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RESUMEN

Aedes albopictus (Culicidae: Nmatocera) (Skuse) es un diptero hematofago
capaz de alimentarse de sangre de diferentes hospedadores. La especie esta
involucrada en la transmision del virus del Dengue (entre otros pat6genos)
principalmente en Asia y méas recientemente en paises como Camerdn en los que se
han presentado incrementos en los brotes de arbovirosis que son relacionados con la
introduccion y aumento de las poblaciones de Ae. albopictus. En estudios sobre su
potencialidad como vector se obtuvieron resultados que lo convierten en una especie

de importancia en salud publica.

La especie es originaria del sudeste asiatico y su distribucion geografica se
encuentra en expansion, encontrandose ampliamente distribuida en los cinco
continentes en la actualidad. Ae. albopictus ya ha sido reportado en veinte paises de

América desde la década de 1980, incluyendo Venezuela en el afio 2009.

Se ha comprobado que la introduccidn de esta especie en distintas regiones ha
ocurrido por el comercio entre paises. La exportacion de cauchos usados es una de
las principales causas, ya que en ellos los huevos secos y en latencia (resistentes y
viables durante meses en este estado) son transportados de un pais a otro y al entrar
en contacto con agua, eclosionan las fases larvarias. Al alcanzar la fase adulta,
pueden establecer poblaciones en los sitios invadidos bajo condiciones de un efecto

fundador.

Andlisis de secuencias de genes mitocondriales son de utilidad para establecer
estructuracion poblacional geografica por métodos filogenéticos y/o redes de
haplotipos y asi verificar hipotesis de posibles origenes de introduccién de esta
especie. Para esto se realizaron analisis haciendo uso del gen mitocondrial NADH

deshidrogenasa 5 (ND5), en poblaciones de Venezuela, Colombia y secuencias de

Xi



poblaciones de otros paises obtenidas de genbank, con el fin de comprobar hipétesis
de introduccion y estructuracion filogenética en relacién con el area geografica y

compararla con resultados previos en los que se usa el mismo marcador molecular.

Aunque la variabilidad del gen ND5 es baja en comparacion con otras especies
de mosquitos, nuevos haplotipos fueron reportados (en la literatura) para el Sureste
asiatico y Madagascar, asi como nuestros resultados incrementaron el nimero de
sitios variables reportados, haciendo mas complejas las relaciones entre los haplotipos

gue se conocian hasta el momento.

Los andlisis filogenéticos clasicos continlan siendo poco informativos al
presentarse arboles de topologias no resueltas (politomias). La red de haplotipos
obtenida mediante parsimonia estadistica aporta mayor informacion en el momento de
establecer relaciones entre los haplotipos y de formular hip6tesis sobre la introduccion

de la especie en el area de estudio.

Se incrementa la riqueza y diversidad de haplotipos conocidos, reportando 31
haplotipos y 30 sitios polimdrficos en total. Se concluyen introducciones multiples e
independientes e Venezuela (desde Asia o Brasil) y Colombia (desde varios paises)

bajo condiciones ecoldgicas tipicas de un efecto fundador.

Palabras Clave: Aedes albopictus, ADN mitocondrial, ND5, Filogeografia

intraespecifica, Redes de Haplotipos.
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INTRODUCCION

Los mosquitos como Aedes aegypti (L) y Aedes albopictus (Skuse), son
insectos dipteros hemato6fagos. Presentan un ciclo de vida holometdbolo, pasando por
la fase de huevo, diferentes estadios larvales y una fase de pupa, antes de emerger
como un imago o adulto volador capaz de alimentarse de sangre de diferentes
hospedadores (Figura 1).Este tipo de comportamiento alimentario esta ligado a la
probabilidad de ingestibn de patégenos como virus, bacterias, protozoarios y
nematodos, los cuales se reproducen en el tracto digestivo y glandulas salivales del
imago, y que en un posterior evento hematofagico, logran transmitir a un hospedador
sano y susceptible, provocando una patologia determinada. Ae. aegypti y Ae.
albopictus estan involucrados en la transmisién del virus dengue, con mayor
frecuencia en América y Asia respectivamente, lo que las convierte en especies de

importancia en el &rea de salud publica.

Aedes (Stegomyia) albopictus (Skuse) es una especie originaria del sureste
asiatico cuya distribucidbn geografica se encuentra recientemente en expansion,
encontrdndose ya ampliamente distribuido en los cinco continentes. Ha sido reportado
en el continente americano desde mediados de la década de 1980; primero en los
Estados Unidos (1985) y luego en Brasil (1986). El primer pais donde fue reportado
infectado naturalmente con el virus del dengue (DENV-1 Y 3) fue México, en 1988

(Ibafiez-Bernal y col, 1997; Mousson y col, 2005).

Se ha comprobado que la introduccidn de esta especie en distintas regiones ha
ocurrido por el comercio entre paises, siendo la exportaciéon de cauchos usados una
de las principales causas sefialadas. En los neuméticos o cauchos, los huevos secos y
en latencia (resistentes y viables durante meses en este estado) son transportados de

un pais a otro; al entrar en contacto con agua, de lluvia principalmente, emergen las



larvas que al alcanzar posteriormente la fase de imagos (adultos voladores) pueden
establecer poblaciones en los sitios invadidos estableciéndose bajo las condiciones

ecoldgicas caracteristicas de un efecto fundador.
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Figura 1. Esquema representativo del ciclo de vida de Aedes albopictus. Tomado y

modificado de http://www.taringa.net/posts/salud-bienestar/2405724/DENGUE---

Como-prevenirlo -Sintomas-e-Informacion-Detallad.html.

Esta especie tiene un comportamiento bastante similar a su congénere Aedes
aegypti, vector principal del Dengue y de la Fiebre Amarilla Urbana en América; sin
embargo, estas especies se diferencian entre otras cosas, en la mayor agresividad del

comportamiento de picada o alimentacion que presenta Ae. albopictus, en la mayor


http://www.taringa.net/posts/salud-bienestar/2405724/DENGUE---Como-prevenirlo_-Sintomas-e-Informacion-Detallad.html
http://www.taringa.net/posts/salud-bienestar/2405724/DENGUE---Como-prevenirlo_-Sintomas-e-Informacion-Detallad.html

variedad de posibles fuentes de alimento (otros animales ademas del humano), y en la
mayor capacidad que tiene de ocupar habitats en zonas periurbanas, rurales y
selvaticas ademas de las zonas urbanas (Mousson y col,2005). Adicionalmente a su
gran capacidad invasora y de ocupacion de diferentes tipos de habitats, esta especie
posee una enorme importancia en salud publica, como vector de los virus del dengue y
la fiebre amarilla en otras regiones, asi como potencialmente de otras 21 arbovirosis
(Gratz, 2004; Navarro y col., 2009a). Recientemente se han asociado incrementos o
inicios de brotes de arbovirosis como el Dengue y Chikungunya con aumentos en las
poblaciones de Ae. albopictus (Kamgang y col, 2011; Raharimahalala y col, 2012).
Otros estudios han demostrado la alta capacidad que tiene esta especie para

infectarse y transmitir arbovirosis (Haddad y col, 2012; Raharimalala y col, 2012).

Ae. albopictus ya ha sido registrado en veinte paises del continente, siendo
reportado en Venezuela recientemente (Navarro y col, 2009a). Luego de este hecho
se iniciaron estudios de indole ecoldgico (Zorrilla y col 2011), y genético-filogeografico
con fines de conocer las posibles rutas de entrada de esta especie en Venezuela y

Colombia (Navarro y col. 2013, en prensa) mediante el uso del gen mitocondrial ND5.

El concepto Filogeografia fue introducido a finales de la década de 1980 como
la conjuncion de las relaciones filogenéticas del grupo de interés —generalmente a
nivel intraespecifico y utilizando el ADN mitocondrial (ADNmt)- y las distribuciones
geograficas de esos agrupamientos filogenéticos bajo una unica disciplina (Avise y col,
1987). En otras palabras es un campo de estudio, hoy aceptado como una rama de la
Biogeografia, que evalla los principios y procesos que determinan la distribucion
geografica de distintos linajes evolutivos, especialmente entre y dentro de especies

estrechamente relacionadas (Avise, 1998, 2009).



Figura 2. Esquema de la molécula del ADN mitocondrial (ADNmt) en donde se
muestra la ubicacion de los genes que la conforman. Tomado de http:/miadn-
biologia.blogspot.com/2010/11/que-es-el-adn-mitocondrial.html.

El uso comin del ADNmt se debe a que posee una estructura simple, ademas
de ser facil de aislar y manejar. Cada célula contiene muchas copias de la molécula
circular (ver Figura 2) del ADNmt de forma homoplasmica (multiples copias dentro de
una misma célula), lo que facilita la comparacion entre individuos ubicando
homologias. Se hereda Unicamente por via materna, evitando los inconvenientes que,
para los fines practicos de las inferencias filogenéticas, generan la recombinacion y las
mutaciones que puedan surgir en la reproduccion sexual o cruzada. Su alta tasa de
evolucibn en animales nos permite trabajar a niveles mas bajos en la escala

taxondmica (especificos e infra especificos) (Avise y col, 1987; Avise, 1998, 2009).

Por otra parte, cuando se habla de variabilidad genética (a nivel de caracteres
moleculares), se hace referencia a los cambios que ocurren en uno o varios de los
nucleétidos que componen una secuencia de ADN. Estas variaciones pueden llegar a
fijarse en frecuencia dentro de una poblacibn asi como también pueden ser
eliminadas. Puede ser introducida por situaciones que favorezcan el flujo génico entre
poblaciones asi como por mutaciones. Si existe una tasa mutacional alta -como
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generalmente se ha reportado al usar los genes mitocondriales en dipteros- se
observara una mayor capacidad de adaptacion potencial, que a su vez genera una
mayor probabilidad de responder favorablemente ante un cambio ambiental dado

(Quintero, 2010).

La variabilidad genética estd asociada a distintos factores o procesos que
hacen que los cambios se produzcan en escalas espaciales grandes y escalas
temporales pequefias, como producto de factores ecolégicos; o bien en escalas
espaciales reducidas pero en un amplio periodo de tiempo, condiciones que dan paso
a procesos como el Efecto Fundador, Flujo Genético, la Deriva Genética y la

Vicarianza (Quintero, 2010; Futuyma, 1998).

También es muy comun en este tipo de insectos que la variabilidad genética se
vea afectada por presiones ejercidas por el hombre (presiones antropogénicas), como
por ejemplo, el control de plagas mediante la aplicacion de insecticidas. Esto puede
producir una estructuracion filogenética que puede ser explicada dependiendo del

grado de divergencia nucleotidica y la tasa mutacional propia de los taxa estudiados

Dentro de la Clase Insecta, en especial aquellos insectos de importancia
médica como vectores de arbovirus y parasitos, la filogeografia ha sido utilizada para
evaluar la divergencia entre poblaciones en conjuncion con las distribuciones
geograficas de estos linajes genéticos enmarcados en los distintos periodos de la
escala geologica -generalmente desde el Mioceno hasta el Pleistoceno, debido a la
carencia de registros mas antiguos-. En otros casos, qué no necesariamente tengan
gue ver con este trabajo sino que mas bien tienen otras aplicaciones (por ejemplo la
Ecoepidemiologia), también se utilizan las herramientas de las disciplinas antes
mencionadas para realizar la definicion de zonas de transicion y areas de endemismo
(Arrivillaga y col, 2002; Morrone, 2006; Conn y Mirabello, 2007; Torres-Pérez y col,

2011; Quintero y Navarro, 2012; Navarro y col. 2013,en prensa).



En lo que respecta a las especies invasoras (como es el caso de Aedes
albopictus e inclusive Aedes aegypti) la filogeografia, ademas de brindar los resultados
antes sefialados, ha sido una herramienta para determinar las posibles rutas de
introduccion, asi como también comprobar hipétesis sobre los mecanismos y vias
mediante las cuales la introduccion de dichas especies pudo ocurrir, permitiendo
sugerir medidas de control (Birungi&Munstermann, 2002; Moussson y col 2005;

Usmani-Brown y col 2009; Kamgang y col 2011; Navarro y col, 2013, en prensa).

Como ya se hizo mencién, el ADNmt es el tipo de marcador utilizado para
establecer inferencias filogeograficas. No son pocos los estudios que hasta el
momento han hecho andlisis filogenéticos, filogeograficos o en genética de
poblaciones de Ae. albopictus basandose en este marcador (Birungi y Munstermann,
2002; Moussson y col 2005; Usmani-Brown y col 2009; Kamgang y col 2011; Zitco y
col, 2011; Haddad y col, 2012; Raharimala y col, 2012; Porreta y col, 2012; Navarro y
col, 2013, en prensa). Es por esto que, con la finalidad de ampliar las evidencias
filogeograficas y de las rutas de movimiento e introduccion de esta especie
encontradas en los trabajos previos, se re analizara la variabilidad del gen NADH
Deshidrogenasa 5 (ND5) utilizando diferentes poblaciones de Venezuela y Colombia,
en conjunto con las secuencias de este gen disponibles en el GenBank para Ae.
albopictus. Los resultados permitirdn realizar un trazado del rastro genético y proponer
o reforzar hipotesis de la o las rutas potenciales de introduccion de esta especie en

nuestro pais y otras zonas de América del Sur.



ANTECEDENTES

- Expansion de Ae. albopictus e introduccién en América

La primera incursion y posterior establecimiento de Ae. albopictus en el
continente americano fue en 1985, cuando se reportaron criaderos en el condado
Harris del estado de Texas. Es la primera vez que se hablaba de la presencia de Ae.
albopictus en los Estados Unidos continental, sin embargo no fue el primer reporte de
la especie en este pais, ya que a finales de la Segunda Guerra Mundial fueron
hallados en Hawai durante una epidemia de Dengue que hubo en estas islas (Gratz,
2004). Desde entonces la distribucion de Ae. albopictus en los Estados Unidos se ha
extendido hasta ocupar mas de la mitad del territorio de este pais, desde el centro
hasta la costa atlantica (Navarro y col, 2009). El segundo pais del continente en el que
fue reportada la especie fue Brasil, cuando en 1986 fueron encontrados en Sao Paulo
y en Rio de Janeiro. Para el afio 2004 se encuentran en 20 de los 27 estados de Brasil

(Gratz, 2004).

En 1988 se encontr6 un criadero en un caucho en un estado del norte de
México fronterizo con Texas. Como se sefialé anteriormente, fue en este pais donde
se reportd la primera infeccion natural con dengue, y también llamé la atencion que
fueran machos los mosquitos encontrados infectados en estado salvaje. La expansion
continud en este pais hasta que en 1993 se capturaron en Chiapas, al sur de México.
Luego la expansion continué por Centroamérica, ocupando Guatemala (1996),
Honduras, El Salvador, Nicaragua, y Panama (2007); y en el Caribe se ha reportado
en las Islas Cayman, Republica Dominicana, Cuba y Trinidad (Navarro y col., 2009;

Zorrilla y col., 2011) (Figura 3).
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Figura 3. Mapa de distribucion a escala mundial de Aedes albopictus hasta el afio
2008. Se ilustra como se expande la distribucion desde la region nativa. Tomado y

modificado de http://tiger-mosquito.info/tiger-mosquito-world-map-united-states-latin-

america-europe-africa/.

