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ABSTRACT. Description of the mitochondrial serine transfer RNA (UCN) of Lutzomyia columbiana (Diptera, Psychodidae).
The sand fly Lutzomyia columbiana is considered a suspected vector of Leishmania mexicana and Leishmania brazliensis
in Colombia. Lu. columbiana belongs to the Lutzomyia verrucarum species group, which included some sibling species.
This has motivated the search for molecular markers to distinguish these taxa. In this paper, we described for the first
time the putative secondary structure of the mitochondrial serine transfer RNA that recognizes the codon UCN of Lu.
columbiana (tRNAS*). DNA was extracted, amplified and sequenced from six individuals collected in human biting
activity. The secondary structure of the tRNAS" was inferred using the program tRNAscan-SE 1.21. The tRNAS* gene
length was 67 pair of bases (pb), and a single haplotype was detected among the six specimens sequenced. In the inferred
secondary structure of the tRNAS of Lu. columbiana, the acceptor arm consisted of 7 bp, the dihydrouridine (DHU) arm
of 3 pb, the anticodon arm of 5 pb, and the ribothymidine-pseudouridine-cytosine (T@C) arm of 5 pb. Similarity, the
estimated size of the loops was 5 nucleotides in the DHU, 7 in the anticodon, 4 in the variable, and 7 in the TeC. Lu.
columbiana differs from other Lutzomyia and Phlebotomus species sequenced to date by the presence of guanine in the
nucleotide position 64, which induce a non-canonical base pair conformation type uracil-guanine in the acceptor arm.
More studies are necessary to confirm the usefulness of the tRNAS" as a suitable molecular tool for sand fly species
identification.
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RESUMEN. Descripcion del ARN de transferencia mitocondrial para Serina (UCN) de Lutzomyia columbiana (Diptera,
Psychodidae). Lutzomyia columbiana es un flebotomineo considerado como vector sospechoso de Leishmania mexicana
y Leishmania braziliensis en Colombia. Este insecto pertenece al grupo verrucarum, que incluye algunos taxones
isomorficos, lo que ha estimulado la bisqueda de marcadores moleculares que permitan, ademas de diferenciar las especies,
estudiar sus relaciones de parentesco. En este articulo se describe por primera vez la estructura putativa del ARN de
transferencia mitocondrial para serina que reconoce el codén UCN (ARNt>*) de Lu. columbiana. EIl ADN genémico fue
extraido, amplificado y secuenciado a partir de seis especimenes colectados con cebo humano. La estructura secundaria
del ARNt™ fue inferida con el programa tRNAscan-SE 1.21. El gen ARNts consistié de 67 pares de bases (pb), encontrandose
un solo haplotipo en los seis individuos secuenciados. EI ARNtS* de Lu. columbiana mostré 7 apareamientos intracatenarios
en el brazo aceptor del aminoéacido, 3 en el brazo dihidrouridina (DHU), 5 en el brazo del anticodén y 5 en el brazo
ribotimidina-pseudouridina-citosina (TeC). El tamafio de las lupas correspondié a 5 nucleétidos en la DHU, 7 en la
anticoddn, 4 en la variable y 7 en la TgC. Lu. columbiana se distingue del resto de especies de Lutzomyia y Phlebotomus
secuenciadas a la fecha por la presencia de una guanina en la posicién nucleotidica 64, que produce un apareamiento no
candnico tipo uracilo-guanina en el brazo aceptor. Se necesitan més estudios para confirmar la utilidad del ARNtS como
marcador molecular para la discriminacién de especies de flebotomineos.
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Lutzomyia columbiana (Ristorcelli y Van Ty, 1941) esun
flebotomineo endémico de Colombia, con una distribucion
geogréafica que se extiende desde los bosques hliimedos del
Nudo de L os Pastos, pasando por las Cordilleras Occidental y
Central, hasta zonas esteparias de La Gugjira, en un amplio
rango atitudinal quevadelos 100 a2700 msnm (Bejarano et
al. 2003). Esteinsecto hasido asociado con latransmision del
parésito tripanosomatideo Leishmania mexicana en un foco
deleishmaniosis cutaneadel suroccidente del pais (Montoya-
Lerma et al. 1999). Mediante ensayos experimentales en
laboratorio se hacomprobado, ademas, su susceptibilidad ala
infeccion por Leishmania braziliensis Vianna, 1911 (Warburg
et al. 1991) y Leishmania mexicana Biagi, 1953 (Arroyo y
Garzén 1996; Montoya-Lerma et al. 1999). |guamente, se

sospecha que este flebotomineo participd en la transmision
de la bacteria Bartonella bacilliformis (Strong et al. 1913)
durante un brote de bartonelosis humana registrado en el
departamento de Narifio, entrefinalesdeladécadadelostreinta
y principiosdelos cuarenta (Rozeboom 1947).

