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RESUMEN

El gusano barrenador del ganado, Cochliomyia hominivorax (Coquerel) es una
plaga de importancia econémica para animales de sangre caliente, principalmente el
ganado vacuno. El programa Agriculture Research Service (ARS) de USDA tiene
identificados a 6 cepas procedentes de México, Panamé y Costa Rica, las cuales fueron
caracterizadas molecularmente. Para ello se optimizaron 3 cebadores de 6 que fueron
evaluados. Por medio del método de secuenciacion ciclica se obtuvieron las regiones del
genoma mitocondrial NADH4 —His tRNA - NADHS. Para establecer las relaciones
filogenéticas se realizaron los anélisis de Parsimonia, NJ, Méxima Verosimilitud y
Bayesiano, mostrando Ja misma topologia de la formacién de 4 clados definidos. El
primero forrnado por las cepas de Oaxaca y Quintan Roo, el segundo por las cepas
procedentes de Chiapas, el tercero por las cepas de Costa Rica y Panama y el cuarto por
una poblacidn de Brasil, la cual fue obtenida de GenBank. En la investigacion también se
incluy6 a la especie Cochliomyia macellaria (Fabricius), donde se evaluaron los tres
cebadores que se optimizaron para C. hominivorax, de los cuales se lograron optimizar
dos, amplificando la region de NADH4 y una pequefia regién de NADHS. Con esta

region amplificada es posible la diferenciacion molecular con C. Aominivorax.
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SUMMARY

The screwworm. Cochliomyia hominivorax {(Coguerel) 1s an important pest which
parasitizes livestock and other warm-blooded animals. The Agriculture Research Service
{ARS) of the USDA identified 6 lines frem Mexice, Panama and Costa Rica, which have
been characterized melecularly. Six primers were evaluated and three were optimized
and successfully amplified. Using cycle sequencing we obtained sequences from the
regions NADH4 - His tRNA — NADHS. We used Parsimony, NJ, Maximum Likclihood
and Bayesian methods to analyze the phylogeny of the six lines and another populaticn
from Brazil. These analyses resulted in singular topologies with four clades: the first
consisting of the lines from Oaxaca and Quintana Roo, the second clade consisting of the
lines from Chiapas, the third clade with the lines from Costa Rica and Panama and fourth
clade formed by one population from Brazil, which we obtained from GencBRank. We
also included Cochliomyia macellaria (Fabricius). We evaluated threc primers and
successfully amplified and optimized two. We obtained sequences from NADH4 and
part of NADHS. 1t is possible to differentiate between C. Aominivorax and C. macellaria

using this region.
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INTRODUCCION

El gusano barrenador del ganado (GBG), Cochliomyia hominivorax (Coquerel),
¢s una plaga de importancia econémica para animales de sangre caliente, principalmente
el ganado vacuno y también afecta a los humanos. Desde 1965 los gobiemos de Estados
Unidos y México iniciaron acercamientos a fin de compartir acciones para contrarrestar
los efectos del gusano barrenador. En 1966 el Departamento de Agricultura de los
Estados Unidos declara a la nacion libre del gusano barrenador del ganado, asumiendo la
responsabilidad de mantener una barrera bioldgica a lo largo de las dos mil millas que
comprenden la frontera de México y Estados Unidos con el objetivo de prevenir una
nueva migracion del gusano barrenador que reinfestara el territorio norteamericano.  En
1972 se concreto la colaboracion conjunta para la erradicacion del gusano barrenador del
ganado. Paraesto fueron necesarios 19 afios para erradicarlo en México, por lo que en
1991 este pais fue declarado oficialmente libre de esta plaga, siendo necesario la
dispersion de 250 mil 631 millones de moscas estériles. Los avances en la campaiia de
erradicacion en México definieron el establecimiento de una nueva barrera biologica

entre México y Estados Unidos en 1999 (Elizalde, 2005).

Posteriormente, el Programa se ha extendido con el propdsito de abarcar todo el
Istmo Centroamericano, incluyendo Panama4, hasta llegar al Tapén de Darién. Mediante
esta nueva etapa del Programa de Erradicacion del Gusano Barrenador se iniciaron los
programas de Guatemala en [987, Belice en 1989, El Salvador y Honduras en 1991,
Nicaragua 1992 y Costa Rica en 1995. El avance del Programa hizo posible la

erradicacion del gusano en Belice y Guatemala (1994), El Salvador (1995), Honduras



{1996) y Nicaragua (1999), Costa Rica (2000) (Embajada de Estados Unidos, Costa

Rica, 2005).

Las operaciones aéreas y de campo en Panama iniciaron en 1998 y el avance en el
programa de erradicacién det gusano barrenador del ganado ha sido significativo. Para
septiembre de este mismo affo se registraron mas de dos mil casos del gusano barrenador.
Para el afio 2004 ya las tres cuartas partes del territorio panamefio se declararon
técnicamente libres de este insecto. En el 2005, un segundo caso de GBG ocurrié en
Meteti-Darién, identificado el 9 de junio del 2005 (COPEG, 2005; Embajada de Estados
Unidos en Panama4, 2005). Finalmente, en julio de 2006 Panama fue declarado libre del

gusano barrenador del ganado.

El costo del Programa para la Erradicacién del Gusano Barrenador en
Centroamérica ha sido de aproximadamente 200 millones de délares y en Costa Rica de
41 millones. La relacion de costo - beneficio de este programa en Costa Rica estuvo
entre 4.8 y 12.8. Si el programa costé 41 millones de délares, se obtuvieron entre 168 y
448 millones de dolares en beneficios. Después de erradicado el gusano barrenador de
Costa Rica, los beneficios directos z los productores costatricenses se estitaron en mas
de 13 millones de dblares por afio. Los dos gobiernos compartieron los costos, de igual
manera que se hizo con los otros paises centroamericanos 85 % de los costos los cubrié el
gobierno de los Estados Unidos de América y 15 % cada uno de los paises

centroamericanos (Embajada de Estados Unidos en Costa Rica, 2006).



En la actualidad el gusano barrenador del ganado se encuentra presente en algunos
paises del Caribe como Cuba, Republica Dominicana, Haiti, Jamaica, Trinidad y Tobago
y en América del sur, exceptuando Chile, afectando la sanidad pecuaria y publica,
ademas de la economia de esas regiones, donde la poblacion ganadera es de 463,392
millones (bovinos, equinos, suinos, ovinos, caprinos). Con respecto a la poblacion
humana, existen 330,570 millones de personas en riesgo de ser atacados por el gusano
barrenador del ganado (FAO, 2005a). Asimismo, esta situacién continia poniendo en

riesgo de nuevas infestaciones a los paises donde la plaga ya ha sido erradicada.

Una de las actividades importantes del programa de erradicacion del gusano
barrenador del ganado es su correcta identificacién. En estudios realizados se han
encontrados  diferencias morfolégicas entre individuos de distintas poblaciones del
gusano barrenador del ganado como la variacién del color de cuetpo y de los ojos,
anormalidades de la venacidn de las alas y otras diferencias morfoldgicas. Estas
variaciones podrian influir en el vuelo, la visién, comportamiento, vigor, longevidad, etc.,
ademas de poner en duda su correcta identificacién. Asi, segin Baumhover (1966) para
confirmar la identificacion y separacion de la plaga en estudios ecolégicos o separar las
especies de poblaciones nativas es necesario el desarrollo de marcadores genéticos para
adultos. El estudio de los genomas mitocondriales (mtADN) se ha venido incrementando,
debido a que estos aportan informacion genética que puede ser usada en investigaciones
moleculares y de evolucion. Estudios realizados por Litjens et al. (2001) demostraron que

en el gusano barrenador del ganado basando el anélisis especifico en las regiones mtDNA



facilitan el potencial de acercamiento para la identificacién taxonémica y relaciones entre

poblaciones.

Actualmente el Servicio de Investigacion Agricola —ARS- del Ministerio de
Agricultura de los Estados Unidos -UUSDA- poseen 6 cepas del gusano barrenador del
ganado, las cuales presentan aigunas diferencias morfologicas. Estas cepas son
procedentes de México, Costa Rica y Panama. Su caracterizacion molecular, por medio
de las secuencias del mtADN ayudari a demostrar si eXiste alguna relacion filogenética

entre ¢llas.

Cochliomyia macellaria (Fabricius) es una especie muy comin en el neotrépico
de América, con un rango de distribucion comprendido desde el sur de Canad4 hasta
Argentina. Es considerada como una plaga secundaria de miasis en el ganado,
alimentindose principalmente de tejidos muertos (Litjens ef al. 2001). Su distribucion
geogrifica se traslapa con la de C. hominivorax ademas. que morfolégicamente son muy
similares. Ademas del alto parecido morfologico entre los adultos de ambas especies,
también lo es en el estado inmaduro; es decir, en los distintos estadios larvales, que en
determinado momento resuita muy dificil identificarlas. Esto representa un problema
para el programa de erradicacién del Gusano Barrenador del Ganado, debido a que las
liberaciones de moscas estériles, declarar una zona libre, una zona infestada o una zona
re-infestada dependerd de la correcta identificacion de C. hominivorax. Una liberacién
erronea en zonas donde ya no estd la plaga representa un alto costo para el programa.

Debido a lo anterior es importante caracterizar molecularmente a las especies



Cochliomyia hominivorax y Cochliomyia macellaria porque esto aportara informacion
que posteriormente facilitar la separacion entre ambas especies en las muestras de las
larvas colectadas en el campo y asi permitird tomar decisiones phra el manejo del
programa de erradicacién del ganado como por ejemplo realizar liberaciones de C

hominivorax solo cuando realmente sean necesarias.

El presente trabajo tiene como objetivos: determinar la relacion molecular entre las 6
cepas evaluadas de Cochliomyia hominivarax. Para cumplir con este objetivo se
realizaron fos andlisis filogenéticos de Neighbor Joining (NJ), Maxima Parsimonia,
Méxima Verosimilitud (Maximum Likelihood, ML) y el Analisis Bayesiano. Asimismo,
caracterizar molecularmente cada una de las cepas de Cochliomyia hominivorax y
Cochliomyia macellaria por el método de secuenciacion ciclica. Finalmente, optimizar
¢l protocolo para PCR y el programa para el termociclador utilizado por Maliphan ¢f al.

{2006) para cada uno de los 6 cebadores utilizado en la investigacion.
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El género Cochifomyia posee cuatro especies: (. aldrichi, C. hominivorax, C,
macellaria 'y C, minima; de las cuales la que presenta mayor importancia ccondmica por
su impacto sanitario en animales mamiferos y los seres humanos es C. hominivorax,
muy conocida corminmente como el gusano barrenador del ganado, GBG (Hall, 1973 v

Cunninghain, 1993).

[. DESCRIPCION TAXONOMICA Y BIOLOGICA DEL GUSANO
BARRENADOR DEL GANADO -GBG- C, haominivorax

Phylum: Arthropoda

Clase: Insecta

Orden : [riptera

Suborden: Cyclorrhapha

Superfamilia: Muscoidea

Familia: Calliphoridae

Género: Cochliomyia

Especie: Cochliomyia hominivorax (Coquerel).

Cochliomyia hominivorax es un parasito obligade de los mamiferos, siendo
especie endénuca en las regiones del trépico y sub-tropico del continente americano
(Norte, centro, sur América ¢ islas del caribe).  La temperatura templada ¢s la que
presenta las condiciones optimas para su desarrollo; sin embargo las sequias prelongadas,
temperaturas altas o muy bajas son cundiciones sub-optimas. La actividad de los adultos
de (. hominivorux decrece cuando la temperatura esta por debajo de los 21°C v no

pueden sobrevivir cuando la temperatura es menor de los 9°C por un perdodo de 3 meses
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consecutivos o 12°C por 5 meses consecutivos durante el afio (Erzicliogly, 1987 y
Jasiorowski, 1993). Los adultos poseen un alto poder de vuelo y dispersion, los cuales se
han reportado en moscas que han alcanzado una dispersiébn hasta de 290 Kim en dos

semanas (Jasiorowski, 1993).

Segin Baumhover (1966) y Drugueri (2004), el ciclo de vida de C. homirovorax
dura en total aproximadamente de 3 semanas a 2 meses, dependiendo de la temperatura y
de la humedad. Se ha demostrado que el ciclo es mas corto en verano. Las hembras
ovipositan en los bordes de las heridas, ombligos de los neonatos, mordeduras, mucosas
lesionadas, orbita ocular, orejas, etc., las cuales son atraidas por el olor de la sangre del
animal. Estas pueden ovipositar en grupos de 200 a 500 en lineas que se superponen
como tejas en el borde de una herida. Las masas de huevos tardan entre 12 y 21 horas
para que eclosionen las larvas, pasando por tres estadios, dentro del tejido subcutaneo
del hospedero. Las larvas permanecen sobre el hospedero s6lo de 5 a 7 dias, luego caen
al suelo, donde se transforman en pupa y dependiendo de la temperatura, entre 1 a 8
semanas emergen los adultos (imagos). Los estudios han demostrado que las pupas
pueden sobrevivir un mes a una temperatura de -5°C, mostrando un 70% de eclosion.
Estudios mas recientes indican que pueden permanecer de 45 a 50 dias vivas a intervalos

continuos a esta temperatura.

En cuanto a los adultos, menos del 1% de los mismos sobrevivieron una noche a
temperatura de -6.7°C (Cunningham, 1993; Krafsur y Lindquist, 1996). A la edad de 3

6 4 dias de vida las hembras copulan y comienzan a alimentarse. Dos dias después
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empiezan & depositar los huevos. Con clima calido el ciclo total dura 21 dias

{(Baumhover, 1966; Drugueri, 2004).

Crystal (1967) y Adams (1979) reportan que la edad de apareamiento de las
hembras es Unicamente del tercero al quinto dia. Las hembras incrementan gradualmente
su receptividad para aparearse desde ¢l 3 al 14 dia, ovipositan aproximadamente 200
huevos, en donde fa condicion nutricional de la hembra y los factores ambientales son

influyentes en esta cantidad.

2. ASPECTOS ECOLOGICOS EN EL COMPORTAMIENTO DEL GBG, C.
hominivorax

Segniin Thomas (1993), estd especie es un pardsito obligado, causante de una
miasis. Los adultos se localizan entre los arbustos de una zona boscosa en donde
reposan y s¢ alimentan. Los arboles que estin floreciendo son los preferidos,
alimentindose del néctar y miel, los cuales son necesarios para que el adulto sobreviva,
En general Thomas y Mangan (1989) demostraron la preferencia de la mayor cantidad de
moscas en zonas boscosas que en los pastizales abiertos. Entre el tercer y cuarto dia de
edad las hembras llegan a ser sexualmente activas y el apareamiento ocurre generalmente
cuando los machos se agregan en algin sitio seleccionado de acuerdo al camino utilizado
normalmente por las hembras. Al quinto dia de edad las hembras estan listas para la
oviposicién. La fase de apareamiento es la que reporta la mayor mortalidad debido a que
en este momento estan distraidas y son presa ficil de hormigas y otros deperedadores y

oportunistas.
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En cuanto a la dinAmica poblacional de los adultos de C. hominivorax, Krafsur
(1987) reporta que existe una relaciéon con veranos calientes y himedos asociados a la
abundancia de las poblaciones de C. hominivorax, indicando la preferencia de estos
especimenes a dicho clima. Asi también, estudios realizados por Gomes ef al. (1998), en
Brasil, demostraron que en los meses donde se registraron medias de temperaturas
méximas de 29.7°C en enero y 29.3°C en febrero, combinadas con precipitacién de
364.2mm y 185.0 mm, respectivamente, hubo disminucién de la poblacion de C.
hominivorax. Sin embargo, para el mes de marzo, donde se registré una temperatura
méxima de 30.1°C y una precipitacién de 165.1 mm aument6 la poblacién, por lo que
consideran que el nivel poblacional estd asociado a la temperatura y la precipitacion, en
donde a medida que aumenta la precipitacién disminuye la poblacién. Asf también, las
influencias de la vegetacién y su relacién con el nivel poblacional de las moscas lo
demostraron Gomes e al. (1998), al obtener mayor captura en los lugares que
presentaban mayor cantidad de drboles, sugiriendo que estas moscas tienen preferencia

hacia lugares con mayor cantidad de drboles o arbustos.

3.  DISTRIBUCION GEOGRAFICA DEL GBG C. hominivorax

¢ hominivorax, es nativa de las regiones tropicales y subtropicales del continente
americano. Previo a la erradicacion, su distribucién original estaba comprendida entre la
region de los paralelos 30° norte y 30° sur, abarcando el centro y sureste de los Estados
Unidos, México, Centro América, Panam4, las islas del Caribe y Sur América. En la
actualidad el gusano barrenador del ganado se encuentra presente en forma endémica en

América del Sur, excepto en Chile. También estd presente en algunos paises del Caribe
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como Cuba, Republica Dominicana, Haiti, Jamaica, Trinidad y Tobago, poniendo en
riesgo una poblaciéon ganadera susceptible de mas de 515 millones de animales (FAQ,

2005c¢).

4, DESCRIPCION TAXONOMICA Y BIOLOGICA DE Cochliomyia

macellaria

Phylum: Arthropoda

Clase: Insecta

Orden : Diptera

Suborden: Cyclorhapha

Superfamilia: Muscoidea

Familia: Calliphoridae

Género: Cochiiomyia

Especie: Cochliomyia macellaria (Fabricius).

Cochliomyia macellaria (Fabricius) es una de las principales especies que causan
miasis cutanea secundaria. Su distribucion onginal se limita al continente americano
desde México hasta la Patagonia y en la region 4rtica hasta el sur de Canadd (Guimaraes,

1983).

Debido al habito necréfago de las larvas, los adultos generalmente estdn asociados
con tejidos muertos junto con otras especies de las familias Caliphoridae, Sarcophagidae
y Muscidae. Econdmicamente, esta especie es menos mnportante que C. hominivorax, sin
embargo, C. macellaria también es encontrada parasitando tejidos necrdtico en

mamiferos vivos, contribuyendo con la gravedad de la lesion ya existente en el mamifero.
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Sin embargo, no se desarrolla en zonas profundas de los tejidos vivos como lo hace C.

hominivorax (Cunninghaim, 1993).

La longevidad de los adultos es de dos a seis semanas, encontridndolos con
frecuencia visitando carrofia, animales muertos, depésitos de basura, frutos caidos, peces
expuestos en mercados, etc. (Guimaraes, et al. 1978; Byrd, 1995). Las hembras
ovipositan hasta 1,000 huevos en lotes de 40 a 250. En condiciones dptimas los huevos
eclosionan dos horas después de ser ovipositados y el periodo de desarrollo larval es de
aproximadamente de 6 a 20 dias. Posteriormente, las larvas caen al suelo, donde pupan y
permanecen en este estado durante un periodo de 3 a 27 dias. Finalmente, el periodo total

de desarrollo de huevo a adulto es de 39 dias (FAO, 1993).

La selectividad de la distribucién en el campo, cerca de camrofia o animales
muertos responde en mayoria a las hembras con un 90%, debido a que estas buscan un
substrato para la oviposicion. Un estudio realizado por Gomes et al. (2000) en Brasil,
reporta la presencia de C, macellaria todos los meses del afio, coincidiendo el incremento
de la poblacién con el aumento de la temperatura y el inicio de las lluvias. Los picos
poblacionales se presentaron en los meses de septiembre, octubre y diciembre durante el
periodo lluviosos y disminuyeron durante la época seca, en los meses de junio y julio.
Asi también, Butler (1996) realizé estudios de laboratorio con C. macellaria, indicando
que la temperatura 6ptima para las larvas fue de 39°C. En el desarrollo del huevo a
adulto se evaluaron 3 temperaturas; 21°C, 26°C y 32.2°C mostrando mayor preferencia

por las altas temperaturas.
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5. PRINCIPALES CARACTERISTICAS UTILIZADAS PARA
DIFERENCIAR C. kominivorax DE C. macellaria

Cuadro 1. Principales caracteristicas para diferenciar C. hominivorax y C. macellaria

(Cunninghaim, 1993).

C. hominivorax

C. macellaria

forma de bolsa, alimentindose de manera
gregaria de los tejidos vivos, situadas con la
cabeza hacia abajo y sin moverse muchoen fa

superficie de la herida.

Huevo Depositados en masas en forma de tejados Depositados en masas irregulares

Huevo La sutura dorsal extendiéndose desde el La sutura dorsal se extiende desde el
micropilo hasta casi el extremo posterior. micropilo abarcando el 30% del huevo.

Larvas Esclerito dorsofaringeo pequefio Esclerito dorsofaringeo grande

it Primer Instar

Larvas Troncos traqueales dorsales con pigmentacion | Troncos traqueales dorsales no tan

Segundo oscura. pipmentados.

Instar

Larvas Troncos traqueales dorsales de los estigmas Troncos traqueales dorsales

Tercer Instar | posteriores con una pigmentacion oscura pigmentados ¢n la cuarta parte posterior
desde la uni6n con los estigmas hacia delante | del dltimo segmento, donde se unen con
hasta el segmento 96 10. los estigmas posteriores.

Pupa Aproximadamente 10.2 mm de longitud y 4.3 | Aproximadamente 7.6 mm de longitud
mm de ancho y 2.8 mm de ancho

Adultos Placas frontoorbitales con setas negras. Placas frontoorbitales con setas de color
Basicosta de la hembra de color pardo oscuro. | claro.
Las hembras tienen en la parte posterior de la | Basicosta de la hembra de color
cabeza una franja anaranjada rojiza. Enlos | amarillo.
machos esta mancha es pequefla, En la parte posterior de la cabeza, los
En la parte ventral del abdomen, en el tercery | dos sexos tienen usa mancha negra.
cuarto segmento, en los bordes laterales no En los bordes de la parte ventral del
tienen manchas blancas, solamente puntos abdomen, en ¢l tercer y cuarto
blancos. segmento, presenta manchas biancas.

La herida Las larvas producen una herida profunda, en ] En los casos de miasis, las larvas se

alimentan de tejidos necréticos,
alrededor de los bordes de la herida. En
los animales de pelo largo por la lana o
pelo que la rodea, no producen una

herida en forma de bolsa.
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6. MIASIS

Esta palabra proviene del griego myias (myia= mosca; ase = enfermedad), que
significa enfermedad causada por moscas. Representando la infestacion de tejidos de
animales vertebrados por larvas de mosca. La ecologia de la miasis es definida como el
conjunto de interacciones bioldgicas entre el huésped y los pardsitos, causando una
infestacién sobre animales y humanos por las larvas de algunas moscas (Diptera) de las
familias Calliphoridae, Sarcophagidae, Oestridac, Muscidae, Phoridac y Fannidae
(Poudevigne, 1995; Enciclopedia Microsoft Encarta, 2004; Boros, ef al. 2006). Dentro de
las especies causantes de miasis se encuentran C. hominivorax, Chrysomya bezziana y

Wohlfahrtia magnifica (Jasiorowski, 1993).

Dos especies de Cochliomyia se encuentran asociadas a miasis, C. hominivorax y
C. macellaria. Sin embargo, en un principio, erroneamente C. macellaria ha sido
implicada como causante de miasis primaria durante muchos afos, confundiéndola con
C. hominivorax. Las larvas de C. macellaria pueden ser muy abundantes en carrofia.
Cuando estas se encuentran en miasis, son solamente invasoras en tejidos secundarios,
encontrandose en la superficie de la herida. Es vital para establecer un control una
correcta identificacién del insecto causante del dafio (Poudevigne, 1995; Boros, ef al.
2006).
En funcién del parasito que provoca la infeccién se distinguen tres tipos de miasis (FAO
2005b),
a. Miasis Obligatoria: moscas cuyo desarrollo larvario tiene lugar integramente sobre

los vertebrados vivos.
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b. Miasis Facultativa: mosca cuyas larvas se alimentan de carrofia, pero, que
ocasionalmente pueden parasitar animales vivos.

¢. Miasis Accidental: larvas de ciertas moscas que siendo habitualmente coprofagas o
saprofagas pueden llevar a cabo la oviposicion sobre los alimentos, siendo capaces de

resistir 1a accién de los jugos gastricos y alcanzar el intestino.

Desde el punto de vista clinico, segin Jasiorowski {1993) las miasis se pueden

agrupar en:

a. Miasis Cutinea: las larvas perforan la piel para alimentarse de la sangre del
hospedero (hemat6fagas). En otras especies de moscas las larvas atraviesan la piel sana
provocando un fordnculo o excavan galerias y tineles en la epidermis o tejidos més
profundos, provocando graves dafios en el hospedero. En otros casos, los adultes son
atraidos por las heridas abiertas del futuro hospedero, depositando sobre estas los huevos.
Generalmente, la herida se torna circular y muy profunda de aproximadamente 5 a 10 cm
de profundidad o mads, resultando en un extenso tejido destruido por las larvas. Estas
heridas tiecnen un caracteristico olor a putrefaccién. Las larvas de C. hominivorax se
encuentras en las partes profundas de la herida, a diferencia de las especies de dafio

secundario que se encuentran cercanas a la superficie.

b. Miasis de las cavidades corporales: moscas que ovipositan en las cavidades

nasofaringeas y oculares y en los conductos auditivos.
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¢ Miasis intestinales y urogenitales: infestaciones accidentales de esas zonas al
ingerir larvas o al penetrar estas por el recto. Ciertos adultos son atraidos por zonas

infestadas o sucias, infestando las larvas el tracto urogenital.