En el sur del continente posterior a la introduccion en Brasil, Ae. albopictus fue
reportado en tres sitios en Colombia (Leticia en 1998, Buenaventura en 2001 y Cali en
2007), Paraguay (2007) y mas recientemente en nuestro pais (Navarro y col, 2009;

Zorrilla'y col, 2011) (Figura 4).

Figura 4. Mapa de distribuciéon de Aedes albopictus en el continente americano
(tomado de Navarro y col, 2009).
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- Estudios previos de las trazas moleculares de Ae. albopictus

En el afio 2002, Birungi y Munstermann estudiaron la estructuracién genética
de poblaciones de Ae. albopictus comparando secuencias del gen ND5 de ejemplares
de Brasil y Estados Unidos con poblaciones criadas en laboratorio a partir de muestras
provenientes del area de distribucion nativa (Madagascar, Malasia, Indonesia y
Japén). Estos autores encontraron que las poblaciones estadounidenses poseen
estructuracion filogenética, mientras que las brasileras no mostraron esta evidencia.
Los nueve haplotipos definidos a partir de siete sitios variables fueron codificados (se
les asign6é un nombre cédigo en que se basa la nomenclatura de los haplotipos en el
resto de los trabajos, incluyendo el presente) y determinaron que el mas frecuente es
el denominado H3, haplotipo que se veia representado en las poblaciones de la
distribucion nativa de la especie, el suedeste del continente asiatico. Este haplotipo
estaba presente en todas las localidades estudiadas y por esto, y la razén antes
mencionada, se interpreta como un hipotético haplotipo ancestral. Los haplotipos H1 y
H2 fueron identificados como haplotipos restringidos a Brasil diferenciados por el
cambio existente en el sitio 184 (ver Tabla 4) y el resto de los Haplotipos fueron
identificados como Unicos para los Estados Unidos (H4, H5, H6 y H7) y Madagscar
(H8 y H9). Los autores concluyen que ND5 posee una variablidiad muy baja
comparada con otros taxa, ademas, sugieren introducciones independientes en ambos
paises y un posible efecto fundador al surgimiento de los haplotipos Unicos. Las

relaciones entre los haplotipos la muestran en una Red de (Figura 5).
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United States and Beazil
Native Range populatiens

Figura 5. Red de haplotipos obtenida por Birungi y Munstermann. Se muestran los
nueve haplotipos encontrados, los paises a los que estan asociados y la frecuencia
con la que se encuentran, proporcional al tamafio de los circulos. Las barras entre
circulos muestran hipotéticamente el nidmero de cambios en sitios variables que

definen los haplotipos.

Mousson y col. en 2005 estudiaron aspectos filogeograficos de Aedes aegypti
y Aedes albopictus, utilizando muestras de Africa, Asia, Europa y América y a partir de
secuencias de tres genes mitocondriales (Citocromo b (Cyt b), COI y ND5). Las
secuencias obtenidas para Ae. albopictus mostraron 6 sitios polimérficos para Cyt b y
COlI mientras que solo un sitio variable fue encontrado en ND5; para Ae. aegypti se
encontraron 34 sitios polimérficos en COI, 16 en Cyt b y 13 para ND5, lo que indica
una mayor variabilidad genética es evidente para Ae. aegypti. Los resultados
obtenidos -ilustrados en las figuras 6a y 6b- indican poca variacion entre las
poblaciones de Ae. albopictus. Para esta especie, la poca resolucion que se observa
en el arbol (Figura 6b) y los bajos soportes que tienen los clados (uno con poblaciones
brasileras, soporte de Bootstrap=69%; y otro con poblaciones del sudeste asiético,
Bootstrap=54%) indican que nos encontramos frente a una politomia y no hay

estructuracion filogenética.
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Sugieren que la baja variabilidad viene dada por la reciente expansion
geografica de Ae. albopictus. Las secuencias que representan a las poblaciones de
Ae. aegypti parecen tener una mejor resolucién pero se trata de grupos parafiléticos ya
gue algunas poblaciones de Brasil se relacionan mas con las poblaciones del sudeste
asiatico en un clado, mientras que la poblacién brasilera de Boa Vista se presenta en
otro clado en que su linaje esta mas estrechamente relacionado con muestras
africanas; ambos clados con un soporte de Bootstrap del 87%. En base a ese ultimo
clado referido los autores sugieren que en esa localidad brasilera (Boa Vista) las
poblaciones de Ae. aegypti han permanecido resistiendo las campafias de
erradicacion, posiblemente desde su introduccién en la época colonial, cuando fueron

introducidos en los barcos negreros esclavistas.

Resulta interesante que para ambas especies se encuentra mayor nimero de
sitios variables en los genes COIl y Cyt b respecto a los encontrados con ND5 y es por
esto que una de las conclusiones encontradas por estos autores, fue que esos dos
marcadores son mas informativos y que Cyt b fue el marcador mas informativo y
variable de los tres utilizados para Ae. albopictus. Los autores también concluyen que
la tasa murtacional en estos genes mitocondriales es aproximadamente seis veces

mayor en Ae. aegypti que en Ae. albopictus.
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Figuras 6a y 6b. Arboles (Max Likelihood) que ilustran los resultados de

Mousson y col. (2005) en los analisis de genes combinados (ND5, COIl y Cytb) de las

especies Ae. aegyptiy Ae. albopictus, respectivamente (tomado de Mousson y col,

Usmani-Brown y col. en el afio 2009, como continuacién al trabajo de Birungi

y Munsterman de 2002, publicaron una investigacion sobre genética de las
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poblaciones invasoras de Ae. albopictus usando como marcador el gen ND5. Las
poblaciones estudiadas procedian de Camerun, Hawaii, Italia, Estados Unidos, Brasil y
del sudeste asiatico. Estos autores realizaron una red de haplotipos (Figura 7) donde
fueron hallados cuatro nuevos haplotipos -llegando a 13 conocidos en total para el
momento- y reportando 13 sitios variables. No obstante este incremento en el nimero
de haplotipos vy sitios variables sigue reportandose baja variabilidad y baja divergencia
en las secuencias de Camerun y Hawai respecto a las que corresponden al area de
origen en concordancia con los resultados obtenidos anteriormente para las
poblaciones de Estados Unidos y Brasil. Uno de los nuevos haplotipos (H11) es
compartido por Hawaii y Camerln y esta restringido a esos paises. Por otra parte,
ninguna de las nuevas poblaciones estudiadas comparte haplotipos con Brasil, lo que

apoya la hip6tesis de introducciones independientes en el pais suramericano.

Figura 7. Red de haplotipos de ND5 obtenida por Usmani-Brown y col. Se muestran
los 13 haplotipos identificados y las frecuencias en las que se encuentran (relativas al
tamafio de las figuras). Cada linea corta perpendicularmente a las lineas que
conectas las figuras de los haplotipos representa un cambio en un par de bases entre

los haplotipos.
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Maia y col. en 2009, reportan poca variacidbn genética existente en las
poblaciones de Ae. albopictus de Manaos, Brasil; utlizando también el gen
mitocondrial ND5 como base de los andlisis. Estos autores sefialan dos haplotipos en
las poblaciones muestreadas en la ciudad, H1 (propio de Brasil y mas frecuente dentro
de las poblaciones) y H3 (compartido con Estados Unidos y Asia). Por alguna razon,
los autores cambiaron el nombre del haplotipo nativo H3 y le colocaron H2, lo cual
puede generar confusiones en cuanto a la nomenclatura de los haplotipos
originalmente establecida por Birungi y Munstermann (2002,) ya que en esa

nomenclatura H2 es un haplotipo restringido para poblaciones brasileras.

De acuerdo a los resultados obtenidos, los autores atribuyen la baja variabilidad a una
reciente introduccion de la especie en la ciudad de Manaos bajo condiciones de
introduccion y establecimiento tipicas de un un efecto fundador y que por ende no ha
transcurrido tiempo suficiente para que se fijen cambios genéticos entre las

poblaciones y no a un flujo genético ininterrumpido entre ellas.

?
CHE D
F2 -

H1

Figura 8. Red de haplotipos obtenida por Maia y col (2009). Se muestran los
dos haplotipos encontrados en Brasil (figuras de mayor tamafio-mayor frecuencia) y
las relaciones entre estos y los otros reportados por Birungi y Munstermann (2002). En

esta red H2 = H3 sensuBirungi&Munstermann (2002): ver explicacion en texto.
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En 2011, Kamgang y col. reportaron un nuevo haplotipo y la estructuracion
genética de las poblaciones de Ae. albopictus en Camerun, haciendo uso de
microsatélites -que mostraron polimorfismo y estructuracibn moderada entre las
poblaciones- y de secuencias de los genes mitocondriales COIl y ND5 en las que se
encontraron cuatro haplotipos para cada gen mitocondrial (bajo nivel de polimorfismo
segun el numero de muestras analizado, consistente con estudios previos). De los
haplotipos de ND5 que ellos reportan con una nomenclatura propia (H1-H4), tres
coinciden con haplotipos reportados anteriormente: lo que estos autores identifican
como “H1”, “H2” y “H4” serian H3, H11 y H10 segun la nomenclatura establecida por
Birungi y Munstermann en 2002; el otro haplotipo, “H3” es un nuevo reporte. El analisis
filogenético basado en la secuencias de COI dio como resultado que las poblaciones
de Camerin estan mas emparentadas con poblaciones de otros paises tropicales
(posible origen de introduccion) (Figura 9a). Con ND5 no hay resolucion

(estructuracion filogenética) aparente.

Kamgang y col. sefialan varias introducciones independientes de la especie en
Camerun y sugieren un muestro mas extensivo en la region, sobre todo en la localidad
Buea, donde se encuentran dos de los cuatro haplotipos (incluyendo el nuevo) y que
€S una zona con mucha interaccién econémica con Nigeria, que es donde se reportd

por primera vez Ae. albopictus en el continente africano en la década de 1990.

16



CAMB,

COl INDIA- 1
VIET- 2 BRAZ- %HN
VIET-1
INDIA- 2
INDIA- 3
BRAZ- 1
HAP- 1 INDIA- 4
HAP- 2
GREE- 2
0.88
HAP-3
USA
HAP- 4
MADA
INDIA- 5
FRAN-1
GREE- 1
FRAN. 2
REU- 2 HAWAI
0.001
REU- 1
FRAN-2FRAN-1VIET-2 o CAMER- 1
MADA- 3 REU-2
CAMSB, REU- 1
USA-6 BRAZ- 4
VIET- 1 THAI
HAP- 4
BRAZ- 3 HAWAI- 1
MADA- 2 .01
0.51
CAMER- 2
HAWAI-2
USA- 5
USA-2 HAP- 3
HAP. 2
BRAZ- 2
0.1

Figuras 9a y 9b. Arboles circulares obtenidos por Kamgang y col. mediante un
andlisis filogenético utilizando la metodologia de andlisis Bayesiano de secuencias de
COl y ND5 respectivamente.
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Navarro y col. en 2009 reportaron la especie por primera vez en Venezuela
cuando lo colectaron en floreros en el Cementerio General del Sur en Caracas y en
2013 (en prensa) realizan una aproximacion al rastro genético de Ae.albopictus
usando secuencias del gen ND5 en busca de los posibles origenes geogréficos de la
introduccion de la especie en Venezuela y Colombia. Se reportaron dos nuevos
haplotipos H14 para Venezuela y H15 para Colombia y sin haplotipos en comun para
estos dos paises, aunque si comparten un cambio posicional comun los haplotiposH14
y H15 en el sitio varible 92 (Tabla 4). Los analisis filogenéticos -realizados bajo las
metodologias de Maxima Parsimonia (MP), Maxima verosimilitud (ML) y Neighbor
Joining (NJ)- no son informativos debido a la falta de resolucién en los resultados
(politomias); mientras que mediante una red de haplotipos basada en Parsimonia
Estadistica (Figura 10) se sugiere la hipotesis de introduccién independiente en ambos
paises, con al menos dos eventos de introduccién igualmente independientes en
Colombia, uno via rio Amazonas (H1) y otra via el Puerto de Buenaventura en el
Pacifico (H11). En Colombia no se reporta el haplotipo considerado nativo (H3). En
Venezuela la introduccion de H3 es probable viniendo directamente de la region nativa
(Asia) o de poblaciones fundadoras de EUA o Brasil. Esto requeriria de estudios
posteriores donde se incremente tanto el nimero de localidades como el de muestras
o0 se haga uso de otro marcador (COI, Cyt b, Microsatelites, loci nucleares; por

ejemplo) para tener una hipétesis mas sustentada.

Navarro y col. aclaran y ajustan a la nomenclatura inicial (sensu
Birungi&Musntermann 2002 y Usmani-Brown y col 2009) los haplotipos sefialados en
Maia y col 2009 y Kamgang 2011. Se agregan tres nuevos haplotipos a la lista (dos de
este estudio, H14 y H15, mas el H16 de Kamgang y col, 2011) y los resultados son
congruentes con los estudios anteriores, reportando una baja variabilidad poblacional
para el gen ND5 que probablemente se deba a la r4pida y reciente expansion de la

distribucion de la especie, 0 a la presencia de homogenizacién mitocondrial por efecto
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de Wolbachia (Armbruster y col 2003) como una hipoétesis alterna, lo cual ha sido
detectado en Ae. albopictus y otras especies (Dobson y col, 2001; Armbruster y col,

2003; Islam y Dobson, 2006; Tortosa y col, 2008)
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Figura 10. Red de haplotipos obtenida por Navarro y col. 2013 (en prensa). Se
muestran los 16 haplotipos, las frecuencias con que se encuentran (relativas al tamafio
de los circulos), los paises en que se encuentran y los cambios de nucleétidos que hay
entre haplotipos representados por los puntos sélidos sobre las lineas que unen los

circulos.

En 2011, Zitco y col. realizan un estudio sobre la variacion genética de Ae.
albopictus en el este del mar Adriatico, mas especificamente en Croacia y Montenegro
reportando al haplotipo H3 en el area de estudio mencionada. Lo propio hacen
Haddad y col., (2012) realizan una evaluacion de Poblaciones de Ae. albopictus en el
Libano con base al potencial riesgo de brotes de arbovirosis, reportando de igual

forma a H3 en este pais.