Desde el punto de vista taxonémico, Lu. columbiana
pertenece a grupo verrucarum Theodor, 1965 (Bejarano et al.
2003), taxén considerado como subgénero Pifanomyia Ortizy
Scorza, 1963, por algunos autores (Galati et al. 2003). Este
incluye varias especies que exhiben una alta semejanza
morfol 6gicaen uno delossexos, lacual limitasu identificacion
con las claves taxondmicas tradicionales. Debido a la
importanciaepidemiol 6gicade estosinsectosy alos problemas
gue afronta la determinacién de especie, se han usado tanto
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genes nucleares como mitocondriales para diferenciar las
especies y explorar sus relaciones de parentesco (Bejarano
2001; Rojas 2001; Testa et al. 2002; Beati et al. 2004). Los
genes mitocondriales secuenciados a la fecha en Lutzomyia
spp. son citocromo b, citocromo oxidasall, las subunidades 1
y 4 del complejo NAD deshidrogenada, la subunidad peguefia
ribosomal y el ARN mitocondrial detransferenciaparaserina
(Ready et al. 1997; Suguri et al. 1997; Uribeet al. 2001; Ishikawa
etal. 1999; Bejarano 2001; Rojaset al. 2001; Arrivillagaet al.
2002; Testaet al. 2002; Torgerson et al. 2003; Beati et al. 2004,
Viveroet al. 2007). En afiosrecientesel Ultimo gen haempezado
aser valorado como marcador molecular demostrando, deforma
preliminar, su utilidad en la caracterizacion genética 'y el
diagndstico de especie. Aunque alin se desconoce laestructura
primariay secundariadelamayoriadelosARN detransferencia
gue actian en lamitocondriadelosflebotomineos, se plantea
que por su patréon de evolucién podrian ser Gtiles para la
distincion de algunas especies dentro del grupo verrucarum.
En el presente articulo se describe la estructura secundaria
putativa del ARN de transferencia mitocondrial para serina
que reconoce el codén UCN (ARNt>) de Lu. columbiana.

MATERIALESY METODOS

El material entomol dgico serecolectd entrelas 18:00y las
22:00 horas con cebo humano protegido en un bosque
secundario delaveredaEl Vallano, en el municipio de Envigado,
departamento de Antioquia. Esta zona exhibe condiciones de
bosque himedo tropical, con una pluviometria anual de
aproximadamente 1937 mm, temperaturade 16,8°C y humedad
relativa de 85,8%. Los flebotomineos se transportaron secos
hastael laboratorio de entomologiadel Programade Estudioy
Control de Enfermedades Tropicales - PECET, donde fueron
conservados a -20°C con el propésito de prevenir la
degradacion del DNA.

Para el diagndstico de especie se separ6 la cabeza, un ala
y los dltimos segmentos del abdomen de cada espécimen.
Estas estructuras se montaron sobre |&minas portaobjeto con
el medio de Hoyer y estan depositadas en la “ Coleccién de
Vectores y Hospedadores Intermediarios de Enfermedades
Tropicales(VHET)” del PECET delaUniversidad deAntioquia,
en Medellin, Colombia, bajo los cadigos P2465, P2466, P2467,
P2468, P2469 y P2470. La identificacion morfoldgica se
fundamenté en las claves taxondmicas de Young y Duncan
(1994) y Galati (2003).

Para | os procedimientos de biologia molecular se empled
€l térax y los segmentos proximales de abdomen, a partir de
los cuales se extrajo el DNA siguiendo el protocolo descrito
por Collinset al. (1987), queincluye maceracién en 60 il del
tampon delisis (0.08 NaCl, 0.16 M Sacarosa, 0.06 M EDTA,
0.5% SDS, 0.1 M TrissHCL apH de7.5), precipitacién con 200
Wl de etanol absoluto y resuspension en 30 pl de agua estéril.
La técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se
efectud apartir de un volumen de 6 pl de lasolucion de ADN
extraido, a la que se adicioné tampén PCR 1x (Promega
Corporation, Madison, W), L.5mM MgCl,, 0.2mM delamezcla
de desoxirribonucledtidos (Promega), 0.3 mM de cada cebador
y 1.5 U de Taq DNA polimerasa (Promega), hasta alcanzar un
volumen final de50 ml conH,0.
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Los cebadores sentido 5 -CA(T/C)ATTCAACC(A/
T)GAATGATA-3' y antisentido 5 -GGTA(CI/T)(A/
T)TTGCCTCGA(T/A)TTCG(T/A)TATGA-3' usados para
amplificar el gen ARNt> de Lu. columbiana tienen como
secuenciablanco e extremo 3' del gen citocromo by € extremo
3’ del gen subunidad 1 delaNADH deshidrogenada (NAD1),
respectivamente (Ready et al. 1997). La complementariedad
de ambos cebadores con el extremo 3’ sedebe aquelosgenes
citocromo b y NAD1 deshidrogenasa codifican a partir de
cadenas opuestas, por |o tanto se transcriben en direcciones
contrarias.

