Revista Colombiana de Entomologia 35 (1): 83-88 (2009)

Cambios en el extremo carboxilo terminal de citocromo b como
caracter taxonomico en Lutzomyia (Diptera: Psychodidae)

Changes in the carboxyl-terminal domain of cytochrome b as a taxonomic character in Lufzomvia (Diptera: Psychodidae)

RAFAEL JOSE VIVERO', MARIA ANGELICA CONTRERAS-GUTIERREZ? y EDUAR ELIAS BEJARANO’

Resumen: Los caracteres morfoldgicos se emplean para la determinacion taxondmica tradicional de flebotomineos del
genero Lufzomyia, sin embargo, su utilidad es limitada en algunas especies. En este trabajo se caracterizo la region del
genoma mitocondrial que codifica para el extremo carboxilo terminal de la proteina citocromo b en siete especies de
Lutzomyia: L. trinidadensis, L. panamensis, L. cayennensis cavennensis, L. dubitans, L. gomezi, L. rangeliana y L.
evansi. Se detectaron 134 sitios polimorficos (40,9%) en el gen y 29 sitios (26,6%) en la proteina. El alto polimorfismo en
citocromo b comprendio el reemplazo de aminoacidos. empleo de distintos codones de parada y diferencias en el tamailo
de la proteina. Se discute la utilidad de la region estudiada en la identificacion de especies de Luizomyia.
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Abstract: Morphological characters have been fraditionally used for identification of sand flies of the genus Lutzomyia;
however. their utility is limited in some species. In this work. we characterized the mitochondrial DNA region coding for
the carboxyl-terminal domain of cytochrome b protein in seven species of Lutzomyia: L. trinidadensis, L. panamensis, L.
cavenmensis cavennensis, L. dubitans, L. gomezi, L. rangeliana and L. evansi. A total of 134 polymorphic sites were
detected in the gene (40.98%) and 29 sites in the protein (26.6%). The very high level of polymorphism observed in
cytochrome b, included replacement of amino acids, use of alternative stop codons. and differences in the size of the
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protein. The utility of the studied region in the identification of Luizomyia species is discussed.

Kev-words: Phlebotominae. Mitochondrial DNA. I eishmaniasis. Colombia.

Introduccion

Los flebotomineos son insectos nematoceros ubicados en la
subfamilia Phlebotominae Rondani. 1840, la cual esta integra-
da por los géneros Phlebotomus Rondani v Berté, 1840,
Sergentomvia Franca & Parrot, 1920, Chinius Leng, 1987,
Brumptomyvia Francay Parrot, 1921, Warileva, Hertig, 1948,y
Lutzomvia Franca, 1924 (Bejarano 2006). A la fecha se han des-
crito casi 500 especies de Lutzomvia que se encuentran distri-
buidas principalmente en las zonas tropicales y subtropicales
de América. Mas del 10% de estas especies son transmisores
de Leishmania Ross, 1903. protozoo causante de las enferme-
dades denominadas leishmaniasis (Killick-Kendrick 1999:
Lainson y Shaw 2005). las cuales han recobrado su importan-
cia epidemiologica en los tiltimos afios por el aumento del mi-
mero de casos registrados tanto en areas rurales como urba-
nas de Latinoameérica (Bejarano ef a/. 2002: Shaw 2007).

Un aspecto primordial en el estudio ecoepidemiologico de
la leishmaniasis es la identificacion de las especies de Lutzonvia
presentes en cada foco de transmision, porque facilita la
direccion de las medidas de control vectorial hacia los res-
ponsables de la transmision del parésito. Esta determina-
cion taxonomica se fundamenta en los caracteres morfo-
logicos del insecto adulto debido a las dificultades para
localizar los estados preimaginales en la naturaleza (Montoya-
Lerma y Ferro 1999). En la actualidad los flebotomineos ameri-

canos se identifican con las descripciones y la clave morfologica
de Young y Perkins (1984) v Young v Duncan (1994), basadas
en la propuesta de Lewis ef al. (1977), que acepta la presencia
de tres géneros en el Nuevo Mundo, o la clave de Galati (2003a).
que sigue en parte el planteamiento de Forattini (1973), y pro-
pone 23 géneros americanos (Galati 2003b; Galati er al. 2003).

