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

Amplificotion ond sequencing of mitochondriol rRNA
from Lufzomyia spp. vectors of leishmoniosis

Resumen
Recientes investigaciones han señalado el
AD mitocondrial como herramienta impor-
tunte en estudios de entomología molecular
que incluyen no sólo la identificación de es-
pecies sino también el establecimiento de re-
laciones filogenéticas y evolutivas en insectos,
En el presente estudio se ampl ificó y xecuenció
exitosamente un fragmento de 380 pb de la
subunidad larga ribosomal mitocondrial en
l.uttrnnvio longipaipis y LlII;OIIl\'io gomet i
lectores de leishmaniosis. como paso preli-
minar hacia el conocimiento y obtención de
secuencias con uso potencial en estudios
taxonórnicos y filogenéticos en estos insectos.
Los oligonucleótidos usados para la amplifi-
cación por técnicas de reacción de polimerasa
en cadena PCR. fueron diseñados con base en
las regiones conservadas de insectos cuyas se-
cuencias para esta región de ADN mitocon-
drial han sido previamente publicadas. Las
secuencias obtenidas fueron ricas en adenina
y timiua (81 %) una característica común en
ADN mirocondrial de insectos y los
alinearnientos múltiples no presentaron
ambiguedades características deADN nuclear,
Comparaciones preliminares entre las secuen-
cias obtenidas sugieren la utilidad de esta re-
gión cr-mo c aracter taxonómico para
Lutt otnviu a nivel de especie.

Palabras claves: Luttotnvia spp .. PCR. AD
mi tocondrial. Secuencias.
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Summary
Recent investigations have been suggested
mitochondrial DNA as important tool in
rnolecular entomology studies that include not
only species identification. but also establish-
ment 01' phylogenetic and evolutive
relationships among insects.

In this 1V0rk we amplified and sequenced a
fragment of 380 pb frorn the mitochondrial
ribosomallarge subunit: this preliminary work
was done in order to obtain sequences with
potential use as taxonornic character in sand
flies. Primers used for PCR amplification and
O A 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
cornposition of mtD A 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 worcls: Sandfly. PCR, Mitochondrial
DNA. Sequences.

Introducción
Los tlebotomineos. (Diptera.Psychodidae) de
los género, Ph/eh%/JI/IS y Lutt.onivia son lo,
insectos transmisores de leishmaniosis en el
viejo y nuevo mundo respectivamente (Ashford
el al. 1992). Esta enfermedad, potencialmente
fatal causada por el parásito protozoo del gé-
nero Leisluncnia . ha recibido recientemente
especial atención por el creciente número de
casos diagnosticados y el aumento en la pobla-
ción de riesgo (Ashford el al. 1992 ; Mutebi el

al. 1998)

Los estudios epiderniológicos y de control de
la enfermedad requieren la identificación de la
o las especies vectoras: sin embargo. este tra-
bajo. basado generalmente en caracteres
morfológicos. se dificulta por el pequeño ta-

maño de estos insectos y los procedimientos
necesarios para la observación de estructuras
internas importantes como las espermatecas
de las hembras, que requieren aclaración)
montaje de los especímenes. Adicionalmente.
muchos de los caracteres morfológico-, diag-
nósticos de especie se encuentran presentes en
un solo sexo (Young y Duncan 1994).

La existencia de especies isomórficas I com-
plejos de especies en flebotornineos ha sido
sugerida mediante estudios isoenzirnaucos y
por algunas técnicas de entomología molccular
como amplificación al azar de fragmt'ntos de
ADN usando PCR (Lanzaro y Warburg 1995):
tales estudios han señalado la necesidad de
implemetar nuevas estrategias que permitan
identificar las especies que conforman lo, com-
plejos y que podrían di feri r en aspecto, como
la capacidad vectorial. lo cual traeria impor-
tantes implicaciones en la transmisión d~ la en-
fermedad (Lanzaro y Warhurg 1995).

Así mismo y de acuerdo con los principales
estudiosos de la taxonomía de estos pequeños
dípteros de la fami lia Psychodidae. lo, esque-
mas de clasi ficación y la interpretación de los
mismos deben ser constantemente ree x a-
minado, y la inclusión de nuevos c.uactere-,
taxonómicos -además de los ruorfológrcox- es
necesaria para la determinación de 1,ls rela-
ciones taxonómicax y Iilogenéucas. un aspec-
to poco estudiado y entendido hasta ahora
(Young y Duncan 199~).

El ADN mitocondrial. por su herencia m.uer-
na y su relativa tasa de cambio rápida.ve cons-
tituye en una herramienta importante de la
entomología molecular que permite su utiliza-
ción en estudios taxonómicos aumentando el
número de caracteres disponibles P'I1'.1 tales
estudios y solucionando dificultade-, de la taxo-
nomía clásica (Beard e/ al. 1993). La suhunidad
larga ribosomal. del ADN mitocondrial ha sido
ampliamente estudiada en insectos de los ór-
denes Diptera. Orthoprera e Hymeuopn-ra y su
utilidad ha sido probada a diferentes nivele-.
(Floo].; y Rowe!l 1997).

En el presente estudio se amplificó l' ','cuen-
ció e x irosarnente un fragmento de ~~() pb
obtenido a partir de Lutt onivia /Ol/,~I/){//fli\

vector de leishmaniosis visceral y LIII;fl/lI.I'io

gO/lle;i vector de leishmaniosis cutanea en
latinoaméricn. usando unos oligonucleótidos
diseñados con base en las secuencia' publi-
cadas de insectos cómo Anoplieles quadri-
/I/OCU/alIIS. Apis mellijera y Urosophi! a
mclonogastcr: dado que éste c., un estudio
preliminar, cuyo objetivo princ ipal consti-
tuyó la búsqueda de oligonucleótidos ade-
cuados para la amplificación ex ito-,a por
técnicas de PCR e identificación de <ecuen-
cius de uso potencial en estudios de taxono-
mía y filogenética de Lut trnnviu SP/I. no se
incluyen análisis detallados de sistemática
molecular.
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Especímenes de Luizomyia spp. Las secuen-
cias fueron obtenidas de 18 especímenes de
Lutzomvia. de los cuales 16 correspondían a
L /ongipa/pis y 2 «t: gomezi.

