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Amplificacion y obtencién de
secuencias de rRNA mitocondrial en
Lutzomyia spp. (Diptera: Psychodidae)
vectores de leishmaniosis

se e

Amplification and sequencing of mitochondrial rRNA
from Lutzomyia spp. vectors of leishmaniosis

Resumen

Recientes mvestigaciones han senalado el
ADN mitocondrial como herramienta impor-
tante en estudios de entomologia molecular
que incluyen no sélo la identificacién de es-
pecies sino también el establecimiento de re-
laciones filogenéticas v evolutivas en insectc
En el presente estudio se amplificé y secuencié
exitosamente un fragmento de 380 pb de la
subunidad larga ribosomal mitocondrial en
Lutzomyia longipalpis v Lutzomyia gomezi
vectores de leishmaniosis. como paso preli-
minar hacia el conocimiento y obtencion de
secuencias con uso potencial en estudios
taxondmicos y filogenéticos en estos insectos.
Los oligonucledtidos usados para la amplifi-
cacion por técnicas de reaccién de polimerasa
en cadena PCR. fueron disefados con base en
las regiones conservadas de insectos cuyas se-
cuencias para esta region de ADN mitocon-
drial han sido previamente publicadas. Las
secuencias obtenidas fueron ricas en adenina
v timma (81%) una caracteristica comun en
ADN mitocondrial de insectos y los
alineamientos miultiples no presentaron
ambiguedades caracteristicas de ADN nuclear.
Comparaciones preliminares entre las secuen-
clas obtenidas sugieren la utilidad de esta re-
gidn cemo caracter taxondémico para
Lutzomvia a mvel de especie.

Palabras claves: Lutzomyia spp., PCR, ADN
mitocondrial, Secuencias.
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Summary

Recent investigations have been suggested
mitochondrial DNA as important tool in
molecular entomology studies that include not
only species identification. but also establish-
ment of phylogenetic and evolutive
relationships among insects.

In this work we amplified and sequenced a
fragment of 380 pb from the mitochondrial
ribosomal large subunit: this preliminary work
was done in order to obtain sequences with
potential use as taxonomic character in sand
flies. Primers used for PCR amplification and
DNA sequencing were designed based on the
consensus sequence of insects previously
reported for this region. A bias toward adenine
and thymine (81%) is consistent with the base
composition of mDNA sequences of other
insects. Multiple alignment among sequences
did not show ambiguities characteristic of nu-
clear DNA and preliminary comparisons
suggest their utility as taxonomic character at
the species level.

Key words: Sandfly. PCR, Mitochondrial
DNA, Sequences.

Introduccién

Los flebotomineos, (Diptera:Psychodidae) de
los géneros Phiebotomus y Lutzomyia son los
insectos transmisores de leishmaniosis en el
viejo y nuevo mundo respectivamente (Ashford
e al. 1992). Estaenfermedad, potencialmente
fatal causada por el pardsito protozoo del gé-
nero Leishmania . ha recibido recientemente
especial atencidn por el creciente nimero de
casos diagnosticados y el aumento en la pobla-
cién de riesgo (Ashford er af. 1992 ; Mutehi ef
al. 1998).

Los estudios epidemioldgicos y de control de
la enfermedad requieren la identificacién de la
o las especies vectoras; sin embargo, este tra-
bajo. basado generalmente en caracteres
morfoldgicos. se dificulta por el pequefio ta-

mano de estos insectos y los procedimientos
necesarios para la observacion de estructuras
internas importantes como las espermatecas
de las hembras, que requieren aclaracion y
montaje de los especimenes. Adicionalmente,
muchos de los caracteres morfologicos diag-
nosticos de especie se encuentran presentes en
un solo sexo (Young y Duncan 1994)

La existencia de especies isomdrficas v com-
plejos de especies en flebotomineos ha sido
sugerida mediante estudios isoenzimiticos v
por algunas técnicas de entomologia molecular
como amplificacion al azar de fragmentos de
ADN usando PCR (Lanzaro y Warburg 1995):
tales estudios han senalado la necesidad de
implemetar nuevas estrategias que permitan
identificar las especies que conforman los com-
plejos y que podrian diferir en aspectos como
la capacidad vectorial. lo cual traeria impor-
tantes implicaciones en la transmision de la en-
fermedad (Lanzaro y Warburg 1993).

Asi mismo y de acuerdo con los principales
estudiosos de la taxonomia de estos pequenios
dipteros de la familia Psychodidae. los esque-
mas de clasificacion v la interpretacion de los
mismos deben ser constantemente reexa-
minados y la inclusion de nuevos caracieres
taxondmicos -ademis de los morfolégicos- es
necesaria para la determinacion de las rela-
ciones taxonomicas v filogenéticas, un aspec-
to poco estudiado y entendido hasta ahora
(Young y Duncan 1994).