Mas alla de las divergencias en el tratamiento taxonomico
al nivel supraespecifico, estas claves no permiten separar las
hembras o los machos de algunas especies con alta similitud
morfoldgica, como en la serie fownsendi del grupo verrucarum
Theodor. 1965, la serie squamiventris del subgénero Psvcho-
dopveus Mangabeira, 1941, y los subgéneros Helcocvrtomyvia
Barretto, 1962, Trichophoromyia Barretto, 1962, v Tricho-
pveomyia Barretto, 1962, entre otros grupos taxonomicos
(Young y Duncan 1994; Galati 2003a). Esto podria ser particu-
larmente problematico para la incriminacion de especies
simpatricas que presentan la misma morfologia pero diferente
capacidad vectorial. Las variaciones en los rasgos morfologicos
usados tradicionalmente para la determinacion taxonomica tor-
nan imperiosa la necesidad de nuevos caracteres con mayor
capacidad de discriminar especies.

Las secuencias de nucleodtidos son una herramienta
molecular que se ha usado en los flebotomineos para identifi-
car especies indistinguibles en uno de los sexos (Testa ef al.
2002), estudiar las relaciones filogenéticas (Torgerson ef al.
2003; Beati et al. 2004; Vivero ef al. 2007) y analizar la estructu-
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ra genética de las poblaciones (Ready ef al. 1997; Ishikawa ef
al. 1999), en especial cuando se sospecha la existencia de com-
plejos de especies (Uribe ef al. 2001: Arrivillaga ef al. 2002;
Hodgkinson ef al. 2003). Aunque por su costo, las secuencias
estan aun distantes de implementarse en el diagnostico rtina-
rio de especie, son una alternativa que permite, ademas de
sortear las limitaciones inherentes a los caracteres morfologicos.,
establecer las bases para el futuro desarrollo de claves mole-
culares. El proposito de este estudio fue caracterizar el poli-
morfismo de la regién del genoma mitocondrial que codifica
para el extremo carboxilo de la proteina citocromo b en siete
especies de flebotomineos del género Lutzomvia y evaluar su
potencial utilidad como caracter taxonomico.

Materiales y Métodos

Flebotomineos. Los muestreos entomologicos se desarrolla-
ron en la ciudad de Sincelejo (9°18°N, 75°25°W), capital del
departamento de Sucre. Colombia. en la que se registra en pro-
medio por afio una temperatura de 28°C y precipitacion de 1050
mm, que corresponde, segin la clasificacion de Holdridge
(1967), a bosque seco tropical. Los insectos se recolectaron
cuatro veces por semana, entre los meses de febrero y noviem-
bre de 2005. con dos trampas de luz tipo CDC instaladas en el
infradomicilio y peridomicilio entre las 18:00 v 06:00 horas.

Cada flebotomineo se disecciono¢ separando la cabeza. un
alay los segmentos terminales del abdomen. los cuales fueron
aclarados por 24 horas en lactofenol y montados enuna lamina
portaobjeto con el medio de Hoyer. La determinacion de espe-
cie se efectiio con las claves taxonomicas de Young y Duncan
(1994) v Galati (2003a). Los especimenes testigo estan deposi-
tados en la “Coleccion de Artropodos de Importancia Médica
de la Universidad de Sucre - CAIMUS™, en Sincelejo. Colom-
bia.