Segiin Poudevigne (1995), las caracteristicas necesarias de la herida para que se
desarrollen las larvas de C. hominivorax son: tener una tasa alta de humedad y un pH de
7.2 como una condicién minima para la oviposicién y para el desarrollo de las larvas. El
pH 6ptimo se ubica a 7.6 ¥ se encuentra en miasis de tipo 3 o en herida con fuerte

contaminacion por bacterias proteoliticas.

Los efectos patoldgicos que se producen de la infestacién del gusano barrenador
del ganado pueden ser (Poudevigne, 1995):
¢ Efecto traumatico causado por las larvas al alimentarse del tejido del animal;
e Efecto de irritaciéon causado por el movimiento de las larvas dentro de la berida.
+ Infeccién secundaria causada en la herida por ofros organismos contaminantes como
bacterias, virus, protozoos u hongos.

o Efectos toxicos a través de la excrecion de las larvas.

6.1.  Signos Clinicos

Las infestaciones comienzan en cualquier lesion abierta incluyendo algunas tan
pequefias como las picaduras de garrapatas. Las hembras gravidas depositan sus huevos
en los bordes de las heridas. Las primeras larvas se mueven inmediatamente hacia la

herida y comienzan a alimentarse. En las primeras etapas es extremadamente dificil
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detectar las larvas en la herida por su pequefio tamafio. Estas se hacen visibles solo por

ligeros movimientos en la superficie de la herida (FAO, 2005a).

Después del tercer dia de la infestacion la herida se va haciendo
significativamente mas grande por las larvas. Estas se pueden nofar facilmente
alimentindose en posicién vertical a la herida con sus espirdculos expuestos en la
superficie y generalmente puede ser diferenciada de otras larvas de moscas por su
comportamiento en la herida. Las larvas se encuentran normalmente profundamente en

los tejidos del huésped y no en la superficie de la herida (FAQO, 2005a).

En el quinto dia la lesién es obvia, con grandes larvas de tercer estadio. La herida
tiene olor fétido caracteristico del gusano barrenador del ganmado y con un exudade
oscuro. En esta etapa la herida esti mayormente predispuesta para subsecuentes
oviposiciones de otras hembras, contribuyendo asi, a una mayor debilidad y la posible

muerte dei animal (FAQ, 2005a).

7. MIASIS EN HUMANOS

Desde 1935 se han venido reportando casos ae miasis en numanos. A pesar que
existe poca informacién y divulgacion de miasis en humanos es muy importante alertar a
la poblacién humana que viven en 4reas donde se encuentra la plaga del gusano
barrenador del ganado. Se ha demostrado que los casos en humanos han sido
prevalentemente en las poblaciones de grupes socioecondmicos bajos. Se han
encontrado casos donde se¢ inicia la miasis por heridas, en mucosas con produccién de

secreciones y otros donde los seres humanos han ingerido accidentalmente larvas de
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dipteros en los alimentos. Otras larvas se desarrollan dentro de ella y pasan al ser
humano que las ingiere. Algunas de estas larvas, con cuticula muy resistente a los jugos
digestivos, son capaces de pasar a través del tracto digestivo y emerger vivas por el ano

(FAO, 2005a).

También se han presentado casos donde la miasis causa deformaciones
anatdmicas permanentes (FAQ, 2005 b). En la actualidad en Medellin, Colombia, se
han reportado 24 casos entre el afio 2001 al 2005 en un hospital de tercer nivel,

presentandose los casos en las mucosas, oidos y el cerebro (Valderrama, 2006).

La miasis en humanos ha sido clasificada clinicamente segin las cavidades
infestadas en los humanos: estomatomiasis, nasomiasis, rinomiasis, otomiasis (Boros, ef

al. 2006).

8. IMPORTANCIA ECONOMICA

El gusano barrenador del ganado (GBG), Cochliomyia hominivorax se le
considera una zoonosis;, es decir, una enfermedad de los animales que puede ser
transmitida a los humanos. No obstante, los efectos de este problema en la produccion
pecuaria resultan verdaderamente draméticos. Las pérdidas econdémicas que se originan
con la infestacion del gusano barrenador implican anualmente cientos de millones de
délares. En los Estados Unidos previo a la erradicacién, las perdidas anuales eran de
aproximadamente US$ 650 millones. El impacto de esta plaga en los animales es
inmediato: presentan disminucion de peso, se deteriora la produccion lictea y cémica,

muestran dafios en pieles y presentan infecciones en las heridas por bacterias



22

oportunistas. En algunas ocasiones llevan al animal a la muerte a través de la anorexia,
perdida de peso, anemia y hemotragia, etc. Aunque existen tratamientos para revertir ¢l
problema, en la mayoria de los casos la solucién implica el sacrificio e incineracién del
animal; ademas, de los costos constantes de la vigilancia y el tratamiento.  En el afio
2002 las pérdidas ocasionadas por las gusaneras del gusano barrenador del ganado en

Brasil fueron de 150 millones de d6lares (Crozariol, 2005).

9. METODOS DE CONTROL Y ERRADICACION

9.1. Saerificio y Tratamientos Quimicos

Inicialmente se aplico €l control de la plaga mediante ¢l empleo de tratamientos
quimicos como lo son los insecticidas para matar la larva de la mosca y como medida
preventiva para evitar la reinfestacion. En casos extremos algunos productores optaron

por ¢l sacrificio de los animales (Jasiorowsky, 1993).

9.2.  Produccién Masiva en Laboraterio

El gusano barrenador del ganado fue reproducido artificialmente por primera vez
utilizando una dieta artificial para las larvas, que basicamente consistia en una mezcla de
leche, sangre, carne sin grasa y formalina. Para la colonia de adultos, se colocan en
jaulas, se alimentan con agua, miel y huevo molido (Baumhover, ef al. 1969). Estudios
posteriores para la dieta de los adulios, han utilizando miel, producto del huevo
deshidratado y otra con miel y proteina de came (Chaudhury, 2000). Actualmente se

producen masivamente en laboratorio con dieta artificial para larvas basada en leche,
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sangre de ganado bovino, agna, huevo disecado y molido, fibra y formalina. La fabrica
de produccion de la mosca estéril del gusano barrenador del ganado estuvo ubicada desde
1976 en Tuxtla Gutiérrez, México, produce aproximadamente 500 millones de moscas
por semana (Anderson y Leppla, 1992) y en el afio 2006 fue trasladada a Pacora,

Panama.

9.3. Técnica del Insecto Estéril - TIS -

La técnica del insecto estéril puede ser descrita de la forma mas simple como una
forma de control de la natalidad. En 1937, el doctor E. F. Knipling fue el primero en
proponer la emradicacion del gusano barrenador del ganado a través de la esterilizaciéon
de los machos, para que luego de su liberacién en el campo estos se apareen con las
hembras nativas. En 1951 Bushland y Hopkins esterilizaron moscas del gusano
barrenador del ganado con 5 kv de rayos X o radiacion gamma (60 Co) administrado a
pupas de 5 dias de edad (Baumhover, 1966). Las primeras experiencias de liberaciones
de la mosca del gusano barrenador del ganado en campo se realizaron en el sureste de
Estados Unidos de América, y posteriormente en la isla de Curagao. Los estudios han
demostrado que la dosis de esterilizacion de rayos X y rayos gamma administradas al
gusano barrenador del ganado puede afectar seriamente la longevidad de los machos o

su competitividad bajo condiciones de laboratorio (Baumhover, 1966).

Segun Knipling (1983), biologicamente el gusano barrenador del ganado presenta
las siguientes caracteristicas a considerar en la aplicacion de la técnica del insecto estéril

como herramienta del control autocida:
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a. Es principalmente un insecto tropical y los estudios han demostrado una merma en
su poblacién en los meses de invierno.
b. Las hembras presentan un comportamiento mondgamo para aparearse,

c. Las larvas pueden infestar y madurar en un amplio rango de hospederos.

La técnica del insecto estéril requiere semanalmente una produccion de millones
de insectos producidos en laboratorio, para posteriormente ser tratados con radiacion X o
gamma para su esterilizacién, utilizando Cesium 137.  Luego del tratamiento, los
insectos son dispersados en las dreas destinadas para la erradicaciéon de la plaga en una
proporcién de 10 moscas estériles por cada silvestre o su dispersion preventiva en dreas
erradicadas. Con esto se pretende que en el campo se produzca el apareamiento de los
machos esterilizados en laboratorio con hembras silvestres, nativas de la region. De esta
forma se interrumpe el ciclo de vida y progresivamente se reduce la poblacién

(Jasiorowski, 1993).

La técnica goza de total selectividad; es decir, que los insectos estériles liberados
copulan solo con los de su misma especie, no alterando el equilibrio bioldgico del
agroecosistema, dirigiéndose sélo hacia la plaga que se desea controlar y no se

desarrellan resistencias (Jasiorowski, 1993).
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94. Programa de Erradicacién del Gusano Barrenador del Ganado -GBG ~

En 1933 el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos determiné que la
mosca del gusano barrenador del ganado C. hominivorax era distinta a la especie C.
macellaria, la cual en 1858 Coquerel, médico francés, la descubrid en lo senos frontales
de un convicto que finalmente murié. Desde entonces se ban registrado muchos casos en

humano (Romero, 2003).

En 1936 se llevé a cabo la produccién masiva bajo condiciones artificiales por
Melvin y Bushland. En la erradicacién fue decisivo también el uso de la técnica de los
insectos estériles propuesta por Knipling en 1937. La técnica del insecto estéril ha sido
su primera y més ambiciosa aplicacion en todo el mundo hasta el momento. En 1972 se
establecié 1a Comisién México- Americana para la erradicacién del gusano barrenador
del ganado vy ha continuando a partir de ese momento a extendiéndose por toda Centro
América. La erradicacion del gusano barrenador en los Estados Unidos de América y en
México se ha conseguido con un costo superior a los 500 millones de délares EE.UU

(Bram, 1985; FAO, 1992; Elizalde, 2005; Vargas- Terén, et al, 2005).

En respuesta a la emergencia sanitaria acontecida por esta plaga, la Organizacién
de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién {(FAQ) designd y realizd
con éxito un programa de erradicacion basado en la técnica del insecto estéril (TIE). Una
de las primeras acciones de la FAQO fue recomendar que la miasis ocasionada por el

gusano barrenador del ganado se incluyera en la lista internacional de enfermedades de
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los animales de notificacién obligatoria (Lista B). La recomendacién fue aprobada por la
sesion general en la Organizacidn Mundial de Sanidad Animal (OIE} en Paris, el 12 de
mayo de 1989. Esto significé que la enfermedad se incluiria en los sistemas de reporte
internacional y los datos de ocurrencia se publicarian en el Libro Anual de Salud Animal
de la FAO/WHO/OIE. Asimismo, que las recomendaciones especiales para la
importacién y exportacién de animales se incluyeran en el Coédigo Zoosanitario

Internacional de la OIE (FAOQ, 2005a).

10. ANALISIS MOLECULARES

10.1 El ADN Mitocondrial de los Insectos

Los genes de los artropodos estan formados por el DNA localizado en los
cromosomas y consisten en proteinas, RNA y DNA. El DNA es un polimetro de
nucledtidos. Cada nucledtido consiste de un aznicar pentosdémico, una de las cuatro bases

nitrogenadas (adenina, timina, guanina, citosina) y un grupo fosfato (Hoy, 2003).

El DNA en los insectos presenta una estructura compleja, por lo que las diferentes
especies de los insectos tienen un ndmero diferente de cromosomas haploides,
constituidos en un rango de 1 a 221. El porcentaje de bases nitrogenadas es menor en
los insectos que en los vertebrados. Por ejemplo, guanina + citosina (G+C) presentan un

32% - 43% del ADN, comparado con los vertebrados que presentan el 45% (Hoy, 2003).
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El ADN mitocondrial es el material genético ubicado en las mitocondrias y
generan energia para la célula. Este no se recombina, asi que los tinicos cambios que
puedan presentarse se deben a mutaciones a lo largo de miltiples generaciones, es decir,
durante el tiempo evolutivo. El rango del tamafio del genoma mitocondrial se encuentra
de 6 kb a mis de 2 Mb. En el ADN mitocondrial (mtADN) se da la fosforilacién
oxidativa que da como resultado la formacion de trifosfato de adenosina (ATP), que es la
molécula primaria de almacenamiento de energia quimica en la célula. Ei mtADN es un
componente significativo de el total del ADN en las células de los insectos ¥y es

transmitido por la madre a la progenie (Hoy, 2003).

10.2  El1 ADN Mitocondrial de Cochliomyia hominivorax
Los aspectos que favorecen el uso del mtADN como un marcador evolutivo son:
el predominio de la linea materna, la falta de una extensiva recombinacién y la ripida

propercian de sustitucién de nucleétidos.

El genoma mitocondrial de C. hominivorax, segin Lessinger et al. (2000) es una
molécula circular de 16022 pb. Al analizar el contenido del gen y la organizacién en
general corresponde a una tipica Brachycera. En el genoma de C. hominivorax se
encontrd un gen que usualmente contiene 13 proteinas codificables, 22 genes tRNA y 2
genes rRNA. La principal regién no codificable, identificada como la Regién Control
del mtADN, esti localizada entre el (RNA y tRNA vy los genes 128 con un tamafio de

1175 ph. Ademas, la Region Control posee un alto contenido de A+T (77%) al igual



28

que otras especies del orden Diptera (Ceratitis capitata, Drosophila yacuba, Drosophila

melanogaster, Anopheles gambie, Anopheles quadrimaculatus).
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Fig |. Representacion Circular de mtDNA de C. hominivorax
(Fuente: Maliphan er af. 2006).

10.3 Técnicas Moleculares Utilizadas

a. Extraccion de ADN

La aplicacién de diversas técnicas para la investigacion en el campo de la biologia
molecular para el andlisis del genoma depende de la extraccién del ADN puro, con alto
rendimiento y de muy buena calidad. FExisten varios métodos para la extraccion del
ADN. Su eleccion dependerd del tipo de tejido a utilizar. Las membranas celulares
deben destruirse de manera que e} ADN sea liberado dentro del buffer de extraccion. El
ADN debe ser protegido de la accién enzimatica, por lo que se utiliza detergentes como
EDTA (dcido etilene-diamintetracético), agente quelante que une los iones de magnesio.

Luego de la incubacién inicial, las proteinas desnaturalizadas y la mayoria de los
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carbohidratos son removidos al emulsificar la mezcla buffer y tejido con fenoles o
cloroformo (Gallego, 2002).

b. Reaceibn en Cadena de Ia Polimerasa -PCR-

El PCR es una metodologia in vifre utilizads pars sintetizar enciméticamente
secucncias definidas de ADN. Este método fue inventade por Kary Mullis en 1983, La
reaccion en cadena de la polimerasa permite [a amplificacion masiva de las secuencias de
ADN especificas, siendo una herramienta importante en ia biologia maolecular. Esta ticne
su fundamente en la anexién de dos cebadores cortos. Cada uso de ellos son
complementarios en la secuencia del ADN flanqueante de la region a ser amplificads
{Gaitn y Gallego, 2002). La reaccidn usa una plantilla de ADN, dos ofigonucledtidos
cebadores que hibridizan a la cadens opuesta del ADN y iz enzima Tag ADN
polimerasa, que cataliza la elongacién de los “cebadores. La mezcla de los cebadores,
ADN, dNTPs {dexonucledtidos trifosfatos), MgClz y Taq es calentads para separar las
cadenas del ADN que tienen la secuencia de imerés (Cox y Sinclair, [998; Gaitin y
Gallego, 2002).

¢. Electroforesis

Se como eleciroforesis al transporte de particulas a través de un disolvente
mediente ua campo eléctrico. Esta técnica fue desarrollada inicialmente por Ame Tiseling
en 1930 para la separacion de proteinas séricas (Bemnal, 2002). La mayotia de los

polimeros bioldgicos poseen cargas eléctricas, siendo capaces de migrar bajo fa
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influencia de un campo eléctrico. Esta es una técnica muy utilizada en la separacién de
acidos nucleicos. En la electroforesis de 4cidos nucleicos, el efecto de tamiz molecular
del gel también es el principal factor de la separacidn, puesto que la relacion carga- masa
es la misma para todos los polinucledtidos. Las moléculas de menor tamafio avanzan mas

rapidamente a través del gel que las de mayor tamaiio (Freifelder, 1991).

d. Secuenciacién

La secuenciacién de nuclebtidos en el ADN es la portadora de la informacién
genética que codifica por proteinas y RNA. En los afios 70 se generaron dos métodos
para realizar este procedimiento. El primero es el método de Maxam y Gilbert
(Degradacién quimica), que consiste en la utilizacion de reactivos quimicos que
modifican especialmente las purinas y pirimidinas presentes en el ADN, realizando
cuatro reacciones. La cadena se rompe de un modo selectivo en cada una de las
posiciones ocupadas por las cuatro bases modificadas. El segundo método es el de
Sanger en Inglaterra (enzimético), el cual se fundamenta sobre dos propiedades del ADN
polimerasa, es decir, su habilidad para sintetizar una copia complementaria de una
plantilla de ADN y de utilizar 2°3’-dideoxinuciedsidos trifosfatos como sustratos. Este
método consiste en la sintesis de una cadena complementaria al ADN que se pretende
secuenciar. En un ADN de cadena sencilla se aparea un oligonucledtido cebadores
complementario que actia como cebador (Gaitan, 2002). Segin Hoelzel (1992), la
secuenciacion es un método dptimo para la comparacién de poblaciones debido a su alta

resolucion y facilidad de interpretacion.
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e. Secuenciacién en Ciclo

Este procedimiento consiste en una amplificaciéon lineal de la reaccién de
secuencia, usando 25 ciclos de desnaturacion y alincamiento de un cebador especifico a
una cadena y la extension en presencia de Taq DNA polimerasa mas dideoxinucleotidos
marcados (Fluorescencia). Una de las principales ventajas de esta técnica es reducir la
cantidad de ADN necesaria para la secuenciacién, debido a que se produce una cantidad

suficiente después de 25 ciclos de amplificacion (Gaitén, 2002).

Segin Gaitan (2002) se han determinado las siguientes aplicaciones de la
secuenciacion en ciclo:

s Evolucion de genes, incluyendo estudios del procese que produce la variacién a nivel
de secuencias, estudios del origen de alelos nuevos ¢ loci nuevos e investigaciones de
convergencia y seleccion.

e Estudios de poblaciones o intraespecificos incluyendo estudios de variacion
geografica, flujo de genes, hibridizacién y conservacién genética,

¢ Estudios interespecificos tales como la construccién de filogenias de especies para

evaluar la macroevolucion de patrones y procesos.

15. ESTUDIOS GENETICOS REALIZADOS A C. hominivoraxy C. macellaria
15.1, Estudios para C. hominivorax

Lessinger et al. (2000} determinaron la secuencia del genoma mitocondrial del
gusano barrenador del ganado, obteniendo una secuencia de 16,022 pb (pares de bases),

indicando que este tamafio es tipico de un genoma mitocondrial del suborden Brachycera.
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También se han realizado varios estudios genéticos poblacionales en el gusano
barrenador del ganado en varias regiones de América. Por ejemplo, Rochrdanz (1989)
realizd estudios de la variabilidad genética intraespecifica del mtDNA de 30 cepas de C.
hominivorax, desde Texas hasta Costa Rica utilizando 15 enzimas de restriccidn,
demostrando que estas poblaciones presentan variacion genética. Azeredo-Spin, (1993)
realizé estudios para 12 poblaciones de Brasil procedentes de 7 localidades encontrando
alta variabilidad en el genoma mtADN. De igual forma, estudios de analisis
citogenéticos y morfolégicos han sido desarrollados en algunas poblaciones del gusano
barrenador del ganado en Norte América y Brasil (Vargas y Lima, 1995). Narang y
Degrugillier (1995) realizaron estudios con el gusano barrenador del gamado con
poblaciones de Libia y las comparé con las de Norte y Centro América, Jamaica y Sur
América, utilizando 8 enzimas de restriccion. También Jaramillo y Villada (1999),
trabajaron en 6 poblaciones panamefias del gusano barrenador del ganado secuenciando
el gen Citecromo oxidasa I, encontrande que las secuencias no presentaron diferencias
significativas concluyendo que en Panama existe panmixia entre las poblaciones
estudiadas, Lyra er ol (2005) realizaron estudios en siete poblaciones del gusano
barrenador del ganado y de C. macellaria en distintas zonas geogrdficas ganaderas de
mayor importancia de Uruguay, observandose nueve haplotipos, demostrando una alta
variabilidad en el mtADN de las poblaciones evaluadas. Sin embargo, al aplicar el
indice de similaridad, indic6 que no hay evidencia de diferenciacién en las sub-
poblaciones, concluyendo que la poblacién de C. hominivorax de Uruguay es una tnica

poblacién en equilibrio. Posteriormente, Maliphan, er al. (2006) realizd estudios en
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poblaciones criadas en el laboratorio de Bioseguridad USDA-ARS de Lincoln,

Nebraska, utilizando 30 enzimas de restriccidon encontrando 16 sitios de restriceién.

15.2. Estudios para C. macellaria

Lessinger y Azerdo-Espin (2000) dirigieron sus estudios en varias especies de
moscas causantes de miasis (Cochliomyia hominivorax, Cochliomyia macellaria
Chrysomya megacephala, Luculia eximia y Dermaiobia hominis) en la region de
Control del ADN mitocondrial, encontrando una variacién en la longitud entre especies
comprendidas entre 1,000 pb a 1,600 pb. Litjens, ef al. (2001) también realizaron
estudios en la caracterizacion molecular de C. hominivorax e incluyeron a la especie C.
macellaria. Ellos amplificaron dos regiones especificas, Citocromo Oxidasa subunidad 1
con 870 pb y la Regién Control hasta el gen 128 rRNA con 2,100 pb en siete

poblaciones de Brasil.

Con respecto a C. macellaria con técnicas como RAPD-PCR, RFLP-PCR, etc.
estan el de Skoda, ef al. (2002) quienes realizaron estudios comparativos con C.
hominivorax y C. macellaria utilizando la técnica ramdon amplified polymorphic DNA —
polymerase chain reaccion (RAPD-PCR) evaluando 120 “primers” elegidos al azar, de
los cuales encontraron 21 “primers” que producen marcadores. Posteriormente fueron
estudiados estos 21 “primers”, en dénde encontraron que siete de estos producen claros y
reproducibles marcadores que fueron evaluados en cuatro poblaciones del gusano

barrenador del ganado y C. macellaria.
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16. CARACTERISTICAS ECOLOGICAS DE LOS LUGARES DE ORIGEN
DE LAS CEPAS DE C. hominivorax

16.1 OAXACA, MEXICO

Oaxaca esta ubicada al norte 18°39, al sur 15°39' de latitud norte; al este 93°52', al
oeste 98°32' de longitud oeste. En esta region predomina el clima tropical. Su
temperatura media anual es de 18°C. Sin embargo, presenta una geografia provecando
variaciopes del clima, en los litorales prevalece una temperatura promedio de 27°C,
mientras que en el valle es de 22° C con clima templado subhiimedo. En cuanto a la
altitud, la minima estd al nivel de mar, presentando un clima cdlido, y la maxima se
encuentra en la Sierra Madre del sur con 3,750 msnm en donde el clima es templado con
inviernos frios. En Qaxaca se encuentran todos los ecosistemas, desde selvas mimedas y
bosques tropicales hasta selvas secas, bosques espinosos y zonas desérticas. La
precipitacion promedio anual se presenta desde los 509 mm hasta los 3795 mm,

dependiendo de la regién (INEGI, 1998; INEGI, 1999; INEGI, 2000; SEP, 1597)

16.2 QUINTANA ROO, MEXICO

Geograficamente Quintan Roo esta ubicada al norte 21°37, al sur 17°53' de
latitud norte; al este 86°42', al oeste 89°20° de longitud oeste. El relieve es escaso,
presentando su altitud médxima a 230 msnm. En este estado predomina el clima tropical
con lluvias en verano, excepto en el suroeste y el sureste, donde predomina una
temperatura tropical con intensas lluvias periddicas e inviemno seco en el norte. Al oeste
también es tropical, pero con lluvias intensas en verano. Al norte, el clima es de sabana

con lluvias periddicas e invierno seco. La temperatura media anual es de 26 °C. Su
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precipitacién promedio anual fluctia entre 1061 mm a 1393mm. La época seca es de
febrero a mayo y la lluviosa de mayo a octubre, aunque con frecuencia se prolonga hasta
enere en forma de chubascos procedentes del norte. La flora varia de acuerdo con el

clima, entre selva baja a alta (Campillo, 1988; INEGI, 1998).