EI' ADN mitocondrial, por su herencia mater-
na y su relativa tasa de cambio rdpida. se cons
tituye en una herramienta importante de la
entomologia molecular que permite su ntiliza-
cion en estudios taxondmicos aumentando el
nimero de caracteres disponibles para tales
estudios y solucionando dificultades de 1n taxo-
nomia cldsica (Beard er al. 1993), La subunidad
larga ribosomal, del ADN mitocondrial ha sido
ampliamente estudiada en insectos de los or-
denes Diptera, Orthoptera e Hymenoptera y su
utilidad ha sido probada a diferentes niveles
(Flook y Rowell 1997),

En el presente estudio se amplificd v secuen
cid exitosamente un fragmento de 80 ph
obtenido a partir de Lutzomyvia longipaipis

vector de leishmaniosis visceral y Lurzomyvia
gomezi vector de leishmaniosis cutiinea en
latinoamérica, usando unos oligonueledtidos
disefiados con base en las secuencias publi-
cadas de insectos como Anopheles quadri-
maculatus, Apis mellifera y Drosophila
melanogaster; dado que éste es un estudio
preliminar, cuyo objetivo principal consti-
tuyé la bisqueda de oligonucledtidos ade-
cuados para la ampliticacion exitosa por
técnicas de PCR e identificacidn de secuen-
cias de uso potencial en estudios de taxono-
mia y filogenética de Lutzomyia spp. no se
incluyen andlisis detallados de sistemdtica
molecular.
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Materiales y Métodos

Especimenes de Lutzomyia spp. Las secuen-
cias fueron obtenidas de 18 especimenes de
Lutzomyia, de los cuales 16 correspondian a
L. longipalpis y 2 a L. gomezi.

Los especimenes estudiados de L. longipalpis
provenian de Colombia y de otros paises que
permitieron observar la variabilidad de las se-
cuencias respecto a la distribucion geografica.
Latabla | muestra la procedencia de los ejem-
plares de L. longipalpisy L. gomezi utilizados
en el estudio.

Aislamiento y amplificacién de ADN por
técnicas de PCR. Los especimenes fueron
criopreservados o mantenidos en isopropanol
al 100%. Para la extraccion de ADN solo se
utilizaron machos cuyas terminalias fueron
previamente removidas y aclaradas en medio
Hower’s para verificar la identidad de la espe-
cie usando las claves taxondmicas de Young
v Duncan (1994). EI ADN fué aislado de
especimenes individuales por el método de
Collins y Porter (1990); tres especimenes se
utilizaron por cada localidad para L.
longipalpis con excepcion de Guatemala de
donde solo un ejemplar fué disponible y dos
para L. gonezi.

El fragmento de 380 pb fué amplificado usan-
do los oligonucledtidos LRI12966 (AAA
AAA ATT ACG CTG TTA TCC CTA A) ¥
LRN13393 (C (G/A)CCTGTTT AAC AAA
AAC AT) disefados y construidos en el
Center for Diseases Control (Atlanta,
Georgia) con base en la secuencia consensus
de dos regiones altamente conservadas del
gen de la unidad larga ribosomal mitocondrial
de seis especies de invertebrados deposita-
dos en el banco de genes (Gen Bank). Las
especies elegidas para diseiiar los primers y
los nimeros de identificacién en el banco
de genes son las siguientes: Anopheles
gambiae (L20934), Anopheles quadrimacu-
larus (LO4272), Apis mellifera (LO6178),
Drosophila melanogaster (U37541) y
Locistus migratoria (X80245).

Después de una fase inicial de desnaturaliza-
cion del ADN a 94 © C, durante tres minutos,
los parametros de amplificacién para los si-
guientes 35 ciclos de PCR fueron: desnaturali-
zacién por un minuto a 93° C, alineamiento por
un minuto a 50° C y extension por | minuto a
72" C. Para verificar la amplificacion, parte de
la muestra fué sometida a electroforesis en un
el de agarosa al 1 % con bromuro de etidio.

El' ADN amplificado fue purificado usando
Wizard PCR preps (Promega) para productos
de PCR. Los productos de PCR fueron
secuenclados directamente en ambos sentidos
de la doble cadena usando un secuenciador
automdtico ABI 377 ( Perkin Elmer) y anali-
zadas con el paquete GCG (Genetics
Computer Group). Las secuencias fueron edi-

Tabla 1. Procedencia de los especimes de Lutzomyia spp. utilizados para la extraccion y am-
pliacion de ADN

Especie Pais Departamento y/o Estado Localidad -vereda Fuente
L. longipalpts  Colombia Cundinamarca El Callejon Cristina Ferro
Santander Girén-palo gordo Victor Angulo
Brazil Ceard Sobral Robert Tesh
Minas Gerais Robert Tesh
Venezuela Trujillo El Batatillo losé V. Scorza
Guatemala El Progreso Nidia Rizo
L. gomezi Colombia Antioguia Montebello Sandra Uribe

Resultados

Amplificacion de ADN mediante PCR. La
figura | muestra la ampliticacion exitosa del
fragmento de 380 pb de algunos de los
especimenes visualizada en un gel de agarosa
al 1 %: el tamafio de la banda fué determina-
do por comparacién con el marcador de peso
molecular de I Kb (Promega) que aparece en
las lineas extremas de la fotografia del gel. La

tadas usando el programa Sequencing Navi-
gator (Perkin Elmer) comparando las secuen-
cias en ambos sentidos de la doble cadena para
cada especimen y posteriormente alineadas por
el programa pileUp de GCG. La variabilidad
haplotipica, la composicién en términos de
nucledtidos y el porcentaje de transiciones-
transversiones entre las secuencias fueron
igualmente determinadas.

marcador Kb

380 ph

marcador 1Kb

Figura 1. Verficacion de Ta amplificacion de mt I'IRNA en gel de agarosa 1%.

