umbral en la distencidbn del estd-
mago que estimula el desarrcltlo de |os ovarios en #&edes
aegypti. Colless & Chetilapah (19€80) indicaron que el
nlnero de huevos que pone |a hembra depende de ta edad
fisioligica de! mosquitoy ingesta de sangre y el peso
después de la emergencia. En tal sentido el nlmero de
huevons disminuye progresivamente a medida que aumenta
la edad fisioldgica. En general, el maysr nlwmero de
huevas es producido en el primer ciclio gonotrdfico con

una reduccirin gradual en {os ciclos posteriores,



7. Digestiln de Sangre y su Relacidn con el
Desarro! 1o Ovérico.

En la mayorla de las especies; el tiempo para
desarroltar los huevos y el estado de desarvoilc puede
ser determinados observande la apariencia externa del
abdomen de [a hembra. Sella (1920) en Detinova (1962),
sugirid que el proceso de digestidn de ta sangre puede
ser dividido en siete estados de desarrollo correlacio~
nando el estado de desarvollo ovlrico sugerido por
Christophers (1911), Los mismos son caracterizados

CoMo Sigue:
I - estbmago sin sangre. Ovario no desarrvol ! adoj

Il - estbmags |leno de sangre fresca, bien roga. Los
dos Ultimos esternitos y tres altimos tergitos no

presentan sangre;

III - la sangre todavia vetiene su coloracidn rojiza.
2-2:,8 esternitos y 4-5 tergitos esthn |libres de sangres
Los follculos en este estado son encontrados en estado

II avanzado de Christophers;

v - la sangre en el estdmago se tormna negruzca.

Los Ultimos 2,5-3 estermitos y 5-6 tergitos esthn sin
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sangre. El foliculo se encuentra en estado III;

V -~ sangre negra. Los Wtinos 2,5-3,5 esternitos Yy
6,5 tergitos esthn sin sangre. Los follculos en este

estado alcanzan por lo mencs el estado IV;

VI -~ la sangre se mantiene negra y se¢ observa una

traza visible en el lado ventral;

vii - estdmage |ibre de sangre. El abdomen estd
totalmente ocupado por las huevos maduros en estado V

(Forattini, 1962; Rosay, 1969; Smith, 1966) Figura 4.

ESTADD.

) m Addomen <in <ongre Ovario no desarroliado,

Abdomen (keno do songre fresco, dlen rojo,
2. Ovorios no desarroiiades,

K Lo sangro otcuro se observi o nivel de 4-8
3. S A segmentes abdommetes,

19 30070 en ¢ ¢£16MOgO s¢ 10700 NEGrUTICO
Lot uilimos 212 =3 gsternitos y S-6 tergitor
. 3140 h songre,

Sanore dugro Los 3 uftimos egterarior ¥ 3% tergior
s cston Hives do songre

Songro neofs ¥y 3¢ ODLErvD UNO 156ra Yiaible en et
6 1000 vaninet |
¥

i ¥ T?, €3tomogo IIbre Ge sendes €1 ydIOMEn 306 ARuUPAdS
; = por S hugyds moduros

Fig. 4. Aparirencia ewterna abdominal de un mosquata
y su relacidn con los estadas de digestidn
de la sangre.
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LLos estudios realizados demuestran la poasibilidad
de usar la apariencia externa de! abdomen det mosquito
cowo indicador del grado de desarrollo ovarico; sin
embargo se requieren hacer disecciohes de hembras para
poder corvrelacionar {a apariencia abdominal <con los
diferentes estados de desarvollo ovlrica (Smiths op

cit.).

8. Efecto de{ Peso Corporal, Cantidad de Sangre
Ingerida ¥y su Relacibn con la Fecundidad.

Miura & Takahashi (1972) y Colless & Cheltapah
(19€0) trabajando con dedes nigromaculis Y Hedss
aepypti respectivamente demostraron que existe una
correlacidn positiva entre ta cantidad de sangre inge-
rida y el peso carporal. La relacibn entre el nlmero
de huevos depositados y el peso de ta sangre ingerida
fue altamente significativa.

El nlkero de oocitos en el ovario de un  especimen
esth determinada genéticamente; la produccidn total de
huevos estd determinada por factores, tales como la
cantidad y c-alidad de la nutricitn, el apareamiento vy
las caondaicicones flsaicas y quimicas del anbilente (Engel-—-

manns 1970 .



9. Determinacidn de la Edad Fisioldgica.

Los métodos y criterios qQue se han utitizado en la
determinacidn de la edad fisioldgica, (nNlmero de ciclos
gonotrbdbficos por los cuales pasa una hembral) en mosqui-—
tos han pasada por varias etapas. La utilizacibn de
una de ellos o de métados combinadas depende de Ja
finalidad y tipo de trabajo y dei tamafc de la muestra
a ser analizada.

Los métodos hasta el presente descritos son los

siguientes:

a) Presencia de huevos retenidos.

Christophers (1911), indicd que luego de la ave-
génesis, durante determinado ciclio gonotrdfico UG o
mds huevos pueden quedar retenidos en el &mpula o en
tos ovarios sirviendn éstos como indicador de paridad.
Hitchcock (1968Ba)s trabajando con fnopheles quadrimacu-
Jatus demostrd que habla un 1hcremento en {a incidencia
de huevos retenidos al aumentar 1a edad fisioldgica del
mosquito, pero que el hlinero de huevos retenidos apa-
rentemente no tenla relacidn con la edad faisioldgica.
Sin embargos, comd no todas |as hembras retienen huevos

y ne es posible determinar si hay huevos retenidos en
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hembras grlvidas cuyos ovarios estln en estadeo V; este

método come indicador de paridad no e¢s confiable.

b) Grado de desgaste alar.

Perry et a@f. (1912) en Charlwood 1968, dividieron
las masquites hembras e¢n cuatro categorias seglin el
grado de desgaste a nivel de las venas y escamas
alaresy considerande maesquites jbvenes a los que
presentaban sus atas sin alteracidn yy viejos las que
presentaban aigbn tipo de alteracitn. Trabajos reaili-
zados posteriormente indicaron que aigunas hembras que
na tentan descamacidn se encontrarcn con esporozoltos
en sus gibndul as salivales (Detincva, 196%2; Forattini,

19627,

c) Tamano del ampula.

Mer (1932), indicd que el tamafo de tas Aanpulas
del oviducto en 4ropheles saccharov: después de la
emergencia es pequefio Y que aumenta con la ocurrencia
de sucesives ciclos gonotrdficeos, Pailovadova (1941)
En: Detinova (19€2) aplicands ese criterin, verificd
que les cambios mas sensibles ccurrian durante (os tres
primeros ciclios gonotrbficos., Indicanda la dificultad

de distinguir los especimenes més viegos entre todas



las hembras onlparas (aquellas hembras que han comple-
tade al wmenos un ciclo gonotrdbfico) en base a estas
observaciones. Por otro lado, existen variaciones
individuales acentuadas e¢n el tamafn de las Ampulas vy
ovarios entre 10s mosquitos. Siendo asi, hembras mds
pequeras, pueden presentar Bmpulas ovarianas menores de
aquel las hembras jbvenesy, y de tamafio mhs grande. La
utilizacitn de estos cambios estructurales resultan
hasta cierto grado subjetivos y de diflicil interpreta-
cibn. Por |9 cual, este método en |la préctica fue

abandonado.

d) Infestacidn por acaros pardasitos.