163 CHIAPAS, MEXICO

Chiapas esté ubicada al norte 17°59', al sur 14°32' de latitud norte; al este 90°22', al
oeste 94°14' de longitud oeste. Su territorio esta conformado con zona de montafia y de
planicie. En la sierra de Chiapas existen grandes extensiones de terreno pobladas por
bosques y selvas con plantas y animales de clima templado himedo. La parte baja de
Chiapas estd compuesta de bosques caducifolios y praderas y la zona costera de
manglares. En general, su clima es tropical himedo y sub-himedo, debido a que este
cambia dependiendo de la altura del lugar. En Los Altos es templado himedo y con
muchas lluvias en verano. En las localidades de lugares bajos, como Tapachula, tienen
clima cdlido con una temperatura media anual de 27.8 °C. En Chiapas llueve en los
meses mas calurosos y las lluvias disminuyen en los meses frios. Su precipitacitn
promedio es muy variable, dependiendo de la localidad, siendo entre 3,977.5 mm para la
zona mds Huviosa (Pichucalco) a 1,105.5 mm en San Cristobal de las Casas (Gordillo y

Ortiz, 1977; SEP, 1997; INEGI, 2000).

UNIVERSIDAD DE PANAMA
RIBLIOTECA
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16.4 OESTE DE SAN JOSE, COSTA RICA

Las colectas de la cepa de Costa Rica se llevo a cabo en el oeste de San José,
donde se encuentra el territorio de San Ramén de Tres Rios y Coronado presentando una
latitud de 9° 53'13.70" Norte y una longitud 83° 59" 495" Este. Esta region se
caracteriza por tener una altitud de 1500 msnm. Pertenece a la zona de vida Bosque
Pluvial Montano Bajo. Su precipitacién media anual de 1834.5 mm con una temperatura
promedio anual de 19.1 °C. Esta regién posee suelos volcdnicos con pendientes de 15% a
60%, topografia bastante accidentada. La época lluviosa estd comprendida ente mayo a
noviembre y la época seca de diciembre a abril (Herrera y Gomez, 1985; Gémez y

Herrera, 1986; Anénimo 1988; Herrera y Gomez, 1993).

165 NORTE DE LA CIUDAD DE PANAMA, PANAMA

La ciudad de Panam4 est4 ubicada a los 9 00° 53" de latitud Norte y 79 31° 02"
de longitud Oeste. Su altitud oscila entre 0 y 125 msnm. Presenta clima tropical con una
temperatura promedio de 27.7°C y humedad relativa promedio anual 70%. El clima
en el entorno del distrito y en el area de la ciudad es lluvioso durante los meses de mayo
a diciembre y cuenta con una temporada seca de enero a abril. El viento norte veraniego
mantiene el clima fresco constantemente. Esta regién presenta una precipitacién media
diaria de 5.1 mm y una humedad relativa media anual de 75%. La temperatura a lo largo
del aflo oscila entre 25° C vy 35° C, dependiendo del mes. La precipitacion anual

promedio es de 1900 mm (Diccionario Geogréfico de Panama, 2001; Hidromet, 2006).
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17. DESCRIPCION DE LA CRIANZA DE LAS CEPAS

Cada upa de las cepas del gusano barrenador del ganado fueron criadas en
laboratorio como poblaciones aisladas. El laboratorio actualmente se encuentra en la
planta productora de moscas estériles ubicada en Pacora, Panama. Estas instalaciones
cumplen con las caracteristicas de un laboratorio de bio-seguridad de nivel 2 (BSL2),
siendo apropiado para trabajar fluidos corporales y tejidos que presentan un agente de
infeccién que podria ser desconocido. Si el laboratorio es usado correctamente funciona
como una barrera primaria. Su uso correcto implica el empleo de mascarillas protectoras,
guantes, batas o uniforme especial para el laboratorio. El personal y visitantes deben
baiiarse antes y después de accesar a el.  Las instalaciones del laboratorio cuentan con

las siguientes 4reas relacionadas con la cria de las moscas:

*  Cuarto de preparacién de la dieta para las larvas. Lugar donde se tiene los
ingredientes y equipo para prepara las dietas.

®» Cuarto de crecimiento larvario, apareamiento y oviposicibn. Lugar que posee
bandejas plasticas que contienen las dietas,

® Cuarto de eclosion: en este cuarto las pupas han sido colocadas en pequefios vasos de
plistico dentro de una jaula para esperar que las pupas eclosionen.,

= Uncuarto caliente para guardar equipo de trabajo (esterilizacion).
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a. b

Figura 2. a. Jaulas de reproduccion de las moscas, Laboratorio ARS-USDA, Pacora Panama. .
b. Bandejas con pupas, Laboratorio de ARS-USDA, Pacora, Panama.

18. CARACTERISTICAS DE AREA DE COLECTA DE C. macellaria

La colecta fue realizada en el corregimiento de Pacora, el cual se encuentra
dentro del perimetro de la ciudad de Panama, a una latitud de 9 04’ 59” norte y una
longitud de 79 17° 27" oeste. Presenta una altitud entre 20 a 199 msnm. Su temperatura
promedio en los meses de colecta (15 de marzo — 15 mayo) es de 274 °C y
precipitacion promedio anual 1300 mm. Se ubica en la zona de vida segin Holdridge de
Bosque himedo tropical, aunque parte de ese bosque ha sido deforestado por el

crecimiento urbano (Diccionario Geografico de Panama, 2001; Hidromet, 2006).
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MATERIALES Y METODOS
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1. MATERIAL BIOLOGICO

Se utilizaron especimenes de 6 cepas del gusano barrenador del gapado
Cochliomyia hominivorax y la especie Cochliomyia macellaria. Las cepas, fueron
colectadas en México, Costa Rica y Panam4, en las localidades descritas en el cuadro 2 y
figura 4. Posteriormente se levanté un pie de cria, donde hasta la fecha se mantienen en
laboratorio como poblaciones aisladas en jaulas. El cuadro 3 muestra las principales
caracteristicas morfolégicas que diferencian a cada cepa del gusano barrenador en este

estudio.

Cuadro 2. Latitud, Longitud y afio de colecta de las cepas de C. hominivorax y la especie
C. macellaria.

Especie Cepa Lugar de Procedencia Latitud | Longitud | Afio
C. hominivorax LH Oaxaca, México 17.05 { -96.7167 | 1983
C. hominivorax P-95 Norte de ia ciudad de Panam4, Panama 9.3333 -82.25 1995
C. hominivorax { CECH | Quintana Roo, México 19.6667 -88.5 1983
C. hominivorax | PA-34 | Chiapas, México 16.5 -92.5 1983
C. hominivorax CR-92 | Oeste de San José, Costa Rica 10 -84.25 1992
C. hominiverax | Limén | Chiapas, México 16.5 -92.5 1993
C. macellaria Pacora, Panaméa 841667 | -81.67 2006

Cuadro 3. Principales caracteristicas de las cepas de C. hominivorax.

Especie Cepa_ | Principales carateristicas
C. hominivorax LH ojos amarillos
C. hominivorax CECH |ojos rojos
C. hominivorax LIMON |ojos verde claro
C. hominivorax PA-34  |ojos anaranjados
C. hominivorax P-95 tipo salvaje
C. hominivorax CR-92 |tipo salvaje
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Figura 3. Localizacion geografica del origen de las cepas evaluadas.
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2. COLECTA DE C. macellaria

Durante dos meses {15 marzo — 15 mayo de 2006) se realizé la colecta en el campo,
iniciando la actividad con la seleccién del sitio adecuado. Estas actividades se realizaron
en los campos de Pacora, Panamé. Para esto se utilizé como atrayente higado de pollo,
que fueron colocados en un recipiente plastico con tapadera y dejado en un cuarto a
temperatura ambiente durante 3 dias previos al inicio de la colécta para que se iniciara el
proceso de descomposiciébn y sirviera como atrayente de las moscas. Se colocé el
higado en una bandeja de plastico a un lado del cerco de los potreros, se capturaron las
moscas con la ayuda de una red entomolégica. Estas se identificaron y se colocaron en
viales, Para la identificacion de la mosca en el campo se usaron los criterios que

aparecen en el cuadro 4.

Cuadro. 4. Principales caracteristicas para diferenciar a los aduitos de
C. hominivorax de C. maceilaria en el campo (Alvarez, 1996).

Caracteristicas C. hominivorax C. macellaria

Cabeza Vista dorsal: punto rojo entre 1os 0jos en | Vista dorsal: sin punto rojo en
las hembras. hembras y machos.
Vista frontal: con pelos frontales | Vista frontal: con pelos frontales
entrecruzados, NO entrecruzados

Térax Vista dorsal: con 3 lineas oscuras (las dos | Vista dorsal: con 3 lineas oscuras

externas de iguales y la interna més corta). | (las tres del mismo tamafio).

Ala: Basicosta | Pigmento café oscuro Pigmento café claro

ABDOMEN Vista ventral: pubescencia blanca poco | Vista ventral: pubescencia blanca

notoria. muy notoria.

Los viales que contenian las moscas vivas se lievaron al laboratorio, donde se

colocaron en un congelador con una temperatura de -26°C para que murieran congeladas.
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Luego de un periodo de 4 horas de permanecer en ¢l congelador se sacaron del mismo y
se le aplicd a cada vial alcohol al 95%. De esta forma, las moscas estaban listas para ser

tlevadas al laboratorio de Biologia Molecular del Instituto Smithsonian en Naos, Panama.

3. EXTRACCION DEL mtADN

El ADN se extrajo utilizando CTAB (bromuro de 6,10,3 metilamonio) como
extraccion inicial. El toérax de cada mosca de las cepas en estudio se macerd en la
solucién de 2X CTAB (500 pl) y se le agregd 10 pl de proteinasa K (20pg/ul), luego se
incubd a 55 °C por toda 1a noche. Posteriormente, la mezcla se lavo con 500pul de fenol:
cloroformo: alcohol isoamilico (PCI) y mezclé por 5 minutos. Luego se centrifugd a
14,000 rpm durante 3 minutos. El sobrenadante se colocd en un tubo nuevo y limpio.
Posteriormente, la mezcla se lavd nuevamente con 500pl de fenol: cloroformo: alcohol
isomilico (PCI} y mezclé por 5 minutos. Después esta se centrifugd a 14,000 rpm
durante 3 minutos. El sobrenadante de estas muestras se extrajo con 500 ul de
cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) y se mezclé a mano por 5 minutos y se centrifugo a
14,000 rpm durante 3 minutos. Posteriormente, €l sobrenadante de esta mezcla se
extrajo con 500 ul de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) y se mezclé a mano por 5
minutos y se centrifugé a 14,000 rpm durante 3 minutos. Finalmente el sobrenadante de
esta ultima mezcla se agregd 1000 pl de etanol al 100% y dej6 precipitar el ADN toda la
noche a -20°C. Luego de la precipitacién, la mezcla se centrifugd a 12,000 rpm durante
45 minutos a 4 °C para formar un pellet con el ADN en el fondo del tubo, al cual se le

decantd el etanol. Posteriormente se agregd 1000 pl de etanol 70% a -20°C para lavar el
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pellet de ADN y se centrifugé a 14,000 rpm durante 15 minutos, este etanol se decanté y
se con Ja miquina “Speed Vac” o en la incubadora a 55°C. Finalmente, a esta muestra
se le agreg6 100 pl de buffer TE para resuspender el ADN. Al ADN extraido se verificé

la calidad mediante electroforesis en agarosa.

4. AMPLIFICACION DE PCR

Los cebadores redisefiados fueron apareados y utilizados en la amplificacion del
mt ADN. La reaccion de PCR que se establecié para iniciar la investigacion fue la
propuesta por Maliphan er al. (2006). Las reacciones de PCR fueron conducidas en una
mezcla de PCR de 25ul co:\neniendo 2 ug del stock de ADN extraido anteriormente; 2.5
ul de la solucion buffer II 10X PCR; 0.25 ul de Qiagen Taq DNA polimerasa; 2 ul de
200 pM de cada dATP, dCTP, dGTP y dTTP; 0.2 uM de cada cebador; 2.5 pl de 2.5
mM de MgClz y agua doblemente destilada para completar el volumen. La mezcla de

PCR se coloco en el termociclador PTC-200 Pellier Thermal Cycler.

La reaccién que fue desarrollada en el termociclador empled como base una
desnaturalizacién inicial del DNA a 94°C por tres minutos. Posteriormente, 94°C por un
minuto. Después se dio el reconocimiento de cada cebador de la cadena de DNA a una
temperatura entre 50°C — 60°C por 30 segundos (més adelante se especifica para cada
cebador). Luego se pasé a la etapa de alargamiento de la nueva hélice de DNA a 72°C
por un minuto. Después de 35 termociclos, se hizo un alargamiento final a 72°C por dos

minutos. Algunos de estos pasos fueron optimizados para lograr la amplificacion,
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procedimiento que se detalla mas adelante. Finalmente, una muestra de los productos
amplificados fue visualizada en electroforesis de gel de agarosa. El residuo de 1a muestra
fue almacenado a 4°C para futuros andlisis. Los cebadores que fueron evaluados y sus

regiones de amplificacion son descritas en el cuadro 5.

Cuadro No. 5 Cebadores utilizados en la investigacién (Maliphan ez al. 2006).

CODIGO | NOMBRE SECUENCIAS TAMARNO (pb)
3F  [N2.J-1480  [TACAATTTATCGCCTAAACTTCAGCC 2450
3R [C2N-3793  |GAGACCATTACTTGCTTTCAGTCATCT
aF  |C2J-3662  [GGTCAATGTTCAGAAATTIGIGG 2320
4R [N3-N-5942  {TGATTTCATTCATGATATAAGTCC
7F IN5-J-7660  [TTCTGATCATCCCTGATC 1194
7R [NS-N-8853  |GTAAAATCTTATAATGCTGG
8F  [N5.J.8621  IGCTATAGCAGCTGGCAATCAAG 1076
SR [NAN-9676 |CTTATGAACGGATGGGGAGTC
9F  [N4J-9580  [TAGGAGGAGCAGCCATATTTGGC 1161
9R  INL-N-10740 |GAAGGTCTTGGGCTTTCT
10F NLJ.1075 _ |AAGCCCAAGACCTIC 1148
I0R  |CBN-11872 |GATGCACCATTGGCATGT

5. EVALUACIONES PARA CADA CEBADOR

51 CEBADOR 3

Primero se usé como base el protocolo de Maliphan er al. (2006}, al cual se le
hicieron las siguientes modificaciones: 2.5 pl de la solucién 1X buffer, 0.75 pl de 25 mM
de MgClz, 2 pl de 0.1 mM de dNTPs, 0.5 ul de 0.2 mM de cada cebador, 0.25 pl de
0.025 U/ul de Taq, 2ul de la extraccién del ADN. A partir de este protocolo fueron
variando las concentraciones hasta optimizar el protocolo como se describe a

continuacién. Las concentraciones del cebador evalnadas para este andlisis fueron de 0.2
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mM y 0.5 mM. Para este cebador también se evaluaron dos concentraciones de ADN, el
ADN concentrado de la extraccién orginal y diluido en una relacién 1:10. Para el
MgClz se evaluaron las concentraciones de 0.75mM, 1.0mM, 1.25mM, 1.5mM, 2mM,
2.5mM, 3mM, 3.5mM, 4mM, 4.5mM. Con respecto a dNTPs, ademas de 0.1 mM, se
evaluaron las concentraciones de 0.15mM y 0.2mM. Adicionalmente, se evaluaron
diversas enzimas Taq procedentes de distintas casas comerciales: Amplitaq, Qiagen Taq

y TaqGold. En el buffer también se evalué una concentracidn adicional a 0.73X.

Se realizé la prueba de gradientes de temperatura utilizando un rango de 48°C —
60°C. Para este cebador también se evaluaron algunos cambios en el programa para
correr la PCR en el alargamiento de la nueva hélice de ADN a 72°C por dos minutos y

luego de los 35 termociclos un alargamiento final por 10 minutos.

El protocolo siguiente fue el mejor para obtener amplificaciones:

Taq buffer 0.73X
MgCl 2.0 mM
dNTPs 0.15 mM
Primer 0.5 mM
QiagenTaq 10U/l

Sin embargo estas fueron inconsistentes entre las cepas de C. hominivorax, por lo
que se recomienda a partir del mismo iniciar nuevos estudios. E! programa de PCR
quedé definido como: paso inicial de 94°C por un minuto, extensién de 94°C por un
minuto, 60°C por 30 segundos, 72°C por dos minutos, 34 termociclos, 72°C por 10

minutos,
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52 CEBADORA4

En este cebador, ademas del protocolo inicial descrito en el cebador 3, se
evaluaron las de 0.2 mM y 0.5 Mm de cada cebador. Para este no fue necesario evaluar
las dos concentraciones del ADN, empleandose dnicamente ¢l ADN concentrado de la
extraccion original. Para el MgCl2 se evaluaron las concentraciones de 0.75mM, 1.0mM,
1.25mM, 1.5mM, 2mM, 2.5mM, 3mM, 3.5mM, 4mM, 4.5mM. Para la concentracion de
dNTP’s ademds de 0.1 mM se evaluaron las concentraciones de 0,15mM y 02mM,
Ademas, fueron evaluados diversas enzimas Taq procedentes de distintas casas
comerciales: Amplitaq, Qiagen Taqg, TaqGold. En el buffer, también se evalud una
concentracion a 0.73X. Se realizé la prueba de gradientes de temperatura utilizando un
rango de 48°C — 60°C. A este cebador, al igual que el cebador 3, también fue necesario
realizar algunas evaluaciones en e] programa para correr ¢l PCR. Los cambios evaluados
fueron en el alargamiento de Ia nueva hélice de ADN a 72°C por dos minutos y luego de

los 35 termociclos un alargamiento final por 10 minutos.

Luego de todas estas evaluaciones se logr6é ampiificar con el siguiente protocoio:

Tagq buffer 1X
MgCL 2.0mM
dNTPs 0.15 mM
Primer 0.5 mM
QiagenTaq 10/l

Sin embargo, la amplificacion no fue consistente para todas las cepas, por lo que al
igual que el cebador 3, se recomienda a partir del anterior protocolo iniciar las futuras

evaluaciones. El programa de PCR que qued6 finalmente para este cebador fue:
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temperatura inicial 94°C por un minuto, temperatura de extensién 94°C por un minuto,

51°C por 30 segundos, 72°C por dos minutos, 34 termociclos, 72°C por 10 minutos.

53 CEBADOR 7

Para este cebador se realizd inicialmente el protocolo de Maliphan ef al. (2006)
realizando las siguientes modificaciones: 2.5 pl de la solucion 1X buffer, 0.75 pl de 25
mM de MgClz, 2 pl de 0.1 mM de dNTPs, 0.5 ul de 0.2 mM de cada cebador, 0.25 pl de
0.025 U/ul de Taq, 2l de la extraccién del ADN. La concentracién del cebador evaluada
para este fue 0.5 mM. Se emple6 e] ADN concentrado de la extraccion original. Para el
MgCla se evaluaron las concentraciones de 0.75mM, 1.5mM, 2mM, 2.5mM, 3mM,
3.5mM, 4mM. Para la concentracién de dNTPs, ademas de 0.1 mM, se evalud la
concentracion de 0.2mM. A este cebador no fue necesario realizar la prueba de
gradientes de temperatura, debido a que se utiliz6 la recomendada por Maliphan et al.

(2006) a 52°C y funciono6 perfectamente.

El protocolo quedd optimizado de )a siguiente forma:

Taq buffer 1X
MgCl2 20 mM
DNTPs 0.2 mM
Primer 0.5 mM
QiagenTaq 1U/ul

El programa de PCR quedo definido con los siguientes pasos: temperatura inicial
de 94 °C por 3 minuto, una temperatura de extension de 94 °C por un minuto, 52°C por

30 segundos, 72°C por un minutos, 34 termociclos , 72°C por 2 minutos.
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54 CEBADOR 8
Al igual que los cebadores antericres se utilizé el protocolo de Maliphan et al.

(2006), con las mismas modificaciones: 2.5 pl de la solucién 1X buffer, 0.75 pl de 25
mM de MgClz, 2 pl de 0.1 mM de dNTPs, 0.5 ul de 0.2 mM de cada cebador, 0.25 pul de
0.025 U/ul de Taq, 2ul de la extraccién del ADN. La concentracién de cebador evaluada
para este fue 0.5 mM. Para este cebador tampoco fue necesario evalvar dos
concentraciones del ADN, empleandose tinicamente el ADN concentrado de la extraccion
original. Para el MgClz se evaluaron las concentraciones de 0.75mM, 1.25mM, 1.5 mM
y 2.5mM Para la concentracién de INTPs ademés de 0.1 mM se evalué la concentracién
de 0.2mM. Se realizé la prueba de gradientes de temperatura utilizando un rango de 54°C

=60°C. El protocolo final para este cebador quedd optimizado de la siguiente forma:

Taq buffer 1X
MgCl 125 mM
dNTPs 02 mM
Primer 0.5 mM
QiagenTaq 1U/pl

y el programa de PCR quedé definido con los siguientes pasos: temperatura inicial 94°C
por 3 minuto, temperatura de extensién 94°C por un minuto, 60°C por 30 segundos, 72°C

por un minutos, 34 termociclos, 72°C por 2 minutos.

55 CEBADOR 9
Se utiliz6 el protocolo de Maliphan et al (2006) con las siguientes
modificaciones: 2.5 ul de la solucién 1X buffer, 0.75 pl de 25 mM de MgCl2, 2 pl de

0.1 mM de dNTPs, 0.5 pl de 0.2 mM de cada cebador, 0.25 pl de 0.025 U/pl de Tagq, 2pl
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de la extraccion del ADN. La concentracién de cebador evaluada para este fue 0.5 mM.
Se empled dnicamente el ADN concentrado de la extraccién original. Con respecto al
MgClz se evaluaron las concentraciones de 0.75mM, 1.5 mM, 2.5mM, 3.0mM, 3.5mM y
4mM Para la concentracién de dNTPs ademéas de 0.1 mM se evalud la concentracién de
0.2mM. No fue necesario realizar la prueba de gradientes de temperatura, debido a que la
temperatara propuesta por Maliphan ef al. (2006) funciond muy bien. El protocolo final

quedé optimizado de la siguiente forma:

Tag buffer 1X
MgCh 3.0 mM
dNTPs 0.2 mM
Primer 0.5 mM
QuigenTaq 10/ul

y el programa de PCR quedé definido con los siguientes pasos: temperatura inicial de
94°C por 3 minuto, temperatura de extensiéon de 94°C por un minuto, 57°C por 30

segundos, 72°C por un minutos, 34 termociclos, 72°C por 2 minutos.

56 CEBADOR 10

Se utilizé inicialmente el protocolo de Maliphan et gl (2006), con algunas
modificaciones: 2.5 pl de la solucion 1X buffer, 0.75 pl de 25 mM de MgClz, 2 pl de 0.1
mM de dNTPs, 0.5 ul de 0.2 mM de cada cebador, 0.25 pl de 0.025 U/ul de Tag, 2ul de
la extraccién del ADN. Se utilizé 0.5 mM de cada cebador. Se empleé el ADN
concentrado de la extraccion original. Con respecto al MgCl2, se evaluaron las
concentraciones de 0.75mM, 1.5 mM, 2 mM, 2.5mM, 3mM, 3.5mM y 4mM, también sc

realizé la prueba de gradientes de temperatura utilizando un rango de 50°C ~ 60°C.
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El cebador 10 no se logré optimizar, fue inconsistente al amplificar todas las

cepas en estudio, sin embargo el protocolo que amplifict para algunas cepas fue:

Taq buffer iX
MgCl 20mM
dNTPs 02 mM
Primer 0.5 mM
QuigenTaq 10/ul

y el programa de PCR que se utilizé para este protocolo fue: temperatura inicial 94°C por
un minuto, temperatura de extensién 94°C por un minuto, 59°C por 30 segundos, 72°C

por dos minutos, 34 termociclos, 72°C por 10 minutos,

6. PCR PARA CADA CEBADOR
Luego de establecido el protocolo optimo para cada cebador se realizé el PCR,
utilizando el ADN extraido de dos individuos de cada cepa de C. hominvorax y de C.

macellaria.

7. VISUALIZACION DE PCR
Para la visualizacién del producto del PCR se corrié la electroforesis con gel de
agarosa a una concentracién de 1.5 a 98v. por aproximadamente 45 minutos. Luego se

visualiz6 con luz ultravioleta y se fotografié el gel.
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8. PREPARACION PARA CORTAR BANDAS

El producto de la PCR se coloco en un gel de “Low Melting temperature agarose”
a una concentraciéon de 2.0%. La cAmara de electroforesis se cargé con el producto del
PCR. Esta se dej6 correr a 98v. aproximadamente por 45 minutos. Luego se visualizd
con luz ultravioleta y se fotografié el gel. Posteriormente, el gel se llevé a una mesa con
luz ultravioleta Foto/Prep [ by Fotodyne para cortar las bandas de cada individuo
amplificado. Cada una de estas se coloco en un tubos que se llevaron a la méquina
termocicladora Perkin Elmer Cetus DNA Therma Cycler 480 en donde permanecieron
por 5 minutos a 70°C. Luego, se colocaron a 45°C, dejandolos por 15 minutos. Después
de transcurrido este tiempo, se les agregd a cada tubo 1.2 pl de gelasa y se dejaron en la

maquina a 45°C.