L os productos amplificados se secuenciaron directamente
enunequipo deeectroféresiscapilar ABI 3730xI, €l cua emplea
cuatro dideoxinuclebtidos terminadores de cadena marcados
con grupos fluorescentes. L as secuencias obtenidas en ambos
sentidosdeladoblehélicedel ADN seeditaron con €l programa
MEGA 3.1 (Kumar et al. 2004), para generar una secuencia
consenso por individuo. Posteriormente, las secuencias se
alinearon usando laopcion Clustal-W (Thompson et al. 1994)
incorporadaen MEGA. A partir del alineamiento sederivo la
composicién nucleotidica del gen. La estructura secundaria
putativa del ARNt> de Lu. columbiana se obtuvo con el
programatRNAscan-SE 1.21 (Lowey Eddy 1997) y segraficd
manualmente. Por Ultimo, la molécula generada se compar6
con laestructura secundaria del ARNtS de otras especies del
género Lutzomyia (Pérez-Doriaet al. 2008; Vivero et al. 2007).

RESULTADOSY DISCUSION

En el territorio colombiano estan registradas 143 especies
de Lutzomyia (Bejarano 2006, Bejarano et al. 2006), sin
embargo, hasta el momento solo se hapublicado laestructura
secundariadel ARNtS® de Lu. trinidadensis (Newstead, 1922),
Lu. panamensis (Shannon, 1926), Lu. cayennensiscayennensis
(Flochy Abonnenc, 1941), Lu. dubitans (Sherlock, 1962), Lu.
gomez (Nitzulescu, 1931), Lu. rangeliana (Ortiz, 1952), Lu.
evans (Nufiez-Tovar, 1924), Lu. pia (Fairchildy Hertig, 1961),
Lu. tihuiliensisLe Pont, Torrez-Espejo & Dujardin 1997, y Lu.
hartmanni (Fairchildy Hertig, 1957) (Vivero et al. 2007; Pérez-
Doria et al. 2008). Este trabajo constituye, por lo tanto, la
primera descripcion de la estructura secundaria del ARNtS
mitocondrial de Lu. columbiana. Lasecuenciade nucleétidos
del gen ARNt> se obtuvo a partir de seis especimenes
recolectados mientras intentaban picar al humano. Estas
secuencias se encuentran registradas en Genbank con los
ndmerosdeacceso EF033636, EF033637, EF033638, EF033639,
EF033640y EF033641.

El gen mitocondrial ARNt>* de Lu. columbiana exhibe una
longitud de 67 pares de bases (pb), consistente con lo descrito
en otras especies de Lutzomyia cuyo tamafio variaentre 66 y
69 pb (Vivero et al. 2007). Todos|os nucl edtidos que conforman
este gen son de codificacion exclusiva, es decir, €l mismo no
comparte bases con genes mitocondrial es adyacentes. De esta
forma el extremo 5 del gen ARNt> de Lu. columbiana se
encuentra separado del gen citocromo b por el espaciador
intergénico 1, mientras que €l espaciador intergénico 2 se
interpone entre su extremo 3" y el gen NAD1. Como era de
esperarse para un gen mitocondrial, la composicion
nucleotidica estuvo dominada por los nucledtidos adenina y
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Fig. 1. Estructura putativa del ARN de transferencia mitocondria para
serina que reconoce el codén UCN de Lutzomyia columbiana. Los
guiones denotan apareamientos canénicos y los puntos apareamientos
no canonicos.

timina que constituyeron el 79,1%, con la consiguiente baja
representacion de guaninay citosina que sélo alcanzaron un
20,9%, lo cua demuestra que el contenido nucleotidico no
obedece a factores aleatorios sino que esta notoriamente
conservado.

Enlafigural se muestralaestructura secundariaputativa
del ARNt> de Lu. columbiana, que esta constituido por €l
brazo aceptor del aminoécido, €l brazoy lalupadihidrouridina
(DHU), el brazoy lalupadel anticodon, lalupavariable, y €l
brazo y laluparibotimidina-pseudouridina-citosina (TeC). El
tamarfio de las lupas correspondi6 a5 nucledtidosen laDHU,
7 enlaanticoddn, 4 enlavariabley 7 enlaTeC. Similarmente,
€l brazo aceptor del aminoacido mostrd 7 apareamientos
intracatenarios, el brazo DHU 3, €l brazo del anticodén 5y el
brazo TaC 5. El brazo aceptor del aminoécidoy el brazo DHU
se encuentran separados por dos adeninasy asu vez el brazo
DHU esta distanciado del brazo anticoddn por una adenina.
En el brazo aceptor y del anticoddn es notablela presenciade
apareamientos no candnicos tipo uracilo-guanina (U-G) y
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uracilo-uracilo (U-U), respectivamente, asociaciones de bases
gue normamente son determinantes en la formacion de la
estructuraterciariade losARNLt y en su interaccién con otras
macromoléculas (Leontiset al. 2002).

