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Primer analisis de la variabilidad del ADN mitocondrial de Cochliomyia
hominivorax en animales domésticos del Uruguay
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RESUMEN

La mosca de la bichera, Cochliomyia hominivorax, es un ecto-
pardsito obligado de los vertebrados de sangre caliente en la
regién Neotropical y una de las principales plagas que ocasio-
na importantes pérdidas econémicas en la produccién pecua-
ria. Un programa de control de esta plaga incluye estrategias
que contemplen la variabilidad genética y la estructura las po-
blaciones blanco. C. hominivorax fue identificada como la cau-
sante de las miasis en todas las muestras de animales domésti-
cos colectadas en las cuarto localidades del Uruguay, indicando
una alta incidencia de la mosca de la bichera en esta muestra. Se
presenta por primera vez, datos preliminares de la variabilidad
del ADN mitocondrial (ADNmir) de las muestras de C. homini-
vorax colectadas en el Uruguay utilizando marcadores PCR-
RFLP del genoma mitocondrial. La regién control (A+T/12S) y
las subunidades 1 y 2 del gen de la citocromo oxidasa (cox1/
cox2) del ADNmt fueron amplificadas y digeridas con enzimas
de restriccion. Se detecté polimorfismo en laregién coxl/cox2,
lo que indica la presencia de diferentes linajes maternales en las
poblaciones locales. Los resultados de este trabajo indican que
la técnica de PCR-RFLP del ADNmt es un método sensitivo

para el estudio de la variacién genética en poblaciones de C.
hominivorax.
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SUMMARY

The New World Screw-worm (NWS) fly, Cochliomyia homini-
vorax, is an obligate ecto-parasite of warm-blooded vertebra-
tes in the Neotropical region and one of the main insect pest
that causes important economic looses in the livestock pro-
duction. A control program of this pest includes a strategy that
contemplates the genetic variability and the structure of the
target populations. C. hominivorax was identified as the myia-
sis causing specie in all the samples of the domestic animals
collected in the four localities of Uruguay, indicating a high
incidence of the screw-worm fly in this sample. Are presented
for the first time, preliminary data of the mitochondrial DNA
(mtDNA) variability of the samples of C. hominivorax collec-
ted in Uruguay utilizing PCR-RFLP markers of the mitochon-
drial genome. The control region (A+T/128S) and the sub-units
1 and 2 of the cytochrome oxidase gene (coxl/cox2) of the
mtDNA were amplified and digested with restriction enzymes.
Polymorphism was detected in the coxl/cox2 region, indica-
ting the presence of different maternal strains in the local po-
pulations. The results of this work indicate that the PCR-
RFLP technique of the mDNA is a sensitive method for the
study of the genetic variation in the C. hominivorax popula-
tions.

Key words: Cochliomyia hominivorax, mtDNA, myiasis, PCR-
RFLP, Uruguay.

INTRODUCCION

La mosca de la bichera, Cochliomyia ho-
minivorax (Coquerel, Diptera: Callipho-
ridae), es un ectoparésito del ganado que
ocasiona importantes pérdidas econémi-
cas en la produccién pecuaria en la re-
gi6n Neotropical. El empleo de la Técni-
ca de Insectos Estériles (TIE) en el pe-
riodo de 1957 a 2000 (21) ha permitido
erradicar este plaga en Norte y Centro
América (3). La distribuci6n actual de C.
hominivorax se extiende en parte del
Caribe y América de Sur hasta Argenti-
na, excepto Chile (6, 20).

Todos los vertebrados de sangre calien-
te, incluido el hombre, pueden ser infes-

tados por larvas de la mosca de la biche-
ra. Las hembras gravidas ponen sus ma-
sas de huevos en el borde de heridas o en
las mucosas asociadas a las aberturas
naturales de los hospederos, donde las
larvas se nutren de tejidos vivos y flui-
dos corporales (4). Este proceso, deno-
minado miasis cuténea, exhala un olor
caracteristico que atrae, a su vez, a otras
hembras a oviponer en las heridas, causan-
do asi una significativa morbilidad y mor-
talidad de los animales infectados (13).

En Uruguay, como en el resto de Suda-
mérica, C. hominivorax es el agente prin-
cipal de las miasis cutdneas primarias,
representando un grave problema sani-

tario que ocasiona considerables perdi-
das econémicas (2, 6). Debidoaelloy a
su interferencia en el comercio de anima-
les en pie, el Organismo Internacional de
Energia Atémica (OIEA) ha convocado
al disefio de un programa para el control
de sus poblaciones usando TIE.