Los carriles de los extremos corresponden al marcador de peso molecular 1Kb (promega)
Los otros carriles corresponden a productos amplificados por PCR y/o purificacion (linea infe
rior) en L. longipalpis de diferentes localidades y L. gomezi

Cl: L. longipalpis El Callején (Cundinamarca), C2: El Callejon especimen 2, C3: El Callején
especimen 3, C4: Giron (Santander). C5: Girdn (Santander) especimen 2. C6:Girén (Santander)
especimen 3, C7: Minas gerais (Brazil), C8: Minas gerais (Brazil), especimen 2, C9: Minas
gerais (Brazil), especimen 3, C10: Sobral ceari (Brazil) C11: Sobral ceard (Brazil), especimen
2, C12 : Sobral ceard (Brazil). especimen 3, C13: Tulumajillo (El Progreso,Guatemala) C14:
Trujillo (Venezuela), C15: Trujillo (Venezuela), especimen 2, C16 :Trujillo (Venezuela).
especimen 3. C18: L. gomezi (Montebello), C20: L. gomezi (Montebello) especimen 2. Los
carriles C21-C230 corresponden a los productos de PCR purificados de los productos de PCR
visualizados en los carriles C1-C10.
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identidad del fragmento fué corroborada pos-
teriormente al comparar las secuencias con la
secuencia referencia de Anopheles gambiae
(Beard er al. 1993).

Secuencias, Las secuencias obtenidas para
Litzomyia corresponden a las posiciones
12904 - 13284 de la secuencia referencia de
Anopheles gambiae y 1a homologfa entre ellas
fué de 80 % para L. gomezi y 79.8 % para L.,
longipalpis.

La composicion de las bases fué similar en
todas las secuencias de Lurzomyia, las cuales
aparecen en la figura 2, las proporciones de
las bases variaron entre 36.8-41% para
timina,38.6-41.5 para adenina, 5.5-8.8 para
cuanina y 9.4-10.8 para citosina.

Los porcentajes promedio de cada una de las
bases fueron:

A: 42%, T: 39%, G: 8%, y C: 11%. Altas
proporciones de adenina-timina (81%) en
total son consistentes con la composicion de
estos nucleotidos encontrada en secuencias
de ADN mitocondrial en otros insectos
(Simond er al, 1994),

En el alineamiento miltiple de pileUp bajo
GCG (Fig. 3) se observaron 14 haplotipos
entre las 18 secuencias. Un haplotipo es de-
finido en la via usual, es decir, como una
secuencia tinica de ADN mitocondrial que
puede distinguirse de cualquier otra secuen-
cia homdloga por lo menos por una substi-
tucion nucleotidica. Los haplotipos comunes
en dos o mis individuos fueron encontra-
dos solo en Lutzomyia de la misma especie
(L. gomezi) y de la misma localidad, (L.
longipalpis de Trujillo, Venezuela) y nin-
eun haplotipo fue compartido por las dos
especies, Bl alineamiento maltiple de las
secuencias resultd en 380 caracteres inclu-
vendo tres deleciones en las posiciones
43,123 v 353 en las secuencias de L. fongi-
palpis en relacion con las de L. gomezi;
igualmente, una delecién adicional fue ob-
ada en la posicion 163 del alineamiento
para las secuencias de L. longipalpis, Brazil
Minas Gerais, EI Progreso, y Guatemala en
relacion con las otras secuencias de L.
longipalpis. De los 380 caracteres, 58 (15%)
fueron variables entre las secuencias: el por-
centaje de las Transversiones -cambios de
purina por pirimidina y visceversa- fué ma-
yor que las transiciones -cambios de purina
por purina y/o pirimidina por pirimidina-
(70% y 30% respectivamente) y la mayoria
de las transveriones fueron A-T (55%), algo
cominmente observado en secuencias de
ADN ribosomal mitocondrial en insectos
(Nigro y Grapputo 1993).

Al comparar las secuencias entre L. gomezi y
L. longipalpis se encontraron 58 sitios
polimdrficos incluyendo las deleciones previa-
mente descritas, mientras que entre L.

longipalpis de los diferentes paises s6lo se ob-
servaron 16 sitios polimérficos. Entre L.
longipalpis de una misma localidad se presen-
taron variaciones puntuales entre especimenes
como los de Giron (Santander), donde se ob-
servaron cambios de G por T, C por T, A por
Ty G por A en las posiciones 16, 143,256y
367, respectivamente.

Variaciones puntuales como éstas son frecuen-
temente observadas entre insectos de la mis-
ma especie, en particular cuando los
especimenes estudiados provienen del cam-
po (Besanski er al. 1997),

Algunas diferencias encontradas entre L.
longipalpis de diferentes localidades en un
mismo pais permitieron separar las Lutzoniyia
provenientes de estas localidades por inspec-
cion visual del alineamiento, como en el caso
de Minas Gerais, Sobral Ceard en Brazil y otras;
sin embargo. estas variaciones fueron pocas:
uno a tres sitios polimorficos.