Giflett (1997), sugirid que la presencia o ausen—
ci1a de ninfas de bcaros acubticos Hydrachnidae en el
cuerpo de! mosquito, podrila serviv comn indicativo de
la edad. Indic®d que (a infestacidn se daba en el
motment s de la emergencia de! revestimiento pupal vy que
{os Acaros 1o abandonan durante {a ovaiposicidh, cuando
el mosquito estaba sobre et agua, cayendo en ¢! medio
l{guidn donde continuaban su desarrollo (Charlwond et€.
al.s; 1980,

Aplicande este método se podia dividir las pobla-

cirones de mosquitos en dos grupes: mullparas, las gque
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se encontraban infestados po¥ &caros y, oniparas, las
que no presentaban dicha infestacibtn., Gillett €(1957)
encontrd que 497 de mosquitos Taeniorbhynchus africanus
con escaso desgaste alar estaban infestados con Acaros
y apethas 374 con mayar dewgyaste alar se encontraba
infestado. Corbet (1960y 1962) hace referencia de que
sol amente ciertos géneros de bBcarovs pueden ser indica-
dores de la edad y gue estos &caros deben encontrarse
vivos; Forattini (1962) indicdb que no todos Jos
criaderos se encuentran infestados por &caros.

Las observaciones que se han llevado et {a practi-
ca socbre los dos métodos anteriormente descritos indi-
can que no son confiables en la estimacidn de la edad
ya que: i- el desgaste atar no solamente se debe a la
edad sino también a las condiciones de vida del insecto
et el medio ambirente en que se encuéentre; v 2- en el
womento de 1a oviposicidn puede darse Jla infestacidn
por bBraros: los hidracnidos pueden también ser encon-—
trados en hembras oniparas. Tawbién debemos considerar
que MO todos los Criaderos se presentan infestados con
estoas A&carosy, aostrando claramente la invalidez de
establecer la proporcilyr de mosquitos jdivenés © viejos,
nuliparas o oniparas por estos métodos.

Las i1nvestigacionhes desde entonces han tratado de
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distinguir hembras nulliparas, de las phridas y, entre
lags plridas se ha tratado de buscar un método que
indicara ¢! nlmero de ciclos que habla |levado a cabo
cada hosquito.

En su blsqueda fueron estudiados varios elementas
indicadores. Uno de eflos se basb en |a observacidn
del meconio en el estbmago (excreta amaril lenta, resul-
tado del estado pupal) el cual indicaba que 1a hembra
estaba recién emergida vy que no habla ingerido (iquido
alguno. Este método no sirvith de base para el conoci-
miento del nlmero de nultiparas, ya que el meconio puede
ser eliminado después del vuelo y el especlmen conti-
nuar nuliparo por algunos dias. De ese modo, la ausen—
cia de meconio en el estbmago no constituye un indica-
dor seguro de oniparidad (Detinova, 19623 Hitchowock,
1968; Rosay, 1969).

Girllies (1958) sugiridb que la preSencia de esper—
matozoides en las espermatecas y {os tampones de cbpula
(Secreciones dejados en {a genitaiia femenina por el
macho durante 1a cdpuiad, podrian servir como eitementos
indicadores de 1{a edad. Detinova ((1962) y BGillies
(1938) indicaron que tales tampones son reabsorbidos
dentro de pocas horas y quey la presencia de las mismos

solo indicaria que las hembras habfan copulado re-



cientemente, For otro lado, las hembras fecundadas
permanecen nuliparas por cierto ndmero de dias, pericde
Que depende de la alimentacilnn sanguinea y del tiempo
hecesario para el desarrocilo ovhrico.

De tales consideraciones, se concluye poca efica-
cia de esos indicadores para el chiculo de la propor—
citn de hembras nul iparas.

Los métodoas anteriormente descritos no permiten
determinar Ja estructura de la edad en mosquitos con
alito grado de exactitud., Algunos pueden ser utilazades
solamente para diferenciar hembras que han depositado
buevos (hembras plridas) de aquellas que no o han
hecha (nuliparas); catros métados diferencian entre las
herbras fisioligicamente jovenes de las viejas, y entre
las que ya han ovipositado.

For esta razdny, se usd ¢l aparate reproductor
femenino en las abservaciones de |os investigadores;
debido a que permite en una forma mbs precisa determi-
nar el estado de paridad y ¢! nlmero de ciclos gonotrd-
ficos que habla realizado unha hembra hasta ¢! momento
de su diseccifn, pudiendo de esta manera evaluar el
poder de transnisitn, el riesgo epidemiocldgice de la
poblacitn, vy las medidas de contral que se hayan

aplicado.
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De acuerdo a todos los wétodos e indicadores
descritos anterioraente; (os que han permitido estimar
el grado de paridad y estructura de la edad en formi
mls precisa son: el método de Detinova o “traqueacidn
ovirica” yy método de Polovodova o "rellquias folicu-
lares"; basados en cambios morfoligicos que se dan
irreversiblemente en los ovarios y ovariolos (Detinova,
1945; En: Detinmva, 1962, Detinova, 19683 Joc, 1975;

Polovodova 1947, 1949; En: Detinova, 1962).

e) Método de Detinova o “traqueacidn ovlrica".

Detinova (1945); Ens: Detinova (13962), comprobd que
en las traquenlas ovAricas de |as hembras nuliparas que
tienen Ilos follculos en estado Ny I, I-11y & 11, las
finas terminaciones de las traqueas se presentan en-
rolladas, contraldas y plegadas sobre s mismas tomanda
la apariencia de nudoe fuertemente apretados.

Después de la atimentacidn sanguinea, con el
desarrollo de los huevos, el aunento de los ovarios y
primera oviposicitn se dan alteraciones irreversibles
en ¢l sistema tragueal.

Al aumentar 1os foldculios gradualmente de tamado,
Ims filamentos terminales deben respectivamente, aumen-—

tar en largos consiguiendo deshacer las madejas. De



esta manera, al! darse jia primera ovogénesis, ios nbdu-
ios quedan completamente distendidos formbndose una
red de finas trbqueas y traqueolas que no vuelven mas a
su aspecto anterior.

En algunos casoss puede observarse hembras onipa—
ras con hbdulios aisiados en fa red traqueciar arviba
descrita. Esto indica que aiguncs foiiculos no se
desarroliaron (Detinovar 1962).

La técnica no puede ser usada en aquellios mosqui-
tos con folicuios desarval lados del estadeo II1I en
adelantes pues e aumento en fa cantidad de vitelo
tiende a oscurecer ias traqueolas haciendo imposible su
observacitn. También en jos &ltimos estados de de-—
sarroilo, las terminaciones de [as tragquecias ya estén
distendidas siendo una hembra nulipara (Rosay, 1969)>.
Kardos y Relliamy (1961) al apiicar esta técnica en
Culex tarsalis comprobaron que Ta condicidn de ia
traqueacitn de {os ovarios prometian ser una herramien—
ta Wtil para diferenciar hembras nuliparas de plridas.,

La téecnica a0 hace distincibn entre heabras que
nvipositaron wuna vez de as que ovipositaron varias

verLes.
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) Método de Polovodova ¢ “reliquias folicu-
lares".

El wétodo de Polovodova, basado en tas dilata-
ciones o vrelliquias que se forman en los pedicelos
foliculares de 165 wmosquitos cuando desarro! | an Yy
depositan sus huevosy, hizo posible determinar en forma
precisa {a edad fisiolbgica en poblacicones de mosqui-
tos.

En los tubos foliculares tienen tugar procesos
irreversibles que se dan con ta |liberacibnh de los
buevos maduros, ya que después de cada oviposicibn
queda en el tubo folicular una dilataci®n.

Los ciclos gonotrbficos pueden distinguivrse unos
de otros por el hecho de quey, en rcada oaviposiciln,
restos de células foaliculares son acumuladas en oS
pedicelios foiiculaves.