Un componente fundamental de una es-
trategia que contemple el manejo de pla-
gas en 4reas extensas, como la utilizada
en C. hominivorax en Norte y Centro
América, es la caracterizacién de la va-
riabilidad genética de las poblaciones
blanco (3). Aplicando la teorfa de genéti-
ca de poblaciones pueden ser estimados
el nimero de inmigrantes entre las po-
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blaciones (flujo génico), las distancias
genéticas pareadas, asi como el tamaifio
cfectivo y los eventos histéricos de la
poblacién (Ej. «cuellos de botella», ex-
pansiones rdpidas del tamafio poblacio-
nal). Brevemente, el andlisis de la varia-
bilidad genética y la estructura pobla-
cional permite estimar el grado de aisla-
miento genético entre las poblaciones
blanco y entre poblaciones rno alcanza-
das por el programa de control. Ademis,
el relacionamiento entre las cepas cria-
das en las plantas de irradiacién y las
poblaciones blanco puede ser estimado
en términos de composicién alelica y fre-
cuencias génicas. La informacién sobre
la variabilidad genética de una especie
plaga puede ser, también, muy impor-
tante para estipular las condiciones de
monitoreo de las poblaciones después de
las campafias de supresién o erradica-
cién (Ej. determinacién del origen de nue-
vos brotes de la plaga), asi como para
estudiar las posibles vias de dispersién
y evaluar el riesgo de invasiones a un
drea determinada (11).

En este sentido, las técnicas de biologia
molecular han mostrado ser herramien-
tas genéticas de gran utilidac en estudios
poblacionales, generando datos confia-

bles con relativa¥cilidad y rapidez. En
poblaciones de C. hominivorax, el uso
de la técnica de RFLP (polimorfismos
de fragmentos de restriccién) del ADN
mitocondrial (ADNmi) ha sido una de las
herramientas preferidas para estudiar la
estructura poblacional, flujo génico y rela-
cionamiento filogenético (1, 7, 14, 15). Otra
metodologia usada para el estudio de la
variaciéon del ADNmt es la técnica de PCR-
RFLP (reaccién en cadena de la polimera-
sa - polimorfismos de largos fragmentos
de restriccién) (19). Segin Simon y col.
(18), esta metodologia es mds barata, rdpi-
da y permite una alta resolucién, inclusive
de muestras mal conservadas.

El ADNmt presenta algunas caracteristi-
cas genéticas relevantes que lo hacen un
marcador evolutivo informativo en estu-
dios a nivel intraespecifico, como la pre-
dominancia de herencia maternal, la au-
sencia de recombinacién y la alta tasa de
evolucién molecular.

Aqui se presentan los datos de la inciden-
cia de larvas de C. hominivorax en miasis
de animales domésticos infestadas de for-
ma natural en el Uruguay las cuales son
utilizadas para investigar, por primera vez,
la variabilidad genética del ADNmt de C.
hominivorax en nuestro pais.

MATERIALES Y METODOS

Muestras

Se colectaron un total de 240 larvas de
segundo y tercer estadio, y tres adultos
en miasis de ovinos, bovinos y caninos
en cuatro localidades de Uruguay de mar-
zo a mayo de 2002, segin se detalla en
Cuadro | y Figura 1. Los 3 individuos
adultos colectados fueron hembras cap-
turadas sobre miasis de ovinos en el mo-
mento de la oviposicién en la localidad
de Dayman. Las larvas fueron manteni-
das vivas en un medio de carne, sangre y
agua (12:2:1) hasta su clasificacién y lue-
go se fijaron en alcohol etilico absoluto
para su posterior andlisis molecular (7).
Las larvas fueron identificadas al nivel
de especie utilizando los caracteres mor-
folégicos, segin la clave entomolégica de
FAO (12).

Extraccion del ADN

Se aislé el ADN de larvas y adultos uti-
lizando el método de fenol: cloroformo
y se precipitdé con alcohol etilico abso-
luto siguiendo el protocolo descrito en
Infante Vargas & Azeredo-Espin (7).
Todas las extracciones de ADN se alma-
cenaron a -20°C.