Extraccion del material genético. ELADN se extrajo siguiendo
el protocolo de Collins ef al. (1987), con algunas modificacio-
nes. El torax, un ala, las patas y los segmentos iniciales del
abdomen se maceraron en 60 ul del tampon de lisis (0,08 NaCl.
0,16 M sacarosa, 0,06 M EDTA, 0,5% SDS. 0,1 M Tris-HCLa
pH de 7.5), e incubaron a una temperatura de 65°C por 30 minu-
tos. Las proteinas se precipitaron con 14 ul de acetato de potasio
8M durante 30 minutos sobre hielo, seguido por centrifugacion
a 12000 x g durante 10 minutos. La precipitacion del ADN del
sobrenadante se realizo con 200 ul de etanol absoluto e incu-
bacion a -20°C durante 24 horas. Las muestras se centrifugaron
a 12000 x g durante 20 minutos vy el acido nucleico precipitado
se lavo con 200 ul de etanol al 70% v luego con 200 il de etanol
absoluto. Finalmente, el ADN extraido se seco a temperatura
ambiente v se resuspendio en 30 ul de agua.

Secuenciacion de nucledtidos. La reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) se desarrollo con los oligonucleotidos senti-
do (CA(T/C)ATTCAACC(A/T)GAATGATA) vy antisentido
(GGTA(C/THA/TTIGCCTCGA (T/A)TTCG(T/A)TATGA)
(Ready ef al. 1997). El gen citocromo b se amplifico en un
volumen final de 50 ul que contenian 0.3 mM de cada cebador,
buffer de PCR 1x. 3 mM de MgCl,. 0.2 mM de la mezcla de
desoxirribonucleosidos trifosfatos (dNTPs), 1,5 U de Tag ADN
polimerasa v 8 ul de la solucion con el ADN extraido. El perfil
térmico incluyo una etapa inicial de desnaturalizacion a 94°C
por 3 minutos, una segunda etapa de 35 ciclos, consistente en
desnaturalizacion a 93°C por 1 minuto, alineamiento a 50°C por

1 minuto y extension a 72°C por 1 minuto, y una tercera etapa
de elongacion a 72°C durante 10 minutos. El producto amplifi-
cado se purifico usando Wizard PCR Preps (Promega) y se
secuencio automaticamente por electroforesis capilar con dis-
tintos fluorocromos, para marcar los didesoxinucleotidos
terminadores de cadena.

Analisis molecular. La secuencia nucleotidica del gen
citocromo b se determind en ambos sentidos de la doble hebra
de ADN mitocondrial. Los cromatogramas fueron editados con
el programa Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA)
version 3.1 para generar la secuencia consenso de cada espé-
cimen (Kumar et al. 2004). El alineamiento nucleotidico se rea-
liz6 con el algoritmo Clustal W incorporado en MEGA 3.1. y se
usaron los valores por defecto para la penalizacion por apertu-
ra y extension de gaps (Thompson er al. 1994). A partir del
alineamiento se determind la composicion nucleotidica del gen,
se tradujeron las secuencias de nucledtidos a aminoacidos y
se calcularon las distancias genéticas pareadas bajo el modelo
biparameétrico de Kimura (1980) que otorga tasas diferentes de
mutacion a las transiciones y transversiones. El analisis de la
secuencia de aminodacidos de la proteina se realizo con base en
el codigo genético mitocondrial de Drosophila integrado a
MEGA 3.1. La distribucion de la variabilidad dentro del frag-
mento mitocondrial secuenciado se examiné determinando la
entropia H(x) de cada posicion nucleotidica con el programa
Bioedit (Hall 1999). Las secuencias de nucleotidos generadas
durante la presente investigacion estdn depositadas en
Genbank (National Center for Biotechnology Information -
NCBI) bajo los codigos de acceso EF012215, EF012216,
EF012217,EF012218, EF012219,EF012220, EF012221, EF012222,
EF012223, EF012224 yEF012225.

Resultados y Discusion

Se obtuvo un fragmento nucleotidico de 327 pares de bases
(pb) del extremo 3" del gen mitocondrial citocromo b, que codi-
fica para 108 aminoacidos del dominio carboxilo terminal de la
proteina homoénima localizada en la membrana interna de la
mitocondria, la cual es un componente indispensable dentro
de la cadena respiratoria (Figs. 1 v 2). En el alineamiento multi-
ple se incluyeron ademas nueve posiciones nucleotidicas co-
rrespondientes al espaciador intergenico 1 (IG1), que separa,
en algunas especies, a los genes citocromo b y ARN de trans-
ferencia mitocondrial para serina (UCN) (ARN{*).

