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ARTICULO ORIGINAL

Andlisis de la estructura primaria y secundaria
del ARN de transferencia mitocondrial para serina
en siete especies de Lutzomyia

Rafael José Vivero, Maria Angélica Contreras-Gutiérrez, Eduar Elias Bejarano

Grupo de Investigaciones Biomédicas, Universidad de Sucre, Sincelejo, Colombia.

Introduccién. Los insectos del género Lutzomyia son los responsables de la transmision del
parasito Leishmania spp. en América. La taxonomia de estos vectores se fundamenta en los
caracteres morfoldgicos que exhiben los adultos, principalmente, en las estructuras pareadas
de la cabeza y los genitales. Aunque estos caracteres permiten distinguir la mayoria de los
taxones, la similitud en algunos subgéneros y grupos de especies pone limites a la identificacion
por criterios morfolégicos.

Objetivo. Evaluar la utilidad del ARN de transferencia mitocondrial para serina ARNt*® en la
determinacion taxonémica de Lutzomyia.

Materiales y métodos . Se analizaron siete especies flebotomineas, L. trinidadensis, L.
panamensis, L. cayennensis cayennensis, L. dubitans, L. gomezi, L. rangelianay L. evansi. A
partir de cada individuo, se extrajo, amplificé y obtuvo la secuencia del gen mitocondrial que
codifica para el ARNt®®", delimitado por los genes citocromo b y NAD deshidrogenasa uno. La
estructura secundaria del ARNtS®" se infiri6 teniendo como base las estructuras homdélogas
descritas en otros insectos del orden Diptera.

Resultados. La longitud del gen ARNt®®" oscilé entre 66 pb en L. gomeziy 69 pb en L.
trinidadensis. En el alineamiento nucleotidico de 70 posiciones, se detectaron 14 sitios
polimorficos, incluyendo cuatro eventos indel. La mayoria de las sustituciones correspondieron
a las lupas dihidrouridina, ribotimidina-pseudouridina-citosina y variable, asi como al extremo
basal del brazo anticodon.

Conclusién. Los cambios en la secuencia primaria de nucleétidos y los rearreglos en la
estructura secundaria del ARNtS®" son potencialmente Utiles para la discriminacion taxonomica
de las especies flebotomineas estudiadas.

Palabras clave: Psychodidae/clasificacion, ARN de transferencia/genética, mitocondria, ADN,
leishmaniasis.

Analysis of the primary and secondary structure of the mitochondrial serine transfer RNA
in seven species of Lutzomyia

Introduction. Lutzomyia sand flies are involved in the transmission of the parasite Leishmania
spp. in America. The taxonomy of these vectors is traditionally based on morphological features
of the adult stage, particularly the paired structures of the head and genitalia. Although these
characters are useful to distinguish most species of Lutzomyia, morphological identification
may be complicated by the similarities within subgenera and species group.

Objective . To evaluate the utility of mitochondrial serine transfer RNA tRNAS® for taxonomic
identification of Lutzomyia.

Materials and methods. Seven sand fly species, each representing one of the 27 taxonomic
subdivisions in genus Lutzomyia, were analyzed including L. trinidadensis (Oswaldoi group),
L. (Psychodopygus) panamensis, L.(Micropygomyia) cayennensis cayennensis, L. dubitans
(Migonei group), L. (Lutzomyia) gomezi, L. rangeliana (ungrouped) and L. evansi (Verrucarum
group). The mitochondrial tRNAS®" gene, flanked by the cytochrome b and NAD dehydrogenase
subunit one genes, was extracted, amplified and sequenced from each specimen. Secondary
structure of the tRNAS®"was predicted by comparisons with previously described homologous
structures from other dipteran species.
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Results. T he tRNAS®"gene ranged in size from 66 base pairs in L. gomezito 69 base pairs in L.
trinidadensis. Fourteen polymorphic sites, including four insertion-deletion events, were
observed in the aligned 70 nucleotide positions. The majority of the substitutions were located
in the dihydrouridine, ribothymidine-pseudouridine-cytosine and variable loops, as well as in

the basal extreme of the anticodon arm.