Come ya fue veferido, cada ovariolo posee una

menbrana adherente denominada intima, que se continda

]

on el pedicelo el cuaty a su vez, se camunica con el
aoviducte interno. Con el crecimiento del foliculo la
intima se distiende y, en el momento de ta postura, el
pedicelo se encuentra considerablemente alargade vy
dilatad= por la formacidn del huevo madurc y adquiere

su forma. Después de la oviposicibn se observa [a



intima semejando un saco. EI largo de éste corresponde
a los targos combinados del hueve y el pedicelo termi-
nat. Dentro del saco quedan inclusiones de las cétulas
nodrizas v el epitelic folicular. Después de la avula-
cith, el saco pedicular se contrae y, al cabo de 24
horas aproximadamente, los restos forman una dilatacitn
que tambhién es conecida como " reliqula folicular®.
Segun Jot (19735) y Lange & Joc (1981), jas dilataciones
san formadas después del pasc del huevo por el pedicelo
a causa de 1a degenceracibn folicutar del pedicelo
terminal y restos de células foliculares. EI nlmero de
cada religuia indica el nlnerc de ciclos gonotrdficos
que el mosquito ha completado.

En cada ovulacidn, se forma otra dilatacidn por el
mismoc procesce y cada huevo maduro en su salida debe
pasar a través de las ditlataciones previas, La ditata-
cidtn mbds préxima al foltculo en desarvollo correspon
derd al Uitimo ciclo completade por |la hembra, obser—
vindose las 1nclusiones mAs numerosas y evidentes en lta
il tima postura; debidcoc a que tos huevos al ser tibera-—
dos, arrastran los restos celulares subyacentes.,

Si cada dilatacién i1ndica que se ha producido un
ziclo gonotr&ficoy y si se conoce la duracién media del

ciclo gonotrifico de una ecpecie y se multiplica por el



nlmero de dilataciones, se podrd calcular su edad
cronalbgica.

La determinacidn de |la edagd fisioldgica en mosqui-
tos hembras, ha sido extensamente usada en el estudio
del porvcentaje de supervivencia y el potencial de
transmisitn de patbgenos. El conocimiento de estas
caracteristicas permite evaluar el riesgo epidemiolbgi-
co de los mosquitos y el impacto de (as wmedidas de
control (Beklemisheve, et al. 1959; Detinova, 1962;
1968 Garvet—Jones 1970; Gillies,1958; Hitchcock,
1968a,b; Joc, 1975; Lange & Joc, 1981; Spencer, 1979).

De acuerdo con Rosay (1969) la aplicacitn de este
wétodo vesulta dificil por la localizaciédn, tamafo y
coior de las dilataciones. El investigador deberh
gesarrollar destreza no sotamente en sus disecciones,
sino también en el nblinero de ovariol os que deberlin ser
obger vados. Indicd que con el pasaje del hueve (Estado
V) itmediatamente después de la postura cuando el
pedicelo eatd estivado, las dilataciones son difilciles
de obgervar. En estos casos se deberh buscar cuidadd-~
samente logs foliculos que no maduraron en el ciclo

ovBrico pasado.



MATERIALES Y MEYODOS

1. Area de Trabajo y Condicilmes Ambientales.

lLa 1nvestigacidn se realizd en el Insectarico de

la Maestria en Entomclogia en la Universidad de Panamd.
Los especimenes fueron mantenidos en un  cuarto

bajo condiciones naturales permitiendo el paso de
radiacién solar y fotoperiodo de 12:12 horas. Durante
el periodo de la investigacidn se registrd la tempera-—
tura y humedad reiativa continuamente con un higroter-—

mdgrafo modelo S94-The Bendix Corporation.

2. Trabajo de Insectario.

los especimenes utilizados en ta investigacidn
fueron obtenidos de la colonia de Aropheles alfbimanus
cepa OBreen que se mantiene en el Insectario de la
Universidad de fPanamb; suministrada por €1 Laboratorio
Conmemorativo Borgas (L.C.6.). Las pupas fueron colo-
cadas en clmaras de emergencia, provista en su interior
de una mota de algodhn embebido de miet de abeja pura.

Al cabo de 72 hovas, después de la emergencia,
cada mosguito hembra fue colocado individuaimente en
frascos pllsticos cuyas medidas fueron de 8.5 ¢m  de

Jongitud X 3.0 ci. de ditmetro. Cada frasco se acond:i-
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cionh previamente a ta introduccidn del mosquito,
introduciends algodd humedecido con agua de la pluma
en su  fondoy, cubiertos con tu! y o encama un algodbn

embebido con miel de abeja pura (Figura S).

Fig. 9. Viales que contienen |os mosgutos indivi-
dualmente en el estudio de cada cicio gono--

{trbdfico,
El trabajo del insectario consistid de cinco

series tas cuales describimos a continuacihne
3. Hembras Alimentadas con Miel Solamente. Serie (1)

Fara determinar el wnlxime estade de desarvollo

folicular en hembras alimentadas con miel solamentey se
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colocaron pupas en jaulas que tenlan en su interior una
mota de algodixn embebido con miel de abeja. Inmediata-
mente, después de la emergenciay, se hicieron disec-
ciones de 30 moéquitos hembras cada 24 horas hasta
observar que loas folliculos, no proseguian su desarro-—-
119, Luego se mantuvieron |los mosquitos hasta comple-~
tar 10 dlas desde |la emergencia y se disectaron 30
mosquitos hembras anuevamente.

Se llevd registro del estado de desarrollo foticu-
lar e inseminaciin.

4. Hembras No Inseminadas Al imentadas
con Miel y Sangre. Serie (2).

Con el fin de determinar si la ianseminacidn in-
fluye en el desarroalls de los ovarios, en |a propoarcibn
de las hembras que ovipositaron, y en el pericde de
ovipastura; se hicieron jas series 2 y 3. En {a serie
2 las pupas fueron transferidas a! laboratoric y se
observaron al estereoscopio (NIKON SMZ-28B) con  uh
aumento de 10X para separar las pupas hembras de los
machos, las cuales fueron diferencladas vbservando el
poro genital en el IX segmento abdominat. Las pupas
masculinas fueron descartadas y las femeninas se tras-

ladaron al insectaric donde se colocaron en una jaula
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alimentarabn hasta abservar 574 de la longitud total del
abdomen  distendido toonsiderands esta distensidn uwna

alimentaciftt ~ompletal.
introdusidos

supracit.).

Figu 6. Antebrazo
emergencia en
mentan | os

He dimectaron

tévrming de 10 dias

individual mente

introducido

30 nosgquitos

ronsecutbtlvos. Be reglistrd

L.ors mosquitoes hembras fueron

ert viales (descripoilin

.l
=7
L
%l

i
Aee pv Wiu HIED

chAmara de
ali -

[ &
en gue s5e

en

el momento

mersqui tos.

diariamente poar el

e estadn



38

de desarrollo folicular, apariencia abdominal, estado
de paridady dia de postura vy si el mosquito habla
defecado o na.
9. Hembras Inseminadas Alimentadas con

Miel y Sangre. Serie (3).

Se colocaron pupas de ambos sexos en pequeRas
jaulas que tenlan en su interior una mota de algodén
embebido con miel de abeja.

Al cabo de tres dlas después de {a emergencia se
le ofrecidb alimentacidn sangulnea introduciendo el
antebraza en la jaula. Se dejbh que se atimentaran
hasta observar 3/4 de la longitud total del abdomen
digtendido. Los mosquitos alimentados fueron intvodu-
ci1dos individualmente en viales plasticos (descripcidn
supracit.)., Se disectaron 30 mosquitos diariamente por
el término de 10 dltas consecutivos. Ademds se disecta-
ron 30 mosquitos nuevamente a los 15 dilas después de
haber rvecibido su alimentacits sanguinea.

