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Resumen

Objetivo: Estimar el tiempo promedio de desarrollo de Lutzomyia evansi.

Materiales y métodos: Se inicio una colonia de Lutzomyia evansi con individuos reco-
lectados en la zona urbana de la ciudad de Sincelejo (Colombia). La colonia fue mantenida
en el laboratorio durante tres generaciones filiales bajo condiciones experimentales prome-
dio de 26°C de temperatura y 94% de humedad relativa.

Resultados: La duracion del desarrollo de Lutzomyia evansi fue de 36 a 45 dias. EI tiem-
po requerido para el desarrollo de los huevos fue en promedio de 6,75 dias (rango de 6 a 8
dias). La duracion en promedio de los diferentes estadios larvales fue 5,75 dias en larvas de
primer estadio (rango de 5 a 8 dias), 5,75 dias en larvas de segundo estadio (rango de 4 a
7 dias), 5 dias en larvas de tercer estadio (rango de 4 a 7 dias) y 7 dias en larvas de cuarto
estadio (rango de 6 a 8 dias). En la fase de pupa, la duracion en promedio fue de 9,75 dias
(rango de 7 a 17 dias).

Conclusiones: El tiempo promedio requerido para el desarrollo de Lutzomyia evansi,
comprendido desde la alimentacion sanguinea de la hembra madre hasta la emergencia del
adulto, es de 40 dias.
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bia.
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Abstract

Objective: To estimate the mean development time for Lutzomyia evansi.

Materials and methods: A laboratory colony of Lutzomyia evansi was started from
sand flies collected in the urban area of the City of Sincelejo, Colombia. The colony was
maintained during three filial generations under experimental conditions of 26°C of mean
temperature, and 94% of average relative humidity.

Results: The duration of the development of Lutzomyia evansi was from 36 to 45 days.
The development time for eggs was, on average, 6, 75 days (interval from 6 to 8 days). The
mean duration of the different larval instars was 5,75 days in first instar (interval from 5
to 8 days), 5,75 days in second instar (interval from 4 to 7 days), 5 days in third instar (in-
terval from 4 to 7 days) and 7 days in fourth instar (interval from 6 to 8 days). In the stage
of pupa the development time was, on average, 9, 75 days (interval from 7 to 17 days).
Conclusions: The mean development time for Lutzomyia evansi, from the female’s blood
meal to adult emergence, is 40 days.

INTRODUCCION

La leishmaniasis es una enfermedad endé-
mica en la Costa Caribe colombiana, cau-
sada por al menos cuatro especies de Leis-
hmania: Le. infantum, Le. braziliensis, Le. pa-
namensis'y Le. guyanensis (1). Estos parasitos
son transmitidos al humano por la picadura
de insectos flebotomineos; en la Costa Cari-
be se destaca por su importancia Lutzomyia
evansi, que actia como vector del agente
etiologico de la leishmaniasis visceral (2),
que corresponde a la forma mas agresiva de
la enfermedad.

Los flebotomineos son insectos holometa-
bolos que desarrollan su ciclo de vida en
ecosistemas terrestres, comunmente referi-
dos en la literatura como ambientes ricos en
materia organica en descomposicion (3,4).
Sin embargo, en la practica se desconocen
las condiciones particulares de los micro-
hébitats ocupados por este grupo de insec-
tos, lo cual no solo dificulta su colonizacién
en laboratorio, sino que también restringe
el conocimiento a cerca de aspectos funda-
mentales de la bionomia y biologia de es-
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tos dipteros, informacion de interés para el
control vectorial.

La colonizacion de flebotomineos bajo con-
diciones experimentales es una actividad re-
lativamente compleja por la extrema sensibi-
lidad de estos insectos a las condiciones del
entorno (5). No obstante, el establecimiento
de colonias en laboratorio es motivado, entre
otros, por la necesidad de efectuar ensayos
de infeccion experimental con microorga-
nismos patdgenos, desarrollar estudios ge-
néticos, establecer cultivos celulares, llevar
a cabo pruebas de susceptibilidad a insecti-
cidas, caracterizar los estados inmaduros o
estimar la duracion del ciclo de vida (6-15).