Cuadro 1.
Localidad Fecha N° de larvas/ heridas | N° de heridas | Hospedero
15 abril 57,10y 14 7
La Estanzuela, Colonia Ovino
7 mayo 3,52y69
Total 160
19 marzo 14 2
Joaquin Sudrez, Canelones 3 A 13 Cidnido
Total 27
Daymdn, Paysandi 22 mayo 13 1 Ovino
Total 13
3,3 4 Bovino
San Antonio, Salto 23 mayo 15. 19 Ovino
Total 40 14
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San Antonio

Dayman

La Estanzuela

Figura 1. Mapa de Uruguay.

Amplificacién del ADNmt

Se amplific6 la regién control (A+T/12S)
y lasecuencia completa de las subunida-
des 1y 2 del gen de la citocromo oxidasa
(cox1/cox2) del ADNmt de C. hominivo-
rax mediante la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR). Para amplificar la re-
gion control se usaron los cebadores SR-
J14233 (5' aagagcgacgggcgatgtgt 3') y
TM-N-193 (5' tggggtatgaacccagtagce 3'),
este fragmento amplificado tiene un ta-
mafio de 2100pb e incluye al gen 128 del
ARN ribosomal. Laregién cox1/cox2 tie-
ne un tamaiio de 2300pb y fue amplifi-
cada utilizando los cebadores TK-N-
3785 (5' gtttaagagaccagtacttg 3') y TY-J-
1460 (5' tacaatttatcgcctaaacttcagee 3').
Los cuatro cebadores usados pertenecen
al conjunto de oligonicleotidos mitocon-
driales universales para insectos descri-
to por Simon y col. (17). Las reacciones
de amplificacién se realizaron en las con-
diciones descritas en Lessinger & Azere-
do-Espin (8) y Litjens y col. (10) usan-
do termocicladores programables Perkin-
Elmer (Norwalk, CT) o PT-200 (MJ
Research). En todas las reacciones se
corrieron controles negativos. Los pro-
ductos de PCR se evaluaron por electro-
foresis en geles horizontales de agarosa
al 1,0% en buffer TAE 1x (40 mM Tris-
Acetato, ] mM EDTA) junto a un mar-
cador de peso molecular.

Analisis de restricciéon del ADN
mitocondrial

Se analiz6 el ADNmt de C. hominivorax
de tres individuos de cada localidad es-
tudiada y, como control, de tres indivi-
duos de las localidades de Caraguatatu-
ba, Estado de Sdo Paulo; Goiania, Esta-
do de Goiania y Manaus, Estado de
Amazonas en Brasil. El ADNmt de los
individuos de Brasil fue obtenido de ex-
tracciones realizadas por Infante Vargas
y Azeredo-Espin (7). Alicuotas (3ul) de
las reacciones de amplificacién fueron
digeridas en las condiciones especifica-
das por el fabricante de las enzimas (Gi-
bco-BRL y Pharmacia, Peapack, NJ). La
region control fue digerida con las enzi-
mas de restriccién Dral, EcoRV, Hindlll
y Sspl, y la regién coxl/cox2 con Asel,
EcoRV, Mspl, Sspl, Sstl'y Xhol. Las en-
zimas usadas fueron seleccionadas de
acuerdo a resultados de PCR-RFLP y
RFLP previamente descritos por varios
autores (7, 10, 19), asi como mediante el
andlisis de las regiones A+T/12S y cox1/
cox2 con el programa WebCutter (5) so-
bre la secuencia del ADNmt de C. homi-
nivorax reportada (9). Las digestiones
se pararon con bromofenol, luego del
tiempo de reaccién especificado por el
fabricante para cada enzima (Gibco-BRL
y Pharmacia, Peapack, NJ). Los fragmen-
tos obtenidos fueron separados por elec-
troforesis en geles horizontales de aga-
rosa (concentracién 1,5%; 1,7% y 2,0%)

en buffer TAE 1x (40 mM Tris-Acetato,
1 mM EDTA), tefiidos con bromuro de
etidio y visualizados en transiluminador
UV. Las fotografias de los geles se obtu-
vieron con el paquete EDAS 290 de
Kodak. Para estimar los tamaiios de los
fragmentos se usé el marcador de peso
molecular DNA Ladder Plus 1Kb
(Gibco-BRL). Los diferentes patrones
de restriccién obtenidos al digerir cada
una de las regiones analizadas se desig-
nan con letras mayusculas (Cuadro 2).