Conclusion. Changes of primary sequence of the tRNAS® provided useful molecular characters
for taxonomic identification of the sand fly species under consideration.

Key words:
leishmaniasis.

Los flebotomineos son un grupo de insectos de
reconocida importancia en el ambito de la salud
publica debido a su papel fundamental en el
mantenimiento del ciclo de vida del paréasito Leish-
mania, agente etioldgico de la leishmaniosis (1).
Estos dipteros también tienen la capacidad de
transmitir bacterias y virus a los humanos (2).

El reconocimiento morfolégico de los
flebotomineos se basa en su cuerpo hirsuto y
pequefio, alas lanceoladas con 10 venas
longitudinales y pocas venas transversales, patas
relativamente largas y aparato bucal adaptado a
la hematofagia. Su taxonomia esta sustentada,
casi exclusivamente, en los caracteres morfol6-
gicos que exhiben los adultos, debido a las
dificultades para localizar los estados inmaduros
enla naturaleza (3). En los machos, la determinacion
de la especie se realiza a partir de las estructuras
pareadas de los genitales y la cabeza, mientras
que las hembras pueden separarse por los
apéndices cefalicos, la armadura cibarial y la forma
de las espermatecas (4). En ambos sexos
también son Utiles la pigmentacion del térax y los
indices del ala, entre otros rasgos (5).

Si bien estos caracteres permiten distinguir la
mayoria de los taxones, la similitud morfolégica
en algunos subgéneros y grupos de especies, pone
limites a la identificacién por criterios
morfolégicos. Esto ha propiciado la busqueda de
métodos alternativos de determinacion de
especie, entre los cuales se encuentran los
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caracteres moleculares (6,7). Las secuencias de
nucleétidos se destacan principalmente por su
abundancia, al considerar cada posicion
nucleotidica como un caracter con cuatro estados
posibles (adenina, guanina, citosina y timina o
uracilo), el cual permite detectar diversidad antes
no percibida por otros marcadores, en adicion a
su discrecion reflejada en estados de caracter no
ambiguos (8). No obstante, la mayoria de los
estudios moleculares de flebotomineos parten de
la identificacion taxondmica derivada de
caracteres morfolégicos, la cual se realiza en las
especies americanas usando las claves
taxonémicas de Young y Perkins (9), Young y
Duncan (4), y Galati (5).

El genoma mitocondrial es un marcador Util, tanto
para estudios de poblacién como filogenéticos,
debido a que contiene segmentos con diferentes
dinamicas de mutacion (7). Este se compone de
una region control, 13 genes codificadores de
proteinas, dos genes que codifican para las
subunidades ribosomales y 22 genes para ARN
de transferencia (ARNt) (10). En estudios
taxondémicos, tanto interespecificos como
intraespecificos del género Lutzomyia Franga,
1924, se han usado los genes citocromo b,
citocromo oxidasa I, NAD deshidrogenasaly 4y
la subunidad pequefia ribosomal (11-17), que en
conjunto representan soélo el 13% de la diversidad
de genes de la molécula mitocondrial.

Los ARNt desarrollan un papel central en la
biosintesis proteicay son un componente esencial
altamente conservado en todos los sistemas
bioldgicos; esto los convierte en una herramienta
atractiva para los estudios de evolucion molecular
(18-20). Inicialmente, los ARNt se sintetizan como
moléculas monocatenarias de ARN, que
adquieren luego la apariencia de hoja de trébol,
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en las que se distinguen motivos como el brazo
aceptor del aminoacido, el brazo y la lupa
dihidrouridina (DHU), el brazo y la lupa del
anticodon, la lupa variable, y el brazo y la lupa
ribotimidina-pseudouridina-citosina (TYC) (21).