Los especímenes estudiados de L longipolpis
provenían de Colombia y de otros países que
permitieron observar la variabilidad de las se-
cuenci s respecto a la distribución geográfica.
La tabla I muestra la procedencia de los ejem-
plares deL lon gipalpis v L gomezi utilizados
en el estudio.

Aislamiento y amplificación de ADN por
técnicas de PCR. Los especímenes fueron
criopreservados o mantenidos en isopropanol
al 100%. Para la extracción de ADN solo se
utilizaron machos cuyas terminalias fueron
previamente removidas y aclaradas en medio
Hoyers para verificar la identidad de la espe-
cie usando las claves taxonómicas de Young
y Duncan (1994). El ADN fué aislado de
especímenes individuales por el método de
Collins y Porter (1990); tres especímenes se
utilizaron por cada localidad para L.
/ongipa/pis con excepción de Guatemala de
donde solo un ejemplar fué disponible y dos
para L. gonieti.

El fragmento de 380 pb fué amplificado usan-
do los oligonucleótidos LRJ 12966 (AAA
AAA ATI ACG CTG TTA TCC CTA A) Y
LRN 13393 (C (G/ )C CTG TTT AAC AAA
AAC AT) diseñados y construídos en el
Center fo r Diseases Control (At l antu.
Georgia) con base en la secuencia consensus
de dos regiones altamente conservadas del
gen de la unidad larga ribosomalmitocondrial
de seis especies de invertebrados deposita-
dos en el banco de genes (Gen Bank). Las
especies elegidas para diseñar los primers y
los números de identificación en el banco
de genes son las siguientes: Anoph el e s
giunbiae (L20934). Anoplieles quadrimacu-
latus (L04272). Apis mellíjera (L06178).
Dro so ph il a tnel a n og ast er (U37541) y
Locustus migratoria (X8024S).

Después de una fase inicial de desnaturaliza-
ción del ADN a 94 o C. durante tres minutos.
los parámetros de amplificación para los si-
guientes 35 ciclos de PCR fueron: desnaturali-
zación por un minuto a 93" C. alineamiento por
un minuto aSO" C y extensión por I minuto a
72" C. Para verificar la amplificación, parte de
la muestra fué sometida a electroforesis en un
gel 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
secuenciados directamente en ambos sentidos
de la doble cadena usando un secuenciador
automático ABl 377 ( Perkin Elmer) y anali-
zadas con el paquete GCG (Genetics
Computer Group). Las secuencias fueron edi-

Tabla 1. Procedencia de los especímes de Lutromyia spp, utilizados para la extracción y arn-
pliación de ADN

Especie País Departamento y/o Estado Localidad -vereda Fuente

L longipalpis Colombia Cundinamarca El Callejón Cristina Ferro
Santancler Giren-palo gordo Victor Angulo

Brazil Ceará Sobral Rohert Tesh
Minas Gerais Robert Tesh

Venezuela Trujillo El Batatillo .1osé V. Se orza

Guatemala El Progreso Nidia RIzo

L. gotne ii Colombia Antioquia Montebello Sandra Uribe

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

Resultados
Amplificación de ADN mediante PCR. La
figura I muestra la amplificación exitosa del
fragmento de 380 pb de algunos de los
especímenes visual izada en un gel de agarosa
al 1 %; el tamaño de la banda fué determina-
do por comparación con el marcador de peso
molecular de 1 Kb (Promega) que aparece en
las líneas extremas de la fotografía del gel. La

marcador 1Kh
~

380 pb

1-
marcador IKb

Figura 1. Verficación de la amplificación de mt IrRNA 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 purificación (línea infe-
rior) en L. longipalpis de diferentes localidades y L. goniezi.
C 1: L. longipatpís El Callejón (Cundinamarca), C2: El Callejón especímen 2. C3: El Callejón
especímen 3. C4: Girón (Santander), CS: Girón (Santander) especímen 2. C6:CJirón (Santander)
especímen 3. C7: Minas gerais (Brazil), C8: Minas gerais (Brazil), especímen 2. C9: Minas
gerais (Brazil), especímen 3, ClO: Sobral ceará (Brazil) Cl1: Sobral ceará (Brazil), especímen
2. C 12 : Sobral ceará (Brazil). especímen 3. C 13: Tulul11ajillo (El Progreso.Guatemala¡ C 14:
Trujillo (Venezuela), CIS: Trujillo (Venezuela). especímen 2, CI(i :Trujillo (Venezuela).
espécimen 3. C 18: L. gonieii (Montebello). C20: L. gomet¡ (Montebello) espécimen 2. Los
carriles C21-C230 corresponden a los productos de PCR purificados de los productos de PCR
visual izados en los carriles C I-C IO.
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identidad del fragmento fué corroborada pos-
teriormente al comparar las secuencias con la
secuencia referencia de Auoplieles gambiae
(Beard el al. 1993 l.

Secuencias. Las secuencias obtenidas para
LU1ZOl11yia corresponden a las posiciones
12904 - 13284 de la secuencia referencia de
Anopheles gambiae y la homología entre ellas
fué de 80 % para L. gomezi y 79.8 % para L.
langipalpis.

