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Introduccion

Las especies del género Lutzomyia Franca 1924 (L.) (Diptera:
Psychodidae: Phlebotominae) son de gran importancia en el
contexto de la salud publica, siendo vectores reconocidos de
protozoosdelgéneroLeishmania(Le.)Ross, 1903 (Kinetoplastida:
Trypanosomatidae), agente causal de la leishmaniasis, ademas
se destaca su papel en la transmisién de arbovirus (familias
Bunyaviridae, Reoviridae y Rhabdoviridae) y bacterias (Killick-
Kendrick 1990, Brazil y Brazil 2003, Munstermann 2005, WHO
2010).

Ante el alto registro de casos y comportamiento endémico de
la leishmaniasis en Colombia (INS 2012) se hacen necesarios
estudios basicos de biologia, taxonomia y presencia de estos
insectos, los cuales constituyen el principal factor de riesgo para
la transmisiéon (Travi et al. 1996, Davies et al. 2000, Parras et al.
2012). En estos estudios, la identificacién a nivel de especie del
vector se realiza con base en caracteres morfoldgicos presentes
en el adulto (Young y Duncan 1994).
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Generalmente las encuestas entomolégi-
cas son incompletas al no incluir infor-
macién de inmaduros y particularmente
larvas, por la dificultad de encontrar-
los en la naturaleza, dado su tamafio
pequefio, escasa movilidad y el habitat
donde se desarrollan, que incluye princi-
palmente sitios ricos en materia orgéani-
ca; asf mismo, no se cuenta a la fecha
con claves taxonémicas para su identi-
ficacion (Baitone 2003, Brazil y Brazil
2003, Alencar 2011, Vivero 2011).

En este sentido, validar una técnica de
diagnéstico molecular precisa y costo
efectiva para distinguir las especies
de flebotomineos, como apoyo a la
taxonomia, es de gran utilidad en los
casos en los cuales la morfologia del
adulto presenta limitaciones como en
las especies con hembras similares o
isomoérficas y en el caso de las larvas que
aunque hasta hace poco, eran dificiles
o casi imposibles de encontrar, han
empezado a incluirse en los resultados
de los estudios entomolégicos, gracias a
la implementaciéon de metodologias de
obtencién y procesamiento de muestras
de suelo y uso de algunos aspectos que
podrian considerarse como “marcadores
ecolégicos” (Rangel 1996, Dujardin
1999, Uribe 1999, Azpurua et al. 2010,
Alencar, 2011, Cohnstaedt et al. 2011,
Vivero 2011).

Este trabajo integra los resultados de la
implementacién de la metodologia de
bldsquedadeinmadurosconlaevaluacién
de la metodologia DNA barcode para
inmaduros y adultos provenientes de la
zona cafetera de Colombia, permitiendo
avanzar en la identificaciéon de especies
de Lutzomyia para el pafs.

Metodologia

Colecta de especimenes

Los especimenes se colectaron en 9
localidades de los departamentos de
Antioquia, Caldas, Risaralda, Quindio y
Valle del Cauca (Tabla 1). Las colectas
de flebotomineos se realizaron durante
2010 y 2011 en plantaciones de café,
bosques de galeria cerca a los cafetales
y domicilios préximos a este tipo de
cultivos.

La metodologia empleada fue la captura
de adultos con trampas de luz tipo
CDC, trampa Shannon y bldsqueda en
sitios de reposo. Para la recuperacién
de larvas y pupas, se muestrearon
madrigueras, hojarasca debajo arbustos
de café, corteza y sustrato en bases de
arboles, sustrato en huecos de arboles y
suelo entre raices de arboles, los cuales
aparecen como criaderos naturales.
Se implementaron dos metodologias
(Baitone 2003, Feliciangeli 2004, Alencar
2011), con algunas modificaciones
(Vivero et al. 2011) para el aislamiento
de los inmaduros. El primer método
consisti6 en la bldsqueda directa de
estados inmaduros, a partir de una
muestra de cada sustrato extraido y
el segundo método empleado fue la
incubacién del sustrato orgénico.

Los ejemplares adultos obtenidos fueron
transportados al laboratorio, donde
fueron procesados asi: se fragmentaron
separando la cabeza, el térax y los
segmentos terminales del abdomen.