A pesar de que en las bases de datos moleculares
disponibles en linea se encuentran depositadas
algunas secuencias nucleotidicas de ARNt de
flebotomineos, no se conocian hasta la fecha
estudios sobre la estructura secundaria de ARNt
que operan en la mitocondria de este importante
grupo taxonémico. En el presente trabajo se
evalug la utilidad de la estructura secundaria de
un ARNt mitocondrial en la discriminacién de siete
especies del género Lutzomyia.

Materiales y métodos

Recoleccion y determinacion taxonémica de
flebotomineos

Los flebotomineos se recolectaron en el perimetro
urbano del municipio de Sincelejo (9°18’ N, 75°25’
W), departamento de Sucre. La clasificacion
ecolégica de la zona corresponde a bosque seco
tropical, con precipitaciones anuales de 1.050 mm
y una temperatura promedio anual de 28°C. La
captura de los insectos se efectud entre las 18:00
y 06:00 horas, empleando dos trampas de luz de
tipo CDC (Centers for Disease Control and Pre-
vention) instaladas en el intradomicilio y el
peridomicilio. Los muestreos entomolégicos se
realizaron cuatro veces por semana, durante los
meses de febrero a noviembre del afio 2005.

Los ejemplares recolectados se examinaron bajo
el estereoscopio con el fin de separar la cabeza,
un alay los tres dltimos segmentos abdominales,
que se usaron para la identificacion taxonémica,
luego de ser aclarados durante 24 horas en una
solucién de lactofenol (acido lactico y fenol, en
proporcién 1:1) y montados en laminas portaobjeto
con el medio de Hoyer. El térax, un ala, las patas
y el resto del abdomen se usaron para extraer el
material genético. En total, se recolectaron e
identificaron 512 flebotomineos pertenecientes al
género Lutzomyiausando las claves de Young y
Duncan (4) y Galati (5). El esquema taxonémico
seleccionado corresponde al propuesto por Young
y Duncan (4). Los montajes entomolégicos se
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encuentran depositados en la Coleccion de
Artrépodos de Importancia Médica de la
Universidad de Sucre-CAIMUS, en Sincelejo,
Colombia.

Extraccion del ADN genémico

La extraccion del ADN se desarroll6 de acuerdo
con el protocolo de Collins et al. (22), con las
siguientes modificaciones. Los segmentos cor-
porales seleccionados de cada individuo se
maceraron con micropistilos estériles en 60 pl de
la solucién tampon de lisis (0,08 NaCl, 0,16 M
sacarosa, 0,06 M EDTA, 0,5% SDS, 0,1 M Tris-
HCL a pH de 7,5), incubando a una temperatura
de 65°C por 30 minutos. La precipitacién de
proteinas se realiz6 con 14 ul de acetato de
potasio 8M durante 30 minutos sobre hielo,
seguido de centrifugacién a 12.000g durante 10
minutos. EI ADN presente en el sobrenadante se
precipité con 200 pl de etanol absoluto, incubando
a -20°C durante 24 horas. Cada muestra se
centrifugé a 12.000g durante 20 minutos y el acido
nucleico precipitado en el fondo del vial se lavo
con 200 pul de etanol al 70% vy, luego, con 200 pl
de etanol absoluto. Finalmente, se sec6 el ADN a
temperatura ambiente y se resuspendio en 30 pl
de agua ultrapura. De la solucién anterior, se
extrajeron 10 ul para una electroforesis en gel de
agarosa al 1%, con el fin de constatar la cantidad
y calidad del ADN obtenido.