9. SECUENCIACION EN CICLO (CYCLE SEQUENCING)

La secuenciacion en ciclo se realizé utilizando el siguiente protocolo: 2ul de agua
doble destilada, 3pl de buffer BD 5X, 1pi del cebador “F”/”R™, 1 pl de big dye y 3ul de
Ia banda cortada y tratada con gelasa, Luego la mezcla se centrifugd por 30 segundos.
Después de centrifugada se llevaron al termociclador PTC-200 utilizando el programa
(83100, el cual consistid en una temperatura inicial de 96 °C por un minuto, luego 96 °C
por 10 segundos, seguido de 50 °C por 5 segundos, luego a 60 °C por 4 minutos, y
finalmente 24 ciclos desde el segundo paso. Al terminar este proceso, a los tubos se les

agregd 10 pl de agua doblemente destilada.



53

10. COLUMNAS DE SEPHADEX

Las columnas se prepararon con Sephadex G-50. A cada columna se le agregé 780
pl de Sephadex. Luego se colocaron en una centrifugadora a 400 rpm, por dos minutos.
A cada columna se le agregé la reaccién de secuenciacion. Luego se colocaron en una
centrifugadora a 3,600 rpm por 3 minutos. La reaccion que quedo se llevé a la maquina
Speed vac, se centrifugé por 30 minutos para secarlos. A los tubos secos se les agreg6 10
pl de diformamida y se corrieron las secuencias en una secuenciadora Applied Biosystem

3130xi Genetic Analyzer (Hitachi) con un lectura del fragmento del 98.5% de exactitud.

11. OPTIMIZACION DE PROTOCOLOS DE PCR PARA Cochliomyia macellaria
Para C. macellaria, se evaluaron vunicamente los 3 cebadores que se lograron
optimizar para C. hominivorax, los cuales son:

a. cebador (7) F: N5-J-7660; R:N5-N-8853
b. cebador (8) F: N5-J-8621; R: N4-N-9676
c. cebador (9) F: N4-J-9580; R: NL-N-10740

11.1. CEBADOR 7
Varias pruebas se realizaron para optimizar este cebador, sin embargo, no se logrd

la amplificacién. Todas estas pruebas efectuadas se describen en el anexo 1.

11.2. CEBADOR 8
Inicialmente se realizé el protocolo que habia sido optimizado para C.
hominivorax. A partir de este protocolo se vari6 las concentraciones hasta optimizarlo.

Las siguientes concentraciones de MgCL fueron evaluadas: 1.5 mM, 2 mM, 2.5 mM y
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3mM. A cada una de ellas se les realizé una prueba de gradiente de temperatura de 50 °C

a 60 °C. Finalmente quedé optimizado con el siguiente protocolo:

Tag buffer 1X
MgClz 1.25 mM
dNTPs 0.2 mM
Primer 0.5 mM
QiagenTaq 1U/ul

El programa de PCR qued6 definido con los siguientes pasos: temperatura inicial 94°C
por un minuto, extension 94°C por un minuto, 52°C por 30 segundos, 72°C por dos

minutos, 34 termociclos, 72°C por 2 minutos.

113 CEBADOR 9
Inicialmente se realizé ¢l protocolo para C. hominivorax «que habia sido

optimizado, A partir de este protocolo se ¢valuaron las siguientes concentraciones de
MgCl2: 1.5 mM, 2 mM, 2.5 mM y 3mM. A cada una de ellas se les realiz6 una prueba

de gradiente de temperatura de de 50 °C 2 60 °C. El protocolo que quedé optimizado fue:

Taq buffer 1X
MeClz 2.0 mM
dNTPs 0.2 mM
Primer 0.5 mM
QiagenTaq 1U/ul

El programa de PCR qued6 definido con los siguientes pasos: temperatura inicial
94°C por un minuto, de extensién 94°C por un minuto, 52°C por 30 segundos, 72°C por

dos minutos, 34 termociclos, 72°C por 2 minutos.
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12. REGIONES AMPLIFICADAS

A partir de los protocolos definidos se hicieron las PCRs para cada una de las
regiones que amplifica cada cebador. Posteriormente, se realizd la secuenciacién en
ciclo para obtener las secuencias de cada una de las regiones amplificadas para las dos
especies en estudio: C, hominivorax y C. macellaria, 1o que permitié obtener el genoma
de las regiones NADH4 — NADHS5 para C. hominivorax y NADH4 para C. macellaria

mds una pequefia region de NADHS que se logré amplificar con el cebador 8.

13. ANALISIS FILOGENETICOS

Las secuencias obtenidas fueron comparadas y corregidas en el programa
Sequencher 6.4. Luego fueron alineadas y se prepararon las matrices NEXUS en
PAUP*4.0b10(Altivez). Cada una de las tres regiones secuenciadas fueron analizadas
independientemente. Para cada una de las regiones se realizaron andlisis utilizando los
criterios de distancias (NJ) y de Parsimonia con el programa PAUP*4.0b10(Altivez).
Para determinar si se podia realizar una analisis combinado de las tres regiones se realizd
un andlisis de Particién en el programa PAUP*4.0b10(Altivez). Ademads se realizd el
analisis de Méixima Verosimilitud (Maximum Likelihood, ML). Luego se realizé el
analisis en MrModeltest y posteriormente se realizé el anilisis Bayesiano. El andlisis de
Parsimonia fue realizado utilizando heuristic searches con TBR Branch Swapping. Para
conocer €l grado de soporte de las ramas se utilizé el anélisis de Bootstrap (1000

replicas). Para el andlisis ML se utilizé Modeltest 3.6 para elegir el mejor modelo de
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sustitucion en los datos. Los modelos que se utilizaron para el analisis fueron HKY+1 y

GTR+G. El anilisis filogenético Bayesiano fue conducido utilizando MrBayes 3.1.

Todos los analisis mostraron arboles con similar topologias. Se eligié el arbol
filogenético del andlisis Bayesiano para presentarlo en los resultados de la investigacion
debido a que este proporciona al mismo tiempo un 4rbol filogenético con soporte, el cual
segin Harrison y Langdale (2006) es conceptualmente equivalente a Maximum
Likelihood (ML) con Bootstrapping. Los arboles filogenéticos obtenidos de estos

andlisis fueron editados en el programa Canvas 9tM.
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RESULTADOS
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1 OPTIMIZACION DE LOS CEBADORES PARA C. kominivorax

Cuadro 6. Protocolos optimizados de cada cebador evaluado.

C.hominivorax C. macellaria
Cebador 7 | Cebador 8 | Cebador 9 | Cebador 8 | Cebador 9
Buffer 1X X 1X 1X 1X
[MgCl12 2 mM 1.25 mM 3 mM 1.25mM 2 mM
dNTPs 0.2 mM 0.2 mM 0.2 mM 0.2 mM 0.2 mM
“primer” 05mM | 05mM | 05mM | 05mM 0.5 mM
QiagenTaq 1 U/ 1 Ul 1 U/ 1 Ulp 2U/p

Inicialmente se hicieron las pruebas para optimizar los protocolos para las
mezclas de la PCR y para el programa del termiciclador. Tres pares de cebadores se
lograron optimizar para C. hominivorax: 7, 8 y 9. Sin embargo no se logré amplificar los

cebador: 3,4y 10.

2. OPTIMIZACION DE LOS CEBADORES PARA C. macellaria
Debido a que los cebadores 7, 8 y ¢ fueron los que se lograron optimizar para C.
hominivorax, estos también se eligieron para el caso de C. macellaria. De los cuales se

lograron optimizarel 8y9.

3. TAMANO DE LAS REGIONES AMPLIFICADAS

E] tamaifio de las regiones amplificadas del cebador 7 fue de 1,110 pb (abarca la
region NADH4), para el cebador 8 fue de 1,000 pb (abarca parte de las dos regiones
NADH4 y NADHS y el His ARN). Finalmente el cebador 9 fue de 1,038 pb (abarca la

region NADHS5) (Anexo 2).
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4. RELACIONES FILOGENETICAS DE LAS CEPAS

Como se explico en la metodologia, debido a que todos los analisis (NJ,
Parsimonia, Maxima Verosimilitud, Bayesiano) mostraron la misma tendencia, los
arboles que se presentan en la investigacion son los obtenidos con el andlisis Bayesiano.
A continuacion se describen los resultados obtenidos por cada regidn evaluada y el

consenso.

4.1. Cebador?7

Los resultados de analisis de las secuencias obtenidas con el cebador 7 muestran
un arbol con una politomia basal para cuatro clados. El primer clado formado por las
cepas de Quintana Roo {CECH) y Oaxaca (LH) presenta un soporte Bayesiano de 86. El
segundo clado, formado por las cepas procedentes de Chiapas (PA-34 y Limon) posee un
soporte Bayesiano de 83. El tercer clado, presentd un soporte Bayesiano débil, de 66,
constituido por las cepas de Panama (P95) y Costa Rica (CR-92) y finalmente el cuarto
clado comprendiendo solo la poblacion de Brasil. En general, estos resultados indican
que a nivel de la regién mitocondrial que abarca principalmente el gen NADHS las
relaciones filogenéticas muestran una sdlida tendencia monofilética entre los clados de
Oaxaca y Quintana Roo con el clado de las cepas de Chiapas. A pesar que el tercer
clado esta bien definido, como se habia mencionado, su soporte ¢s un poco débil en esta

region (Figura 4).
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4.2, Cebador 8

Los andlisis de las secuencias obtenidas con el cebador 8 muestra un arbol con
poca variabilidad entre las cepas. Se observo una politomia a nivel basal y de caldos.
Uno formado por las cepas de Quintana Roo (CECH) y Oaxaca (LH) con un soporte
Bayesiano de 99. El segundo est4 formando por las cepas de Chiapas (Limén y PA-34)

con un soporte Bayesiano de 61 (Figura 5).

43. Cebador 9

El arbol filogenético de las secuencias obtenidas del cebador 9, que amplifica
principalmente la region NADH4, presenta un nodo basal de donde nacen dos clados bien
definidos, el primero que agrupa a las cepas de Qaxaca (LH) y Quintana Roo (CECH),
presenta un soporte Bayesiano de 84. El segundo nace de una rama de donde salen dos
grupos, €l primero formado Unicamente por la poblacién de Brasil, mientras que el
segundo presenta un soporte Bayesiano de 77, de donde nacen nuevamente dos ramas, la
primera formando un grupo con las cepas de Chiapas (Limén y PA-34) con un soporte
Bayesiano de 96, siendo este también un grupe monofilético sélido. El segundo grupo

esta formado por las cepas de Panama (P-95) y Costa Rica (CR-(92) (Figura 6).

44. Consenso

Finalmente se unieron las tres regiones amplificadas, abarcande completamente
NADH4 — His tRNA ~ NADHS3, mostrando consistencia. Este arbol formé los mismos
cuatro clados de los cebadotes 7 y 9, pero con un mayor soporte, siendo estos: el primero

formado por las cepas de Quintana Roo (CECH) y Oaxaca (LH) con un 100 de soporte



61

Bayesiano, ¢l segundo con un soporte Bayesiano de 91 y estd comprendido por tres
ramas de donde nacen tres grupos. El primero formado tinicamente por la poblacion de
Brasil, el segundo un con soporte Bayesiano de 100, formando por las cepas de Chiapas
(Limén y PA-34) y el tercero con un soporte Bayesiano de 94 formado por las cepas de

Panamé (P-95) y Costa Rica (CR-92} (Figura 7).
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1. Regiones Amplificadas

Los cebadores 7 y 9 muestran la misma topologia formando cuatro clados
definidos. Sin embargo, el cebador 8, como se explicé anteriormente, amplifica una
pequeiia region de los genes NADH 4 y NADHS y la region completa del tRNA. Los
resultados obtenidos con el cebador 8 demuestran una politomia para las muestras
procedentes de Panamd, Costa Rica y Brasil. Esto puede darse debido a una baja

variabilidad en la secuencia de esta region.

2. Caracterizacion molecular de las cepas de C. hominivorax y C. macellaria

Las secuencias obtenidas de las distintas cepas de C. hominivorax de las regiones
amplificadas pertenecen al ADN mitocondrial, que representa la expresidn genética de la
linea maternal y es considerada como una herramienta muy importante para realizar
estudios de poblaciones intraespecificas. En estas secuencias se pueden observar la
existencia de un polimorfismo a través de los cambios que se presentaron en las bases

nitrogenadas entre las cepas; asi como los sitios en donde se dan dichos cambios.

Estos cambios son importantes porque son la principal fuente de informacién que
se utilizé para reahzar los andlisis filogenéticos que permitieron demostrar la relacién
entre las cepas, tomando en cuenta que estas proceden de zenas actualmente erradicadas,

las cuales fueron colectadas y reproducidas en laboratorio.
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La variacioén genética que se observo en los fragmentos amplificados del mtADN
permite aplicar otros métodos, tales como: PCR-RFLP. Este método permite una répida
identificacién de los diversos haplotipos que puedan estar presentes y establecer

relaciones entre poblaciones.

Como se ha mencionado, C. macellaria es considerada una plaga secundaria del
gusano barrenador del ganado y es morfolégicamente muy similar a este, principalmente
en los primeros estadios larvales. Uno de los requisitos indispensables para la eficiencia
del programa de erradicacién del gusano barrenador del ganado es la correcta
identificacion de las especies en los sitios muestreados, debido a que un error puede
llevar a liberaciones innecesarias, ademds del alto costo de las mismas para la
erradicacién de #4reas errdneamente identificadas come infestadas o el diagndstico
erroneo de una re-infestacion.  El aporte de las secuencias de la regién amplificada para
C. macellaria y C. hominivorax proporciona informacién genética para diferenciarlas
entre si, principalmente ¢n los muestreos realizados por el programa de erradicaci6n del

gusano barrenador del ganado.

El desarrollo de estas secuencias en la presente investigacién aportan informacion
importante para estas regiones del genoma (NADH4/NADHS), permitiendo la
comparacién entre cepas y poblaciones. Ademas, estas ayudardan para futuras
comparaciones con otros estudios entre especies del orden Diptera. Por ejemplo, la
region NADH4, has sido estudiada y comparada entre especies del género Drosophila

por Yu, et al. (1999).
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Para el caso de C. macellaria, el aporte también es muy importante debido a que
GenBank reporta secuencias de los genes tRNA e, 288 rRNA, subunidad 1 de
Citocromo Oxidasa B, Subunidad 1 de Citocromo Oxidasa (COI), tRNA-Leu y
Citocormo Oxidasa II (COIN). Las regiones secuenciadas en esta investigacion es una

contribucion que ayuda a incrementar la informacién de su genoma.

3. Relacién molecular entre las 6 cepas de Cochliomyia hominivarax (Coquerel).

El andlisis de los resultados muestra que las cepas de Quintana Roo y Qaxaca son
genéticamente muy similares y forman un solo clado. Mientras que las cepas procedentes
de Chiapas forman un clado separado y muestran una mayor divergencia genética con
respecto a las cepas de Quintana Roo y Oaxaca (Figura 9). De manera que es muy
importante sefialar que a pesar que los estados de Oaxaca, Chiapas y Quintana Roo son
geograficamente cercanos en el territorio del area sur de México, las cepas de estas

regiones se separan filogenéticamente.

Una estrecha relacion entre las dos cepas de Chiapas podria esperarse debido a la
cercania territorial entre ellas, factor que permite su posible apareamiento y retrocruza.
Ademds, puede considerarse ¢l movimiento interno del ganado en el territorio de
Chiapas. Adicional a esto, el territorio de Chiapas esta ubicada en un drea montaiosa, lo
que podria limitar la dispersién de las moscas a otros territorios, principalmente a la
planicie del norte de territorio de Chiapas. Por otro lado, el estado de Oaxaca esta
ubicado mds ¢ercano al territorio de Chiapas que al de Quintana Roo. Sin embargo, en el

arbo! del consenso, las cepas de Oaxaca (LH) y Quinta Roo (CECH) forman un clado
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bien definido. Esto pudo haberse debido a un movimiento migratorio de los animales
domésticos, principalmente el ganado, ya sea por comercializacién o por pertenecer a
fincas afines. La facilidad de dispersion de las propias moscas es relativamente limitada,
debido a que el territorio de Oaxaca esta localizado en un 4rea ampliamente montafiosa,
io que puede funcionar como una barrera natural para la dispersién de las moscas.
Aunque, este territoric también presenta una planicie que se extiende hacia Quintana

Roo, pudiendo facilitar esta via para su dispersién entre ambos territorios.

Con respecto al dltimo clado, conformado por las cepas de Costa Rica (CR-92) y
Panama (P-95). Esta relacion filogenética pudo haberse debido a las mismas razones que
el clado formado por las dos cepas de Chiapas, ambos paises estan territorialmente
cercanos. Ademas, es muy probable que se diera el movimiento del ganado, asi como la

migracion de las moscas entre zonas fronterizas entre los dos paises.

En el arbol filogenético del consenso, se observa una relacion entre el clado
formado por las dos cepas de Chiapas y el constituido por las cepas de Panamd y Costa
Rica. Esto indica una relacién monofilética mas cercana. Debido a esto, es posible
considerar que el territoric de Chiapas, la ciudad de San José, Costa Rica y la Ciudad de
Panamé tienen en comun la cercania con la carretera Panamericana. Por lo que se puede
suponer que este parentesco se deba al trdnsito o migracién del ganado. Este
movimiento vehicular pudo haber contribuido de alguna manera a que se diera esta
relacién genética. Pese a esto, los clados se dividen conservando claramente su relacién

anteriormente mencionada,
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Sin embargo, en el estado de Oaxaca, también pasa la carretera Panamericana.
Entonces, por qué no existe relacion entre estas cepas con Chiapas? Para contestar esto
hay que tomar en cuenta que el territorio de Chiapas esta estrechamente cercano con los
paises centroamericanos, por lo que la comercializacion ganadera es mas facil que se
llevara a cabo entre Chiapas y Guatemala (4reas fronterizas) y los demés paises de Centro
América que con los de Quintana Roo (que se encuentra lejos de la carretera
Panamericana) y Qaxaca. Adicional a esto, ¢l departamento de Petén, Guatemala, que
esta muy cercano a Quintana Roo, es un departamento de 4reas boscosas con una
cobertura de 1,880,000 Ha. pertencciente 2 la Reserva de la Biosfera Maya, pudiendo
representar una barrera natural entre el territorio de Quintan Roo con Guatemala (Lopez y

Véliz, 1999).

Esta misma cercania entre Chiapas y Guatemala pudo influir en su relacion
filogenética, debido a que se ha reportado que la capacidad de dispersién de las moscas
ha alcanzado hasta los 290 Km en dos semanas (Jasiorowski, 1993).  Esta distancia
abarca territorialmente desde Chiapas hasta las fronteras con Guatemala, El Salvador y
Honduras. Adicional a esto el territorio de Chiapas tiene 653.55 Km de frontera con
Guatemala, convirtiéndolo en la puerta de entrada y salida con el mercado
Centroamericano (Secretaria de Desarrollo Econémico del Estado de Chiapas, 2006;

Rodriguez, 1996).

En cuanto a la relacion filogenética entre las seis cepas evaluadas con la poblacion

de Brasil se observé una relacion mds cercana con el clado formado por las cepas de
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Chiapas, Panama y Costa Rica. En relacion a las areas fronterizas de Panama con
América del Sur, la provincia de Darién es limitrofe con Colombia, donde se encuentra
el Tapon del Darién, que se extiende a lo largo de la frontera en un 90%. Esta regidn,
alberga una rica biodiversidad de flora y fauna, que incluye muchas especies endémicas y
en peligro de extincion. Ademas de su riqueza biologica, presenta una gran extension de
areas protegidas (Conte, 2006). A pesar de la existencia de esta barrera natural, en
1972 fue firmado un acuerdo cooperativo entre Panama y Estados Unidos, creandose para
ello la Comisidn para la Prevencion de la Fiebre Aftosa (COPFA), donde se prohibe la
cria, ceba, compra o venta de ganado vacuno y porcino en una franja de 20 millas (32
Km) paralela a la frontera con Colombia que limité las explotaciones a las existentes a la
fecha de la ley en el resto de la provincia (Secretaria General de 1a Organizacion de los
Estados Americanos, 1978). Tomando en cuenta que la capacidad de dispersion de
mosca del gusano barrenador del ganado es hasta 290 Km en dos semanas, es posible la
dispersion y migracion de la mosca entre Panamé y Colombia. Debido a lo anterior es
importante considerar la implementaciéon de una barrera permanente de liberacién de

moscas estériles en toda el drea fronteriza de Panama con Colombia.

Adicional a todos los factores anteriormente mencionados, también puede
considerarse al istmo de Panama como un puente biogeografico. En Panama,
conjuntamente con Colombia y Ecuador se localiza una de las biotas més abundantes de
tierras bajas, de excepcional riqueza y endemismo, con un amplio rango de especies. Las
caracteristicas fisiogeograficas del istmo de Panamd, tambié¢n han generado una riqueza

faunistica que lo ubica como una de las regiones de méxima diversidad bioldgica del
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planeta y ha facilitado el intercambio de especies entre el continente americano

{Autoridad Nacional del Ambiente, 2003).

Para poder hacer una discusion més precisa de la relacién filogenética entre las
cepas de Costa Rica, Panama y Brasil, es importante conocer la caracterizacion molecular
de otras poblaciones de América del Sur. Ya se han realizado estudios moleculares entre
poblaciones de Brasil, por ¢jemplo Azeredo-Espin (1993) realizd una caracterizacién
molecular de doce poblaciones de C. hominivorax procedentes de siete localidades de
Brasil, demostrando alta variabilidad. Vargas y Azeredo-Espin (1995) encontraron 15
haplotipos entre cuatro poblaciones de C. hominivorax procedentes de Sio Paulo, los
cuales fueron interpretados como un resultado que reduce el flujo de genes entre estas
poblaciones. El cladograma de la distribucion geogrifica de los haplotipos observados
sugiere que las muestras del barrenador probablemente pertenecen a un mismo linaje
evolutivo. Estos patrones que indican polimorfismo intraespecifico entre distintas
poblaciones de Brasil lo demostraron Litjens et al (2001) con el estudio de cinco

poblaciones de Brasil.

Por otro lado Lyra et al. (1995) realizaron estudios en siete poblaciones de C.
hominivorax, procedentes de Uruguay donde también demostraron un alto polimorfismo.
El indice de similaridad, la divergencia promedio de nucledtidos v la varianza del andlisis
molecular demostraron que no hay evidencia de diferenciacién entre subpoblaciones
indicando que las poblaciones de Uruguay forman una panmixia. A pesar de que todas

estas investigaciones han sido realizadas en algunos paises de América del Sur, no se
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conocen las relaciones filogenéticas de toda la regién sur americana y su relacién con las

de Norte América, Centro América y el Caribe.

Otro factor muy importante que hay que considerar en las poblaciones sur
americanas, es que durante muchos afios han sido controladas por varios métodos,
principalmente con insecticidas, los cuales con el tiempo pueden llegar a obtener
resistencia selectiva, producto de mutaciones. En 1962, LaChance y Hopkins
realizaron estudios en mutaciones de C. hominivorax, considerando que estas podrian
desarrollar efectos como: desigualdad en la proporcion del sexo en la progenie, causar la
muerte de los homocigotos, afectando a un solo sexo de la especie o produciendo otras
caracteristicas genéticas utiles en programas de entomologia. Ellos encontraron nueve
mutaciones, que afectan principalmente el color de cuerpo y la venacién de las alas. En
Brasil, C. hominivorax ha sido controlada mayormente con insecticidas organofosforados
y su uso inadecuado pudo dar lugar a resistencia por seleccién de las moscas. Cambios
en la actividad de la carboxilesterasa han sido asociados con el insecticida
organofosforado. Por ejemplo, Carvalho et al. (2006) aislaron y caracterizaron el gen
E3 en C. hominivorax, el cual presentd similares substituciones responsables por estar
sometidos al organofosforado, como lo presentd la especie Lucilia cuprina

(Calliphoridae).

En general, una relacidon filogenética similar a nuestros resultados ha sido
reportada en estudios con C. hominivorax en otras poblaciones. Por ejemplo, Roehrdanz

(1989) demostr6 que dentro de los 16 haplotipos encontrados se presenté una relacién de
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parentesco entre las cepas de Oaxaca con las de Quintana Roo, mientras que las cepas de
Chiapas, Costa Rica y Jamaica formaban haplotipos distintos. Skoda er al. (2002),
estudiaron las poblaciones de C. hominivora, procedentes de México (Chiapas, cepa PA-
34), Costa Rica, Brasil y Jamaica. Ellos demostraron la existencia de un polimorfismo
intraespecifico entre las poblaciones, obteniendo a través del analisis de agrupamiento
UPGMA y posteriormente bootstrapping cuatro clados definidos. Asimismo, estos
investigadores obtuvieron un clado formado por las poblaciones procedentes de México,
otro formado por las poblaciones procedentes de Costa Rica. Un tercero constituido por
las poblaciones procedentes de Brasil y un Gltimo con las poblaciones procedentes de
Jamaica. Adicional a estos clados, ellos demostraron una relacion enire la cepa de

México (Chiapas, PA-34) con la de Costa Rica, aunque con un soporte de 54%.