El térax y las patas se almacenaron a
-20°C para la extracciéon de ADN y el
resto del ejemplar fue procesado para
la identificacién morfolégica tradicional
con las claves de Young y Duncan (1994)
y verificaciéon por el especialista, Dr.
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Charles Porter. El respaldo taxonémico de cada ejemplar permanece en |ldminas
conservadas como espécimen de coleccién de referencia después de asignarle un

cédigo de identificacion.

Las larvas fueron preservadas secas, y posteriormente, se separé la capsula cefélica
y ultimos segmentos abdominales del térax, este dltimo fue preservado para el
procesamiento molecular, y el resto del especimen fue almacenado como especimen

voucher.

Tabla 1. Sitios de Colecta de flebotomineos en éareas de influencia cafetera en la
Regién Andina colombiana durante los afios 2010 a 2011.

Municipi Mes y afio de Altitud Coordenadas
unicipio
colecta msnm Norte Qeste
Antioquis 22rdin Marzo 2012 2376| 05°35 3,8 75° 46’ 5,4”
9 Jericé Abril 2011 1423,8| 5°48 49,17"| 75° 47" 58.141”
Junio 2010 1613,5 5°22°50” 75° 297 47"
Salamina Octubre 2010 1590,36 50 22°51” 75° 297 48"
Caldas Febrero 2011 1820| 5°22°34.6”| 75°2922.81”
Chinchindg | Octubre 2010 1300 4° 59°34” 75° 35°55”
Chinchina ggﬁtl'embre 1467,64 4° 59°28" 75° 35°24"
Risaralda Pueblo Rico |Enero 2012 817.76| 5°17°08.317”| 76°04°05.019”
Pueblo Rico |Enero 2012 1004,35| 5°16742.135”| 76° 3743.168”
Quindio | Quimbaya ggﬁtl'embre 970 4° 34" 08" 75°51° 03"
Valle del 5015 Abril 2010 1206,45 4° 42°05” 75° 47°27"
Cauca

Obtenciéon de secuencias coédigo de

barras en adultos e inmaduros

El ADN total de cada muestra (térax de
adultos fue extraido) utilizando Qiagen®
DNeasy Blood & Tissue (Qiagen, Chats-
worth, California). La PCR para amplifi-
car la regién 5’ del gen mitocondrial COI
se realizé siguiendo el protocolo estan-
dar de cédigo de barras (Hebert et al.

2003).

Analisis de secuencias

Los cromatogramas obtenidos se edi-
taron con BioEdit (Hall 1999) para gen-
erar la secuencia consenso de cada es-
pecimen. Las secuencias de ADN fueron
alineadas con la herramienta Clustal

W, incorporado a MEGA v5.0 software
(Tamura et al. 2011) Para determinar
la identidad del fragmento obtenido
(region 5' COl), las secuencias se con-
trastaron con genomas mitocondriales
de otros insectos usando BLAST-N (Alt-
schul et al. 1997).
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La divergencia de las secuencias dentro
y entre los individuos se calculé usan-
do el modelo de distancia Kimura dos
parametros (K2P) (Kimura 1980). Un
dendograma de distancias K2P Neigh-
bor-Joining (NJ) fue generado para pro-
porcionar una representacién gréfica
del patrén de agrupamiento entre las
distintas secuencias correspondientes a
adultos y las obtenidas a partir de larvas
(Saitou y Nei 1987). Todas las secuen-
cias obtenidas estaran disponibles en la
plataforma de BOLD Systems (http://
www.boldsystems.org), proyecto “Phle-
botominae Barcoding Initiative - PBIN”.

Criterio de delimitacion de especies
adulto-inmaduro

Para asignar las secuencias de larvas a
un grupo de secuencias procedentes de
adultos con identidad morfolégica es-
tablecida previamente se establecieron
como medida de confianza dos criteri-
os: 1) Los limites de especies basados
en las secuencias de adultos, rango di-
vergencia intraespecifica O - 6% e intere-
specifica 9 - 26,7%, (Contreras 201 3). Al
incluir las secuencias de larvas al anéli-
sis, se espera que un rango variabilidad
intraespecifica entre 0% y 6% con la se-
cuencia de referencia del adulto. 2) En
el dendograma de NJ, si el soporte de
bootstrap del MOTU en cual se incluy-
en las secuencias de larvas con una se-
cuencia de referencia de adulto fue alto,
>959%, se le asignara el ID de especie.

