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PREFACIO

Esta tesis tiene su origen en el ano 2010, cuando empecé a trabajar con la Dra.
Pennington como encargado de mantener la colonia de chinches. Después de un poco mas
de un ano cuidando chinches fue que la Dra. Pennington me ofreci6 realizar mi tesis en su
laboratorio. Cabe mencionar que a estas chinches les tomé cierto aprecio, pues miraba
como se desarrollaban desde huevo hasta adulto. A finales del 2011 comencé a trabajar en
mi tesis y procuraba avanzar en el tiempo que pudiese, incluyendo vacaciones. Realmente
no me puedo quejar de nada, pues siempre conté con el apoyo tanto econdémico como
académico de la Dra. Pennington para guiarme durante la realizacion de este proyecto. Al
principio estaba asustado que no amplificaran las muestras debido a que eran muy antiguas,
pero después de algunas pruebas todo empezo6 a amplificar maravillosamente. Y después de
haber conseguido esto, el resto fue historia.

Quiero agradecer a la Dra. Pennington por su apoyo no solo durante la realizacion de
mi tesis si no durante toda mi carrera. También quiero agradecer a mi papa Roberto Reina,
mi mama Ruth de Reina, mi hermana Jenifer Reina y mi hermano Luis Fernando Reina,
pues siempre estuvieron apoyandome durante el desarrollo de toda mi carrera. Ademas,
quiero agradecer a mis amigos Daniela Da’ Costa, Jonathan Morales, Ana Lucia Dubo6n y
Erick Lopez que siempre estuvieron oyendo mis quejas y me presionaron para poder
terminar esta tesis lo mas pronto posible. Igualmente, quiero agradecer a mis compafieros
en el laboratorio que me ayudaron durante mi tesis y con los que comparti durante bastante
tiempo.

Quiero agradecer a el Laboratorio de Proteccion Vegetal por haberme prestado el
software Sequencher y especialmente al Lic. Andrés Avalos y a la Licda. Elena Dardon,
quienes a pesar de que este proyecto no era de su laboratorio, siempre estuvieron dispuestos
a resolver cualquier duda que les preguntase. También quiero agradecer al M.Sc. Enio
Cano, quien me ayudd con toda la parte de Sistematica y de Biogeografia. Asimismo
agradezco a Ellen Dotson y a Gena Lawrence del CDC, quienes me ayudaron con la
secuenciacion de la casi todas mis muestras. También quiero agradecer a Louisa Messenger
quien me ayudoé asesorandome en la parte de genotipificacion de 7. cruzi con los genes de
maxicirculo. Por altimo, quiero agradecer al Centro de Estudios en Salud de la UVG, a la
Licda. Celia Cordon y al laboratorio de Malaria, quienes me prestaron sus instalaciones y
equipo para poder llevar a cabo este trabajo.
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SINOPSIS

La enfermedad de Chagas es una enfermedad endémica de Latinoamérica causada por
el parésito Trypanosoma cruzi y transmitido a través de las heces de triatominos, como
Triatoma dimidiata el cual es el principal vector de Guatemala. La enfermedad afecta a un
estimado de 10 millones de personas en el mundo y por lo tanto es necesario su control y
prevencion, principalmente a través de la eliminacion del vector. En este estudio se
pretendia determinar si distintos genotipos de Trypanosoma cruzi estan asociados a
distintos genotipos de 7. dimidiata en ambientes domésticos. Los genotipos de 7. cruzi se
obtuvieron mediante la amplificacién y secuenciacion de 10 fragmentos del maxicirculo.
Mientras que los de 7. dimidiata se obtuvieron mediante la amplificacion de los genes
mitocondriales citocromo b (CYT b) y nicotinamida adenina dinucle6tido deshidrogenasa 4
(ND4). Las secuencias se alinearon y se construyeron arboles filogenéticos mediante los
métodos de Maximum Likelihood e Inferencia Bayesiana. Para determinar si existia
congruencia de filogenias entre el parasito y el vector se utilizd el método de arboles
reconciliados, una prueba de Mantel para distancias genéticas y un enfoque procusteano
para cofilogenia (PACo por sus siglas en ingles). Se encontrd que no existe una asociacion
entre genotipos de 7. cruzi y T. dimidiata en los ambientes domésticos de Guatemala
muestreados. Los genes de maxicirculo no presentaron suficiente variabilidad para separar
genéticamente los individuos de 7. cruzi utilizados en este estudio. Se encontrd que existe
homogeneidad en los genotipos de 7. cruzi a lo largo de los sitios muestreados sin ninguna
delimitacion geografica. Los genes mitocondriales CYT b y ND4 tienen suficiente
resolucion para poder diferenciar subpoblaciones de 7. dimidiata presentes en el pais.
Existen cuatro subpoblaciones de 7. dimidiata delimitados geograficamente. El primero
compuesto por individuos del norte (Alta Verapaz, Baja Verapaz y Zacapa), el segundo por
individuos del sur (Jutiapa, Chiquimula y Santa Rosa), el tercero formado por individuos a

temperaturas templadas en Santa Rosa y el ultimo formado por individuos de Chiquimula
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con caracteristicas de los grupos del norte y el sur. Se planteé que debido a su baja
diversidad genética y el anélisis de reloj molecular pareciera que la introduccion de 7. cruzi
es mas reciente a la evolucion de 7. dimidiata en los sitios muestreados del pais.
Probablemente 7. dimidiata fue introducida cuando se form6 Centroamérica. Se
recomienda, incluir marcadores moleculares nucleares de 7. dimidiata para poder tener un
analisis mas completo y probar con marcadores minisatélites de 7. cruzi para obtener mayor
variabilidad. Ademas, con mayor informacidon se podrian establecer lineas del control del
vector por separado en estas 4 subpoblaciones encontradas en las regiones muestreadas.
También, se recomienda realizar un analisis de congruencia de filogenias entre el
hospedero vertebrado y el parasito para poder determinar el rol del hospedero en la
dispersion de genotipos del parasito. Por Gltimo, se recomienda incluir mas muestras tanto
de T. cruzi como de T. dimidiata para poder realizar pruebas como Fst en las que se puede

medir si existe un flujo genético entre poblaciones.
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ABSTRACT

Chagas Disease is a Latin American endemic disease caused by the parasite
Trypanosoma cruzi and transmitted by feces from triatomines such as Triatoma dimidiata,
which is the principal vector for Guatemala. The disease affects around 10 million people
worldwide, therefore, prevention and control is necessary, principally by vector
elimination. This study pretended to determine if different genotypes of 7. cruzi are
associated with different genotypes of 7. dimidiata in domestic environments. Genotypes of
T. cruzi were obtained from amplification and sequencing of 10 maxicircle fragments.
Meanwhile, genotypes of 7. dimidiata were obtained by amplifying mitochondrial genes
cytochrome b (CYT b) and nicotinamide adenine dinucleotide dehydrogenase 4 (ND4).
Sequences were aligned and phylogenetic trees were made by Maximum Likelihood and
Bayesian Inference methods. To determine if phylogenetic congruence existed between the
parasite and the vector, a reconciled trees analysis was performed, also a Mantel test for
genetic distances correlation and a Procrustean Analysis for Cophylogeny (PACo). No
association between 7. cruzi and T. dimidiata was found in the samples analyzed. The
maxicircle genes showed low variability between the individuals of 7. cruzi analyzed. The
genotypes of 7. cruzi were homogeneous between them with no geographic delimitation.
Instead, mitochondrial genes CYT b and ND4 presented enough resolution to determine 4
geographic delimitated subpopulations of 7. dimidiata. The first composed by individuals
from the North (Alta Verapaz, Baja Verapaz and Zacapa), the second by individuals form
the South (Jutiapa, Chiquimula and Santa Rosa), the third composed by individuals from
mild temperatures of Santa Rosa and the last one formed by individuals from Chiquimula
with characteristics from both the North and South clades. Molecular clock analysis and
low genetic diversity suggest that 7. cruzi introduction is more recent than 7. dimidiata
evolution in the sites studied. 7. dimidiata seems to have been introduced in the country
when Central America was formed. Nuclear molecular markers are needed for 7. dimidiata

to complement the analysis done. Also, other molecular markers for 7. cruzi need to be
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tested, such as minisatellites, in order to obtain more variability. Moreover, with further
studies, different control lines could be established for each of the 4 subpopulations found
of T. dimidiata. Additionally, it is recommended to analyze the phylogeny congruence
between the vertebrate host and the parasite to define the host role as the possible disperser
of the parasite genotypes. Finally, more samples from 7. cruzi and T. dimidiata could be

included to test if genetic flux exists between populations by an Fst test.
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I. INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas, endémica de Latinoamérica, es causada por el pardsito
Trypanosoma cruzi Chagas, 1909 (Kinetoplastida: Trypanosomatidae) y se transmite
principalmente a través de las heces del vector. Estos vectores son chinches triatominas y
el vector principal para Guatemala es Triatoma dimidiata Latreille, 1811. El parésito
tiene una alta dispersion de hospederos por lo que realmente es dificil su eliminacion
(OMS 2010). Por el contrario, se han realizado grandes esfuerzos en el control quimico
del vector por medio de rociamientos de insecticida. A lo largo de los ultimos afios se han
realizado varios estudios de genética de poblaciones del parasito para llegar a determinar
si distintas cepas estan relacionadas con distintos resultados clinicos, todavia no se ha
encontrado una relacion (Messenger et al. 2012). Luego de varios estudios con diferentes
marcadores bioquimicos y moleculares se ha llegado al consenso que existen 6 DTUs
(Dyscrete Typing Units) de 7. cruzi (Zingales et al. 2009). Se han utilizado marcadores
moleculares, sobre todo de genes mitocondriales presentes en el maxicirculo para llegar a
conocer la diversidad intra-DTU. Este estudio busca llegar a determinar la diversidad
intralinaje de 7. cruzi en el Norte y Suroriente de Guatemala utilizando los genes de

maxicirculo.

En el caso de T. dimidiata se han realizado estudios de genética de poblaciones para
llegar a determinar la diversidad genética, y asi determinar su grado de adaptacion a
cambios en el ambiente, y observar como es el flujo genético de poblaciones silvestres,
peridomésticas y domésticas para determinar fuentes de reinfestacion (Dorn et al. 2007).
Algunos de los genes utilizados para llevar a cabo este analisis son citocromo b (CYT b) y
nicotinamida adenina dinucledtido deshidrogenasa 4 (ND4) (Dorn et al. 2009, Monteiro
et al. 2012). Aqui empleamos ambos marcadores moleculares para llegar a determinar las
diferencias genéticas entre las 7. dimidiata del Norte y Suroriente de Guatemala de las
cuales se aislo el parasito a caracterizar con genes de maxicirculo. Asimismo, se
pretende demostrar que existe una asociacion entre los diferentes genotipos encontrados
con T. cruzi y las T. dimidiata de donde fueron aislados utilizando un analisis de

coespeciacion por medio de arboles reconciliados y por medio de distancias genéticas.



A. Antecedentes

1. Enfermedad de Chagas. La enfermedad de Chagas, también conocida como
tripanosomiasis americana, es una enfermedad causada por el parasito protozoario
Trypanosoma cruzi. Este parasito es transmitido a los humanos por medio de heces de
triatominos. Un estimado de 10 millones de personas estan infectadas a nivel mundial,
principalmente en América Latina donde la enfermedad es endémica (OMS 2010). Mas
de 25 millones de personas se encuentran en riesgo de sufrir esta enfermedad (OMS
2010). Se estima que s6lo en el 2008 la enfermedad de Chagas mat6 a mas de 10,000
personas a nivel mundial (OMS 2010). La enfermedad fue nombrada asi luego de su

descubrimiento por el brasilefio Carlos Chagas en 1909 (OMS 2010, OPS 2003).

a. Transmision. La enfermedad de Chagas es transmitida a los humanos y
mas de 150 especies de animales domésticos, como perros, gatos, conejillos de india y a
animales silvestres, como roedores, marsupiales y armadillos, principalmente por insectos
redavidos hematofagos de la subfamilia Triatominae. Los tres vectores mas importantes
en la transmision de 7. cruzi al ser humano son Triatoma infestans Klug, 1834, Rhodnius
prolixus Stal, 1859 y Triatoma dimidiata. Histéricamente, 7. infestans ha sido el vector
mas importante principalmente en las regiones endémicas subamazonicas (sur de
Suramérica). Por otro lado, R. prolixus esta presente tipicamente en la zona norte de Sur
América y en Centroamérica. 7. dimidiata ocupa un area similar al de R. prolixus pero se
extiende mas al norte llegando hasta México. Los triatominos tienen 5 estadios ninfales
antes de llegar a ser adultos. Tanto las ninfas como los adultos son capaces de transmitir a
T. cruzi (Rassi Jr et al. 2010). La probabilidad de que un triatomino infectado pueda
transmitir 7. cruzi varia segun la cantidad de ingesta sanguinea, por lo tanto, estadios mas
grandes y los adultos tienen una tasa de infectividad mas alta (Rassi Jr et al. 2010). Estos
insectos por lo general viven en grietas de casas con construcciones muy pobres en las
areas rurales o suburbanas. Normalmente se esconden durante el dia y son activas durante
la noche cuando aprovechan a alimentarse de sangre humana. Usualmente pican en areas

donde la piel esta expuesta, como la cara (OMS 2010). El parasito entra al cuerpo de la



persona cuando las heces del insecto son restregadas dentro de la picadura, los ojos, la

boca o cualquier cortadura en la superficie de la piel (OMS 2010).

Ademas de la transmisién por medio del vector, la enfermedad de Chagas puede ser
transmitida por transfusiones sanguineas y verticalmente de la madre al infante
(congénita) (Rassi Jr ef al. 2010)). La transmisioén por donadores de organos infectados
cronicamente también es posible y ha sido bien documentado en Latinoamérica (Rassi Jr
et al. 2010). En regiones no endémicas, como Estados Unidos, Canadd y en algunas
partes de Europa, se han encontrado casos de infecciones mediadas por transfusion y
trasplantacion (CDC 2006, Cimo et al. 1993, Leiby et al. 1999, Villalba ef al. 1992). Sin
embargo, el nimero de casos reportados se debe al incremento de inmigrantes de
regiones endémicas de Latinoamérica (Rassi Jr et al. 2010). Raramente la enfermedad de
Chagas puede ser transmitida por medio de comida o liquidos contaminados y por
accidentes en laboratorios que manejan parasitos vivos (Rassi Jr et al 2010). La
transmision oral de la enfermedad de Chagas estd asociada con brotes regionales de
infeccion aguda en areas sin presencia domiciliar de los insectos vectores (Rassi Jr et al.
2010). La ingesta de comida contaminada como jugo de caia de azucar, jugo de fruta de
asai o carne cruda es asociada generalmente con una infestacién parasitica masiva

resultando en una infeccién mas severa y una mayor mortalidad (Pereira et al. 2009).

b. Fases de la enfermedad. La enfermedad de Chagas presenta dos fases. La
primera es conocida como la fase aguda y dura por aproximadamente 2 meses después de
la infeccion. Durante la fase aguda un numero alto de parasitos circulan a través del
torrente sanguineo. En la mayoria de los casos, no pueden haber sintomas o €éstos son
muy leves, pero pueden incluir fiebre, dolor de cabeza, agrandamiento de glandulas
linfaticas, palidez, dolor muscular, dificultad en la respiracion, hinchazén y dolor en el
abdomen o en el pecho (Rassi Jr ef al. 2010). Més del 50% de las personas picadas por un
insecto vector presentan signos caracteristicos como lesiones de piel o una hinchazon en
el parpado del ojo (Signo de la Romafia) (Rassi Jr ef al. 2010). La segunda fase o fase
cronica, los parasitos se encuentran principalmente en el corazoén o en los musculos del

sistema digestivo (OMS 2010). Mas del 30% de los pacientes sufren de desordenes



cardiacos y mas del 10% sufren de problemas digestivos, especialmente el agrandamiento
del esofago o del colon, asi como alteraciones neuroldgicas o mixtas (OMS 2010). Con el
paso de los afios, la enfermedad puede provocar una muerte subita o un fallo cardiaco
provocado por la destruccion progresiva del musculo cardiaco (OMS 2010). La
enfermedad de Chagas también puede ser reactivada cuando un paciente cronicamente
infectado estd inmunosuprimido por una coinfeccion con VIH o porque esta recibiendo

tratamiento con medicamentos inmunosupresivos (Rassi Jr et al. 2010).

c. Tratamiento. Se puede utilizar benznidazole o nifurtimox como
antiparasiticos para eliminar al 7. cruzi. Ambas medicinas son 100% efectivas para curar
la enfermedad si se dan al poco tiempo de haber ocurrido la infeccién durante la fase
aguda. Sin embargo, la eficacia de ambos medicamentos disminuye segun el tiempo de
infeccion (OMS 2010). Este tratamiento también se les da a personas que tuvieron una
reactivacion de la infeccion, a infantes con infeccion congénita y a pacientes durante la
fase cronica temprana (OMS 2010). Pacientes infectados sin sintomas deben de tomar el
tratamiento. Sin embargo, el beneficio potencial de estos medicamentos en la prevencion
o en el retraso del desarrollo de la enfermedad de Chagas tiene algunas limitaciones
como la larga duracion del tratamiento (2 meses) y posibles reacciones adversas (ocurren
en mas del 40% de pacientes tratados) (OMS 2010). Tanto el Benznidazole como el
Nifurtimox no deben de ser tomados por mujeres embarazadas o personas con un fallo en
el higado o el rifion. Nifurtimox tampoco es recomendado para personas con antecedentes
neurologicos o desérdenes psiquiatricos (OMS 2010). Adicionalmente, se debe proveer
tratamientos especificos para las distintas manifestaciones cardiacas o digestivas que el

paciente llegue a presentar (OMS 2010).

d. Diagnostico. En la fase aguda se puede diagnosticar por medio de la
deteccion de tripomastigotes en la sangre. La técnica preferida para identificar la
infeccion congénita es el microhematocrito por su alta sensibilidad y la pequefia cantidad
de sangre que se necesita. También se pueden realizar pruebas serologicas para anti-T.
cruzi 1gG, aunque sélo para neonatos con mas de 6 meses de edad debido a que los

anticuerpos de la madre ya no estan presentes. En algunos laboratorios, se pueden realizar



ensayos basados en la amplificacion de ADN de 7. cruzi mediante PCR, los cuales tienen
una mayor sensibilidad que examinaciones microscopicas. Durante la fase cronica,
debido a que hay una baja parasitemia, la presencia de anticuerpos IgG en contra de T.
cruzi solamente puede ser detectada por ELISA (Enzymelinked immunosorbent assay),

inmunoflorescencia indirecta o hemaglutinacion indirecta (Rassi Jr ef al. 2010).

e. Control y prevencion. No existe vacuna para la enfermedad de Chagas.
El método mas efectivo para prevenir la enfermedad de Chagas en Latinoamérica es a
través del control del vector (Figura No. 1). Ademas, es necesaria la deteccion de la
enfermedad en sangre para prevenir infecciones a través de la transfusion de sangre o en
trasplantes de 6rganos. Existe una gran cantidad de reservorios de parasitos de 7. cruzi en
animales salvajes por lo tanto el parasito no puede ser erradicado. El control de la
enfermedad se enfoca en eliminar el ciclo de transmision y brindar atencion médica para
la poblacion infectada y enferma. Entre las aproximaciones que recomienda la
Organizaciéon Mundial de la Salud para la prevenciéon y control de la enfermedad de
Chagas esta el rociamiento de insecticidas en casas y areas aledafias, mejoramiento de las
casas para prevenir infestacion del vector, medidas de prevencidon personal como el uso
de cedazo en ventanas o camas, buenas practicas de higiene en la preparacion, transporte,
almacenamiento y consumo de alimentos, diagnostico de la enfermedad en donadores de
sangre u organos y la deteccion de la enfermedad en neonatos infectados por sus madres

para proveer un diagnostico y tratamiento mas temprano (OMS 2010).

2. Trypanosoma cruzi

a. Clasificacion taxonémica. 7rypanosoma cruzi, es el agente etiologico de
la enfermedad de Chagas. Es un protozoo caracterizado por la presencia de un flagelo y
una mitocondria con cinetoplasto, un organelo que contiene ADN. Fue descubierto por
Carlos Chagas en 1909 (de Lana y de Menezes 2010). Trypanosoma cruzi es un
organismo bastante antiguo, se ha encontrado ADN de 7. cruzi en tejidos de momias de

hace 9,000 anos (Aufderheide et al. 2004). T. cruzi  pertenece al phylum



Sarcomastigophora, subphylum Mastigophora, orden Kinetoplastida y familia

Trypanosomatidae (Figura No. 2) (Rassi et al. 2012).

Figura No. 1. Prevalencia e iniciativas de control del vector en los paises de

Latinoamérica (Jannin y Salvatella 2006).




Figura No. 2.Taxonomia de Trypanosoma cruzi (Rassi et al. 2012).
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b. Cinetoplasto.

(Subphylum) (Family) (Genus)  (Species)
Cnidospora Sarcodina Phytomastigophorea  Diplomonadida  |Trypanosomatidae| ~ Leishmania
Sporozoa Opalinata  [Zoomastigophorea| ~ Trichomonadida
Ciliophora Mastigophora Kinetoplastida
Sarcomastigophora

Es un organelo tnico de flagelados unicelulares del orden

Kinetoplastida. Este contiene ADN, conocido como ADNk (Kinetoplastid DNA) el cual

contiene una red gigante de ADN circular concatenado (Figura No. 3). Los circulos de

ADNk pueden ser de dos tipos, maxicirculos y minicirculos. Los maxicirculos

generalmente son de 20 a 40 kb, y presentan una docena de copias idénticas por red

(Figura No. 4). En cambio, los minicirculos tienen miles de copias por red, tienen un

tamafio de 0.5 a 10 kb y son casi del mismo tamafo, pero heterogéneos en su secuencia.

Los maxicirculos codifican los productos tipicos de genes mitocondriales como ARN

ribosomal y subunidades de complejos de la cadena respiratoria (Lukes ef al. 2002).

Figura No. 3. Esquema general de un epimastigote de 7. cruzi con sus principales

estructuras celulares (Docampo et al. 2005).
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Figura No. 4. Esquema de la organizacion del ADN dentro de un tripanosoma (Gott

2003).

KINETOPLAST

c. Morfologia. 7. cruzi tiene tres fases morfologicas y fisicas distintas
durante su ciclo, las cuales son identificadas por la posicion relativa del cinetoplasto en
comparacion en relacion al nucleo y el flagelo. Todas estas formas se pueden detectar
facilmente en el microscopio por preparaciones teilidas con Giemsa (de Lana y de

Menezes 2010).