Con todos estos analisis se puede conocer parte de la biogeografia historica de C.
hominivorax, debido a sus consistencia en la formacién de los clados. A pesar de su
capacidad de dispersion, las cepas demuestran su procedencia filogenética claramente.
También, con esta investigacion se aporta informacion de las regiones del ADN
mitocondrial estudiadas previamente estudiadas, las que pueden ser comparadas con
poblaciones de sur América, que actualmente son una plaga. Es importante continuar con
estudios en el genoma del C. hominivorax en #reas donde actualmente es una plaga
establecida, debido a que en un futuro puede entrar el programa de erradicacién a Sur
América. De esta manera se asegurar el éxito de las liberaciones de moscas estériles
producidas en laboratorio para la erradicacion, asi como evitar la re-infestacion en las

reas erradicadas.
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CONCLUSIONES
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Se optimizaron tres cebaderes para C. hominivorax: el cebador 7 (F: N5-J-7660; R:
N5-N-8853), el cebador 8 (F: N5-J-8621; R: N4-N-9676) y el cebador 9 (F: N4-J-
9580; R: NL-N-10740). Amplificando las regiones del mtADN NADH4 +RNA-

NADHS.

Para C. macellaria se lograron optimizar tinicamente dos “primers”; el primer 8 (F:
N3-J-8621; R:N4-N-9676) y el primer 9 (F: N4-J-9580; R: NL-N-10740)

amplificando la region del mtADN NADH4 més una pequeiia regién de NADHS.

Se presenté un evidente polimorfismo que agrupa a las cepas en 3 clados definido y
la poblacién de Brasil obtenida def Genbank queda fuera de estos tres clados. Los
clados son:

1 Las dos cepas de Chiapas (Limén y PA-34)

2 Las cepas de Panam4 y Costa Rica (P-95 y CR-92)
3. L.as cepas de Quintana Roo y Qaxaca (CECH y LH)
4

Poblacion de Brasil

Las diferencias genéticas encontradas entre C. maceilaria y C. hominivorax permite

distinguirlas molecularmente.
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RECOMENDACIONES
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Optimizar los demas cebadores que quedaron sin amplificar en este estudio, tanto
para C. hominivorax como para C. macellaria debido a que esta informacion permitiré las
comparaciones de otras regiones del genoma entre ambas especies, lo que facilitara la

separacion entre ellas a nivel del genoma mitocondrial.

Continuar con los estudios de las cepas trabajadas, incluyendo las moscas estériles
producidas en laboratorio y su comparacion con cepas actualmente establecidas como
especies nativas procedentes de Sur América ¢ islas del Caribe. Informacién que
permitira conocer las relaciones filogenéticos entre ellas lo que aportard conocimientos

que contribuirdn al éxito del programa.

Dentro de los estudios genéticos también se recomienda incluir los estudios con

genes nucleares de C. hominivorax.

Compararias también con poblaciones controladas con insecticidas y éreas

reinfectadas tomando en cuenta la posible resistencia a ciertos insecticidas.
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ANEXO1

EVALUACIONES REALIZADAS PARA EL PRIMER 7 EN LA ESPECIE
Cochliomyia macellaria

Se realizé inicialmente el protocolo optimizado en la investigacién para C.
hominivorax. Posteriormente se evaluaron las siguientes concentraciones de MgCla: 1.5
mM, 2 mM, 2.5 mM y 3mM, a cada una de ellas se les realizé una prueba de gradiente de
temperatura de de 50 °C a 60 °C. Luego se evaluaron dos concentraciones de MgCh
1.5mM y 2.5 mM, con gradiente de temperatura de 40 °C a 50 °C. Todas estas pruebas
descritas fueron corridas con el programa de PCR siguiente: Una desnaturalizacién inicial
del DNA a 94 °C, por tres minuto, luego 94 °C por un minuto, entre 50 °C ~ 60 °C por 30
segundos (o de 40 a 50, dependiendo del gradiente evaluado). Un alargamiento de 72 °C
por un minuto. Después de 35 termociclos ser hizo un alargamiento final a 72 °C por dos

minutos.

Posteriommente se evaluaron las concentraciones MgClz de 1.5 mM, 2 mM,
2.5mM y 3mM, con el mismo programa de PCR pero con el unico cambio del tiempo del
alargamiento de la nueva hélice de DNA a 72 °C por 10 minutos, en dénde tampoco se
tuvo éxito por lo que fue necesario evaluar dos concentraciones de MgClz. 1.5 y 2.5 mM

con los siguientes programas de PCR:

*  Una desnaturalizacién inicial del DNA a 94 °C, por tres minuto, luego 94 °C por un
minuto, 45 °C por 30 segundos, 72 °C por un minuto y luego cuatro termociclos;

luego un paso de 94 °C por un minuto, 50 °C por 30 segundos. Un alargamiento de
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72 °C por un minuto. Después de 30 termociclos ser hizo un alargamiento final a 72

°C por dos minutos.

* Una desnaturalizacién inicial del DNA a 94 °C, por tres minuto, luego 95 °C por dos
minutos, 50 °C por des minutos, 72 °C por cuatre minutos y luege dos termociclos;
luego un paso de 93 °C por un minuto, luego 50 °C por un minuto. Un alargamiento
de 72 °C por cuatro minutos. Después de 32 termociclos, 93 °C por un minuto, 50 °C

por un minuto y finalmente 72 °C por diez mimuos.

Posteriormente se hicieron evaluaciones utilizando el mismo protocolo donde se
evaluaron las siguientes concentraciones de MgCla: 1.5 mM, 2 mM, 2.5 mM y 3mM, a
las que se le hizo prueba de gradiente de temperatura de de 50 °C a 60 °C. También se

evaluaron las enzimas TagGold, Amplitag y Qiagen.

Se evaluaron con el protocolo inicial 3 diluciones diferentes de ADN: 1:10, 1:50 y
1:100. Posteriormente se hicieron evaluaciones utilizando el mismo protocolo,
adicionandole DMSO al 5% y ademas donde se evaluaron las siguientes
concentraciones de MgCl2: 1.5 mM, 2 mM, 2.5 mM y 3mM, a cada una de ellas se les

realizd una prueba de gradiente de temperatura de de 50 °C a 60 °C.

A pesar de todas estas evaluaciones realizadas el primer no trabajo.
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ANEXO2
Secuencias de los individuos de cada regién amplificada
REGION NADHS mt ADN (primer7)

C.hominivorax individuo No.7. 5
TTGCTTGAATATTAAATTATGGTAGTTGAAATTATATTTTTTATTTAGAAGTGATAAAAAATGATTTIGAAATAATAATTATTGGTATATTAGT
AATATTAGCTGCAATAACTAAGAGAGCCCAGATTCCATTTTICTTCTTGATTGCCAGCTGCTATAGCGGCTCCTACTCCTGTTTCAGCTTTAGTC
CATTCTTCTACCTTAGTAACTGCTGGGGTTTATTTATTAATTCGATTTAATATTGTATTAAGAAGTTCATGAATAGGAAATTTATTATTATTAT
TGTCTGGTTTAACAATATTCATAGCTGGGTTAGGGGCTAATTATGAATTTGATTTAAAGAAGATTATTGCTTTATCTACTTTAAGACAATTGG
GTTTAATAATAAGAATTTTATCAATAGGGTTTTATAAATTAGCTTTTTTICATTTATTAACACATGCTTTGTTTAAGGCATTATTATTTATGTGT
GCCGGGGCTATTATTCATAATATAAATAATTGTCAGGATATTCGTTTAATGGGAAGATTGAGTTTAATAATACCATTAACTTCTTCTTGTTTTA
ATGTAGCTAATTTAGCATTATGTGGAATACCTTTTTTAGCTGGATTTTATTCTAAGGATTTAATTTTAGAAATAGTTTICTTTATCTTATATAAA
ITTTITITTCCTITTTICTTTALL L L ICTACGGGATTAACTGTTTGTTATTCTTTTCGGTTAGTTTATTATACAATAACTGGTGATTCTAATTTT
TCATCTTTAAATATATTAAATGATGAGGGTTGGGTAATATTAAAAAGTATAATAGGATTGTTGATTTTAAGAATTTTITGGGGGAAGTATATTA
AGTTGATTAATTTTCCCTACCCCTATAGTAGTAGTTTTACCTTATTATTTAAAATTATTAACAATATTTGTTTGTATTGTAGGAGGGGTAATAG
GTTATTTAATTTCTAATGTTTCTTITGTTTTTTTATAATAAGGCTTTAAATAATTATAATTCATCTTATTTTTTAGGTTCAATATGATTTATACCTT
ATATTTCTACTTATGGTATTA [1059)]

C.hominivorax individuo No.7. 6
TCGATTGGTGATGTGGCATTATTATTAGCTATTGCTTGAATATTAAATTATGGTAGTTGAAATTATATTITTTATTTAGAAGTGATAAAAAAT
GATTTTGAAATAATAATTATTGGTATATTAGTAATATTAGCTGCAATAACTAAGAGAGCCCAGATTCCATTTTCTTICTTGATTGCCAGCTGCT
ATAGCGGCTCCTACTCCTGTTTCAGCTTTAGTCCATTCTTCTACCTTAGTAACTGCTGGGGTTTATTTATTAATTCGATTTAATATTGTATTAAG
AAGTTCATGAATAGGAAATTTATTATTATTATTGTCTGGTTTAACAATATTCATAGCTGGGTTAGGGGCTAATTATGAATTTGATTTAAAGAA
GATTATTGCTTTATCTACTTTAAGACAATTGGGTTTAATAATAAGAATTTTATCAATAGGGTTTTATAAATTAGCTTTTTTTCATTTATTAACA
CATGCTTTGTITTAAGGCATTATTATTTATGTGTGCCGGGGCTATTATTCATAATATAAATAATTGTCAGGATATTCGTTTAATGGGAAGATTG
AGTTTAATAATACCATTAACTTCTTCTTGTTTTAATGTAGCTAATTTAGCATTATGTGGAATACCTTTTTTAGCTGGATTTTATTCTAAGGATTT
AATTTTAGAAATAGTTTCTTTATCTTATATAAATTTTTTTICCTTTTITICTTTATTTTITTICTACGGGATTAACTGTTTGTTATTCTTITCGGTTA
GTTTATTATACAATAACTGGTGATTCTAATTTTTCATCTTTAAATATATTAAATGATGAGGGTTGGGTAATATTAAAAAGTATAATAGGATTG
TTGATTTTAAGAATTTTIGGGGGAAGTATATTAAGTTGATTAATTTTICCCTACCCCTATAGTAGTAGTTTTACCTTATTATTTAAAATTATTAA
CAATATTTGTTTGTATTGTAGGAGGGGTAATAGGTTATTTAATTTCTAATGTTTCTTTGTTTTTTTATAATAAGGCTTTAAATAATTATAATTC
ATCTTATTTTTTAGGTTCAATATGATTTATACCTTATATTTCTACTTATGGTATTATTAATTAT [1098]

C.hominivorax individuo No 7.25 -

ATCGAATTGGTGATGTGGCTTTATTATTAGCTATTGCTTGAATATTAAATTATGGGAGTTGAAATTATATTTITTTATITAGAAGTGATAAAAA
ATGATTTTGAAATAATAATTATTGGTATATTAGTAATATTAGCTGCAATAACTAAGAGAGCTCAGATTCCATTTTCTTCTTGATTGCCAGCTG
CTATAGCAGCTCCTACTCCTGTTTCAGCTTTAGTTCATTCTTCTACTTTAGTAACTGCTGGGGTTTATTTATTAATTCGATTTAATATTGTATTA
AGAAGTTCATGAATAGGAAATTTATTATTATTATTGTCTGGTTTAACAATATTTATAGCTGGGTTAGGGGCTAATTATGAATTTGATTTAAAG
AAGATTATTGCTTTATCTACTTTAAGACAATTGGGTTTAATAATAAGAATTTTATCTATAGGGTTTTATAAATTAGCTTTTTTTICATTTATTAA
CACATGCTTTGTTTAAGGCATTATTATITATGTGTGCCGGAGCTATTATCCATAATATAAATAATTGTCAGGATATTCGTTTAATAGGAAGAT
TGAGTTTAATAATACCATTAACTTICTTCTTGTTTTAATGTAGCTAATTTAGCATTATGTGGAATACCTTTTTTAGCTGGATTTTATTICTAAGGA
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TTTAATTTTAGAAATAGTTTCTTTATCTTATATAAATTTITTTTTICTITITTTICTTTATTTTTTTTCTACGGGATTAACTGTTTGTTATTCTTTTCGG
TTAGTTTATTATACAATAACTGGTGATTCTAATTTTTICATCGTTAAATATATTAAATGATGAAGGTTGGGTAATATTAAAAAGTATAATAGGA
TTATTGATTTTAAGAATTTTTGGGGGAAGTATATTAAGTTGATTAATTTTCCCTACCCCTATAGTAGTAGTTTTACCTTATTATTTAAAATTAT
TAACAATATTTGTTTGTATTGTAGGAGGGGTAATAGGTTATTTAATTTCTAATGTTTCTTTGTTTTTTTATAATAAGGCTTTAAATAATTATAA
TTCATCTTATTTTTTAGGTTCAATATGATTTATACCTTATATTTCTACTTATGGTATTATTAAT-AT [1099]

C . hominivorax individuo No 7.26
ATCGAATTGGTGATGTGGCTTTATTATTAGCTATTGCTTGAATATTAAATTATGGGAGTTGAAATTATATTTTITTATTTAGAAGTGATAAAAA
ATGATTTTGAAATAATAATTATTGGTATATTAGTAATATTAGCTGCAATAACTAAGAGAGCTCAGATTCCATTTTCTTCTTGATTGCCAGCTG
CTATAGCAGCTCCTACTCCTGTTTCAGCTTTAGTTCATTCTTCTACTTTAGTAACTGCTGGGGTTTATTITATTAATTCGATTTAATATTGTATTA
AGAAGTTCATGAATAGGAAATTTATTATTATTATIGTCTGGTTTAACAATATTTATAGCTGGGTTAGGGGCTAATTATGAATTTGATTTAAAG
AAGATTATTGCTTTATCTACTTTAAGACAATTGGGTTTAATAATAAGAATTTTATCTATAGGGTTTTATAAATTAGCTTTTTTTICATTTATTAA
CACATGCTTTGTTTAAGGCATTATTATTTATGTGTGCCGGAGCTATTATCCATAATATAAATAATTGTCAGGATATTCGTTTAATAGGAAGAT
TGAGTTTAATAATACCATTAACTTCTTCTTIGTTTTAATGTAGCTAATTTAGCATTATGTGGAATACCTTTTTTAGCTGGATTTTATTCTAAGGA
TTTAATTTTAGAAATAGTTTCTTTATCTTATATAAATTTTTTTITCTITTITITICTTITATTTTITTICTACGGGATTAACTGTTTGTTATTCTTTTCGG
TTAGTTTATTATACAATAACTGGTGATTCTAATTTTICATCGTTAAATATATTAAATGATGAAGGTTGGGTAATATTAAAAAGTATAATAGGA
TTATTGATTTTAAGAATTTTTIGGGGGAAGTATATTAAGTTGATTAATTTTCCCTACCCCTATAGTAGTAGTTTTACCTTATTATTTAAAATTAT
TAACAATATTTGTTTGTATTGTAGGAGGGGTAATAGGTTATTTAATTTCTAATGTTTCTTTGTTTTTTTATAATAAGGCTTTAAATAATTATAA
TTCATCTTATTITTTAGGTTCAATATGATTTATACCTTATATTTCTACTTATGGTATTATTAAT-AT [1099]

C.hominivorax individuo No 7.35
ATCGAATTGGTGATGTGGCTTTATTATTAGCTATTGCTTGAATATTAAATTATGGGAGTTGAAATTATATTITTTATTITAGAAGTGATAAAAA
ATGATTTTGAAATAATAATTATTGGTATATTAGTAATATTAGCTGCAATAACTAAGAGAGCTCAGATTCCATTTTCTITCTTGATTGCCAGCTG
CTATAGCAGCTCCTACTCCTGTTTCAGCTTTAGTCCATTCTTCTACTTTAGTAACTGCTGGGGTTTATTTGTTAATTCGGTTTAATATTGTATTA
AGAAGTTCATGAATAGGAAATTTATTATTATTATTGTCTGGTTTAACAATATTTATAGCTGGGTTAGGGGCTAATTATGAATTTGATTTAAAG
AAGATTATTGCTTTATCTACTTTAAGACAATTGGGTTTAATAATAAGAATTTTATCTATAGGGTTTTATAAATTAGCTTTTTTTCATTTATTAA
CGCATGCTTTGTTTAAGGCATTATTATTTATGTGTGCCGGAGCTATTATCCATAATATAAATAATTGTCAGGATATTCGTTTAATAGGAAGAT
TGAGTTTAATAATACCATTAACTTCTTCTTGTTTTAATGTAGCTAATTTAGCATTATGTGGAATACCTTTTTTAGCCGGATTTTATTCTAAGGA
TTTAATTTTAGAAATAGTTTCTTTATCTTATATAAATTTTTTTICCTITITTICTTTAT LI TTTTTCTACGGGATTAACTGTTTGTTATTICTTTTCGG
TTAGTTTATTATACAATAACTGGTGATTCTAATTTTICATCTTITAAATATATTAAATGATGAAGGTTGGGTAATATTAAAAAGTATAATAGGA
TTATTGATTTTAAGAATTTTTIGGGGGAAGTATATTAAGTTGATTAATTTTTCCTACCCCTATAGTAGTAGTTTTACCTTATTATTTAAAATTATT
AACAATATTTGTTTGTATTGTAGGAGGGGTAATAGGTTATTTAATTTCTAATGTTTCTTTGTTTTTTTATAATAAGGCTTTAAATAATTATAAT
TCATCTTATTTITTAGGTTCAATATGATTTATACCCTATATTTCTACTTATGGTATTATTAATTAT [1100]

C.hominivorax individuo No 7.36

AATCGAATTGGTGATGTGGCTTTATTATTAGCTATTIGCTTGAATATTAAATTATGGGAGTTGAAATTATALLLL IATTTAGAAGTGATAAAA
AATGATTTTGAAATAATAATTATTGGTATATTAGTAATATTAGCTGCAATAACTAAGAGAGCTCAGATTCCATTTTCTTCTTGATTGCCAGCT
GCTATAGCAGCTCCTACTCCTGTTICAGCTTTAGTCCATTCTTCTACTTITAGTAACTGCTGGGGTTTATTTGTTAATTCGGTTTAATATTGTATT
AAGAAGTTCATGAATAGGAAATTTATTATTATTATTGTCTGGTTTAACAATATITATAGCTGGGTTAGGGGCTAATTATGAATTTGATTTAAA
GAAGATTATTGCTTTATCTACTTITAAGACAATTGGGTTTAATAATAAGAATTITTATCTATAGGGTTTTATAAATTAGCTTTTTTTCATTTATTA
ACGCATGCTTTGTTTAAGGCATTATTATTTATGTGTGCCGGAGCTATTATCCATAATATAAATAATTGTCAGGATATTCGTTTAATAGGAAGA
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TTGAGTTTAATAATACCATTAACTTCTTCTTGTTTTAATGTAGCTAATTTAGCATTATGTGGAATACCTTTTITAGCCGGATTTTATTCTAAGG
ATTTAATTTTAGAAATAGTTICTTITATCTTATATAAATTITTTTTCCTTTTTICTITATITITTTTCTACGGGATTAACTGTTTGTTATTICTTITCG
GTTAGTTTATTATACAATAACTGGTGATTCTAATTTTTCATCTTTAAATATATTAAATGATGAAGGTTGGGTAATATTAAAAAGTATAATAGG
ATTATTGATTTTAAGAATTTITTGGGGGAAGTATATTAAGTTGATTAATTTTTCCTACCCCTATAGTAGTAGTTTTACCTTATTATTTAAAATTA
TTAACAATATTTGTTTGTATTGTAGGAGGGGTAATAGGTTATTTAATTTCTAATGTTTCTTTGTTTTTTTATAATAAGGCTTTAAATAATTATA
ATTCATCTTATTTTTTAGGTTCAATATGATTTATACCCTATATTTCTACTTATGGTATTATTAATTAT [1101]

C.hominivorax individuo No 7.45
AATCGAATTGGTGATGTGGCATTATTATTAGCTATTGCTTGAATATTAAATTATGGTAGTCGAAATTATATTTTTTATTITAGAAGTGATAAAA
AATGATTTTGAAATAATAATTATTGGTATATTAGTAATATTAGCTGCAATAACTAAGAGAGCCCAGATTCCATTTTCTTCTTGATTGCCAGCT
GCTATAGCGGCTCCTACTCCTGTTTCAGCTTTAGTCCATTCTTCTACCTTAGTAACTGCTGGGGTTTATTTATTAATTCGATTTAATATTGTATT
AAGAAGTTCATGAATAGGAAATTTATTATTATTATTGTCTGGTTTAACAATATTCATAGCTGGGTTAGGGGCTAATTATGAATTTGATTTAAA
GAAGATTATTGCTTTATCTACTTTAAGACAATTGGGTTTAATAATAAGAATTTTATCAATAGGGTTTTATAAATTAGCTTTTTTTCATTTATTA
ACACATGCTTTGTTTAAGGCATTATTATTTATGTGTGCCGGGGCTATTATTCATAATATAAATAATTGTCAGGATATTCGTTTAATGGGAAGA
TTGAGTTTAATAATACCATTAACTTCTTCTTGTTTTAATGTAGCTAATTTAGCATTATGTGGAATACCTTTTTTAGCTGGATTTTATTCTAAGG
ATTTAATTTTAGAAATAGTTTCTTTATCTTATATAAATTTITTTICCTTITTITTITITATTTTTTTICTACGGGATTAACTGTTTGTTATTCTTTTCG
GTTAGTTTATTATACAATAACTGGTGATTICTAATTTTTCATCTTTAAATATATTAAATGATGAGGGTTGGGTAATATTAAAAAGTATAATAGG
ATTGTTGATTTTAAGAATTTTITGGGGGAAGTATATTAAGTTGATTAATTTTCCCTACCCCTATAGTAGTAGTTTTACCTTATTATTTAAAATTA
TTAACAATATTTGTTTGTATTGTAGGAGGGGTAATAGGTTATTTAATTTCTAATGTTTCTTTGTITTTTTTATAATAAGGCTTTAAATAATTATA
ATTCATCTTATTTTITTAGGTTCAATATGATTTATACCTTATATTTCTACTTATGGTATTATTAATTA- [1100]

C.hominivorax individuo No 7.46
ATCGATTGGTGATGTGGCATTATTATTAGCTATTGCTTGAATATTAAATTATGGTAGTTGAAATTATATTTTTTATTTAGAAGTGATAAAAAA
TGATTTTGAAATAATAATTATTGGTATATTAGTAATATTAGCTGCAATAACTAAGAGAGCCCAGATTCCATTTTICTTCTTGATTGCCAGCTGC
TATAGCGGCTCCTACTCCTGTTTCAGCTTITAGTCCATTCTTCTACCTTAGTAACTGCTGGGGTTTATTTATTAATTCGATTTAATATTGTATTAA
GAAGTTCATGAATAGGAAATTTATTATTATTATTGTCTGGTTTAACAATATTCATAGCTGGGTTAGGGGCTAATTATGAATTTGATTTAAAGA
AGATTATTGCTTTATCTACTTTAAGACAATTGGGTTTAATAATAAGAATTTTATCAATAGGGTTITATAAATTAGCTTTTTTICATTTATTAAC
ACATGCTTTGTTTAAGGCATTATTATTTATGTGTGCCGGGGCTATTATTCATAATATAAATAATTGTCAGGATATTCGTTTAATGGGAAGATT
GAGTTTAATAATACCATTAACTTCTTCTTIGT TTTAATGTAGCTAATTTAGCATTATGTGGAATACCTTTTTITAGCTGGATTTTATTCTAAGGAT
TTAATTTTAGAAATAGTTTCTTTATCTTATATAAAL LTI T IICCTTTTITTTT TTATTTITTTITCTACGGGATTAACTGTTTGTTATTCTTTTCGGT
TAGTTTATTATACAATAACTGGTGATTCTAATTTTICATCTTTAAATATATTAAATGATGAGGGTTGGGTAATATTAAAAAGTATAATAGGAT
TGTTGATTTTAAGAATTTTIGGGGGAAGTATATTAAGTTGATTAATTTTCCCTACCCCTATAGTAGTAGTTTTACCTTATTATTTAAAATTATT
AACAATATTTIGTTTIGTATTGTAGGAGGGGTAATAGGTTATTTAATTTCTAATGTTTCTTTGTTTTTTTATAATAAGGCTTTAAATAATTATAAT
TCATCTTATTTTTTAGGTTCAATATGATTITATACCTTATATTTCTACTTATGGTATTATTAATTAT [1099]