La composición de las bases fué similar en
todas las secuencias de Lutromvia. 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
guanina y 9.4-10.8 para citosina.

Los porcentajes promedio de cada una de las
bases fueron:

A: 42%. T: 39o/c. O: 8%, y C: II %. Altas
proporciones de adenina-tirnina (81 %) en
total son consistentes con la composición de
estos nucleótidos encontrada en secuencias
de ADN mitocondrial en otros insectos
(Simondelal.1994).

En el alineamiento múltiple de pileUp bajo
OCO (Fig. 3) se observaron 14 haplotipos
entre las 18 secuencias. Un haplotipo es de-
finido en la vía usual. es decir, como una
secuencia única de ADN rnitocondrial que
puede dis mguirse de cualquier otra secuen-
cia homóloga por lo menos por una substi-
tución nucleotídica. Los haplotipos comunes
en dos o más individuos fueron encontra-
dos solo en Lut zomvia de la misma especie
(L. gonicti¡ y de la misma localidad, (L.
longipalpis de Trujillo. Venezuela) y nin-
gún haplotipo fue compartido por las dos
especies. El alineamiento múltiple de las
secuencias resultó en 380 caracteres inclu-
yendo tres deleciones en las posiciones
'+3.123 y 353 en las secuencias de L. lon gi-
palpis en relación con las de L. gome;i;
igualmente. una deleción adicional fue ob-
servada en la posición 163 del alineamiento
para las secuencias de L. longipalpis, Brazil
Minas Gerais, El Progreso. y Guatemala en
relación con las otras secuencias de L.
tongipolpís. De los 380 caracteres, 58 (15%)
fueron variables entre las secuencias: el por-
centaje de las Transversiones -cambios de
purina por piri midina y visceversa- fué ma-
yor que las transiciones -carnbios de purina
por puri na y/o pi ri m idi ua por piri midi na-
(7 O 'le y 30% respectivamente) y la mayoría
de las transverionex fueron A- T (55%). algo
comúnmente observado en secuencias de
ADN ribosomal mitocondrial en insectos
(t igro y Grapputo 1993).

Al comparar las secuencias entre L. gomezi y
L. lo ngip al p i; se encontraron 58 sitios
polimórficos incluyendo las deleciones previa-
mente descritas, mientras que entre L.

longipalpis ee los diferentes países sólo se ob-
servaron 16 sitios polirnórficos, Entre L.
longipolpisce una misma localidad se presen-
taron variaciones puntuales entre especímenes
como los de Girón (Santander), donde se ob-
servaron cambios de O por T, C por T, A por
T y G por A en las posiciones 16 , 143, 256 Y
367, respectivamente.

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

Algunas diferencias encontradas entre L.
longipulpis de diferentes localidades en un
mismo país permitieron separar las Lutromvio
provenientes de estas localidades por inspec-
ción visual del alineamiento, como en el caso
de Minas Gerais. Sobral Ceará en Brazil y otras:
sin embargo, estas variaciones fueron pocas:
uno a tres sitios polimórficos.

El hecho de que el alineamiento de las secuen-
cias obtenidas directamente deproductos de
PCR no revelara arnbiguedades características
de heteroplasmia dentro o entre las dos espe-
cies. sugiere que los segmentos secuenciados
corresponden a ADN mitocondrial y no a co-
pias nucleares (Besan ski el 01. 1997).

La comparación con secuencias homólogas
previamente estudiadas en otros insectos y en
especial con Anopheles gatnbiae confirma la
identidad de las secuencias y la utilidad de los
oligonucleótidos usados en este estudio para
amplificar mtR A en Lutt omvio spp.

Discusión
En este estudio se presentan las secuencias de
un fragmento de 380 pb de la unidad larga
ribosornal mitocondrial en L. IOllgipalpis y L.
gomeii vectores de leishmaniosis. Regiones
homólogas han sido amplificadas y secuen-
ciadas en otros dípteros, pero no en fleboto-
mineos (Lanzaro y Warburg 1995: Esseghir
el al. 1997). Las únicas secuencias de ADN
mitocondrial publicadas hasta la fecha en la
familia Psychodidae corresponden a fragmen-
tos de los genes Cirocrorno B y NADH I obte-
nidos a partir de insectos pertenecientes al
género Phlebotomus -transmisor de
leishmaniosis en el viejo mundo- de las espe-
cies papntasi. bergeroti, dubosqui y otras del
Mediterraneo (Esseghir el al. 1997).

Numerosos estudios han mostrado que el
ADN mitocondrial de insectos posee una pro-
porción alta en adenina y timina y las
Lutzomvia incluídas en este estudio no fue-
ron la excepción con un promedio de de 81 %
entre las 18 secuencias: sin embargo. este
valor aparece alto. cuando se compara con
las secuencias de regiones homólogas de in-
sectos estudiados hasta la fecha (ver tabla 2
en Simond el 01. 1994).

Por ejemplo, la región homóloga en 32 espe-
cies de cucarachas mostró' un promedio de
72% en A- T (Kambhapati 1995) y para miem-
bros de la familia Cicadelidae. Fang el 01.

(1993) encontraron un promedio de n % de
A- T valores más bajos que el encontrado en
el presente estudio.

En el caso de Anopheles gaiubiae el conteni-
do de A-T observado fue de 80% en casi la
totalidad del gen con aproximadamente 1150
pares de bases (Beard 1'1al. 1993).