PCR y secuenciacién de nucledtidos

Para el estudio se selecciond el gen que codifica
para el ARNt mitocondrial para serina (UCN)
(ARNtS®"). La amplificacién del ADN se realiz6 con
los oligonucle6tidos CB3FC- sentido (CA(T/
C)ATTCAACC(A/T)GAATGATA) y NINFR-
antisentido (GGTA(C/T)(A/T)TTGCCTCGA(T/
A)TTCG(T/A)TATGA), cuya secuencia es
complementaria al extremo 3’ del gen citocromo
by 3’ del gen NAD deshidrogenasa uno (NAD1),
respectivamente, flanqueando el gen ARNtS®" (11).
Elgen NAD1 es uno de los transcritos del genoma
mitocondrial que tienen como hebra codificadora
a la cadena H; por lo tanto, la secuencia de los
ARN derivados de esta cadena se transcribe en
direccion contraria a la de los genes citocromo b
y ARNtS®',
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La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se
desarrollé en un volumen de 50 pl, que contenian
0,3 mM de cada cebador, soluciéon tampén de PCR
1x, 3 uM de MgClL, 0,2 mM de la mezcla de
desoxirribonucledsidos trifosfatos (ANTP), 1,5 U
de Tag ADN polimerasay 8 ul de la solucién con
el ADN extraido. Las condiciones de amplificacién
consistieron en una etapa inicial de
desnaturalizacién a 94°C por 3 minutos, una
segunda etapa de 35 ciclos, que incluyé
desnaturalizacién a 93°C por 1 minuto,
alineamiento a 50°C por 1 minuto y extension a
72°C por 1 minuto, finalizando con una tercera
etapa de elongacidén a 72°C durante 10 minutos.
El producto de la PCR se verific6 mediante
electroforesis en gel de agarosa y se purificd
usando Wizard PCR Preps (Promega). La
secuencia nucleotidica del fragmento amplificado
se determind en ambos sentidos de la doble hebra
de ADN, en un secuenciador automatico de
electroforesis capilar ABI 3730xl, que emplea
cuatro dideoxinucle6tidos terminadores de cadena
marcados con grupos fluorescentes.

Analisis molecular

El andlisis genético se realizé con el programa
MEGA 3.1 (23) a partir de la secuencia nucleotidica
consenso del gen ARNtS® por espécimen, la cual
se derivd de las secuencias obtenidas de cada
hebra de ADN. Para el alineamiento mdltiple de
las secuencias se uso el algoritmo Clustal W (24)
integrado en MEGA 3.1 en la opcion Alignment
Explorer/CLUSTAL, que permitié identificar los

Biomédica 2007;27:429-38

sitios nucleotidicos variables en el grupo de
especies estudiadas. Con la herramienta BLASTN
(alineamiento nucleodtido-nucleétido) (25)
disponible en linea, se determiné el porcentaje de
similitud y la posicién de las secuencias obtenidas
respecto al genoma mitocondrial de otros insectos.
El programa MEGA 3.1 también se usé para
calcular la composicion nucleotidica de cada uno
de los siete taxones analizados. La hipotética
estructura secundaria del ARNtS®" se infiri6
manualmente a partir del grupo de secuencias
alineadas, sugerido como un método apropiado
por Klingler y Brutlag (26), teniendo en cuenta,
ademas, las estructuras homdlogas descritas
previamente en organismos del orden Diptera
(26,27). La estructura secundaria obtenida se
comparé luego con la producida por el programa
tRNAscan-SE 1.21 (28). Finalmente, todas las
secuencias nucleotidicas generadas en el
presente estudio estan depositadas en GenBank
con los ndmeros de acceso del EF012215 al
EF012225 (cuadro 1).

Resultados

Se obtuvieron 11 secuencias nucleotidicas
completas del gen mitocondrial ARNtS®" de siete
especies de Lutzomyia determinadas
taxonémicamente como hembras de L.
trinidadensis (Newstead, 1922), L. panamensis
(Shannon, 1926), L. cayennensis cayennensis
(Flochy Abonnenc, 1941), L. dubitans (Sherlock,
1962), L. gomezi(Nitzulescu, 1931), L. rangeliana
(Ortiz, 1952) y L. evansi (NUfiez-Tovar, 1924)

Cuadro 1. Numeros de acceso en Genbank y de registro en la colecciéon entomoldgica CAIMUS de las siete especies del

género Lutzomyia estudiadas.