Recientemente, Raharimalala y col. (2012) realizan un estudio biogeografico
sobre los dos mayores vectores de arbovirus en Madagascar: Ae. aegypti y Ae.

albopictus. Realizaron muestreos durante dos afios en 15 localidades. Ae. aegypti fue
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encontrado solo en 6 de esas 15 localidades, mientras que Ae. albopictus fue
colectado en 13. El andlisis filogenético realizado bajo la metodologia de ML y
utilizando secuencias de ND5 y COIl concatenadas. El resultado muestra a las
poblaciones Madagascar y el Océano Indico (La Réunion), junto con las de Estados
Unidos, Francia y Hawaii que se encuentran en un clado poco resuelto, pero
separadas de las de las de Brasil y el Sudeste asiatico (Figura 11), separacion en dos
grupos esta bien apoyada (Bootstrap=84%). Las secuencias de ND5 y COI, ni por
separado ni concatenadas, fueron lo suficientemente informativas como para
establecer relaciones o una estructura filogenética definida en las poblaciones de
Madagascar.

Ae. albopictus se encontr6 con mas frecuencia y en mayor abundancia que Ae.
aegypti y ademas, se encontr6 mas asociado a zonas urbanas y peri urbanas,
mientras que Ae. aegypti se encontraba en las zonas selvéticas de la isla o bien en las

zonas aridas y semiaridas.
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Figura 11. Reconstruccion filogenética de Ae. albopictus obtenida por
Raharimalala y col, 2012 mediante el andlisis de secuencias de ND5 y COI
comcatenadas, usando ML. Se muestran poblaciones de Madaascar y La Réunion

mas relacionadas con poblaciones de E.E.U.U., Francia y Hawai.

21



Finalmente, Porreta y col. en 2012 presentan un estudio, que puede ser
tomado como uno de los estudios con mayor relevancia en lo que concierne a la
Filogeografia de Aedes albopictus. Mediante el uso del Modelamiento de Distribucion
de Especies y herramientas filogeogréficas reconstruyen la historia glacial de la
especie en el sudeste asiatico. A diferencia de Birungi y Munstermann, Porreta y col.
utilizan para los andlisis poblaciones colectadas directamente en campo y no colonias
de laboratorio. Los estudios posteriores al de Birungi y Munstermann (2002) sefialaban
como Unico haplotipo para la regién nativa de la especie (Sudeste asiatico) a H3.
Porreta y col. usaron secuencias de ND5 y COIl combinadas para los andlisis y
encuentran 62 haplotipos presentes Unicamente en la regién, ademas sefialan que

todos son unicos (Figural2).

4
W
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Figura 12. Red de haplotipos de Ae. albopictus del sureste asiatico obtenida
mediante el analisis de secuencias de ND5 y COIl concatenadas. Los tamafos de los
circulos se asocian con las frecuencias de los haplotipos en la poblacion y los colores
con las localidades estudiadas, representadas en el mapa. Las lineas representan los

cambios ensitios variables que definen los haplotipos y los interconectan.

Birungi y Munstermann sefalan que el Unico haplotipo presente en el sudeste

asiatico es H3 y Armbruster y col. sugieren que la baja variabilidad general de Ae.
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albopictus es causada por una doble infeccion por la bacteria endosimbionte
Wolbachia que produce incompatibilidad citoplasmatica, afectando directamente el
fitness de la especie. A partir de este trabajo Porreta y col. infieren que esas
conclusiones anteriores pueden estar producidas por un sesgo metodologico ya que
las colonias de laboratorio no representaban la diversidad genética natural del
mosquito en el sudeste asiatico. Al observar esta nueva cantidad de haplotipos
reportados a partir de las secuencias concatenadas, vemos que la variabilidad de

haplotipos en el area es mucho mayor de lo que se conocia.

No se encontr6 estructuracién en las poblaciones estudiadas ni alguna
asociacion entre haplotipos y la distribuciébn geogréfica. Aparentemente las
poblaciones muestreadas son bastante continuas. En concordancia, todos los autores
coinciden en que existe una muy baja variabilidad genética en las poblaciones de
Aedes albopitus estudiadas, basandose la mayoria en secuencias de ND5. Este
marcador, hasta el momento, brinda informaciéon sobre solo 16 haplotipos (segln
nomenclatura de Birungi y Munstermann, 2002; Usmani-Brown y col, 2009; Navarro y
col, 2013, en prensa) en todas las poblaciones estudiadas a nivel mundial. Esta
informacion puede cambiar con los datos aportados por Porreta y col. y Raharimala y

col.

Con el objetivo de verificar esta hipétesis, en el presente trabajo realizan
andlisis usando las secuencias de ND5 de Navarro y col (2013, en prensa), junto con
las secuencias disponibles en GenBank de los autores resefiados anteriormente, a fin
de complementar la informacion que se tiene sobre la cantidad de haplotipos
existentes para el gen ND5, las relaciones que existen entre ellos y si con esta nueva
informacion podemos reforzar o generar nuevas hipotesis sobre las vias de

introduccion de Ae. albopictus en Venezuela y Colombia.
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HIPOTESIS

Conociendo la baja variabilidad que presenta ND5 para la especie Ae. albopictus y
manejando la informacién sobre los nuevos registros y y secuencias disponibles, se
intenta inferir las posibles hipétesis de origen poblacional en la introduccion de esta

especie al norte de América del Sur (Colombia y Venezuela).

De acuerdo con los mecanismos y ecologia de introduccion e invasion de Aedes
albopictus conocidos en el continente y el mundo, nuestra hipétesis se basa en que
Colombia y Venezuela, con diferentes puertos importantes y sus conexiones
comerciales con USA, Asia y Brasil deben tener mdltiples introducciones las cuales
deberian ser inferidas o verificables mediante las conexiones de cambios mutacionales

y/o haplotipos compartidos
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OBJETIVOS

General.

Evaluar la variabilidad genética de Ae albopictus, usando fragmentos de ND5 y
determinar si la informacion filogenética y filogeogréfica permite inferir sobre la
ruta de su introducciéon en Venezuela y Colombia haciendo uso de las nuevas

secuencias disponibles para este marcador.

Especificos.

Determinar la variabilidad y grado de polimorfismo del fragmento del gen ND5
en las poblaciones de Venezuela y Colombia, y estimar su informacion

filogeografica al incluir las poblaciones analizadas de otras regiones.

Examinar las secuencias de ND5 de Venezuela y Colombia en conjunto con las
nuevas secuencias disponibles producto de estudios recientes y estructurar las

relaciones entre los haplotipos conocidos en base a los nuevos registros.

Inferir las hipétesis de rutas de entrada de la especie en el norte de América del

Sur mediante las poblaciones de Venezuela y Colombia.
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MATERIALES Y METODOS

Muestras y poblaciones.

Las muestras de Venezuela fueron colectadas en distintas localidades de
Caracas gque se muestran en la Tabla 1. El resto de las muestras procesadas fueron
colectadas y enviadas directamente de Colombia por convenio de investigacion entre
las partes. Se tiene un total de 170 muestras, de las cuales 62 son de Venezuela (2
del Cementerio General del Sur, 30 del Jardin Botanico, 30 del Parque del Este
(Parque Generalisimo Francisco de Miranda) y 108 de Colombia (36 de Buenaventura,
36 de la Vereda la Buitrera, 36 de Santiago de Cali (Universidad del Valle). Las fechas
de reporte de Ae. albopictus en los paises sefialados son 1998, 2001 (Leticia y
Buenaventura, Colombia respectivamente) y 2009 (Venezuela.)

Tabla 1. Localidades donde se realizaron las colectas de las poblaciones de Ae
albopictus estudiadas y su informacion geoespacial.

10°29°41.72” N Larvas
Jardin Botanico | Venezuela/Caracas | 66° 53’ 17.67” 2010 y
adultos
W
Cementerio 10°28'46.4” N
General del Sur Venezuela/Caracas 66°55'09.2” W 2009 Larvas
10°29°25.1” N Larvasy
Parque del Este |Venezuela/Caracas 66°50'18.5" W 2010 adultos
. 03°53’ 07.7” N
Buenaventura Colombia 77° 01° 32.7° W 2010 Adultos
: . 03°22°'19.9” N
Vereda la Buitrera Colombia 76° 34’ 11.8" W 2010 Adultos
03° 22’
Santiago de Cali Colombia 274602?)’ 1’?‘ 2010 Adultos
49.51"W
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Muestreo.

La colecta de muestras fue realizada en parques y zonas de Caracas donde la
vegetacion se ajusta a lo reportado para esta especie en el pais y se identificaron
sitios de cria y actividad de adulto para esta especie, ademas del cementerio General
del Sur, donde fue colectado por primera vez en el pais (Zorrilla y col. 2011). Los
adultos fueron capturados directamente con aspiradores mecanicos al posarse sobre
un atractante humano y las larvas fueron tomadas de los criaderos “naturales” (p.e.
huecos en troncos, bromelias, tallos de bambu rotos) y artificiales (p.e. recipientes
descartados, floreros y macetas de plantas). Las larvas se criaron en el insectario,
alimentandolas con comida de peces y una vez que alcanzaron el estado adulto, se
confirmd su identificacion y posteriormente fueron preparados para la extraccion del

ADN (Navarro, 2009b; Zorrilla y col 2011; Quintero, 2010).

Procedimientos de Laboratorio.

A los individuos adultos se le disecaron las tres patas del lado derecho y se
almacenaron en un tubo con 25 uL de buffer TE en refrigeracion (-20°C). El cuerpo del
mosquito se montd como voucher y se almacené en la coleccién del Laboratorio de
Biologia de Vectores y Parésitos del Instituto de Zoologia y Ecologia Tropical (LBV-

MBUCYV), Facultad de Ciencias-UCV.

La extraccion de ADN fue realizada de las tres patas segun el protocolo
descrito por Quintero (2010). Las amplificaciones por PCR se realizaron bajo las

condiciones que indican las Tabla 2, tomadas directamente de Quintero, 2010.

27



Tabla 2. Protocolo y condiciones (programa del termociclador) para la amplificacién
por PCR del gen mitocondrial ND5 (Tomado de Quintero, 2010).

Cocktail Volumen ul Condiciones de PCR

H20 molecular 10.5 Un ciclo 95°C por 5 minutos

Buffer de reaccion 5 35ciclos a 94° C por 30 segundos
MgCl12 (25mM) 4 50°C por un minuto

Primer (<) 0.73 72°C por 30 segundos

Primer (-) 0.75 Extensidn final a 72°C por 10 minutos.
DNTP’s (10mM) 0.5

Taq ADN polimerasa 0.5

ADN templado 3

Volumen final: 25

Para amplificar el gen ND5 los primers que utilizados fueron los siguientes

(tomado de Quintero, 2010):
*ND5 (+) 6500 (Lectura directa- Forward):
5-TCCTTAGAATAAAATCCCGC-3..
*ND5 (-)7328 (Lectura reversa- Reverse):
5-GTTTCTGCTTTAGTTCATTCTCT-3'.

Luego de las amplificaciones, los productos de PCR fueron corridos en un gel
de agarosa en solucion al 1 - 1,2% con Buffer TBE (Sigma, Tris Borato 0.445 M; EDTA
0.01 M, pH 8.3; 5X concentrado) (Quintero, 2010), usando el revelador SyBr Green
para confirmar la amplificacion. Se usaron entre 70 y 90 voltios para la corrida

electroforética.

Finalmente se procedi6é a la purificacion y secuenciacion de los productos de
PCR. Esto se realizé en el Centro de Biodefensa y Enfermedades Emergentes,
University of Texas Medical Branch (UTMB), mediante convenio de investigacién entre
el LBV y la UTMB; y en el Centro de Secuenciacion y Andlisis de Acidos Nucleicos

(CeSAAN) del IVIC.
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Analisis de secuencias de ND5.

Las secuencias resultantes fueron revisadas y asociadas en Contig usando el
software Sequencher 4.2 (Gene Codes, Ann Arbor, MI) y editadas en MacClade
(Maddison y Maddison, 2002). Posteriormente, fueron alineadas entre ellas y también
con secuencias disponibles en el GenBank NCBI utilizando ClustalW (Thompson y
col., 1994) para asi producir las matrices en los formatos .FASTA y .NEXUS que
fueron sometidas a los andlisis posteriores. Finalmente fueron editadas con BioEdit
(Hall, 1999), de manera tal que las secuencias quedaran perfectamente alineadas y

con una longitud tan similar como fuese posible,

Las secuencias de ND5 que se descargaron de GenBank fueron las siguientes
(especificando autor y codigos de acceso respectivos) incluyendo muestras de los
siguientes paises: Estados Unidos, Brasil, Hawai, Francia, Italia, Croacia, Libano,
Cameran, Madagascar, La Réunion y, por el area de distribucion nativa de la especie,

Tailandia, Japon, China, Butan y Vietnam (Figura 16).

Birungi y Munstermann, 2002: AY049968 — AY049976

e Mousson y col, 2005: AJ971016 — AJ971028

¢ Usmani-Brown y col, 2009: EU118294 — EU118297

e Kamgang y col, 2011: JF309321 — JF309324

e Zitkoy col, 2012: HQ906852

e Haddad y col, 2012: JX912502

e Raharimalala y col, 2012: JN406733 — JN406793; JN406827 — JN4068232 y

JN406839 — IN406842

e Porretay col, 2012: JQ436947 — JQ436959
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Figura 13. Mapa de localidades asociadas a las secuencias de ND5 utilizadas
en este trabajo. Los colores son los que identifican a las muestras segun la localidad a
lo largo del texto. El 6valo rojo sefiala a los paises de la distribucién nativa de la
especie representada por muestras provenientes de Tailandia, Japén, China, Butan y

Vietnam.

Mediante el software DNAsp (Rozas y Rozas, 1999) se evaluaron los
parametros poblacionales que describen las secuencias obtenidas en términos de
variabilidad: Diversidad de nucleétidos (1), diversidad de haplotipos (h), pruebas de

neutralidad genética (prueba D de Tajima, prueba F de Fu).

Los analisis filogenéticos fueron realizados en PAUP 4.0b10 (Swofford, 2002),
con el método de Maxima Parsimonia (MP), utilizando la construccion de arboles de
Wagner, con 1000 replicas usando corte y reconexién de ramas (TBR) en la busqueda
heuristica de islas de arboles. Se realiz6 un remuestreo de la matriz mediante un
andlisis de Bootstrap (Felsenstein, 1985) con 500 réplicas a fin de dar soporte a los
resultados obtenidos. Finalmente se obtuvo un consenso estricto de la isla de arboles

obtenidos. También se realizé un andlisis de distancia por Neighbor Join (NJ).

Posteriormente, usando el software TCS (Clement y col, 2000), se realizéla

construccion de una Red de Haplotipos con las secuencias de ND5, basada en
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Parsimonia estadistica. Este analisis fue usado debido a que los analisis filogenéticos
mencionados antes han presentado poca resolucién en sus resultados y por esto, en
busca de patrones de distribucién geogréfica que se relacionen con los haplotipos s

construye la red de haplotipos.