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

En cuanto a las sustituciones nucleotídicas. el
promedio de la tasa de transiciciones de 30(!,-
entre Luttotnvia, observado en este estudio. es
considerablemente mayor que el encontrado
en otros insectos como terrnitas y cucarachas
de 8 y 7 % respectivamente (Karnbhapati
1995): mientras que en cucarachas las tasa de
transición C-T fué dos veces más frecuente
que la de A-O, en Lutromvia al igual que en
termitas la proporcion en los cuatro tipos de
transiciones fué relativamente igual
(Karnbhapati 1'101. 1996)

La tasa de transversiones de 70r¡¡. fue más alta
que la encontrada en otro, insectos. <in em-
bargo. el porcentaje en las transversionesA-T
fue menor respecto al de cucarachas) similar
al de termitas (Kambhapati 1995: Kambha-
pati ('1 al. 1996).

La variabilidad en las sustituciones
nucleotídicas confirma la existencia de dife-
rencias en la dinámica evolutiva del gen 16S
rRNA entre grupos de insectos propuesta por
Kambhampati el al. (1996).

La variación en el contenido de A-T en se-
cuencias de AD 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 (Croz ier y Cro z ier 1989:
Dietrich el (/1. 1997)

Investigaciones previas sugieren que las
fluctuaciones en la composición de
nucleótidos son consecuencia directa del
tipo de evolución de DNA mitncondrial en
insectos y que los efectos potencialmente
adversos de esta variación en la taxonomía
y reconstrucción filogenética deben ser con-
siderados. por lo tanto. estudios haxado»
en secuencias como las de Hyrnenoptera y
Lut zotnvia descritas en este trabajo con
altos contenidos de A-T deben contemplar
este aspecto en el análisis estadístico IFlook
y Rowell 1997).



L. l onq i pe l p i s , mt ltRNl\.
CallcjQr1. Cundinamarca, Colombia.Espccimen

1 l'A1'CCCTAAA G1'AAC1'1'AAr; 1'TTATAA1'CA Al'ATTAATGG ATCAAAA1'TT
51 CAATTATAAT TGT1'T!\" I\N\ I\N\1'AAAAAT TTA1'!\AAATT TTATTATTAC
101 CCCAATATAA TATATTAATA ATT~~~T AATATTTAAC TAATTTTTAT
151 TTAATCATTT TTTA1'ATAAA GATCTATAGG G1'CTTC1'CG1' C1'TT1'TT1'T1'
201 AATTTAAACT TTTT,AATTAA AAAATAAAAT TTTATTTI\N\ TAAATTAAAG
251 ACAGTAAATA 1'TTCGTCCAA TCATTCA1'TC TAGCTTTCAA TTAAAAAACT
301 AATGATTATG CTACCl'TTGC ACAGTTAATA TACTGCGGCC CTTTAATTTT
351 ATCAGTGGGC AGAT1'AAACC TTAAATAAAA TCAAAAAGAC A

L. longipalpis. roL lrRNA.
Callejon, Cundinamarca, Colombia. E.specimen 2.

1 TATCCCTAAA GTAACT1'AAC 1'T1'A1'AA1'CA ATATTAATGG ATCAAAATTT
51 CAATTATAAT 1'G1'T1'ATAAA AAATAAAAA1' T1'ATAAAATT TTATTATTAC
101 CCCAATATAA 1'ATATTAATA ATTAAAAAAT AATATTTAAC TAATT1'1'1'AT
151 TTAATCATTT TTTATATAAA GATCTATAGG GTCTTCTCGT CTTTTTTTTT
201 AATTTAAACT T1'TTAATTAA AAAATAAAAT TTTATTTAAA TAA~TTAAAG
251 ACAGTAAATA 1'1'TCGTCCAA TCATTCAT1'C TAGCTTTCAA TTAAAAAACT
301 AATGATTATG CTACCTTTGC ACAGTTAATA TAC1'GCGGCC CTT1'AA1'TTT
351 ATCAGTGGGC AGATTAAACC TTAAATAAAA TCAAAAAGAC A

L. longipalpi s. mt 1 rRN.n..
Callejon, Cundinamarca, Colombia. Especimen 3.

1 TATCCCTAAA GTAACTTAAC TTTATAATCA ATA1'TAATGG ATCAAAA1'TT
51 CAATTATAAT TGTTTATAAA AAATAAAAAT TTATAAAAT1' TTATTATTAC
101 CCCAATATAA TATATTAATA ATTAAAAAAT A1'TATTTAAC TAATTTTTAT
151 TTAA1'TA1'T1' 1'1'TATATAAA GATCTATAGG GTCTTCTCGT C1'1'1'TTTTAA
201 AATTTTAACT T1'TTAATTAA AAAATAAAA1' TTTATTTAAA TAAATTAAAG
251 ACAGTAAATA 1'1'TCG1'CCAA 1'CA1'TCATTC TAGC1'TTCAA TTAAAAAAC1'
301 AATGAT1'ATG C1'ACCTTTGC ACAG1'TAATA TACTGCGGCC CTT1'AA1'1'1'1'
351 A,1'CAG1'GGGC AGATTAAACC TTAAATAAAA 1'CAAAAAGAC A

L. Jongipalpis. mt lrRNA.
Giror., Santander, Colombia. Especimen 1

CCC1'AAAG1'A ACT1'AACT1'T ATAATCAATA TTAA1'GGATC AAAATT1'CAA
51 TTATAATTGT T1'ATAAAAAA TAAAAAT1'1'A TAAAATTTTA 1'TATTACCCC
101 AATATAA1'AT AT1'AA1'AATT AAAAAATAAT A1'TCAAC1'AA T1'1'TTATT1'A
151 ATTATTT1'1'1' A1'A1'AAAGA1' C1'ATAGGG1'C TTCTCGTC1'T 1'1'1'1'1'T1'1'A1'
201 1'1'AAAC1'T1'1' 1'AATTAAAAA ATAAAATTT1' A1'T1'AAA1'AA AT1'AAAGACA
251 GTAAATATTT CGTCCAATCA TTCATTCTAG C1'1'TCAAT1'A AAAAAC1'Ar~T
301 GA1'TA1'GCTA CC1'T1'GCACA G1'1'AA1'ATAC TGCGGCCC1'1' 1'AA1'1'AATCA
351 GTGGGCAGAT TAAACC1'TAA ATAAAC1'CAA AAAGACA