Especie Subgénero o Cantidad de Numero de acceso Numero de registro
grupo de especies aislados GenBank CAIMUS
L. trinidadensis Grupo oswaldoi 1 EF012215 P173
L. panamensis Subgénero Psychodopygus 2 EF012216 P93
EF012217 P166
L. cayennensis ¢ Subgénero Micropygomyia 2 EF012218 P54
EF012219 P512
L. dubitans Grupo migonei 1 EF012220 P158
L. gomezi Subgénero Lutzomyia 2 EF012221 P5
EF012222 P7
L. rangeliana No agrupada 2 EF012223 P108
EF012224 P118
L. evansi Grupo verrucarum 1 EF012225 P59
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(cuadro 1). El segmento secuenciado es homologo
alaregion comprendida entre las posiciones 11585
y 11653 del genoma mitocondrial de Aedes
albopictus (niUmero de acceso NC_006817,
GenBank).

El andlisis molecular del gen ARNt*®" de los taxones
estudiados se basé en 70 posiciones nucleotidicas
producto del alineamiento multiple (figura 1). El
caracter econémico de la molécula mitocondrial
se manifiesta en L. cayennensis cayennensis'y
L. rangeliana por el solapamiento de la primera
base nucleotidica, adenina, del gen ARNtS®", con
la Gltima base del codén de terminacion del gen
citocromo b, y se acentla mas en L. gomezi,
donde estos genes comparten dos nucleétidos,
adeninay guanina. Aunque se secuencié mas de
un individuo de L. panamensis, L. cayennensis
cayennensis, L. gomeziy L. rangeliana (cuadro 1),
se observé un solo haplotipo nucleotidico para
cada una de estas especies. La frecuencia
nucleotidica en todas las especies se caracterizé
por un alto contenido de adenina (42,4 %) y timina
(39%), contrastando con un bajo porcentaje de
guanina (10,2%) y citosina (8,4%). La secuencia
del gen ARNtS®" oscil6 en tamafio entre 66 pb en

ARN de transferencia para serina en Lutzomyia

L. gomeziy 69 pb en L. trinidadensis, mantenién-
dose en este rango L. dubitans, L. evansiy Lu.
cayennensis cayennensis con una extension de
67 pb, ademas de L. panamensisy L. rangeliana
con un tamafio de 68 pb.

La estructura secundaria del ARNt®®" inferida
inicialmente de forma manual fue idéntica a la
producida por el programa tRNAscan-SE, el cual
arroj6 una sola estructura posible para cada una
de las especies estudiadas. La longitud superior
del ARNt®¢" de L. trinidadensis se debe al tamafio
de la lupa TYC que aparece constituida por nueve
bases (figura 2A), a diferencia de las demas
especies cuya extension se mantuvo en el rango
de 6 a 8 bases. Del mismo modo, la reduccién en
el tamafio del ARNtS®" de L. gomezi es producto
de la pérdida de tres bases en la lupa TYC (figura
2B). El nimero de apareamientos del tipo Watson-
Crick (guanina-citosina y adenina-uracilo) en el
grupo de taxones fluctué entre 4y 5 en el brazo
del anticodén, 7 en el brazo aceptor, 3y 4 en el
brazo DHU, y 4y 5 en el brazo TYC (figuras 2A-
2G). Todas las especies se caracterizaron por la
presencia de dos bases entre el brazo aceptory
el brazo DHU, una base entre este Ultimo y el

Posiciones nucleotidicas

111 111

Especie 123 456 789 012 345
L. trinidadenis AGT TAA TAA GCT TTA
L. panamensis Ce . Ce Ce WAL
L. c.cayennensis ... . ce Ce WAL
L. dubitans
L. gomezi
L. rangeliana .
L. evansi

444 444 444 455 555
Especie 012 345 678 901 234
L. trinidadenis AGA TAA AAA TTT AAA
L. panamensis B ... ... HB B
L. c.cayennensis ... ... ... e =
L. dubitans B ... ... HB B
L. gomezi B ... ... BB B
L. rangeliana g ... ... BB B
L. evansi .H. ... ... C.C --

111 122 222 222 223 333 333 333
678 901 234 567 890 123 456 789
-AT AGC AAT TGT TTT GAA AAC ATT
A.A

. e
A. T .AA
555 556 666 666 666 7
567 890 123 456 789 0
AAT TTT CTA TTA ACT T

B8 g..