El' hecho de que el alineamiento de las secuen-
cias obtenidas directamente de productos de
PCR no revelara ambiguedades caracteristicas
de heteroplasmia dentro o entre las dos espe-
cies, sugiere que los segmentos secuenciados
corresponden a ADN mitocondrial y no a co-
pias nucleares (Besanski et al. 1997).

La comparacién con secuencias homélogas
previamente estudiadas en otros insectos y en
especial con Anopheles gambiae confirma la
identidad de las secuencias y la utilidad de los
oligonucledtidos usados en este estudio para
amplificar mtRNA en Lutzomyia spp.
Discusion

En este estudio se presentan las secuencias de
un fragmento de 380 pb de la unidad larga
ribosomal mitocondrial en L. longipalpisy L.
gomezi vectores de leishmaniosis. Regiones
homologas han sido amplificadas y secuen-
ciadas en otros dipteros, pero no en fleboto-
mineos (Lanzaro y Warburg 1995; Esseghir
et al. 1997). Las (inicas secuencias de ADN
mitocondrial publicadas hasta la fecha en la
familia Psychodidae corresponden a fragmen-
tos de los genes Citocromo B y NADH obte-
nidos a partir de insectos pertenecientes al
género  Phlebotomus  ~transmisor de
leishmaniosis en el viejo mundo- de las espe-
cies papatasi, bergeroti, dubosqui y otras del
Mediterraneo (Esseghir er al. 1997).

Numerosos estudios han mostrado que el
ADN mitocondrial de insectos posee una pro-
porcién alta en adenina y timina y las
Lutzomyia incluidas en este estudio no fue-
ron la excepeion con un promedio de de 81%
entre las 18 secuencias; sin embargo, este
valor aparece alto, cuando se compara con
las secuencias de regiones homélogas de in-
sectos estudiados hasta la fecha (ver tabla 2
en Simond ef af. 1994),

Por ejemplo, la region homaloga en 32 espe-
cies de cucarachas mostré un promedio de
72% en A-T (Kambhapati 1995) y para miem-
bros de la familia Cicadelidae, Fang et al.
(1993) encontraron un promedio de 73 % de
A-T valores mas bajos que el encontrado en
el presente estudio.

En el caso de Anopheles gambiae el conteni-
do de A-T observado fue de 80% en casi la
totalidad del gen con aproximadamente 1150
pares de bases (Beard er al. 1993).

Igualmente, estudios similares en fragmentos
mas largos de la unidad larga ribosomal
mitocondrial en insectos de la familias Aphi-
diidae (Hymenoptera), y Lachnidae (Homop-
tera), revelaron un contenido de A-T de
aproximadamente 75% (Kambhampti datos no
publicados).

En cuanto a las sustituciones nucleotidicas, el
promedio de la tasa de transiciciones de 30%
entre Lutzomyia, observado en este estudio, es
considerablemente mayor que el encontrado
en olros insectos como termitas y cucarachas
de 8 y 7 % respectivamente (Kambhapati
1995): mientras que en cucarachas las tasa de
transicion C-T fué dos veces mis frecuente
que la de A-G, en Lurzonvia al igual que en
termitas la proporcion en los cuatro tipos de
transiciones fué relativamente igual
(Kambhapati er af. 1996).

La tasa de transversiones de 70% fue mds alta
que la encontrada en otros insectos, sin em-
bargo, el porcentaje en las transversiones A-T
fue menor respecto al de cucarachas v similar
al de termitas (Kambhapati 1995; Kambha-
pati er al. 1996).

La variabilidad en las sustituciones
nueleotidicas confirma la existencia de dife-
rencias en la dindmica evolutiva del gen 168
TRNA entre grupos de insectos propuesta por
Kambhampati er al. (1996).

La variacion en el contenido de A-T en se-
cuencias de ADN mitocondrial en insectos ha
sido previamente demostrada y ha sido par-
ticularmente estudiada en Hymenoptera, don-
de la cantidad de A-T alcanza extremas
proporciones (Crozier y Crozier 1989:
Dietrich er al. 1997).

Investigaciones previas sugieren que las
fluctuaciones en la composicion de
nucledtidos son consecuencia directa del
tipo de evolucion de DNA mitocondrial en
insectos y que los efectos potencialmente
adversos de esta variacion en la taxonomia
y reconstruccion filogenética deben ser con-
siderados. por lo tanto. estudios basados
en secuencias como las de Hymenoptera y
Lutzemyia descritas en este trabajo con
altos contenidos de A-T deben contemplar
este aspecto en el andlisis estadistico (Flook
y Rowell 1997),