C.hominivorax individuo No 7.55
ATCGAATTGGTGATGTGGCTTTATTATTAGCTATTGCTTGAATATTAAATTATGGGAGTTGAAATTATATTTTTTATTTAGAAGTGATAAAAA
ATGATTTTGAAATAATAATTATTGGTATATTAGTAATATTAGCTGCAATAACTAAGAGAGCTCAGATTCCATTTTCTTCTTGATTGCCAGCTG
CTATAGCAGCTCCTACTCCTGTTTCAGCTTTAGTCCATTCTTICTACTTTAGTAACTGCTGGGGTTTATTTGTTAATTCGGTTITAATATTGTATTA
AGAAGTTCATGAATAGGAAATTTATTATTATTATIGTCTGGTTTAACAATATTITATAGCCGGGTTAGGGGCTAATTATGAATTTGATTTAAAG
AAGATTATTGCTTTATCTACTTTAAGACAATTIGGGTTTAATAAT AAGAATTTTATCTATAGGGTTTTATAAATTAGCTTTTTTTCATTTATTAA
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CGCATGCTTTGTTTAAGGCATTATTATTTATGTGTGCCGGAGCTATTATCCATAATATAAATAATTGTCAGGATATTCGTTTAATAGGAAGAT
[GAGTTTAATAATACCATTAACTTCTTCTTGTTTTAATGTAGCTAATTTAGCATTATGTGGAATACCTTTTTTAGCCGGATTTTATTCTAAGGA
TTTAATTTTAGAAATAGTTTCTTTATCTTATATAAATTITTTTTCCTITTTTTCTTTATTTTTTTTCTACGGGATTAACTGTTTGTTATTCTTTTCGG
TTAGTTTATTATACAATAACTGGTGATTCTAATTTTTCATCTTTAAATATATTAAATGATGAAGGTTGGGTAATATTAAAAAGTATAATAGGA
TTATTGATTTTAAGAATTTTTGGGGGAAGTATATTAAGTTGATTAATTITICCTACCCCTATAGTAGTAGTTTTACCTTATTATTTAAAATTATT
AACAATATTTGTTTGTATTGTAGGAGGGGTAATAGGTTATTTAATTTCTAATGTTTCTTTGTTTTTTTATAATAAGGCTTTAAATAATTATAAT
TCATCTTATTTTTTAGGTTCAATATGATTTATACCCTATATTTCTACTTATGGTATTATTAATTAT [1100)

C.hominivorax individuo No 7.56 -
ATCGAATTGGTGATGTGGCTTTATTATTAGCTATTGCTTGAATATTAAATTATGGGAGTTGAAATTATATTTTTTATTTAGAAGTGATAAAAA
ATGATTTTGAAATAATAATTATTGGTATATTAGTAATATTAGCTGCAATAACTAAGAGAGCTCAGATTCCATTTTCTTCTTGATTGCCAGCTG
CTATAGCAGCTCCTACTCCTGTTTCAGCTTTAGTCCATTCTTCTACTTTAGTAACTGCTGGGGTTTATTTGTTAATTCGGTTTAATATTGTATTA
AGAAGTTCATGAATAGGAAATTTATTATTATTATTGTCTGGTTTAACAATATTTATAGCCGGGTTAGGGGCTAATTATGAATTTGATTTAAAG
AAGATTATTGCTTTATCTACTTTAAGACAATTGGGTTTAATAATAAGAATTTTATCTATAGGGTTTTATAAATTAGCTTTTTTTCATTTATTAA
CGCATGCTTTGTTTAAGGCATTATTATTTATGTGTGCCGGAGCTATTATCCATAATATAAATAATTGTCAGGATATTCGTTTAATAGGAAGAT
TGAGTTTAATAATACCATTAACTTCTTCTIGTTITTAATGTAGCTAATTTAGCATTATGTGGAATACCTTTTTTAGCCGGATTTTATTCTAAGGA
TITAATTTTAGAAATAGTTTCTTTATCTTATATAAATTTTTITICCTTTTTICTTTATTTTTITTTCTACGGGATTAACTGTTTGTTATTCTTTTCGG
TTAGTTTATTATACAATAACTGGTGATTCTAATTTTTCATCTTTAAATATATTAAATGATGAAGGTTGGGTAATATTAAAAAGTATAATAGGA
TTATTGATTTTAAGAATTTTTIGGGGGAAGTATATTAAGTTGATTAATTTTTCCTACCCCTATAGTAGTAGTTTTACCTTATTATTTAAAATTATT
AACAATATTTGTTTGTATTGTAGGAGGGGTAATAGGTTATTTAATTTCTAATGTTTCTTTIGTTTTTITTATAATAAGGCTTTAAATAATTATAAT
TCATCTTATTTTTTAGGTTCAATATGATTTATACCCTATATTTCTACTTATGGTATTATTAATTAT [1100]

C. hominivorax individuo No 7.65 -
ATCGAATTGGTGATGTGGCTTTATTATTAGCTATTGCTTGAATATTAAATTATGGGAGTTGAAATTATATTTTTTATTTAGAAGTGATAAAAA
ATGATTTTGAAATAATAATTATTIGGTATATTAGTAATATTAGCTGCAATAACTAAGAGAGCTCAGATTCCATTTICTTCTTGATTGCCAGCTG
CTATAGCAGCTCCTACTCCTGTTITCAGCTTTAGTTCATTCTTCTACTTTAGTAACTGCTGGGGTTITATTITATTAATTCGATITAATATTGTATTA
AGAAGTTCATGAATAGGAAATTTATTATTATTATTGTCTGGTTTAACAATATTTATAGCTGGGTTAGGGGCTAATTATGAATTTGATTTAAAG
AAGATTATTGCTTTATCTACTTTAAGACAATTGGGTTTAATAATAAGAATTTTATCTATAGGGTTTTATAAATTAGCTTTTTTICATTTATTAA
CACATGCTTTGTTTAAGGCATTATTATTTATGTGTGCCGGAGCTATTATCCATAATATAAATAATTGTCAGGATATTCGTTTAATAGGAAGAT
TGAGTTTAATAATACCATTAACTTCTTCTTGTTTTAATGTAGCTAATTTAGCATTATGTGGAATACCTTTTTTAGCTGGATTTTATTCTAAGGA
TTTAATTTTAGAAATAGTTTCTTTATCTTATATAAATTTITTTITTCTTTITTTTICTTTATTTTTTTTCTACGGGATTAACTGTTTGTTATTCTTTTCGG
TTAGTTTATTATACAATAACTGGTGATTCTAATTTTTICATCGTTAAATATATTAAATGATGAAGGTTGGGTAATATTAAAAAGTATAATAGGA
TTATTGATTTTAAGAATTTTTIGGGGGAAGTATATTAAGTTGATTAATTTTCCCTACCCCTATAGTAGTAGTTTTACCTTATTATTTAAAATTAT
TAACAATATTTGTTTGTATTGTAGGAGGGGTAATAGGTTATT TAATTTCTAATGTTTCTTTGTTTTTITTATAATAAGGCTTTAAATAATTATAA
TTCATCTTATTTTTTAGGTTCAATATGATTTATACCTTATATTTCTACTTATGGTATTATTAATTAT [1100)

C.honunivorax individuo No 7.66

AATCGAATTGGTGATGTGGC TTTATTATTAGCTATTGCTTGAATATTAAATTATGGGAGTTGAAATTATATTTTTTATTTAGAAGTGATAAAA
AATGATTTTGAAATAATAATTATTGGTATATTAGTAATATTAGCTGCAATAACTAAGAGAGCTCAGATTCCATTTITCTTCTTGATTGCCAGCT
GCTATAGCAGCTCCTACTCCTGTTTCAGCTTTAGTTCATTCTTCTACTTTAGTAACTGCTGGGGTTTATTTATTAATTCGATTTAATATTGTATT
AAGAAGTTCATGAATAGGAAATTTATTATTATTATTGTCTGGTTTAACAATATTTATAGCTGGGTTAGGGGCTAATTATGAATTTGATTTAAA
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SAAGATTATTGCTTTATCTACTTTAAGACAATTGGGTTTAATAATAAGAATTTTATCTATAGGGTTTTATAAATTAGCTTTTTTTCATTTATTA
ACACATGCTTTGTTTAAGGCATTATTATTTATGTGTGCCGGAGCTATTATCCATAATATAAATAATTGTCAGGATATTCGTTTAATAGGAAGA
TTGAGTTTAATAATACCATTAACTTCTTCTTGTTTTAATGTAGCTAATTTAGCATTATGTGGAATACCTTTTTTAGCTGGATTTTATTCTAAGG
ATTTAATTTTAGAAATAGTTTCTTTIATCTTATATAAATTTTITTITTICTTTTITTICTTTATTTTITTTTCTACGGGATTAACTGTTTGTTATTCTTTTCG
GTTAGTTTATTATACAATAACTGGTGATTCTAATTTTTCATCGTTAAATATATTAAATGATGAAGGTTGGGTAATATTAAAAAGTATAATAGG
ATTATTGATTTTAAGAATTTTTIGGGGGAAGTATATTAAGTTGATTAATTTTCCCTACCCCTATAGTAGTAGTTTTACCTTATTATTTAAAATTA
TTAACAATATTTGTTTGTATTGTAGGAGGGGTAATAGGTTATTTAATTTCTAATGTTTCTTTGTTTTTTTATAATAAGGCTTTAAATAATTATA
ATTCATCTTATTTTTTAGGTTCAATATGATTTATACCTTATATTTCTACTTATGGTATTATTAATTAT [1101]

Chrysomya putoria NADHS (GenBank) -
ATCGAATTGGAGATGTTGCTTTATTATTAGCTATTGCATGAATATTAAATTATGGAAGTTGAAATTATATTTITTTATTTAGAAGTAATAAAGA
ATGATTTTGAAATGATAATTGTAGGTAGTTTAGTTATATTAGCAGCTATGACAAAGAGAGCTCAAATTCCTTTTICTTCATGATTACCTGCTG
CTATAGCAGCTCCTACTCCTGTTTCTGCTTTAGTTCACTCATCAACTCTAGTAACAGCAGGAGTTTATTTATTAATTCGATTTAATATTTTATT
AAGTAGTTCATGAATGGGTAATTTATTATTATTATTATCTGGTTTAACAATATTTATGGCTGGTTTAGGTGCTAATTATGAATTTGATTTGAAG
AAGATTATTGCTTTATCAACTTTAAGTCAGTTAGGTTTAATAATAAGAATTTTATCAATAGGGTATTATAAGTTAGCTTTTTTICATCTTCTTA
CTCATGCTTTATTTAAGGCTTTATTATTITATATGTGCTGGAGCTATTATTCATAATATAAATAATTGTCAAGATATTCGTTTAATGGGGAGATT
AAGTTTAATAATACCTCTTACTTCTTCTTGTTTTAATGTTGCTAATTTGGCTTTATGTGGTATACCTTTTTTAGCTGGATTTTATTCAAAGGATT
TAATTTTAGAAACTGTTTCTTTATCTTATATTAATATGTTTTCTTTCTTTTTIATATTTTTTTTCTACGGGGTTAACTGTTTGTTATTCTTTICGTTT
AGTTTATTATACAATGACTGGTGATTCAAATTTTTCTTCATTAAATATATTAAATGATGAGGGTTGAGTTATATTAAAAAGTATAATAGGATT
ATTGATTTTAAGAATTTTTIGGAGGGAGTATGTTAAGTTGATTAATTTTTCCTACTCCAGTAGTGGTTGTTCTTCCTTCTTATTTAAAGTTATTA
ACATTATTTGTTTGTATTGTAGGAGGAGTAAGTGGTTATATAATTTCTAATGTATCATTATTTTITTTACAATAAGGCTTTAAATAATTATCATT
CTTCTTATTTTTTAGGTTCAATGTGATTTATACCTTATATTTCTACTTATGGTATTATTAATTAT [1100)

REGION NADH4- NADHS mt ADN (primer 8)

C.hominivorax individuo No 8.5
TATTAAATTTTATACCTTCAATAGCATTATGATGGTTITITATTAAGATCAGCAAATATGGCTGCTCCTCCTACATTAAATTTATTAGGAGAAAT
TTCTTTAATTAATAGAATTGTTAGATGATCTTGAATTTCTATATTTATGTTGTCTTTGTTATCTTTTTTTAGAGCTGCTTATACTTTATATTTATA
TGCATATAGTCAACATGGGAAAATTTTTTICAGGAACTTATTCATTTAGAGGGGGGTCAGTTCGAGAGTTTTTACTTTTATTTTTACATTGGTTT
CCTTTAAATTTATTAATTTTAAAGGGGGATATGTGTATATTGTGATTATATITAAATAGTTTAATTAAAATATTGATTTGTGGTGTCAATGATA
AGAAATTTTICTTTTTAAATCGTGAAATATTTATCAATTTGTACAATTAGATTTATAAGTTTATTTTTTTTTAGATTAATTITCTTTTTTAATAGG
TATAATTTTTATTATAAATGATTATAGAATTTTTATTGAATGGGAAGTTGTTTCAATGAATTCGATAAATATTGTTATAACTTTATTATTAGAT
TGAATAAGATTAATTTTTATATCTTTTGTTTTAATAATTTCTTCTTTGGTTATTTTTTATAGAAAGGAATATATAGAAAGTGATTATAAAATTA
ATCGTTTCATTATATTGGTATTAATATTTGTTACTTCTATAATGTTATTAATTATTAGTCCTAATTTAATTAGAATTTTGTTAGGATGAGATGG
ATTAGGTCTCGTTTCTTATTGTTTAGTTATTTATTTTCAAAATGTAAAATCTTATAATGCTGGTATATTGACTGCGTTGTCAAATCGAATTGGT
GATGTGGCATTATTATTAGCTATTGCTTGAATATTAAATTATGGTAGTTGAAATTATATTTTTTATTTAGAAGTGATAAAAAATGATTTTGAA
ATAATAATTATTGGTATATTAGTAATATTAGCTGCAATAACCAA
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C.hominivorax individuo No 8.6

TATTAAATTTTATACCTTCAATAGCATTATGATGGT TITTTATTAAGATCAGCAAATATGGCTGCTCCTCCTACATTAAATTTATTAGGAGAAAT
TTCTTTAATTAATAGAATTGTTAGATGATCTTGAATTTCTATATITATGTTGTCTITGTTATCTTTTTTTAGAGCTGCTTATACTTTATATTTATA
TGCATATAGTCAACATGGGAAAATTTTTTCAGGAACTTATTCATTTAGAGGGGGGTCAGTTCGAGAGTTTITACTTITTATTTTITACATTGGTIT
CCTTTAAAT T TATTAATTTTAAAGGGGGATATGTGTATATTGTGATTATATTTAAATAGTTTAATTAAAATATTGATTTGTGGTGTCAATGATA
AGAAATTTTTCTTTTTAAATCGTGAAATATTTATCAATTTGTACAATTAGATTTATAAGTTTATTTITTTITTAGATTAATTITCTTTTTTAATAGG
TATAATTTTITATTATAAATGATTATAGAATTTTTATTGAATGGGAAGTTGTTTCAATGAATTICGATAAATATTGTTATAACTTTATTATTAGAT
TGAATAAGATTAATTTTTATATCTTTTGTTTTAATAATTTCTTCTTITGGTTATTTTTTATAGAAAGGAATATATAGAAAGTGATTATAAAATTA
ATCGTTTCATTATATTGGTATTAATATTIGTTACTTCTATAATGTTATTAATTATTAGTCCTAATTTAATTAGAATTTTGTTAGGATGAGATGG
ATTAGGTCTCGTTTCTTATTGTTTAGTTATTTATTTTCAAAATGTAAAATCTTATAATGCTGGTATATTGACTGCGTTGTCAAATCGAATTGGT
GATGTGGCATTATTATTAGCTATTGCTTGAATATTAAATTATGGTAGTTGAAATTATATTTITITATTITAGAAGTGATAAAAAATGATTTTGAA
ATAATAATTATTGGTATATTAGTAATATTAGCTGCAATAACTAA

C.macellaria individuo No 8.15
GAATTAATTTTATACCTTCAATAGCATTATGATGATTTTTATTAAGATCAGCTAATATGGCTGCTCCTCCTACATTAAATTTATTAGGAGAAAT
TTCTTTAATTAATAGAATTGTTAGATGATCTTGAGTTTCTATATTTATGTTATCTTTATTATCTTTTTTTAGAGCTGCTTATACTTTATATTITATA
TGCTTATAGTCAACATGGAAAGATTTTTICAGGAGCTTATTCATTTAGAGGAGGATCAGTTCGAGAATTTITTACTTTTATTTTTACATTGATTT
CCTTTAAATTTATTAATTTITAAAGGGAGATATGTGTATATTATGATTATGTTTAAATAGTTTAATTAAAATATTGATTTGTGGTGTCAATGATA
AGAAGTTTTCTTTTTAAACCGTGAAATATTTATCAATTTGTACAATTAGATTTGTAAGTTTATTTTITTITTTAGTTTATCTTCTTTTTTAATAGGA
ATGAI T IIATTATGAATGATTATAGAATTTTTATTGAATGAGAAGTAGTGTCTATAAATTCAATAAATATTGTTATAACTTTATTATTAGATT
GAATAAGATTAATTTTTATATCTTTTGTTTTAATAATTTCTTCTTITAGTTATTTTTTATAGAAAGGAATATATAGAAAGTGATTATAAGATCAA
TCGATTTATTATATTGGTGTTGATATTTGTTACTTCAATGATATTATTAATTATTAGTCCTAATTTAATCAGTATTTTATTAGGATGAGATGGA
TTAGGACTTGTATCTTATTGTTTAGTTATTTATTTTCAAAATGTAAAGTCTTATAATGCTGGTATATTAACTGCATTATCTAATCGAATTGGAG
ATGTAGCTTTATTATTAGCTATTGCTTGAATATTAAATTATGGAAGTTGAAATTATATTTTTTATITAGAAGTAATGAAGAATGATTTTGAAAT
AATAATTGTAGGAAGATTAGTAATGTTAGCTGCAATAACTAA

C.macellaria individuo No 8.16
GAATTAATTTTATACCTTCAATAGCATTATGATGATTTTTATTAAGATCAGCTAATATGGCTGCTCCTCCTACATTAAATTTATTAGGAGAAAT
TTCTTTAATTAATAGAATTGTTAGATGATCTTGAGTTTCTATATTTATGTTATCTTTATTATCTTTTTTTAGAGCTGCTTATACTTTATATITATA
TGCTTATAGTCAACATGGAAAGATTITTTICAGGAGCTTATTCATITAGAGGAGGATCAGTTCGAGAATTTTTACTTTTATTTITTACATTGATTT
CCTTTAAATTTATTAATTTTAAAGGGAGATATGTGTATATTATGATTATGTTTAAATAGTTTAATTAAAATATTGATTTGTGGTGTCAATGATA
AGAAGTTTTCTTTTTAAACCGTGAAATATTTATCAATTTGTACAATTAGATTTGTAAGTTTATTTTTITTITAGTTTATCTTCTTTTTTAATAGGA
ATGATTTTTATTATGAATGATTATAGAATTTTTATTGAATGAGAAGTAGTGTCTATAAATTCAATAAATATTIGTTATAACTTTATTATTAGATT
GAATAAGATTAATTTTTATATCTTTTIGTTTTAATAATTTCTTCTTTAGTTATTTTTTATAGAAAGGAATATATAGAAAGTGATTATAAGATCAA
TCGATTTATTATATTGGTGTTGATATT TGTTACTTCAATGATATTATTAATTATTAGTCCTAATTTAATTAGTATTTTATTAGGATGAGATGGA
TTAGGACTTGTATCTTATTGTTTAGTTATTITATTTTCAAAATGTAAAGTCTTATAATGCTGGTATATTAACTGCATTATCTAATCGAATTGGAG
ATGTAGCTTTATTATTAGCTATTGCTTGAATATTAAATTATGGAAGTTGAAATTATATTTTTTATTTAGAAGTAATGAAGAATGATTTTGAAAT
AATAATTGTAGGAAGATTAGTAATGTTAGCTGCAATAACTAA
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C.hominivorax individuo No 8.25
TATTAAATTTTATACCTTCAATAGCATTATGATGGTTTTTATTAAGATCAGCAAATATGGCTGCTCCTCCTACATTAAATTTATTAGGAGAAAT
TTCTTITAATTAATAGAATTGTTAGATGATCTIGAATTTCTATATTTATGTIGTCTTTGTTATCTTTTTTTAGAGCTGCTTATACTITATATTTATA
TGCATATAGTCAACATGGGAAAATTTTTTCAGGAACTTATTCATTITAGAGGGGGGTCAGTTCGAGAGTTITTTACTTTTATTTTTACATIGGTTT
CCTTTAAATTTATTAATTTTAAAGGGGGATATGTGTATATTGTGATTATATITAAATAGTITAATTAAAATATTGATITGTGGTGTCAATGATA
AGAAATTTTTCTITTTTAAATCGTGAAATATTTATCAATTTGTACAATTAGATT TATAAGTTITATTTTTTTITTAGATTAGTTITCTTTTTTAATAGG
TATAATTTTTATTATAAATGATTATAGAATTTTTATTGAATGGGAAGTIGTTITCAATGAATTCAATAAATATTIGTTATAACTTITATTATTAGAT
TGAATAAGATTAATTTTTATATCTTITTGTTTTAATAATTTCTTCTITGGTTATTTITTATAGAAAGGAATATATAGAAAGTGATTATAAAATTA
ATCGTTTCATTATATTGGTATTAATATTIGTTACTTCTATAATGTTATTAATTATTAGTCCTAATTITAATTAGAATTTTGTTAGGATGAGATGG
ATTAGGTCTCGTTTCTTATTIGTTTAGTTATTTATTTICAAAATGTAAAATCTTATAATGCTGGTATATTGACTGCGTIGTCAAATCGAATTGGT
GATGTGGCTTTATTATTAGCTATTGCTIGAATATTAAATTATGGGAGTTGAAATTATATITTITATITAGAAGTGATAAAAAATGATTTITGAA
ATAATAATTATTGGTATATTAGTAATATTAGCTGCAATAACTAA

C.hominivorax individuo No 8.26
TATTAAATTTTATACCTTCAATAGCATTATGATGGTTTTTATTAAGATCAGCAAATATGGCTGCTCCTCCTACATTAAATTTATTAGGAGAAAT
TTCTTTAATTAATAGAATTGTTAGATGATCTTGAATTTCTATATITATGTIGTCTITGTTATCTTITITTAGAGCTGCTTATACTTTATATTTATA
TGCATATAGTCAACATGGGAAAATTTTTTCAGGAACTTATTICATTTAGAGGGGGGTCAGTICGAGAGTTTTTACTTTITATTTTTACATIGGTTT
CCTTTAAATTTATTAATTTTAAAGGGGGATATGTGTATATIGTGATTATATTTAAATAGTTTAATTAAAATATTGATTITGTGGTGTCAATGATA
AGAAATTTTICTTTTIAAATCGTGAAATATTITATCAATTTGTACAATTAGATTTATAAGTTTATTTITITTITAGATTAGTTTCTTTITITAATAGG
TATAATTTTTATTATAAATGATTATAGAATTTTTATTGAATGGGAAGTTGTTTCAATGAATTICAATAAATATTGTTATAACTTTATTATTAGAT
TGAATAAGATTAATTTTTATATCTITTIGT T TTAATAATTTCTICTITGGTTATTITTTATAGAAAGGAATATATAGAAAGTGATTATAAAATTA
ATCGTTTCATTATATTGGTATTAATATTITGTTACTICTATAATGTTATTAATTATTAGTCCTAATTTAATTAGAATTTTGTTAGGATGAGATGG
ATTAGGTCTCGTTTCTTATIGTTTAGTTATTTATTTTCAAAATGTAAAATCTTATAATGCTGGTATATTGACTGCGTTGTCAAATCGAATTGGT
GATGTGGCTTITATTATTAGCTATIGCTIGAATATTAAATTATGGGAGTTGAAATTATATTTITTTATITAGAAGTGATAAAAAATGATTTTGAA
ATAATAATTATTGGTATATTAGTAATATTAGCTGCAATAACTAA

C.hominivorax individuo No 8.35
TATTAATTTTATACCTTCAATAGCATTATGATGGTTTTTATTAAGATCAGCAAATATGGCTGCTCCTCCTACATTAAATTTATTAGGAGAAATT
TCTTTAATTAATAGAATIGTTAGATGATCTTIGAATTTICTATATTTATGTTGTCTTTGTTATCTTITTTIAGAGCTGCTTATACTITATATTTATAT
GCATATAGTCAACATGGGAAAATTTTTTCAGGAACTTATTCATITAGAGGGGGGTCAGTICGAGAGTTTTITACTTTTATTTTTACATIGGTTTC
CTTTAAATTTATTAATTTTAAAGGGAGATATGTGTATATTIGTGATTATATTTAAATAGTTTAATTAAAATATTGATTTGTGGTGTCAATGATAA
GAAATTTTTICTTTTTAAATCGTGAAATATTTATCAATTITGTACAATTAGATTTATAAGTITATTITTTTTTAGATTAGTTTCTTTTTTAATAGGT
ATAALLITLATTATAAATGATTATAGAATTTTTATIGAATGGGAAGTIGTTITCAATGAATTCAATAAATATIGTTATAACTTITATTATTAGATT
GAATAAGATTAATTITTTATATCTTITIGTTTTAATAATTITCTTCTTTGGTTATTTTTTATAGAAAGGAATATATAGAAAGTGATTATAAAATTAA
TCGTTTCATTATATIGGTATTAATATTTGTTACTTCTATAATGTTATTAATTATTAGTCCTAATTITAATTAGAATTTITGTTAGGATGAGATGGAT
TAGGTCTCGTTTCTTATIGTTTAGTTATTTATTTTCAAAATGTAAAATCTTATAATGCTGGTATATTGACTGCGTTGTCAAATCGAATTGGTGA
TGTGGCTITATTATTAGCTATTGCTTGAATATTAAATTATGGGAGTTGAAATTATATTTTTTATTTAGAAGTGATAAAAAATGATTTTGAAATA
ATAATTATTGGTATATTAGTAATATTAGCTGCAATAACTAA
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C. hominivorax individuo No 8.36