1) Amastigotes. Son estadios redondos dentro de las células de mamiferos,
despliegan un flagelo corto y que no es libre del cuerpo celular en microscopia
electronica (Figura No. 5). Estas formas se pueden replicar mediante fision binaria. Este
estadio puede ser reproducido en cultivos celulares de distintas células de mamiferos, son
de aproximadamente 25 um de largo y 2 um de diametro e infectivas para mamiferos (de

Lana y de Menezes 2010).

2) Epimastigotes. Son de 2040 um de largo y estan presentes en el tracto
intestinal y urinario del vector. Estos se multiplican por fision binaria y tienen un flagelo
libre que se origina en la posicion anterior del nicleo (Figura No. 6). Este estadio se
puede reproducir en medios de cultivo liquidos y no son infectivos para mamiferos (de

Lana y de Menezes 2010).



Figura No. 5. Amastigotes de cultivos celulares tefiiddos con Giemsa (Carvalho 2010).
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Figura No. 6. Epimastigotes de un cultivo axénico (Carvalho 2010).
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3) Tripomastigotes. Presentan un flagelo libre largo que se origina después
del nucleo (Figura No. 7). Este estadio es el mas importante, son infectivos y estan
presentes en la sangre de los mamiferos hospederos. Pueden infectar triatominos durante

la ingesta sanguinea. Este estadio estd presente en las heces y orina del vector, donde se
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les conoce como tripomastigotes metaciclicos y son liberados hacia el exterior durante la
alimentacion del vector. Estos se originan de epimastigotes que sufren un proceso de
metaciclogénesis durante la fase estacionaria de crecimiento en un cultivo axénico o de
amastigotes de un cultivo celular. Este estadio no se puede multiplicar (de Lana y de

Menezes 2010).

Figura No. 7. Tripomastigotes de sangre teflida con Giemsa mostrando diferentes

aspectos morfologicos (Carvalho 2010).

Trypomastigote Amastigote Promastigote Epimastigote

d. Ciclo de vida. La enfermedad de Chagas originalmente era s6lo una
enfermedad enzootica, sin embargo, se transform6 en una antropozoonosis cuando el ser
humano invadid el ecotopo salvaje derribando los bosques y por lo tanto removiendo los

animales salvajes. Los triatominos se adaptaron facilmente a las nuevas viviendas



construidas y empezaron a utilizar a sus habitantes tanto humanos como animales como
fuente de alimento. De esta manera se establecen tres ciclos intercomunicados: el ciclo

salvaje, el ciclo peridoméstico y el ciclo doméstico (Coura y Borges-Pereira 2010).

El ciclo de vida de T. cruzi es complejo, con varias fases de desarrollo en los insectos
vectores y en los hospederos (Figura No. 9). El ciclo inicia cuando un triatomino se
alimenta de sangre de un hospedero o reservorio. Los tripomastigotes se transforman en
epimastigotes y los epimastigotes se replican por medio de fision binaria en el intestino

medio de la chinche.

Los epimastigotes migran hacia el intestino grueso y el recto y se diferencian en
tripomastigotes metaciclicos que son liberados en las heces. Los tripomastigotes
metaciclicos infectivos son liberados a la piel del hospedero y pueden entrar al hospedero
mediante el frotamiento o rascado de la herida producida por la picadura, o por
superficies mucosas o conjuntivales. Cuando estos entran a través de superficies
conjuntivales se observa el signo de Romafia, el cual es una inflamacion en los parpados.
También se pueden observar chagomas, que son inflamaciones en el sitio de entrada del
parasito. Para que los tripomastigotes puedan penetrar la célula hospedera se necesita del
reclutamiento y fusion de lisosomas. Los tripomastigotes dentro de la célula se
diferencian en amastigotes y €stos se replican dentro de la célula por medio de fision
binaria. Los amastigotes se transforman de nuevo en tripomastigotes y pueden esparcir la
infeccion a otras células a través del torrente sanguineo. Los amastigotes dentro de las
células son los causantes de las patologias observadas en la fase cronica de la enfermedad
como megaesofago, megacolon o cardiomiopatia. Un nuevo vector puede tener una
ingesta sanguinea del hospedero infectado y por lo tanto ingiere los tripomastigotes

presentes en el torrente sanguineo y se repite el ciclo (Rassi Jr ef al. 2010).

11
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Figura No. 9. Ciclo de vida de 7. cruzi transmitido (Rassi Jr et al. 2010).

/ g \ Trypomastigotes transform into
| | epimastigotes, and epimastigotes
\.‘_ )/ replicate by binary fission (midgut)

Triatoma mfesrans/ ! Epimastigotes migrate to the
' g \ ; hindgut and rectum, and differentiate
' * Forequt into metacyclic trypomastigotes that
T : are released by defecation

Infective metacyclic trypomastigotes
released onto skin of a mammalian
host in faeces

Rhodnu.rs pmlrxus \] !

o .
-\_:;-E- o Metacydlic trypomastigotes enter the host
\ / B e, through rubbing or scratching of the bite

+* wound, or through permissive mucosal or

mqmm d[m|d,gm Bloodmeal Triatomine insect
\ conjunctival surfaces

.' Mammalian host Skin or mucosa
————» Signs of portal of -
Trypomastigote sl entry
Wi rd = _ Recruitment and fusion of
Try;on?jashgotes lysosomes from the host cell |
(LTSS are needed for trypomastigotes

Infection of

to penetrate local cells
new cells -

Trypomastigote in

.- lysosome-derived
membrane-bound
vacuole A
- ——/ | 4EEE Romana sign
vacuolet
Transformation of | ¢ Differentiation
amastigotes -5E muon o into amastigotes
After decades into trypomastigotes Em:sr:g:;z;w
: =
Myocardial cell full of amastigotes
Megaoesophagus Megacolon Cardlomyopalhy Tz
B e e Acute phase of Chagas disease
e. Diversidad genética de 7. cruzi. La diversidad biologica, bioquimica y

genética de 7. cruzi ha sido reconocida desde hace mucho tiempo, asi como su
complejidad ecoepidemiologica. A lo largo de los afos, se han realizado varias
aproximaciones para caracterizar la diversidad de 7. cruzi y definir varios subgrupos.
Estos subgrupos han recibido diferentes denominaciones, ya sea zimodemos (Miles et al.
1977, Miles et al. 1978, Miles ef al. 1981, Romanha et al. 1979), esquizodemos (Morel et
al. 1980), biodemos (Andrade 1974, Andrade y Magalhdes 1997), clonets (Tibayrenc y
Ayala 1991), linajes (Souto et al. 1996), clados (Kawashita et al. 2001) y mas
recientemente, DTUs (Dyscrete typing units) (Tibayrenc 1998) y haplotipos (de Freitas et
al. 2006, Herrera et al. 2007).



En 1999, en una reunion satélite del Simposio Internacional para conmemorar el 90
aniversario del descubrimiento de la enfermedad de Chagas, se determind que con toda la
informacion que habia disponible se podia llegar al consenso que las cepas de 7. cruzi
estan agrupadas en dos grupos mayores. En base a la caracterizacion bioquimica con
biodemos y zimodemos y técnicas moleculares como MLEE (Multilocus Enzyme
electrophoresis), RAPD, miniex6én y 24Sa, se nombraron los dos grupos principales
como T. cruzi 1'y T. cruzi Il (Zingales et al. 2009). Después de 10 afios de dicha reunion,
se avanz6 aun mas sobre el conocimiento de la diversidad de 7. cruzi. Utilizando la
genotipificacion de multilocus se determind que existian seis distintos DTUs, que se
podian agrupar en dos subdivisiones DTU I y DTU II. Un DTU (Dyscrete Typing Unit)
esta definido como un set de stocks que estan genéticamente mas relacionados entre si
que con otro stock y que son identificados por marcadores genéticos, moleculares o
inmunologicos comunes (Tibayrenc 1998). EI DTU II luego se dividio en cinco DTUs
mas, DTU IIa, IIb, Ilc, IId y Ile, basado en informacion filogenética de marcadores
MLEE y RAPD. Los DTUs I y IIb corresponden a los grupos 7. cruzi 1y T. cruzi 11 del
consenso de 1999 (Zingales et al. 2009).

En una segunda reunion Satélite en 2009 se llegd al consenso por un comité experto
en reconocer las cepas de 7. cruzi en seis DTUs (Figura No. 10), siendo nombrados
desde T. cruzi 1, 11, 11, IV, V y VI respectivamente (Zingales et al. 2009). La nueva
nomenclatura de 7. cruzi permite una mayor facilidad para la comunicacion de los
cientificos involucrados en la investigacion de la enfermedad de Chagas. Actualmente, se
han hecho intentos de estandarizar un método para la determinacion de los distintos
genotipos de 7. cruzi. Lewis et al. (2009) recomiendan el uso de tres ensayos utilizando
PCR de ADNr, y PCRRFLP de los loci HSP60 y GPI. Aunque la variabilidad genética de
T. cruzi ha sido propuesta como el resultado de una evoluciéon clonal (Tibayrenc et al.
1986), se ha ido incrementando la evidencia que existen intercambios genéticos entre los

parasitos mediante el analisis de genes de maxicirculo (Messenger ef al. 2012).
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Figura No. 10. Distribucion de los 6 DTUs de T. cruzi (Llewellyn y Miles 2010).
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1) Genotipificacion con genes de maxicirculo. Los genes de maxicirculo se

han utilizado para estudiar la diversidad intralinajes de 7. cruzi. Sin embargo, nunca se
incluyen andlisis con genes nucleares. Por lo tanto, se puede incluir la informacion de
genes mitocondriales con otros componentes nucleares para la realizacion de estudios
filogenéticos (Messenger ef al. 2012). Un estudio filogenético, busca usar datos
morfoldgicos o genéticos para poder crear arboles que permitan entender las relaciones

evolutivas entre especies (Black IV y Barker 2005).

Los genes mitocondriales son bastante populares en el estudio de filogenias debido a
que tienen un numero alto de copias, un tamafio pequefio y una tasa de mutacién mas
rapida en comparacion con el ADN nuclear. Messenger et al. (2012) utilizaron 10
fragmentos de genes mitocondriales del maxicirculo para describir la diversidad
intraDTU de 7. cruzi. Se determiné que esta técnica era una herramienta poderosa para la
genotipificacion a un nivel sub-DTU. Asi mismo, utilizando estos marcadores Messenger
et al. (2012) demostraron la primera evidencia de heteroplasmia mitocondrial en 7. cruzi

contrario al paradigma tradicional de la clonalidad. En este estudio, Messenger et al.



(2012), realizaron un arbol filogenético a partir de secuencias de los genes de maxicirculo
concatenados. El método de Maximum Likelihood es uno de los cuatro métodos
utilizados para la reconstruccion de filogenias, los otros 3 son méxima parsimonia,
Neighbor-Joining e inferencia Bayesiana (Challis 2006). El método de Maximum
Likelihood fue creado por Felstein (1981) y es similar al método de méxima parsimonia,
en el hecho que evalua todos los arboles posibles. Sin embargo, diferencia entre todos los
arboles en base a la probabilidad de que el arbol bajo consideracion produzca los datos
observados. Es decir, el arbol que mejor explique los patrones de variacion observados en
los datos es el de mayor verosimilitud (Maximum Likelihood) (Black IV y Barker 2005).
La principal limitacién de este método es que el analisis de grandes sets de datos requiere

bastante tiempo (Challis 2006).

Para evaluar el arbol filogenético creado, Messenger et al. (2012) utilizaron
bootstraps (1000 réplicas) y probabilidades posteriores bayesianas. El método de
bootstrap es un método donde los datos usados para generar la filogenia original son
reordenados al azar y se crean un nuevo set de datos. Con el nuevo set de datos se crea un
arbol filogenético y se registra el nimero de veces que una rama es resuelta en la misma
posicion del cladograma. El producto final es un arbol que indica las ramas que aparecen
en la mayoria de las replicaciones del bootstrap y la frecuencia de estas replicaciones. Por
lo tanto, el bootstrap indica la consistencia con la que un set de datos apoya la posicion de
una rama en particular (Black IV y Barker 2005). Por el otro lado, las probabilidades
posteriores bayesianas parte del hecho que el método de inferencia Bayesiana se basa en
el calculo posterior de probabilidades de un arbol preliminar utilizando el método
numérico de la cadena de Markov Monte Carlo. A diferencia de otros métodos, la
inferencia Bayesiana puede incorporar informacion previa a la filogenia a través de la
especificacion de las probabilidades de la distribucion de los arboles (Huelsenbeck et al.

2002).

Zumaya et al. (2012) utilizaron los mismos fragmentos de maxicirculo
(Messenger et al. 2012) y marcadores nucleares para determinar el origen de un genotipo

doméstico de Tcl. Para llevar a cabo este estudio utilizaron 72 muestras de Tcl, dentro de
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las cuales se encontraban 12 muestras de ADN de 7. cruzi provenientes de Guatemala.
Para estas 12 muestras ya se tienen las secuencias de 9 fragmentos de genes de
maxicirculo, con excepcion del gen ND4. Al igual que Messenger et al. (2012), Zumaya
et al. (2012) usaron el método de Maximum Likelihood, bootstrap y probabilidad
bayesiana posterior para reconstruir su filogenia. Zumaya et al. (2012) encontraron que
los aislados pueden ser agrupados en tres poblaciones: Suramérica, Norte y
Centroamérica y Tcl doméstica (Figura No. 11). Una disminucién en la diversidad
genética a través de las poblaciones y el analisis de agrupamiento correspondiente
sugieren que el origen del genotipo doméstico de Tcl ocurrié en Norte y Centroamérica y

luego se disperso hacia al sur.

3. Triatoma dimidiata

a. Distribucion. El vector de la enfermedad de Chagas Triatoma dimidiata
es una especie altamente variable con una amplia distribucion geografica, desde México
y Centroamérica hasta Venezuela, Colombia, Ecuador y el norte de Peru (Figura No. 12)
(Dorn et al. 2007). El origen de esta especie aparenta ser el sur de México y el Norte de
Guatemala (Schofield 2002). Actualmente es el vector de la enfermedad de Chagas mas
importante en Guatemala, El Salvador, Nicaragua y Costa Rica y el segundo de mayor
importancia en Honduras y Colombia (Dorn ef al. 2007). Para el control de esta especie
se debe de tomar en cuenta su enorme variacion y la diversidad de su habitat, que incluye
diferentes tipos de ecotopos silvestres, peridomésticos y domésticos (Monroy et al.
2003b, Petana 1971, Zeledon et al. 1973). T. dimidiata pertenece a un grupo de insectos
redividos que pueden ser encontrados en ambientes silvestres y artificiales como

gallineros o pilas de madera y colonizando casas (Schofield 2002).
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Figura No. 11. Agrupamiento de 72 aislados de 7. cruzi I, asi como de grupos externos,
basado en la concatenacion de 9 secuencias de maxicirculo (Zumaya et al. 2012).
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Figura No. 12. Distribucion de las 3 especies de triatominos mas importantes en América

(Schofield y Gorla 2010).

of all Triatominae in
the Americas

L | Triatoma dimidiata
. Rhodnius prolixus

. Triatoma infestans

m Approximate maximum
T infestans range

I Approximate boundaries

b. Ecologia. 7. dimidiata se puede encontrar en varias zonas de vida y
ecosistemas (Dorn et al. 2007). En Guatemala, el vector es mas abundante en bosque
tropical seco cerca de la frontera con El Salvador (Monroy et al. 2003a, Tabaru et al.
1999). Sin embargo, las poblaciones en Guatemala son bastante dispersas y diferentes y
no se ha determinado que los factores climaticos puedan predecir de manera adecuada su
distribucion. Esta especie tiene mayor distribucion en alturas a mas de 1000 metros sobre
el nivel del mar, sin embargo, se puede encontrar de 0 a 1750 msnm en Guatemala
(Tabaru et al. 1999) y de 1000 a 2000 msnm en Costa Rica (Zeledon et al. 2001a).
Diferentes poblaciones de 7. dimidiata han sido encontradas en distintos microhabitats,

como estiércol de vaca, en troncos podridos (Campos 1931), en cuevas ocupadas por



murci¢lagos, en pilas de rocas, en ruinas mayas, en huecos de arboles, palmeras y nidos
de mamiferos como zarigiieyas y armadillo (Monroy et al. 2003b, Petana 1971, Zeledon
y Rabinovich 1981). Las poblaciones de 7. dimidiata también tienen preferencias en
cuanto a su alimentacion (Dorn et al. 2007). Entre las fuentes de alimentaciones mas
importantes son ratas (Arzube 1966) y otros mamiferos y aves (Christensen et al. 1988),
en los que se incluyen humanos y animales asociados como perros (Christensen et al.

1988, Sasaki et al. 2003) y gallinas (Quintanal y Polanco 1977).

c. Ciclo bioldgico. Los triatominos son insectos exopterigotas (Noireau y
Dujardin 2010). No tienen una pupa y son hemimetabolos, es decir, tienen metamorfosis
incompleta (Noireau y Dujardin 2010). Tienen 5 estadios ninfales que tienen un parecido
a la fase adulta presentando alas rudimentarias en los ultimos estadios (Noireau y
Dujardin 2010). El ciclo esta compuesto por huevos, 5 estadios ninfales y los adultos
femeninos o masculinos (Noireau y Dujardin 2010). El ciclo completo desde huevo a
adulto dura aproximadamente 269 dias (Reyes y Angulo 2009) (Cuadro No. 1). Las
ninfas difieren de adultos principalmente por la falta de alas desarrolladas o genitales. No
obstante, ocupan el mismo habitat y se alimentan de los mismos hospederos (Noireau y
Dujardin 2010). Esto significa que todos los estadios ninfales y ambos sexos se
alimentan de sangre de vertebrados y son capaces de transmitir 7. cruzi (Noireau y
Dujardin 2010). El tiempo de desarrollo de T. dimidiata toma alrededor de 1 afio, aunque
esto varia segun las condiciones ambientales como temperatura, humedad y la

alimentacion (Noireau y Dujardin 2010).

Figura No. 13. Estadios de Triatoma dimidiata (OPS 2003).

Triatoma dimidiata
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Cuadro No. 1. Ciclo de desarrollo de huevo-adulto de 7. dimidiata expresado en dias

(Reyes y Angulo 2009).
Estadio n Duracién en dias %
Minimo Maximo Media+DE Mortalidad
Huevo a NI 102 24 30 27,9220 0
NI-NII 9% 17 105 33,0+ 15,5 6
NII-NIII 92 22 128 37,6 = 14,1 4
NIH-NIV 87 30 104 41,0+ 10,6 5
NIV-NV 83 30 142 60,7 + 21,4 4
NV-AD 80 51 89 68,5+ 8,4 3
Huevo-adulto 80 174 598 268,91 22
d. Diversidad genética de 7. dimidiata. El primer estudio genético que

determinaba la presencia de nuevas especies cripticas de 7. dimidiata fue realizado por
Marcilla et al. (2001). En este estudio se utilizd el espacio interno transcrito 2 (Internal
Transcribed Spacer 2, ITS-2) para identificar dos clados de Triatomini (Marcilla et al.
2001). Un clado consiste en especies de Norte y Centroamérica y el otro de las especies
de Suramérica. Este ha sido util para demostrar que ciertas poblaciones fueron

introducidas de otras partes y desafiar arreglos taxonémicos previos.

Asi mismo, CYT b ha sido utilizado para relaciones filogenéticas, estudiar estructuras
genéticas de la poblacion, desafiar estados taxondmicos, inferir poblaciones ancestrales y
fuentes de reinfestacion (Almeida et al. 2008, Giordano et al. 2005, Lyman et al. 1999,
Martinez et al. 2006, Monteiro et al. 2000, Monteiro et al. 1999, Pfeiler et al. 2006).
Dorn et al. (2009) utilizaron el ITS-2 y CYT b para analizar la taxonomia de 7. dimidiata
de México y Centroamérica. En este estudio se encontr6é que 7. dimidiata se dividia en 4
taxa: uno formado por el centro de México y noroeste de México, Guatemala y Belice
(Grupo 2), el otro formado por Guatemala, Honduras, El Salvador, Nicaragua y Costa
Rica (Grupo 1A), el tercero estd formado por Panaméa y Colombia (Grupo 1B) y el
cuarto (Grupo 3) se encuentra en México y el norte de Guatemala y Belice (Figura No.
14). Estos grupos corresponden a las subespecies propuestas por Usinger (1944): el
Grupo 1A corresponde a 7. dimidiata dimidiata, el Grupo 1B corresponde a T. dimidiata

capitata y el Grupo 2 corresponde a 7. dimidiata maculipennis.



Figura No. 14. Distribucion geografica de los grupos de haplotipos de ITS-2 de T.

dimidiata.
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Grupo 1A (rojo), Grupo 1B (Azul), Grupo 2 (amarillo) y Grupo 3 (verde) (Dorn et al.
2009).

Monteiro et al. (2012) utilizaron fragmentos de los genes mitocondriales
citocromo b (CYT b) y nicotinamida adenina dinucledtido deshidrogenasa 4 (ND4) para
analizar las poblaciones de 7. dimidiata y contribuir a la comprension de este complejo
de subespecies y entender mejor su distribucion en el continente americano. En este
estudio encontraron 4 grupos monofiléticos (Figura No. 15): grupo I, distribuido en el sur
de México y a través de Centroamérica, y llega hasta Colombia y Ecuador; grupo 11, que
incluye poblaciones del oeste y suroeste de México; grupo III que comprende la
peninsula de Yucatan y el grupo IV que esta ubicado en Belice (Figura No. 16). También
se determino el tiempo de divergencia de estos 4 grupos siendo estos de 2.81, 1.91, 0.87 y

0.69 millones de anos para los grupos I, II, IIT y IV respectivamente.
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Figura No. 15. Arboles filogenéticos de 7. dimidiata utilizando el método de Maximum

Likelihood.
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El arbol de la izquierda es basado en secuencias de CYT b mientras que el de la

derecha es basado en secuencias de ND4 (Monteiro ef al. 2012).



Figura No. 16. Distribucion geografica de los 4 grupos de 7. dimidiata segin secuencias

de CYT by ND4 (Monteiro et al. 2012).