Se vregistrd el estado de desarvollo folaicular,
apariencia abdominal, estado de paridad, inhsewinacibn,
dia de postura y si el mosquito habla defecado o no,
FPara el anadlisis se utilicarcn solamente los datos de

las hembras i1nseminadas.



6. Hembr as Inseminadas Alimentadas con Miel y
Sangre Pesadas Antes y Después de su Alimen—
tacién Sanguinea. Serie (4),

Ef estudio de la relacidbn entre de la _cantidad de
sangre 1ingerida y el nlmero de huevos depositados fue
realizado con hembras de tres dlas de edad.

Tres dlas después de la emergencia, la jaula que
contenla tos mosquitos fue trasladada al cuarto de
pesaje para estudiar ta retlacitn entre el peso de
hembras no alimentadas y ei peso de una ingesta de
sangre, cada mosquits hembra no alimentada que hablan
recibido  solamente miel como fuente de carbohidrato
fue trasl|adado de a jaula y colocadno en un  micro-vial
cuyas dimensiones eran 10 mm de dibmetro y 25 wmm  de
atto para su pesage eh una balanza electrtnica micro-
analitica Sartorious Modeto 1800 (Figqura 7)), con  un

margen de pesada de 110g y de lectura de O.1lmg.



. A
Al ¥
S, s
Aty B G
) -
K. s850 .
[ ‘-‘“'.’ o ‘r
v ¥
i
- -
”~1
Fig. 7. Equips de Fesaje. Balanza microanallitica
Mode! o Sartorrous 1800, aspirador, microvial
donde se cxtocaran los moesquitos individual -
mente para el peéesaje yy viales para el mante-
nimiento de tos mosguitos.

Inmedi atamente despuds, [os mosguitos fueron introduc -
dos en viales plasticoes v atimentadszs oon sangre humana
coboaands la mans aobre tada unn de tos  frasoos. Se
dejd alimentar cada mposquits hasta gue  evspontlneamente
dejara de alimentarse. Nuevamente, rada mosquita wse
pesd despuds de <u alimentaszibn de sangre. L.a cantidad
de sangre ingerida fue calculada por ja diferencia de
pesn del mosguits antes y después de la alimentacidbn.
Una wvez pesados los mosguitos fueron trasl adados

al ingectaria. En el cuarts de trabagjo fueron  oolosas

30
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dos  en bandejas; individualmente a cada vial se le
coloch en su  parte superior una motita de  algoddn
embebido de wmiel de abeja. Durante las primeras 24
horas se observd si el mosquito habla excretado o
defecado parte de la ingesta.

Se observd diariamente el mosquito para determinar

el dia en que se daba (a pastura. Al término de 7
diasy, los mosquitos que no hablan realizado postura,
se le aofrecia una segunda alimentacidn sanguinea, et

procedimiento de pesaje se repitib cada vez que el
mosquito recibid una nueva alimentacidn.

Cada mosquitc fue identi ficado con un nlreero el
cual se anoth en cada vialy permitiéndonos conacer la
historia de ia edad de cada hembra.

L.a fecha de postura fue registrada; ese mismo dia
se le ofrecilt una nueva alimentacidn coloclndola en
otro vial con tas mismas caracteristicas a fa anterior-—
mente descrita. l.os tuevos contenidos en e vial
fueron contados y descartados.

Este proces? se repritid hasta completar como
mbximo 4 ci1clos gonotraficos., De este mado, se¢ ectimd

la duracitvn de cada cicio.
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7. Prueba Doble Ciego. Serie (3).

Con l|la finalidad de evaluar la eficacia de los
métodos Detinova y Polovodova en Anopheles qlbimanus la
cual no habla sido evaluada anteriormente, se realizd
un  exametr doble cieqgo, Se entregaron 130 especimenes
ernumeradas de A. albimanuys de historia conocida al Dr.
M. Nelson. El Dr. M. Nelson quitd el nlmero de cada
vial y puso nlmeros nuevos, Seleccionados al  azarv.
Esta informacibn fue anotada y guardada en un sobre
sellado con el propbsito de gue la informacidbn fuera
desconocida para el investigador gue iba a preparar vy
corregir el examen y para el disector. Los especimenes
fueron entregados al disector (Licda. Marta Best).

Se utilizaron un total de 36 hembras nuliparas y
94 phridas con las siguientes caracteristicas: 27
mosquitos que hablan cumplido un ciclo gonotréfico, 31
mosguitos con dos ciclos gonotrbficos, 21 con tres
ciclos gonotrdficos yy, cinco con cuatve ciclos gonotré-
ficos.

Se llevd registro de |a apariencia abdominal,
desarvollao folicuiary; nlumero de dilataciones, estado
traquevlar, presencia de saco faliculary nlwero de

hueves desarallados, nlmeros de huevos depositados vy
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estado de inseminacibin.

8. Disecciones.

FPara separar los brganos reproductivosy, ¢l sistema
digestivo y los tlbulos de Maipighi |as hembras fueron
disectadas de la siguiente manera:

Se inmovilizd el mosquito introduciéndoclo en un
frasco que contenia agua de la pluma, Yy se sacudid
iigeramente. Después se coloch ¢l mosquito sobre una
gota de agua de la pluma en un poavtaocbjeto bajo el
estereoscopic; se sujetd con una aguja de microdisec—
citn a hivel del tdrax con la mano izgquierda ¥ a nivel
dei VII y VIII segrnento abdominal con otra aguja de
wicrodiseccidn en a mano derecha, se deslizd suave-
mente (& mano hacia la derecha extrayendo ios trganos
internos. Estos Ultinos se separaron de los ovarios vy
se eliminarony de inmediato, {os segmentos abdaminales
VIII, IX ysy X fueron coftocados sobre una gota de solu-
citen salina (Q.E7%). Se separd la espermnateca y se

cbservh al microscopro en 1Q0X de aumento.
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a) Diferenciacitn entre hembras pAridas y nuliparas
por el examen del sistema traqueal ovlrico. Método
de Detinova.

Cuando se diferencid el grado de paridad gpgor el
Método de Detinova o de "traqueacibn ovlrica" solamente
las hembras con folliculos en estado de desarrollo N, I,
I-11, y I1; de acuerdo con la ciasificacibn de Christo-
phers (1911) y modificada por Mer (1936) pudieron ser
evaluadas. Es decir, que en agueilos foliculos en
donde solamenhte existia una pequefa cantidad de vitelo
era posible ver las trhgueas y tragueonlas de fos ova-
rios, lLos ovarios disectados fueron transferidos a
otra gota de agua, con la finalidad de limpiar el
excedente de grasa y escamas existentes en el medio.
Un ovario fue colocado scbre una gota de agua de la
piuma y se dejyb secar por 24 horas protegiéndolo del
polvo v ¢l roce. Al secarse el avario el aire entraba
por todo el sistema tragueal incluyendo las ramifica-

clrones mbs pequefias.

Se colocaron 8 ovarios por cada portacbjeto. Se
anoth el nbiero de la hembra al cual correspondia cada
OVAr 1.

lLa presencia de madegas nos 1ndicd que 1a hemnbra
era nulipara v la presencia de una red fina tragueal

fue 51900 de paridad. E! examen de paridad se hizo Coh
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el wmicroscopio compuesto utilizando diferentes aumen-—

tos. Los portachbjetos con los ovarios fueron guardados

en cajas para su posterior revisidn.

b) Determinacibn de la edad fisiolbgica por el
nimero de dilataciones en los pedicelos
foliculares. Método de Polovodova.

Apticand6 este método durante i1a diseccidn el
ovaric se mantuvo: siempre sobre una gota de solucibn
saiina fisiolbgica (0.67%4).