AGCTCTCTTAGTTATTGCAGCTAATATTACTAATATACC AATAATTATTATTTCAAAATCATTTTTTATCACTTCTAAATAAAAAATATAATTT
CAACT CCCATAATTTMTATTCMGCAATAGCTAATAATAAAGCCACATCACCAATTCGATTTGACAACGCAGTCAATATACCAGCATTATA
AGATI‘TTACATTTTGAAAATAAATAACTAAACAATAAGAAACGAGACCTAATCCATCT CATCCTAACAAAATTCTAATTAAATTAGGACTAA
TA.ATTAATAACATTATAGAAGTAACAAATATTAATACCAATATAATGAAACGATTMITI‘TATMTCACTTTCT ATATATTCCTTTCTATAAA
AAATAACCAAAGAAGAAATTATTAAAACAAAAGATATAAAAATTAATCTT ATTCAATCTAATAATAAAGTTATAACAATATTTATTGAATTC
ATTGAAACAACTT CCCATTCAATAAAAATTCTATMTCATTFATMTAAAAA’ITATACCTATTAAAAAAGAAACTAATCTAAAAAAAAATAA
ACTTATAAATCT AA'I'I‘GTACAAATTGATAAATATT’I‘CACGA'ITTAAAAAGAMAATT"TCTTATCATTGACACCACAAATCAATATT’I‘TAATTA
AACTATTTAAATATAATCACAATATACACATATCTCCCTTT AAAATTAATAAATTTAAAGGAAACCAATGTAAAAATAAAAGTAAAAACTCT
CGAACTGACCCCCCTCTAAATGAATAAGTTCCTGAAAAAATTTTCCCATGTTGACTAT‘ATGCATATAAATATAAAGTATAAGCAGCTCTAAA
AAAAGATAACAAAGACAAC ATAAATATAGAAATTCAAGATCATCTAACAATTCTATTAATTAAAGAAATTTCT CCTAATAAATTTAATGTAG
GAGGAGCAGCCATATTTGCTGATCTT AATAAAAACCATCATAATGCTATTGAAGGTATAAAATTTAATATTCCCC

C.hominivorax individuo No 8.45
TA'[TAAATTITATACCTTCAATAGCATTATGATGG]'TTTTATTMGATCAGCAAATATGGCTGCTCCTCCTACATTAAAT‘TTATTAGGAGAAAT
TTCTTTAATTAATAGAATTGTT AGATGATCTTGAATTTCTATATTTATGTTGTCTTITGTTATCTTTITITAGAG CTGCTTATACTTTATATTTATA
TGCATATAGTCAACATGGGAAAATTTTTTCAGGAACTTATTCATTTAGAGGGGGGTCAGTTCGAGAGTTTTTACTTTTATTTTTACAT'PGGYTT
CCTTTAAATTTA'['I‘AATTTTMAGGGGGATATGTGTATA'ITGTGATTATATTTAAATAGTTTAATTAAAATATTGATTTGTGGTGTCAATGATA
AGAAAT’I‘TTTCTTTTTAAATCGTGMATAmATCAAmGTACAATTAGATTFATAAGTTTAI"ITITITT'TAGATTAATTTCTTTT”AATAGG
TATAATTTTTATTATAAATGATTATAGAATLLT 1'ATTGAATGGGAAGTTGTT'FCMTGAATTCGATAAATATTGT'TATAACTTTATTATTAGAT
TGAATAAGATTAAL Il 'IATATCTTTTGTTTTAATAATTTCTT CTTTGGTTATTTTTTATAGAAAGGAATATATAGAAAGTGATTATAAAATTA
ATCGTTTCATTATATTGGTATTAATATITG'I‘TACTTCTATAATGTTATTAATTATTAGTCCTAAT'ITAATTAGAATTTTGTTAGGATGAGATGG
ATTAGGTCTCGTTTCTTATTGTFTAGTTATFTATTTTCAAAATGTAMATCTTATMTGCTGGTATAT'FGACTGCGTTGTCMATCGAATTGGT
GATGTGGCATTATTATTAGCTATTGCTTGAATATTAAATTATGGTAGTTGAA ATTATATTTTTTATTTAGAAGTGATAAAAAATGATTTTGAA
ATAATAATTATTGGTATATTAGTAATATTAGCTGCAATAACTAA

C.hominivorax individuo No 8.46

TATTAATTTTATACCTTCAATAGCATTATGATGGTT]TI‘ATTAAGATCAGCAAATATGGCTGCT CCTCCTACATTAAATTTATTAGGAGAAATT
TCTTTAATTAATAGAATTGTTAGATGATCTTGAATTTCT ATATTTATGTTGTCTTTGTTATCTTTTTIT. AGAGCTGCTTATACTTTATATTTATAT
GCATATAGTCAACATGGGAAAATTTTTTCAGGAACTI‘ATTCA’[TTAGAGGGGGGTCAGTICGAGAGT'ITI"TACTTTTATTTITACATTGGTTTC
CTTTAAATTTATTAATTTTAAAGGGGGATATGTGTATATTGTGATTATATTTAAATAG TTTAATTAAAATATTGATTTGTGGTGTCAATGATAA
GAAATTTTTC'ITI'I'TMATOGTGAAATATTTATCAATTTGTACAATTAGATTTATAAGTFTATITTTT’ITTAGAT'['AATTTCTTT"I‘I'TAATAGGT
ATAATTTTTATTATAAATGATTATAGAATTITIATTGAATGGG AAGTTGTTTCAATGAATTCGATAAATATTGTTATAACTTTATTATTAGATT
GAATAAGATTAATTTTTATATCTTTTGTTITAATAATTTCTTCTTTGGTTATTTTTT ATAGAAAGGAATATATAGAAAGTGATTATAAAATTAA
TCGTTTCATTATATTGGTATTAATATTTGTTACTTCT. ATAATGTTATTAATTATTAGTCCTAATTTAATTAGAATTTTGTTAGGATGAGATGGAT
TAGGTCTCGTTTCTT. ATTGTTTAGTTATTTATTTTCAAAATGTAAAATC'ITATAATGCTGGTATATTGACTGCGTTGTCAAATCGAATTGGTGA
TGTGGCAT'TATTATTAGCTATTGCTTGMTATTMATTATGGTﬁGTTGAAAT['ATATfTTTTATTTAGAAGTGATAAAAAATGATTTTGAAATA
ATAATTATTGGTATATTAGTAATATTAGCTGCAATAACTAA
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C.hominivorax individuo No 8.55
TATTAATTTTIATACCTTCAATAGCATTATGATGGTTTTTATTAAGATCAGCAAATATGGCTGCTCCTCCTACATTAAATTTATTAGGAGAAATT
TCTTTAATTAATAGAATTGTTAGATGATCTTGAATTTCTATATTTATGTTGTCTTIGTTATCTTTITITAGAGCTGCTTATACTTTATATTTATAT
GCATATAGTCAACATGGGAAAATTTTTTCAGGAACTTATTCATTTAGAGGGGGGTCAGTTCGAGAGTTTTTACTTTTATTITTACATTGGTTTC
CTTTAAATTTATTAATTTTAAAGGGAGATATGTGTATATTGTGATTATATTTAAATAGTTTAATTAAAATATTGATTTGTGGTGTCAATGATAA
GAAATTTTTCTTTTTAAATCGTGAAATATTTATCAATTTGTACAATTAGATTTATAAGTTTATTTTTITTITAGATTAGTTTCITTTTTAATAGGT
ATAATTTTTATTATAAATGATTATAGAATTTTTATTGAATGOGAAGTTGTTTCAATGAATTCAATAAATATTGTTATAACTTTATTATTAGATT
GAATAAGATTAATTTTTATATCTTTTGTTTTAATAATTTCTTCTTTGGTTATTTTITATAGAAAGGAATATATAGAAAGTGATTATAAAATTAA
TCGTTTCATTATATTGGTATTAATATTTGTTACTTCTATAATGTTATTAATTATTAGTCCTAATTTAATTAGAATTTTGTTAGGATGAGATGGAT
TAGGTCTCGTTTCTTATTIGTTTAGTTATTTATTTTCAAAATGTAAAATCTTATAATGCTGGTATATTGACTGCGTTGTCAAATCGAATTGGTGA
TGTGGCTTTATTATTAGCTATTGCTTGAATATTAAATTATGGGAGTTGAAATTATATTTTTTATTITAGAAGTGATAAAAAATGATTTTGAAATA
ATAATTATTGGTATATTAGTAATATTAGCTGCAATAACTAA

C.hominivorax individuo No 8.56
TATTAAATTTTATACCTTCAATAGCATTATGATGGTTTTTATTAAGATCAGCAAATATGGCTGCTCCTCCTACATTAAATTTATTAGGAGAAAT
TTCTTTAATTAATAGAATTGTTAGATGATCTTGAATTTCTATATTTATGTTGTCTTTGTTATCTTTTTTTAGAGCTGCTTATACTTTATATTTATA
TGCATATAGTCAACATGGGAAAATTTTITTCAGGAACTTATTCATTTAGAGGGGGGTCAGTTCGAGAGTTTTTACTTTTATTTTTACATTGGTTT
CCTTTAAATTTATTAATTTTAAAGGGAGATATGTGTATATTGTGATTATATTTAAATAGTTTAATTAAAATATTGATTTGTGGTGTCAATGATA
AGAAATTTTTCI I} LAAATCGTGAAATATTTATCAATTTGTACAATTAGATTTATAAGTTTATITTITTITTAGATTAGTTTCTTTITTAATAGG
TATAATTTTTATTATAAATGATTATAGAATTTTTATTGAATGGGAAGTTGTTTCAATGAATTCAATAAATATTGTTATAACTTTATTATTAGAT
TGAATAAGATTAATTTTTATATCTTTTGTTTTAATAATTTCTTCTTTGGTTATTTTTTATAGAAAGGAATATATAGAAAGTGATTATAAAATTA
ATCGTTTCATTATATTGGTATTAATATTIGTTACTTCTATAATGTTATTAATTATTAGTCCTAATTTAATTAGAATTTTIGTTAGGATGAGATGG
ATTAGGTCTCGTTTCTTATTGTTTAGTTATTTATTTTCAAAATGTAAAATCTTATAATGCTGGTATATTGACTGCGTTGTCAAATCGAATTGGT
GATGTGGCTTTATTATTAGCTATTGCTTGAATATTAAATTATGGGAGTTGAAATTATATTTITTATITAGAAGTGATAAAAAATGATTTTGAA
ATAATAATTATTGGTATATTAGTAATATTAGCTGCAATAACTAA

C.hominivorax individuo No 8.65
TATTAAATTTTATACCTTCAATAGCATTATGATGGTTTTTATTAAGATCAGCAAATATGGCTGCTCCTCCTACATTAAATTTATTAGGAGAAAT
TTCTTTAATTAATAGAATTGTTAGATGATCTTGAATTTCTATATTTATGTTGTCTTTGTTATCTTTTTITTAGAGCTGCTTATACTTTATATTTATA
TGCATATAGTCAACATGGGAAAATTTITTCAGGAACTTATTCATTTAGAGGGGGGTCAGTTCGAGAGTTTTTACTTTTATTITTTACATTGGTTT
CCTTTAAATTTATTAATTTTAAAGGGGGATATGTGTATATTGTGATTATATTTAAATAGTTTAATTAAAATATTGATTTGTGGTGTCAATGATA
AGAAATTTTICTTTTTAAATCGTGAAATATTTATCAATTTGTACAATTAGATTTATAAGTTTATTTTTTTTTAGATTAGTTTCTTTTTTAATAGG
TATAATTTTTATTATAAATGATTATAGAATTTTTATTGAATGGGAAGTTGTTTCAATGAATTCAATAAATATTGTTATAACTTTATTATTAGAT
TGAATAAGATTAATTTTITATATCTTTIGTTTTAATAATTTCTTCTTTGGTTATTTTTTATAGAAAGGAATATATAGAAAGTGATTATAAAATTA
ATCGTTTCATTATATTGGTATTAATATTTGTTACTTCTATAATGTTATTAATTATTAGTCCTAATTTAATTAGAATTTTGTTAGGATGAGATGG
ATTAGGTCTCGTTTCTTATTGTTTAGTTATTTATTTTCAAAATGTAAAATCTTATAATGCTGGTATATTGACTGCGTTGTCAAATCGAATTGGT
GATGTGGCTTTATTATTAGCTATTGCTTGAATATTAAATTATGGGAGTTGAAATTATATTTTTTATTTAGAAGTGATAAAAAATGATTTTGAA
ATAATAATTATTGGTATATTAGTAATATTAGCTGCAATAACTAA
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C.hominivorax individuo No 8.66
TATTAAATTTTATACCTTCAATAGCATTATGATGGTTTTTATTAAGATCAGCAAATATGGCTGCTCCTCCTACATTAAATTTATTAGGAGAAAT
TTCTTTAATTAATAGAATTGTTAGATGATCTTGAATTTCTATATTTATGTTGTCTTTGTTATCTTTTTTITAGAGCTGCTTATACTTTATATTTATA
TGCATATAGTCAACATGGGAAAATTTTTTCAGGAACTTATTCATTTAGAGGGGGGTCAGTTCGAGAGTTTTTACTTTTATTTTTACATTGGTTT
CCTTTAAATTTATTAATTTTAAAGGGGGATATGTGTATATTGTGATTATATTTAAATAGTTTAATTAAAATATTGATTTGTGGTGTCAATGATA
AGAAATTTTTCTTTTTAAATCGTGAAATATTTATCAATTTGTACAATTAGATTTATAAGTTTATTTTITTTTAGATTAGTTTCTTTITTTAATAGG
TATAATTTTTATTATAAATGATTATAGAATTTTTATTGAATGGGAAGTTGTTTCAATGAATTCAATAAATATTGTTATAACTTTATTATTAGAT
TGAATAAGATTAATTTTTATATCTTTIGITTTAATAATTTCTTCTTTGGTTATTTTTTATAGAAAGGAATATATAGAAAGTGATTATAAAATTA
ATCGTTTCATTATATTGGTATTAATATTTGTTACTTCTATAATGTTATTAATTATTAGTCCTAATTTAATTAGAATTTTGTTAGGATGAGATGG
ATTAGGTCTCGTTTCTTATTGTTTAGTTATTTATTTTCAAAATGTAAAATCTTATAATGCTGGTATATTGACTGCGTTGTCAAATCGAATTGGT
GATGTGGCTTTATTATTAGCTATTGCTTGAATATTAAATTATGGGAGTTGAAATTATATTTTTITATITAGAAGTGATAAAAAATGATTTTGAA
ATAATAATTATTGGTATATTAGTAATATTAGCTGCAATAACTAA

Chrysomya putoria NADH4/ NADHS5 (GenBank)
TATTGAATTTTATACCTTCTATAGCATTATGATGATTTTTATTAAGTTCAGCTAATATGGCTGCTCCTCCTACATTAAATTTATTAGGAGAAAT
TTCTTTAATTAATAGAATTGTTAGTTGATCTTGAGTTTCTATATTAATATTATCTTTATTATCATTTTTTAGAGCTGCATATACTTTATATTTAT

ATGCATATAGTCAACATGGAAAGATTTTTTCTGGAGCTTACTCATTTAGAGGAGGTTCAGTTCGAGAATTTTTACTTTTATTTTTACATTGATT
TCCTTTAAATTTATTAATTTTAAAGGGTGATATGTGTATATTATGATTATGTTTAAATAGTITAAATAAAATATTGATTTGTGGTGTCAATGAT
AAGAAGTTTTCITTTTAAACCGTGAAATATTTATCAATTTGTACAATTAGATTTGTAAGTTTATTTTTTTTTAGTTTATCATCTTTTTTGATAGG

GATAATTTTTATTATAAATGATTATAGAATTTTTATTGAGTGAGAAGTTGTTTCTATAAATTCAATAAATATTGTTATGACTTTATTATTAGAT
TGAATAAGTTTAATTTTTATATCATTTGTTTTAATAATTTCTTCATTGGTTATTTTTTACAGAAAGGAATATATAGAAAGTGATTATAAAATTA
ATCGATTTATTATATTAGTTITAATATTTGTTACATCAATAATATTATTAATTATTAGTCCTAATTTAATTAGTATTTTATTAGGATGAGATGG
TTTGGGACTTGTGTCTTATIGTTTAGTAATTTATTTCCAAAATGTTAAGTCTTATAATGCAGGGATATTAACTGCTTTATCTAATCGAATTGGA
GATGTTGCTTTATTATTAGCTATTGCATGAATATTAAATTATGGAAGTTGAAATTATATTTTTTATTTAGAAGTAATAAAGAATGATTTTGAA
ATGATAATTGTAGGTAGTTTAGTTATATTAGCAGCTATGACAAA

REGION NADH4 mtADN (primer9)

C.hominivorax individuo No 9.5
ATGTTAAAAATTATTATTAGAATTTTATTITTGTTTCCATTATGTITAATATATAATACTTATTGAATGGTTCAGAGTTTTTTATTTITATTAAG
TTTTATTTTTGTTTTAATAAATATATATAGAAATTATTTTATAAGAATTTCTTATTTATTTGGGTGTGATATGATTTCATATGGATTAATTTTGT
TAAGTTTATGAATTATTTCTTTAATATTAATAGCAAGAGAGTCTGTTTATAAGTACAATAATTATATAAATTTATTTTTATTAAATATTATTTT
ATTATTAATTTTGTTAGTTCTTACTTTTAGAAGAATGAGATTATTTATGTTTTATTTATTTTTTGAAAGAAGCTTAATTCCTACTTTATTTTIGA
TTTTAGGGTGGGGATATCAACCTGAACGATTGCAAGCTGGGGTATATTTATTGTTTTATACATTATTGGTTTCTTTACCAATGTTAATTGGTAT
TTTTTATTTATATAAGTTAACTGGTACTTTAAATTTTTATTTATTAAATAATTTTATATTTAATTATGAATTATTATATTITTTCTTTAGTTATAGC
TTTTTTAGTAAAAATACCGATATTTTTGGTTCATTTATGATTGCCTAAGGCTCATGTAGAGGCTCCTGTTTCTGGATCTATAATTTTAGCAGGA
ATTATGTTGAAGTTGGGGGGTTATGGATTATTACGGGTTTTTCCATTTTTACAATTAATAGGTTTAAAATTTAATTTTATTTGGGTTAGAATTA
GATTAGTAGGGGGAGTATTAGTGAGTTTAATTTGTTITACGACAAACTGATTTAAAGGCTTTAATTGCTTATTCTTCTGTAGCTCATATAGGAA
TTGTTTTGGCTGGATTAATAACTTTGACTTATATAGGAATTTGTGGTTCATATACACTAATAATTGCTCATGGATTGTGTTCTTCCGGATTATT
TTGTTTAGCAAATATTTCTTATGAACGGATGGGGAGTCGTAGATTATTAATTAATAGGGGAATATTAAATTTTATACCTTCAATAGCATTATG
re
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C.hominivorax individuo No 9.6
ATGTTAAAAATTATTATTACAATTTIATTITTTGTTTCCATTATGTTTAATATATAATACTTATTGAATGGTTCAGAGTITTITTATTITITATTAAG
TTTTATTTTIGTTTTAATAAATATATATAGAAATTATTTTATAAGAATTTCTTATTTATTTGGGTGTGATATGATTTCATATGGATTAATTTTGT
TAAGTTTATGAATTATTTCTTTAATATTAATAGCAAGAGAGTCTGTTTATAAGTACAATAATTATATAAATTTATTITTTATTAAATATTATTTT
ATTATTAATTTTGTTAGTTCTTACTTTTAGAAGAATGAGATTATTATGTTTTATTTATTTTTIGAAAGAAGCTTAATTCCTACTTTATTITTTGAT
TTTAGGGTGGGGATATCAACCTGAACGATTGCAAGCTGGGGTATATTTATTGTTTTATACATTATTGGTTTCTTTACCAATGTTAATTGGTATT
TTTTATTTATATAAGTTAACTGGTACTTTAAATTTTTATTTATTAAATAATTTTATATTTAATTATGAATTATTATATTTTTCTTTAGTTATAGCT
TTTTTAGTAAAAATACCGATATTTTTIGGTTCATTTATGATTGCCTAAGGCTCATGTAGAGGCTCCTGTTTCTGGATCTATAATTTTAGCAGGAA
TTATGTTGAAGTTGGGGGGTTATGGATTATTACGGGTTTTICCATTTTTACAATTAATAGGTTTAAAATTTAATTTTATITGGGTTAGAATTAG
ATTAGTAGGGGGAGTATTAGTGAGTTTAATTTGTTTACGACAAACTGATTTAAAGGCTTTAATTGCTTATTCTTCTGTAGCTCATATAGGAAT
TGTTTTGGCTGGATTAATAACTTTGACTTATATAGGAATTTGTGGTTCATATACACTAATAATTGCTCATGGATTGTGTTCTTCCGGATTATTT
TGTTTAGCAAATATTTCTTATGAACGGATGGAAGTCGTAGATTATTAATTAATAGGGGAATATTAAATTTTATACCTTCAATAGCATTATGAT

C.macellaria individuoNo 9.15
ATGTTAAAAATTATTATTAGAATTTTATTTTITATTTCCATTATGTTTAATACATAATACTTATTGAATGGTTCAAAGTTTTTTATTTTTATTAAG
TTTTATTTTTATTTTAATAAATATGTATAGAAATTATTTTATAAGAATTTCTTATTTGTTTGGATGTGATATAATTTCTTATGGATTAATTTIGT
TAAGTTTATGAATTGTTTCTTTAATATTAATAGCAAGAGAATCAGTTTATAAGTATAATAATTATACAAATTTATTTITATTAAATATTGTTTT
ATTATTAATTTIGTTAGTACTTACTTTTAGAAGTATAAGATTGTTTATGTTTTATTTATTTITTTGAAAGTAGTTTAATTCCAACTTTATTTTTAA
TTITTAGGTTGAGGATATCAACCTGAACGATTGCAAGCAGGAGTTTATTTATTATTTTATACTTTATTAGTATCTTTACCTATATTAATIGGTAT
LILLIATTTATATAAGTCTACTGGTACTTTAAATTTTTATTITATTAAATAATTATATATTTAATTATGAGTTATTGTATTTITICTTTAGTAATGG
CTTTTTTAGTAAAAATACCTATGTTTTTAGTTCATTTATGATTACCTAAGGCTCATGTAGAAGCTCCTGTTTCAGGATCTATAATTTTAGCTGG
AATTATATTAAAGTTAGGAGGTTATGGATTATTACGAGTATTTCCTTTTTTACAATTAATAGGATTGAAATTCAATTTTATTTGAATTAGTATT
AGATTAGTAGGAGGAGTATTGGTTAGTTTAATTTGTTTACGACAAACTGATTITAAAGGCTTTAATTGCTTATTCATCAGTAGCTCATATAGGA
ATTGTTTTAGCTGGATTAATAACTTTAACATATATAGGAATTTIGTGGTTCTTATACATTAATAATTIGCTCATGGATTATGTTCTTCTGGATTAT
TTTGTTTAGCTAATATTTCTTATGAACGAATAGGAAGTCGTAGTTITATTAATTAATAAGGGGATATTAAATTTTATACCT-
CAATAGCATTATGAT

