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RESUMEN

Lutzomyia (Helcocyrtomyia) hartmanni es un flebotomineo implicado en la transmisién
de Leishmania (Viannia) colombiensis, uno de los agentes etiolégicos de leishmaniasis
cutdnea en Colombia. El objetivo de este trabajo fue explorar la utilidad potencial del
RNA de transferencia mitocondrial para Serina (UCN) (tRNASer), en la discriminacién
taxonémica de L. hartmanni. El DNA mitocondrial se extrajo, amplificé y secuencié a par-
tir de material entomoldgico recolectado en Envigado, Antioquia, Colombia. El gen
tRNASer de L. hartmanni mostré una longitud de 68 pares de bases, con un contenido AT
del 80,9%. Este se diferencia de los demas tRNASer de Lutzomyia conocidos a la fecha
tanto por sustituciones en la secuencia primaria de nucleétidos como por los cambios
que éstas generan en la estructura secundaria. El nimero de apareamientos intracate-
narios fue siete en el brazo aceptor del aminodcido, tres en el brazo dihidrouridina
(DHU), cinco en el brazo del anticodén y cinco en el brazo ribotimidina-pseudouridina-
citosina (T C). El tamafio de las lupas DHU, anticodén, variable y T C correspondié a
cinco, siete, cuatro y ocho nucleétidos, respectivamente. La ausencia notoria de pares
de bases no-Watson-Crick en los cuatro brazos del tRNASer de L. hartmanni, la distingue
de otras especies de Lutzomyia.

Palabras clave: flebotomineos, Lutzomyia hartmanni, ADN mitocondrial, leishmaniasis,
Colombia.

ABSTRACT

Lutzomyia (Helcocyrtomyia) hartmanni is a sand fly that has been implicated in the
transmission of Leishmania (Viannia) colombiensis, an etiologic agent of cutaneous
leishmaniasis in Colombia. The objective of this work was to explore the potential
usefulness of the mitochondrial serine transfer RNA (UCN) (tRNASer) in the taxonomic
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determination of L. hartmanni. Mitochondrial DNA was extracted, amplified and
sequenced from entomological material collected in Envigado, Antioquia, Colombia.
The tRNASer gene length was 68 nucleotide pairs, with an average adenine-thymine
content of 80,9%. The studied tRNASer differs from other sand fly tRNASer known to
date, on the basis of its primary and secondary structure. The observed number of
intrachain base pairing was 7 in the acceptor arm, 3 in the dihydrouridine (DHU) arm,
5 in the anticodon arm, and 5 in the ribothymidine-pseudouridine-cytosine (T C) arm.
The size of the DHU, anticodon, variable and T C loops was estimated to be 5, 7, 4, and
8 nucleotides, respectively. The notorious absence of non-Watson-Crick base pairs in the
four arms of the tRNASer distinguishes that of L. hartmanni from others Lutzomyia spp.

Key words: sand flies, Lutzomyia hartmanni, mitochondrial DNA, leishmaniasis, Colombia.
INTRODUCCION

Bajo el término de leishmaniasis se designa a una serie de enfermedades que se caracte-
rizan por afectar, principalmente piel, mucosas o visceras de algunos mamiferos, teniendo
en comun que se producen por protozoos del género Leishmania Ross, 1903, y se trans-
miten por insectos hematdfagos de la subfamilia Phlebotominae Rondani, 1840 (Lainson
y Shaw, 2005). Lutzomyia hartmanni (Fairchild y Hertig, 1957) es un diptero implicado en
la transmisién de Le. (Viannia) colombiensis, parasito reconocido como agente etioldgico
de leishmaniasis cutdnea (Kreutzer et al., 1991). Este insecto se encuentra presente en
Costa Rica, Panama, Colombia, Ecuador y Peri (Young y Duncan, 1994).