mt 1CRNA. L. longipalpis mt LrRNA L. longipalpis mt lrRNA.
amarca, Colombia pecimen 1 Minas Gerais, Brazil. Especimen 1 Tulumajillo, Depto. El Progreso, Guatemala.Especimen 1
GTARCTTRAC TTTATAATCA ATATTRATGG ATCAAAATTT L TTATAATTGT TTATAAARAA TAARAATTTA TAARATTTTA TTATTACCCC L CCCTARRGTA AGTTAACTTT ATAATCARTA TTARTGGATC RAAATTTCRA
GTTTATARA ARATARARAT TTATAARATT TTATTATTAC 101 ARTATAATAT ATAAATAATT ARRAARTART ATTTAACTAA TTTTTATTTA 51 TTRTARTTGT TTATAMAAAA TARARATTTA TAAAATTTTA TTATTACCCC
ATATTAATA ATTARAAART AATATTTAAC TARTTTTTAT 151 ATTATTTTTA TATAAARGATC TATAGGGTCT TCTCGTCTTT TTTTTTTATT 101 AATATARTAT ATTAATAATT AAAARATAAT ATTTAACTAR TTTTTATTTA
TATATARA GATCTATAGG GTCTTCTCGT CTTTTTTTTT 201 TTAACTTTTT AATTAAAARA TAAARTTTTA TTTAAATAAA TTAAAGACAG 151 ATTATTITTA TATAARGATC TATAGGGTCT TCTCGTCTTT TTTTTTTATT
AATTTARACT TTTTAATTAA AMARTAARAT TTTATTTARA TARATTARAG 251 TRAATATTTC GTCCAATCAT TCATTCTAGC TTTCRATTAA ARRACTAATG 201 TARACTTTTT RATTAAAAARA TAAAATTTTA TTTARATARR TTAAAGACAG
ACAGTAAATA TTTCGTCCAA TCATTCATTC TAGCTTTCAA TTAARAARCT 301 ATTATGCTAC CTTTGCACAG TTAATATACT GCGGCCCTTT ARTTAATCAG 251 TARATATTTC GTCCAATCAT TCATTCTAGC TTTCAATTAA ARAACTAATG
AATGATTATG CTACCTTTGC ACAGTTAATA TACTGCGGCC CTTTAATTTT 351 TGGGCAGATT AARCCTTAAR TARAACTCRA ARAAGACR AL SITAEL N0 CRLIGCACAR "TTAATATARE RORE0CCTT NATTARTCAS
ATCRAGTGGGC AGATTAARCC TTARATANAR TCARMRAGAC A SLE L R s G L
L. longipalpis mt LrRNA .
L. lengipalpis. mt 1rRNA. Minas Gerais, Brazil. Especimen 2 L. {o;'gapd‘llms“- mi LCRNA. ’
Callejon, Cundinamarca, Colombia. Especimen 2. REC LSO R raneR el EopRaptc L
I CCCTARAGTA ACTTARCTTT ATAATCAATA TTAATGGATC AARATTTCAA s S ——
1 TATCCCTAAA GTAACTTAAC TTTATAATCA ATATTAATGG ATCARARTTT 51 TTATARTTGT TTATAARAAA TAARAATTTA TARAATTTTA TTATTACCCC 1, 2 A ) TEG'“T" ACW“TTATTMCC ey
51 CAATTATAAT TGTTTATAAA AAATAARAAT TTATARARTT TTATTATTAC 101 AATATAATAT ATAAATAATT AAAAAATAAT ATTTAACTAA TTTTTATTTA o T}\Trmmrmr TMMTM TAWT"M_M sl iz
T T AATATTT 51 ATTATTTTTA TATAARGATC TATAGGGTCT TCTCGTCTTT TTTTTTTATT 5 T
101 CCCRATATRA TRTATTAATA ATTARARAAT RATATTTAAC TARTTTTTAT L 151 TATATARAGA TOTATRGGST CTTCTCGTC
- s o 201 TTAACTTTTT AATTAAAARA TAAAATTTTA TTTAMATAAR TTAARGACAG 5 SIFGT TERECTENIS, SYTINGCTTS
151 TTAATCATTT TTTATATAAA GATCTATAGG GTCTTCTCGT CTTTTTTTTT 2 T 5 201 RARA “
N C GTCCARTCAT TCATTCTAGC TTTCAATTAA AAAACTAATG TTAATT. RATARAATTT TATTTAARTA AATTARAGAC AGTAARTATT
201 AATTTRAACT TTTTAATTAA AARATAAAAT TTTATTTAAA TARATTAAAG 2511 MARATATTLC 251 TCGTCCRATC RTTCRTTCTR GCTTTCAATT ARAAAACTAA TGATTATGCT
251 ACAGTARATA TTTCGTCCAA TCATTCATTC TAGCTTTCAA TTAANAAACT 301 RTTATGCTAC CTTIGCACRG TTAATATACT GCBGGCCITT ARTTARTCAS 301 ACCTTTGCAC RGTTRATATA CTGCGGCCCT TTAATTTATC AGTGGGCAGR
301 RATGATTATG CTACCTTTGC ACAGTTAATA TACTGCGGCC CTTTAATTTT 351 TGGGCAGATT RAACCTTARA TAAAACTCAR ARRAGACR 351 TTAAACCTTA RATARRACTC ARRAARAGAC A
351 ATCAGTGGGC AGATTARACC TTARATARAA TCAAAAAGAC A
L. Jongipalpis mt LrRnA L. longipalpis. mt 1rRNA.
1. longipalpis. mt 1rRNA. Minas Gerais, Brazil. Especimen 3 Trujillo, Venszuela. Eapecimen 2
callejon, Cundinamarca, Colombia. Especimen 3. . ) )
L -COCEPAMITA ACTIANCITY ATAATCRATA TTANTGGNIE ARMTITCIA 1 CTGITATCCC TRRAGTAACT TAACTTTATA ATCAATATTA ATGGATCAAR
I TATCCCTAAA GTAACTTAAC TTTATAATGA ATATTAATGE ATCARAATTT 51 TTATAATTGT TTATARRAAR TRAAAATTTA TARARTTTTA TTATTF\CCOCA 51 ATTTCAATTA TAATTGTTTA TAARAARTAR ARRTTTATAA AATTTTATTA
51  CAATTATAAT TGTTTATARA ABATAAAAAT TTATAARATT TTATTATTAC 101 AATATARTAT ATAARTARTT AAARAATART ATTTAACTAA TTTTTRTTTA 101 TTACCCCAAT ATAATATATT AATAATTARR AARTAATATT TAACTAATTT
101 CCCAATATAA TATATTAATA ATTAAAAMAT ATTATTTAAC TAATTTTTAT L51 ATTATTTTTA TATAARGATC TATAGGGTCT TCTCGTCTTT TTTTTTTATT 151 TTATTTAATC ACTTTTTATA TAARGATCTA TAGGGICTTC TCGTCTTTTT
, falrls 3 201 TTAACTTTTT AATTAARARA TARAATTTTA TTTARATARA TTRARAGACAG 201 TTTTTATTTT ARCTTTTTAA TTARAAAATA AAATTTTATT TAARTAAATT
151 TTAATTATTT TTTATATARA GATCTATAGG GTCTTCTCGT CTTTTTTTAA s o T
b 251 TARATATTTC GTCCAATCAT TCATTCTAGC TTTCRATTAA AARACTAATG 251 RARGACAGTA ARTATITCGT CCARTCATTC ATTCTAGCTT TCAATTAAAR
201 AATTTTAACT TTTTAATTAA ARAATAARAT TTTATTTARA TARATTAAAG - M iz .
S R CTARRE . TUIErAn AT Catets TR B TRARE. TR RAARAND 301 ATTATGCTAC CTTTGCACAG TTAATATACT GCGGCCCTTT RATTAATCAG 301 AACTAATGAT TATGCTACCT TTGCACAGTT AATATACTGC GGCCCTTTAR
AATGATTATG CTRCCTTTGC ACAGITAATA TACTGCGGCG CTTTAATTTT AS1| TGCACAGRTT AACETTRRA: IAARCTCRR, HARAGRCR R A e s T b LT e e L L R
ATCAGTGGGC AGATTAAACC TTAAATARAA TCAMAAAGAC A L. longipalpis it LcRNA. L. loigipalpis melERNA.