31



RESULTADOS

Andlisis de secuencias de ND5.

Se alinearon un total de 289 secuencias de ND5 (62 de Venezuela, 108 de
Colombia y el resto (119) de GenBank) con una longitud de 364 pares de bases (bp).
Esta longitud, menor que la usada por autores como Birungi y Munstermann (405bp),
Navarro y Col. ( 402bp) o Raharimalala y col (449 bp), se debe a que algunas
secuencias fueron reportadas por sus autores con una longitud mas corta, por ejemplo

las de Zitco (371bp), Kamgang y col. (375bp) y Porreta y col. (364bp).

Para las secuencias de Venezuela y Colombia poseen un Contenido de C+G
del 23%, para el alineamiento general fue de 22% (Secuencias ricas en A+T). Al
revisar los alineamientos se encuentran 30 sitios polimérficos (trece de estos sitios

variables son transversiones) y 31 haplotipos (15 nuevos) en total (Tabla 4)

La Tabla 3 nos indica las localidades donde fueron colectadas los 31 haplotipos
ya organizadas segun la nomenclatura Comenzada por Birungi y Munstermann, 2002.
La totalidad de los haplotipos nuevos son reportes Unicos para las localidades donde
se identifican. Las transversiones mencionadas arriba se encuentran en H13 (4
transversiones), H16, H17, H26 (1 transversion cada uno), H27, H28, H29 (2
transversiones cada uno), H30 (1 transversion) y H31 (3 transversiones). Algunos de

estos cambios son compartidos por estos Haplotipos (Tabla 4)
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Tabla 3. Haplotipos de ND5 en Ae.albopictus, localidades y codigos de identificacion
(Continda en la siguiente pagina).

Haplotipos

Localidad (Pais)

Caodigo

H1

Birungi y Munstermann (2002):

Anita Garibaldi, Praia de Fora, Jacarepagua,
Manaus, Represa do Cigano, Sdo Luis (Brasil).
Navarro y col. (2013):

La Buitrera, Buenaventura, Cali (Colombia).
Porreta y col. (2012):

Phuntsholing (Butéan)

B&M_JCP1

H2

Birungi y Munsterman (2002):
Anita Garibaldi y Praia de Fora, (Brasil).

B&M_AG1

H3

Birungi y Munstermann (2002):

Jacksonville, 3D Salvage, AAA Salvage, Oslo
Mall y Atlanta (USA). Malaysia Hanoi
(Vietnam).Anita Garibaldi, Praia de Fora,
Jacarepagua, Manaus, Represa do Cigano, Sao
Luis (Brasil).

Mousson et al. (2005) :

Jacksonville (USA), Chiang Mai (Tailandia),
Seam Reap (Camboya), Diego Suarez
(Madagascar), MontSecretyNaintré (Francia),
NhaTrang (Vietnam), Oahu (Hawaii) y La
Possession y La Providence (Réunion).
Usmani-Brown y col. (2009):

Rome (ltaly)

Navarro y col. (2013):

Caracas (Venezuela)

Zitco y col. (2011):

Croacia

Kamgang y col. (2011):

Buea, Camerun, Central Africa

Haddad y col. (2012):

Libano

Raharimala y col. (2012):

Madagascar

B&M_NO1

H4

Birungi & Munstermann (2002):
Florida 3D Salvage y Jacksonvelle(USA)

B&M_3DS6

H5

Birungi & Munstermann (2002):
Florida 3D Salvage(USA)

B&M_3DS11

H6

Birungi & Munstermann (2002):
Oslo Mall (USA)

B&M_OM7

H7

Birungi & Munstermann (2002):
Florida AAA Salvage (USA)
Porreta y col. (2012):

Shantou (China)

B&M_AAS13

H8

Birungi & Munstermann (2002):
Madagascar

B&M_MD1

H9

Birungi & Munstermann (2002):
Madagascar

B&M_MD34
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H10

Usmani-Brown y col. (2009):

Santchou, Mbalmaya y Douala(Camerun).
Kamgang y col. (2011):

Bertoua, Camer(n, Africa Central

UsmBrown_MB17

Haplotipos

Localidad (Pais)

Caodigo

H11

Usmani-Brown y col. (2009):
Santchou, Mbalmaya y Douala(Camerun)
Malama Ki y Nanawale(Hawaii, USA)
Navarro y col. (2013):

Buenaventura (Colombia).

Kamgang y col. (2011):

Pouma, Camerudn, Central Africa
Raharimala y col. (2012):
Madagascar

Porreta y col. (2012):

Chiang Mai (Tailandia)

UsmBrown_DL5

H12

Usmani-Brown y col. (2009):
MalamaKiyNanawale, (Hawaii, USA)

UsmBrown_HN15

H13

Usmani-Brown y col. (2009):
MalamaKi yNanawale, (Hawaii, USA)

UsmBrown_HN3

H14

Navarro y col. (2013):
Caracas (Venezuela)

Caracas_H14 01

H15

Navarro y col. (2013):
La Buitrera, Buenaventura, Cali (Colombia)

Colombia_H15 01

H16

Kamgang vy col. (2011):
Buea,Camerun, Africa Central

Kamg_BUEA16

H17

Porreta y col. (2012):
Lampag (Tailandia)

Porreta_THLam5

H18

Porreta y col. (2012):
Lampag (Tailandia)

Porreta_THLam1

H19

Porreta y col. (2012):
Nagasaki (Japén)

Porreta_JNag3

H20

Porreta y col. (2012):
Shantou (China)

Porreta_Shan4

H21

Porreta y col. (2012):
Chiang Mai (Tailandia)

Porreta_ THCh12

H22

Porreta y col. (2012):
TanegaShima (Japén)

Porreta_JTan15

H23

Porreta y col. (2012):
Phuntsholing (Butan)

Porreta_Phu6

H24

Porreta y col. (2012):
Gelephu (Butan)

Porreta BGel

H25

Porreta y col. (2012):
Gelephu (Butan)

Porreta BGeb

H26

Raharimala y col. (2012):
Tsimbazaza, Antananarivo, Madagascar

Rah_TS1F

H27

Raharimala y col. (2012):
La Réunion

Rah_RN1M

H28

Raharimala y col. (2012):
La Réunion

Rah_RN2M

H29

Raharimala y col. (2012):
Mahajanga, Madagascar

Rah_MAH10M

H30

Raharimala y col. (2012):
La Réunion

Rah_RN4M

H31

Raharimala y col. (2012):
Montagne d’Ambre, Madagascar

Rah_MDA12F
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Las secuencias de Porreta y col. (2012) fueron las mas cortas de todas y al
editar el resto de las secuencias con base en estas, se perdié informacion al principio y
al final de la matriz de alineamiento especificamente la que aportan los sitios 12, 390 y
395, reportados en estudios anteriores (Birungi y Munsterman, 2002; Usmani-Brown y

col, 2009; Navarro y col, 2013, en prensa).

Finalmente se construyd la Tabla 4, en la que se observan los haplotipos y
sitios variables reportados con anterioridad y se complementa la informacion
agregando los haplotipos vy sitios variables nuevos. Los cédigos que acompafian a los
nameros de los haplotipos desde H17 en adelante son los codigos asignados a las

secuencias que se asocian a ellos (ver Tabla 3).

Diferencias Poblacionales.

Los nuevos haplotipos reportados producen una diversidad de haplotipos global
Hd: 0,666 asi como para las muestras de Venezuela fue 0.123 y para Colombia, 0.617.
Comparaciones pareadas indicaron que no hay estructura significativa entre las
poblaciones venezolanas y colombianas (Hst: 0.593 p= 0.4412). La diversidad de
nucleotidos dentro de las poblaciones de Venezuela fue 0.00030 y a su vez 0.00346
para las poblaciones colombianas. La diversidad nucleotidica global fue Pi: 0,00324,
La prueba D de Tajima (Tajima, 1989) aplicada en toda la muestra arrojé un valor de -
1,85558 (significante, P < 0.05) para poblaciones de Venezuela fue -0.53969 (no
significante, P > 0.10) y 2.57600 (significante, P<0.050) para las de Colombia. El
estadistico F de Fu también arroj6 un valor negativo (-20,715) siendo consistente con

los resultados de la D de Tajima a nivel global.
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Tabla 4. Haplotipos y sitios variables reportados. [+] representa que son sitios
variables nuevos. [*] indica que el es el cambio compartido entre H14 (Venezuela) y
H15 (Colombia). El sitio marcado con [**] es considerado un sitio hipervariable.
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Relaciones Filogenéticas y Red de Haplotipos.

Los andlisis filogenéticos realizados con las secuencias de ND5 de las distintas
poblaciones de Ae. albopictus mostraron resultados similares a los reportados
anteriormente. En las busquedas Heuristicas con algoritmo TBR y construcciéon de
arbol de Wagner se obtuvieron islas de mas de 2000 arboles donde estos presentaban
una longitud o un Score=66; para la matriz en general CI=0,916; RI=0,901; RCI=0,826
aproximadamente; para los sitios informativos iCI=0,895 iRI=0,901; iRCI=0,808. Los

arboles obtenidos mostraban una politomia en la que no se puede separar
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geograficamente ninguna poblacién ni inferir ningiin patrén geografico estando o no

enraizadas con secuencias de Ae aegypti. Al realizar el remuestreo de la matriz y el

consenso estricto se obtiene una politomia con un soporte Bootstrap del 100% (Figura

14).

&5

T2

T2

A aegl (QUTGROUPR)
A aeg2 (OUTGROUP)
Fah RH1M{H27)

Rah FH2zM (H2B)

Fiah MAH1@M{H2%)
Rah TS1F [H26)

Forreta BGel(H24)

Porreta PRuS(H23)
UsmBrown MEL17(H1O)
B&M MO34 [HI)

BsM MD1(HE)
Caracas H3 @1

BsM MO1 (H3)

E&M 30511(H5)
UsmBrown HM3 (H13)
Kamg EUEALG (H1EG)
Rah MDA1ZF(H31)
Fah FM2M[H30)
UsmBrown HM1S[{H12)
Paorreta BGeS (H25)
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Porreta JHag3 (H19)

Forreta JTanlS(H22)

Figura 14. Arbol de consenso estricto realizado utilizando las secuencias de ND5 de

Ae. albopictus y el método de Maxima Parsimonia. Los numeros representan el valor

de soporte Bootstrap para los nodos donde se encuentran. En la identificacion de cada

rama esta el nombre del Haplotipo al que se asocia segun la nomenclatura oficial.
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El arbol estd enraizado en secuencias de ND5 de la especie Ae aegypti como
outgroup. Los valores de soporte para los clados internos no fueron altos y el Gnico
nodo bien soportado es el que separa a las muestras de Ae aegypti de las de Ae.
albopictus (monofilia de Ae albopictus). Esto es congruente con andlisis previos, ya
citados y descritos. De igual forma el andlisis de Neighbor Joining, fue poco

informativo (Figura 15)
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Figura 15. Resultado del andlisis de NJ realizado utilizando las secuencias de ND5.

Los haplotipos se encuentran en una estructura de ramas poco resuelta y con bajos

soportes.
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La red de haplotipos obtenida mediante el uso del software TCS resulta mucho
mas informativa, debido a la discriminacion de los cambios mutacionales. En la Figura

16 se ilustra la red extraida directamente del formato de salida (output) software.
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Figura 16. Red de Haplotipos de ND5 de Ae. albopictus. extraida directamente de
TCS, se muestra la relacién entre los 31 haplotipos de ND5 encontrados y los errores

generados por la pérdida de informacién producto de la Edicion de los alineamientos.
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La pérdida de informacion que ocurrié al editar la matriz para ajustar los
tamarfos de las secuencias con las secuencias de Porreta y col (2012), en especial la
pérdida del sitio variable 12 (Tabla 4), hizo imposible diferenciar las secuencias
correspondientes a H1 y H2, H3 y H5y por ultimo H4 y H6; haciendo que se
colapsaran esas secuencias en la misma figura. Es decir, la circunferencia de mayor
tamafio identificada como H3, en realidad contiene secuencias de H3 y H5, el 6valo
con el nombre H4 también contiene a la secuencia correspondiente a H6 y las

secuencias de H1 estan en el mismo 6valo identificado como H2.

Ademas la falta de informacion en los ultimos 5 sitios variables de las muestras
de Kamgang y col. (2011) a las que se hizo referencia anteriormente también introdujo
cierto ruido en el andlisis, haciendo que se separaran de los haplotipos a los cuales
corresponden por unos 5 cambios aparentes. De esa manera el ovalo identificado
como “Kamg_POUMA” corresponde a una secuencia mas de H11, “Kamg_BUEA1” es
el mismo H3 y por ultimo “Kamng_BERTOUA” seria una secuencia que se identifica

con H10.

Esto dltimo se dedujo después de revisar los alineamientos de las secuencias
en cuestibn uno a uno y con la ayuda de las tablas de localidades y la de sitios
variables (Tabla3 y Tabla 4, respectivamente). Con este resultado y conociendo la red
que forma parte de los resultados de Navarro y col. (2013, en prensa), se logro
construir una nueva red de haplotipos que se ilustra en la Figura 17 y que de forma
grafica aporta informacion sobre las relaciones de los haplotipos y su distribcion

geografica.

H3 sigue siendo el haplotipo mas abundante en toda la muestra. También
puede observarse que se encuentra en todas las localidades/paises, excepto
Colombia. El segundo haplotipo con mayor frecuencia en la muestra es H15, seguidos

de H11, H1 y H14 (haplotipos de Colombia y Venezuela). Se pueden identificar cuatro
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grupos de haplotipos que se originan a partir de H3 formando conexiones entre ellos y
10 haplotipos no interconectados (H8, H9, H10, H16, H19, H22, H23, H24, H25 Y H26)

que también se originan desde H3.

Uno de los grupos esta formado por haplotipos de La Reunion y Madagascar
(H27, H28 y H29 respectivamente). Otro grupo formado por los haplotipos Unicos de
Hawaii (H12 y H13, el haplotipo mas divergente o con mayor cantidad de cambios), y
un haplotipo La Réunon (H30) y otro de Madagascar (H31). El tercer grupo es
bastante interesante, ya que cambia hip6tesis mostradas por autores anteriores al
estar conformado por los haplotipos unicosde Estados Unidos (H4, H5 y H6), H7 que
anteriormente era considerado otro haplotipo Unico para los Estados Unidos, ahora
compartido con el Sudeste asiatico; el H2 brasilero, el haplotipo H1 previamente
reportado para Brasil y Colombia también se complejiza al ser compartido con el
Sudeste asiatico y, finalmente, cuatro haplotipos que son nuevos reportes para el area
de distribucién nativa (H17, H18, H20 y H21). El ultimo grupo es ya conocido,
conformado por H14 (local de Venezuela), H15 (local de Colombia) y H11, el que ya
era considerado “extraordinario” (Navarro y col, 2011, sin publicar) por estar
compartido entre Camertn, Hawai y Colombia, ahora también es reportado en

Madagascar y el area de distribucion nativa.