L. longipalpis.mt lrRNA.
Giron, Santander, Co1ombia.Especímen

1 AACTTAACTG 1'A1'AATCAAT AT1'AATGGAT CAAAATT1'CA ATTATAATTG
51 T1'TATAAAAA A1'AAAAA1'TT ATAAAAT1'TT AT1'A1'TACCC CAATATAATA
101 TAT1'AATAAT 1'AAAAAATAA TATTTAACTA A1'TTTTATTT AATCA1'TT1'1'
151 1'A1'A1'AAAGA 1'C1'A1'AGGG1' C1'TC1'CG1'CT T1'1'1'T1'TT1'A TTT1'AAC1'1'1'
201 1'TAATTAAAA AA1'AAAA1'1'1' 1'A1'TTAAA1'A AATTAAAAAC AG1'AAA1'A1'T
251 TCGTCCAA1'C A1'1'CATTC1'A GCTT1'CAA1'T AAAAAAC1'AA TGA1'1'A1'GCT
301 ACCT1'1'GCAC AG1'1'AATA1'A CTGCGGCCC1' T1'AATTTA1'C AG1'GGGCAAA
351 T1'AAACCT1'A AATAAAAC1'C AAAAAGACA

L. longipalpis.mt lrRNA.
Giren, Santander, Colombia.Especímen

1 1'A1'CCC1'AAA G1'AACTTAAC 1'1'TA1'AA1'CA A1'AT1'AATGG A1'CAAAA1'T1'
51 CAA1'1'A1'AAT 1'G1'T1'A1'AAA AAATAAAAAT 1'1'ATAAAl,1'T 1'TATTATTAC
101 CCCAATATAA 1'A1'A1'1'AATA A1'1'AAAAAAT AATAT1'C~~C TA~T1'T1'TA1'
151 T1'AAT1'AT1'1' 1'1'TATA1'AAA GATC1'A1'AGG G1'C1'1'CTCG1' C1'1'T1'1'1'1'1'1'
201 1'AT1'T1'AAC1' 1'T1'1'AATTAA AAAATAAAA1' 1'1'TATT1'AAA TAAATTAAAG
251 r,CAGTAAATA TTTCGTCCAA 1'CATTCA1'TC TAGC1'1'1'CAA T1'AAAAAAC1'
301 AATGAT1'ATG CTACCTTTGC ACAGTTAATA TAC1'GCGGCC CTT1'AATTAA
351 TCAGTGGGCA GAT1'AAACCT TAAATAAAAC TCAAAAAAGA CA

L. lonqipalpis mt lrRNA
Minas Ge r a í s , Brazi l. Es pe c í.men

1 TTAfAATTGT TTl\TAAAAAA TAAAAATTTA TAAAATTTTA T'rATTACCCC
101 AA1'ATAATA1' ATAAATAAT1' AAAAAATAA1' AT1'1'AAC1'AA TTTTTA1'1'TA
151 ATTAT1'1'1'TA TA1'AAAGATC TATAGGGTCT TC1'CG1'CTTT TTTTT1'1'ATT
20l 1'TAAC1'1'T1'T AAT1'Al\AAAA 1'AAAA1'1'1'1'A 1'TTAAA1'AAA T1'AAAGACAG
251 1'AAA1'A1'1'TC GTCCAATCA1' TCAT1'C1'AGC 1'TTCAAT1'AA AAAACTAA1'G
301 ATTATGCTAC CTTTGCACAG TTAATATACT GCGGCCCTTT AATTAATCAG
351 TGGGCAGAl'T AAACC1'TAAA 1'AAAAc1'CAA AAAAGACA

L. longipalpis mt lrRNA
Minas Gerais, Brazil. Sspecímen

1 CCCTAAAG1'A ACT1'AAC1'1'1' A1'AAl'CAATA 1'TAA1'GGA1'C AAAATTTCAA
51 1'1'A1'AA1'TG1' 1'TA1'Al\AAAA TAAAAAT1'1'A 1'AAAA1'TTTA 1'TA1'TACCCC
101 AATA1'AA1'A1' A1'AAA1'AA1'T AAAAAATAAT ATT1'AACTAA 1'1'TT1'ATTTA
151 AT1'A1'1'1'T1'A TA1'AAAGATC TATAGGG1'CT 1'CTCGTCTT1' 1'T1'1'TTTATT
201 1'1'AACT1'T1'1' AA1'TAl\AAAA 1'AAMTTT1'A 1'T1'AAA1'AAA T1'AAAGACAG
251 1'AAATATTTC GTCCAA1'CA1' 1'CATTC1'AGC 1'1'1'CAA1'TAA AAMC1'AA1'G
301 ATTA1'GCTAC C1'1'1'GCACAG T1'AATA1'AC1' GCGGCCCTT1' AAT1'AA1'CAG
351 TGGGCAGAT1' AAACCTTAAA 1'AAMCTCAA AAAAGACA