------

Guatemala

4. Coespeciacion vector-parasito en enfermedad de Chagas. Un estudio de
coespeciacion busca determinar las asociaciones geograficas o ecologicas entre dos
clados. En el caso de coespeciacion entre parasito y huésped se han formulado varias
reglas, entre ellas la mas utilizada es la regla de Fahrenholz. Esta regla establece que la
filogenia de un linaje de parasitos refleja la filogenia de sus huéspedes (Brooks 1979). La
coespeciacion entre dos taxones puede deberse a la descendencia, en la que los ancestros
de los clados se asociaron y la asociacion se heredo o por el proceso de colonizacidon, en

el que las especies se originaron en contextos distintos y luego se relacionaron por
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transferencia o dispersion. Maia Da Silva et al. (2007) realizaron un estudio para
identificar las relaciones evolutivas entre linajes de Trypanosoma rangeli e insectos
vectores del género Rhodnius. Para esto se comparo la filogenia de aislados del parasito

con la de las especies del vector.

Se utilizaron 33 aislados de 7. rangeli, se les realizO un andlisis filogenético
utilizando secuencias del spliced-leader gene y se compar6 con la filogenia de especies
de Rhodnius utilizando el gen CYT b. Maia Da Silva et al. (2007) encontraron una
congruencia entre el andlisis filogeografico de linajes 7. rangeli y diferentes complejos
de Rhodnius, con lo que apoyan la hipdtesis de una larga coexistencia entre parasitos y
vectores, con una divergencia en linajes asociada a especies simpatricas de Rhodnius
aparentemente sin ninguna asociacion a hospederos vertebrados particulares. Para
determinar la coespeciacion entre vector y parasito se utilizo el programa Treemap 2.02

(Page y Charleston 1998).

La congruencia entre las filogenias de parasitos y de los huéspedes se pueden
clasificar en dos métodos: basados en eventos y de ajuste global (Desdevises 2007). Entre
los métodos basados en eventos esta el andlisis de parsimonia de Brooks y el de arboles
reconciliados. Este ultimo fue el utilizado por Maia Da Silva et al. (2007). El analisis de
parsimonia de Brooks es un método cladistico propuesto por Brooks (1979), 1990),
Wiley (1987), 1988a), b) para analizar la coespeciacion entre dos o mas taxones
diferentes. En este método se marcan los nodos en los cladogramas y se construye una
matriz de datos donde las filas representan las especies de huéspedes y en cada columna
se marca presencia-ausencia del pardsito. Un problema con este método es que no
siempre produce reconstrucciones biologicamente razonables (Page 1994b). Una
metodologia alternativa fue propuesta por (Page 1993, 1994a) basado en la idea de
reconciliar las filogenias de dos diferentes taxones. En este método se determinan las
incongruencias entre cladogramas del huésped y el pardsito y se construye un solo
cladograma por medio de duplicaciones, pérdidas, eventos de coespeciacion y cambios de

huéspedes que permita reconciliar ambas filogenias (Morrone 2010).



Por el otro lado, los métodos de ajuste global cuantifican el nivel de congruencia
entre las filogenias del hospedero y del pardsito. Estos andlisis por lo general estan
basados en distancias genéticas a diferencia de los basados en eventos ((Balbuena et al.
2013, Hommola et al. 2009, Legendre et al. 2002). Entre los métodos mas usados es
ParaFit (Legendre et al. 2002), HCT (Hommola et al. 2009) y PACo (“Procrustean
Approach to Cophylogeny”) que tiene un enfoque procusteano para cofilogenia
(Balbuena et al. 2013).Este ultimo método se basa en el analisis procusteano, que es una
técnica utilizada para desplegar dos o mas datos multivariados en una superimposicion
optima (Balbuena et al. 2013). Este método provee un grafico construido a partir de
coordenadas creadas con un enfoque procusteano en el que se pueden observar

asociaciones existentes entre hospedero y parasito (Balbuena et al. 2013).

5. Trabajos previos realizados en Guatemala. King ef al. (2011) encontraron que
los factores de riesgo ambientales y domiciliares para la infestacion de Triatoma
dimidiata en Baja Verapaz diferian de los factores de riesgo de Jutiapa. Respecto a los
factores ambientales, en Baja Verapaz se determind que un incremento en el promedio de
la temperatura de la superficie durante el dia, en el promedio de infrarrojo medio y en la
proporcion de cultivos a 2 km de las aldeas estaban asociados con un incremento en el
riesgo de infestacion. En Jutiapa, el indice normalizado de diferencia de vegetacion
(NDVI), tenia un efecto positivo en el riesgo de infestacion, mientras que el promedio de
infrarrojo medio, el promedio de la temperatura durante el dia y las proporciones de
cultivos y asentamientos a 2 km de las aldeas, estaban asociados con una disminucion en
el riesgo de infestacion. En el caso de los factores de riesgo domiciliares, en Baja
Verapaz habia un mayor riesgo en construcciones con adobe y menor en las casas con
techo de aluminio. En Jutiapa, el riesgo es mayor en casas con suelos sucios y techos de
aluminio o teja y mas bajo en domicilios con piso de ceramica o concreto. Asi mismo, se
encontrd que paredes construidas de bajareque fueron asociadas con un incremento en el
riesgo de infestacion, mientras que paredes de ladrillo y block tuvieron disminuian el
riesgo de infestacion. Contrastantemente, los efectos de materiales como techos de
aluminio o teja fueron diferentes entre los dos departamentos. El hecho de que existan

distintos factores de riesgo ambientales y domiciliares para la infestacion entre estos dos
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departamentos, apoya la idea de que existen distintos ecosistemas relacionados al vector,
lo que podria representar distintos ciclos de transmision y verse reflejado en asociaciones

de genotipos del vector con genotipos del parasito.

Rivera (2003) identific6 3 microsatélites polimorficos (MS3, MS5 y MS6) para T.
cruzi aislados de T. dimidiata, R. prolixus y Rhodnius pallescens; reservorios y humanos
de 6 departamentos endémicos de Guatemala, Panama, Ecuador y Brasil. Con estos 3
microsatélites polimorficos, Rivera et al. (2004) identificaron dos genotipos en
Guatemala seglin su distribucién geografica (Figura No. 17). En el norte de Guatemala,
especificamente en el departamento de Baja Verapaz, la mayoria de los aislados de T.
cruzi (14/30) pertenecian al genotipo GN (Guatemala North), mientras que solamente
1/30 pertenecia al genotipo GS (Guatemala South). Por el otro lado, en el sureste de
Guatemala, principalmente en los departamentos de Chiquimula, Jalapa, Jutiapa y Santa
Rosa, los aislados pertenecian principalmente al genotipo GS (29/73) y solamente 9/73 al
genotipo GN. La diferencia en la distribucion geografica de cada cepa fue significativa

(c2= 20.9, df=2, p<0.0001).

Entre algunos estudios utilizados para encontrar asociaciones entre parasito y vector
esta el de Paiz (2008) en el que se utilizo el miniexdn para caracterizar los linajes de 7.
cruzi presentes en 7. dimidiata y R. prolixus. No se encontré una diferencia significativa
entre los linajes de 7. cruzi aislados de T. dimidiata y los aislados de R. prolixus, 1o que
indica un traslape entre los ciclos domésticos y silvestres. Asi mismo, Grajeda (2006)
utiliz6 genes de minicirculo para encontrar diferencias en la infeccion con 7. cruzi 'y T.
rangeli y microsatélites para encontrar diferencias entre los parasitos aislados de T.
dimidiata y R. prolixus. Se determind que R. prolixus estd principalmente infectado con
T. rangeli y T. dimidiata esta principalmente infectado con 7. cruzi. Ademas, se encontrd
que existia diferencia entre las poblaciones de 7. cruzi aisladas de distintas especies de

vectores, sugiriendo que los ciclos de transmision son distintos para ambos.



Figura No. 17. Anélisis filogenético de aislados de 7' cruzi en Guatemala usando la

distancia genética de Cavalli-Sforza y el método de Neighbor-Joining (Rivera et al.

2004).
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B. Justificacion

Los estudios de genética de poblaciones son una gran herramienta para entender la
epidemiologia de la enfermedad de Chagas y establecer estrategias mas efectivas del
control vectorial y del parasito. Estos estudios permiten tener estimados de la diversidad
genética presente en las poblaciones, por lo que sirven para predecir la adaptabilidad del
vector (por ejemplo, a la domesticacion o resistencia a insecticidas). Ademas, estudios de
flujos genéticos entre las poblaciones son utiles para definir la cobertura geografica para
un control exitoso del vector, la importancia de las poblaciones silvestres en la
infestacion del area doméstica o las fuentes de reinfestacion luego de un rociamiento con
insecticida. Cuando una poblacion de triatominos estd presente de manera doméstica,
peridoméstica y selvatica y el flujo genético entre ellos es significante, el rociamiento de
insecticida es de una eficacia limitada. Es importante conocer las poblaciones del vector
antes de la aplicacion de quimicos para establecer lineas base y poder monitorear mejor la
incidencia y prevalencia de esta enfermedad. Ademas, el entender la variabilidad genética
de T. cruzi ayuda a elucidar respuestas sobre la variabilidad en los resultados clinicos, en
los cuales se tiene desde infecciones asintomaticas hasta enfermedades cronicas severas
en las que un genotipo puede estar asociado con la preferencia por el tejido
cardiovascular o gastrointestinal. No obstante, ain no se ha encontrado ninguna relacion

de estas variables clinicas con una variedad del parasito en especifico.

En Guatemala, segiin datos del Ministerio de Salud Publica del afio 2009, hay
aproximadamente 4 millones de personas en riesgo de adquirir esta enfermedad y
730,000 se encuentran infectadas. Luego de haber seguido un programa de rociamiento
de insecticida se necesitan de estudios de genética de poblaciones para llegar a
comprender la prevalencia de esta enfermedad en algunas regiones del pais sobre todo en
las regiones Central (Alta y Baja Verapaz) y del Suroriente (Zacapa, Chiquimula, Jalapa,
Jutiapa y Santa Rosa). Ademas, en Guatemala son pocos los estudios realizados sobre la
diversidad genética tanto del parasito como del vector. No existe ninglin estudio previo
de diversidad genética utilizando genes del maxicirculo para 7. cruzi los cuales han

demostrado tener una mayor resolucion que muchos genes nucleares. Asi mismo, no



existen estudios que integren aspectos como las interacciones vector-parasito con datos
de genética de poblaciones para poder entender la relacion existente entre la estructura de
una poblacion vectorial y la transmision del parésito. El realizar estudios de variabilidad
genética tanto del vector como del parasito son de gran importancia para poder llegar a
comprender mejor la enfermedad de Chagas en el pais y poder erradicarla de una manera

mas facil y efectiva.

C. Objetivos
1. General
a. Determinar si existe asociacion entre genotipos de 7. cruzi y de T. dimidiata en

ambientes domésticos de Guatemala

2. Especificos

a. Implementacion de un PCR para genes de maxicirculo de 7. cruzi.

b. Generacién de arboles filogenético de 7. cruzi en Guatemala con base al
alineamiento de las secuencias de los genes de maxicirculo de 7. cruzi.

c. Implementacién de un PCR para los genes mitocondriales ND4 y CYT b a
partir de patas conservadas en etanol al 70% de T. dimidiata de las cuales se
aislaron los parasitos.

d. Generacion de arboles filogenéticos de 7. dimidiata en Guatemala con base al
alineamiento de las secuencias de ND4y CYT b.

e. Determinar si existe congruencia de filogenias entre 7. dimidiata y sus aislados

de T. cruzi.

D. Hipotesis

1. Hipotesis nula: No existen asociaciones entre genotipos de 7. cruzi y genotipos

de T. dimidiata en ambientes domésticos en Guatemala.

2. Hipotesis de trabajo: Existen asociaciones entre genotipos de 7. cruzi y

genotipos de 7. dimidiata en ambientes domésticos en Guatemala.
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A. Procedimientos

1. Genotipificacion de 7. cruzi

conservadas a -20°C extraidas de cultivos de 7. cruzi realizadas por Rivera (2003). Estas
muestras se seleccionaron con base a los distintos genotipos encontrados por medio de
microsatélites (Rivera et al. (2004) y con base a las muestras de las cuales ya se tenia una

secuencia de los genes de maxicirculo (Zumaya et al. 2012). Asimismo, se utiliz6 ADN

Seleccion de muestras de ADN. Se seleccionaron 15 muestras de ADN

I1.

METODOLOGIA

previamente aislado de humano (H7) como control positivo.

Cuadro No. 2. Muestras de 7. cruzi seleccionadas para el andlisis cofilogenético

ID N([;Se l;?tclil')tfzi Depto. Municipio Aldea Lat. Long. (?I: zll:l;g
11 GS Zacapa Zacapa Plan del Morro 14.88231 -89.6043 706
38 G2 Jutiapa Yupiltepeque La Perla 14.15724  -89.768 775
46 G3 Sta. Rosa Sta. Cruz el Naranjo Agua Blanca 14.39431 -90.3633 1170
53 G2 Sta. Rosa Oratorio El Amatillo 14.19525 -90.1096 605
61 G3 Jutiapa Atescatempa Contepeque 14.13732  -89.7511 875
67 GS Jutiapa Conguaco Los Diaz  14.01862 -90.0083 731
70 Gl Jutiapa Moyuta El Rodeo 14.287  -89.844 778
83 GN Chiquimula Olopa Carrizal 14.7171  -89.2523 747
99 Gl Sta. Rosa Sta. Maria I[xhuatan El Cuje 14.10114 -90.2203 739
100 GS Sta. Rosa Sta. Maria Ixhuatan Cerro Grande 14.23131 -90.2746 1134
113 G3 Chiquimula Esquipulas Belén 14.60164 -89.3575 1088
127 G3 Baja Verapaz San Miguel Chicaj Las Minas 15.14406 -90.4511 1055
128 GS Baja Verapaz Cubulco XinacatiI  15.15036 -90.6095 975
151 GS Baja Verapaz San Jeréonimo Bodega 15.06975 -90.1867 1485
154 GN Alta Verapaz Fray Bartolomé de Las Casas  El Cacao 15.594  -90.149 143

fragmentos de genes de maxicirculo: ND4 (NADH deshidrogenasa subunidad 4), NDI
(NADH deshidrogenasa subunidad 1), COII (Citocromo ¢ oxidasa subunidad II), MURFI
(Maxicircle unidentified Reading frame 1, dos fragmentos), CYT b (Citocromo b), /2§
ARNr, 95 ARNr y ND5 (NADH deshidrogenasa subunidad 5, dos fragmentos).

primers fueron disefiados segiin Messenger et al. (2012). Las amplificaciones para todos

PCR para genes de maxicirculo de 7. cruzi. Se amplificaron 10
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los 10 fragmentos se llevaron a cabo mediante una reaccion en cadena de la polimerasa
con un volumen final de 25 ul conteniendo: Buffer de reaccion 1X, MgCl, 1.5mM,
dNTPs 0.2 mM, 10 pmol de cada primer, 1 U de Tag polimerasa y de 10100 ng de ADN.
Las reacciones de PCR se llevaron a cabo mediante una desnaturalizacion inicial a 94°C
durante 3 min., 30 ciclos de amplificacion (94°C por 30s, 50°C por 30s, 72°C por 30s) y
una elongacion final a 72°C durante 10 min. Todos los primers cuentan con la misma

temperatura de alineamiento.

c. Electroforesis en gel de agarosa del producto amplificado. Los
productos del PCR de genes de maxicirculo se visualizaron en un gel de agarosa al 1.5%,
se corrieron a 100V durante 30 min y se tifieron con bromuro de etidio. Como referencia

se utilizd un marcador de peso molecular de 1Kb (Invitrogen).

d. Purificacion de producto de PCR para genes de maxicirculo de 7.

cruzi. Se utilizo el kit PCR — Wizard® SV Gel and PCR CleanUp System (Promega)

e. Secuenciacion de los genes de maxicirculo amplificados. Los
fragmentos amplificados se secuenciaron en el Center for Disease Control (CDC),

Atlanta, USA, utilizando un secuenciador ABI PRISM®3100 Genetic Analyzer.

f. Analisis filogenético. Las secuencias de cada fragmento amplificado para
cada una de las 15 muestras se alinearon mediante el método de ClustalW. Se determino
el modelo de substitucion de nucledtidos que mas se ajustaba a los datos evaluando su
significancia mediante el Criterio de Informacion de Akaike (AIC). El modelo
seleccionado para estos datos fue el General de Tiempo Reversible (GTR).
Posteriormente, se cre6 un arbol filogenético utilizando el algoritmo de Maximum
Likelihood con 1,000 bootstraps utilizando ese modelo de substituciéon de nucleotidos.
Para todos los andlisis, desde el alineamiento hasta el arbol filogenético, se empled el
programa MEGAS.1 (Tamura et al. 2011). Ademas, se realizaron arboles filogenéticos
utilizando inferencia Bayesiana con el programa Mr. Bayes 3.2.1 utilizando el mismo

modelo evolutivo por 10,000,000 generaciones. Como grupo externo se utilizaron las



secuencias publicadas en linea del individuo M13 proveniente de Barinas, Venezuela
que también es de linaje Tcl pero pertenece a un genotipo encontrado solo en Suramérica
(Messenger et al. 2012). Se construyeron arboles de microsatélites a partir de los alelos
encontrados por Rivera et al. (2004) utilizando la distancia de Cavalli-Sforza y el método
de Neighbor-Joining con 1,000 bootstraps mediante el software Populations 1.2.31
(http://bioinformatics.org/~tryphon/populations/). Como grupo externo se utilizaron los

individuos CAN3 y la CepaY provenientes de Brasil.

Se realiz6 una red de haplotipos mediante un andlisis de redes de Median-Joining
(Bandelt et al. 1999) utilizando el programa NETWORK 4.5.1.6 (http://www fluxus-
engineering.com). También, se calculd la diversidad de nucledtidos () (Tabaru et al.
1999) de las secuencias obtenidas de los genes de maxicirculo utilizando el programa
DnaSP v5 (Zeledon ef al. 2001b). Por ultimo, se determin6 el nimero efectivo de alelos

mediante el programa GenAlex 6.5 (Peakall y Smouse 2012).

2. Genotipificacion de 7. dimidiata

a. Seleccion de las muestras de patas. Se seleccionaron muestras de patas
de T. dimidiata a partir de las cuales se aislo el parasito utilizado en la extraccion de
ADN de T. cruzi. Se incluyeron también las muestras de patas de 7. dimidiata de las
muestras de las que ya se tenia secuencia de los fragmentos del maxicirculo segun

Zumaya et al. (2012). Estas muestras se encontraban almacenadas en etanol al 70%.

b. Extraccion de ADN de patas de 7. dimidiata. Se extrajo el ADN a partir
de patas almacenadas en etanol 70% a partir de un protocolo adaptado (Marcet 2012)
del kit Wizard® Genomic DNA purification kit (Promega). Las patas se dejaron secando
sobre papel absorbente durante toda la noche a temperatura ambiente. Las patas secas se
sumergieron en nitrogeno liquido y se maceraron. Se agregaron 500 ul de buffer de lisis
(“Nuclei Lysis solution”) y se mezclaron con vortex. Se incubaron en un bafio térmico a
65°C por 30 min. y luego se dejaron reposando a temperatura ambiente por 10 min. Se

agregaron 3 ul de “RNase” y se mezclaron por inversion. Se incubaron en bafio térmico a
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37°C por 30 min y luego se dejaron reposando a temperatura ambiente por 10 min. Se
agregaron 200 ul de “Protein precipitation solution”, se mezclaron con vortex y se
dejaron reposando en hielo por 20 min. Se centrifugaron por 15 min a 15,000 g. Se
descarto el sobrenadante y se agregd 500 ul de Isopropanol y se mezclo por inversion. Se
dejo reposar las muestras a 20°C durante 2h. Se centrifugd a 15 min. a 15,000 g y se
descarto el sobrenadante. Se agregaron 500 ul de etanol 70% y se mezcld por inversion.
Se centrifugo otra vez 15 minutos a 15,000 g. Se descart6 el sobrenadante y se dejo
secando en papel absorbente. Por ultimo, ya secas las muestras se resuspendieron en

buffer TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8).

c. PCR anidado para ND4 de T. dimidiata. Se amplifico el gen ND4
utilizando los primers ND4degO1F y ND4b02R y para el PCR anidado los primers
ND4deg y ND4neR segun Monteiro et al. (2012). La amplificacion se realizd mediante
PCR anidado con un volumen final de 25 ul conteniendo: Buffer de reaccion 1X, MgCl,
2mM, dNTPs 0.2 mM, 10 pmol de cada primer, 1 U de Tag polimerasa y de 10100 ng de
ADN. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo mediante una desnaturalizacion inicial a
94°C durante 5 min., seguido por 35 ciclos de amplificacion (94°C por 30s, 47°C por

30s, 72°C por 1 min) y una elongacion final a 72°C durante 10 min.

d. PCR para CYT b de T. dimidiata. Se amplificé el gen CYT b utilizando
los primers CYTB7432F y CYTB7433R disefiados segin Monteiro et al. (2003). Se
amplifico este fragmento mediante PCR con un volumen final de 25 ul conteniendo:
Buffer de reaccion 1X, MgCl, 2mM, dNTPs 0.2 mM, 10 pmol de cada primer, 1 U de
Taq polimerasa y de 10100 ng de ADN. Debido a las bajas concentraciones de ADN
obtenido, se realizd un segundo PCR con las mismas condiciones utilizando como ADN
templado 1 ul de producto de PCR. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo mediante
una desnaturalizacion inicial a 94°C durante 3 min., seguido por 30 ciclos de
amplificacion (94°C por 1 min, 45°C por 1 min, 72°C por 1 min) y una elongacion final a

72°C durante 10 min.



e. Electroforesis en gel de agarosa del producto amplificado. Los
productos del PCR de genes de maxicirculo se visualizaron en un gel de agarosa al 1.5%,
se corrieron a 100V durante 30 min y se tifieron con bromuro de etidio. Como referencia

se utiliz6 una escalera molecular de 1Kb (Invitrogen).

f. Purificacion de producto de PCR para genes de maxicirculo de 7.

cruzi. Se utilizo el kit PCR — Wizard® SV Gel and PCR CleanUp System (Promega)

g. Secuenciacion de los fragmentos amplificados de ND4 y CYT b. Los
fragmentos amplificados se secuenciaron en el Center for Disease Control (CDC),

Atlanta, USA utilizando un secuenciador ABI PRISM®3100 Genetic Analyzer.

h. Analisis filogenético. Las secuencias de cada fragmento amplificado para
cada una de las 20 muestras se alinearon mediante el método de ClustalW. Se determino
el modelo de substitucion de nucledtidos que mas se ajustaba a los datos evaluando su
significancia mediante el Criterio de Informacion de Akaike (AIC). El modelo
seleccionado para estos datos fue el de Hasegawa-Kishino-Yano (HKY) con distribucion
Gamma con sitios invariables (HKY+G+I). Posteriormente, se cre6 un arbol filogenético
utilizando el algoritmo de Maximum Likelihood con 1,000 bootstraps utilizando ese
modelo de substitucion de nucleoétidos. Para todos los andlisis, desde el alineamiento
hasta el arbol filogenético, se empled el programa MEGAS.1 (Tamura et al. 2011).
Ademas, se realizaron arboles filogenéticos utilizando inferencia Bayesiana con el
programa Mr. Bayes 3.2.1 utilizando el mismo modelo evolutivo por 10,000,000 de
generaciones. Como grupo externo se utilizaron las secuencias publicadas en linea para
Triatoma hegneri hgC207 (Monteiro et al. 2012). Ademaés, se realizd una red de
haplotipos mediante un andlisis de redes de Median-Joining (Bandelt et al. 1999)
utilizando el programa NETWORK 4.5.1.6 (http://www .fluxus-engineering.com).
También, se calculd la diversidad de nucleodtidos (w) (Tabaru et al. 1999) de las
secuencias obtenidas de los genes de maxicirculo utilizando el programa DnaSP v5
(Zeledon et al. 2001b). Por ultimo, se determind el niimero efectivo de alelos mediante el

programa GenAlex 6.5 (Peakall y Smouse 2012).
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3. Asociacion vector-parasito

a. Congruencia de filogenias entre vector y parasito. Se realizaron
tanglegrams utilizando el programa Treemap 3.0b (Charleston y Robertson 2002) y se
realizd un analisis de congruencia de filogenias utilizando el método de arboles
reconciliados por medio del programa Jane (Conow et al. 2010) usando los pardmetros
por defecto. Se realizd una prueba de Mantel de 999 permutaciones utilizando el
programa GenAlex 6.5 (Peakall y Smouse 2012) para distancias genéticas de 7. cruziy T.
dimidiata calculadas por el modelo de 2 pardmetros de Kimura. Por ltimo, se realizé un
analisis de enfoque procusteano para cofilogenia (PACo) (Balbuena er al. 2013) de

10,0000 permutaciones con modificaciones a las graficas.