De las mas de 150 especies de Lutzomyia
encontradas a la fecha en el territorio co-
lombiano (16,17), solo once han sido colo-
nizadas en el laboratorio: Lu. longipalpis, Lu.
walkeri, Lu. evansi, Lu. shannoni, Lu. serrana
Lu. ovallesi, Lu. spinicrassa, Lu. longiflocosa,
Lu. quasitownsendi, Lu. youngi y Lu. torvida
(5,7,8,10,12,14,18-21), generalmente a partir
de ejemplares recolectados en areas rurales
donde la leishmaniasis es endémica.
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El objetivo de esta investigacion fue estimar
el tiempo de desarrollo promedio de Lu.
evansi, con base en una colonia de laborato-
rio integrada por flebotomineos provenien-
tes de una zona urbana.

MATERIALES Y METODOS

Los especimenes de Lu. evansi fueron reco-
lectados mediante aspirado manual en una
trampa Shannon, en el sector Ciudadela
Universitaria del area urbana de Sincelejo
(1.520.019 N, 854.150 E), ciudad donde la
especie constituye mds del 70% de la abun-
dancia de flebotomineos (22). Los ejempla-
res recolectados fueron depositados en una
jaula de muselina de 25 cm x 25 cm, conteni-
da, a su vez, en una caja de poliuretano ex-
pandido. Para mantener las condiciones de
humedad relativa y temperatura del sitio de
colecta durante el transporte de los fleboto-
mineos al Laboratorio de Biomédicas de la
Universidad de Sucre, se colocaron toallas
de papel humedas en la base de la caja.

Las hembras recolectadas fueron alimenta-
das con sangre de Mus musculus, el cual fue
sedado con maleato de acepromazina a una
dosis de 0.5 mg/kg; para la ingesta sangui-
nea se expuso el drea dorsal o ventral del
roedor. La metodologia que se describe a
continuacion se deriva de trabajos previos
de colonizacién de Lutzomyia spp. (5, 8, 14,
18). Por pareja, los flebotomineos fueron de-
positados en una cdmara de cria compuesta
por un recipiente de plastico de 5,5 cm de
alto y 6,6 cm de didmetro, con una base hu-
medecida de yeso dental, que se us6 como
sustrato para la oviposicion de las hembras
y la crianza de las larvas. Para disminuir el
riesgo de contaminacion con agentes exter-
nos, los recipientes fueron cubiertos con ta-
pas de plastico.
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Las camaras de cria se mantuvieron en con-
diciones de oscuridad, a 26°C de tempera-
tura y 94% de humedad relativa promedio,
dentro de una caja de poliuretano expandi-
do que contenia toallas de papel himedas,
y solo estuvieron expuestas a la luz durante
la revision diaria. Después de la oviposicion
se procedio al conteo del nimero de huevos
y a la confirmacién taxondmica de especie
en los adultos, los cuales fueron identifica-
dos a partir de los caracteres morfoldgicos
indicados en las claves de Young y Duncan
(23) y Galati (24). En las hembras muertas
se examino, ademas, el niimero de huevos
presentes en el abdomen, a fin de establecer
el porcentaje de retencion.

Después de la eclosién de los huevos se
realizo el conteo de las larvas criadas en
masa, a las cuales se les proporcioné una
dieta compuesta por alimento para perros
y alimento para conejos, en proporcion 1:1
(8,25). Esta mezcla fue pulverizada, envuel-
ta en papel Manila y esterilizada en auto-
clave a 20 libras de presion por 20 minutos.
En cada cdmara de cria se depositd diaria-
mente una alicuota de alimento esteriliza-
do; la racion diaria se incrementd de modo
progresivo conforme a la maduracion de las
larvas. Para determinar la transicion entre
los estadios larvales se registro el cambio
en la coloracion corporal y en el numero de
setas caudales, asi como la presencia de la
exuvia producto de la muda en la camara
de cria, lo que en conjunto permitié estimar
la duracion de cada fase larval.

Durante el estado de pupa se suspendio
el suministro de alimento; los adultos que
emergieron fueron llevados a jaulas de mu-
selina y mantenidos alli durante tres dias,
después de lo cual se les proporcioné una
solucion azucarada saturada y sangre de ra-
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ton. Los flebotomineos permanecieron en-
jaulados durante dos dias mds antes de ser
dispuestos en parejas dentro de las cAmaras
de cria, con el proposito de dar inicio a una
nueva generacion.