H3, que era conocido como el tnico haplotipo del &rea de distribucién nativa de
Ae. albopictus, y que se encontraba de forma abundante en Hawai, Camerun, Italia y
Venezuela (Navarro y col, 2013, en prensa), lo encontramos compartido en Libano y
Croacia en alta frecuencia. De hecho, es el Unico haplotipo presente en esos paises,

asi como es el caso de Italia y Francia.
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Il Sudeste asiatico
I Brasil

Il Estados Unidos
Il Camerin =1 Libano
Il Madagascar [ ] Francia
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[ Colombia Bl Réunion

Figura 17. Red de Haplotipos construida en base a la obtenida del analisis realizado
en este estudio en combinacion con la obtenida por Navarro y col. (2013, en prensa).
Se muestran las relaciones entre los 31 haplotipos de ND5 encontrados. Los colores
representan las localidades en las que se encuentra cada haplotipo (ver leyenda) y el
tamafio de los circulos es relativo a la frecuencia con que se encuentran. Los puntos
sobre las lineas representan el nUmero de cambios existentes entre un haplotipo y

otro.
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DISCUSION

La baja variabilidad genética encontrada para el gen mitocondrial ND5 en el
presente trabajo es consistente con los resultados obtenidos en estudios anteriores
(Birungi y Munstermann 2002; Mousson y col. 2005; Kambhapati and Rai 1991;
Usmani-Brown y col. 2009; Maia y col. 2009; Kamgang y col. 2011; Navarro y col,

2013 en prensa,; Zitco y col, 2012; Haddad y col, 2012).

El presente trabajo, luego de 10 autores que han estudiado a Ae albopictus
usando marcadores mitocondriales, incrementa a 31 la cantidad de haplotipos
conocidos para ND5, desde aquellos nueve iniciales de Birungi y Munstermann,
gracias a la informacion obtenida de poblaciones naturales colectadas por Porreta y
col. (2012) en el sudeste asiadtico. Esta informacion proporciona una mejor

aproximacion a lo que es la variabilidad natural de la especie en su distribucion nativa.

Era ingenuo pensar que existe solo un haplotipo en la region de donde es
originaria una especie, por mas baja que sea la variabilidad, mas, pero basandonos en
gue todos los demas, o divergen directamente de este o0 estan estrechamente

relacionados (ver Figura 20), podemos decir que es un haplotipo ancestral.

En la presente investigacion se reportan, continuando con la nomenclatura
sensu Birungi y Munstermann en 2002 y continuada hasta Navarro y col en 2013 (en
prensa), los nuevos haplotipos hallados por Porreta y col. en el Sudeste asiatico, y por
Raharimalala y col en Madagascar y La Reunién; asi como la informacién sobre la
presencia de Haplotipos que se creian Unicos para algunas localidades/paises (como
H7), o que se creian compartidos de forma aislada por dos o0 mas localidades (H1 y
H11), y que ahora también se reportan para el area de distribucion nativa. Esto puede

hacer mas compleja la formulacién de hipotesis de introduccién o establecer un rastro
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genético de la especie en algunos paises, asi como puede hacerlo mas sencillo en

otros casos.

Las poblaciones hawaianas que presentan el haplotipo H13, siguen siendo las
mas divergentes, teniendo hasta 6 cambios respecto a H3. Las poblaciones de
Estados Unidos eran consideradas como las poblaciones com mayor cantidad de
haplotipos Unicos reportados (Navarro y col,2013, en prensa); esto cambidé con la
nueva informacion, siendo solo tres haplotipos Unicos y dos compartidos con el
Sudeste asiatico. La red muestra que los haplotipos que permanecen como Unicos
para este pais no son muy divergentes de H3, se refuerza la hipo6tesis de Birungi y
Munstermann que sugiere multiples introducciones independientes en este pais,
provenientes directamente del area de distribucion nativa. La localidad/pais que posee
ahora la mayor cantidad de haplotipos Unicos reportdos (ademéas del area de
distribucion nativa que posee 8 haplotipos Unicos, divididos en los paises que
conforman dicha area) es Madagascar, con cinco haplotipos Unicos y 7 en total. Aqui
también se sugieren multiples introducciones del mosquito y divergencia desde H3.
Las poblaciones de La Réunion deben tener una historia similar a la de Madagascar, y
dada la cercania geografica, podria sugerirse intercambio entre sus poblaciones. Eso

podria explicar la conexion entre H27, H28 y H29.

Al igual que La Reunion, Hawai y Colombia tienen tres haplotipos entre sus
poblaciones. Hawai tiene dos haplotipos Gnicos y uno compartido casualmente con
Colombia, que ademas de ese tiene uno Unico y otro compartido. El haplotipo
compartido entre Colombia y Hawai es H11, que cred generd dudas, ya que también
es compartido con Camerdn y se manejaban hipotesis de introduccion de este
haplotipo en Colombia por cualquiera de las dos vias mediante el intercambio
comercial. Con nuestro analisis, H11 también es compartido con Madagascar y el
sudeste asiatico, siendo este es uno de los casos donde el rastro molecular podria ser

més sencillo de hipotetizar. Navarro y col, (2013) sugieren dos hipoétesis para la

44



introduccion de este haplotipo en Colombia: 1) por H11 directamente desde Hawai por
el puerto de Buenaventura y 2) que el sitio hipervariable 268 (ver tabla 4) tenga alta
probabilidad de cambio de forma independiente. Al estar el haplotipo H11 compartido
en el &rea de distribucion nativa (nuevo reporte), junto con H3, podria generarse otra
hipotesis alternatva 3) H11 se origina por divergencia directa de H3 en el Sudeste
asiatico y que de alli fue introducido directamente en Madagascar, Camerun, Hawai y
Colombia en eventos de introduccién o invasion independientes. Esta hipotesis se
ajusta muy bien al caso de Colombia, ya que en este pais, no existe evidencia actual

de la presencia de H3.

El otro haplotipo presente en Colombia ademas de H15 (haplotipo local
colombiano) es H1. Este haplotipo fue inicialmente reportado como haplotipo Unico de
Brasil (Birungi y Munstermann, 2002) y luego, Navarro y col. (2013) lo reportan como
haplotipo para Colombia y compartido entre esos dos paises y sugieren la hipotesis de
introduccion a Colombia directamente desde Manaos, donde fue reportado como
haplotipo mas abundante (Maia y col, 2009), por medio de comercio fluvial a través del
Rio Amazonas posiblemente hacia Leticia (Amazonia colombiana) localidad del primer
reporte en Colombia. Esta hipotesis ahora se enfrenta a una hip6tesis alternativa al
estar el haplotipo presente en el sudeste asiatico, siendo también probable que haya
ocurrido al menos una introduccion independiente bajo condiciones de efecto fundador
en Colombia directamente desde el area de distribucién nativa de Ae. albopictus, ya
que H1 se encontr6 en las tres localidades analizadas de Colombia. La hipétesis de

introduccion desde Brasil sigue siendo mas fuerte

El haplotipo H15 local de Colombia, tiene una relacién mutacional cercana con
H11 y con H14, haplotipo Unico de poblaciones venezolanas, de acuerdo a la red
parsomoniosa. Es igualmente parsimonioso que H15 se haya originado por cualquiera
de las dos vias. Geograficamente, sigue siendo mas probable que el H15 se haya

originado por un cambio desde el H11, que ya se encuentra en Colombia, y tiene
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varias hipotesis de introduccion en el pais; ya que la otra via implicaria que el
haplotipo haya surgido mediante un cambio en H14 o mediante dos cambios desde H3
y ninguno de esos dos haplotipos se encuentra reportado en territorio Colombiano

(Navarro y col, 2013).

El valor positivo -y significante- de la D de Tajima para las poblaciones
colombianas sugiere que se esta dando un efecto de seleccién equilibrante, producto
de multiples introducciones, (Tajima, 1989; Navarro y col, 2013). El haplotipo H1
produce este sesgo, ya que si se excluyen del analisis, la prueba resulta con un valor
negativo, que concuerda con que la seleccidon purificante esta haciendo efecto

mediante cuellos de botella o efecto fundador.

Por su parte las poblaciones venezolanas estan representadas en mayor
frecuencia por H3 (93,4%), mientras que el porcentaje restante corresponde al
haplotipo local venezolano, H14. Este resultado sugiere dos hipotesis para explicar su
introduccion en el pais: 1) Introduccién bajo condiciones de efecto fundador,
directamente desde Brasil o los Estados Unidos, o 2) directamente desde una
poblaciéon asiatica. Cualquiera de las dos vias es probable ya que la actividad
comercial entre el continente asiatico y Venezuela han incrementado en los ultimos
afos, asi como los convenios comerciales con Brasil. La presencia de constructoras
brasileras como Odebrecht, encargadas de muchas obras de infraestructura del
transporte publico caraquefio (Metro, Metrocable, etc.), en zonas aledafas a donde se
colectaron los mosquitos invasores -Jardin Botanico de Caracas / Metrocable San
Agustin; Parque del este / Construccién de la linea 5 del Metro de Caracas- resulta ser
una posibilidad ineresante como mecanismos de introduccién que requiere de una

revision e inspeccién de sus containers.

Mientras no se encuentren haplotipos compartidos entre Venezuela y Colombia

no podremos inferir acerca de ninguna ruta de introduccién entre estos dos paises. En
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Venezuela deberdan haerse méas muestreos en zonas fronterizas, y analizar
poblaciones recién reportadas en Aragua, Guarico, Carabobo y Monagas

(REFS.....Bol Malariol 2013 (A;G Y M, Liria com, personal, Carabobo).

Aunque se incrementd el numero de haplotipos conocidos para ND5 en Aedes
albopictus, la variabilidad genética de la especie sigue siendo baja en comparacion
con otros taxa. Como se sefal6 anteriormente, esta baja variabilidad es atribuida

(Birungi y Munstermann, 2002; Mousson Yy col, 2005) a tres principales factores:

¢ Tamafos poblacionales fundadores muy pequefios.

¢ Medidas de control de plagas excesivas y extensivas que reducen el tamafio

poblacional acelarando el efecto de la Deriva genética.

o RA4pida expansion de la distribucién geogréfia de la especie, por la actividad de

transporte humana.

Armbruster y col (2003) lo atribuyeron a la doble infecciébn con Wolbachia.
Todas las muestras de Porreta y col. (2012) estaban contaminadas con Wolbachia y
aun asi la informacion incremento en 15 nuevos haplotipos. Esto sugiere que la
variacion de las poblaciones naturales de Ae. albopictus es mayor de lo que
conocemos hasta la actualidad, asi como lo han demostrado otros marcadores

mitocondriales que reasultaron mas variables.

Asi como lo demostraron los estudios de Porreta y col. y Raharimalala y col., el
incrementar la toma de muestras en campo ayudo6 a obtener amas informacion sobre
la variabilidad y la diversidad de haplotipos y nucle6tidos en ND5. Si se hace esto en
todas las localidades donde se ha reportado la especie en todos los continentes, y
ademas se hace uso de otros marcadores mitocondriales como COIl y cyt b que ya han
demstrado ser mas informativos, o quiza loci nucleares o Microsatélites como

recomiendan algunos autores, se podria obtener informacibn que nos ayude a
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entender mejor las rutas ecoldgicas y antropogénicas de invasién de esta especie tan
importante para la salud publica, y probablemente esos conocimientos se puedan
extrapolar al estudio de otras especies invasoras que sean de importancia no solo
para lo que involucra la salud publica sino también a la conservacion e la

biodiversidad.
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CONCLUSIONES

Al reexaminar las secuencias de ND5 de Colombia y Venezuela, en
comparacion con los registros existentes y los nuevos registros se incrementé
el nimero de haplotipos a 31, aumentdé el niumero de sitios polimérficos
conocidos a 30, pero la variabilidad sigue siendo baja para la especie en este

marcador, si se compara con otros taxa.

Las rutas de introduccion en Venezuela siguen siendo igual de probables
viniendo del Sudeste Asiatico o de Brasil, ya que H3 es el haplotipo mas
frecuente en las poblaciones estudiadas de Venezuela y se presumen
introducciones independientes desde Brasil o desde Asia, bajo condiciones de

un efecto fundador.

En Colombia, cada haplotipo posee una ruta de introduccion posible,
basandose en haplotipos compartidos con otros paises. Lo que quiere decir
que hay multiples introducciones independientes, bajo condiciones ecoldgicas

tipicas de cuello de botella o efecto fundador.
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ANEXOS

SECUENCIAS OBTENIDAS DE GenBank
Secuencias Birungi y Munsterman (2002)
>B&M2002_AY049968.1_JCP1

TAAAGCTAAATTTGCAACATTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAA
TTTCCTATAAAACGAATATCTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCA
CATATAAATAATAATGCTTTAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAAC
TTATAAAATCCCATTGATAAAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATA
AAGCAATAATCTTTTTTAAATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATAT
AGTTATTCCGGATATTAATAATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATA
TTAAATCGAATTAATAAATAAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAA
GC

>B&M2002_AY049969.1_AG1

TAAAGCTAAATCTGCAACATTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAA
ATTTCCTATAAAACGAATATCTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGC
ACATATAAATAATAATGCTTTAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAA
CTTATAAAATCCCATTGATAAAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGAT
AAAGCAATAATCTTTTTTAAATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATA
TAGTTATTCCGGATATTAATAATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAAT
ATTAAATCGAATTAATAAATAAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAA
AGC

>B&M2002_AY049970.1_NO1

TAAAGCTAAATTTGCAACATTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAA
TTTCCTATAAAACGAATATCTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCA
CATATAAATAATAATGCTTTAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAAC
TTATAAAATCCTATTGATAAAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATA
AAGCAATAATCTTTTTTAAATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATAT
AGTTATTCCGGATATTAATAATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATA
TTAAATCGAATTAATAAATAAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAA
GC

>B&M2002_AY049971.1_3DS6

TAAAGCTAAATCTGCAACATTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAA
ATTTCCTATAAAACGAATATCTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGC
ACATATAAATAATAATGCTTTAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAA
CTTATAAAATCCTATTGATAAAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGAT
AAAGCAATAATCTTTTTTAAATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATA
TAGTTATTCCGGATATTAATAATAAAAATTGACCTAATATAGAATTTTCTAATAAAAT
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ATTAAATCGAATTAATAAATAAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAA
AGC