4. Reloj Molecular. Se estimo el tiempo de divergencia de 7. cruzi con base a las
secuencias de los genes NDI-COII segin los parametros establecidos por Lewis et al.
(2011) calibrando el reloj molecular segun el tiempo de divergencia entre 7. cruzi y T.
cruzi marinkellei. Para esto se utilizaron los programas BEAST v.1.5.3 (Monroy et al.
2003a) y Tracer v1.5 (Rambaut y Drummond 2007). También se estimé el tiempo de
divergencia de 7. dimidiata calibrando el reloj molecular con las tasas de evolucion
determinadas para el gen CYT b segun Pfeiler ef al. (2006). Esto se realizé mediante el
programa MEGAS.1 (Tamura ef al. 2011).

5. Analisis biogeografico. Se realizaron pruebas de Mantel para las distancias
genéticas de 7. cruzi y T. dimidiata junto con datos de elevacion y distancia geografica
utilizando el programa GenAlex 6.5 (Peakall y Smouse 2012). Para los datos de
elevacion se utilizé la distancia euclidiana y se transformaron a una escala logaritmica
con el programa SPSS version 20. Se intentd encontrar posibles relaciones de los sitios
muestreados con la elevacion, precipitacion y temperatura mediante sistemas de
informacion geografica utilizando el programa ArcGis 9.3.1 y la base de datos de

Villalba et al. (1992).



Un resumen de la metodologia a seguir se encuentra representada en la Figura No. 18.

Figura No. 18. Diagrama de flujo de la metodologia
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III. RESULTADOS

A. Inferencia filogenética de 7. cruzi 'y T. dimidiata a partir de genes

mitocondriales

1. Inferencia filogenética de 7. cruzi. El andlisis filogenético de la concatenacion
de los genes de maxicirculo de 7. cruzi mostr6 una gran homogeneidad dentro de los
individuos. Esto se puede verificar en el arbol filogenético construido mediante el método
de Maximum Likelihood (Figura No. 19) e Inferencia Bayesiana (Figura No. 20). Las
agrupaciones obtenidas con ambos métodos coinciden, obteniéndose 4 clados. El primer
clado estd formado por los individuos 100, 11, 154, 151, 127, 83, 61 y 53; el segundo
clado formado por los individuos 99, 70 y 38; el tercero formado por los individuos 128,
113 y 46; y el ultimo formado por el individuo 67. Sin embargo, cabe mencionar que
estos clados a pesar de tener una probabilidad posterior bayesiana alta (con excepcion del
clado 3), no mostraron valores de bootstraps fuertes siendo estos de 73, 54, 56 y 63

respectivamente.

2. Inferencia filogenética 7. dimidiata. En contraste, el andlisis filogenético de T.
dimidiata demostrd una gran cantidad de polimorfismos en el alineamiento de secuencias.
Los arboles filogenéticos construidos tanto con Maximum Likelihood (Figura No. 21)
como con Inferencia Bayesiana (Figura No. 22) demuestran la presencia de 4 clados. El
primer clado estd definido por los individuos 154, 151, 128, 127 y 11; el segundo clado
esta conformado por los individuos 100, 99, 67, 61, 113, 38 y 70; el tercero conformado
por los individuos 53 y 46 y el cuarto por el individuo 83. Estos clados mostraron valores
de bootstrap y de probabilidad posterior bayesiana altos, siendo éstos arriba de 95 y de 1

respectivamente
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Figura No. 19. Arbol filogenético construido mediante el método de Maximum
Likelihood a partir de la concatenacion de las secuencias de genes de maxicirculo de 7.

cruzi
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Se utiliz6 el modelo General de Tiempo Reversible (GTR) y como grupo externo el
aislado M13 que proviene de Barinas, Venezuela que también es de linaje Tcl pero
pertenece a un genotipo encontrado solo en Suramérica (Messenger et al. 2012). Los
valores en los nodos muestran los bootstraps a partir de 1000 réplicas. Las letras TC
hacen referencia a que son genes de 7. cruzi (se colocaron estas iniciales para evitar

posibles confusiones con 7. dimidiata).



Figura No. 20. Arbol filogenético construido mediante el método de inferencia

Bayesiana a partir de la concatenacion de las secuencias de maxicirculo de 7. cruzi.
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Se utilizo el modelo General de Tiempo Reversible (GTR) y como grupo externo el
aislado M13 que proviene de Barinas, Venezuela que también es de linaje Tcl pero
pertenece a un genotipo encontrado solo en Suramérica (Messenger et al. 2012). Los
valores en los nodos muestran la probabilidad posterior bayesiana a partir de 10,000,000
de generaciones en la cadena de Monte Carlo Markov. Las letras TC hacen referencia a
que son genes de 7. cruzi (se colocaron estas iniciales para evitar posibles confusiones

con T. dimidiata).
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Figura No. 21. Arbol filogenético construido mediante el método de Maximum

Likelihood a partir de la concatenacion de las secuencias de CYT by ND4 de T.

dimidiata.
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Se utilizo el modelo de Hasegawa-Kishino-Yano (HKY) con distribucion Gamma

con sitios invariables (HKY+G+I) y como grupo externo la especie Triatoma hegneri

hgC207 (Monteiro et al. 2012). Los valores en los nodos muestran los bootstraps a partir

de 1000 réplicas. Las letras TD hacen referencia a que son genes de 7. dimidiata (se

colocaron estas iniciales para evitar posibles confusiones con 7. cruzi).



Figura No. 22. Arbol filogenético construido mediante el método de inferencia

Bayesiana a partir de la concatenacion de las secuencias de CYT by ND4 de T. dimidiata.
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Se utilizd el modelo de Hasegawa-Kishino-Yano (HKY) con distribucion Gamma
con sitios invariables (HKY+G+I) y como grupo externo la especie Triatoma hegneri
hgC207 (Monteiro et al. 2012). Los valores en los nodos muestran la probabilidad
posterior bayesiana a partir de 10,000,000 de generaciones en la cadena de Monte Carlo
Markov. Las letras TD hacen referencia a que son genes de 7. dimidiata (se colocaron

estas iniciales para evitar posibles confusiones con 7. cruzi).

3. Redes de Haplotipos. Se realizaron redes de haplotipos utilizando las secuencias
de maxicirculo para en el caso de 7. cruzi y las secuencias de CYTb y ND4 para T.

dimidiata. La red de haplotipos construida para 7. cruzi (Figura No. 23) permite observar

Sur
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las pocas diferencias genéticas encontradas en las muestras a una mayor resolucion que
los arboles filogenéticos. Se puede observar que existe un gran homogeneidad entre las
muestras, ya que la mayoria de los haplogrupos difierne uno de otro por 3 o menos
mutaciones. No obstante, se puede observar claramante que los individuos 67, 11 y 99

tienen mas mutaciones acumuladas que el resto.

Figura No. 23. Red de Haplotipos de T. cruzi utilizando secuencias de genes de

maxicirculo mediante el método de Median-Joining.
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Los circulos en amarillo corresponden a los haplogrupos encontrados, los nimeros
en rojo representan la posicion del nucledtido donde ocurrié una mutacion, los rombos

rojos son vectores intermedios que indican secuencias ancestrales.

En el caso de las redes de haplotipos de 7. dimidiata se pueden observar los mismos
clados encontrados en los arboles filogenéticos (Figura No. 24). En la red de haplotipos

se observa que primero se formaron todos los haplogrupos correspondientes al clado del

'99_TC(
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norte de Guatemala y se separd el haplogrupo formado por las muestras No. 53 y 46 de
Santa Rosa. A partir del clado del norte ocurrieron mutaciones y se formo el haplogrupo
de la muestra No. 83 de Chiquimula, que parece ser el enlace entre el clado del norte con
el clado del sur. Esto es mas evidente en esta red de haplotipos, puesto que, al sufrir mas
mutaciones el haplogrupo formado por la muestra No. 83 de Chiquimula, se form¢ el

conjunto de haplogrupos del sur de Guatemala.

Figura No. 24. Red de Haplotipos de 7. dimidiata utilizando la concatenacion de
secuencias de los genes CY7Th y ND4 mediante el método de Median-Joining.
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Los circulos en amarillo corresponden a los haplogrupos encontrados y los rombos

rojos son vectores intermedios que indican secuencias ancestrales.

4. Diversidad de nucledtidos y nimero efectivo de alelos. Se determind la
diversidad de nucleotidos y el nimero efectivo de alelos para las secuencias de los genes
de maxicirculo y los microsatélites de 7. cruzi, asi como para las secuencias de los genes

CYT b y ND4. Se encontr6 una diversidad de nucleotidos (m) baja para los genes de



46

maxicirculo de 7. cruzi siendo esta de 0.00098 (Cuadro No. 3). En contraste, con las
secuencias de los genes de CYT by ND4 de T. dimidiata se obtuvo una diversidad de
nucledtidos () de 0.03028, siendo ésta mas alta que la encontrada en 7. cruzi. También
se observo un nimero efectivo de alelos mas alto para 7. dimidiata (Ne=13.235) que para

T. cruzi tanto para los genes de maxicirculo (Ne=4.592) y microsatélites (Ne=1.838).

Cuadro No. 3. Diversidad de nucleotidos y niimero efectivo de alelos determinados para

cada marcador molecular.

Organismo  Marcador molecular Ne Diversidad de nucleotidos ()
T. cruzi Maxicirculo 4.592 0.00098
T cruzi SSRs 1.838 N/A

T dimidiata CYT by ND4 13.235 0.03028

B. Congruencia entre las filogenias de 7. cruzi y T. dimidiata construidos con base a

genes mitocondriales

Se evalud la congruencia entre las filogenias de 7. cruzi y T. dimidiata para
determinar si existia alguna asociacién entre genotipos de ambos organismos. Esto se
realizéd mediante métodos basados en eventos y métodos basados en distancias. Debido a
que los métodos de ajuste global se basan en distancias, se confi® mas en estos métodos

por ser mas cuantitativos que los basados en eventos.

1. Basado en eventos. No se encontr6 una congruencia significativa entre las
filogenias de 7. cruzi y de T. dimidiata tanto para las filogenias realizadas con Maximum
Likelihood (p=1.0) (Figuras No. 25 y 26) como las realizadas con inferencia Bayesiana
(p=0.88) (Figuras No. 27 y 28). En el caso de las filogenias elaboradas con Maximum
Likelihood se determind un evento de coespeciacion y 13 duplicaciones y cambios de
hospedero con un costo de 27 (Cuadro No. 4) (Figura No. 27). El costo se obtiene a partir
del numero de duplicaciones, pérdidas y cambios de hospedero que se necesitan para
reconciliar los arboles. Cada evento tiene un costo asignado, entre mas eventos de
coespeciacion existan entre dos filogenias menor sera su costo. Para las filogenias

elaboradas con inferencia Bayesiana se determinaron 6 eventos de coespeciacion, 8



duplicaciones y cambios de hospedero y 2 pérdidas con un costo total de 24 (Cuadro No.

4) (Figura No. 28).

Figura No. 25. Tanglegram de la filogenia de 7. dimidiata y la filogenia de T. cruzi

construidos mediante Maximum Likelihood.
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El arbol de T. dimidiata es el azul y el de T. cruzi es el de amarillo.



Figura No. 26. Arboles reconciliados de T dimidiata (negro) y T. cruzi (azul)

construidos utilizando el método de Maximum Likelihood.
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Los eventos de coespeciacion estdin marcados por un circulo en blanco, las

duplicaciones por un circulo relleno rojo, los cambios de hospedero por un circulo relleno

amarillo.



Figura No. 27. Tanglegram de la filogenia de 7. dimidiata y la filogenia de T. cruzi

construidos mediante inferencia Bayesiana.
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El arbol de T. dimidiata es el azul y el de T. cruzi es el de amarillo.



Figura No. 28. Arboles reconciliados de T. dimidiata'y T. cruzi construidos utilizando

inferencia Bayesiana.
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El arbol de T. dimidiata es el negro y el de T. cruzi es el azul. Los eventos de
coespeciacion estdn marcados por un circulo en blanco, las duplicaciones por un circulo
relleno rojo, los cambios de hospedero por un circulo relleno amarillo y las pérdidas por

una linea punteada.
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Cuadro No. 4. Soluciones encontradas para la reconciliacion de los arboles filogenéticos

de T. cruziy T. dimidiata

Duplicaciones y Eventos de
No. Valor
Método Filogenético Coespeciacion Duplicaciones  Cambios de  Pérdidas no Costo
Soluciones p
hospedero divergencia
Maximum Likelihood 8,257 1 0 13 0 0 27 1
Bayesiano 872 6 0 8 2 0 24 0.88

2. Basado en distancias. Utilizando el enfoque procusteano para cofilogenia
(PACo) tampoco se encontrd una congruencia significativa entre la filogenia de 7.
dimidiata y T. cruzi tanto con los arboles construidos por medio de Maximum likelihood
(p=0.09872) y los construidos por inferencia Bayesiana (p=0.26339). La poca asociacion
entre el pardsito y el vector se puede observar de una mejor manera en los graficos del
analisis de coordenadas procusteano (Figura No. 29 y 30). En ambos graficos se observa
que las muestras 11, 99 y 67 de T. cruzi estan mas distanciadas de los demas individuos y
estan orientados hacia los grupos de 7. dimidiata. Esto coincide con lo encontrado en la
red de haplotipos (Figura No. 23) y podria sugerir que exista una asociacion vector-
parasito con esas muestras pero se necesitan marcadores que puedan separar de mejor
manera los grupos del parasito. Asi mismo, se observa en ambos analisis que existe una
asociacion entre el pardsito y el triatomino numero 99. Sin embargo, s6lo en el grafico
del andlisis de coordenadas procusteano de las filogenias realizadas mediante Maximum
Likelihood aparece también una relacion entre el parasito y triatomino namero 67.
Ademas, en ambos analisis es evidente que existen los mismos 4 grupos de 7. dimidiata
encontrados en los arboles filogenéticos. No obstante, en el caso de 7. cruzi es mas dificil

observar los mismos grupos determinados en el analisis filogenético.

Ademas del enfoque procusteano para cofilogenia (PACo) la prueba de Mantel entre
distancias genéticas de 7. dimidiata y T. cruzi también demostr6 que no existe una
asociacion entre el vector y el parasito (Rxy= 0.062, p=0.355). Estos resultados se pueden

observar en la Figura No. 31.
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Figura No. 29. Grafico del analisis procusteano de coordinadas principales a partir de

las filogenias de 7. cruzi y T. dimidiata generados por Maximum Likelihood.
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Figura No. 30. Grafico del analisis procusteano de coordinadas principales a partir de

las filogenias de 7. cruzi y T. dimidiata generados por inferencia Bayesiana.
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Figura No. 31. Prueba de mantel entre distancias genéticas de 7. dimidiata 'y T. cruzi.
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C. Inferencia filogenética de 7. cruzi a partir de microsatélites

Se realiz6 un analisis filogenético a partir de los alelos de microsatélites de 7. cruzi
encontrados por Rivera ef al. (2004) para compararlo con los arboles obtenidos mediante
genes mitocondriales. A diferencia de los arboles obtenidos mediante genes de
maxicirculo, se encontraron 5 clados distintos de 7. cruzi (Figura No. 32). El primer
grupo formado por la muestra 46; el segundo por las muestras: 83, 154, 151; el tercer
grupo por las muestras: 113 y 61; el cuarto formado por la muestra: 127; el quinto grupo
formado por las muestras: 128, 100, 67, 99, 70, 53, 38 y 11. Sin embargo, estos grupos no
son consistentes ya que no presentan valores de bootstrap aceptables (BS<55). Por lo
tanto pareciera que, al igual que lo obtenido con genes de maxicirculo, estos individuos

tienen una gran homogeneidad entre si.
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Figura No. 32. Arbol filogenético de T. cruzi de distancias de Cavalli-Sforza construido
por medio del método de Neighbor-Joining con base a los alelos obtenidos por los

microsatélites MS3, MS5 y MS6 en el estudio de Rivera et al. (2004).
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Los valores en los nodos muestran bootstraps obtenidos a partir de 1000 réplicas.

Como grupo externo se utilizaron las cepas de Brasil CepaY y Can3.



56

D. Congruencia entre la filogenia de 7. cruzi a partir de microsatélites y 7.

dimidiata a partir de genes mitocondriales

Al realizar el anélisis de arboles reconciliados para verificar si existe una congruencia
entre el arbol filogenético de microsatélites de 7. cruzi con lo obtenido en genes
mitocondriales de 7. dimidiata utilizando el método de Maximum Likelihood no se
encontré que existiera una congruencia significativa entre la filogenia del parasito y del
vector (p=0.9). Al realizar arboles reconciliados se encontraron 1000 soluciones las
cuales sugieren 2 eventos de coespeciacion y 12 duplicaciones y cambios de hospederos
con un costo de 26. Ademas, al realizar una prueba de Mantel para distancias genéticas
del vector con las distancias genéticas del parasito obtenidas por microsatélites tampoco
se encontrd una asociacion entre estos dos grupos (Rxy=0.195, p=0.070). Por ultimo, se
realizd también el andlisis procusteano para cofilogenia (PACo) en el cual tampoco se

obtuvo una congruencia entre el parasito y el vector (p=0.1788).

E. Tiempo de divergencia

Se estimo que el tiempo de divergencia de los individuos de 7. cruzi utilizados en este
estudio es de alrededor de 0.86 millones de afios (Figura No. 33). Asi mismo, se
encontrd que el tiempo de separacion de 7. cruzi marenkellei fue alrededor de 6.04

millones de afios (con un intervalo de 8.422 a 3.65 millones de afios).

Se estim6 que el tiempo de divergencia del grupo de individuos de 7. dimidiata que
se utilizaron en este estudio es de hace 3.0 a 1.7 millones de afios (Figura No. 34).
Mientras que los grupos del norte y del sur obtenidos en este estudio divergieron hace .0
a 0.4 millones de afios. Por ltimo, el tercer grupo constituido por individuos que habitan
en Santa Rosa en municipios distintos a Santa Maria Ixhuatdn (muestras 46 y 53)

divergio hace 1.4 millones de afios.



Figura No. 33. Estimacion de tiempo de divergencia de 7. cruzi mediante calibracion del

reloj molecular de los genes NDI-COII.
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Figura No. 34. Estimacion de tiempo de divergencia de 7. dimidiata mediante

calibracion del reloj molecular del gen CYT b.
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Los cuadros presentes en los nodos muestran el intervalo del tiempo de divergencia.

F. Analisis biogeografico

Para determinar si los genotipos obtenidos mediante el analisis filogenético tanto del
parasito como del vector estaban asociados a barreras biogeograficas, se realizaron
pruebas de Mantel de la distancia genética contra la distancia geografica y la elevacion.
En el caso de T. cruzi no se encontr6 ninguna relacion entre distancias genéticas y la
distancia geografica (Rxy= 0.109, p=0.221) (Figura No. 35) y elevacion (Rxy=0.120,
p=0.380) (Figura No. 36). Los distintos genotipos de 7. cruzi no tienen una estructura

filogeografica, puesto que no se encontrd ninguna relacion con variables como distancia



geografica y elevacion. Es mas, se encontr6 que individuos que son similares

genéticamente se encuentran a diferentes elevaciones.

Figura No. 35. Prueba de Mantel entre distancias genéticas de 7.cruzi y distancia

geografica.
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Figura No. 36. Prueba de Mantel entre distancias genéticas de 7.cruzi y el logaritmo de

la distancia euclidiana de elevacion.
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En el caso de T. dimidiata se obtuvo una correlacion entre la distancia genética y la
distancia geografica (Rxy= 0.231, p=0.043) (Figura No. 37). Sin embargo, no se encontro
una correlacion significativa entre la distancia genética y el logaritmo de la distancia

euclidiana de la elevacion (Rxy=0.018, p=0.329) (Figura No. 38).