L. hartmanni es ubicada, taxonémicamente, en el subgénero Helcocyrtomyia Barretto,
1962, por presentar cinco espinas en el estilo, cuatro dientes horizontales en el cibario,
ascoides simples en las antenas, tufo de setas en la base de la coxita, y espermatecas
anuladas y delgadas, con los ductos espermdticos individuales mds largos que el ducto
comun. De acuerdo con Galati y Caceres, 1994, este subgénero esta conformado por tres
series de especies, incluidas las series sanguinaria Barretto, 1962, osornoi Galati y Céceres,
1994, y peruensis Barreto, 1962. Aunque los miembros de este taxén pueden ser discri-
minados morfolégicamente, algunas especies presentan isomorfismo en uno de los sexos
(Ogusuku et al., 1997; Galati, 2003), lo que obstaculiza su determinacién taxonémica.
Los genes mitocondriales son considerados como una herramienta que complementa
a la morfologia en el estudio taxonémico de los flebotomineos (Bejarano, 2001). No
obstante, a la fecha sélo se han analizado segmentos parciales de un ndmero limitado
de genes mitocondriales en Lutzomyia Franca, 1924 (Ready et al., 1997; Suguri et al.,
1997; Ishikawa et al., 1999; Uribe et al., 2001; Arrivillaga et al., 2002; Testa et al., 2002;
Hodgkinson et al., 2003; Torgerson et al., 2003; Beati et al., 2004; Vivero et al., 2007;
Pérez-Doria et al., 2008a; Pérez-Doria et al., 2008b; Bejarano et al., 2009) y falta aiin
explorar la utilidad taxonémica del resto del genoma mitocondrial, que incluye los genes
que codifican para los RNA de transferencia (tRNA) necesarios para la sintesis de pro-
teinas en la mitocondria.

Los genes mitocondriales que codifican para los tRNAs se caracterizan por exhibir una
tasa mayor de mutacién que los tRNAs del genoma nuclear, los cuales son altamente
conservados en insectos (Simon et al., 1994). Sin embargo, los genes que codifican para
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tRNAs mitocondriales evolucionan mdas lentamente que los genes mitocondriales
codificadores de proteinas, razén por la cual podrian ser ttiles como marcadores mo-
leculares a distintos niveles taxonémicos.

En insectos, los tRNAs se sintetizan inicialmente como moléculas monocatenarias de
RNA, las cuales posteriormente experimentan apareamientos intracatenarios que dan
origen a la estructura secundaria de doble cadena con forma de hoja de trébol (Alberts
et al., 2002). Estos genes estdn sometidos a restricciones mutacionales que operan
especialmente en sus dominios funcionales, por consiguiente, la utilidad de los tRNAs
estaria no sélo en el polimorfismo de la secuencia primaria de nucleédtidos, sino también
en los cambios en la estructura secundaria de la molécula. Tales aspectos son aborda-
dos en el presente articulo, en el cual se describe por primera vez la estructura primaria
y secundaria de uno de los tRNA mitocondriales para serina de L. hartmanni.

MATERIALES Y METODOS

RECOLECCION E IDENTIFICACION DE FLEBOTOMINEOS

El material entomoldgico de L. hartmanni se recolecté con un aspirador bucal sobre
cebo humano protegido en un bosque secundario de la vereda el Vallano (06° 08’ N,
75° 34 W), municipio de Envigado, departamento de Antioquia. La zona de vida del
sitio de recoleccién corresponde a bosque himedo tropical, con una altura de 1909
msnm, una temperatura promedio anual de 16,8 °Cy una humedad relativa del 85,8%.
La determinacién taxonémica de especie se llevé a cabo usando las claves de Young y
Duncan, 1994 y Galati, 2003. El térax, las patas, un ala y parte del abdomen de cada
flebotomineo, se utilizé para la extraccién del material genético.

EXTRACCION DEL DNA

La purificacién del DNA se realizé de acuerdo al protocolo de Collins et al., 1987, con
los ajustes descritos a continuacién. Cada espécimen fue macerado en 60 pL del tampén
de lisis (0,08 M NaCl, 0,16 M sacarosa, 0,06 M EDTA, 0,5% SDS, 0,1 M tris-HCL a pH
de 7,5), e incubado a 65 °C durante 30 min. Posteriormente, se adicionaron 14 pL
de acetato de potasio 8 M y se incubé sobre hielo por 30 min. Después se centrifugd
a 12,000 x g durante 10 min y el sobrenadante se transfirié a un vial nuevo. El DNA se
precipité durante 18 h con 200 pL de etanol absoluto a -20°Cy se centrifugé a 12,000
x g por 20 min. Seguidamente, se decanté el sobrenadante y se lavé el DNA dos veces
con 200 pL de etanol al 70% y con 200 pL de etanol absoluto. Por tltimo, se evapord el
etanol a temperatura ambiente y se resuspendié el DNA en 30 pL de agua estéril.

AMPLIFICACION DEL GEN MITOCONDRIAL TRNASER(UCN)

El gen que codifica para el tRNA mitocondrial para serina (tRNASer) que reconoce al
coddén UCN, se amplificé con la técnica de PCR, usando el cebador delantero 5’-
CA(T/C)ATTCAACC(A/T)GAATGATA-3’ vy el cebador reverso 5-GGTA(C/T)(a/t)
ttgectega(t/A)ttcg(t/a)TATGA-3’ (Ready et al., 1997), los cuales son complementarios
al extremo 3’ del gen citocromo b y al extremo 3’ del gen NAD1, respectivamente, que
a su vez son codificados por la cadena pesada (L) y liviana (H) del genoma mitocon-
drial. La mezcla de PCR tuvo un volumen final de 50 pL, e incluyé buffer para PCR 1x
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(Promega Corporation, Madison, WI), 1,5 mM MgCl2, 0,2 mM de la mezcla de
desoxirribonucleétidos (Promega), 0,3 mM de cada cebador, 1,5 U de Taq DNA
polimerasa (Promega) y 6 mL de la solucién de DNA (~10 ng/pL).