Resultados y discusién

Los genes de todos los especimenes
adultos y larvas fueron amplificados
exitosamente usando los primers LCO y
HCO. En total 91 secuencias de adultos
pertenecientes a 22 especies morfolégi-
camente identificadas fueron obtenidas
como cédigo de barras de ADN (Contre-

ras 2013). El conjunto de secuencias ob-
tenidas constituyeron la libreria de refer-
encia usada para asignar larvas a espe-
cies conocidas. A su vez, se obtuvieron 7
secuencias de larvas colectadas en este
estudio. Todas las secuencias amplifica-
das (98) constituyen el fragmento 5'del
gen mitocondrial COl con una longitud
de 700 pb. A lo largo de las secuencias
no se observaron inserciones, supre-
siones o codones de parada.

Las divergencias nucleotidicas se de-
terminaron a los niveles intra e intere-
specifico aplicando el modelo de Kimura
dos parametros (K2P). En este estudio
se utilizé la menor y la mayor distancia
intraespecifica e interespecifica en lu-
gar de la media (Meier et al. 2008). La
distribucién de las distancias genéticas
de las secuencias DNA barcode de adul-
tos entre (O - 6%), e inter (9 - 26,7%)
especies revel6 que no se superponen,
lo cual evidencia la presencia de “bar-
code gap” como criterio de corte e in-
dicador de variacién genética entre las
especies (Hebert et al. 2004, Meyer y
Paulay 2005). Este “gap” se crea debido
que la mutacién es mas frecuente que la
especiacién, por lo tanto los linajes di-
versifican mas rapidamente entre las es-
pecies, que dentro de las especies (Pons
et al. 2006)

La identificacién morfolégica y la asig-
nacién molecular en adultos fueron con-
gruentes, los cédigos de barras de ADN
realizarén identificaciones inequivocas
hasta el nivel de especie para los 91 es-
pecimenes (Figura 1).

Un total de 7 larvas de cuarto instar se
aislaron a partir de dos tipos de criader-
os, termitero (n=2, Cédigos TECASA) y
hueco de arbol (n=5, Cédigos SCHA).
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Las larvas se identificaron morfolégica-
mente como pertenecientes al género
Lutzomyia por poseer dos pares de setas
caudales en el dltimo segmento abdom-
inal. Las secuencias de larvas fueron
asignadas a especie, basados en la libre-
rfa de secuencias de adultos colectados
en zona cafeteras, usando los criterios
descritos en la metodologia. El rango de
porcentaje de divergencia observada en-
tre las secuencias de larvas fuede 0 a 19,
(Tabla 2), distancias que corresponden a
una misma especies segun el limite de
delimitacién de especies definido por
las secuencias de adultos (Contreras
2013). El nimero de haplotipos carac-
terizados para las secuencias de larvas
fue de 3 (Tabla 3). En relacién a las difer-
encias en términos de nimero y tipo de
sustituciones entre los diferentes hap-
lotipos a lo largo del alineamiento, los
resultados evidencian 7 posiciones vari-
ables y los cambios nucleétidos son en
su mayoria sustituciones sinénimas tipo
transiciones (purina por purina y pirimi-
dina por pirimidina) en las terceras posi-
ciones.

Los rangos de distancias K2P se eval-
uaron en las secuencias de las larvas
donde no fue posible su identificacién

a nivel de especie. En este sentido, los
valores de distancias genéticas K2P in-
traespecificas permitieron asociar las
secuencias de larvas no identificadas
con Lu. columbiana (0 - 0.7%), a diferen-
cia de lo que se observa con el resto de
secuencias de adultos, con divergencias
entre 14,9y 23 9% (Tabla 4), lo cual su-
giere asignar el status taxonémico de ID
especie de las secuencias de las larvas
a la especie en mencién. En el dendro-
grama de Neighbor-Joining (NJ) se ob-
servan MOTUS con valores significativos
de bootstrap (>90), que corresponden a
una misma especie determinada mor-
folégicamente (Figura 1). Al incluir en el
analisis secuencias de larvas, estas se
ubican en el MOTU de Lu. columbiana
con un soporte de bootstrap de 1009%,
lo cual sustenta la asignacién de ID es-
pecie.

El patréon de divergencia nucleotidica
junto con el dendograma NJ permiten
deducir que el método de DNA barcode
es efectivo para Phlebotominae de la
zona cafetera colombiana. Por lo tanto,
se utilizé este conjunto de secuencias de
DNA barcode para la identificacién mo-
lecular de la 7 larvas secuenciadas iden-
tificandolas como Lu. columbiana.