Figura No. 37. Prueba de Mantel entre distancias genéticas de 7. dimidiata y distancia

geografica.
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Figura No. 38. Prueba de Mantel entre distancias genéticas de 7. dimidiata y el

logaritmo de la distancia euclidiana de elevacion.
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Para T. dimidiata se observo que si existen genotipos delimitados geograficamente
mediante el analisis filogenético y la prueba de Mantel para distancias geograficas. El
primer grupo corresponde al norte de Guatemala, de individuos muestreados en los
departamentos de Alta y Baja Verapaz y una muestra ubicada en Zacapa en el municipio
Plan del Morro (Figura No. 39 y No. 40). Por el otro lado, existe un segundo grupo
correspondiente al suroriente de Guatemala, compuesto principalmente de individuos de
los departamentos de Santa Rosa, Jutiapa y Chiquimula. Esta separacion puede que se
haya dado por el Valle del Motagua (Figura No. 39 y No. 40) en periodos glaciales del
Pleistoceno segun el tiempo de divergencia estimado anteriormente. Durante el periodo
glacial, el habitat idoneo para estos triatominos se encontraba disperso en los valles de las
montafias. Sin embargo, cuando las temperaturas comenzaron a elevarse, estos bosques se
desplazaron a altitudes superiores quedando aisladas las poblaciones por valles secos
como el Valle del Motagua. La primera glaciacion, probablemente ocurrida en el periodo
pre-Illinoian B hace 0.5 millones de afios (Gibbard y Van Kolfschoten 2004) separ6 a los
individuos del norte y sur. Mientras que una glaciacion mas reciente, ocurrida hace
aproximadamente unos 12,000-20,000 afios durante el periodo Wisconsinan (Gibbard y
Van Kolfschoten 2004) dejo aislado al individuo 11 de los demds individuos del norte.
Debido a que es una divergencia reciente, éste aun se encuentra relacionado con los

individuos del Norte aunque se encuentra del otro lado del Valle del Motagua.
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Figura No. 39. Elevacion de los sitios donde los individuos de 7. dimidiata fueron

muestreados.
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Debido a que la humedad es un factor importante para el habitat de 7. dimidiata,
concentrandose principalmente en ambientes himedos (Zeledon et al. 2001a) éstas no
pudieron atravesar estos valles aridos. Esto se puede observar en el mapa de precipitacion
promedio anual (Figura No. 41) en el que se observa que los individuos del Grupo del
Sur habitan en sitios con una mayor precipitacion pluvial y que entre los dos grupos

existe una franja mas seca que recibe una menor precipitacion pluvial.

Figura No. 41. Precipitacion promedio anual de los sitios donde los individuos de 7.

dimidiata fueron muestreados.
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El tercer grupo, corresponde a las muestras 53 y 46 que se encuentran en Chiquimula
pero son un grupo distinto a los demads, teniendo una distancia genética por arriba de
0.040 con los demas individuos. Ademas, estas dos muestras son diferentes a las otras

presentes en Santa Rosa en el municipio de Santa Maria Ixhuatan (Figura No. 40). Esto



se puede deber a que se encuentran en sitios con una temperatura mas templada (Figura
No. 42) vy a diferencia de la mayoria de las otras muestras que se encuentran en el
corredor seco y a temperaturas mas altas, donde el ambiente es mas inestable y existe una
mayor dispersion de los reservorios y de fuentes de alimento. Por tltimo, estd la muestra
83 que se encuentra en Chiquimula y puede ser que sea distinta a las demés debido a que
se encuentra en una posicion intermedia entre el Grupo del Norte y Sur y por lo tanto

contiene elementos similares con ambos grupos.

Figura No. 42. Temperatura promedio anual de los sitios donde los individuos de T.

dimidiata fueron muestreados
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Ademas de los factores altitudinales, de precipitacion y temperatura se encontrd la
presencia de suelo con toba o brecha volcanica justo en medio de la divisiéon de los
Grupos del Norte y del Sur (Figura No. 43). Sin embargo, no se conocen datos geologicos

que coincidan con las fechas estimadas de divergencia que pudieran indicar que €sta es
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una barrera geografica que haya llevado a la formacién de subpoblaciones de 7. dimidiata
distintas. Puesto que la mayoria de los volcanes del oriente del pais se formaron durante

el periodo Terciario (Weyl 1980).

Figura No. 43. Brecha y toba volcénica presentes entre los Grupos del Norte y Sur de T.

dimidiata segin serie de Simmons
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IV. DISCUSION

Los pocos polimorfismos encontrados al analizar las secuencias de los genes de
maxicirculo de 7. cruzi (;t maxicirculo=0.00098, Ne maxicirculo=4.592 y Ne
SSRs=1.838) indican que todos los individuos muestreados son bastante homogéneos.
Estos resultados son parecidos a lo encontrado por Cura et al. (2010) en el que se
encontr6 una sola cepa de 7. cruzi 1 (Tc la) desde Norte América hasta Colombia
utilizando el espaciador intergénico de genes lideres empalmados (“Spliced-leader
genes”). Asimismo, el estudio realizado por Zumaya et al. (2012) también demuestra que
existe un solo genotipo de 7. cruzi distribuido en Norte y Centroamérica utilizando genes
de maxicirculo, encontrando una diversidad genética baja entre los individuos de esta
region. Zumaya et al. (2012) utilizdé también microsatélites y a pesar de lograr definir
varias subpoblaciones en Norteamérica este marcador también presentd una riqueza
alélica baja respecto al clado de Suramérica. Por Ultimo, Lewis et al. (2009) también
encontrd poca diversidad genética en aislados de Norte y Centroamérica utilizando un

conjunto de 48 loci de microsatélites polimorficos.

Anteriormente, Rivera et al. (2004) utilizaron microsatélites para el estudio de
genética de poblaciones de 7. cruzi. Rivera et al. (2004) encontraron una separacion
geografica entre genotipos del Norte y del Sur de 7. cruzi. Sin embargo, en ese estudio no
se habia incluido un alelo del microsatélite MS3 de un tamafio aproximado de 250 bp,
debido a que no se estaba seguro si era un alelo verdadero. Para esto se secuencio y se
encontrd que el alelo era una duplicaciéon completa del microsatélite (Pennington,
comunicacion personal). No obstante, al agregar en el andlisis este alelo no se encontr6 la
misma separacion geografica observada previamente por Rivera et al. (2004). A pesar de
tener una mayor resolucion que los genes de maxicirculo utilizados en este estudio, muy
pocos microsatélites fueron polimorficos. Al examinar el arbol filogenético obtenido
mediante microsatélites se observd que hay 5 grupos que difieren de los obtenidos con
genes de maxicirculo. No obstante, estos grupos no estan bien definidos debido a que no
tienen valores de bootstrap altos. Esto pareciera indicar que existe también una

homogeneidad entre las muestras de 7. cruzi analizadas con base a alelos de
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microsatélites. Cabe mencionar que el analisis de Neighbor-Joining utilizado para este
analisis presenta la desventaja que es un método basado en matrices de distancias. A
diferencia de otros métodos, como Maximum Likelihood e Inferencia Bayesiana, que
estan basados en modelos evolutivos y presentan una mejor inferencia estadistica

(Pritchard et al. 2000).

Todos estos resultados sugieren que 7. cruzi tiene una gran homogeneidad entre los
sitios muestreados. Una posible explicacion puede ser que los marcadores utilizados en
este estudio tienen muy baja resolucion y se necesitan marcadores con mas
polimorfismos para poder llegar a conclusiones mas certeras. Sin embargo, tanto los
resultados obtenidos con genes de maxicirculo, el espaciador intergénico de genes lideres
empalmados y de microsatélites sugieren que existe poca diversidad genética entre los
individuos de Norte y Centroamérica. Por lo tanto, podria existir la posibilidad que haya
habido un efecto de cuello de botella que redujo la diversidad genética de 7. cruzi en esta

region.

Dorn et al. (2009) demostraron la presencia de 4 grupos de 7. dimidiata utilizando
haplotipos obtenidos de las secuencias de ITS-2 y CYT b. De la misma manera Monteiro
et al. (2012) encontraron la presencia de 4 grupos de 7. dimidiata utilizando los genes
CYT b y ND4. Entre los grupos encontrados por Dorn et al. (2009), el grupo 1A se
extiende desde Guatemala por toda Centroamérica. Asi mismo, Monteiro ef al. (2012)
también encontraron un grupo similar (Grupo I) que se extiende desde Guatemala hasta
Colombia. Por el tiempo de divergencia (3.0 a 1.7 MYA) y secuencias de los genes CYT
b y ND4 pareciera que los individuos de 7. dimidiata de este estudio pertenecen a este
grupo. Las diferencias genéticas encontradas entre las subpoblaciones encontradas en el
Norte y en el Suroriente coinciden con lo reportado por King et al. (2011), quienes
encontraron que los factores de riesgo ambientales y domiciliares de infestacion de T.
dimidiata diferian entre Baja Verapaz y Jutiapa. La posibilidad de que los grupos
encontrados en este estudio se hayan separado debido al desplazamiento de bosques en
los valles hacia las montafias luego de una glaciacion se ha encontrado en otros insectos

principalmente en coledpteros como los pasalidos (Schuster y Cano 2006).



Se pensaba que podia haber una relacion entre vector y parasito debido a que se
habia encontrado una separacion de genotipos de 7. cruzi entre el Norte y Sur de
Guatemala utilizando microsatélites (Rivera et al. 2004). Ademas, King ef al. (2011)
encontraron que los factores de riesgo ambientales y domiciliares de infestacion de T.
dimidiata diferian entre Baja Verapaz y Jutiapa. Esto indicaba que podian haber distintos
ecosistemas relacionados al vector que podrian representar distintos ciclos de transmision
y reflejarse en una asociacion de genotipos del vector con genotipos del parasito. Sin
embargo, utilizando marcadores moleculares mitocondriales no se logré determinar que

existiese una asociacion entre 7. cruzi y T. dimidiata.

Maia Da Silva et al. (2007) encontraron que existia un traslape significativo entre la
distribucion de especies de Rhodnius y linajes de T. rangeli. Esto indicaba una
divergencia de linajes de 7. ramgeli asociada a especies de Rhodnius sin ninguna
asociacion con el hospedero vertebrado. Al encontrarse que no existe una asociacion
entre 7. cruzi con T. dimidiata podria sugerirse una asociacion de 7. cruzi con el
hospedero vertebrado. Esta es una posible explicacién a que 7. cruzi se encuentre
disperso en todos los sitios muestreados, mientras que el vector se encuentra restringido
geograficamente. Por lo tanto, el hospedero vertebrado podria ser el encargado de que
haya una homogeneidad del parésito en estos ambientes domésticos independientemente
de los movimientos del vector. Ademads, esto puede explicar el hecho que exista una
homogeneidad del parasito a lo largo de todos los sitios muestreados, lo que se podria
deber a un reservorio u hospedero que tenga una alta distribucion independientemente de
barreras altitudinales. Algunos de estos posibles hospederos podria ser el tacuazin
(Didelphis sp.) debido a que se encuentran cerca de establecimientos humanos tanto en el
area urbana como rural, tienen altas tasas de infeccion, una larga parasitemia (Barretto et
al. 1964, Zeledon et al. 1970) y una distribuciéon amplia desde Norteamérica hasta
Suramérica (Gardner 2007, Hunsaker 1977). Otro posible hospedero podria ser el

humano por su alta vagilidad y migracidn entre estos sitios.

Monteiro ef al. (2012) determinaron el tiempo de divergencia del complejo de T.

dimidiata mediante el gen de CYT b en 8.25 millones de afios y del grupo I en 2.81
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millones de afios, grupo al que pareciera corresponder los individuos de este estudio. En
contraste, segin la hipdtesis del reloj molecular se encontré que el grupo de individuos
analizados de 7. cruzi divergieron alrededor de hace 0.86 millones de afios. Esto coincide
con lo encontrado por Lewis et al. (2011) quienes estiman el origen de Tcl en 1.3 a 0.2
millones de afos. Asi mismo, la estimacion de tiempo de divergencia entre 7. cruzi y T.
cruzi marinkellei coincide muy bien con la estimacion realizada por Lewis et al. (2011)
quienes la calcularon en 6.04 (8.47-3.69) millones de afios. Ramirez et al. (2012)
estimaron el tiempo de divergencia del genotipo Tcldom en 0.023 (0.037-0.013) millones
de afos, lo cual también es similar al tiempo de divergencia estimado en este estudio. En
adicion a la baja diversidad genética observada en los individuos de 7. cruzi de este
estudio con la alta diversidad genética de 7. dimidiata pareciera que T. dimidiata tiene un
origen evolutivo mas antiguo que 7. cruzi. Probablemente el origen de este clado de T.
dimidiata haya sido después del cierre del Istmo Centroamericano hace 2 a 3.5 millones
de anos. Esto podria sugerir que la separacion del parasito es mas reciente a la evolucion
del vector y en parte por esto es que auin no se observan diferencias geograficas marcadas
en T. cruzi. Esto también se puede observar por los individuos de 7. cruzi que parecieran
tener una tendencia hacia algunos grupos de 7. dimidiata como lo eran las muestras 11,

46y 99.

Cabe mencionar que los tiempos estimados por reloj molecular son solo una
hipoétesis, ya que este tiene varias complicaciones a tomarse en cuenta (Bromhan y Penny
2003). Una de ellas es que las tasas de substitucion no siempre son constantes entre las
especies y pueden variar en un periodo de tiempo (Bromhan et al. 1998). Otro problema
es que la teoria neutral de la evolucion predice que la evolucion depende de las tasas de
mutacion, tamafio de la poblacion y la proporcion de sitios con diferentes coeficientes
selectivos. Estos factores varian entre genes, organismos y respecto al tiempo, lo que

puede crear errores al momento de estimar tiempos de divergencia (Bromhan et al. 2000).

Los resultados de este estudio tienen implicaciones epidemioldgicas en el control de
la enfermedad de Chagas. Una de estas implicaciones es en el control del vector T.

dimidiata en Guatemala. Los resultados de este estudio indican que existen 4 grupos de 7.



dimidiata en el oriente del pais. El conocimiento de estas 4 subpoblaciones de T.
dimidiata indican que se deben de tener estrategias de control del vector especificas para
cada grupo, ya que lo que se realice en una subpoblacion no va a afectar a la otra.
Ademas, indican la importancia del hospedero vertebrado en la transmision del parasito,
ya que se encontrd6 que el vector estd delimitado geograficamente y por lo tanto el
principal dispersor del parésito en las regiones muestreadas puede ser el hospedero

vertebrado.
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V. CONCLUSIONES

No existe una asociacion entre genotipos de 7. cruzi y T. dimidiata en los
ambientes domésticos de Guatemala muestreados.

Los genes de maxicirculo no presentaron suficiente variabilidad para separar
genéticamente los individuos de 7. cruzi utilizados en este estudio.

Existe homogeneidad en los genotipos de 7. cruzi a lo largo de los sitios
muestreados sin ninguna delimitacion geografica.

Los genes mitocondriales CYT b y ND4 tienen suficiente resolucién para poder
diferenciar subpoblaciones de 7. dimidiata presentes en el pais.

Existen cuatro grupos de 7. dimidiata delimitados geograficamente. El primero
compuesto por individuos del Norte (Alta Verapaz, Baja Verapaz y Zacapa), el
segundo por individuos del Sur (Jutiapa, Chiquimula y Santa Rosa), el tercero
formado por individuos a temperaturas templadas en Santa Rosa y el ultimo
formado por individuos de Chiquimula con caracteristicas de los grupos del Norte
y el Sur.

Debido a su baja diversidad genética y el analisis de reloj molecular pareciera que
la introduccion de 7. cruzi es mas reciente a la evolucion de 7. dimidiata en los

sitios muestreados del pais.
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VI. RECOMENDACIONES

Incluir marcadores moleculares nucleares de 7. dimidiata para poder tener un
analisis mas completo.

Realizar analisis con otros marcadores moleculares que aun no se han probado
para T. cruzi en Guatemala como marcadores minisatélites.

En un futuro, con mas informacion, se podrian establecer lineas del control del
vector por separado en estas 4 subpoblaciones encontradas en las regiones
muestreadas.

Realizar un analisis de congruencia de filogenias entre el hospedero vertebrado y
el parasito para poder determinar el posible rol del hospedero en la dispersion de
genotipos del parasito.

Incluir mas muestras tanto de 7. cruzi como de T. dimidiata para poder realizar
pruebas como Fst en las que se puede medir si existe un flujo genético entre

poblaciones.
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VIII. APENDICE
A. Recetas de PCR

1. Receta de PCR de genes de Maxicirculo

Reactivo [Stock]  [Reaccién] YOo-Paral
reaccion (ul)
H20 - - 15.8
Buffer 10X 1X 2.5
dNTP's 2.5 mM 0.2 mM 2
MgCIR2 25 mM 1.5 mM 1.5
Primer Forward 10 mM 0.4 mM 1
Primer Reverse 10 mM 0.4 mM 1
Taq (Promega) 5 Ulul 1U 0.2
ADN 10-100ng/ul ~ 10-100 ng 1
Vol. Reaccion 25

Temr(>°e(;')a|tura Tiempo

94 3 min

94 30s

50 30 s'= 30 ciclos

72 30 S_J

72 10 min
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2. Receta de PCR de CYT b de T. dimidiata

Reactivo [Stock]  [Reaccién] YOo-Paral
reaccion (ul)
H20 - - 15.3
Buffer 10X 1X 2.5
dNTP's 2.5mM 0.2 mM 2
MgCIR2 25 mM 2 mM 2
Primer CYTB7432F 10 mM 0.4 mM 1
Primer CYTB7433R 10 mM 0.4 mM 1
Taq (Promega) 5 Ulul 11U 0.2
ADN 1-10 ng/ul 1-10 ng 1
Vol. Reaccion 25
Reactivo [Stock]  [Reaccién] YOo-Paral
reaccion (ul)
H20 - - 15.3
Buffer 10X 1X 2.5
dNTP's 2.5mM 0.2 mM 2
MgCIR2 25 mM 2 mM 2
Primer CYTB7432F 10 mM 0.4 mM 1
Primer CYTB7433R 10 mM 0.4 mM 1
Taq (Promega) 5 Ulul 1U 0.2
ADN 1 ul Producto de PCR 1
Vol. Reaccion 25

Temr(>°e(;')a|tura Tiempo

94 3 min

94 1 min

45 1 min= 30 ciclos

72 1 min

72 10 min



3. Receta de PCR anidado de ND4 de T. dimidiata

Reactivo [Stock]  [Reaccién] YOo-Paral
reaccion (ul)
H20 - - 15.3
Buffer 10X 1X 2.5
dNTP's 2.5 mM 0.2 mM 2
MgCIR2 25 mM 2 mM 2
Primer ND4degO1F 10 mM 0.4 mM 1
Primer ND4b02R 10 mM 0.4 mM 1
Taq (Promega) 5 Ulul 11U 0.2
ADN 1-10 ng 1
Vol. Reaccion 25
Reactivo [Stock]  [Reaccién] YOo-Paral
reaccion (ul)
H20 - - 15.3
Buffer 10X 1X 2.5
dNTP's 2.5 mM 0.2 mM 2
MgCIR2 25 mM 2 mM 2
Primer ND4deg 10 mM 0.4 mM 1
Primer ND4neR 10 mM 0.4 mM 1
Taq (Promega) 5 Ulul 1U 0.2
ADN 1 ul Producto de PCR 1
Vol. Reaccion 25

Temr(>°e(;')a|tura Tiempo

94 5 min

94 30s

47 30 s= 35 ciclos

72 1 mir?J
72 10 min
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B. Electroforesis en geles de Agarosa de Productos de PCR

1. PCR de genes de Maxicirculo

ND1

Murf1A Murf1B
1 5GP FAAL2RE 406 6
- g




Electroforesis en geles de agarosa 1.5%. En todos los geles (excepto ND4): Pozo 1 — 151,
Pozo 2- 128, Pozo 3-127, Pozo 4-99, Pozo 5 — 61, Pozo 6 — 53, Pozo 7 — 11. Para el gel
de ND4: Pozo 1 — 154, Pozo 2- 151, Pozo 3-128, Pozo 4-127, Pozo 5 — 113, Pozo 6 —
100, Pozo 7 — 99, Pozo 8 — 95, - Pozo 9 — 83, Pozo 10— 70, - Pozo 11 — 67, Pozo 12 — 61,
Pozo 13 — 53, Pozo 14 — 46, Pozo 15 — 38, Pozo 16 — 11.

2. PCR de CYT by ND4 de T. dimidiata

2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 131415 16

ND4
1 20,3 Zibr B int8es0 A0 11512 1314 15 16

.