.CC

-C

Figura 1. Alineamiento multiple de las secuencias del gen mitocondrial ARNtS®" de siete especies del género Lutzomyia. Los
puntos indican homologia y los guiones corresponden a eventos indel (insercion-deleccion). Los nucleétidos sombreados
resaltan los sitios polimérficos de la secuencias.
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Lupa anticodén Lupa anticodén
5 5
3 U 3 U
A-U A-U
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U-A U-A
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U . A3s  variable oy variable
u-a U-A
G-C .
U-aA g
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uea UG a
Lupa anticodén Lupa anticodén
5 3 U
3 U A-U
A-U G - C Brazo aceptor
G-cC U- A
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U-A A-U
A-U A-U
A-U Lupa DHU U= A UA
Lupa DHU U-A UA A ucuuu A
14 A ucuuu A U A [ A LupaTyC
A A [ A Lupa TyC U uca AGAAA [
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INEN u uu A AGC A 49
A AAGC A u A AG
16 A-U Lupa
A 18 A G
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U : E) L. panamensis UGA
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s
3 U
A-U
G - C Brazo aceptor
u-A
u-A
A-U
A-U 57 56
Uu-A c
Lupa DHU A ucuuu A
A RERE A LupaTyC
U uca AGAAA u
A T u uu
A AGC A
AU A G Lupa
U=u variable
U-A
U-A
G-C
U-A
v : G) L. Dubitants
u

UuGaA
Lupa anticodén

Figura 2. Prediccion de la estructura secundaria del gen ARNtS®" de siete especies del género Lutzomyia: A) L. trinidadensis,
B) L. rangeliana, C) L. panamensis, D) L. cayennensis cayennensis, E) L. dubitans, F) L. gomezi, G) L. evansi. Las letras
en color rojo denotan las bases distintivas de cada especie y el nimero relaciona la posicion en el alineamiento multiple de
las secuencias. Los apareamientos Watson-Crick se representan con barras y los apareamientos no Watson-Crick se
indican con puntos.
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brazo del anticodén y cuatro bases en la lupa
variable.

En el alineamiento se observaron 14 sitios
nucleotidicos polimérficos, incluyendo cuatro
eventos indel (insercién-deleccidn), que corres-
ponden a una tasa de variacion global de 20%
(figura 1). Sin embargo, los valores pareados de
divergencia entre especies variaron entre 2,86%,
observado entre L. dubitans 'y L. gomezi, y
11,43%, encontrado al comparar L. rangeliana con
L. trinidadensis, L. cayennensis cayennensis, L.
dubitans, L. evansiy L. gomezi. Al confrontar las
secuencias de nucledtidos del gen ARNtS®" de las
siete especies estudiadas con secuencias
homologas de flebotomineos depositadas en
Genbank, se obtuvieron porcentajes de similitud
que oscilaron entre 88% y 98%. Estos
corresponden a los valores encontrados entre L.
evansiy L. ovallesi(Ortiz, 1952) (AF403487) y L.
rangeliana y L. nuneztovari (Ortiz, 1954)
(AF403491), respectivamente.

La mayoria de las sustituciones correspondieron
a las lupas DHU, TYC vy variable, asi como al
extremo basal del brazo anticoddn, en los cuales
se encontraron posiciones con nucleétidos propios
de cada especie flebotominea. En L. rangeliana
es notoria la presencia de cinco apareamientos
Watson-Crick en el brazo del anticodon, derivado
de la sustitucién del uracilo por la adenina en la
posicion 38 (figura 2C), en tanto que las demas
especies poseen cuatro apareamientos Watson-
Crick y un apareamiento no Watson-Crick. Esta
especie también se destaca por la presencia de
los nucleétidos uracilo, adenina y uracilo en las
posiciones 23y 39 del mismo brazo y la posicién
41 de la lupa variable, respectivamente (figura 2C).