RESULTADOS Y DISCUSION

Las larvas y adultos colectados (Cuadro
1) pertenecieron a la especie C. homini-
vorax no habiéndose detectado larvas de
Cochliomyia macellaria (Fabricius) 6
Chrysomya albiceps (Wiedemann), espe-
cies de califéridos asociadas a los proce-
sos de miasis secundarias. La incidencia
de miasis relacionadas a cualquiera de
estas dos ultimas especies en el Uruguay
es baja (2). Segin los datos de Carballo
y col. (2), alrededor del 88% de las lar-
vas encontradas en miasis de rumiantes
en el Uruguay fueron de C. hominivo-
rax, y el resto (12%) a larvas de C. ma-
cellaria (~5,6%)y C. albiceps (~6,4%).
Nuestros resultados también sostienen
que C. hominivorax es la especie mas
frecuente en los procesos midsicos en el
Uruguay.

El andlisis del ADNm¢ de muestras de C.
hominivorax revelé que el tamaiio de los
fragmentos de las dos regiones amplifi-
cadas fue el esperado de acuerdo a la se-
cuencia del genoma mitocondrial de C.
hominivorax reportado por Lessinger y
col. (9). La amplificacién de la regién
control (A+T/12S) revel6 un fragmento
de 2100pb y, en la regién coxl/cox2, un
fragmento de 2300pb.

La busqueda inicial de sitios de restric-
cién mediante la técnica de PCR-RFLP
del ADNmt de C. hominivorax mostré
que dos de las ocho enzimas usadas pre-
sentaron polimorfismo en las muestras
analizadas. Las enzimas Asel y Mspl re-
velaron variacién genética en la regién
coxl/cox2, detectdndose dos y tres pa-
trones de restriccién, respectivamente.
No se detecté polimorfismo en la regién
control (A+T/12S) con las enzimas usa-
das, este resultado puede deberse a las
enzimas usadas ya que es una de las re-
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Cuadro 2. Patrones de restriccién y tamaifio de los fragmentos de la region coxl/cox2

del ADNmr de las poblaciones uruguayas de C. hominivorax.

Enzima de restriccion  Patréon  Tamaiio de los fragmentos (en pb)  Total (en pb)
Asel A 1100 460 350 220 2130
B 1100 680 350 2130
Mspl 1500 480 1980
1400 430 1880
C 1500 300 1800

giones més variables del ADNm! en ver-
tebrados e invertebrados (16). El Cua-
dro 2 presenta los tamaifios de los frag-
mentos correspondientes a los distintos
patrones de restriccion obtenidos en la
regién coxl/cox2. Las diferencias entre
cl tamafio total de las regiones amplifi-
cadas y la suma de los fragmentos obte-
nidos al digerir las muestras pueden ex-
plicarse por la existencia de un niimero
desconocido de fragmentos pequefios,
menores a 200pb, los cudles no pueden
ser visualizados en los geles.

Las Figuras 2 y 3 presentan los patrones
de restriccién de los individuos analiza-
dos. Si bien estos resultados son preli-
minares, podemos observar algunas di-

ferencias en la distribucién de los patro-
nes de restriccién entre los individuos
de la muestra de Uruguay (columnas 1-6
y 16-18 de la Figura 2; 1-10 de la Figura
3), asi como entre los individuos de las
muestras de Uruguay y Brasil.

Las técnicas de PCR-RFLP y RFLP han
sido usadas exitosamente para investigar
la variabilidad genética del ADNmt en po-
blaciones de C. hominivorax de América
del Norte, Centro y Sur. Estos estudios
revelaron altos indices de variabilidad en
las muestras analizadas (7, 9, 17, 19).

El polimorfismo del ADNm¢ detectado
en las muestras de C. hominivorax en
este trabajc concuerda, en parte, con los
resultados obtenidos en otras poblacio-

5 QEHAERIN

MPA A DB AAAANANA BB A

e ok ol

BB BBR

nes, indicando la presencia de diferentes
linajes maternales cocxisticndo en las
poblaciones uruguayas. Los datos aqui
reportados revelan cierto grado de varia-
bilidad genética, sin embargo, es impor-
tante destacar que son insuficientes para
conocer los patrones de distribucién de
los linajes maternales, la estructura ge-
nética y la existencia o no de flujo de
individuos entre las poblaciones que ha-
bitan nuestro pais. Para ello es necesario
el empleo un mayor nimero de enzimas
de restriccién y ampliar el nimero de
muestras (y localidades), seria importan-
te también incluir muestras de localida-
des de regiones cercanas a nuestro pafs
para obtener una mejor informacién que
permita evaluar la composicién genética
de las poblaciones de C. hominivorax que
habitan estaregion.
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