Electroforesis en geles de agarosa 1.5%. En ambos geles: Pozo 1 — 154, Pozo 2- 151,
Pozo 3-128, Pozo 4-127, Pozo 5 — 113, Pozo 6 — 100, Pozo 7 — 99, Pozo 8 — 95, - Pozo 9
— 83, Pozo 10— 70, - Pozo 11 — 67, Pozo 12 — 61, Pozo 13 — 53, Pozo 14 — 46, Pozo 15 —

38, Pozo 16 —11.
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C. Polimorfismos encontrados en las secuencias

1. Genes de Maxicirculo

Gen coll Murfl 9s [ 12s ND5 CYTb ND4

ID |639[762] 1382 [ 1510 | 1528 [1633]1993[2123]2520[2688]2858 | 3262 [ 3283 [3310[3325]3350 [ 3365 [3521]3713
1547C T C A C A T A A G C - A T T T T G A G
151.7C T C A T AT A A G C - A T T T T G A G
1287C T T A T AT A G A C - A T T T T G A G
127271C T C A T AN T A A G C - A T T T T G A G
113.7C T T G T AN T A G G C - A T T T T G A G
100TC T C A T AN T A A G C - A T T T T G A G
99TC T T A T G T A A G C A A C C T T C G A
83TC T C A T AN T A A G C - A T T T T G A G
70TC T T A T G T A A G C A A T T T T G A G
67ZTC C T A T AN A G G G T - A T T T T G G A
61.7C T C A T AN T A A G C - A T T T T G A G
53.7C T C A T AN T A A G C - A T T T T G A G
467C T T G T AT A G G C - A T T T T G A G
3817C T T A T G T A A G C A A T T T T G A G
1.1 T C A T AN T A A G C - C€C T T C C G A G



2. CYT by ND4 de T. dimidiata

ID 14 20 28 29 38 44 45 53 71 89 92 98 116 119 134 137 155 173 188 194 206 218 233 242 248 255 257 260 266 268
4T A 6 7T 66 ACGGTTAGA AGTGATGAAGTTAGAAG
I A 6 T 6 AACGGTTAGA AATGA ATG G AGTCTAGAAG
12T o 7 1 6 AACGATTAGA AGTGATG GG AGTCTAGAAG
272 » 6 1 6 6 ACGATTAGAGTGA AT GG GAGT CTAGAAG
113_TD

- G G T G A ACAGGT CGA AAA AT AATSGAGA ATGSGSGSG TG
WM™ ¢ 6 1 6 A ACAGE GTCGAAATA AATCGAGA ATGA AGTGT G
99_TD

- G G T G A ACAGGT CGA AAATAATCGA AGA ATGA AGTGTG
83_TD

- G G T GGACAGTGT CGA AAATAATCGA AGA ATGAAGTG
70_TD

G G T G A ACAGGT CGA AAATTGA AT CGA AGA ATG G AATGTG
67_TD

- G G T G A ACAGGT CG A AAATAGTCG G AGA ATGA AGTGTG
61_TD

- G G T GAACAGGT CGA AAATAATCGA AGA ATGA AGTGT G
53_TD

- A G A A AGTAGA AT AAGGT CG G AT AAGTGTTGAGT G
46_TD

- A G A A AGTAGA AT AAGG GTCG AT A AAGSGTTGAGT G
38_TD

~ G G T GG ACAGGT CG A AAATAATSG A AGA ATG G AG GG T A
11_TD

AAG T GA ACGGTTAGAGTGATSGGAGT CTAGANAG
1D 269 275 290 293 302 311 326 344 353 398 401 413 419 422 425 434 437 440 458 467 470 476 503 508 515 521 527 529 533

154—TDAGGTAGGTAt’:AGCGGAAAGAACTGGATGG

I 4 6 6 T 6 A G CACAGTCGG G AA AR AGGA ATCTGGATG G
12T 4\ 6 6 7T 6 A G CACAGTCGGAA AR AG AR ATCTGGATG G
271\ 6 6 T 6 A G CACAGTCGGAAAGAATCTGGATG G
3™ ¢ 6 6 ¢c 6 A ACACAATCGA AGAGAAAGTTAGGTG G
01 ¢ 6 6 ¢c 6 A G CACGA ATCGT AGA A AARAATCTAGGTG G
99_TD

- G G G CGAGTC CATCGA AT CGA AGA A AA AAATCTAGGT G G
83_TD

- G G G CGAGC CATC CG AT CGA AGA A AA AAATCTAGGT G G
70_TD

- G 6 G T AAGTC CATCGA AT CGA AGA A AAAATTCAGGTG T
67_TD

- G A G CGAGCATCG AT CGA AGA AAA AAATCTAGTGTCG G
61_TD

- G 6 G T GAGTC CATCAATCGA AGA AAA AAGTCTAGGT G G
53_TD

- AG G T G AGTATCAATCAAGTG GG GG AATCTGAGT A G
46_TD

- AG G T G AGTATCAATCAAGTG GG GG AATCTGAGT A G
38_TD

- G 6 G CGAATAGCGA ATGA AGA AA AR AAATTAGGT G G
11_TD



ID 539 545 557 599 602 617 642 663 693 708 710 762 783 788 810 822 837 838 885 '903 '909 939 948 '954 960 972 1014 71020 1023 71026

154—TDAAGTTAGTAGCGTTCAAAGTATGATATGCA

L™ A A6 T T AGTAGTGT CTT CAAAGTATGA AT ATC G C A
122 )\ A6 T T AGTAGTCGT CTTCAAAGTA ATGA AT AT G € A
27 A6 T T AGTAGTCGT CTOCAAAGTA ATGA AT AT 6 C A
U™ A A6 cc6 A CGGTOGTTTGGGGTGCAGTG T 6 T G
0T 4 A6 T c66 C66 CGTTTGGGGCCGCAATCG T 6 T G
99_TD

- AAAG T CGGCGGTCGTTTGS GG GG GT CGT CAATCG T G T G
83_TD

- AAG T CGGTAGTCGT CTT CAAAGTATG G AT A T A C A
70_TD

- AAG T CGATCGGT CGTT CTGGS GG G CGTGATSG T G T G
67_TD

- AAAG T TGATCGGT CGTCTTS G GG GG G CGT CAATCGTC G T G
61_TD

- AG G T CGAT CGGT CGTCTTG G GG GG GT CGT CAATCG T G T G
53_TD

- T AATTAGTGATATTTCGS G AATCGTSGATAC A T A
46_TD

- T AATTAGTGATATTTCGGAATCGTGATAC A T A
38_TD

- AAG CCGATSGGT CGT CTTG G GG GG G CGT CGATSG TC G T G
11_TD

AAG T T AGTAGTCGTTOCAAAGTATSGATA T A C A
ID 1042 1056 1065 "1077 1108 119 71122 1142 1155 1181 "185

P4 1 ¢ 6 A c A 6 c T - T
BILT® ¢+ ¢ A A T 6 6 ¢ T T T
1282 v ¢ A A T A 6 c T T T
2. 1+ ¢ A A T A 6 Cc T T T
W ¢+ v 6 6 ¢ A A C T - T
0. ¢+ 1 6 A ¢ A A Cc c T T
P+ 71 6 A c A A Cc T - T
8 1 ¢ A A ¢ A 6 c T T T
M+t 6 A ¢ A A Cc T - T
T ¢+ 1 6 A c A A Cc T T T
B ¢ 1 6 A ¢ A A Cc T T T
B 1 ¢ A6 T A A T T T c
™ 1 ¢ A 6 T A A T T T c
M 7+ 1 6 A c A A Cc T T T
11_TD



D. Secuencias de Consenso

1. Genes de Maxicirculo

>NDI1 154 TC
TCGAAAAAAATAATGTACGCATAGTTGCTAAATAAACAAAACAACTAGAAA
ATAAAAAGCATCCAACTAAAAAAACACTAAACACATTACACACTAAGTGTAT
ACTTAATAAAAACAAGATGGAAAAGCTTTTATCAAAAAGAATAATAAATCCT
AAAGGTAGGAAGAATCATGGAAAAAATATGCAGAATAACGTTATTAATAATC
CGAAAAGAAAGTAAATACCATCAAAACCAATTATAAATAAAGTAAATTTAAC
AAAAAGTTTAATGCCATCTGTAATAGGTGTCAATATCCCAAATAAAAAAAGA
GCTGGCCCAACTCTAAGTTGTACAATAGCCAAAACTTTCCTTTCACAAAGGCT
AACAA

>ND1 151 TC
tcgaaaaaaataatgtacgcatagttgctaaataaacaaaacaactagaaaataaaaagcatccaactaaaaaaacactaaacac
attacacactaagtgtatacttaataaaaacaagatggaaaagcttttatcaaaaagaataataaatcctaaaggtaggaagaatca
tggaaaaaatatgcagaataacgttattaataatccgaaaagaaagtaaataccatcaaaaccaattataaataaagtaaatttaac
aaaaagtttaatgccatctgtaataggtgtcaatatcccaaataaaaaaagagetggeccaactctaagttgtacaatagccaaaa
ctttcctttcacaaaggctaacaa

>ND1 128 TC
tcgaaaaaaataatgtacgcatagttgctaaataaacaaaacaactagaaaataaaaagcatccaactaaaaaaacactaaacac
attacacactaagtgtatacttaataaaaacaagatggaaaagcttttatcaaaaagaataataaatcctaaaggtaggaagaatca
tggaaaaaatatgcagaataacgttattaataatccgaaaagaaagtaaataccatcaaaaccaattataaataaagtaaatttaac
aaaaagtttaatgccatctgtaataggtgtcaatatcccaaataaaaaaagagetggeccaactctaagttgtacaatagccaaaa
ctttcctttcacaaaggctaacaa

>ND1 127 TC
tcgaaaaaaataatgtacgcatagttgctaaataaacaaaacaactagaaaataaaaagcatccaactaaaaaaacactaaacac
attacacactaagtgtatacttaataaaaacaagatggaaaagcttttatcaaaaagaataataaatcctaaaggtaggaagaatca
tggaaaaaatatgcagaataacgttattaataatccgaaaagaaagtaaataccatcaaaaccaattataaataaagtaaatttaac
aaaaagtttaatgccatctgtaataggtgtcaatatcccaaataaaaaaagagetggeccaactctaagttgtacaatagccaaaa
ctttcctttcacaaaggctaacaa

>NDI 113 TC
TCGAAAAAAATAATGTACGCATAGTTGCTAAATAAACAAAACAACTAGAAA
ATAAAAAGCATCCAACTAAAAAAACACTAAACACATTACACACTAAGTGTAT
ACTTAATAAAAACAAGATGGAAAAGCTTTTATCAAAAAGAATAATAAATCCT
AAAGGTAGGAAGAATCATGGAAAAAATATGCAGAATAACGTTATTAATAATC
CGAAAAGAAAGTAAATACCATCAAAACCAATTATAAATAAAGTAAATTTAAC
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AAAAAGTTTAATGCCATCTGTAATAGGTGTCAATATCCCAAATAAAAAAAGA
GCTGGCCCAACTCTAAGTTGTACAATAGCCAAAACTTTCCTTTCACAAAGGCT
AACAA

>NDI1 100 _TC
TCGAAAAAAATAATGTACGCATAGTTGCTAAATAAACAAAACAACTAGAAA
ATAAAAAGCATCCAACTAAAAAAACACTAAACACATTACACACTAAGTGTAT
ACTTAATAAAAACAAGATGGAAAAGCTTTTATCAAAAAGAATAATAAATCCT
AAAGGTAGGAAGAATCATGGAAAAAATATGCAGAATAACGTTATTAATAATC
CGAAAAGAAAGTAAATACCATCAAAACCAATTATAAATAAAGTAAATTTAAC
AAAAAGTTTAATGCCATCTGTAATAGGTGTCAATATCCCAAATAAAAAAAGA
GCTGGCCCAACTCTAAGTTGTACAATAGCCAAAACTTTCCTTTCACAAAGGCT
AACAA

>ND1 99 TC
tcgaaaaaaataatgtacgcatagttgctaaataaacaaaacaactagaaaataaaaagcatccaactaaaaaaacactaaacac
attacacactaagtgtatacttaataaaaacaagatggaaaagcttttatcaaaaagaataataaatcctaaaggtaggaagaatca
tggaaaaaatatgcagaataacgttattaataatccgaaaagaaagtaaataccatcaaaaccaattataaataaagtaaatttaac
aaaaagtttaatgccatctgtaataggtgtcaatatcccaaataaaaaaagagetggeccaactctaagttgtacaatagccaaaa
ctttcctttcacaaaggctaacaa

>NDI 95 TC
TCGAAAAAAATAATGTACGCATAGTTGCTAAATAAACAAAACAACTAGAAA
ATAAAAAGCATCCAACTAAAAAAACACTAAACACATTACACACTAAGTGTAT
ACTTAATAAAAACAAGATGGAAAAGCTTTTATCAAAAAGAATAATAAATCCT
AAAGGTAGGAAGAATCATGGAAAAAATATGCAGAATAACGTTATTAATAATC
CGAAAAGAAAGTAAATACCATCAAAACCAATTATAAATAAAGTAAATTTAAC
AAAAAGTTTAATGCCATCTGTAATAGGTGTCAATATCCCAAATAAAAAAAGA
GCTGGCCCAACTCTAAGTTGTACAATAGCCAAAACTTTCCTTTCACAAAGGCT
AACAA

>NDI 83 TC
TCGAAAAAAATAATGTACGCATAGTTGCTAAATAAACAAAACAACTAGAAA
ATAAAAAGCATCCAACTAAAAAAACACTAAACACATTACACACTAAGTGTAT
ACTTAATAAAAACAAGATGGAAAAGCTTTTATCAAAAAGAATAATAAATCCT
AAAGGTAGGAAGAATCATGGAAAAAATATGCAGAATAACGTTATTAATAATC
CGAAAAGAAAGTAAATACCATCAAAACCAATTATAAATAAAGTAAATTTAAC
AAAAAGTTTAATGCCATCTGTAATAGGTGTCAATATCCCAAATAAAAAAAGA
GCTGGCCCAACTCTAAGTTGTACAATAGCCAAAACTTTCCTTTCACAAAGGCT
AACAA



>NDI1 70 TC
TCGAAAAAAATAATGTACGCATAGTTGCTAAATAAACAAAACAACTAGAAA
ATAAAAAGCATCCAACTAAAAAAACACTAAACACATTACACACTAAGTGTAT
ACTTAATAAAAACAAGATGGAAAAGCTTTTATCAAAAAGAATAATAAATCCT
AAAGGTAGGAAGAATCATGGAAAAAATATGCAGAATAACGTTATTAATAATC
CGAAAAGAAAGTAAATACCATCAAAACCAATTATAAATAAAGTAAATTTAAC
AAAAAGTTTAATGCCATCTGTAATAGGTGTCAATATCCCAAATAAAAAAAGA
GCTGGCCCAACTCTAAGTTGTACAATAGCCAAAACTTTCCTTTCACAAAGGCT
AACAA

>NDI1 67 TC
TCGAAAAAAATAATGTACGCATAGTTGCTAAATAAACAAAACAACTAGAAA
ATAAAAAGCATCCAACTAAAAAAACACTAAACACATTACACACTAAGTGTAT
ACTTAATAAAAACAAGATGGAAAAGCTTTTATCAAAAAGAATAATAAATCCT
AAAGGTAGGAAGAATCATGGAAAAAATATGCAGAATAACGTTATTAATAATC
CGAAAAGAAAGTAAATACCATCAAAACCAATTATAAATAAAGTAAATTTAAC
AAAAAGTTTAATGCCATCTGTAATAGGTGTCAATATCCCAAATAAAAAAAGA
GCTGGCCCAACTCTAAGTTGTACAATAGCCAAAACTTTCCTTTCACAAAGGCT
AACAA

>ND1 61 TC
tcgaaaaaaataatgtacgcatagttgctaaataaacaaaacaactagaaaataaaaagcatccaactaaaaaaacactaaacac
attacacactaagtgtatacttaataaaaacaagatggaaaagcttttatcaaaaagaataataaatcctaaaggtaggaagaatca
tggaaaaaatatgcagaataacgttattaataatccgaaaagaaagtaaataccatcaaaaccaattataaataaagtaaatttaac
aaaaagtttaatgccatctgtaataggtgtcaatatcccaaataaaaaaagagetggeccaactctaagttgtacaatagccaaaa
ctttcctttcacaaaggctaacaa

>NDI1 53 TC
TCGAAAAAAATAATGTACGCATAGTTGCTAAATAAACAAAACAACTAGAAA
ATAAAAAGCATCCAACTAAAAAAACACTAAACACATTACACACTAAGTGTAT
ACTTAATAAAAACAAGATGGAAAAGCTTTTATCAAAAAGAATAATAAATCCT
AAAGGTAGGAAGAATCATGGAAAAAATATGCAGAATAACGTTATTAATAATC
CGAAAAGAAAGTAAATACCATCAAAACCAATTATAAATAAAGTAAATTTAAC
AAAAAGTTTAATGCCATCTGTAATAGGTGTCAATATCCCAAATAAAAAAAGA
GCTGGCCCAACTCTAAGTTGTACAATAGCCAAAACTTTCCTTTCACAAAGGCT
AACAA

>ND1 46 TC
TCGAAAAAAATAATGTACGCATAGTTGCTAAATAAACAAAACAACTAGAAA
ATAAAAAGCATCCAACTAAAAAAACACTAAACACATTACACACTAAGTGTAT
ACTTAATAAAAACAAGATGGAAAAGCTTTTATCAAAAAGAATAATAAATCCT
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AAAGGTAGGAAGAATCATGGAAAAAATATGCAGAATAACGTTATTAATAATC
CGAAAAGAAAGTAAATACCATCAAAACCAATTATAAATAAAGTAAATTTAAC
AAAAAGTTTAATGCCATCTGTAATAGGTGTCAATATCCCAAATAAAAAAAGA

GCTGGCCCAACTCTAAGTTGTACAATAGCCAAAACTTTCCTTTCACAAAGGCT
AACAA

>NDI 38 TC
TCGAAAAAAATAATGTACGCATAGTTGCTAAATAAACAAAACAACTAGAAA
ATAAAAAGCATCCAACTAAAAAAACACTAAACACATTACACACTAAGTGTAT
ACTTAATAAAAACAAGATGGAAAAGCTTTTATCAAAAAGAATAATAAATCCT
AAAGGTAGGAAGAATCATGGAAAAAATATGCAGAATAACGTTATTAATAATC
CGAAAAGAAAGTAAATACCATCAAAACCAATTATAAATAAAGTAAATTTAAC
AAAAAGTTTAATGCCATCTGTAATAGGTGTCAATATCCCAAATAAAAAAAGA
GCTGGCCCAACTCTAAGTTGTACAATAGCCAAAACTTTCCTTTCACAAAGGCT
AACAA

>NDI1 11 TC
tcgaaaaaaataatgtacgcatagttgctaaataaacaaaacaactagaaaataaaaagcatccaactaaaaaaacactaaacac
attacacactaagtgtatacttaataaaaacaagatggaaaagcttttatcaaaaagaataataaatcctaaaggtaggaagaatca
tggaaaaaatatgcagaataacgttattaataatccgaaaagaaagtaaataccatcaaaaccaattataaataaagtaaatttaac
aaaaagtttaatgccatctgtaataggtgtcaatatcccaaataaaaaaagagetggeccaactctaagttgtacaatagccaaaa
ctttcctttcacaaaggctaacaa

>COII 154 TC
CTTTCTACAGTTTTATTTGTTACAAAGATAAATAATATATATTGTACATGAGA
TTTTATATCATCAAAATTTGTGGATACTTATTGGTTTGTAATAGGAGTTATGTT
TATTATGTGTTTATTATTAAGACTATGTTTATTGCTATATTTCGGTTGTTTAAA
TTTTGTTAGTTTTGATTTATGTAAGGTTGTAGGATTTCAATGATATTGAGTATA
CTTTTTATTTGGAGAAACTACAATATTCAGCAATTTAATACTTGAGAGTGATT
ATTTGGTAGGTGATATGCGTCTATTACAGTGCAACCATGTACTCACATTATTA
AGTTTAGTAATTTATAAATTGTGAGTATCAGCTGTAGATGTTATCCATTCATT
TACACTAGCTAGTTTAGGCATTAAGGTAGAGAACCGGGGAGGT

>COIIL 151 TC
ctttctacagttttatttgttacaaagataaataatatatattgtacatgagattttatatcatcaaaatttgtggatacttattggtttgtaat
aggagttatgtttattatgtgtttattattaagactatgtttattgctatatttcggttgtttaaattttgttagttttgatttatgtaaggttgtag
gatttcaatgatattgagtatactttttatttggagaaactacaatattcagcaatttaatacttgagagtgattatttggtaggtgatatg
cgtctattacagtgcaaccatgtactcacattattaagtttagtaatttataaattgtgagtatcagetgtagatgttatccattcatttac
actagctagtttaggcattaaggtagagaaccggggaggt

>COIl 128 TC
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ctttctacagttttatttgttacaaagataaataatatatattgtacatgagattttatatcatcaaaatttgtggatacttattggtttgtaat
aggagttatgtttattatgtgtttattattaagactatgtttattgctatatttcggttgtttaaattttgttagttttgatttatgtaaggttgtag
gatttcaatgatattgagtatactttttatttggagaaactacaatattcagcaatttaatacttgagagtgattatttggtaggtgatatg
cgtctattacagtgcaaccatgtactcacattattaagtttagtaatttataaattgtgagtatcagetgtagatgttatccattcatttac
actagctagtttaggtattaaggtagagaaccggggaggt

>COIl 127 TC
ctttctacagttttatttgttacaaagataaataatatatattgtacatgagattttatatcatcaaaatttgtggatacttattggtttgtaat
aggagttatgtttattatgtgtttattattaagactatgtttattgctatatttcggttgtttaaattttgttagttttgatttatgtaaggttgtag
gatttcaatgatattgagtatactttttatttggagaaactacaatattcagcaatttaatacttgagagtgattatttggtaggtgatatg
cgtctattacagtgcaaccatgtactcacattattaagtttagtaatttataaattgtgagtatcagetgtagatgttatccattcatttac
actagctagtttaggcattaaggtagagaaccggggaggt

>COII 113 TC
CTTTCTACAGTTTTATTTGTTACAAAGATAAATAATATATATTGTACATGAGA
TTTTATATCATCAAAATTTGTGGATACTTATTGGTTTGTAATAGGAGTTATGTT
TATTATGTGTTTATTATTAAGACTATGTTTATTGCTATATTTCGGTTGTTTAAA
TTTTGTTAGTTTTGATTTATGTAAGGTTGTAGGATTTCAATGATATTGAGTATA
CTTTTTATTTGGAGAAACTACAATATTCAGCAATTTAATACTTGAGAGTGATT
ATTTGGTAGGTGATATGCGTCTATTACAGTGCAACCATGTACTCACATTATTA
AGTTTAGTAATTTATAAATTGTGAGTATCAGCTGTAGATGTTATCCATTCATT
TACACTAGCTAGTTTAGGTATTAAGGTAGAGAACCGGGGAGGT

>COII_100_TC
CTTTCTACAGTTTTATTTGTTACAAAGATAAATAATATATATTGTACATGAGA
TTTTATATCATCAAAATTTGTGGATACTTATTGGTTTGTAATAGGAGTTATGTT
TATTATGTGTTTATTATTAAGACTATGTTTATTGCTATATTTCGGTTGTTTAAA
TTTTGTTAGTTTTGATTTATGTAAGGTTGTAGGATTTCAATGATATTGAGTATA
CTTTTTATTTGGAGAAACTACAATATTCAGCAATTTAATACTTGAGAGTGATT
ATTTGGTAGGTGATATGCGTCTATTACAGTGCAACCATGTACTCACATTATTA
AGTTTAGTAATTTATAAATTGTGAGTATCAGCTGTAGATGTTATCCATTCATT
TACACTAGCTAGTTTAGGCATTAAGGTAGAGAACCGGGGAGGT

>COII 99 TC
CTTTCTACAGTTTTATTTGTTACAAAGATAAATAATATATATTGTACATGAGA
TTTTATATCATCAAAATTTGTGGATACTTATTGGTTTGTAATAGGAGTTATGTT
TATTATGTGTTTATTATTAAGACTATGTTTATTGCTATATTTCGGTTGTTTAAA
TTTTGTTAGTTTTGATTTATGTAAGGTTGTAGGATTTCAATGATATTGAGTATA
CTTTTTATTTGGAGAAACTACAATATTCAGCAATTTAATACTTGAGAGTGATT
ATTTGGTAGGTGATATGCGTCTATTACAGTGCAACCATGTACTCACATTATTA
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AGTTTAGTAATTTATAAATTGTGAGTATCAGCTGTAGATGTTATCCATTCATT
TACACTAGCTAGTTTAGGTATTAAGGTAGAGAACCGGGGAGGT