A diferencia de los otros taxones que exhiben
cinco apareamientos canénicos en el brazo TYC,
L. cayennensis cayennensis posee sé6lo cuatro
apareamientos Watson-Crick (figura 2D), como
producto del reemplazo del uracilo en la posicién
58 por adenina, la cual genera un apareamiento
no canénico en el interior de dicha estructura.
Igualmente, esta especie se distingue por la
presencia de uracilo y citosina en los sitios 16 y
18, respectivamente, de la lupa DHU. L.
panamensistiene el brazo DHU mas largo, con 4
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pb y la lupa DHU mas corta, con sélo 4 bases
(figura 2E), mientras los otros taxones exhiben
tres apareamientos Watson-Crick en dicho brazo
y 5 0 6 bases en la misma lupa. Esta especie
también se caracteriza por mostrar una adenina
en la posicion 18 de la lupa DHU (figura 2E),
ademas de compartir la adenina de la posicion 14
con L. cayennensis cayennensis y de las
posiciones 14y 16 con L. rangeliana. En L. evansi
es exclusiva la presencia de la base citosina en
los sitios 49 y 51 de la lupa TYC (figura 2F). De
otro lado, la presencia de dos citosinas de forma
consecutiva en las posiciones 56 y 57 de la lupa
TYC es una caracteristica distintiva de L. dubitans
(figura 2G), que comparte a su vez esta Ultima
base con L. gomezi.

Discusién

En el genoma mitocondrial de los metazoos se
encuentran presentes dos genes que codifican
para el ARNtS*" (AGN) y ARNtS®" (UCN), el ultimo
de los cuales se caracteriz6 en este estudio.
Aunque en los bancos de datos moleculares
reposan algunas secuencias nucleotidicas del gen
mitocondrial ARNtS®" para flebotomineos del Nuevo
y el Viejo Mundo, no se habia evaluado a la fecha,
la utilidad de la estructura secundaria del ARNt=®"
para el diagnéstico de especies de este grupo
taxonomico.

El porcentaje de conservacion global de 80%,
observado entre las secuencias nucleotidicas del
gen mitocondrial ARNtS®" de las siete especies
de Lutzomyia estudiadas, puede ser
consecuencia de restricciones operacionales que
hacen imperiosa la conservacion de la estructura
secundaria de este ARNt (10). Mas audn, las
regiones que aparecen estructuralmente
conservadas, como el brazo aceptor del
aminoacido, el brazo DHU, la lupa del anticod6n
y el brazo TYC, estarian revelando la importancia
funcional que tienen dichos motivos en el ARNtSef
de los flebotomineos. La conservacion del gen
se hace mas notoria al examinar los porcentajes
pareados de similitud, los cuales estuvieron en el
rango de 88% a 98%, incluyendo la comparacion
con las especies flebotomineas registradas en
Genbank. Es importante anotar que L. rangeliana
aport6 gran parte del polimorfismo observado.
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La mayoria de los caracteres nucleotidicos vari-
ables se expresaron a lo largo de las lupas DHU,
TYC y variable, con la excepcién de los cambios
observados en los primeros nucleétidos del brazo
del anticodon de L. rangeliana que originaron un
apareamiento Watson-Crick adicional. Esto
permite deducir que tales regiones gozan de mayor
libertad para mutar en estos insectos, particular-
mente las lupas DHU y TYC que sufrieron la mayor
parte de las sustituciones. Ademas, llama la
atencion que las divergencias en longitud entre
las especies tengan origen en estas lupas y no
en la lupa variable, cuyo tamafio fue constante
en todos los taxones, aungue en la mayoria de
los animales es la directa responsable de los
diferencias de tamafio entre los ARNtS®
mitocondriales.