Las hembras en cualquier etapa de digestidn de
sangre y desarvollo ovirico fueron usadas en las disec—

ciones. Los ovarios se examinaron, bajo un esgtereoscio—

pic (NIKON SMZ-2B).

<) Técnica de diseccitn.

El ovario fue colocado sobre una gota de solucibn
salina (0.67%) tefida de violeta genciana por espacio
de un minuto.

Luegs de la tincidn el ovario se colocd sobre una

nueva gota de solucibn salina (0.67%4).
El ovario fue llevado a uno de los bordes de la
gota, con la finalidad de vemover curdadosamente Ja

membrana ovlrica. Se observd la apariencia geneval del
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ovaria, y se dib seguimientos en {a diseccidn a ciertos
faliculos,; separdndaloas desde el oviducte interne para
abservar si existian ¢ no diiataciones.

Cada muestra fue observada al estereoscopicy Yy
para aobservar el nlimero de dilataciones con mbs de—
talle; se observd cada muestra al! microscopico NIKON
ALPAHAPHOT YS a 100X y 400X de magnificacitm. EI dia-
fragma se& mantuve cervado en su totalidad y se jugh con
ef enfogque vy la iluminacibng ya que en muchas ocasiones
¢! pedicela folicular ne poadia ser observado en un solo
piano, permitiéndonos de esta forma observar e! nlmerc
de dilataciones y poder entonces estimar el nlmero de
ciclos gonotrbficos que hablia completado cada mosquito
durante su vida.

Se tomaron microfotografias de ios diferentes
estades de desarrwoiio, estados de paridad, folicuios
degenerados, foliculaes con una, dos, tres Yy, cuatrvo

dilataciones o religuias foliculares.



RESULTADOS Y DISCUSION

1. Condicitn Ambiental.

Durante el periodo de (a investigacidn (a tempera—
tura promedic fue de 27.16°C (con un minimo de 25.88°C
y mbximo de 28.54°C) y una humedad relativa de 71.10%
{con un minimo de 59.28%Z y maxima de 81.57%4).

Detinava (1962) indich que el proceso de de-

sarrolilo folicular y de digestibn de a sangre estd
intimamente relacionade con las condiciones meteoroid—
gicas (temperatura y humedad) del medioc ambiente del
mosqQui to. Si la temperatura aumenta la velocidad de
ios procesos aumenta y viceversa.
2. Estados de Desarvolio de tos Foliculos Qvari-

cos.

Se observd el desarrolioc de los follcuions ovlricos
en 4. aléimanus. Todos sigQuieron las etapas descritas
por Chraistophers (19113 y modi ficadas por Mer (1936).

El criteric empleads en 4. albimanus para facilai-
tar la divisién del desarvollo folicular dentro de  las
distintos estados de clasificacitmn fueron Jos si-
guientes: (1) presencia de grdnulios de vitelo en el

comzito,  (ia) proporcitn ocupada de vitelo en ei foil-
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cule yy, (ii1) presencia de! huevo maduro cubierto por
el carion. Linley (1965 diferencih & estados de
desarvallo feoliicular (Estado [, 1ia, Ulb, ITI, TIVy W
en Leptoconaps Lecquaserti. Fosteriwrmente Hytcochock
(19687 apiictk este mismo criterio de diferenciacidn en
Anopheles quadrimaculatos. Las rlustracicnes de las
estados de desarvoliio fulicular se presentan en las
Figuras (8 - 14).

Estados de desarvollo folicular. Seglin Christophers,
1911.

Fiq. 8. M El foitlculo es casi redondo, consiste
de B8 céluias no diferenciadas.
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3. Estados de Digestidn de ta Sangre y su Relacién
con el Desarrolio de tos Foliculos Ovaricos.

Durante el proceso de digestiln de ta sangre
simul tneamente ocurve el desarvollo de los folliculos
ovlricos el cual da como resultado la ovipostura.

Al observar el proceso conpl=zto de digestibn de (a
sangre (apariencia abdominal) sugerido por Setita (1920,
En: Detinova 1962) y correlaciondindoio con los estados
de desarrollo ovhrico sugerido por Christophers (1911),
Detinova (1962) indich que al encontrarse la hembra no
alimentada los ovarios no estén desarvollados y los
foliculos ovhricos se encuentranm hasta el estade 1Ila
(II inicial?) y que una vez gue la hembra es rvecién
alimentada el proceso de desarvello folicular ovArico
continba.

lLa Figura 15 muestra los cambios de digestidn de
la sangre (apariencia abdominal) a través del tiempo
asf wismo, en la Figura 186 apreciamos un crecimiento
similar en los estados de desarrciio folticular a través
dei tiempc. 8i observamos ios estados de desarcllo
folicuiar y la digestilter de ja sangre simuiténeamente
a través del tiempo en fa Figura 17 se puede apreciar

que existe una relaci1dn directamente proporcional entre
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la digestita de la sangre y el desarvrollo de los  fold -

culas a través de los dias.

4. Diferenciacilm de Hembras Inseminadas por ia
Apariencia de |la Espermateca.

Se observd gque la apariencia de tas espermatecas
o hembras fertilizadas es opaca, &) esperma se observh
moviéndose ripidamente en Clvoatos come finos filamen—
tos negros  Figuras 18a, b)), En hembras no fertiliza—
das la apariencia es marvdn y trasif@uwida. Observa~
wlones  similares  fueron hechas por  Fosay (19690 en

Aedes nigromaculis.

-Espermate
ca. )
. b
Espermateca glandula
accesoria
18 a. rapermateca inseminada de Anopheles glbimanus.

b. Easpermateca no inseminada de Snopheles elbima—
NUF o
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S. Di ferenciacin entre Hembras P&ridas y Nulipa
vas por el Examen del Sistema Traqueal Oviri-
coc. MHMétodo de Detinova.

Se observb que solamente |las hembras con faliculos
en estado de desarvollo Ny I y Ila (Il inicial? pudie-
ron ser clasificadas con este método. Es decir,; que en
aquellos folliculos en donde solamente existia una
pequena cantidad de vitelo fue posible ver las trbqueas
y traqueolas de y ovaraos. En folliculos con  estado
de desarvollo avanzado (Estados III, IV y, V segln
Christophers) este método no es aplicable ya que |a
presencia de vitelo hace imposible ver las trlqueas vy
traquenlas.

Las tré&queas y traqueolas en ovarics de hembras
huliparas se observaron formando madejas fuer temente
apr etadas.

Obgervaciones sobre la ocurrencia de cambios en el
sistema tragueal de los ovarios durante el primer ciclo
de la ovogénesis en el momnento en gue la hembra toma su
primera 1ngesta de sangre fueron hechas por Detinova
(1396€2), kardos & BRellamy (1961), Rosay (196€393. Después
de una 1ngesta de sangre, en adicita al crecimiento de

los ovarins por el desarrollo de los foliculos, las
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wadejas traqueclares se desenrollan irrveversibl emente
transformbindose en una red de finas ramas éraqueales y
traqueclares. Después de la ovipostura los ovarios se
tornan nuevamente pequefos y ho se distinguen por su
tamans de los ovarios de hembras nulliparas en etapa lla
de Christophers.

Ninginh cambio en el sistema tragueal de los ova-
rios fue cbservada antes de completarse el primer ciclo
gonotr&fico.

Las placas que contenfan 1os ovarios que fueron
guardados después de un afio fueron observadas en buenas
condiciones pudiendo diferenciar hembras nuiiparas de
paridas.

l.a presencia de wmadejas fue signo de hembras
nuliparas y la presencia de una red fina traqueal fue
signo de plridas.