Las secuencias se aislaron a partir de siete especies de
Lutzomvia integrantes de igual mimero de subgéneros o gru-
pos, las cuales fueron identificadas como L. trinidadensis
(Newstead, 1922) del grupo eswaldoi, L. panamensis (Shannon,
1926) del subgénero Psvchodopvgus, L. cavennensis
cavennensis (Floch y Abonnenc, 1941) del subgénero Micro-
pvegomvia, L. dubitans (Sherlock, 1962) del grupo migonei, L.
gomezi (Nitzulescu, 1931) del subgénero Lutzomyvia. L.
rangeliana (Ortiz, 1952), especie no agrupada y L. evansi
(Nunez-Tovar. 1924) del grupo verrucarum. Con la excepcion
de L. dubitans, todas las especies tienen antecedentes en sa-
lud puiblica. L. evansi esun reconocido vector de Le. infantum
Nicolle, 1908, L. panamensis y L. gomezi son transmisoras de
Le. panamensis Lainson v Shaw, 1972, L. rangeliana v L.
trinidadensis se han encontrado con Leishmania. y L. c.
cavennensis ha sido hallada infectada con parasitos
tripanosomatideos (Bonfante-Garrido ef /. 1990, 1999; Travi
et al. 1990; Santamaria ef al. 2006; Cochero ef al. 2007).
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Figura 1. Alineamiento de secuencias nucleotidicas parciales del gen
citocromo b (posiciones 1 a 327) y del espaciador intergénico 1 (posi-
ciones 328 a 336) aisladas de L. trinidadensis (Ltresinl). L. panamensis
(Lpacsinl. Lpacsin2). L. ¢. cayennensis (Leaesinl. Leacsin2), L. dubitans
(Lduesinl), L. gomezi (Lgoesinl, Lgocsin2). L. rangeliana (Lracsinl,
Lracsin2) y L. evansi (Levesind). Los nucleodtidos se representan con la
primera letra de su respectivo nombre, las homologias con puntos y los
eventos indel (insercidon-deleccion) con guiones.

En total se obtuvieron 11 secuencias de nucleodtidos (dos
aisladas de igual mimero de ejemplares de L. panamensis. L. c.
cavennensis, L. gomezi v L. rangeliana, y una de L. frini-
dadensis, L. dubitans y L. evansi), de las cuales se derivaron
ocho haplotipos nucleotidicos (Fig. 1) y siete haplotipos
aminoacidicos (Fig. 2). La composicion nucleotidica estuvo
marcada por un alto contenido de adenina y timina equivalente
al 73,09% de las bases secuenciadas, mientras que los
nucleoétidos guanina v citosina alcanzaron solo el 26,1%. Como
era esperarse al nivel proteico prevalecieron los aminoacidos
no polares como isoleucina y leucina que representaron en
promedio el 16.03% y 15,27%. respectivamente, del contenido
aminoacidico, lo cual esta relacionado con la hidrofobicidad
de la proteina citocromo b.