Sobral, Ceara, Brazil.Especimen 1 Trujillo, Venezuela. Especimen 3

longipaipis. mt 1rRNA.
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j Santanden, cdlc GRESEscimenl i TATCCCTAARA GTAACTTAAC TTTATAATCR ATATTAATGG ATCARARTTT 1 GTTATCCCTA ARGTAACTTA ACTTTATAAT CAATATTART GGATCAARAT
- 51 CARTTATAAT TGTTTACARA ARRTAARAAT TTATRAAATT TTATTATTAC 51 TTCARTTATA ATTGTTTATA RRAARTAAAR ATTTATAARA TTTTATTATT
1 COCTRARGTA ACTTAACTTT ATAATCARTA TTAATGGATC AAAATTTCAA 101 CCCAATATAA TATATARATA ATTAAARAAT AATATTTAAC TARTTTTTAT 101 ACCCCRATAT RATATATTAA TAATTARRAR ATRRTATTTA ACTARTTTTT
51 TTATARTTGT TTATAAAAAA TAARAATTTA TARAATTTTA TTATTACCCC 151 TTRATTATTT TTTATATAAA GATCTATAGG GTCTTCTCGT CTTTITTTTTT 151 ATTTAATCAC TTTTTATATA ARGATnTATA GGGTCTTCTC GTCTTTTTTT
101 AATATRATAT ATTAATAATT ARAAARTAAT ATTCRACTAA TTTTTATTTR 201 TATTTAAACT TTTTAATTAA AARATARAAT TTTATTCAAA TARATTARAAG 201 TTTATTTTRA CTTTTTRATT ARAMRATAAR ATTTTATTTA AATAAATTAA
ATTATTTTTT ATATAARGAT CTATAGGGTC TICTCGTCIT TTTTITTTAT 251 ACAGTARATA TTTCGTCCAA TCATTCATTC TAGCTTTCAA TTARARAACT 251 PGACAGTAAA TATTTCGTCC AATCATTCAT TCTAGCTITC ARTTAARAAA
201 TTARACTTTT TAATTAAARA ATAARATTTT ATTTAAATAA ATTARAGACA 301 AATGATTATG CTACCTTTGC ACRGTTAATA TACTGCGGCC CTTTAATTAA 301 CTAATGATTA TGCTACCTTT GCACAGTTAR TATACTGCGG CCCTTTAATT
251 GTARATATTT CGTCCAATCA TTCATTCTAG CTTTCAATTA AARAACTAAT 351 TCRAGTGGGCA GATTAAACTT TAAATARAAC TC GA o 351 TATCAGTGGG CAGRTTAARC CTTARATAAR ACTCARARAA AGACA
301 GATTATGCTA CCTTTGCACA GTTARTATAC TGCGGCCCTT TARTTAATCA
351 GTGGGCAGAT TAAACCTTAA ATAAACTCAR ARAGACA L. longlpalpis. mt 1cRMA. L. Gomezi mt LCRNA. _
Sobral, Ceara, Brazil.Especimen 2 N Montebello Anticguia. Colombia. Especimen 1
L. longipalpis.mt 1rRNA.
< Santander, Colombia.Especimen 2 1 TATCCCTAAA GTARCTTAAC TTTATAATCA ATATTAATGG ATCAMAATTT 1~ GICTAACIGE COANTCHAGT ATTAATGGNT (CATEGTAARC AATTATAATT
51 CAATTATAAT TGTTTACARA ARATARAART TTATAAAATT TTATTATTAC 51  GAATAARARA ARTARAARTT TATRAARTTT TATTATTACC CCAATATAAT
1 AACTTRACTG TATAATCAAT ATTAATGGAT CRAAATTTCA ATTATAATTG 101 CCCAATATAA TATATAAATA ATTAAAARAT ARTATTTAAC TARTTTTTAT 101 ATATCARCTA ATTAAAARAT ARARTATAAC TARTTTTTAT TAATITATTG
TTTATAAARR ATARAARTTT ATARAATTTT ATTATTACCC CAATATAATA 151 TTARTTATTT TTTATATARA GATCTATASG GICTTCTCGT CTTITTITTT oo oot o e o T O s