I{ustraciones del estado de paridad basadoa en el
método de Detinova o “traqueacibn ovlrica® se presen—

tan en 1as (Figuras 19asb).
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19 a. Ovario de una hembra 4dropheles albimanas Nullipa-
ra. Se observan |las madejas fuertemente apreta-
das.

Ramificaciones

iy .

13 b. Ovarin de una hembra Anopheles albimanus
Farida. Se observan las ramificaciones traqueales
desenral | adas.
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6. Determinacibn de la Edad Fisioidgica por el
Nimero de Reliquias en los Pedicelos Folicu
lares. Método de Polovodova.

Se observd raracteri{sticas definidas a nivel de
Ios pedicelos folloulares que permitieron determinar e
nlimer o de ciclos gonotrdficas completados por el s
quit> Anophéles albimanss.

Al tefir {uos ovarios en soluwidn salina - vionleta
genciana (1 gota en 10 co. de Sol. 0.87%4) el vitelo vy
restos folicuwlares fueron definidos ol aramente en fos
pedicelas foliculares permitiendoe determinar can may:or
Tlaridad el ntmer s de dilataciones. Al r efacver I &
membrana ovarica se ohservd |a apariencia general de

wvario (Figura 00,

-

) ! 4
; . —— Ovariolo (lla)
Calix
— 2 diiataciones
SaR
v
Fig. =0, Apariencia general de un ovario de ano--

pheley albimanus. Se Dhservan toas foll-
culos vlricos después de haber separadon
ia Intima ovarioiar.
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En ta determinacitn del nbimwers de ciclos gonotrd-
ficos completados por el mosquito se revisb !  bxima
tlmere de avariolas intactos posiblesy de acuerdo a
las recomendaciohes de Jac1973) y Tyndale—Biscoe
1584). Sol amente se pudo caontar las diilataciones
cuande las ovariolos se mantuvieron intactaos durante ta
diseccidn.

Cuando las ovariolas fueran abservados can  huevos
maduraos o con sacos foliculares el nlmero de ciclos
qgonotrbficos completadaos par la hembra fue i1mposible de
determinar. Cuando la membrana externa del ovariao fue
removida Yy rota en varios lugares, los avarialas con
huevos desarral ladas se mueven a un tado. Entre ellas
se buscd aquellas avarialos que na estaban funcianando
e el Witimo ciclao goanatrdfice v en los cuales las
dilataciohes o reliquias foliculares estaban formadas.

En aquel los ovariclos en que se observl: dilferen-
ci1as en el ntmero de dilataciohes que se hablan forma—
da, el mayor nlumerc de ellas en el avario fue designado
como e! total de ciclas gonotrdficos completados par la
hembra (Detinova, 1962). El! nlumero total de caclos
gonotrbficos pernitid estimar ta edad fisioldgica del
mosquito,

En aquel los folloculos en que se observd degenera-—
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cidbn éstos fueron contadeos como si hubieran realizado
un desarroito normal vy en ellas no hubo dificultad en
[a blisqueda de las dilataciones.

La edad fisiol®dgica pudo ser determinada tambien
por ¢l ntmero de degeneraciones foliculares ocurridas
durante una ovogénesis anormal (Charlwood et al.,
1980). Estas dilataciones son productc de degenera—
ciones, y por su posicibn correspondierch a los huevos
maduros depositados poar los otros ovarioclos durante el
cicio gonotrdfico previo (Lange % Joc, 1981).

Las dilataciones por degeneracidn tirenen forma
irregular, se aoabsevaron con Ions restos foliculares
desuni formemente distribuldos.

Los mosqQuitos que ovipositaron en ef  lapso de
tiempo en que se hactan |as observaciones diarias, se
les dejb que transcurrieran 24 horas para confirmar la
formaciter de dilataciones. Se observd que después de
24 horas, de la oviposicidn el  saco folicular se
centrala en (a parte terminal del ovariolo forrhndose
la dilatacityn folicular. Roberts (1983), al estudiar
el tiempo vequerido para la digestitn y desarvollo de
huevas en &nopheles dariingi observb que después de 24
haras de la postura se puede observar la dilatacidn

formada a nive! del pedicelo folicular.
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Cote métodn fue aplicable a wuwalquier estado de
desarval lo folical ar.

Muestras representativas de Ios diferentes estados

de paridad, folloulos con wuna, dos, tres vy, “uatr o
dilataciones o reliquias folicuwlares vy foltoulos

degeneradns, s presentan en las Figuras 11 - I8,

Germario

2'¢iclo ovogénesis
1" ciclo ovogénesis

- ¢
L_ ) _ ~ 1 dilatacion
2 dilalaciones
Fig. 21. Ovarinlios de Anopheles albipanus después
de haber ~umplidoc dos ciclos gonotrifil
Germario
2 4" folicule en
desarrolio
3 dilataciones
Fiqg. P2 Ovarialos de Anopheles albimanuvus con tres

religuias folicwlares, despudés de haber
~ompl etadn tres riclos gonotrbficos,



5" foliculo en

desarrollo
4 dilataciones
Fig. 23. Aparliencia de wun ovariodo con cuatvo

reliquias folicwlares despuds de haber
cumplido cuatvo Ciclos gonotrbficos,

2 =
Foliculo indiferenciado
Fol. en desarralio
Segunda degeneracion
Primera degeneracidn
A 4
Fig. s 3 Ovarinlos que muestran la apariencia de

foliculos degenerados en un desarvollo
ancrmal .



Foliculos en
desarrollo

| N
1 dilatacion

S5, Ovaraaling
miestiran
ol oAar .

Estados (!

e anopheles albimanus donds o

di ferentes estadas

de

degsareol 1o fo
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7. Anllisie de las Diferentes Series.
al) Hembras alimentadas con miel solamente.
Serie 1.

El Cuadro I y Figura 26y muestran la frecuencia
diaria del desarrollo folicuiar en hembras de Ano-
pheles albimanus qQue recibieron como fuente de carbohi-
dratos atimentaciln con miel de abeja sciamente.

A las 24 horas, el estado de desarrolio folicular
en el 10074 (30) mosquitos, se encontraba en el estado
N; después de ese tiempo ningln mosquito permanecid en
el estado N. A las 48 horas, 66.67%L (20) mosquitos, se
observaron en estado Ila (11 inicial) y 33.33% (10) de
o5 ansquitos en estado I. A las 72 horas 1007 (30) de
{lees mosquitos disectados se observaroh en el  estado
Ila. Diez dias después se chservd que el 100% (30) de
mesquitos disectados, el desarvraila folicular, Se
encontraba en ¢l estado Ila.

En especies anautligenas (aquellas que requieren
alimentacites sanguinea para "iniciar" el proceso de
ovogénesis) de dnopheless, ta formacilten de 1os foliculos
por el germario cesa después que ¢l folicula primario
alcanza el estadoe I (estadwe de reposod, y shic se
estimulard el desarrolla del follcule pramario bajo una

alimentaciin sanguinea, Charlwood et. al. (1980,
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Detinova (1962), Furman et 27. (1982, Hitchcock
(19682, Linley (1965), Magnarelii (1977), Mer (1926),
Mul lens & Schmidtmann (1982), Nayar % Knight (1981), y

¢l
QOda (196§3i6 han indicado que antes qQue el mosquito

e
tome <cualquier alimentacidn sanquinea se dan cawmbios
secuenciales en los folliculos hasta el estado 11a

(inicial) y no continuarh el desarrvollo folicular hasta

Que el wosquito reciba atimentacidn sanguinea.