A lo largo del extremo 37 del gen analizado se detectaron
134 sitios polimérficos que arrojaron una variacion global del
40.,98%. con porcentajes de divergencia entre especies del
16.51% al 23.55%. Consecuentemente, los valores de distancia
genética de Kimura fluctuaron entre 0.1889 y 0.2868 (Tabla 1).
Elvalor mas bajo se registro al comparar L. evarnsiy L. dubitans,
mientras que el mas alto se presentd entre L. rrinidadensis y L.
dubitans. De otro lado, los aislados de L. panamensis mostra-
ron entre si una transicion en la posicién 33 del alineamiento
nucleotidico (Fig. 1), mientras que en L. ¢. cavennensis, L.
gomeziy L. rangeliana no se observaron sustituciones intraes-
pecificas. Por lo anterior. las distancias genéticas intraespe-
cificas oscilaron entre 0 v 0.0031. El analisis de entropia revelo
que, salvo por el ligero aumento registrado en algunas posi-
ciones nucleotidicas (Fig. 3), la variabilidad estuvo distribuida
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Figura 2. Alineamiento de secuencias aminoacidicas del dominio
carboxilo terminal de la proteina citocromo b de L. rrinidadensis
(Ltresinl), L. panamensis (Lpacsinl, Lpacsin2). L. c. cayennensis
(Leacsinl. Leacsin2). L. dubitans (Lducsinl), L. gomezi (Lgocsinl,
Lgocsin2). L. rangeliana (Lracsinl, Lracsin2) v L. evansi (Levesind).
Los aminoacidos se representan con su codigo universal de una letra, las
homologias con puntos. los eventos indel (insercion-deleccion) con guio-
nes v los codones de parada con asteriscos.
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Figura 3. Entropia H(x) en la secuencia de nucleotidos parcial del gen
citocromo b de L. ninidadensis, L. panamensis. L. c. cayennensis. L.
dubitans, L. gomezi, L. rangeliana y L. evansi.

casi homogéneamente a lo largo de todo el fragmento se-
cuenciado.

Es importante anotar que las ultimas bases del extremo 3°
del gen citocromo b exhibieron polimorfismos importantes en
la distincion de cada una de las siete especies de Lutzomvia. L.
gomezi mostro la tripleta de nucleotidos timina-adenina-
guanina, que corresponde a un codon de parada tipo UAG en
lugar del codon UAA usado por las demas especies. L. evansi
v L. panamensis se caracterizaron por tener repetida la secuen-
cia timina-adenina-adenina (Fig. 1). que transcribe para dos
codones de parada consecutivos tipo UAA, lo que podria es-
tar asociado a una reconfirmacion de la sefal de terminacion
durante la sintesis proteica.

La sustitucion nucleotidica de mayor trascendencia se ob-
servo en la posicion 322 de L. rangeliana y L. evansi (Fig. 1),
con el cambio de guanina o adenina por timina, que conlleva a
la disminucién del tamaiio de la proteina citocromo b codifica-
da por estas especies. Es importante resaltar también que en L.
gomeczi las dos ultimas bases del gen citocromo b correspon-
dieron. al mismo tiempo, a las dos primeras del gen ARNt™, en
tanto que en L. ¢. cavennensis y L. rangeliana estos genes
compartieron una sola base. En las otras especies de este estu-
dio los genes citocromo b y ARNt¥, se encuentran separados
por el IG1. que esta constituido por 10 pben L. evansi. 9en L.
trinidadensis, 6 en L. panamensis y 5 en L. dubitans (Fig. 1).

La disminucion gradual en la longitud del IG1 hasta llegara la
ausencia del mismo y el solapamiento de bases entre los genes
citocromo b y ARN®, permite inferir que el genoma mitocon-
drial de estos insectos podria haber experimentado. en algu-
nas especies, un proceso de reduccion evolutiva que elimind
aquellos componentes no indispensables para la funcion que
desempenia y disminuyo u optimizo el tamaiio de los genes
codificadores. Esto se fundamenta, en parte, en la teoria del
origen endosimbidtico de la mitocondria (Margulis 1970).

En el extremo carboxilo terminal de la proteina citocromo b
se registraron 29 sitios aminoacidicos polimorficos que gene-
raron un porcentaje de divergencia global del 26.,6%, 1til para
la discriminacion de especie. Los sitios con mayor variacion
correspondieron a las posiciones 39, 42 y 97 del alineamiento
proteico (Fig. 2). Entre estos se destaca la posicion 39 por
poseer un aminoacido distinto en cada especie, asparagina en
L. trinidadensis, treonina en L. panamensis, glutaminaen L. c.
cavennensis, leucina en L. dubitans y fenilalanina en L.
rangeliana, con la excepcion de L. gomezi v L. evansi que
presentaron una metionina en la posicion referida. No obstan-
te, las dos ultimas especies difieren entre si en otros 10 sitios
aminoacidicos distribuidos a lo largo de esta region proteica.
El polimorfismo mas relevante en la proteina citocromo b fue la
disminucion del tamafio de la misma en L. rangeliana v L.
evansi como producto del reemplazo de un codon con sentido
por un codon de parada en la posicion 108 del alineamiento
aminoacidico (Fig. 2).