SECUENCIACION DE NUCLEGTIDOS Y ANALISIS MOLECULAR

La secuencia de nucledtidos del gen tRNASer se determiné para cada hebra de la doble
hélice de DNA en un secuenciador automatico de electroféresis capilar ABI Prisma
3730x| (Applied Biosystems), que emplea didesoxirribonucledtidos marcados con
distintos fluorocromos (Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit,
Applied Biosystems, Foster City, CA).

El programa MEGA versién 3.1 (Kumar et al., 2004) se empleé para la revisién de los
electroforegramas, el ensamblaje de la secuencia consenso de nucledtidos y la determi-
nacién de la composicién nucleotidica del gen analizado. La estructura secundaria del
tRNASer de L. hartmanni se infirié con el programa tRNAscan-SE 1.21 (Lowe y Eddy, 1997)
y se edité de modo manual. Finalmente, la secuencia obtenida en este estudio se registré
en la base de datos moleculares Genbank, con el nimero de acceso EF033635.

RESULTADOS Y DISCUSION

El genoma mitocondrial de los insectos contiene 22 genes que codifican para igual
nimero de tRNAs, uno por cada aminodcido, con la excepcién de leucina y serina, los
cuales poseen individualmente dos tipos de moléculas (Hanada et al., 2000). Los
tRNASer que emplea la maquinaria traduccional de la mitocondria se ubican en el trans-
crito de la cadena H y L del DNAy reconocen los codones AGY y UCN, respectivamente,
el dltimo de los cuales se caracterizé en la presente investigacion.

El gen tRNASer obtenido de L. hartmanni mostré una longitud de 68 pb, con una com-
posicién nucleotidica neta de 30 adeninas, 25 timinas, siete guaninas y seis citosinas,
en la que se aprecia un alto contenido de adenina y timina propio de los genes mitocon-
driales (Beard et al., 1993). Este gen esta flanqueado en su extremo 5’ por el gen cito-
cromo by en el extremo 3’ por el espacidor intergénico dos (1G2). Llama la atencién que
los dos primeros nucleétidos del extremo 5’ del gen tRNASer, representados por adeni-
nay timina, constituyeron a su vez las dos ultimas bases del codén de parada (TAG) del
gen citocromo b, mientras que los nucledtidos del extremo 3’ fueron de codificacién
exclusiva. Esto implica la existencia de un traslape entre el gen citocromo b y tRNASer,
que pone de manifiesto el perfil econémico del genoma mitocondrial, y la inexistencia
del espaciador intergénico uno presente en otras especies de Lutzomyia (Vivero et al.,
2007; Pérez-Doria et al., 2008a; Pérez-Doria et al., 2008b).

La estructura secundaria inferida del tRNASer de L. hartmanni estd conformada por el
brazo aceptor del aminodcido, el brazo y la lupa dihidrouridina (DHU), el brazo y la lupa
del anticoddn, la lupa variable, y el brazo y la lupa ribotimidina-pseudouridinacitosina
(T C; Fig. 1). En el brazo aceptor del aminodcido se observaron siete apareamientos, seis
de los cuales correspondieron al dinucleétido A-U (adenina y uracilo) y uno a G-C (gua-
nina y citosina). No obstante, durante su maduracién in vivo, las dos dltimas bases U-U
del extremo 3’ del tRNASer son reemplazadas por el trinucleétido CCA (citosina, citosina
y adenina), conformando el sitio de unién del aminodcido respectivo.
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Figura 1. Estructura secundaria del RNA de transferencia mitocondrial para Serina (UCN) de Lutzomyia
hartmanni. A: adenina, G: guanina, C: citosina, U: uracilo. Los apareamientos intracatenarios del tipo
Watson-Crick (adenina-uracilo y guanina-citosina) se representan con guiones.

El nimero de apareamientos presentes en el brazo DHU fue 3, incluidos dos pares G-
C y un solo par A-U, mientras que tanto el brazo del anticodén como el brazo T C
presentaron cinco pares de bases, cuatro de ellos constituidos por el dinucleétido A-U
y uno por G-C. De otro lado, el tamarfio de las lupas DHU, anticodén, variable y T C
correspondié a 5, 7, 4 y 8 nucleétidos, respectivamente. Este flebotomineo presenté
ademds dos bases entre el brazo aceptory el brazo DHU, y una base entre este ultimo
y el brazo del anticodén.