Cuadro I. FRECUENCIAS DE HEMBRAS de Anopheles albima-
nus ALIMENTADAS CON MIEL A LOS 3 DIAS DE

EMERGENCIA.
H ESTADQ DE DESARROLLDO |
H FOLICULAR !
H HORAS T
d DESPUES DE H : '
H LA i H H NS !
: EMERGENCIA H H H i '
H PN S ¢ 1 Ila + T
H H H H H 1
H H : H i A H
§ o e e f e § ;
{HOFRAS - DIA ¢ H H N :
| ———— H i H H H
{0-249 HORAS 1 H 30t o« . 303
——————— e e e e — e
1 25-48 HORAS 2 ‘ . 101 201 301
| ————— + —— e e — e ——
143-72 HORAS 3 H .t . 201 30!
I — P W :
{17240 HORAS (O} ot ot 30 301
o e s |
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b) Hembras inseminadas y no inseminadas alimentadas
con miel y sangre. Serie 2 y 3.

Con la finalidad de determinar si la inseminacidn
influlia en el desarrollo de los oavarios las Series 2 y
3 fueron analizadas comc un solo grupo. Un  total de
€26 registros fueron analirzadas. El Cuadre II muestra
un total de 418 hembras no i1nseminadas, de las cualeé
no ovipositaron 402 que representa un paorcentaje de
96.17% y 18 Que si ovipositaron corrvesponden al 3.83%
desde el guinto at octavo dia.

Se observb que el tiempo media de ovipostura para
el primer ciclo gonotrbfico fue de 6.5 dlas. De las 186
hembras que tuviercn oportunidad de ovipositar, 15 o
hicieron después de los cuatro dias.

ELL Cuadro III muestra la proporcita de hembras
inseminadas que desarvallaraon sus avarios y waviposita-
ron. De un total de Z08 hembras inseminadas alimenta-—
das con miel y sangre I35 ovipositaron que corvesponde &
un porcentaje de 12.02% y no ovipositaron 182 hembras
que corresponde a 87.987% . El tiewpo medio de ovipos-—
tura fue de 6.0 dlas, Festrepo ¢1984) trabajando con
anopheles albipanus indich que la duracidn prowedro
det caiclo gonotrdfico en el laboratorio fue de seis

dias a temperaturas comprendidas entre 26 - 27C y 75%
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de humedad rvelativa, En opoblaciones naturates ta
duraci&n del rirlo gonotrdfico reportada para Anopheles

albimanus fue de dos dias (Rachou e, af.3 1973).,
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albimanus ALIMENTADAS CON MIEL Y
SANGRE A LOS 3 DIAS DE EMERGENCIA.

HEMBRAS INSEMINADAS de Anopheles
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<) Hembras inseminadas alimentadas con miel y sangre
pesadas antes y después, de su alimentacitn san—
guinea. Serie 4 y 5.

Las series 4 y 5 se estudiaron en conjunto. Se
analizaron un totail de 503 mosquitos.

Al observar diariamente los mosquitos, el 61.0%
ovipositb con una alimentacidn y 18.0% wosquitos nece~
sitaron tomar dos alimentaciones para completar su
primer ciclo gonotrdfico.

Machado-Alli1saon  (1982) indicb que existen carac—
terfisticas diferentes para cada especie en ta duracidn
del cictio gonotrifice vy el nfimero de alimentaciones de
sangre requeridas para el desarvollo del orimer grupa
de huevos. Netson (1986) sefald que con frecuencia
Acdes aegypti requiere mbs de una alimentaci1dn entre
cada postura, especiatmente si es perturbado antes de
estar completamente |(leno de sangre.

La Figura 27 muestra la relacita entre el peso  de

los mosQuitos vy e nleero de huev-s aovaiposltados, Se
cbservb que la cantidad de sangre ingerida influyd
si1gni ficativamente en la fertilidad de 1a henbra 4.

albimanus; esto es, a mayaw cantidad de sangre 10ngerada
el nlmero de huevaes desarrollados par {a hembra awnenta

a vraztn de 20.54 huevos por wmg. de peso de sangre de
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acuerdo a {a ecuacibn de y= =-9.378 + 20.541#PESO el
cuwal tiene una significancia de £ < 0.07, Observa-
ciones similares fueron reportadas por Colless & Chel
lapah (13603, Miura & Takahashi, (1972).

La cantidad de sangre ingerida también es impor-—
tante en ei inicio de un cicio gonotrbfico y €l némero
de huevos depositados por |a hembra. Nelson (1386),
sefiald que existe un umbratl en la distencidn del estd-
mago qQue estimula el desarrollo de |los ovarios en dedes
aegypti. En A. albimanus encontré que el umbral fue de
0.8 mg. de sangre. Coiliess & Cheliapaha (1960), indica-
ron que el nlmero de huevos que pone & hembra depende
de la edad fisiol&gica del mosquito, ingesta de sangre
y ¢l peso después de la emergencia. En tal sentido el
nlmero de huevos disminuye progresivamente a medida que
aumenta la edad fisioldgica.

Al  caontar el nlmera de huevos desarrs!llados en
todas tas edades c¢onsecutivas desde el praimer al
cuarto ciclo gonotrdfico en la Figura 28 se muestra gue
la fecundidad en &. albimanvs aumentd en el segundo
ciclio gonotrbfico v luego en el tercer y cuarta ciclo
disminuyt ¢! nlmerc de huevos no sighn ficativamente al
aumentar l|a edad fisiolbgica. E! nlmero prowmedio de

huevos desarrvollados e ! praimer ociclo fue de 36
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en el segundo ciclo fue de 39 huevosy para el tercer

ciclio fue de 38 y para €| cuarto ciclo gonotrifico fue
de 37 huevos.

La edad fisioldgica de la hembra de A4Anopheles
paculipennis y su fertilidad fue determinada por Deti-
nova (1962) indicando que existe una conexidn directa
entre la edad de la hembra y el nlmero de huevos desar-
rol | ados. Asiy, el nttmero promedio de huevos en el
primer ciclo gonotrdfico es mayor comparadae con  las
subsecuentes oviposiciones donde hay una reducciln
gradual en el nlmero de huevos. Este descenso en la
fertilidad puede ser explicado por e!f hecho de que con
el aumento de la edad hay una reduccidn en la propor-—
cibn de los ovariwlos que producen un huevoy normal-—
mente desarrcllado; mientras que e} nlbnero de ovariolos

produciendo foliculos degenerados aumenta,
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d> Prueba Doble Ciego. Evaluacitw de las técnicas.
Serie S.

La prueba se 1nicid con 130 hewbras de Anopbeles
@iIbimanus., Se analizd un total de 100 mosquitos ya que
30 murieron durante la semana en que se realizt ia
prueba.

Las disecciohes y toma de fotos por especimen duréd
aproximadamente 30 minutos por cada hewmbra por el
wétodo de Polovodova. Una vez secos {os ovarios des-
pués de un periocdo de 24 haras el examen diaghbstico
de las ptacas por e¢i método de Detinova reguirib
menos de dos horas para ¢!l andlisis de todos |lous evari-
©S. Los especlimenes con pocas madejas desenrvolladas
cuya clasificacibn era dudosa fueron colacados en la
categoria de pbaridas. Kardes y Bellamy (13813 al
aplicar esta técnica con Culex tarsalis consideraron
come estado intermedioc aquelias hembras can menos
traqueclias del ovario enrnliadas que |as observadas
en especimenes nuliparas, pero mayor que en Ios espe-
cimenes que hablan formado balsas "nhorwmales'" de huevos.
Consideraraon como hembras intermedias las que bhablian
ovipositado probablemente una balsa de hueves ads

pequeda que fa normal, quicés en forma autigena.



El Cuadro IV muestra |os resultados de la clasifi-
caciln de la técnica de Detinova o de "traqueacidn

ovhirica®.

CUADRO 1IV. METODO DE DETINOVA O “TRA-
QUEACION GVARICA".