Aunque en afios recientes el gen citocromo oxidasaI se ha
propuesto como el “cadigo de barras del ADN™ para la identi-
ficacion de la diversidad animal (Hebert ef a/. 2003 ). los resul-
tados del presente estudio demuestran que la region
mitocondrial aqui secuenciada es un excelente candidato para
el diagnostico molecular de especie en flebotomineos. Los sie-
te taxones del género Lutzomvia analizados exhibieron
polimorfismos ostensibles en el extremo 3” del gen citocromo b
vy la proteina derivada del mismo, que comprendieron sustitu-
ciones nucleotidicas, solapamiento de una o mas bases con el
gen tRNAS, reemplazo de aminoécidos, empleo de codones
de parada distintos v diferencias en el tamafo del producto
proteico. A lo anterior se suman los notables cambios en la
longitud del IG1 que, incluso, desaparece en algunas especies.

Tabla 1. Valores de distancia genética segin el modelo de dos parametros de Kimura. entre secuencias nucleotidicas parciales del gen citocromo b de
L. trinidadensis (Ltresinl), L. panamensis (Lpacsinl, Lpacsin2), L. ¢. cayennensis (Leacsinl. Leacsin2), L. dubitans (Lducsinl), L. gomezi
(Lgoesinl, Lgocsin2). L. rangeliana (Lracsinl. Lracsinl) y L. evansi (Levesind).

Ltresinl - Lpacsinl  Lpacsin2  Leacsinl - Leacsin2  Lducsinl - Lgoesinl - Lgocsin2 - Lracsinl - Lracsin2
Lpacsinl ~ 0.2726
Lpacsin2  0.2726  0.0031
Leacsinl 02736 0.2505 0.2462
Leacsin2  0.2736  0.2505 0.2462 0.0000
Lducsinl ~ 0.2868  0.2293  0.225] 0.2380  0.2380
Lgocsinl 02486 0.2574  0.2574  0.2213 02213 0.2344
Lgocsin2  0.2486  0.2574  0.2574 02213 0.2213  0.2344  0.0000
Lracsinl 02257  0.2131 0.2173 0.2354 0.2354 0.2479 0.2361 0.2361
Lracsin2  0.2257  0.2131 0.2173  0.2354  0.2354  0.2479  0.2361 0.2361  0.0000
Levesind  0.1969 02298 02255  0.1891  0.1891 0.1889  0.2142  0.2142  0.1938  0.1938
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Si bien estos polimorfismos permiten la distincion de cada
uno de los taxones estudiados. se requieren mas estudios para
inferir las posibles relaciones filogenéticas entre tales grupos.
Del mismo modo. es necesario continuar con la valoracion del
marcador en especies morfologicamente similares (Pérez-Doria
ef al. 2008). Es pertinente mencionar también que el IG1 se
encuentra adyacente al gen tRNA®, el cual pese a sus restric-
ciones operacionales. exhibe en flebotomineos una variabili-
dad genética interespecifica importante. Por su proximidad.
estas regiones pueden secuenciarse en una sola reaccion con
el segmento codificante para el extremo carboxilo terminal de
citocromo b (Ready et al. 1997; Vivero et al. 2007), lo que faci-
lita el analisis integral de esta seccion del genoma mitocondrial,
con sus diferentes productos y aumenta la utilidad del mismo.

El volumen de secuencias de nucleodtidos o aminoacidos
derivadas de flebotomineos del Nuevo Mundo, que reposan
en los bancos de datos moleculares. es muy bajo. comparado
con el numero de especies descritas (Bejarano 2002). por lo
tanto se espera que los polimorfismos en la region mitocondrial
estudiada puedan servir de base para formular, en el futuro.
claves moleculares utiles para la identificacion de vectores de
Leishmaniea.
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