101 TATTARTART TRARAARTAA TATTTARCTA ATTTTTATTT AATCATTTTT 201 TATTTTAACT TTTTAATTAA AAAATAARAT TTTATTCAAA TARMTTAAAG  So0 ouncinc s mao s o o AARACT AATGATTATG
151 TATATAAAGA TCTATAGGGT CTTCTCG TTTTTTTTTA TTTTAACTTT 251 ACAGTARATA TTTCGTCCAR TCATTCATTC TAGCTTTCAR TTRAARRACT 301 CTACOTTTGE ACAGTTAATA TACTGOGGCC CTTTRAARTA TTCAGTGHGE
201 TTARTTARRA ARTAARRTTT TATTTAAATA ARTTARAARAC AGTARATATT 301 AATGATTATG CTACCTTTGC ACAGTTAATR TACTGCGGCC CTTTRATTAA 351 AGATTAGACT TTAARTTTAA TTCTAARAGA G
251 TCGTCCAATC ATTCATTCTA GCTTTCAATT TGATTATGCT 351 TCAGTGGGCA GATTARACTT TAAATAARAC TCAARAAAGA CA
301 ACCTTTGCAC AGTTAATATA CTGCGGCCCT AGTGGGCAAR L. goinezi @t LiRMA,
351 TTAAACCTTA AATAAAACTC AAARAGACA L. longipalpis. mt lrRNA. Montebsllo Antioquia. Colombia. Especimen 2
sobral, Ceara, Brazil. Especimen 3
L. longipalpis.mt 1:RNA. GTGTARCTGT CTAATCARGT ATTAATGGAT CATTGTAMAC ARTTATARTT
Giron, Santander, Colombia.Especimen 3 1L CTARAGTAAC TTAACTTTAT RATCAATATT AATGGATCAA ARTTTCAATT ARARAA PATAARAATT TATAARATTT TATTATTACC CCAATATAAT
51 ATAATTGTTT ACAAARRATA ARBATTTATA AARTTTTATT ATTACCCCAA 101 ATATCAACTA ATTAAAAAAT ARARTATARC TAATTTTTAT TAATTTATTG
1 TATCCCTAARA GTAACTTAAC TTTATAATCA ATATTARTGG ATCAARATTT 101 TATAATATAT RAATRATTAA AAAATARTAT TTRACTARTT TTTATTTAAT 151 TGTATATAAA GATCTATAGG GTCTTCTCGT CTTTTTATCT CATTTTAACT
51 CAATTATAAT TGTTTATARA RAATARAART TTATAARATT TTATTATTAC LS1 TATTTTTTAT ATAAAGATCT ATAGGGTCTT CTCGTCTTTT TTTTTTATTT 201 TTTTAATTAA AAATTAARAT TTTATTTTAA TARATATAAG ACAGTARATA
101 CCCAATATAA TRTATTAATA ATTARRAART ARTATTCAAC TAATTTTTAT Z01 ARACTTTTTA ATTAARAAAT ARAATTTTAT TCAARTARAT TARAAGACAGT 251 TTTCATCCAA TCATTCATTC TAGCTTTCAA TTARAARACT AATGATTATG
151 TTAATTATTT TTTATATAAA GATCTATAGG GTCTTCTCGT CTTTTTTTTT 251 ARATATTTCG TCCAATCATT CATTCTAGCT TTGAATTARA AAACTARTGA 301 CTACCTTTGC ACAGTTAATA TACTGCGGCC CTTTARRATA TTCAGTGGGC
201 TATTTTAACT TTTTAATTAA ARARTAARAT TTTATTTAAR TAAATTARRG 301 TTATGCTACC TTTGCACAGT TAATATACTG CGGCCCTTTA ATTAATCAGT 351 GATTAGACT TTARATTTAA TTCTAAAAGA CA
251 ACAGTAAATA TTTCGTCCAA TCATTCATTC TAGCTTICAA TTAARAARCT 351 GGGCAGATTA AACCTTAAAT AAAACTCAAR ARGACA
301 ARTGATTATG CTACCTTTGC ACAGITAATA TACTGCGGCC CTTTAATTAA
351 TCAGTGGGCA GATTAAACCT TARRTAAARC TCARARRAGR CA
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Figura 3. Alineamiento miltiple de las secuencias de mt IrRNA bajo PileUp programa GCG (Genetic Computer Group) para L. longipalpis y L. gomezi