>COII 95 TC
CTTTCTACAGTTTTATTTGTTACAAAGATAAATAATATATATTGTACATGAGA
TTTTATATCATCAAAATTTGTGGATACTTATTGGTTTGTAATAGGAGTTATGTT
TATTATGTGTTTATTATTAAGACTATGTTTATTGCTATATTTCGGTTGTTTAAA
TTTTGTTAGTTTTGATTTATGTAAGGTTGTAGGATTTCAATGATATTGAGTATA
CTTTTTATTTGGAGAAACTACAATATTCAGCAATTTAATACTTGAGAGTGATT
ACTTGGTAGGTGATATGCGTCTATTACAGTGCAACCATGTACTCACATTATTA
AGTTTAGTAATTTATAAATTGTGAGTATCAGCTGTAGATGTTATCCATTCATT
TACACTAGCTAGTTTAGGTATTAAGGTAGAGAACCGGGGAGGT

>COII 83 TC
CTTTCTACAGTTTTATTTGTTACAAAGATAAATAATATATATTGTACATGAGA
TTTTATATCATCAAAATTTGTGGATACTTATTGGTTTGTAATAGGAGTTATGTT
TATTATGTGTTTATTATTAAGACTATGTTTATTGCTATATTTCGGTTGTTTAAA
TTTTGTTAGTTTTGATTTATGTAAGGTTGTAGGATTTCAATGATATTGAGTATA
CTTTTTATTTGGAGAAACTACAATATTCAGCAATTTAATACTTGAGAGTGATT
ATTTGGTAGGTGATATGCGTCTATTACAGTGCAACCATGTACTCACATTATTA
AGTTTAGTAATTTATAAATTGTGAGTATCAGCTGTAGATGTTATCCATTCATT
TACACTAGCTAGTTTAGGCATTAAGGTAGAGAACCGGGGAGGT

>COIl_70 TC
CTTTCTACAGTTTTATTTGTTACAAAGATAAATAATATATATTGTACATGAGA
TTTTATATCATCAAAATTTGTGGATACTTATTGGTTTGTAATAGGAGTTATGTT
TATTATGTGTTTATTATTAAGACTATGTTTATTGCTATATTTCGGTTGTTTAAA
TTTTGTTAGTTTTGATTTATGTAAGGTTGTAGGATTTCAATGATATTGAGTATA
CTTTTTATTTGGAGAAACTACAATATTCAGCAATTTAATACTTGAGAGTGATT
ATTTGGTAGGTGATATGCGTCTATTACAGTGCAACCATGTACTCACATTATTA
AGTTTAGTAATTTATAAATTGTGAGTATCAGCTGTAGATGTTATCCATTCATT
TACACTAGCTAGTTTAGGTATTAAGGTAGAGAACCGGGGAGGT

>COII_67 TC
CTTTCTACAGTTTTATTTGTTACAAAGATAAATAATATATATTGTACATGAGA
TTTTATATCATCAAAATTTGTGGATACTTATTGGTTTGTAATAGGAGTTATGTT
TATTATGTGTTTATTATTAAGACTATGTTTATTGCTATATTTCGGTTGTTTAAA
TTTTGTTAGTTTTGATTTATGTAAGGTTGTAGGATTTCAATGATATTGAGTATA
CTTTTTATTTGGAGAAACTACAATATTCAGCAATTTAATACTTGAGAGTGATT
ACTTGGTAGGTGATATGCGTCTATTACAGTGCAACCATGTACTCACATTATTA
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AGTTTAGTAATTTATAAATTGTGAGTATCAGCTGTAGATGTTATCCATTCATT
TACACTAGCTAGTTTAGGTATTAAGGTAGAGAACCGGGGAGGT

>COIl_61 TC
ctttctacagttttatttgttacaaagataaataatatatattgtacatgagattttatatcatcaaaatttgtggatacttattggtttgtaat
aggagttatgtttattatgtgtttattattaagactatgtttattgctatatttcggttgtttaaattttgttagttttgatttatgtaaggttgtag
gatttcaatgatattgagtatactttttatttggagaaactacaatattcagcaatttaatacttgagagtgattatttggtaggtgatatg
cgtctattacagtgcaaccatgtactcacattattaagtttagtaatttataaattgtgagtatcagetgtagatgttatccattcatttac
actagctagtttaggcattaaggtagagaaccggggaggt

>COIl_53 TC
ctttctacagttttatttgttacaaagataaataatatatattgtacatgagattttatatcatcaaaatttgtggatacttattggtttgtaat
aggagttatgtttattatgtgtttattattaagactatgtttattgctatatttcggttgtttaaattttgttagttttgatttatgtaaggttgtag
gatttcaatgatattgagtatactttttatttggagaaactacaatattcagcaatttaatacttgagagtgattatttggtaggtgatatg
cgtctattacagtgcaaccatgtactcacattattaagtttagtaatttataaattgtgagtatcagetgtagatgttatccattcatttac
actagctagtttaggcattaaggtagagaaccggggaggt

>COII_46 TC
CTTTCTACAGTTTTATTTGTTACAAAGATAAATAATATATATTGTACATGAGA
TTTTATATCATCAAAATTTGTGGATACTTATTGGTTTGTAATAGGAGTTATGTT
TATTATGTGTTTATTATTAAGACTATGTTTATTGCTATATTTCGGTTGTTTAAA
TTTTGTTAGTTTTGATTTATGTAAGGTTGTAGGATTTCAATGATATTGAGTATA
CTTTTTATTTGGAGAAACTACAATATTCAGCAATTTAATACTTGAGAGTGATT
ATTTGGTAGGTGATATGCGTCTATTACAGTGCAACCATGTACTCACATTATTA
AGTTTAGTAATTTATAAATTGTGAGTATCAGCTGTAGATGTTATCCATTCATT
TACACTAGCTAGTTTAGGTATTAAGGTAGAGAACCGGGGAGGT

>COII 38 TC
CTTTCTACAGTTTTATTTGTTACAAAGATAAATAATATATATTGTACATGAGA
TTTTATATCATCAAAATTTGTGGATACTTATTGGTTTGTAATAGGAGTTATGTT
TATTATGTGTTTATTATTAAGACTATGTTTATTGCTATATTTCGGTTGTTTAAA
TTTTGTTAGTTTTGATTTATGTAAGGTTGTAGGATTTCAATGATATTGAGTATA
CTTTTTATTTGGAGAAACTACAATATTCAGCAATTTAATACTTGAGAGTGATT
ATTTGGTAGGTGATATGCGTCTATTACAGTGCAACCATGTACTCACATTATTA
AGTTTAGTAATTTATAAATTGTGAGTATCAGCTGTAGATGTTATCCATTCATT
TACACTAGCTAGTTTAGGTATTAAGGTAGAGAACCGGGGAGGT

>COII 11 _TC

ctttctacagttttatttgttacaaagataaataatatatattgtacatgagattttatatcatcaaaatttgtggatacttattggtttgtaat
aggagttatgtttattatgtgtttattattaagactatgtttattgctatatttcggttgtttaaattttgttagttttgatttatgtaaggttgtag
gatttcaatgatattgagtatactttttatttggagaaactacaatattcagcaatttaatacttgagagtgattatttggtaggtgatatg
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cgtctattacagtgcaaccatgtactcacattattaagtttagtaatttataaattgtgagtatcagetgtagatgttatccattcatttac
actagctagtttaggcattaaggtagagaaccggggaggt

>MurflA_154 TC
ACTAAGTATAAAATTATTAAAAAATGAAAAAAAGATGAAATTCATAAGAAA
GTAATTTTCGTTATATTTAATATCAAAAATATTGTAAATCAAAAAAAAGTAAT
ATAAAATTAACAAAATGCATAGACTTATGCTATAAATTAAATGAAAATTGAG
GTATAAATAAAAGATGTAATTTTTTGTGGAGATAAAAATTAGAAATAAAAAG
CAAAAATTATTTACACTAAGTACAAAGAGTAAACTTATAATTGCAAAGCTAT
TCAATCCAATTATAACGCAAGTACAGGATTGTAATAAAACAAGTTTTATAAA
TATAATATAGAAATAGACTAAGCATATTAGTAAAATAATTAAAATAAAACAA
AACAAAACATAGAAAGT

>MurflA 151 TC
actaagtataaaattattaaaaaatgaaaaaaagatgaaattcataagaaagtaattttcgttatatttaatatcaaaaatattgtaaatce
aaaaaaaagtaatataaaattaacaaaatgcatagacttatgctataaattaaatgaaaattgaggtataaataaaagatgtaatttttt
gtggagataaaaattagaaataaaaagcaaaaattatttacactaagtacaaagagtaaacttataattgcaaagctattcaatcca
attataacgcaagtacaggattgtaataaaacaagttttataaatataatatagaaatagactaagcatattagtaaaataattaaaat
aaaacaaaacaaaacatagaaagt

>MurflA 128 TC
actaagtataaaattattaaaaaatgaaaaaaagatgaaattcataagaaagtaattttcgttatatttaatatcaaaaatattgtaaatce
aaaaaaaagtaatataaaattaacaaaatgcatagacttatgctataaattaaatgaaaattgaggtataaataaaagatgtaatttttt
gtggagataaaaattagaaataaaaagcaaaaattatttacactaagtacaaagagtaaacttataattgcaaagctattcaatcca
attataacgcaagtacaggattgtaataaaacaagttttataaatataatatagaaatagactaagcatattagtaaaataattaaaat
aaaacaaaacaaaacatagaaagt

>MurflA 127 TC
actaagtataaaattattaaaaaatgaaaaaaagatgaaattcataagaaagtaattttcgttatatttaatatcaaaaatattgtaaatce
aaaaaaaagtaatataaaattaacaaaatgcatagacttatgctataaattaaatgaaaattgaggtataaataaaagatgtaatttttt
gtggagataaaaattagaaataaaaagcaaaaattatttacactaagtacaaagagtaaacttataattgcaaagctattcaatcca
attataacgcaagtacaggattgtaataaaacaagttttataaatataatatagaaatagactaagcatattagtaaaataattaaaat
aaaacaaaacaaaacatagaaagt

>MurflA_ 113 TC
ACTAAGTATAAAATTATTAAAAAATGAAAAAAAGATGAAATTCATAAGAAA
GTAATTTTCGTTATATTTAATATCAAAAATATTGTAAATCAAAAAAAAGTAAT
ATAAAATTAACAAAATGCATAGACTTATGCTATAAATTAAATGAAAATTGAG
GTATAAATAAAAGATGTAATTTTTTGTGGAGATAAAAATTAGAAATAAAAAG
CAAAAATTATTTACACTAAGTACAAAGAGTAAACTTATAATTGCAAAGCTAT
TCAATCCAATTATAACGCAAGTACAGGATTGTAATAAAACAAGTTTTATAAA



TATAATATAGAAATAGACTAAGCATATTAGTAAAATAATTAAAATAAAACAA
AACAAAACATAGAAAGT

>MurflA_100 TC
ACTAAGTATAAAATTATTAAAAAATGAAAAAAAGATGAAATTCATAAGAAA
GTAATTTTCGTTATATTTAATATCAAAAATATTGTAAATCAAAAAAAAGTAAT
ATAAAATTAACAAAATGCATAGACTTATGCTATAAATTAAATGAAAATTGAG
GTATAAATAAAAGATGTAATTTTTTGTGGAGATAAAAATTAGAAATAAAAAG
CAAAAATTATTTACACTAAGTACAAAGAGTAAACTTATAATTGCAAAGCTAT
TCAATCCAATTATAACGCAAGTACAGGATTGTAATAAAACAAGTTTTATAAA
TATAATATAGAAATAGACTAAGCATATTAGTAAAATAATTAAAATAAAACAA
AACAAAACATAGAAAGT

>MurflA 99 TC
actaagtataaaattattaaaaaatgaaaaaaagatgaaattcataagaaagtaattttcgttatatttaatatcaaaaatattgtaaatce
aaaaaaaagtaatataaaattaacaaaatgcatagacttatgctataaattaaatgaaaattgaggtataaataaaagatgtaatttttt
gtggagataaaaattagaaataaaaagcaaaaattatttacactaagtacaaagagtaaacttataattgcaaagctattcaatcca
attataacgcaagtacaggattgtaataaaacaagttttataaatataatatagaaatagactaagcatattagtaaaataattaaaat
aaaacaaaacaaaacatagaaagt

>MurflA 95 TC
ACTAAGTATAAAATTATTAAAAAATGAAAAAAAGATGAAATTCATAAGAAA
GTAATTTTCGTTATATTTAATATCAAAAATATTGTAAATCAAAAAAAAGTAAT
ATAAAATTAACAAAATGCATAGACTTATGCTATAAATTAAATGAAAATTGAG
GTATAAATAAAAGATGTAATTTTTTGTGGAGATAAAAATTAGAAATAAAAAG
CAAAAATTATTTACACTAAGTACAAAGAGTAAACTTATAATTGCAAAGCTAT
TCAATCCAATTATAACGCAAGTACAGGATTGTAATAAAACAAGTTTTATAAA
TATAATATAGAAATAGACTAAGCATATTAGTAAAATAATTAAAATAAAACAA
AACAAAACATAGAAAGT

>MurflA_83 TC
ACTAAGTATAAAATTATTAAAAAATGAAAAAAAGATGAAATTCATAAGAAA
GTAATTTTCGTTATATTTAATATCAAAAATATTGTAAATCAAAAAAAAGTAAT
ATAAAATTAACAAAATGCATAGACTTATGCTATAAATTAAATGAAAATTGAG
GTATAAATAAAAGATGTAATTTTTTGTGGAGATAAAAATTAGAAATAAAAAG
CAAAAATTATTTACACTAAGTACAAAGAGTAAACTTATAATTGCAAAGCTAT
TCAATCCAATTATAACGCAAGTACAGGATTGTAATAAAACAAGTTTTATAAA
TATAATATAGAAATAGACTAAGCATATTAGTAAAATAATTAAAATAAAACAA
AACAAAACATAGAAAGT

>MurflA_70 TC
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ACTAAGTATAAAATTATTAAAAAATGAAAAAAAGATGAAATTCATAAGAAA
GTAATTTTCGTTATATTTAATATCAAAAATATTGTAAATCAAAAAAAAGTAAT
ATAAAATTAACAAAATGCATAGACTTATGCTATAAATTAAATGAAAATTGAG
GTATAAATAAAAGATGTAATTTTTTGTGGAGATAAAAATTAGAAATAAAAAG
CAAAAATTATTTACACTAAGTACAAAGAGTAAACTTATAATTGCAAAGCTAT
TCAATCCAATTATAACGCAAGTACAGGATTGTAATAAAACAAGTTTTATAAA
TATAATATAGAAATAGACTAAGCATATTAGTAAAATAATTAAAATAAAACAA
AACAAAACATAGAAAGT

>MurflA_67 TC
ACTAAGTATAAAATTATTAAAAAATGAAAAAAAGATGAAATTCATAAGAAA
GTAATTTTCGTTATATTTAATATCAAAAATATTGTAAATCAAAAAAAAGTAAT
ATAAAATTAACAAAATGCATAGACTTATGCTATAAATTAAATGAAAATTGAG
GTATAAATAAAAGATGTAATTTTTTGTGGAGATAAAAATTAGAAATAAAAAG
CAAAAATTATTTACACTAAGTACAAAGAGTAAACTTATAATTGCAAAGCTAT
TCAATCCAATTATAACGCAAGTACAGGATTGTAATAAAACAAGTTTTATAAA
TATAATATAGAAATAGACTAAGCATATTAGTAAAATAATTAAAATAAAACAA
AACAAAACATAGAAAGT

>MurflA_61 TC
actaagtataaaattattaaaaaatgaaaaaaagatgaaattcataagaaagtaattttcgttatatttaatatcaaaaatattgtaaatce
aaaaaaaagtaatataaaattaacaaaatgcatagacttatgctataaattaaatgaaaattgaggtataaataaaagatgtaatttttt
gtggagataaaaattagaaataaaaagcaaaaattatttacactaagtacaaagagtaaacttataattgcaaagctattcaatcca
attataacgcaagtacaggattgtaataaaacaagttttataaatataatatagaaatagactaagcatattagtaaaataattaaaat
aaaacaaaacaaaacatagaaagt

>MurflA 53 TC
actaagtataaaattattaaaaaatgaaaaaaagatgaaattcataagaaagtaattttcgttatatttaatatcaaaaatattgtaaatce
aaaaaaaagtaatataaaattaacaaaatgcatagacttatgctataaattaaatgaaaattgaggtataaataaaagatgtaatttttt
gtggagataaaaattagaaataaaaagcaaaaattatttacactaagtacaaagagtaaacttataattgcaaagctattcaatcca
attataacgcaagtacaggattgtaataaaacaagttttataaatataatatagaaatagactaagcatattagtaaaataattaaaat
aaaacaaaacaaaacatagaaagt

>MurflA_46 TC
ACTAAGTATAAAATTATTAAAAAATGAAAAAAAGATGAAATTCATAAGAAA
GTAATTTTCGTTATATTTAATATCAAAAATATTGTAAATCAAAAAAAAGTAAT
ATAAAATTAACAAAATGCATAGACTTATGCTATAAATTAAATGAAAATTGAG
GTATAAATAAAAGATGTAATTTTTTGTGGAGATAAAAATTAGAAATAAAAAG
CAAAAATTATTTACACTAAGTACAAAGAGTAAACTTATAATTGCAAAGCTAT
TCAATCCAATTATAACGCAAGTACAGGATTGTAATAAAACAAGTTTTATAAA



TATAATATAGAAATAGACTAAGCATATTAGTAAAATAATTAAAATAAAACAA
AACAAAACATAGAAAGT

>MurflA 38 TC
ACTAAGTATAAAATTATTAAAAAATGAAAAAAAGATGAAATTCATAAGAAA
GTAATTTTCGTTATATTTAATATCAAAAATATTGTAAATCAAAAAAAAGTAAT
ATAAAATTAACAAAATGCATAGACTTATGCTATAAATTAAATGAAAATTGAG
GTATAAATAAAAGATGTAATTTTTTGTGGAGATAAAAATTAGAAATAAAAAG
CAAAAATTATTTACACTAAGTACAAAGAGTAAACTTATAATTGCAAAGCTAT
TCAATCCAATTATAACGCAAGTACAGGATTGTAATAAAACAAGTTTTATAAA
TATAATATAGAAATAGACTAAGCATATTAGTAAAATAATTAAAATAAAACAA
AACAAAACATAGAAAGT

>MurflA 11 TC
ACTAAGTATAAAATTATTAAAAAATGAAAAAAAGATGAAATTCATAAGAAA
GTAATTTTCGTTATATTTAATATCAAAAATATTGTAAATCAAAAAAAAGTAAT
ATAAAATTAACAAAATGCATAGACTTATGCTATAAATTAAATGAAAATTGAG
GTATAAATAAAAGATGTAATTTTTTGTGGAGATAAAAATTAGAAATAAAAAG
CAAAAATTATTTACACTAAGTACAAAGAGTAAACTTATAATTGCAAAGCTAT
TCAATCCAATTATAACGCAAGTACAGGATTGTAATAAAACAAGTTTTATAAA
TATAATATAGAAATAGACTAAGCATATTAGTAAAATAATTAAAATAAAACAA
AACAAAACATAGAAAGT

>MurflB_154 TC
CAAAAATTAAAAAACAAAAATCACATAGGAAGAAGCAAAAGTGCAGGAGTA
AGAAGTAAAGCAATAAAAATAATAGAATAAAATTAATTAAGTTAATCATATA
ATAATATCATAAAATTAATATTTTATATCCAAAGCGACTTGATAATAAAAGTA
AGAAAAGTAGTAAACTAAAAAGTTCAAATAAAATTGATATAAAAATTATATG
TGTTACAAATAAAAATAATATAATAATAATGTATTGAATAATAATTATCATA
AATAAAAATCTTGTGTCAAATGTAAGAAAACAAAACATAAAAAAGAAACAA
AAAAGAAATAAAATTAAAAATATAAAGCATACATATGAATCTAAAAATAAT
ACAATAAATCC

>MurflB 151 TC
caaaaattaaaaaacaaaaatcacataggaagaagcaaaagtgcaggagtaagaagtaaagcaataaaaataatagaataaaa
ttaattaagttaatcatataataatatcataaaattaatattttatatccaaagcgacttgataataaaagtaagaaaagtagtaaactaa
aaagttcaaataaaattgatataaaaattatatgtgttacaaataaaaataatataataataatgtattgaataataattatcataaataa
aaatcttgtgtcaaatgtaagaaaacaaaacataaaaaagaaacaaaaaagaaataaaattaaaaatataaagcatatatatgaat
ctaaaaataatacaataaatcc

>MurflB 128 TC
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caaaaattaaaaaacaaaaatcacataggaagaagcaaaagtgcaggagtaagaagtaaagcaataaaaataatagaataaaa
ttaattaagttaatcatataataatatcataaaattaatattttatatccaaagcgacttgataataaaagtaagaaaagtagtaaactaa
aaagttcaaataaaattgatataaaaattatatgtgttacaaataaaaataatataataataatgtattgaataataattatcataaataa

aaatcttgtgtcaaatgtaagaaaacaaaacataaaaaagaaacaaaaaagaaataaaattaaaaatataaagcatatatatgaat

ctaaaaataatacaataaatcc

>MurflB 127 TC
caaaaattaaaaaacaaaaatcacataggaagaagcaaaagtgcaggagtaagaagtaaagcaataaaaataatagaataaaa
ttaattaagttaatcatataataatatcataaaattaatattttatatccaaagcgacttgataataaaagtaagaaaagtagtaaactaa
aaagttcaaataaaattgatataaaaattatatgtgttacaaataaaaataatataataataatgtattgaataataattatcataaataa
aaatcttgtgtcaaatgtaagaaaacaaaacataaaaaagaaacaaaaaagaaataaaattaaaaatataaagcatatatatgaat
ctaaaaataatacaataaatcc

>MurflB 113 TC
CAAAAATTAAAAAACAAAAATCACATAGGAAGAAGCAAAAGTGCAGGAGTA
AGAAGTAAAGCAATAAAAATAATAGAATAAAATTAATTAAGTTAATCATATA
ATAATATCATAAAATTAATATTTTATATCCAAAGCGACTTGATAATAAAAGTA
AGAAAAGTAGTAAACTAAAAAGTTCAAATAAAATTGATATAAAAATTATATG
TGTTACGAATAAAAATAATATAATAATAATGTATTGAATAATAATTATCATA
AATAAAAATCTTGTGTCAAATGTAAGAAAACAAAACATAAAAAAGAAACAA
AAAAGAAATAAAATTAAAAATATAAAGCATATATATGAATCTAAAAATAATA
CAATAAATCC