En los seis individuos secuenciados de Lu. columbiana
se encontrd un solo haplotipo nucleotidico parael gen ARNtS,
lo que reflgja la conservacion evolutiva de esta molécula a
nivel intraespecifico, denotando unabajadinamicamutacional
como unaprobabl e consecuenciadelas compl g asrestricciones
que operan el reconocimiento e interaccién de la estructura
tridimensional del ARNt> y su funcién fisiolégica. En la
posicién nucleotidica 64 del gen se observa la presencia de
una guanina que distingue a Lu. columbiana del resto de las
especies flebotomineas americanas analizadas hasta ahora
(figura2), lascuales presentan unaadeninaen eselugar (Pérez-
Doriaetal. 2008; Viveroet al. 2007). El cambio deeste nucledtido
genera el apareamiento no candénico U-G en el brazo del
anticodon (figura 1), que surge dos posiciones antes de los
uracilos, los cuales son reemplazados por los nuclebtidos
citosing, citosinay adeninadurante lamaduracién del ARNtS,
constituyendo €l sitio de union para el aminoacido serina.

L os porcentagjes de similitud entre las secuencias de Lu.
columbiana y las secuencias homologas de Lutzomyia spp.
incluidas en Genbank, obtenidos con Nucleotide Blast (Basic
Local Alingment Search Tool), estuvieron en el orden de 98%
con Lu. ovallesi (Ortiz, 1952) (nUmero de acceso AF403491) y
91% con Lu. nuneztovari (Ortiz, 1954) (nimero de acceso
AF403487). Més aln, lacomparacion y busguedacon BLAST
mostré que lapreantependltimabase del extremo 3’ del ARNtS
de L. columbiana (figura 1), también es distintaala de todas
las especies de Phlebotomus Rondani y Berté, 1840,
secuenciadas a la fecha, con porcentgjes de similitud que
oscilan entre el 89% con Ph. mascomai Muller, Depaquit y
L éger, 2007, (nimero de acceso EU035612) y €l 97% con Ph.
papatasi (Scopoli, 1786) (nimero de acceso DQ381835)
(Hamarsheh et al. 2007; Muller et al. 2007).

Contrariamente, al comparar el gen ARNt® de L.
columbiana de la poblacién de Envigado, Valle de Aburra,
con el segmento homologo (nimero de acceso AF403485) de
gjemplares de la misma especie recol ectados en La Cumbre,
Valle del Cauca, se encontré un porcentgje de similitud del
100%, lo que demuestralarobustez del marcador mitocondrial
para asociar individuos de la misma especie, pero que
provienen de poblaciones geograficamente distantes. Esto es
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Fig. 2. Alineamiento multiple de la secuencia de nucleotldos del gen mitocondrial ARNt> de Lu. trlnldadenss (nimero de acceso en Genbank
EF012215), Lu. panamensis (EF012217), Lu. cayennensis cayennensis (EF012219), Lu. dubitans (EF012220), Lu. gomezi (EF012222), Lu.
rangeliana (EF012224), Lu. evansi (EF012225.), Lu. pia (EF033642), Lu. tihuiliensis (EF033647), Lu. hartmanni (EF033635) y Lu. columbiana
(EF033636). Los nucledtidos se representan con la primera letra del respectivo nombre. Los puntos indican homologia y los guiones corresponden

a eventos indel (insercion-deleccion).
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importante, considerando que los marcadores moleculares
apropiados parael estudio del grupo verrucarum, deben tener
el suficiente polimorfismo como para establecer patrones
Unicos que permitan discriminar las especiesy, alavez, ser
muy conservados en cada taxén para agrupar individuos co-
especificos.

Lapotencial ventajadel ARNt> sederivariano sélo dela
variacion hallada en la secuencia primariade nucledtidos, sino
también de los cambios en la estructura secundaria putativa.
Sin embargo, es de notar que se necesitan méas estudios
genéticos para poner a prueba el poder de resolucién del
ARNt®" en |la separacion de especies morfol 6gicamente
similares. Estetrabajo constituye un llamado alos sistematicos
a evaluar la utilidad de estos genes mitocondriales en la
taxonomia de |l os insectos flebotomineos.
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