Tabla 2. Porcentajes de divergencia intraespecifica bajo el modelo Kimura 2
parametros, entre secuencias nucleotidicas parciales del gen Citocromo Oxidasa I, de

larvas colectados en zona cafetera

Cédigo de la secuencia 1 2 3 4 5 6
1 |MAI100_LarvaTECASAO1_06
2 |MA101_LarvaTECASAO1_07 | 0,60%
3 | MA102_LarvaSCHA053_10 0,40% | 1,00%
4 |MA104_LarvaSCHAO53_16 0,00% | 0,60% | 0,40%
5 |MA105_LarvaSCHA053_19 0,60% | 0,00% | 1,00% | 0,60%
6 | MA106_LarvaSCHA053_21 0,60% | 0,00% | 1,00% | 0,60% | 0,00%
7 |MA107_LarvaSCHA053_23 0,00% | 0,60% | 0,40% | 0,00% | 0,60% | 0,60%
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Tabla 3. Nimero de haplotipos con secuencias COl para adultos en el presente

estudio.
o N° de . .
N° Hap. . Haplotipos de larvas de la secuencia COI
secuencias

Hap 1: a [MA100_LarvaTECASAO1_ MA104_LarvaSCHA053_1 MA107_
P2 LarvaSCHA053_2 MA92]

Hap 2: 3 [MA101_LarvaTECASAO1_ MA105_LarvaSCHA053_1 MA106_
P LarvaSCHA053_2]

Hap_3: 1 [MA102_LarvaSCHAO053_1]

N° Hpl. NUumero de haplotipos. Los c6digos dentro [ ] corresponden a un mismo
haplotipo

Tabla 4. Valores de distancia genética a nivel interespecifico segin el modelo K2P,
entre secuencias larvas y adultos colectados en zona cafetera.

Rango de divergencia distancia k2P larva vs adulto
Especie adultos
% Minimo % Maximo

Brumptomyia beaupertuyi 18,9 20,1
Brumptomyia guimaresi 18,4 19,5
Lutzomyia bifoliata 17,4 18,5
Lutzomyia carpenteri 19,8 20,8
Lutzomyia carrerai thula 18,4 19,2
Lutzomyia columbiana 0,0 0,7

Lutzomyia gomezi 16,4 18,9
Lutzomyia hartmanni 17,1 18,5
Lutzomyia lichyi 19,5 20,4
Lutzomyia nuneztovari 15,5 16,4
Lutzomyia panamensis 18,0 19,6
Lutzomyia pia 14,9 16,4
Lutzomyia scorzai 16,0 19,2
Lu. (Helcocyrtomyia) sp. 1 19,4 20,1
Lutzomyia shannoni 18,1 18,8
Lutzomyia sordelli 16,5 17,3
Lutzomyia trapidoi 18,1 19,2
Lutzomyia triramula 16,9 18,0
Lutzomyia walkeri 17,1 18,0
Lutzomyia youngi 15,5 16,2
Lutzomyia yuilli 18,2 19,1
Warileya rotundipennis 21,7 23

12
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Figura 1. Dendograma consenso Neighbor-Joining de las secuencias DNA barcode
- COIl de adultos y larvas porcentajes con valores bootstrap de 1000 réplicas. MA-
ndmeros se refieren a nimeros de muestra. Soportes de nodos que se muestran en
las ramas indicado como porcentaje de bootstrat >959%,). mSecuencias de adulto,
msecuencias de larvas, valores en paréntesis corresponden al nimero de secuencias
de adultos.
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Conclusiones

El patréon de divergencia nucleotidica
junto con el dendograma permiten de-
ducir que el método de DNA barcode es
efectivo para Phlebotominae de la zona
cafetera colombiana. Por lo tanto, se uti-
liz6 este conjunto de secuencias de DNA
barcode para la identificacién molecular
de la 7 larvas secuenciadas. Este es el
primer estudio donde se evalla la inicia-
tiva cédigo de barras de ADN en larvas
de flebotomineos en zona cafetera de
Colombia. Consideramos que la regién
de cédigos de barras COIl para ser un
marcador robusto para diferenciar espe-
cies de flebotomineos. En consecuencia,
podemos ampliar los estudios de Phle-
botominae, que se han centrado princi-
palmente en la etapa adulta, para inclu-
ir estadios larvales, informacién valiosa
para los estudios epidemiolégicos.
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