L. longipdlpis rnt 1eRNA
Minas Gerais, Brazil. Especimen

1 CCC1'AAAGTA AC1'1'AACTTT A1'AA1'CAATA TTAA1'GGATC AAM1'1'TCAA
51 1'TA1'AA1'TG1' 1'1'A1'Al\AAAA TAAAAA1'1'1'A 1'AAM1'1'1'1'A 1'1'AT1'ACCCC
101 AA1'ATAATA1' A1'AAATAATT AAAAAATAAT ATTTAAC1'AA TT1'1'1'AT1'TA
151 AT1'A1'T1'1'1'A 1'ATAAAGATC 1'ATAGGGTC1' TCTCG1'C1'TT T1'TTTT1'ATT
201 T1'AAC1'1'1'1'1' AA1'1'Al\AAAA 1'AAM1'1'1'TA 1'TTAAA1'AAA TTAAAGACAG
251 TAAATAT1'1'C GTCCAA1'CAT TCA1'TC1'AGC 1'1'1'CAAT1'AA AAAACTAA1'G
301 A1'1'A1'GC1'AC C1'TTGCACAG 1'1'AATA1'AC1' GCGGCCC1'T1' AATTAATCAG
351 1'GGGCAGA1'1' AAACC1'1'AAA 1'AAAAC1'CAA AAAAGACA

L. l onq ipe l pi s mt lrRNA.
Sobral, Ce a r a , Brazil.Especimen

TATCCCTAAA GTAACTTAAC TTTA1'AATCA A1'ATTAA1'GG A1'CAAMTTT
51 CAA1'1'ATAA1' TGT1'TACAAA AAATAAAAAT T1'ATAAAATT T1'A1'1'ATTAC
101 CCCAA1'ATAA 1'A1'ATAAATA A1'TAAAAAA1' AATA1'1'TAAC 1'AA1'1'TT1'AT
151 T1'AAT1'A1'T1' 1'T1'ATA1'AAA GA1'C1'ATAGG G1'CT1'CTCG1' CTTTT1'TT1'1'
201 1'A1'1'1'AAAC1' TTT1'AATTAA AAMTAAAA1' 1'TTA1'1'CAAA l'AAA1'1'AAAG
251 ACAGTAAATA 1'1'1'CG1'CCAA 1'CAT1'CAT1'C TAGC1'1'1'CAA 1'TAl\AAAACT
301 AA1'GA1'1'ATG CTACCT1'TGC ACAGTTAATII TAC1'GCGGCC CT1'1'AA1'1'AA
351 1'CAG1'GGGCA GATTAAACT1' 1'AAA1'AAAAC 1'CAl\AAAAGA CA

L. longipalpi s. mt lrRNA.
Sobral, Ceara, Brazil.Especimen

L. Lonq i pe Lp i s mt lrRN1\.
Tulumajillo, Depto. El Progreso, Guatemala.Especimen 1

1 CCCTAAAGTA AGTTAACTTT ATAATCAATA TTAATGGATC J\AAATTTCAA
51 T1'ATAA1'TGT 1'TATAAAAAA TAAMATTTA TAAAATTTTA TTAT1'ACCCC
101 AATATAATA1' AT1'AATAATT AAAAAATAAT ATTTAAC1'AA 1'1'1'T1'AT1'1'I\
151 ATTIITTTT1'A 1'A1'AAAGA1'C TATAGGGTCT TCTCGTCTT1' 1'1'TT1'TTIITT
201 1'AAACTTTTT AA1'1'AAAAAA TAAAA1'1'TTI\ T1'TAAA1'AAA TTAAAGACAG
251 TAAATATTTC GTCCAATCA1' TCA1'TCTAGC 1'TTCAATTAA AAAACTAATG
301 ATTATGCTAC C1'1'TGCACAG TTAA1'ATACT GCGGCCC1'T1' AAT1'AA1'CAG
351 1'GGGCAAATT AAACCTTAAA TAAAAC1'CAA AAAGACA

L. longipalpis. mt lrRNA.
Truj Ll Lo , Venezuela. Especimen 1

1 AACTTAAC1'T 1'A1'AATCAA1' A1'TAATGGAT CAAAAT1'TCII ATTATAATTG
51 TTTATAAMA ATAAMATT1' ATAAAA1'1'TT AT1'AT1'IICCC CAATIITAATA
101 TA1'TAATAAT TAAAAAATAA TA1'TTAACTA ATTTT1'ATTT AA1'CACT1'T1'
151 TA1'ATAAAGA TCTATAGGGT CTTCTCGTCT TTTTTTTTTA TTTTAACTT1'
201 1'TAA1'TAAAA AATAAAATT1' TAT1'1'AAATA AA1'TAAAGAC AGTAAATAT1'
251 1'CGTCCAATC AT1'CA1'TCTA GC1'1'TCAAT1' AAAAAACTAA TGA1'TATGCT
301 ACC1'TTGCAC AGT1'AATATA C1'GCGGCCC1' 1'TAATTTII1'C AGTGGGCAGA
351 TTAAACCTTA AATAAAACTC AAJ\AN\J\GAC A

L. longipalpis. mt lrRNA.
Tn:jillo, Venezuela. Especimen 2

1 C1'G1'1'ATCCC TAAAG1'AACT TAACT1'TA1'A A1'CAATATTA A1'GGATCAAA
51 ,~TTTCAATTA TAAT1'G1'TTA TAAAAAATAA AAATTTATM AATT1'TA1'TA

101 T1'ACCCCAAT A1'AATATAT1' AATAATTAAA AAATAA1'A1'T 1'AACTAATTT
151 TTAT1'TAATC ACTTTTTATA 1'AAAGA1'CTA TAGGGTCTTC TCGTC1'T1'T1'
201 1'T1'1'TATTTT MCTTTTTAA TTAAAAAATII AAA1'T1'TA1'T 1'AAATAAATT
251 AAAGACIIGTA AATATTTCGT CCAATCATTC A1'TC1'AGC1'T 1'CAATTAAAA
301 AACTAATGIIT TI\1'GC1'ACCT T1'GCACAGTT AATATAC1'GC GGCCC1'1'TAA
351 TT1'ATCAG1'G GGCAGA1'TAA ACC1'1'AAA1'A AAACTCAAAA AAAGACI\