>B&M2002_AY049972.1_3DS11

TAAAGCTAAATCTGCAACATTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAA
ATTTCCTATAAAACGAATATCTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGC
ACATATAAATAATAATGCTTTAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAA
CTTATAAAATCCTATTGATAAAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGAT
AAAGCAATAATCTTTTTTAAATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATA
TAGTTATTCCGGATATTAATAATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAAT
ATTAAATCGAATTAATAAATAAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAA
AGC

>B&M2002_AY049973.1_OM7

TAAAGCTAAATTTGCAACATTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAA
TTTCCTATAAAACGAATATCTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCA
CATATAAATAATAATGCTTTAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAAC
TTATAAAATCCTATTGATAAAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATA
AAGCAATAATCTTTTTTAAATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATAT
AGTTATTCCGGATATTAATAATAAAAATTGACCTAATATAGAATTTTCTAATAAAATA
TTAAATCGAATTAATAAATAAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAA
GC

>B&M2002_AY049974.1_AAS13

TAAAGCTAAATCTGCAACATTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAA
ATTTCCTATAAAACGAATATCTTGGGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGC
ACATATAAATAATAATGCCTTAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAA
CTTATAAAATCCTATTGATAAAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGAT
AAAGCAATAATCTTTTTTAAATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATA
TAGTTATTCCGGATATTAATAATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAAT
ATTAAATCGAATTAATAAATAAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAA
AGC

>B&M2002_AY049975.1_MD1

TAAAGCTAAATTTGCAACATTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAA
TTTCCTATAAAACGAATATCTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCA
CATATAAATAATAATGCTTTAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAAC
TTATAAAATCCTATTGATAAAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATA
AAGCAGTAATCTTTTTTAAATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATAT
AGTTATTCCGGATATTAATAATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATA
TTAAATCGAATTAATAAATAAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAA
GC

>B&M2002_AY049976.1_MD34

TAAAGCTAAATTTGCAACATTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAA
TTTCCTATAAAACGAATATCTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCA
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CATATAAATAATAATGCTTTAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAAC
TTATAAAATCCTATTGATAGAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATA
AAGCAATAATCTTTTTTAAATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATAT
AGTTATTCCGGATATTAATAATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATA
TTAAATCGAATTAATAAATAAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAA
GC

Secuencias Mousson y col. (2005)
>Moussonetal2005 AJ971016.1

AATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACATTAAAACATCTA
CAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATATCTTGAGCATTTT
TTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTTTAAATAAAGCAT
GTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCCATTGATAAAATTCTTATTAT
TAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAAATCAAATTCAAAA
TTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAATAATAAAAATTGA
CCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAATAAACCCCTGCA
GTTAC

>Moussonetal2005 AJ971017.1

AAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACATTAAAACATCT
ACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATATCTTGAGCATTT
TTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTTTAAATAAAGCA
TGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATAAAATTCTTATTA
TTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAAATCAAATTCAAA
ATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAATAATAAAAATTGA
CCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAATAAACCCCTGCA
GTTAC

>Moussonetal2005_AJ971018.1

TCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACATTAAAACATCTACA
AGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATATCTTGAGCATTTTTT
GTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTTTAAATAAAGCATGT
GTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATAAAATTCTTATTATTA
AACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAAATCAAATTCAAAATT
AGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAATAATAAAAATTGACC
TAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAATAAACCCCTGCAGTT
AC

>Moussonetal2005_AJ971019.1

ATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACATTAAAACATCTAC
AAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATATCTTGAGCATTTTT
TGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTTTAAATAAAGCATG
TGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATAAAATTCTTATTATT
AAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAAATCAAATTCAAAAT
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TAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAATAATAAAAATTGAC
CTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAATAAACCCCTGCAGT
TAC

>Moussonetal2005_AJ971020.1

AATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACATTAAAACATCTA
CAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATATCTTGAGCATTTT
TTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTTTAAATAAAGCAT
GTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATAAAATTCTTATTAT
TAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAAATCAAATTCAAAA
TTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAATAATAAAAATTGA
CCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAATAAACCCCTGCA
GTTAC

>Moussonetal2005_AJ971021.1

AATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACATTAAAACATCTA
CAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATATCTTGAGCATTTT
TTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTTTAAATAAAGCAT
GTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATAAAATTCTTATTAT
TAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAAATCAAATTCAAAA
TTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAATAATAAAAATTGA
CCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAATAAACCCCTGCA
GTTAC

>Moussonetal2005_AJ971022.1

AAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACATTAAAACATCTACAAGTTAAAG
GTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATATCTTGAGCATTTTTTGTATTGTG
AATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTTTAAATAAAGCATGTGTTAATAA
ATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATAAAATTCTTATTATTAAACCTAAT
TGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAAATCAAATTCAAAATTAGCTCCTA
ATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAATAATAAAAATTGACCTAATGTAG
AATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAATAAACCCCTGCAGTTAC

>Moussonetal2005_AJ971023.1

AAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACATTAAAACATCT
ACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATATCTTGAGCATTT
TTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTTTAAATAAAGCA
TGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATAAAATTCTTATTA
TTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAAATCAAATTCAAA
ATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAATAATAAAAATTGA
CCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAATAAACCCCTGCA
GTTAC

>Moussonetal2005 AJ971024.1

AATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACATTAAAACATCTA
CAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATATCTTGAGCATTTT
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TTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTTTAAATAAAGCAT
GTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATAAAATTCTTATTAT
TAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAAATCAAATTCAAAA
TTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAATAATAAAAATTGA
CCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAATAAACCCCTGCA
GTTAC

>Moussonetal2005_AJ971025.1

ATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACATTAAAACATCTAC
AAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATATCTTGAGCATTTTT
TGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTTTAAATAAAGCATG
TGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATAAAATTCTTATTATT
AAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAAATCAAATTCAAAAT
TAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAATAATAAAAATTGAC
CTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAATAAACCCCTGCAGT
TAC

>Moussonetal2005 AJ971026.1

TAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACATTAAAACAT
CTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATATCTTGAGCAT
TTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTTTAAATAAAGC
ATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATAAAATTCTTATT

ATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAAATCAAATTCAA

AATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAATAATAAAAATTG
ACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAATAAACCCCTGCA
GTTAC

>Moussonetal2005 AJ971027.1

TCCTTAGAAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAAC
ATTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATA
TCTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCT
TTAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCCATTGAT
AAAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTA
AATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTA
ATAATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAA
ATAAACCCCTGCAGTTAC

>Moussonetal2005_AJ971028.1

TCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACATTAAAACATCTACA
AGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATATCTTGAGCATTTTTT
GTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTTTAAATAAAGCATGT
GTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATAAAATTCTTATTATTA
AACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAAATCAAATTCAAAATT
AGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAATAATAAAAATTGACC
TAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAATAAACCCCTGCAGTT
AC
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Secuencias Usmani-Brwon y col. (2009)
>UsmaniBrownetal2009_EU118294.1_MB17

TAAAGCTAAATTTGCAACATTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAA
TTTCCTATAAAACGAATATCTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCA
CATATAAATAATAATGCTTTAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAAC
TTATAAAATCCTATTGATAAAATTCTTATTATTAAGCCTAATTGACTTAATGTAGATA
AAGCAATAATCTTTTTTAAATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATAT
AGTTATTCCGGATATTAATAATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATA
TTAAATCGAATTAATAAATAAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAA

>UsmaniBrownetal2009_EU118295.1_DL5

TAAAGCTAAATTTGCAACATTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAA
TTTCCTATAAAACGAATATCTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCA
CATATAAATAATAATGCTTTAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAAC
TTATAAAATCCTATTGATAAAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATA
AAGCAATAATCTTTTTTAAATCAAATTCAAAATTAGCCCCTAATCCTGCTATAAATAT
AGTTATTCCGGATATTAATAATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATA
TTAAATCGAATTAATAAATAAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAA

>UsmaniBrownetal2009 EU118296.1 HN15

TAAAGCTAAATTTGCAACATTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAA
TTTCCTATAAAACGAATATCTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCA
CATATAAATAATAATGCTTTAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAAC
TTATAAAATCCTATTGATAAAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATA
AAGCAATAATCTTTTTTAAATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATAT
AGTTATTCCGGATATTAATAATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATA
TTAAATCGAATTAATAAATAAACCCCTGCGGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAA

>UsmaniBrownetal2009 EU118297.1 HN3

TAAAGCTAAATTTGCAACATTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAA
TTTCCTATAAAACGAATATCTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCA
CATATAAATAATAATGCTTTAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAAC
TTATAAAATCCTATTGATAAAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATA
AAGCAATAATCTTTTTTAAATCAAATTCAAAATTAGCGCCTAATCCTGCTATAAATAT
AGTTATTCCGGATATTAATAATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATA
TTAAATCGAATTAATAAATAAACCCCTGCGGTAGCTAAAGTAGTAGAAGGAACTAA

Secuencias Kamgang y col. (2011)
>Kamgangetal2011_JF309321.1_BUEA1

TAAAGCTAAATTTGCAACATTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAA
TTTCCTATAAAACGAATATCTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCA
CATATAAATAATAATGCTTTAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAAC
TTATAAAATCCTATTGATAAAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATA
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AAGCAATAATCTTTTTTAAATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATAT
AGTTATTCCGGATATTAATAATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATA
TTAAATCGAATTAATAAATAAACCCCTGC

>Kamgangetal2011_JF309322.1_POUMA

TAAAGCTAAATTTGCAACATTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAA
TTTCCTATAAAACGAATATCTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCA
CATATAAATAATAATGCTTTAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAAC
TTATAAAATCCTATTGATAAAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATA
AAGCAATAATCTTTTTTAAATCAAATTCAAAATTAGCCCCTAATCCTGCTATAAATAT
AGTTATTCCGGATATTAATAATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATA
TTAAATCGAATTAATAAATAAACCCCTGC

>Kamgangetal2011 JF309323.1_ BUEA16

TAAAGCTAAATTTGCAACATTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAA
TTTCCAATAAAACGAATATCTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCA
CATATAAATAATAATGCTTTAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAAC
TTATAAAATCCTATTGATAAAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATA
AAGCAATAATCTTTTTTAAATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATAT
AGTTATTCCGGATATTAATAATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATA
TTAAATCGAATTAATAAATAAACCCCTGC

>Kamgangetal2011_JF309324.1_BERTOUA

TAAAGCTAAATTTGCAACATTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAA
TTTCCTATAAAACGAATATCTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCA
CATATAAATAATAATGCTTTAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAAC
TTATAAAATCCTATTGATAAAATTCTTATTATTAAGCCTAATTGACTTAATGTAGATA
AAGCAATAATCTTTTTTAAATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATAT
AGTTATTCCGGATATTAATAATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATA
TTAAATCGAATTAATAAATAAACCCCTGC

Secuencias Zitco y col. (2011)
Zitkoetal_Cro1(ND5)

TTTGCAACATTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAA
AACGAATATCTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATA
ATAATGCTTTAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATC
CTATTGATAAAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAAT
CTTTTTTAAATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCG
GATATTAATAATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAA
TTAATAAATAAACCCCTGCAGTTAC
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Secuencias Haddad y col. (2012)
>Haddadetal2012_JX912502.1

GTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACATTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTC
TTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATATCTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAAT
TACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTTTAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAA
AAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATAAAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTT
AATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAAATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTG
CTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAATAATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTC
TAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAATAAACCCCTGCAGTTAC

Secuencias Raharimalala y col. (2012)
>Raharimala2012_isolate_ DSM(ND5)

GTTTCTGCTTTAGTTCATTCTTCTACTTTAGTAACTGCAGGGGTTTATTTATTAATTC
GATTTAATATTTTATTAGAAAATTCTACATTAGGTCAATTTTTATTATTAATATCCGG
AATAACTATATTTATAGCAGGATTAGGAGCTAATTTTGAATTTGATTTAAAAAAGATT
ATTGCTTTATCTACATTAAGTCAATTAGGTTTAATAATAAGAATTTTATCAATAGGAT
TTTATAAGTTAGCTTTTTTTCATTTATTAACACATGCTTTATTTAAAGCATTATTATTT
ATATGTGCTGGGGTAATTATTCACAATACAAAAAATGCTCAAGATATTCGTTTTATA
GGAAATTTAAGAATAAGAATACCTTTAACTTGTAGATGTTTTAATGTTGCAAATTTA
GCTTTATGTGGTATACCTTTTTTAGCGGGATTTTATTCTAAGGA

>Raharimala2012_isolate_ D12M(ND5)

GTTTCTGCTTTAGTTCATTCTTCTACTTTAGTAACTGCAGGGGTTTATTTATTAATTC
GATTTAATATTTTATTAGAAAATTCTACATTAGGTCAATTTTTATTATTAATATCCGG
AATAACTATATTTATAGCAGGATTAGGAGCTAATTTTGAATTTGATTTAAAAAAGATT
ATTGCTTTATCTACATTAAGTCAATTAGGTTTAATAATAAGAATTTTATCAATAGGAT
TTTATAAGTTAGCTTTTTTTCATTTATTAACACATGCTTTATTTAAAGCATTATTATTT
ATATGTGCTGGGGTAATTATTCACAATACAAAAAATGCTCAAGATATTCGTTTTATA
GGAAATTTAAGAATAAGAATACCTTTAACTTGTAGATGTTTTAATGTTGCAAATTTA
GCTTTATGTGGTATACCTTTTTTAGCGGGATTTTATTCTAAGGA

>Raharimala2012_isolate_ D19M(ND5)

GTTTCTGCTTTAGTTCATTCTTCTACTTTAGTAACTGCAGGGGTTTATTTATTAATTC
GATTTAATATTTTATTAGAAAATTCTACATTAGGTCAATTTTTATTATTAATATCCGG
AATAACTATATTTATAGCAGGATTAGGAGCTAATTTTGAATTTGATTTAAAAAAGATT
ATTGCTTTATCTACATTAAGTCAATTAGGTTTAATAATAAGAATTTTATCAATAGGAT
TTTATAAGTTAGCTTTTTTTCATTTATTAACACATGCTTTATTTAAAGCATTATTATTT
ATATGTGCTGGGGTAATTATTCACAATACAAAAAATGCTCAAGATATTCGTTTTATA
GGAAATTTAAGAATAAGAATACCTTTAACTTGTAGATGTTTTAATGTTGCAAATTTA
GCTTTATGTGGTATACCTTTTTTAGCGGGATTTTATTCTAAGGA
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>Raharimala2012_isolate_ D2F(ND5)