C.macellaria individuo No 9.16
ATGTTAAAAATTATTATTAGAATTTTATTITTTATTTCCATTATGTTTAATACATAATACTTATTGAATGGTTCAAAGTTTTITTATTITTATTAAG
TTTTATTTTTATTTTAATAAATATGTATAGAAATTATTTTATAAGAATTTCTTATTTGTTTGGATGTGATATAATTTCTTATGGATTAATTTTGT
TAAGTTTATGAATTGTTTCTTTAATATTAATAGCAAGAGAATCAGTTTATAAGTATAATAATTATACAAATTTATTITTTATTAAATATTIGTTTT
ATTATTAATTTIGTTAGTACTTACTTTTAGAAGTATAAGATTGTTTATGTTTTATTTATTITTTGAAAGTAGTTTAATTCCAACTTTATTITITAA
TTTTAGGTTGAGGATATCAACCTGAACGATTGCAAGCAGGAGTTTATTTATTATTTTATACTTTATTAGTATCTTTACCTATATTAATTGGTAT
TTTTTATTTATATAAGTCTACTGGTACTTTAAATTTTTATTTACTAAATAATTATATATTTAATTATGAGTTATTGTATTTITICTTTAGTAATGG
CTTTTTTAGTAAAAATACCTATGTTTTTAGTTCATTTATGATTGCCTAAGGCTCATGTAGAAGCTCCTGTTTCAGGATCTATAATTTTAGCTGG
AATTATATTAAAGTTAGGAGGTTATGGATTATTACGAGTATTTCCTTTTTTACAATTAATAGGATTGAAATTCAATTTTATTTGAATTAGTATT
AGATTAGTAGGAGGAGTATTGGTTAGTTTAATTTGTTTACGACAAACTGATTTAAAGGCTTTAATTGCTTATTCATCAGTAGCTCATATAGGA
ATTGTTTTAGCTGGATTAATAACTTTAACATATATAGGAATTTGTGGTTCTTATACATTAATAATTGCTCATGGATTATGTTCTTCTGGATTAT
TITGTTTAGCTAATATTTCTTATGAACGAATAGGAAGTCGTAGTTTATTAATTAATAAGGGGATATTAAATTTITATACCT-
CAATAGCATTATGAT
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C.hominivorax individuo No 9.25
ATGTTAAAAATTATTATTAGAATTTTATTTTIGTTTCCATTATGTTTAATATATAATACTTATTGAATGGTTCAAAGTTITTTTATTITTITATTAAG
TTTTATTTTTGTTTTAATAAATATGTATAGAAATTATTTTATAAGAATTTCTTATTTATTTGGATGTGATATAATTTCATATGGATTAATTTTGT
TAAGTTTGTGAATTATTTCTTTAATATTAATAGCAAGAGAGTCTGTTTATAAGTACAATAATTATATAAATTTATITCTATTAAATATTATTTT
GTTATTAATTTITGTTAGTTCTTACTTTTAGAAGAATGAGATTATTTATGTTTITATTTATTTTTTGAAAGAAGTTTAATTCCTACTTTATTTTTGA
TTTTAGGGTGGGGATATCAACCTGAACGATTGCAAGCTGGGGTATATTTATTGTTTTATACATTATTGGTTTCTTTACCAATGTTAATTGGTAT
TTTTTATTTATATAAGTTAACTGGTACTTTAAATTTTTATTTATTAAATAATTTTATATTTAATTATGAATTATTATATTTTTCTTTAGTTATAGC
TTTTTTAGTAAAAATACCAATATTTTTGGTTCATTTATGATTGCCTAAGGCTCATGTAGAGGCTCCTGTTTCTGGATCTATAATTTTAGCGGGA
ATTATGTTGAAGTTGGGAGGTTATGGATTATTACGGGTTTITTICCATTTTTACAATTAATAGGTTTAAAATTTAATTTTATTTGGGTTAGAATTA
GATTAGTAGGGGGAGTATTAGTGAGTTTAATTTIGTTTACGACAAACTGATTTAAAGGCTTTAATTIGCTTATTCTTCTGTAGCTCATATAGGAA
TTGTTTTGGCTGGATTAATAACTTTGACTTATATAGGAATTTGTGGTTCATATACATTAATAATTGCTCATGGATTGTGTTCTTCCGGATTATT
TTGTTTAGCAAATATTTCTTATGAACGGATGGGGAGTCGTAGATTATTAATTAATAGGGGAATATTAAATTTTATACCTTCAATAGCATTATG
AT

C.hominivorax individuo No 9.26
ATGTTAAAAATTATTATTAGAATTTTATTITTIGTTTCCATTATGTTITAATATATAATACTTATTIGAATGGTTCAAAGTTTTTTATTTTTATTAAG
TTTTATTTTTGTTTTAATAAATATGTATAGAAATTATTTTATAAGAATTTCTTATTTATTTGGATGTGATATAATTTCATATGGATTAATTTTGT
TAAGTTTGTGAATTATTTCTTTAATATTAATAGCAAGAGAGTCTGTTTATAAGTACAATAATTATATAAATTTATTTCTATTAAATATTATITT
GTTATTAATTTTGTTAGTTCTTACTTTITAGAAGAATGAGATTATTTATGTTTTATTTATTTTTTGAAAGAAGTTTAATTCCTACTTTATTTTIGA
TTTTAGGGTGGGGATATCAACCTGAACGATTGCAAGCTGGGGTATATTITATTGTTITATACATTATTGGTTTCTTTACCAATGTTAATTGGTAT
TITTTATTTATATAAGTTAACTGGTACTTTAAATTITTATTTATTAAATAATTTTATATTTAATTATGAATTATTATATTTTTICTTTAGTTATAGC
TTTTTTAGTAAAAATACCAATATTTTTIGGTTCATTTATGATTGCCTAAGGCTCATGTAGAGGCTCCTGTTTCTGGATCTATAATTTTAGCGGGA
ATTATGTTGAAGTTGGGAGGTTATGGATTATTACGGGTTTTTCCATTTTTACAATTAATAGGTTTAAAATTTAATTTTATTTGGGTTAGAATTA
GATTAGTAGGGGGAGTATTAGTGAGTTTAATTTGTTTACGCCAAACTGATTTAAAGGCTTTAATTGCTTATTCTCCTGTAGCTCATATAGGAA
TTGTTTTGGCTGGATTAATAACTTTGACTTATACAGGAATTTGTGGTTCATATACATTAATAATTGCTCATGGATTGTGTTCTTCCGGATTATT
TTGTTTAGCAAATATTTCTTACGAACGGATGGGGAGTCGTAGATTATTAATTAATAGGGGAATATTAAATTTTATACCTTCAATAGCATTATG
AT

C.hominivorax individuo No 9.35
ATGTTAAAAGTTATTATTAGAATTTTATTTTTIGTTTCCATTATGTTTAATATATAATACTTATTIGAATGGTTCAAAGTTTITTATITITATTAAG
TTTTATTTTTIGT TTTAATAAATATGTATAGAAATTATTTTATAAGAATTTCTTATTTATTTGGATGTGATATGATTTCATATGGATTAATTIGTT
AAGTTTGTGAATTATTTCTTITAATATTAATAGCAAGAGAGTCTGTTTATAAGTACAATAATTATATAAATTTATTTCTATTAAATATTATTTTG
TTATTAATTTTGTTAGTTCTTACTTTTAGAAGAATGAGATTATTTATGTTTITATTTATTTITITGAAAGAAGTTTAATTCCTACTTTATTTTTIGATT
TTAGGGTGGGGATATCAACCTGAACGATTGCAAGCTGGGGTATATTTATTIGTTTTATACATTATTGGTTTCTITACCAATGTTAATTGGTATTT
TTTATTTATATAAGTTAACTGGTACTTTAAATTTTTATTTATTAAATAATTTTATATTTAATTATGAATTATTATATTTTICTTTAGTTATAGCTT
TTTTAGTAAAAATACCAATATTTTIGGTTCATTTATGATTACCTAAGGCTCATGTAGAGGCTCCTGTTTCTGGATCTATAATTTTAGCAGGAAT
TATGTTGAAGTTGGGAGGTTATGGATTATTACGGGTTTTTCCATTTTTACAATTAATAGGTTTAAAATTTAATTTTATTTGGGTTAGAATTAGA
TTAGTAGGGGGAGTATTAGTGAGTTTAATTTIGTTTACGACAAACTGATTTAAAGGCTTTAATCGCTTATTCTTCTGTAGCTCATATAGGAATT
GTTTTGGCTGGATTAATAACTTTGACTTATATAGGAATTTGTGGTTCATATACATTAATAATTGCTCATGGATTGTGTTICTTCTGGATTATTTT
GTTTAGCAAATATTTCTTATGAACGGATGGGGAGTCGTAGATTATTAATTAATAGGGGAATATTAAATTTTATACCTTCAATAGCATTATGAT
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C.hominivorax individuo No 9.36
CATGAGCAATTATTAATGTATATGAACCACAAATTCCTATATAAGTCAAAG’ITA‘ITAATCCAGCCAAAACAATTCCTATATGAGCTACAGAA
GAATAAGCGATTAAAGCCTTTAAATCAGTTTGTCGTAAACA AATTAAACTCACTAATACTCCCCCTACTAATCTAATTCTAACCCAAATAAA
ATTAAATTTTAAACCTATTAATTGTAAAAATGGAAAMCCCGTMTMTCCATAACCTCCCAACTTCAACATAATTCCTGCTAAAATTATAG
ATCCAGAAACAGGAGCCTCTACATGAGCCTTAGGTAATCATAMTGAACCAAAAATATTGGTATITTTACTMAAAAGCTATAACT AAAGA
AAAATATAATAATTCATAATTAAATATAAAATTATTTAATAAATAAAAATTTAAAGTACCAGTTAACTT ATATAAATAAAAAATACCAATTA
ACATTGGTAAAGAAACCMTAATGTATAMACMTAMTATACCCCAGC'ITGCAATCGTTCAGGTTGATATCCCCACCCTAAAATCAAAAAT
AAAGTAGGAATTAAACTTCTTTCAAAAAATAAATAAAACATAAATAATCTCATTCTTCT AAAAGTAAGAACTAACAAAATTAATAACAAAAT
AATATTTAATAGAAATAAATTTATATAATTATTGTACTTATAAACAGACT CTCTTGCTATTAATATTAAAGAAATAATTCACAAACTTAACAA
AATTAATCCATATGAAATCATATCACATCCAAATAAATAAGAAATTCTTATAAAATAATTTCTATAC ATATTTATTAAAACAAAAATAAAAC
TTAATAAAAATAAAAAACTTTH GAACCATTCAATAAGTATTATATATTAAACATAATGGAAACAAAAATAAAATTCT. AATAATAACTTTTAAC
ATTGTAAAATATTAAATCTTGAAAATAATCATACCATAGTCGA

C.hominivorax individuo No 9.45

ATGTTAAAAATTATTATTAGAATTTTATTTTTGTTTCCATTATGTTTAATATATAATACTTATTG AATGGTTCAGAGTTTTITATITTITTATTAAG
TTTTATTTTIGTTTTAATAAATATATATAG AAATTATTTTATAAGAATTTCTTATTTATTTGGGTGTGATATGATTTCATATGGATTAATTTIIGT
TAAGTTTATGAATTATTTCTTTAATATTAATAGCAAGAGAGTCTGTTTATAAGTACAATAATTATATAAATTTA TTTTTATTAAATATTATTTT

ATTATTAATTTIGTTAGTTCTTACTTTTAGAAGAATGAGATTATTTA TGTTTTATTTATTTTTTGAAAGAAGCTTAATTCCTACTTTATTTTTGA

TTTTAGGGTGGGGATATCAACCTGAACGATTGCAAGCTGGGGTATATTTATTGTTTTA TACATTATTGGTTTCTTTACCAATGTTAATTGGTAT
TITTTATTTATATAAGTTAACTGGTACTTTAAATTTTTATTTATTAAATAATTTI ATATTTAATTATGAATTATTATATTTTTCTTTAGTTATAGC
11111 1AGTAAAAATACCGATATTTTITGGTTCATTTATGATTGCCTAAGGCTCATGTAGAGGCTCCTGTTTCT GGATCTATAATTTTAGCAGGA
ATTATGTTGAAGTTGGGGGGTTATGGATTATTACGGGTTTTTICCATTTTTACAATTAATAGGTITAAAATTTAATTTT ATTTGGGTTAGAATTA
GATTAGTAGGGGGAGTATTAGTGAGTTTAATTTGTTTACGACAAACTGATTTAAAGGCTTTAATTG CTTATTCTTCTGTAGCTCATATAGGAA

TTGTTTTGGCTGGATTAATAACTTTGACTTATATAGGAATTTGTGGTTCATATACACTAATAATTGCTC ATGGATTGTGTTCTTCCGGATTATT

TTGTTTAGCAAATATTTCTTATGAACGGATGGGGAGTCGTAGATTATTAATTAATAGGGG AATATTAAATTTTATACCTCAATAGCATTATGA
A

C.hominivorax individuo No 9.46
ATGTTAAMATYATTATTAGAATTT'TAlT'ITIG'ITTCCATTATG'ITTAATATATMTACTTATTGAATGGTTCAGAGT'['TTTTA 1111 1ATTAAG
'['!TI'AT’ITTI'GTTTTAATAAATATATATAGAAATTA’ITITATAAGAATTTCTTAT’ITATTTGGGTGTGATATGATTTCATATGGATTAATTTTGT
TAAGTTTATGAATTATTICTTTAATATTAATAGCAAGAGAGTCTGTTTATAAGTACAATAATTATATAAATTTA TTTTTATTAAATATTATTIT
ATTATTAATTTTGTTAGTTCTTACTTTTAGAAGAATGAGATTATTITATGTTTTATTTATTTTTTGAAAGAAGCTT AATTCCTACTTTATTTTTIGA
TT']TAGGGTGGGGATATCMCCTGMCGATTGCAAGCTGGGGTATATTTAT'TGT'I'ITATACATTATTGGTTTCTTTACCAATGTTAAT'TGGTAT
TTTTTAT'I‘TATATMGTTAACTGGTACTTI’MAT']'TTTATTTATTAAATAATTTTATAT]'I‘AATTATGAATTATI‘ATA'[TITTCTTTAGTTATAGC
TTTTTTAGTAAAAATACCGATATTTTTGGTTCATTTATGATTGCCTAAGGCTCATGTAG AGGCTCCTGTTTCTGGATCTATAATTTITAGCAGGA
ATTATGTTGAAGTTGGGGGG'I'I‘ATGGATTATTACGGGTT'I'I'FCCAT'T'ITIACAATTAATAGGTTTAAAATTI‘MTTITATTTGGGTTAGAATTA
GATTAGTAGGGGGAGTATTAGTGAGTTYAATTTGTTTACGACAAACTGATITAAAGGCTTTAATTGCTTATTCTTCTGTAGCTCATATAGGAA
TTGTT'ITGGCTGGATTA.ATAAC'[TTGACT‘TATATAGGAATTTGTGG'ITCATATACACTAATAATTGCTCATGGATTGTGTTCTTCCGGATTATT
TTGTTTAGCMATATTTCTTATGA.ACGGATGGGGAGTCGTAGATI‘ATTAATTAATAGGGGAATATTAMTTITATACC-
TCAATAGCATTATGA-
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C.hominivorax individuo No 9.55

ATGTTAAAAGT TATTATTAGAATTTTATTTTTIGTITCCATTATGTTTAATATATAATACTTATTGAATGGTTCAAAGTTTTTTATTTITTATTAAG
TTTTATTTTTIGT TTTAATAAATATGTATAGAAATTATTTTATAAGAATTTCTTATTTATTTGGATGTGATATGATTTCATATGGATTAATTTIGT
TAAGTITGTGAATTATTTCTTTAATATTAATAGCAAGAGAGTCTGTTTATAAGTACAATAATTATATAAATTTATTTCTATTAAATATTATTTT
GTTATTAATTTTIGTTAGTICTTACTTITTAGAAGAATGAGATTATTTATGTTTTATTTATTTTTTGAAAGAAGTTTAATTCCTACTTTATTTTTGA
TTTTAGGGTGGGGATATCAACCTGAACGATTGCAAGCTGGGGTATATTTATTGTTTTATACATTATTIGGTTTCTTTACCAATGTTAATTGGTAT
TTTTTATTTATATAAGTTAACTGGTACTTTAAATTTTTATTTATTAAATAATTITATATTTAATTATGAATTATTATATTTTTICTTTAGTTATAGC
TTTTTTAGTAAAAATACCAATATTTTTIGGTTCATTTATGATTACCTAAGGCTCATGTAGAGGCTCCTGTTTICTGGATCTATAATTTTAGCAGGA
ATTATGTTGAAGTTGGGAGGTTATGGATTATTACGGGTTTTTCCATTTTTACAATTAATAGGTTTAAAATTTAATTTTATTITGGGTTAGAATTA
GATTAGTAGGGGGAGTATTAGTGAGTTTAATTTGTTTACGACAAACTGATTTAAAGGCTTTAATCGCTTATTICTTCTGTAGCTCATATAGGAA
TTGTTTTGGCTGGATTAATAACTTTGACTTATATAGGAATTTGTGGTTCATATACATTAATAATTGCTCATGGATTGTGTTCTTCTGGATTATT
TTGTTTAGCAAATATTTCTTATGAACGGATGGGGAGTCGTAGATTATTAATTAATAGGGGAATATTAAATTTTATACCTTCAATAGCATTATG
AT

C.hominivorax individuo No 9.56
ATGTTAAAAGTTATTATTAGAATTITATITTIGTTTCCATTATGTTTAATATATAATACTTATTGAATGGTTCAAAGTTTTITATTTTITATTAAG
TTTTATTTTIGT T TTAATAAATATGTATAGAAATTATTTTATAAGAATTTCTTATTITATTTGGATGTGATATGATTTCATATGGATTAATTTTGT
TAAGTTTGTGAATTATTTCTTTAATATTAATAGCAAGAGAGTCTGTTTATAAGTACAATAATTATATAAATTTATTTCTATTAAATATTATITT
GTTATTAATTTTIGTTAGTTCTTACTTITAGAAGAATGAGATTATTTATGTTTTATTTATTITTTGAAAGAAGTTTAATTCCTACTTTATTTITIGA
TTTTAGGGTGGGGATATCAACCTGAACGATTGCAAGCTGGGGTATATTTATTGTTITATACATTATTIGGTTTCTTTACCAATGTTAATTIGGTAT
TTTTTATTTATATAAGTTAACTGGTACTTTAAATTTTTATTTATTAAATAATTTTATATTTAATTATGAATTATTATATTTTICTTTAGTTATAGC
TTTTTTAGTAAAAATACCAATATTTTTIGGTTCATTTATGATTACCTAAGGCTCATGTAGAGGCTCCTGTTTCTGGATCTATAATTTTAGCAGGA
ATTATGTTGAAGTTGGGAGGTTATGGATTATTACGGGTTTTTCCATTTTTACAATTAATAGGTTTAAAATTTAATTTTATTTGGGTTAGAATTA
GATTAGTAGGGGGAGTATTAGTGAGTTTAATTTGTTITACGACAAACTGATTTAAAGGCTTTAATCGCTTATTCTTCTGTAGCTCATATAGGAA
TIGTTTTGGCTGGATTAATAACTTTGACTTATATAGGAATTTGTGGTTCATATACATTAATAATTGCTCATGGATTGTGTTCTTICTGGATTATT
TTGTTTAGCAAATATTTCTTATGAACGGATGGGGAGTCGTAGATTATTAATTAATAGGGGAATATTAAATTTTATACCT-
CAATAGCATTATGAT

C.hominivorax individuo No 9.65

ATGTTAAAAATTATTATTAGAAT TTTATTITTTGTTTCCATTATGTTTAATATATAATACTTATTGAATGGTTCAAAGTTTTTTATTTTITATTAAG
TTTTATTTTIGT TTTAATAAATATGTATAGAAATTATTTTATAAGAATTTCTTATTITATTTGGATGTGATATAATTTCATATGGATTAATTTTGT
TAAGTTTGTGAATTATTTCTTTAATATTAATAGCAAGAGAGTCTGTTTATAAGTACAATAATTATATAAATTTATTTICTATTAAATATTATTIT
GTTATTAATTTTGTTAGTTCTTACT T TMAGAAGAATGAGATTATTTATGTTTTATTTATTTTTITGAAGAAGTTTAATTCCTACTTTATTTTIGATT
TTAGGGTGGGGATATCAACCTGAACGATTGCAAGCTGGGGTATATTTATTGTTTTATACATTATTGGTTITCTTITACCAATGTTAATTIGGTATTT
TTTATTTATATAAGTTAACTGGTACTTTAAATTTTTATTTATTAAATAATTTTATATTTAATTATGAATTATTATATTTITICTTTAGTTATAGCTT
TTTTAGTAAAAATACCAATATTTITIGGTTCATTTATGATTGCCTAAGGCTCATGTAGAGGCTCCTGTTTCTGGATCTATAATTTTAGCGGGAAT
TATGTTGAAGTTGGGAGGTTATGGATTATTACGGGTTTTTCCATTTTTACAATTAATAGGTTITAAAATTTAATTTTATTITGGGTTAGAATTAGA
TTAGTAGGGGGAGTATTAGTGAGTTTAATTTGTTTACGACAAACTGATTTAAAGGCTTTAATCGCTTATTCTTCTGTAGCTCATATAGGAATT
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GTTTTGGCTGGATTAATAACTTTGACTTATATAGGAATTTGTGGTTCATATACATTAATAATTGCTCATGGATTGTGTTCTTCCGGATTATTTI
GTTTAGCAAATATTTCTTATGAACGGATGGGGAGTCGTAGATTATTAATTAATAGGGGAATATTAAATTTTATACCTTCAATAGCATTATGAT

C.hominivorax individuo No 9.66
ATGTTAAAAATTATTATTAGAATTTITATTTITTGTTTCCATTATGTTTAATATATAATACTTATTGAATGGTTCAAAGTTITITATTTTTATTAAG
TTTTATTTTTGTITTAATAAATATGTATAGAAATTATTTTATAAGAATTTCTTATTTATTTGGATGTGATATAATTTCATATGGATTAATTTTGT
TAAGTTTGTGAATTATTICTTTAATATTAATAGCAAGAGAGTCTGTTTAT AAGTACAATAATTATATAAATTTATTTCTATTAAATATTATTTT
GTTATTAATTTTIGTTAGTTCTTACTTTTAGAAGAATGAGATTATTTATGTTTTATTTATTTTTTGAAAGAAGTTITAATTCCTACTTTATTITIGA
TTTTAGGGTGGGGATATCAACCTGAACGATTGCAAGCTGGGGTATATTTATTGTTTTATACATTATTGGTTTCTTTACCAATGTTAATTGGTAT
TTTTTATTTATATAAGTTAACTGGTACTTTAAATTTTTAT I TATTAAATAATTTTATATTTAATTATGAATTATTATATTTTICTTTAGTTATAGC
TITTTTAGTAAAAATACCAATATTTTTIGGTTCATTTATGATTGCCTAAGGCTCATGTAGAGGCTCCTGTTTCTGGATCTATAATTTTAGCGGGA
ATTATGTTGAAGTTGGGAGGTTATGGATTATTACGGGTTTTICCATTTTTACAATTAATAGGTTITAAAATTTAATTTTATTTGGGTTAGAATTA
GATTAGTAGGGGGAGTATTAGTGAGTTTAATTTGTTTACGACAAACTGATTTAAAGGCTTTAATCGCTTATTCTTCTGTAGCTCATATAGGAA
TTGTTITGGCTGGATTAATAACTTTGACTTATATAGGAATTTGTGGTTCATATACATTAATAATTGCTCATGGATTGTGTTCTTCCGGATTATT
TTGTTTAGCAAATATTTCTTATGAACGGATGGGGAGTCGTAGATTATTAATTAATAGGGGAATATTAAATTTTATACCTTCAATAGCATTATG
A

Chrysomya putoria Region NADH4 (GenBank)
ATGTTAAAGATTATTATTAGAATTITATTTTTATTTCCATTGTGTTTAATACATAATACTTATTGAATGGTTCAAAGTTTTTTATTTTTATTAAG
TTTTATTTTTATTTTAATAAATATATATAGAAATTATTTTATATCAATTTCTTATTTATTTGGATGTGATATAATTTCTTATGGTTTAATTTTATT”
GAGTTTATGAATTGTTTCATTAATATTAATGGCTAGTGAGTCAATTTATAAGTATAGAAATTATACAAATTTATTTTTATTAAATATTATTITA
TTATTGGTTTTGTTAGTATTAACTTTTAGAAGTATAAGTTTATTTATATTTTATTTATTTTTIGAAAGTAGTTTAATTCCTACATTATTTTTAATT
TTAGGATGGGGGTATCAACCTGAACGATTACAAGCAGGGGTTTATTTATTATTTTATACTTTATTAGTATCTTTACCTATATTAATTGGTATTT
TTTATTTATATAAGGTTACGGGAACTTTAAATTTTTATTTATTAAATAATTATATATTTAATTATGAAATTCTTTATTTTTICTTTAGTAATAGCT
TTTTTAGTAAAAATACCAATGTTTTTAGTTCATTTATGATTGCCTAAGGCTCATGTAGAAGCTCCTGTTTCTGGTTCGATAATTTTAGCTGGAA
TTATATTGAAGTTAGGGGGATATGGTTTATTACGTGTATTTCCTTTTTTACAGTTAATAGGATTAAAGTTTAATTTTATTTGAGTTAGAATTAG
ATTAGTAGGGGGAGTTTTAGTTAGACTAATTTGTTTACGTCAAACAGATTTAAAGGCTTTAATTGCTTATTCTTCAGTAGCTCATATGGGAAT
TGTATTAGCTGGTTTAATAACTTTAACTTATATGGGAATTTGTGGTTCTTACACATTAATAATTGCTCATGGATTATGTTCTTCAGGTTTATTTT
GTTTAGCAAATATTGCTTATGAACGATTAGGAAGTCGTAGTTTATTAATTAATAAGGGGTTATTGAATTTTATACCTTCTATAGCATTATGAT