Ciclos Nullpara Phrida Ho Hecho Total Error I Ercor

Reales
0 14 1 12 27 i 6.7
1 0 i1 10 2y 0 0.0
2 0 13 9 n 0 0.0
3 0 15 10 5 0 0.0
4 i 3 1 S 1 25.9

Total 15 43 42 100

Error 1 1 2

% Error 6.7 2.3 : 3.4

Y Confiabilidad para Detinova 93.3 $ullparas
97.7 Phridas

De un total de 1S hembras nullparas, 14 fueron
clasificadas correctamente y una hembra fue c-lasifica-—

da 1ncorrectamente resultando en un porcentaje de error
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det 6.77. . De un total de 43 hembras phridas, un
mosquito fue clasificado incorrectamente resultando
en wn porcentaje de error del 2.34 . No se pudo ¢la-
sificar por este método 42% de mosquitos ya que se
encontraban en estado de desarvollo folicular avanzado
(III, IV, V) de Christophers donde la presencia de yema
hizo imposible ver el sistema traqueal.

Apticando el método de Detinova se observb una
confiabitidad de 97.7% al clasificar tas phridas vy
93.3%4 al clasificar las nuliparas.

Los resul tados analizados por el método de Potovo-
dova o “"rellguias foliculares” se muestran en el Cuadro
v, Se pudo achservar que entre 1as nuilparas tres
mosqui tos fueron clasificados errdneamente y 24 correc—
tamente de un total de 27 mosquitos haciendo un  ervor
del 11.1%4. Entre las primiparas 19 fueron clasificados
correctamente y tres oclasificados incorrectamente,
haciendo un error de 13.64 . Entre las biparas 18
fueron clasificados correctamente y 7 incorrectamente,
baciendo wun ervor de 28.07% . Entre las triparas 18
fueron clasificados correctamente y dos incorvectas
haci1ends wn  error de 10,07 . Finalmente entre las

cuadriparas dos mosquitos fueron clasificados incorrec—
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tamente y cuatro fueron clasificados de manera correc—
ta. Entre las ptridas, S9 fueron clasificadas correc—
tamente con una o mbs dilataciones y 14 fuerdn clasi fi-—
cadas incorrectamente. Entre las nuliparasy, 24 fueron
clasificados correctamente y tres pbridas fueron cla-
sificadas como nuliparas.

8i se compara el promedio de nlmero de dilata—
ciones con el nlmero real de ciclos gonotrdéficos
(Cueadro V), se encuentra que el error o diferencia para
cero ciclos es del Q.15 reliquias, para un ciclo es 0O,
para dos ciclos ¢s de 0.09, para tres ciclos es de 0.12
Y qQue para cuatro ciclos es de 0.6,

Nelson (19662 indicdb que esta técnica no se pudo
aplicar en Culex tarsaelis para determinar el nlmerc de
oviposiciones de cada hembra i1ndividual, como se usa en
otras egpecies de mosquitos (Detinova 1962). No
aobstante fue Ltil para distinguivr tas hembras plridas
de 1as nuliparas.

Las obgservaciones obtenhidas en este trabajo
demuestran la eficicacia de ambas técnicas para dis-
tinguir hembras de 4. afbimanus phridas de nullparas y
poder calcular el nlmero de ciclos gonotr&ficos comp!e—

tados por la hembra.



CUADRO V. METODO DE POLOVODOVA O "RELIGRUIAS

FOLICULARES".

Ciclos Néeero de  seflquias  observadas

Reales 0 § 2 3 4 TJotal Error 2 Ermor #edia  Error
0 24 2 i ] 8 27 3 .4 8.19 8.15
i i 1 t ] f 21 2 .59 1.80 0.00
2 2 0 18 2 0 22 4 8.2 191 8.09
3 8 8 ) 18 2 Y] 7 8.0 2.88 0.12
q ] { 8 9 ¢ § t 200 340 0.68

Total 27 22 23 20 6 180

Error 3 3 7 2 2 17

Error 11.1 13.6  28.8 1.0 33.3 17.0

0
b



CONCLUSIONES

Con base a los datos disponibles sobre los cambios
funcionales y de edad en los &rganos reproductivos de
la hembra de Anopheies aibimanus se llegh a las si-

guientes conclusiones:

-r En los Anopheles albimanus que fueron alimentados
solamente con carbohidratoss, los primeros folliculos
maduran hasta la etapa Ila (estado de reposc) alin ¢on

diez dlas de edad.

-—— El desarrollo folicular avanza a log estados de

Christophers IlIb a V solamente cuandn (as hewmbras de

Anopheles albimanus vrecibieron alimentacidn de sangre.

La no inseminacibn influye significativamente sabre
el porcentaje de ovipostura diaria perw no éen la dura-
cidn del primer ciclo gonotréfico, En los grupos no
inseminados, la ovipostura se dibh en (08 primneross cincs
a ocho dias después de alimentacidbn de sangre y en el
grupe de tos inseminados & ovipestura se did en los

primeros cinco a siete dias.

Anoapheles albimanus vequirid una alimentacidn para

completar el prismer cicio gonotrdfico en un porcentaje
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del 61.0%4 y 18 % requirib de dos alimentaciones.

e A mayor cantidad de sangre ingerida, mayor fue ol

namero de huevos deposi tados,

we El método de Detinova o “"traqueacidn ovArica" permni~
tit diferenciar entre hembras nuliparas de pAridas con
una confiabitidad de 97.7%Z para tas pridas y 93.3%

para tas nuliparas.

_ Et método de Detinova es5 mucho mnés vlpido qQue el

método de Polovadova en el diagnbstico.

__ El wétodo de Detinova no permite clasificar tas

hembras caon estado de desarvollo foficular mas alld del

estado Ila de Christophers.

tas muestras de avarios por ¢l método de Detinova se

pueden guardar por varios meses.

.. El! método de Polovodova o “retfquias falicutares”
noe permitid diferenciar entre hembras nuliparas vy
pridas con una confiabilidad de 96.05% para las plri-

das y 87.9% para las nuliparas.

£t método de Polovodova o "rellquias foliculares”

oy

permite diferenciar el nbmero de ciclos gonotrdficos
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compl etados por la hembra Anopheles albimanus, con un
error de 10 - 28%, y una diferencia entre la media de
ndmero de reliquias y ¢l nlmerc de coclos reales de O a

Q.6 dependiendo del nlmero de ciclos gonotrdficos.

e Cn el método de Polovodova se pudieron clasificar
todos los mosquitos no importa su estado de desarrollo
folicutar.,

La aplicacidn de la técnica de Folovodova at  ser
un trabajo anucioss en cuanto a ta calidad de las
disecciones se deben tomar los siguientes pardmetros de

referencias

1. Extender la membrana del ovario con la finalidad de

ubservar el estado de desarrol lo general del ovario.

2. Separar el ovariolo desde su parte mls externa con

mucho cuidado, para no pgerder ninguna de sus partes.

3. Observar el mayor nlimero de folliculios 1ntactos.,



RECOMENDAC IONES

1. Aplicar lJas técnicas Detinova y Polovodova en
poblaciones naturales de mosquitos vectores en b&reas
tratadas y &reas no tratadas para probar la efectividad

et 1as medidas de control.,

2. Estudiar la relacidn entre el tamafo del! mosquito,

cantidad de sangre ingerida y fecundidad.

e En trabajos futuros gse debe probar ¢! método de la
Organizacitn Mundial de la Saludy Que Sugiere qQue se
pueden guardar las muestras por el método de FPolwovedova
en preparaciones de glicerina 10 partes; formalina 3%
-

una parte y ©0.65% sotuctidn salina fisioitgica 25

partes (WHO 1962).
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