Es importante destacar que todos los
apareamientos observados en los distintos brazos
del ARNt®* de L. rangelianafueron del tipo Watson-
Crick, sobresaliendo entre el grupo de especies
estudiadas como la Unica que carece de
apareamientos no canénicos. Los ultimos
determinan en gran parte la complejidad estructural
de los ARNt, participando activamente en los
procesos de reconocimiento molecular RNA-RNA
y RNA-proteinas. No obstante, se requieren mas
estudios para determinar la importancia de este
hallazgo.

Las sustituciones nucleotidicas observadas en la
secuencia del gen ARNtS®" y los rearreglos
estructurales ocasionados por éstas, son utiles
para la correcta distincion de cada uno de los
flebotomineos estudiados, sumado a las
diferencias en el tamafio del gen por la pérdida o
ganancia de bases. La extension nucleotidica del
gen ARNtS®" en Lutzomyia, comprendida en el
rango de 66 a 69 bases, es ligeramente inferior al
margen de 68 a 70 bases encontrado al comparar
el mismo gen en especies flebotomineas del
género Phlebotomus del Viejo Mundo (29)
(nimeros de acceso en Genbank, U94474, U94473
y U94471).

Los patrones de cambio genético parecen
inclinarse a favor de la teoria de la evolucion con
tendencia a la reduccién, reflejada en la
disminucién del numero de bases nucleotidicas

436

Biomédica 2007;27:429-38

y, por consiguiente, en la disminucion del tamafio
de los elementos que integran el genoma
mitocondrial. Esto podria explicar el solapamiento
de la secuencia del gen ARNtS®" con el gen
citocromo b en L. cayennensis cayennensis, L.
rangelianay L. gomezi, poniendo en evidencia el
caracter econémico de la molécula mitocondrial.
También se ha sugerido que los ARNt adyacentes
a genes codificadores de proteinas pueden
desempefiar un papel de puntuacién en el
procesamiento de éstas (30).

En la escala zooldgica, se ha observado un
acortamiento gradual de algunos ARNt
mitocondriales, como la desaparicion del brazo
DHU en el ARNt**" (AGY) (10). La seril ARNt
sintetasa que carga el aminoacido serina al
extremo 3'OH del ARNt®¢" se clasifica como tipo
Il; por lo tanto, su reconocimiento se basa
principalmente en la formay el tamafio distintivo
de la estructura secundaria, a diferencia de las
aminoacil ARNt sintentasas tipo I, en las cuales
los residuos del la lupa anticodén y del brazo
aceptor son importantes para el reconocimiento
del ARNL. Por esto, es mas tolerable una reduccion
gue un aumento del tamafio del ARNtSe,
considerando que lo ultimo posiblemente
dificultaria el acoplamiento de la molécula al
bolsillo activo de la seril ARNt sintetasa.

Desde el punto de vista del tamafio, L.
trinidadensis podria postularse como la especie
mas ancestral dentro del grupo de flebotomineos
estudiados por presentar el gen ARNtS®" mas
largo. Esto se sustenta ademas, segun los
estudios morfolégicos, por la presencia de una
espermateca lisa sin anulaciones terminales y de
cinco espinas estilares dispuestas en los genitales
masculinos que, de acuerdo con Theodor (31),
corresponden a la forma primitiva de la que
eventualmente se derivaron el resto de especies
flebotomineas americanas. Sin embargo, esta
hipétesis de evolucion molecular del ARNtS® en
Lutzomyia deberd ser evaluada en futuros
estudios mediante la incorporacién de otras
especies que poseen cinco espinas estilares.

Teniendo en cuenta que los resultados de esta
investigacion comprueban la utilidad de la
estructura primaria y secundaria del tRNAS® para
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la discriminacion taxonémica de flebotomineos,
se sugiere ampliar el analisis incluyendo mas
individuos de las mismas especies, asi como otros
taxones de origen neotropical. Mas aln, por su
tasa evolutiva éste podria ser un marcador mo-
lecular apropiado para evaluar las relaciones
filogenéticas entre los subgéneros y grupos de
especies de flebotomineos americanos.
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