Nobm: L. longipalpis Brazil Minas gerais: llogp: Guatemala; llotv: Venezuela, Trujillo: Hocs
Antioguia; r1: especimen 1: r2: especimen 2; 13 especimen 3.
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La gran cantidad de A-T presente en ADN
mitocondrial de insectos ha sido explicada asu-
miendo que por razones desconocidas existe
un fenémeno evolutivo que hace que las
enzimas involucradas en la transcripeién y
replicacion de ADN rico en A-T han evolu-
cionado para hacer este proceso mis efectivo
que en el caso de G-C: (Wolstenholme y Clary
1985: Crozier er al. 1989). Adicionalmente,
se ha propuesto la conversién de pares de GC
hacia AT mediante alquilacion (Watson er al.
1987), va que. al parecer. en insectos exislen
cantidades grandes de agentes alquilantes
endogenos producidos en la mitocondria la
cual es ademds ineficiente en importar la ma-
quinaria de reparacion para combatir las mu-
taciones resultantes de metilacion (Beard er
al. 1993).

El nimero de diferencias en términos de
nucledtidos a nivel de especie entre L. gomezi
v L. longipalpis encontradas en las secuen-
cias de la unidad larga ribosomal es consi-
derablemente mayor que el encontrado entre
L. longipalpis de los diferentes paises (58 y
16 respectivamente), lo cual sugiere la utili-
dad potencial de este fragmento para dife-
renciar especies en Lutzemyia; sin embargo.
por el mimero pegueiio de especies e indivi-
duos incluidos en este trabajo este aspecto
deberi ser verificado cuidadosamente en es-
tudios posteriores, va qug este gen ha sido
utilizado para estudiar relaciones filogené-
ticas en insectos a diferentes niveles de di-
vergencia desde subespecies y poblaciones
(De Salle eral. 1992: Fanger al. 1993; Nigro
v Grapputo 1993: Vogler y De Salle 1993;
Xion v Kocher 1991) hasta niveles mds pro-
tundos como especies. familias y drdenes
(Derreral. 1992; Carmean ef al. 1992; Funk
et al. 1995 Kambhapati 1995: Flook y
Rowell 1997).

Finalmente. es importante considerar que a
pesar del desarrollo reciente de la metodo-
logia molecular para el estudio de insectos.
laidentificacion y el mslamiento de secuen-
cias tiiles a determinados niveles de diver-
gencia. continda siendo problemidtico
(Doolittle er al. 1996): en el andlisis de se-
cuencias de ADN nucleares por ejemplo,
aspectos como la determinacion de la
homologia de las secuencias y los alinea-
mientos miltiples son complicados y ya que
las secuencias de ADN mitocondrial pre-
sentan menos problemas en este sentido se
consideran en'la actualidad como exelentes
candidatos. Con base en la homologia. el
fiacil alineamiento e interpretacion de las se-
cuencias v los polimorfismos encontrados.
en el presente estudio se propone el frag-
mento secuenciado de la unidad larg:
rihosomal como de uso potencial en estudios
taxonomicos y moleculares de Lurzemyia
spp.; no obstante, su utihdad a diferentes
niveles debe ain ser precisada.

Conclusiones

+ Los oligonucledtidos LRJ 2966 y LRN
13393, disefiados con base en las secuen-
cias de insectos como Apis mellifera.
Drosophila melanogaster, Anopheles
gambiae y Anopheles quadrimacularus y
Locusta migratoria v las condiciones de
PCR descritas en la metodologia, permi-
ten amplificar exitosamente un fragmen-
to de 380 pb de la unidad larga ribosomal
mitocondrial gen 16SrRNA en L. gonezi
v L. longipalpis.

+ Las secuencias de la unidad larga
ribosomal obtenidas de Lutzomyia poseen
una alta proporcién de A-T (81%) y un
porcentaje de transiciones-transversiones
similares a los descritos para regiones
homdlogas en otros insectos.

+  La amplificacion y obtencidn de las se-
cuencias de la unidad larga ribosomal
mitocondrial a partir de Lurzomyia spp
permite disponer de caracteres molecu-
lares como herramienta para resolver los
problemas de complejos de especies ¥ es-
pecies morfolégicamente indistinguibles.

= Elpolimorfismo de las secuencias en tér-
minos de nucledtidos a nivel intra e inter
especifico. observado en los alineamien-
tos multiples, sugiere la utilidad de este
fragmento como criterio taxondmico a
nivel de especie para especies del género
Lurzomyia; sin embargo. el nivel de uti-
lidad de estas secuencias deberd ser exa-
minado en estudios posteriores que
incluyan mayor nimero de especies y
especimenes.

* La estandarizacion de técnicas de PCR y
la obtencion de secuencias de ADN a par-
tir de insectos de importancia agricola o
médica como Lutzomyia spp en este caso,
constituyen un avance en el desarrollo de
dreas tan importantes como la sistematica
molecular de insectos en Colombia
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