L. lor.gipalpis mtlrRNA.
Trujillo, Venezuela. Especimen 3

1 GTTATCCC1'A AAGTAACT1'A AC1'TTATAAT CAA1'A71'AAT GGA1'CAAAA1'
51 1'1'CAA1'TA1'A ATTGTTTATA AAMATAAAA, ATTTATAAAA TTTTIIT1'ATT
101 ACCCCAA1'A1' AA1'A1'AT7AA 1'AA1'TAMAA IITAA1'ATTTA ACTAATTTT1'
151 ATTTAATCAC TTTTTATIITA MGATnTATA GGG1'CT1'C1'C GTCT1'TTTTT
201 TTTA1'TTTM CTT1'TTAA1'T AAAAAATAAA A1'TT1'A1'TTA AATAAATTAA
251 AGACAGTAAA TA1'TTCGTCC AA1'CAT1'CA1' 1'CTAGC1'TTC AATTAAAAAA
301 CTAA1'GAT1'A 1'GCTACCTTT GCACAG1'1'AA 1'A1'AC1'GCGG CCC1'1'1'AATT
351 TA1'CAGTGGG CAGAT1'AAAC CT1'AAA1'AAA ACTCAAAAAA AGACA

L. gomezi mt lrRNA.
Montebello Antioquia. Colombia. Especimen 1

1 TATCCCTAAA GTAACTTAAC TTTATAATCA ATATTAATGG ATCAAAATTT 1 G1'GTAACTG1' CTAATCAAG1' AT1'AATGGA1' CA1'TG1'AAAC AAT1'ATAA1'T

51 CAA1'TATAAT 1'GT1'1'ACAAA AAATAAAAAT 1'1'II1'AAM1'1' 1'TII1'TA1'TAC 51 GAA1',AAAAI\A AATAAMATT TATAAAATTT TAT1'ATTACC CCAATA1'AA1'

101 CCCAATATAA TA1'A1'AA.A1'A A1'TAAAAAAT AATA1'1'TAAC 1'AA1'TT1'TA1' 101 ATATCMC1'A A1'TAAAAAA1' AAAATATAAC TAA1'T1'T1'AT 1'AATTTATTG

151 TTAA1'1'A1'TT T1'1'A1'ATAAA GA1'CTATAGG G1'C1'1'CTCG1' C1'TT1'TTTT1'
151 TG1'A1'A1'AAA GATC1'ATAGG G1'CTTCTCGT CT1'TTTA1'C1' CATTTTAACT

201 TII1'TTTAAC1' T1'1'TAAT1'AA AAAA1'AAAA1' TT1'ATTCAM 1'AAA1'1'AAAG
201 1'TT1'AATTAA AAATTAAAAT TTTATT1'TM TAAATA1'AAG ACIIGTAAATA

251 ACAGTAM1'A T1'TCGTCCAA TCA1'1'CA1'TC 1'AGC1'1'TCAA 1'1'AAAAAAC1'
251 TT1'CA1'CCAA TCATTCAT1'C 1'AGCT1'1'CM TTAAAAAACT MTGAT1'ATG

301 AATGA1'TATG C1'ACC1'TTGC ACAG1'TAA1'A 1'AC1'GCGGCC CTT1'AATTAA
301 C1'ACC1'T1'GC IICAG1'TAATA TACTGCGGCC CTTTA~1'A TTCAGTGGGC

351 TCAG1'GGGCA GATTAAACTT 1'AAA1'AAAAC TCAAAAAAGA CA
351 AGAT1'AGIICT T1'AAAT1'TAA T1'CTAAAAGA CA

L. lonqipalpís. mt lrRNA.
Sobral, Ceara, Brazil. Especimen

1 C1'AAAGTAAC T1'AAC1'TTA1' AATCAA1'ATT AA1'GGA1'CAA AA1'1'TCAA1'1'
51 ATAA1'1'G1'1'T ACAl\AAAA1'A AAAA1'1'1'A1'A AAA1'1'TTA1'1' A1'TACCCCAA
101 TATAA1'ATA1' AAA1'AATTAA AAMTAA1'AT 1'1'AAC1'AATT 1'1'TA1'1'1'AA1'
151 TATTTTTTAT ATAAAGATCT ATAGGGTCTT CTCGTCTTT'l' TTTTTTATTT
201 AAACT1'1'1'1'A II1'TAl\AAAA1' AAAA1'T1'TA1' TCAAA1'AAAT 1'AAAGACAG1'
251 AM1'A1'1'1'CG TCCAATCAT1' CAT1'CTAGCT 1'TCAA1'1'AAA AAACTAA1'GA
301 1'TA1'GC1'ACC 1'1'1'GCACAGT 1'AATA1'AC1'G CGGCCCTT1'A A1'TAA1'CAGT
351 GGGCAGA1'1'A AACCTTAAA1' AAAACTCAAA AAGACII

L. gomezi mt lrRNA.
Montebell0 Antioquia. Colombia. Especimen 2

G1'G1'AAC1'G1' CTAATCAAG1' ATTAA1'GGAT CATTGTAAAC AAT1'ATAAT7
51 GAA1'AAAAAA AATAAMATT TATAAAA1'TT TATTAT1',~CC CCAATA1'AAT
101 A1'IITCAACTA ATTAAAAAAT AAAA1'A1'AAC 1'AA1'1'TTTA7 1'AA1'1'TATTG
151 1'GTAT.~TAAA GATC1'A1'AGG GTCT1'CTCGT CTTT1'1'A1'CT CATTT1'AAC1'
201 TTTTAATTAA AAATTAAAAT TT'l'AT'l'TTAA TAAATATAAG ACAGTAAATA
251 TTTCA1'CCAA 1'CATTCA1'1'C 1'AGCT1'1'CM 1'TAAAAAACT AA1'GATTATG
301 CTACCTTTGC ACAG1'TAA1'A TACTGCGGCC CTT1'AAAATA TTCAG1'GGGC
351 GATTAGACT TTAAATTTAA TTCTAAAAGA e»;