Al final de cada generacion se introdujeron
machos silvestres de Lu. evansi, con el pro-
posito de mantener la variabilidad genética
y asegurar la continuidad de la colonizacién
en el laboratorio hasta la tercera generacion,
tiempo dispuesto para estimar la duraciéon
del ciclo bioldgico. Para el analisis del ciclo
de vida de cada una de las generaciones se
utiliz6 el programa de calculo numérico
orientado a matrices MATrix LABoratory
(MATLAB). Se determin¢ la duracion de las
fases inmaduras, el rendimiento de la colo-
nia, el numero de hembras y machos que
emergieron y la razon entre los sexos.

RESULTADOS

El tiempo promedio requerido para el desa-
rrollo de Lu. evansi, comprendido desde la
alimentacion sanguinea de la hembra ma-
dre hasta la emergencia de los adultos de
la siguiente generacion, fue de 40 dias, con
un rango que vario entre 36 y 45 dias. La
duracion en promedio de las fases de hue-
vo, primer, segundo, tercer y cuarto estadio
larval, y pupa se presentan en la tabla 1, con
sus respectivos rangos. La mayor mortali-
dad de individuos de Lu. evansi se presentd
entre el primer instar larval y la mitad del
segundo instar, particularmente cuando las
larvas alcanzaron los 10 a 12 dias de vida,
pero disminuy6 en la segunda mitad de
este ultimo instar (tabla 1).
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Tabla 1. Duracion en dias de los inmaduros de
Lutzomyia evansi

desarolg | Promedio. | - Minimo | Méximo
Huevo 6,75 6 8
Larval 575 5 8
Larva Il 575 4 7
Larva llI 5 4 ’
Larva IV 7 6 8
Pupa 9,75 7 17
Total 40 36 45

Fuente: Datos tabulados por los autores.

El rendimiento de la colonia, calculado con
base en el numero de adultos obtenidos a
partir del total de huevos por generacion, se
muestra en la tabla 2. A lo largo de las tres
generaciones de Lu. evansi se registro un bajo
porcentaje de eclosidon. La colonia se inicio
con 13 hembras silvestres que se alimentaron
en el laboratorio, de las cuales cuatro efec-
tuaron oviposicion, aunque en solo la mitad
de estas la postura fue completa, es decir, sin
retencion de huevos. Las hembras silvestres
pusieron en total 111 huevos, de los cuales
se obtuvieron ocho adultos al final del ciclo.

Entre las hembras de la primera generacion,
tres de las alimentadas ovipositaron 53 hue-
vos, sin evidencias de retencion, de los cua-
les 15 individuos llegaron hasta el estado
adulto. En la segunda generacion oviposita-
ron seis hembras, si bien en una se observo
retencion de huevos. En total se obtuvieron
206 huevos y 17 ejemplares alcanzaron la
fase adulta. Durante la tercera generacion,
seis de las hembras alimentadas oviposita-
ron, aunque algunas retuvieron huevos. El
producto de la puesta fueron 94 huevos, a
partir de los cuales se criaron siete adultos.
En todas las generaciones, el balance en la
razon entre los sexos se inclind a favor de las
hembras (tabla 2).
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Tabla 2. Rendimiento de la colonia de Lutzomyia evansi por generacion expresada

en numero absoluto (N) y porcentual (%). H = hembra, M = macho

0, 0, 0,
N (%) de H N (%) de H N (%) de H N de N (%) de N (%) N (%) Razén | Rendimiento%
con postura | con retencion | huevos huevos
con postura ) de M de H M:H
completa de huevos puestos | retenidos
2 2 6 3 5
GP 4 (30,76) (50) (50) 111 (5.40) (35.5) (62.5) 1:1.6 7,2
3 3 0 0 6 9
F1 53 1:1.5 28,3
(7,5) (100) (0) (0) (40) (60)
F2 6 (83,71) v ! 206 43 2(28,57)|15 (71,42)| 1:7.5 8,25
’ (80) (20) (20,8) ’ ’ o ’
6 3 39 4
F3 6 (66,60) ( 66,66) (33.33) 94 (41,48) 3(42,85) (57.14) 1:1.33 7,44

Fuente: Datos tabulados por los autores.