El tRNASer de L. hartmanni se distingue de los demds tRNASer de Lutzomyia conocidos a
la fecha (Vivero etal., 2007; Pérez-Doria et al., 2008a; Pérez-Doria et al., 2008b) tanto por
las sustituciones en la secuencia primaria de nucleétidos como por los cambios que éstas
generan en la estructura secundaria. Primeramente, la secuencia CAUU (citosina, adenina,
uracilo y uracilo) presente en la lupa T C es exclusiva de esta especie cuando se compara
con L. cayennensis cayennensis (Floch y Abonnenc, 1941), L. columbiana (Ristorcelli y Van Ty,
1941), L. dubitans (Sherlock, 1962), L. evansi (Nunez-Tovar, 1924), L. gomezi (Nitzulescu,
1931), L. panamensis (Shannon, 1926), L. pia (Fairchild y Hertig, 1961), L. rangeliana (Ortiz,
1952), L. tihuiliensis Le Pont, Torrez-Espejo y Dujardin, 1997, y L. trinidadensis (Newstead,
1922; Vivero et al., 2007; Pérez-Doria et al., 2008a; Pérez-Doria et al., 2008b). Mds auin,
al alinearse con la regién homéloga de estos taxones, la secuencia del gen tRNASer de L.
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hartmanni exhibe un evento indel (insercién-deleccién) entre el brazo y la lupa T C que no
se observa en las demads especies (Fig. 2). Estos cambios indican la utilidad potencial de
esta secuencia nucleotidica como marcador molecular.

1 1111111112 2222222223 3333333334 4444444445 5555555556 6666666667

1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890
trinidadensis AGTTAATAAG CTTTA-ATAG CAATTGTTTT GAAAACATTA GATAGAAATT TAAAAATTTT CTATTAACTT
hartmanni
panamensis
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gomezi
rangeliana
evansi
pia
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Figura 2. Alineamiento de nucleétidos del gen mitocondrial tRNASer (UCN) de L. trinidadensis (n.® de
acceso en Genbank, EF012215), L. hartmanni (EF033635), L. panamensis (EF012217), L. cayennensis
cayennensis (EF012219), L. dubitans (EF012220), L. gomezi (EF012222), L. rangeliana (EF012224), L. evansi
(EF012225.), L. pia (EF033642), L. tihuiliensis (EF033647), y L. columbiana (EF033636). A: adenina, G:
guanina, C: citosina, T: timina. Las homologias se indican con puntos y los eventos de insercién-
delecién con guiones.

Los pares de bases no-Watson-Crick determinan en gran parte la configuracién terciaria
de un RNA y contribuyen no sélo en las interacciones RNA-RNA sino también en los
procesos de reconocimiento RNA-proteinas (Leontis et al., 2002; Chandrasekhar y
Malathi, 2003). Sin embargo, al examinar la estructura de hoja de trébol del tRNASer de
L. hartmanni se hace notoria la ausencia de pares de bases no-Watson-Crick en los cuatro
brazos (Fig. 1), lo que la separa de las especies de Lutzomyia previamente mencionadas,
las cuales exhiben un caracteristico par de bases no-Watson-Crick U-U (uracilo y uracilo)
en el extremo proximal del brazo del anticodén, con la excepcién de L. rangeliana que
presenta, al igual que L. hartmanni, el par de bases canénico U-A (uracilo y adenina) en
dicha posicién. No obstante, los tRNASer de las dltimas dos especies se diferencian entre
si por el tamafio de las lupas DHU y T C, que muestran, respectivamente, una extension
de cinco y ocho nucledtidos en L. hartmanni, y de seis y siete bases en L. rangeliana.

Es de resaltar que la secuencia de bases AGAU (adenina, guanina, adenina y uracilo) de
la lupa variable del tRNASer de L. hartmanni es idéntica a la presente en las otras especies
de Lutzomyia secuencidas (Vivero et al., 2007; Pérez-Doria et al., 2008a; Pérez-Doria et al.,
2008b), con la excepcién de L. rangeliana donde la lupa variable esta constituida por
AUAU (adenina, uracilo, adenina y uracilo). En conclusién, la estructura primaria y
secundaria del tRNASer de L. hartmanni difiere de la de otras especies de Lutzomyia, lo que
indica su utilidad como marcador en taxonomia molecular, sin embargo, se requiere
ampliar el estudio a otros taxones de la subfamilia Phlebotominae.
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