Figura 2, Secuencias del fragmento dc la unidad larga ribosomal obtenidas a partir de especírnencs de L. longipalpis y L. goniet¡ nótese la composición nuclentídica con altas proporciones de
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Figura 3. Alineamiento múltiple de las secuencias de mtlrRNA bajo PileUp programa GCG (Genetic Computer Group) para L. /ongipalpis y L. gOl71ezi
110bl1l: L./ongipa/pis BraLil Minas gerais; Ilogp: Guatemala; Ilotv: Venezuela.Trujillo: Iloes: Colombia, Santander; 1I0ce: Colombia, Cundinamarea; Ilose: J:jrazil, Sobral Ceará; Igo: L. gOllle~i
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La gran cantidad de A- T presente en ADI
rnitocondrial de insectos ha sido explicada asu-
miendo que por razones desconocidas existe
un fenómeno evolutivo que hace que las
enzimas involucradas en la transcripción y
replicación de AON rico en A- T han evolu-
cionado para hacer este proceso más efectivo
que en el caso de O-C; (Wolstenholme y Clary
1985: Crozier el al. 1989). Adicionalmente,
se ha propuesto la conversión de pares de OC
hacia AT mediante alquilación (Watson el al.
1987). ya que. al parecer. en insectos existen
cantidades grandes de agentes alquilantes
endógenos producidos en la mitocondria la
cual es además ineficiente en importar la ma-
quinaria de reparación para combatir las mu-
taciones resultantes de metilación (Beard el
al. 1993)

El número de diferencias en términos de
nucleótidos a nivel de especie entre L. gOl/1e~i

) L. longipolpis encontradas en las secuen-
cias de la unidad larga ribosomal es consi-
derablemente mayor que el encontrado entre
L. langipcdpis de los diferentes paises (58 y
16 respectivamente). lo cual sugiere la utili-
dad potencial de este fragmento para dife-
renciar especies en Lutromvia: sin embargo.
por el número pequeño de especies e Indivi-
duos incluídos en este trabajo este aspecto
deberá ser verificado cuidadosamente en es-
tudio- posteriores, ya que este gen ha sido
utilizado para estudiar relaciones filogené-
ticas en insectos a 'diferentes niveles de di-
vergencia desde subespecies y poblaciones
(De Salle el al. 1992: Fang el al. 1993: I iigro
) Grupputo 1993: Vogler y De Salle 1993:
Xion v Kocher 1991) hasta niveles más pro-
rundos como especies. familias y órdenes
(Del'!" 1'1 al. 1902: Carmean el al. 1992: Funk
1'1 al. 1995: Kambhapari 1995; Flook y
Rowell 1997).

Finalmente. es importante considerar que a
pesar del desarrollo reciente de la metodo-
logía molecular para el estudio de insectos.
la identificación y el aislamiento de secuen-
cia, uule-, a determinados niveles de di ver-
gencia. continúa siendo problemático
t Dooliu!e el al. I Y96): en el análisis de se-
cuencias de AD I nucleares por ejemplo.
aspectos como la determ in ac ió n de la
homolog ía de las secuencias y los alinea-
mientes múltiples son complicados y ya que
las secuencias de ADN mitocondriul pre-
sentan menos problemas en este sentido se
considera» en la actual idad como exelentes
candidato' Con base en la homología. el
fácil alineamiento e interpretación de las se-
cuencias y los polimorfismos encontrados.
en el pre senre estudio se propone el frag-
mento secuenciado de la unidad larga
ribosomal como de uso potencial en estudios
tnxonórnicos y moleculares de LIII~()IH\"i(f
IPI).: no obstante. 'iU utilidad a diferentes
niveles debe aún ser precisada.

Conclusiones
Los oligonucleótidos LRJ 2966 Y LR
13393, diseñados con base en las secuen-
cias de insectos como Apis 111e 11ifl' ra,
Drosophilu nieíanogaster: Anoplieles
gambiae y Atiopheles quadrimaculcuus y
Locusta migratorio y las condiciones de
PCR descritas en la metodología, permi-
ten amplificar exitosarnente un fragmen-
to de 380 pb de la unidad larga ribosornal
mitocondrial gen 16SrRNA en L. goniet]
y L. longipalpis.

Las secuencias de la unidad larga
ribosomal obtenidas de Lutt.omyia poseen
una alta proporción de A- T (81 %) Y un
porcentaje de transiciones-transversiones
similares a los descritos para regiones
homólogas en otros insectos.

La amplificación y obtención de las se-
cuencias de la unidad larga ribosomal
mitocondrial a partir de Lutt.omvia spp
permite disponer de caracteres molecu-
lares como herramienta para resolver los
problemas de complejos de especies yes-
pecies rnorfológicarnente indistinguibles.

El polimorfisrno de las secuencias en tér-
minos de nucleótidos a nivel intra e inter
específico. observado en los alineamien-
tos múltiples. sugiere la utilidad de este
fragmento como criterio taxonómico a
nivel de especie para especies del género
Lutiomvia; sin embargo, el nivel de uti-
lidad de estas secuencias deberá ser exa-
minado en estudios posteriores que
incluyan mayor número de especies y
especímenes.

La estandarización de técnicas de PCR y
la obtención de secuencias de AON a par-
tir de insectos de importancia agrícola o
médica como Lutromvia spp en este caso.
constituyen un avance en el desarrollo de
áreas tan importantes como la sistemática
molecular de insecto, en Colombia
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