DISCUSION

La mayoria de las colonias de flebotomi-
neos mantenidas en condiciones de labora-
torio en el Nuevo Mundo corresponden a la
especie Lu. longipalpis, que estd incrimina-
da en América como vector de Le. infantum
(26). La facil adaptacion de Lu. longipalpis a
las condiciones experimentales en laborato-
rio ha permitido la caracterizacion completa
de su ciclo de vida, incluida la descripcion
detallada de los estados inmaduros de la es-
pecie (27-30). Contrariamente, son escasos
los estudios de colonizaciéon de Lu. evansi
(20, 31, 32), pese a que por su distribuciéon
geografica constituye el segundo vector en
importancia de Le. infantum en América.

El tiempo promedio de 40 dias que conlleva
el desarrollo de Lu. evansi, estimado duran-
te esta investigacion a partir de una pobla-
cién urbana, concuerda con lo observado en
estudios previos, en los que se establecieron
colonias de la especie con ejemplares reco-
lectados en zonas rurales. Montoya-Lerma
et al. (20) registraron para Lu. evansi de Co-
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lombia una duracién media del desarrollo
de 41,8 dias, con un rango de 35,1 a 49,6
dias, calculado desde la ingesta sanguinea
hasta la emergencia del primer adulto. Mir-
sa (31) observo que el tiempo de desarrollo
de Lu. evansi de Venezuela comprende entre
31 y 51 dias, con un ciclo gonadotroéfico de
3,1 a 3,5 dias, en tanto que Oviedo et al. (32)
estimaron en 39,8 dias la duracion media de
huevo a adulto, con un intervalo de 31,3 a
48,7 dias, y un tiempo promedio del ciclo
gonadotrdfico de 3,53 dias.

A pesar de tratarse de colonias establecidas
con individuos procedentes de diferentes
poblaciones naturales, la relativa homoge-
neidad que se observa en la duracion del
desarrollo de Lu. evansi indica la conserva-
cién evolutiva de factores intrinsecos a la
especie que regulan la duraciéon del ciclo
biologico. Es importante notar que el ciclo
de este vector es relativamente mas corto
que el de otras especies de flebotomineos
colonizadas en Colombia, en especial de
especies del grupo Lutzomyia verrucarum
Theodor, 1965, en algunas de las cuales se
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registran promedios de duracion de 61,07 a
96,8 dias (5,12), a temperaturas medias de
entre 22 y 28°C.

Llama la atencion el aumento en el porcen-
taje de retencion de huevos por las hembras,
el cual paso del 0% en la primera generacion
filial al 41.48% en la tercera generacion. Te-
niendo en cuenta que las condiciones de la
colonia se mantuvieron relativamente esta-
bles durante las tres generaciones, es dificil
identificar el factor que limit6 la oviposicion
en las hembras de Lu. evansi, aunque se han
propuesto como factores determinantes el
espacio reducido de las cAmaras de cria y la
textura del sustrato usado para la postura
de los huevos.

Con relacién a las larvas, el decrecimiento
en la sobrevivencia de los individuos del
primer y segundo estadio confirma las ob-
servaciones de Montoya-Lerma et al. (20) al
senalar que estos estadios son los mas fragi-
les al ataque de agentes externos como hon-
gos y acaros, asi como a las gotas de agua
que se acumulan en las cdmaras de cria
como producto del alto porcentaje de hume-
dad. La mortalidad en los estadios tercero y
cuarto fue mas baja, debido probablemente
al tamano y la robustez de estas larvas, que
les permiti6 soportar las condiciones expe-
rimentales de laboratorio y resistir el ataque
de agentes contaminantes.

Finalmente, es necesario enfatizar que el es-
tudio del ciclo de vida de Lu. evansi es fun-
damental para comprender cémo responde
este flebotomineo a factores climaticos, ta-
les como: la precipitacion, temperatura, hu-
medad relativa, entre otros, algunos de los
cuales se correlacionan con la abundancia
poblacional de la especie (33), lo que, a su
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vez, es determinante en su rol como trans-
misor de Leishmania spp. en el litoral Caribe
colombiano.

Financiacién: Grupo de Investigaciones Biomé-
dicas, Universidad de Sucre.
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