GTTTCTGCTTTAGTTCATTCTTCTACTTTAGTAACTGCAGGGGTTTATTTATTAATTC
GATTTAATATTTTATTAGAAAATTCTACATTAGGTCAATTTTTATTATTAATATCCGG
AATAACTATATTTATAGCAGGATTAGGAGCTAATTTTGAATTTGATTTAAAAAAGATT
ATTGCTTTATCTACATTAAGTCAATTAGGTTTAATAATAAGAATTTTATCAATAGGAT
TTTATAAGTTAGCTTTTTTTCATTTATTAACACATGCTTTATTTAAAGCATTATTATTT
ATATGTGCTGGGGTAATTATTCACAATACAAAAAATGCTCAAGATATTCGTTTTATA
GGAAATTTAAGAATAAGAATACCTTTAACTTGTAGATGTTTTAATGTTGCAAATTTA
GCTTTATGTGGTATACCTTTTTTAGCGGGATTTTATTCTAAGGA

>Raharimala2012_isolate_ D12F(ND5)

GTTTCTGCTTTAGTTCATTCTTCTACTTTAGTAACTGCAGGGGTTTATTTATTAATTC
GATTTAATATTTTATTAGAAAATTCTACATTAGGTCAATTTTTATTATTAATATCCGG
AATAACTATATTTATAGCAGGATTAGGAGCTAATTTTGAATTTGATTTAAAAAAGATT
ATTGCTTTATCTACATTAAGTCAATTAGGTTTAATAATAAGAATTTTATCAATAGGAT
TTTATAAGTTAGCTTTTTTTCATTTATTAACACATGCTTTATTTAAAGCATTATTATTT
ATATGTGCTGGGGTAATTATTCACAATACAAAAAATGCTCAAGATATTCGTTTTATA
GGAAATTTAAGAATAAGAATACCTTTAACTTGTAGATGTTTTAATGTTGCAAATTTA
GCTTTATGTGGTATACCTTTTTTAGCGGGATTTTATTCTAAGGA

>Raharimala2012_isolate_ D36F(ND5)

GTTTCTGCTTTAGTTCATTCTTCTACTTTAGTAACTGCAGGGGTTTATTTATTAATTC
GATTTAATATTTTATTAGAAAATTCTACATTAGGTCAATTTTTATTATTAATATCCGG
AATAACTATATTTATAGCAGGATTAGGAGCTAATTTTGAATTTGATTTAAAAAAGATT
ATTGCTTTATCTACATTAAGTCAATTAGGTTTAATAATAAGAATTTTATCAATAGGAT
TTTATAAGTTAGCTTTTTTTCATTTATTAACACATGCTTTATTTAAAGCATTATTATTT
ATATGTGCTGGGGTAATTATTCACAATACAAAAAATGCTCAAGATATTCGTTTTATA
GGAAATTTAAGAATAAGAATACCTTTAACTTGTAGATGTTTTAATGTTGCAAATTTA
GCTTTATGTGGTATACCTTTTTTAGCGGGATTTTATTCTAAGGA

>Raharimala2012_isolate_ CNRE3M(ND5)

GTTTCTGCTTTAGTTCATTCTTCTACTTTAGTAACTGCAGGGGTTTATTTATTAATTC
GATTTAATATTTTATTAGAAAATTCTACATTAGGTCAATTTTTATTATTAATATCCGG
AATAACTATATTTATAGCAGGATTAGGAGCTAATTTTGAATTTGATTTAAAAAAGATT
ATTGCTTTATCTACATTAAGTCAATTAGGTTTAATAATAAGAATTTTATCAATAGGAT
TTTATAAGTTAGCTTTTTTTCATTTATTAACACATGCTTTATTTAAAGCATTATTATTT
ATATGTGCTGGGGTAATTATTCACAATACAAAAAATGCTCAAGATATTCGTTTTATA
GGAAATTTAAGAATAAGAATACCTTTAACTTGTAGATGTTTTAATGTTGCAAATTTA
GCTTTATGTGGTATACCTTTTTTAGCGGGATTTTATTCTAAGGA

>Raharimala2012_isolate_ CNRE7M(ND5)

GTTTCTGCTTTAGTTCATTCTTCTACTTTAGTAACTGCAGGGGTTTATTTATTAATTC
GATTTAATATTTTATTAGAAAATTCTACATTAGGTCAATTTTTATTATTAATATCCGG
AATAACTATATTTATAGCAGGATTAGGAGCTAATTTTGAATTTGATTTAAAAAAGATT
ATTGCTTTATCTACATTAAGTCAATTAGGTTTAATAATAAGAATTTTATCAATAGGAT
TTTATAAGTTAGCTTTTTTTCATTTATTAACACATGCTTTATTTAAAGCATTATTATTT
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ATATGTGCTGGGGTAATTATTCACAATACAAAAAATGCTCAAGATATTCGTTTTATA
GGAAATTTAAGAATAAGAATACCTTTAACTTGTAGATGTTTTAATGTTGCAAATTTA
GCTTTATGTGGTATACCTTTTTTAGCGGGATTTTATTCTAAGGA

>Raharimala2012_isolate_ CNRE33M(ND5)

GTTTCTGCTTTAGTTCATTCTTCTACTTTAGTAACTGCAGGGGTTTATTTATTAATTC
GATTTAATATTTTATTAGAAAATTCTACATTAGGTCAATTTTTATTATTAATATCCGG
AATAACTATATTTATAGCAGGATTAGGAGCTAATTTTGAATTTGATTTAAAAAAGATT
ATTGCTTTATCTACATTAAGTCAATTAGGTTTAATAATAAGAATTTTATCAATAGGAT
TTTATAAGTTAGCTTTTTTTCATTTATTAACACATGCTTTATTTAAAGCATTATTATTT
ATATGTGCTGGGGTAATTATTCACAATACAAAAAATGCTCAAGATATTCGTTTTATA
GGAAATTTAAGAATAAGAATACCTTTAACTTGTAGATGTTTTAATGTTGCAAATTTA
GCTTTATGTGGTATACCTTTTTTAGCGGGATTTTATTCTAAGGA

>Raharimala2012_isolate_ CNRE12F(ND5)

TTTCTGCTTTAGTTCATTCTTCTACTTTAGTAACTGCAGGGGTTTATTTATTAATTCG
ATTTAATATTTTATTAGAAAATTCTACATTAGGTCAATTTTTATTATTAATATCCGGA
ATAACTATATTTATAGCAGGATTAGGAGCTAATTTTGAATTTGATTTAAAAAAGATTA
TTGCTTTATCTACATTAAGTCAATTAGGTTTAATAATAAGAATTTTATCAATAGGATT
TTATAAGTTAGCTTTTTTTCATTTATTAACACATGCTTTATTTAAAGCATTATTATTTA
TATGTGCTGGGGTAATTATTCACAATACAAAAAATGCTCAAGATATTCGTTTTATAG
GAAATTTAAGAATAAGAATACCTTTAACTTGTAGATGTTTTAATGTTGCAAATTTAG
CTTTATGTGGTATACCTTTTTTAGCGGGATTTTATTCTAAGGA

>Raharimala2012_isolate_ CNRE31F(ND5)

GTTTCTGCTTTAGTTCATTCTTCTACTTTAGTAACTGCAGGGGTTTATTTATTAATTC
GATTTAATATTTTATTAGAAAATTCTACATTAGGTCAATTTTTATTATTAATATCCGG
AATAACTATATTTATAGCAGGATTAGGAGCTAATTTTGAATTTGATTTAAAAAAGATT
ATTGCTTTATCTACATTAAGTCAATTAGGTTTAATAATAAGAATTTTATCAATAGGAT
TTTATAAGTTAGCTTTTTTTCATTTATTAACACATGCTTTATTTAAAGCATTATTATTT
ATATGTGCTGGGGTAATTATTCACAATACAAAAAATGCTCAAGATATTCGTTTTATA
GGAAATTTAAGAATAAGAATACCTTTAACTTGTAGATGTTTTAATGTTGCAAATTTA
GCTTTATGTGGTATACCTTTTTTAGCGGGATTTTATTCTAAGGA

>Raharimala2012_isolate_ CNRE34F(ND5)

GTTTCTGCTTTAGTTCATTCTTCTACTTTAGTAACTGCAGGGGTTTATTTATTAATTC
GATTTAATATTTTATTAGAAAATTCTACATTAGGTCAATTTTTATTATTAATATCCGG
AATAACTATATTTATAGCAGGATTAGGAGCTAATTTTGAATTTGATTTAAAAAAGATT
ATTGCTTTATCTACATTAAGTCAATTAGGTTTAATAATAAGAATTTTATCAATAGGAT
TTTATAAGTTAGCTTTTTTTCATTTATTAACACATGCTTTATTTAAAGCATTATTATTT
ATATGTGCTGGGGTAATTATTCACAATACAAAAAATGCTCAAGATATTCGTTTTATA
GGAAATTTAAGAATAAGAATACCTTTAACTTGTAGATGTTTTAATGTTGCAAATTTA
GCTTTATGTGGTATACCTTTTTTAGCGGGATTTTATTCTAAGG
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>Raharimala2012_isolate_ RN1M(ND5)

TCCTTAGAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACA
TTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATAT
CTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTT
TAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATA
AAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAA
ATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAAT
AATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGTTTTAATAAAT
AAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAAGCAGAAAC

>Raharimala2012_isolate_ RN2M(ND5)

TCCTTAGAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACA
TTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATAT
CTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTT
TAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATA
AAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAA
ATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAAT
AATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGTATAAATAAAT
AAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAAGCAGAAAC

>Raharimala2012_isolate_ RN4M(ND5)

TCCTTAGAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACA
TTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATAT
CTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTT
TAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATA
AAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAA
ATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAAT
AATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAAT
AAACCCCTGCAGTAACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAAGCAGAAAC

>Raharimala2012_isolate_ RN6F(ND5)

TCCTTAGAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACA
TTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATAT
CTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTT
TAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATA
AAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAA
ATCAAATTCAAAATTAGCCCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAA
TAATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAA
TAAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAAGCAGAAAC

>Raharimala2012_isolate_ RN9F(ND5)

TCCTTAGAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACA
TTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATAT
CTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTT
TAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATA
AAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAA
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ATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAAT
AATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAAT
AAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAAGCAGAAAC

>Raharimala2012_isolate_ MAN1M(ND5)

TCCTTAGAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACA
TTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATAT
CTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTT
TAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATA
AAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAA
ATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAAT
AATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAAT
AAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAAGCAGAAAC

>Raharimala2012_isolate_ MAN5M(ND5)

TCCTTAGAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACA
TTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATAT
CTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTT
TAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATA
AAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAA
ATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAAT
AATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAAT
AAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAAGCAGAAAC

>Raharimala2012_isolate_ MAN7M(ND5)

TCCTTAGAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACA
TTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATAT
CTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTT
TAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATA
AAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAA
ATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAAT
AATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAAT
AAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAAGCAGAAAC

>Raharimala2012_isolate_ MAN8M(ND?5)

TCCTTAGAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACA
TTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATAT
CTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTT
TAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATA
AAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAA
ATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAAT
AATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAAT
AAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAAGCAGAAAC
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>Raharimala2012_isolate_ MAN12F(ND5)

TCCTTAGAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACA
TTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATAT
CTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTT
TAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATA
AAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAA
ATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAAT
AATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAAT
AAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAAGCAGAAAC

>Raharimala2012_isolate_ MAN13F(ND5)

TCCTTAGAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACA
TTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATAT
CTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTT
TAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATA
AAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAA
ATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAAT
AATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAAT
AAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAAGCAGAAAC

>Raharimala2012_isolate MAN15F(ND5)

TCCTTAGAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACA
TTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATAT
CTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTT
TAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATA
AAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAA
ATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAAT
AATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAAT
AAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAAGCAGAAAC

>Raharimala2012_isolate_ MAN17F(ND5)

TCCTTAGAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACA
TTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATAT
CTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTT
TAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATA
AAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAA
ATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAAT
AATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAAT
AAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAAGCAGAAAC

>Raharimala2012_isolate_ MAN18F(ND5)

TCCTTAGAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACA
TTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATAT
CTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTT
TAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATA
AAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAA
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ATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAAT
AATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAAT
AAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAAGCAGAAAC

>Raharimala2012_isolate_ MAN20M(ND5)

TCCTTAGAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACA
TTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATAT
CTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTT
TAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATA
AAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAA
ATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAAT
AATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAAT
AAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAAGCAGAAAC

>Raharimala2012_isolate_ MR1F(ND5)

TCCTTAGAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACA
TTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATAT
CTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTT
TAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATA
AAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAA
ATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAAT
AATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAAT
AAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAAGCAGAAAC

>Raharimala2012_isolate_ MR2F(ND5)

TCCTTAGAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACA
TTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATAT
CTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTT
TAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATA
AAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAA
ATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAAT
AATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAAT
AAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAAGCAGAAAC

>Raharimala2012_isolate_ MR3F(ND5)

TCCTTAGAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACA
TTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATAT
CTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTT
TAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATA
AAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAA
ATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAAT
AATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAAT
AAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAAGCAGAAAC

>Raharimala2012_isolate_ MR4M(ND5)
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TCCTTAGAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACA
TTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATAT
CTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTT
TAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATA
AAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAA
ATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAAT
AATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAAT
AAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAAGCAGAAAC

>Raharimala2012_isolate. MR7M(ND5)

TCCTTAGAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACA
TTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATAT
CTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTT
TAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATA
AAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAA
ATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAAT
AATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAAT
AAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAAGCAGAAAC

>Raharimala2012_isolate_ MR8F(ND5)

TCCTTAGAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACA
TTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATAT
CTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTT
TAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATA
AAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAA
ATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAAT
AATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAAT
AAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAAGCAGAAAC

>Raharimala2012_isolate_ MROIM(ND5)

TCCTTAGAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACA
TTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATAT
CTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTT
TAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATA
AAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAA
ATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAAT
AATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAAT
AAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAAGCAGAAAC

>Raharimala2012_isolate_ MR10F(ND5)

TCCTTAGAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACA
TTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATAT
CTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTT
TAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATA
AAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAA
ATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAAT
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AATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAAT
AAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAAGCAGAAAC

>Raharimala2012_isolate_ MAH3F(ND5)

TCCTTAGAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACA
TTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATAT
CTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTT
TAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATA
AAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAA
ATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAAT
AATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAAT
AAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAAGCAGAAAC

>Raharimala2012_isolate MAH4F(ND5)

TCCTTAGAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACA
TTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATAT
CTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTT
TAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATA
AAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAA
ATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAAT
AATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAAT
AAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAAGCAGAAAC

>Raharimala2012_isolate_ MAHEM(ND5)

TCCTTAGAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACA
TTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATAT
CTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTT
TAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATA
AAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAA
ATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAAT
AATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAAT
AAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAAGCAGAAACAAAC

>Raharimala2012_isolate_ MAH7M(ND5)

TCCTTAGAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACA
TTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATAT
CTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTT
TAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATA
AAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAA
ATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAAT
AATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAAT
AAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAAGCAGAAAC

>Raharimala2012_isolate. MAH10M(ND5)

TCCTTAGAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACA
TTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATAT
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CTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTT
TAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATA
AAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAA
ATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAAT
AATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGTAATAATAAAT
AAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAAGCAGAAAC

>Raharimala2012_isolate_ TS1F(ND5)

TCCTTAGAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAAC
CTTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATA
TCTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCT
TTAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATA
AAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAA
ATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAAT
AATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAAT
AAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAAGCAGAAAC

>Raharimala2012_isolate_ TS9F(ND5)

TCCTTAGAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACA
TTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATAT
CTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTT
TAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATA
AAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAA
ATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAAT
AATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAAT
AAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAAGCAGAAAC

>Raharimala2012_isolate_ TS13F(ND5)

TCCTTAGAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACA
TTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATAT
CTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTT
TAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATA
AAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAA
ATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAAT
AATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAAT
AAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAAGCAGAAAC

>Raharimala2012_isolate_ TS15F(ND5)

TCCTTAGAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACA
TTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATAT
CTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTT
TAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATA
AAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAA
ATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAAT
AATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAAT
AAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAAGCAGAAAC
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>Raharimala2012_isolate_ TS19F(ND5)

TCCTTAGAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACA
TTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATAT
CTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTT
TAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATA
AAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAA
ATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAAT
AATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAAT
AAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAAGCAGAAAC

>Raharimala2012_isolate_ TS42M(ND5)

TCCTTAGAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACA
TTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATAT
CTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTT
TAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATA
AAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAA
ATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAAT
AATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAAT
AAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAAGCAGAAAC

>Raharimala2012_isolate_ TS53M(ND5)

TCCTTAGAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACA
TTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATAT
CTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTT
TAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATA
AAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAA
ATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAAT
AATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAAT
AAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAAGCAGAAAC

>Raharimala2012_isolate_ TS58M(ND5)

TCCTTAGAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACA
TTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATAT
CTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTT
TAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATA
AAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAA
ATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAAT
AATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAAT
AAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAAGCAGAAAC

>Raharimala2012_isolate_ TS71M(ND5)

TCCTTAGAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTGGCAAC
ATTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATA
TCTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCT
TTAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATA
AAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAA
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ATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAAT
AATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAAT
AAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAAGCAGAAAC

>Raharimala2012_isolate_ TO5M(ND5)

TCCTTAGAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACA
TTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATAT
CTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTT
TAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATA
AAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAA
ATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAAT
AATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAAT
AAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAAGCAGAAAC

>Raharimala2012_isolate_ TO15F(ND5)

TCCTTAGAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACA
TTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATAT
CTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTT
TAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATA
AAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAA
ATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAAT
AATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAAT
AAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAAGCAGAAAC

>Raharimala2012_isolate_ TO21M(ND5)

TCCTTAGAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACA
TTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATAT
CTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTT
TAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATA
AAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAA
ATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAAT
AATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAAT
AAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAAGCAGAAAC

>Raharimala2012_isolate_ TO22M(ND5)

CCTTAGAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACAT
TAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATATC
TTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTTTA
AATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATAAA
ATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAAAT
CAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAATA
ATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAATA
AACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAAGCAGAAAC

>Raharimala2012_isolate_TO23M(ND5)
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TCCTTAGAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACA
TTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATAT
CTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTT
TAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATA
AAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAA
ATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAAT
AATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAAT
AAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAAGCAGAAAC

>Raharimala2012_isolate_ TO27F(ND5)

TCCTTAGAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACA
TTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATAT
CTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTT
TAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATA
AAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAA
ATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAAT
AATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAAT
AAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAAGCAGAAAC

>Raharimala2012_isolate_ TO28F(ND5)

TCCTTAGAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACA
TTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATAT
CTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTT
TAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATA
AAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAA
ATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAAT
AATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAAT
AAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAAGCAGAAAC

>Raharimala2012_isolate_ TO30F(ND5)

TCCTTAGAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACA
TTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATAT
CTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTT
TAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATA
AAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAA
ATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAAT
AATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAAT
AAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAAGCAGAAAC

>Raharimala2012_isolate_ TO32F(ND5)

TCCTTAGAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAATTTCGCAAC
ATTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATA
TCTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCT
TTAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATA
AAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAA
ATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAAT
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AATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAAT
AAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAAGCAGAAAC

>Raharimala2012_isolate DG8M(ND5)

TCCTTAGAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACA
TTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATAT
CTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTT
TAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATA
AAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAA
ATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAAT
AATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAAT
AAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAAGCAGAAAC

>Raharimala2012_isolate_ DG10M(ND5)

TCCTTAGAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACA
TTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATAT
CTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTT
TAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATA
AAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAA
ATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAAT
AATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAAT
AAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAAGCAGAAAC

>Raharimala2012_isolate_ DG11F(ND5)

TCCTTAGAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACA
TTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATAT
CTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTT
TAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATA
AAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAA
ATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAAT
AATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAAT
AAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAAGCAGAAAC

>Raharimala2012_isolate_ DG16M(ND5)

TCCTTAGAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACA
TTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATAT
CTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTT
TAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATA
AAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAA
ATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAAT
AATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAAT
AAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAAGCAGAAAC

>Raharimala2012_isolate_ DG20M(ND5)

TCCTTAGAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACA
TTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATAT
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CTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTT
TAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATA
AAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAA
ATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAAT
AATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAAT
AAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAAGCAGAAAC

>Raharimala2012_isolate_ DG23F(ND5)

TCCTTAGAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACA
TTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATAT
CTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTT
TAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATA
AAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAA
ATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAAT
AATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAAT
AAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAAGCAGAAAC

>Raharimala2012_isolate_ MDA1M(ND5)

TCCTTAGAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACA
TTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATAT
CTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTT
TAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATA
AAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAA
ATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAAT
AATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAAT
AAACCCCYGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAAGCAGAAAC

>Raharimala2012_isolate MDA10F(ND5)

TCCTTAGAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACA
TTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATAT
CTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTT
TAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATA
AAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAA
ATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAAT
AATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAAT
AAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAAGCAGAAAC

>Raharimala2012_isolate_ MDA11F(ND5)

TCCTTAGAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACA
TTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATAT
CTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTT
TAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATA
AAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAA
ATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAAT
AATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAAT
AAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAAGCAGAAAC
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>Raharimala2012_isolate_ MDA12F(ND5)

TCCTTAGAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACA
TTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATAT
CTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTT
TAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATA
AAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAA
ATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAAT
AATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAAT
AAACCCCTGCAGTATATGAAGTAGAAGAATGAACTAAAGCAGAAAC

>Raharimala2012_isolate_ AN1OM(ND5)

TCCTTAGAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACA
TTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATAT
CTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTT
TAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATA
AAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAA
ATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAAT
AATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAAT
AAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAAGCAGAAAC

>Raharimala2012_isolate_ AN11F(ND5)

TCCTTAGAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACA
TTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATAT
CTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTT
TAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATA
AAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAA
ATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAAT
AATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAAT
AAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAAGCAGAAAC

>Raharimala2012_isolate_ AN1M(ND5)

TCCTTAGAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACA
TTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATAT
CTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTT
TAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATA
AAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAA
ATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAAT
AATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAAT
AAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAAGCAGAAAC

>Raharimala2012_isolate_ AN4F(ND5)

CCTTAGAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACAT
TAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATATC
TTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTTTA
AATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATAAA
ATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAAAT
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CAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAATA
ATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAATA
AACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAAGCAGAAAC

>Raharimala2012_isolate_ AN6M(ND5)

TCCTTAGAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACA
TTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATAT
CTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTT
TAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATA
AAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAA
ATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAAT
AATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAAT
AAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAAGCAGAAAC

>Raharimala2012_isolate_ AN7F(ND5)

TCCTTAGAATAAAATCCCGCTAAAAAAGGTATACCACATAAAGCTAAATTTGCAACA
TTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAATAT
CTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCTT
TAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATA
AAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAA
ATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAAT
AATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAAT
AAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAAAGCAGAAAC

Secuencias Porretay col. (2012)
>Porretaetal2012_JQ436947.1 JChl

CATTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAAT
ATCTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGC
TTTAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGAT
AAAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTA
AATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTA
ATAATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAA
ATAAACCCCTGCAGTTAC

>Porretaetal2012_JQ436948.1 JTanlb

CATTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAAT
ATCTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGC
TTTAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGAT
AAAATTCTTATTATTAAACCTAATCGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTA
AATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCAGATATTAA
TAATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAA
TAAACCCCTGCAGTTAC
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>Porretaetal2012_JQ436949.1 JNag3

CATTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAAT
ATCTTGAGCATTTTTTGTATTATGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGCT
TTAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGATA
AAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTAA
ATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTAAT
AATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAAAT
AAACCCCTGCAGTTAC

>Porretaetal2012_JQ436950.1_Shan4

CATTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAAT
ATCTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGC
CTTAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGA
TAAAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTT
AAATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATT
AATAATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATA
AATAAACCCCTGCAGTTAC

>Porretaetal2012_JQ436951.1 Shan5

CATTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAAT
ATCTTGGGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGC
CTTAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGA
TAAAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTT
AAATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATT
AATAATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATA
AATAAACCCCTGCAGTTAC

>Porretaetal2012_JQ436952.1 Phu6

CATTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAAT
ATCTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGC
TTTAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGAT
AAAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTA
AATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAACCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTA
ATAATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAA
ATAAACCCCTGCAGTTAC

>Porretaetal2012_JQ436953.1 Phu7

CATTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAAT
ATCTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGC
TTTAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCCATTGA
TAAAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTT
AAATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATT
AATAATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATA
AATAAACCCCTGCAGTTAC
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>Porretaetal2012_JQ436954.1 BGel

CATTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAAT
ATCTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGC
TTTAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGAT
AAAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTA
AATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTA
ATAATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAA
ATAAACTCCTGCAGTTAC

>Porretaetal2012_JQ436955.1 BGe5

CATTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAAT
ATCTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGC
TTTAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGAT
AAAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTA
AATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTA
ATAATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAA
ATAAACCCCCGCAGTTAC

>Porretaetal2012 JQ436956.1 THCh12

CATTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAAT
ATCTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGC
TTTAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCCATTGA
TAAAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTT
AAATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATT
AATAATAAAAATTGGCCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATA
AATAAACCCCTGCAGTTAC

>Porretaetal2012_JQ436957.1_THCh13

CATTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAAT
ATCTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGC
TTTAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGAT
AAAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTA
AATCAAATTCAAAATTAGCCCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTA
ATAATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAA
ATAAACCCCTGCAGTTAC

>Porretaetal2012_JQ436958.1 THLam1l

CATTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAAAACGAAT
ATCTTGGGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGC
TTTAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGAT
AAAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTTA
AATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATTA
ATAATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATAA
ATAAACCCCTGCAGTTAC
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>Porretaetal2012_JQ436959.1 THLam5

CATTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAATTTCCTATAATACGAAT
ATCTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCACATATAAATAATAATGC
CTTAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAACTTATAAAATCCTATTGA
TAAAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATAAAGCAATAATCTTTTTT
AAATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATATAGTTATTCCGGATATT
AATAATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATATTAAATCGAATTAATA
AATAAACCCCTGCAGTTAC

SECUENCIAS OBTENIDAS EN LABORATORIO
Secuencias Venezuela
>Caracas_H3 01

TAAAGCTAAATTTGCAACATTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAA
TTTCCTATAAAACGAATATCTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCA
CATATAAATAATAATGCTTTAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAAC
TTATAAAATCCTATTGATAAAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATA
AAGCAATAATCTTTTTTAAATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATAT
AGTTATTCCGGATATTAATAATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATA
TTAAATCGAATTAATAAATAAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAA

>Caracas H14 01

TAAAGCTAAATTTGCAACATTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAA
TTTCCTATAAAACGAATATCTTGAGCATTTTTTATATTGTGAATAATTACCCCAGCA
CATATAAATAATAATGCTTTAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAAC
TTATAAAATCCTATTGATAAAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATA
AAGCAATAATCTTTTTTAAATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATAT
AGTTATTCCGGATATTAATAATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATA
TTAAATCGAATTAATAAATAAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAA

Secuencias Colombia
>Colombia_H1 01

TAAAGCTAAATTTGCAACATTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAA
TTTCCTATAAAACGAATATCTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCA
CATATAAATAATAATGCTTTAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAAC
TTATAAAATCCCATTGATAAAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATA
AAGCAATAATCTTTTTTAAATCAAATTCAAAATTAGCTCCTAATCCTGCTATAAATAT
AGTTATTCCGGATATTAATAATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATA
TTAAATCGAATTAATAAATAAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAA
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>Colombia_H11 01

TAAAGCTAAATTTGCAACATTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAA
TTTCCTATAAAACGAATATCTTGAGCATTTTTTGTATTGTGAATAATTACCCCAGCA
CATATAAATAATAATGCTTTAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAAC
TTATAAAATCCTATTGATAAAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATA
AAGCAATAATCTTTTTTAAATCAAATTCAAAATTAGCCCCTAATCCTGCTATAAATAT
AGTTATTCCGGATATTAATAATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATA
TTAAATCGAATTAATAAATAAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAA

>Colombia_H15 01

TAAAGCTAAATTTGCAACATTAAAACATCTACAAGTTAAAGGTATTCTTATTCTTAAA
TTTCCTATAAAACGAATATCTTGAGCATTTTTTATATTGTGAATAATTACCCCAGCA
CATATAAATAATAATGCTTTAAATAAAGCATGTGTTAATAAATGAAAAAAAGCTAAC
TTATAAAATCCTATTGATAAAATTCTTATTATTAAACCTAATTGACTTAATGTAGATA
AAGCAATAATCTTTTTTAAATCAAATTCAAAATTAGCCCCTAATCCTGCTATAAATAT
AGTTATTCCGGATATTAATAATAAAAATTGACCTAATGTAGAATTTTCTAATAAAATA
TTAAATCGAATTAATAAATAAACCCCTGCAGTTACTAAAGTAGAAGAATGAACTAA
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