>MurflB_100 TC
CAAAAATTAAAAAACAAAAATCACATAGGAAGAAGCAAAAGTGCAGGAGTA
AGAAGTAAAGCAATAAAAATAATAGAATAAAATTAATTAAGTTAATCATATA
ATAATATCATAAAATTAATATTTTATATCCAAAGCGACTTGATAATAAAAGTA
AGAAAAGTAGTAAACTAAAAAGTTCAAATAAAATTGATATAAAAATTATATG
TGTTACAAATAAAAATAATATAATAATAATGTATTGAATAATAATTATCATA
AATAAAAATCTTGTGTCAAATGTAAGAAAACAAAACATAAAAAAGAAACAA
AAAAGAAATAAAATTAAAAATATAAAGCATATATATGAATCTAAAAATAATA
CAATAAATCC

>MurflB 99 TC
caaaaattaaaaaacaaaaatcacataggaagaagcaaaagtgcaggagtaagaagtaaagcaataaaaataatagaataaaa
ttaattaagttaatcatataataatatcataaaattaatattttatatccaaagcgacttgataataaaagtaagaaaagtagtaaactaa
aaagttcaaataaaattgatataaaaattatatgtgttacaaataaaaataatataataataatgtattgaataataattatcataaataa
aaatcttgtgtcaaatgtaagaaaacaaaacataaaaaagaaacaaaaaagaaataaaattaaaaatataaagcatatatatgaat
ctaaaaatagtacaataaatcc

>MurflB 95 TC



CAAAAATTAAAAAACAAAAATCACATAGGAAGAAGCAAAAGTGCAGGAGTA
AGAAGTAAAGCAATAAAAATAATAGAATAAAATTAATTAAGTTAATCATATA
ATAATATCATAAAATTAATATTTTATATCCAAAGCGACTTGATAATAAAAGTA
AGAAAAGTAGTAAACTAAAAAGTTCAAATAAAATTGATATAAAAATTATATG
TGTTACAAATAAAAATAATATAATAATAATGTATTGAATAATAATTATCATA
AATAAAAATCTTGTGTCAAATGTAAGAAAACAAAACATAAAAAAGAAACAA
AAAAGAAATAAAATTAAAAATATAAAGCATATATATGAATCTAAAAATAATA
CAATAAATCC

>MurflB 83 TC
CAAAAATTAAAAAACAAAAATCACATAGGAAGAAGCAAAAGTGCAGGAGTA
AGAAGTAAAGCAATAAAAATAATAGAATAAAATTAATTAAGTTAATCATATA
ATAATATCATAAAATTAATATTTTATATCCAAAGCGACTTGATAATAAAAGTA
AGAAAAGTAGTAAACTAAAAAGTTCAAATAAAATTGATATAAAAATTATATG
TGTTACAAATAAAAATAATATAATAATAATGTATTGAATAATAATTATCATA
AATAAAAATCTTGTGTCAAATGTAAGAAAACAAAACATAAAAAAGAAACAA
AAAAGAAATAAAATTAAAAATATAAAGCATATATATGAATCTAAAAATAATA
CAATAAATCC

>MurflB_70 TC
CAAAAATTAAAAAACAAAAATCACATAGGAAGAAGCAAAAGTGCAGGAGTA
AGAAGTAAAGCAATAAAAATAATAGAATAAAATTAATTAAGTTAATCATATA
ATAATATCATAAAATTAATATTTTATATCCAAAGCGACTTGATAATAAAAGTA
AGAAAAGTAGTAAACTAAAAAGTTCAAATAAAATTGATATAAAAATTATATG
TGTTACAAATAAAAATAATATAATAATAATGTATTGAATAATAATTATCATA
AATAAAAATCTTGTGTCAAATGTAAGAAAACAAAACATAAAAAAGAAACAA
AAAAGAAATAAAATTAAAAATATAAAGCATATATATGAATCTAAAAATAGTA
CAATAAATCC

>MurflB 67 TC
CAAAAATTAAAAAACAAAAATCACATAGGAAGAAGCAAAAGTGCAGGAGTA
AGAAGTAAAGCAATAAAAATAATAGAATAAAATTAATTAAGTTAATCATATA
ATAATATCATAAAATTAATATTTTATATCCAAAGCGACTTGATAATAAAAGTA
AGAAAAGTAGTAAACTAAAAAGTTCAAATAAAATTGATATAAAAATTATATG
TGTTACAAATAAAAATAATATAATAATAATGTATTGAATAATAATTATCATA
AATAAAAATCTTGTGTCAAATGTAAGAAAACAAAACATAAAAAAGAAACAA
AAAAGAAATAAAATTAAAAATATAAAGCATATATATGAATCTAAAAATAATA
CAATAAATCC

>MurflB 61 TC
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caaaaattaaaaaacaaaaatcacataggaagaagcaaaagtgcaggagtaagaagtaaagcaataaaaataatagaataaaa
ttaattaagttaatcatataataatatcataaaattaatattttatatccaaagcgacttgataataaaagtaagaaaagtagtaaactaa
aaagttcaaataaaattgatataaaaattatatgtgttacaaataaaaataatataataataatgtattgaataataattatcataaataa

aaatcttgtgtcaaatgtaagaaaacaaaacataaaaaagaaacaaaaaagaaataaaattaaaaatataaagcatatatatgaat

ctaaaaataatacaataaatcc

>MurflB 53 TC
caaaaattaaaaaacaaaaatcacataggaagaagcaaaagtgcaggagtaagaagtaaagcaataaaaataatagaataaaa
ttaattaagttaatcatataataatatcataaaattaatattttatatccaaagcgacttgataataaaagtaagaaaagtagtaaactaa
aaagttcaaataaaattgatataaaaattatatgtgttacaaataaaaataatataataataatgtattgaataataattatcataaataa
aaatcttgtgtcaaatgtaagaaaacaaaacataaaaaagaaacaaaaaagaaataaaattaaaaatataaagcatatatatgaat
ctaaaaataatacaataaatcc

>MurflB_46 TC
CAAAAATTAAAAAACAAAAATCACATAGGAAGAAGCAAAAGTGCAGGAGTA
AGAAGTAAAGCAATAAAAATAATAGAATAAAATTAATTAAGTTAATCATATA
ATAATATCATAAAATTAATATTTTATATCCAAAGCGACTTGATAATAAAAGTA
AGAAAAGTAGTAAACTAAAAAGTTCAAATAAAATTGATATAAAAATTATATG
TGTTACGAATAAAAATAATATAATAATAATGTATTGAATAATAATTATCATA
AATAAAAATCTTGTGTCAAATGTAAGAAAACAAAACATAAAAAAGAAACAA
AAAAGAAATAAAATTAAAAATATAAAGCATATATATGAATCTAAAAATAATA
CAATAAATCC

>MurflB 38 TC
CAAAAATTAAAAAACAAAAATCACATAGGAAGAAGCAAAAGTGCAGGAGTA
AGAAGTAAAGCAATAAAAATAATAGAATAAAATTAATTAAGTTAATCATATA
ATAATATCATAAAATTAATATTTTATATCCAAAGCGACTTGATAATAAAAGTA
AGAAAAGTAGTAAACTAAAAAGTTCAAATAAAATTGATATAAAAATTATATG
TGTTACAAATAAAAATAATATAATAATAATGTATTGAATAATAATTATCATA
AATAAAAATCTTGTGTCAAATGTAAGAAAACAAAACATAAAAAAGAAACAA
AAAAGAAATAAAATTAAAAATATAAAGCATATATATGAATCTAAAAATAGTA
CAATAAATCC

>MurflB_11_TC
caaaaattaaaaaacaaaaatcacataggaagaagcaaaagtgcaggagtaagaagtaaagcaataaaaataatagaataaaa
ttaattaagttaatcatataataatatcataaaattaatattttatatccaaagcgacttgataataaaagtaagaaaagtagtaaactaa
aaagttcaaataaaattgatataaaaattatatgtgttacaaataaaaataatataataataatgtattgaataataattatcataaataa
aaatcttgtgtcaaatgtaagaaaacaaaacataaaaaagaaacaaaaaagaaataaaattaaaaatataaagcatatatatgaat
ctaaaaataatacaataaatcc

>MurflA_154 TC



ACTAAGTATAAAATTATTAAAAAATGAAAAAAAGATGAAATTCATAAGAAA
GTAATTTTCGTTATATTTAATATCAAAAATATTGTAAATCAAAAAAAAGTAAT
ATAAAATTAACAAAATGCATAGACTTATGCTATAAATTAAATGAAAATTGAG
GTATAAATAAAAGATGTAATTTTTTGTGGAGATAAAAATTAGAAATAAAAAG
CAAAAATTATTTACACTAAGTACAAAGAGTAAACTTATAATTGCAAAGCTAT
TCAATCCAATTATAACGCAAGTACAGGATTGTAATAAAACAAGTTTTATAAA
TATAATATAGAAATAGACTAAGCATATTAGTAAAATAATTAAAATAAAACAA
AACAAAACATAGAAAGT

>MurflA 151 TC
actaagtataaaattattaaaaaatgaaaaaaagatgaaattcataagaaagtaattttcgttatatttaatatcaaaaatattgtaaatce
aaaaaaaagtaatataaaattaacaaaatgcatagacttatgctataaattaaatgaaaattgaggtataaataaaagatgtaatttttt
gtggagataaaaattagaaataaaaagcaaaaattatttacactaagtacaaagagtaaacttataattgcaaagctattcaatcca
attataacgcaagtacaggattgtaataaaacaagttttataaatataatatagaaatagactaagcatattagtaaaataattaaaat
aaaacaaaacaaaacatagaaagt

>MurflA 128 TC
actaagtataaaattattaaaaaatgaaaaaaagatgaaattcataagaaagtaattttcgttatatttaatatcaaaaatattgtaaatce
aaaaaaaagtaatataaaattaacaaaatgcatagacttatgctataaattaaatgaaaattgaggtataaataaaagatgtaatttttt
gtggagataaaaattagaaataaaaagcaaaaattatttacactaagtacaaagagtaaacttataattgcaaagctattcaatcca
attataacgcaagtacaggattgtaataaaacaagttttataaatataatatagaaatagactaagcatattagtaaaataattaaaat
aaaacaaaacaaaacatagaaagt

>MurflA 127 TC
actaagtataaaattattaaaaaatgaaaaaaagatgaaattcataagaaagtaattttcgttatatttaatatcaaaaatattgtaaatce
aaaaaaaagtaatataaaattaacaaaatgcatagacttatgctataaattaaatgaaaattgaggtataaataaaagatgtaatttttt
gtggagataaaaattagaaataaaaagcaaaaattatttacactaagtacaaagagtaaacttataattgcaaagctattcaatcca
attataacgcaagtacaggattgtaataaaacaagttttataaatataatatagaaatagactaagcatattagtaaaataattaaaat
aaaacaaaacaaaacatagaaagt

>MurflA_113_TC
ACTAAGTATAAAATTATTAAAAAATGAAAAAAAGATGAAATTCATAAGAAA
GTAATTTTCGTTATATTTAATATCAAAAATATTGTAAATCAAAAAAAAGTAAT
ATAAAATTAACAAAATGCATAGACTTATGCTATAAATTAAATGAAAATTGAG
GTATAAATAAAAGATGTAATTTTTTGTGGAGATAAAAATTAGAAATAAAAAG
CAAAAATTATTTACACTAAGTACAAAGAGTAAACTTATAATTGCAAAGCTAT
TCAATCCAATTATAACGCAAGTACAGGATTGTAATAAAACAAGTTTTATAAA
TATAATATAGAAATAGACTAAGCATATTAGTAAAATAATTAAAATAAAACAA
AACAAAACATAGAAAGT

>MurflA_100 TC
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ACTAAGTATAAAATTATTAAAAAATGAAAAAAAGATGAAATTCATAAGAAA
GTAATTTTCGTTATATTTAATATCAAAAATATTGTAAATCAAAAAAAAGTAAT
ATAAAATTAACAAAATGCATAGACTTATGCTATAAATTAAATGAAAATTGAG
GTATAAATAAAAGATGTAATTTTTTGTGGAGATAAAAATTAGAAATAAAAAG
CAAAAATTATTTACACTAAGTACAAAGAGTAAACTTATAATTGCAAAGCTAT
TCAATCCAATTATAACGCAAGTACAGGATTGTAATAAAACAAGTTTTATAAA
TATAATATAGAAATAGACTAAGCATATTAGTAAAATAATTAAAATAAAACAA
AACAAAACATAGAAAGT

>MurflA 99 TC
actaagtataaaattattaaaaaatgaaaaaaagatgaaattcataagaaagtaattttcgttatatttaatatcaaaaatattgtaaatce
aaaaaaaagtaatataaaattaacaaaatgcatagacttatgctataaattaaatgaaaattgaggtataaataaaagatgtaatttttt
gtggagataaaaattagaaataaaaagcaaaaattatttacactaagtacaaagagtaaacttataattgcaaagctattcaatcca
attataacgcaagtacaggattgtaataaaacaagttttataaatataatatagaaatagactaagcatattagtaaaataattaaaat
aaaacaaaacaaaacatagaaagt

>MurflA 95 TC
ACTAAGTATAAAATTATTAAAAAATGAAAAAAAGATGAAATTCATAAGAAA
GTAATTTTCGTTATATTTAATATCAAAAATATTGTAAATCAAAAAAAAGTAAT
ATAAAATTAACAAAATGCATAGACTTATGCTATAAATTAAATGAAAATTGAG
GTATAAATAAAAGATGTAATTTTTTGTGGAGATAAAAATTAGAAATAAAAAG
CAAAAATTATTTACACTAAGTACAAAGAGTAAACTTATAATTGCAAAGCTAT
TCAATCCAATTATAACGCAAGTACAGGATTGTAATAAAACAAGTTTTATAAA
TATAATATAGAAATAGACTAAGCATATTAGTAAAATAATTAAAATAAAACAA
AACAAAACATAGAAAGT

>MurflA 83 TC
ACTAAGTATAAAATTATTAAAAAATGAAAAAAAGATGAAATTCATAAGAAA
GTAATTTTCGTTATATTTAATATCAAAAATATTGTAAATCAAAAAAAAGTAAT
ATAAAATTAACAAAATGCATAGACTTATGCTATAAATTAAATGAAAATTGAG
GTATAAATAAAAGATGTAATTTTTTGTGGAGATAAAAATTAGAAATAAAAAG
CAAAAATTATTTACACTAAGTACAAAGAGTAAACTTATAATTGCAAAGCTAT
TCAATCCAATTATAACGCAAGTACAGGATTGTAATAAAACAAGTTTTATAAA
TATAATATAGAAATAGACTAAGCATATTAGTAAAATAATTAAAATAAAACAA
AACAAAACATAGAAAGT

>MurflA_70 TC
ACTAAGTATAAAATTATTAAAAAATGAAAAAAAGATGAAATTCATAAGAAA
GTAATTTTCGTTATATTTAATATCAAAAATATTGTAAATCAAAAAAAAGTAAT
ATAAAATTAACAAAATGCATAGACTTATGCTATAAATTAAATGAAAATTGAG
GTATAAATAAAAGATGTAATTTTTTGTGGAGATAAAAATTAGAAATAAAAAG



CAAAAATTATTTACACTAAGTACAAAGAGTAAACTTATAATTGCAAAGCTAT
TCAATCCAATTATAACGCAAGTACAGGATTGTAATAAAACAAGTTTTATAAA
TATAATATAGAAATAGACTAAGCATATTAGTAAAATAATTAAAATAAAACAA
AACAAAACATAGAAAGT

>MurflA_67 TC
ACTAAGTATAAAATTATTAAAAAATGAAAAAAAGATGAAATTCATAAGAAA
GTAATTTTCGTTATATTTAATATCAAAAATATTGTAAATCAAAAAAAAGTAAT
ATAAAATTAACAAAATGCATAGACTTATGCTATAAATTAAATGAAAATTGAG
GTATAAATAAAAGATGTAATTTTTTGTGGAGATAAAAATTAGAAATAAAAAG
CAAAAATTATTTACACTAAGTACAAAGAGTAAACTTATAATTGCAAAGCTAT
TCAATCCAATTATAACGCAAGTACAGGATTGTAATAAAACAAGTTTTATAAA
TATAATATAGAAATAGACTAAGCATATTAGTAAAATAATTAAAATAAAACAA
AACAAAACATAGAAAGT

>MurflA_61 TC
actaagtataaaattattaaaaaatgaaaaaaagatgaaattcataagaaagtaattttcgttatatttaatatcaaaaatattgtaaatce
aaaaaaaagtaatataaaattaacaaaatgcatagacttatgctataaattaaatgaaaattgaggtataaataaaagatgtaatttttt
gtggagataaaaattagaaataaaaagcaaaaattatttacactaagtacaaagagtaaacttataattgcaaagctattcaatcca
attataacgcaagtacaggattgtaataaaacaagttttataaatataatatagaaatagactaagcatattagtaaaataattaaaat
aaaacaaaacaaaacatagaaagt

>MurflA 53 TC
actaagtataaaattattaaaaaatgaaaaaaagatgaaattcataagaaagtaattttcgttatatttaatatcaaaaatattgtaaatce
aaaaaaaagtaatataaaattaacaaaatgcatagacttatgctataaattaaatgaaaattgaggtataaataaaagatgtaatttttt
gtggagataaaaattagaaataaaaagcaaaaattatttacactaagtacaaagagtaaacttataattgcaaagctattcaatcca
attataacgcaagtacaggattgtaataaaacaagttttataaatataatatagaaatagactaagcatattagtaaaataattaaaat
aaaacaaaacaaaacatagaaagt

>MurflA_46 TC
ACTAAGTATAAAATTATTAAAAAATGAAAAAAAGATGAAATTCATAAGAAA
GTAATTTTCGTTATATTTAATATCAAAAATATTGTAAATCAAAAAAAAGTAAT
ATAAAATTAACAAAATGCATAGACTTATGCTATAAATTAAATGAAAATTGAG
GTATAAATAAAAGATGTAATTTTTTGTGGAGATAAAAATTAGAAATAAAAAG
CAAAAATTATTTACACTAAGTACAAAGAGTAAACTTATAATTGCAAAGCTAT
TCAATCCAATTATAACGCAAGTACAGGATTGTAATAAAACAAGTTTTATAAA
TATAATATAGAAATAGACTAAGCATATTAGTAAAATAATTAAAATAAAACAA
AACAAAACATAGAAAGT

>MurflA 38 TC
ACTAAGTATAAAATTATTAAAAAATGAAAAAAAGATGAAATTCATAAGAAA
GTAATTTTCGTTATATTTAATATCAAAAATATTGTAAATCAAAAAAAAGTAAT
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ATAAAATTAACAAAATGCATAGACTTATGCTATAAATTAAATGAAAATTGAG
GTATAAATAAAAGATGTAATTTTTTGTGGAGATAAAAATTAGAAATAAAAAG
CAAAAATTATTTACACTAAGTACAAAGAGTAAACTTATAATTGCAAAGCTAT
TCAATCCAATTATAACGCAAGTACAGGATTGTAATAAAACAAGTTTTATAAA
TATAATATAGAAATAGACTAAGCATATTAGTAAAATAATTAAAATAAAACAA
AACAAAACATAGAAAGT

>MurflA 11 TC
ACTAAGTATAAAATTATTAAAAAATGAAAAAAAGATGAAATTCATAAGAAA
GTAATTTTCGTTATATTTAATATCAAAAATATTGTAAATCAAAAAAAAGTAAT
ATAAAATTAACAAAATGCATAGACTTATGCTATAAATTAAATGAAAATTGAG
GTATAAATAAAAGATGTAATTTTTTGTGGAGATAAAAATTAGAAATAAAAAG
CAAAAATTATTTACACTAAGTACAAAGAGTAAACTTATAATTGCAAAGCTAT
TCAATCCAATTATAACGCAAGTACAGGATTGTAATAAAACAAGTTTTATAAA
TATAATATAGAAATAGACTAAGCATATTAGTAAAATAATTAAAATAAAACAA
AACAAAACATAGAAAGT

>MurflB 154 TC
CAAAAATTAAAAAACAAAAATCACATAGGAAGAAGCAAAAGTGCAGGAGTA
AGAAGTAAAGCAATAAAAATAATAGAATAAAATTAATTAAGTTAATCATATA
ATAATATCATAAAATTAATATTTTATATCCAAAGCGACTTGATAATAAAAGTA
AGAAAAGTAGTAAACTAAAAAGTTCAAATAAAATTGATATAAAAATTATATG
TGTTACAAATAAAAATAATATAATAATAATGTATTGAATAATAATTATCATA
AATAAAAATCTTGTGTCAAATGTAAGAAAACAAAACATAAAAAAGAAACAA
AAAAGAAATAAAATTAAAAATATAAAGCATACATATGAATCTAAAAATAAT
ACAATAAATCC

>MurflB 151 TC
caaaaattaaaaaacaaaaatcacataggaagaagcaaaagtgcaggagtaagaagtaaagcaataaaaataatagaataaaa
ttaattaagttaatcatataataatatcataaaattaatattttatatccaaagcgacttgataataaaagtaagaaaagtagtaaactaa
aaagttcaaataaaattgatataaaaattatatgtgttacaaataaaaataatataataataatgtattgaataataattatcataaataa
aaatcttgtgtcaaatgtaagaaaacaaaacataaaaaagaaacaaaaaagaaataaaattaaaaatataaagcatatatatgaat
ctaaaaataatacaataaatcc

>MurflB 128 TC
caaaaattaaaaaacaaaaatcacataggaagaagcaaaagtgcaggagtaagaagtaaagcaataaaaataatagaataaaa
ttaattaagttaatcatataataatatcataaaattaatattttatatccaaagcgacttgataataaaagtaagaaaagtagtaaactaa
aaagttcaaataaaattgatataaaaattatatgtgttacaaataaaaataatataataataatgtattgaataataattatcataaataa
aaatcttgtgtcaaatgtaagaaaacaaaacataaaaaagaaacaaaaaagaaataaaattaaaaatataaagcatatatatgaat
ctaaaaataatacaataaatcc



>MurflB 127 TC
caaaaattaaaaaacaaaaatcacataggaagaagcaaaagtgcaggagtaagaagtaaagcaataaaaataatagaataaaa
ttaattaagttaatcatataataatatcataaaattaatattttatatccaaagcgacttgataataaaagtaagaaaagtagtaaactaa
aaagttcaaataaaattgatataaaaattatatgtgttacaaataaaaataatataataataatgtattgaataataattatcataaataa
aaatcttgtgtcaaatgtaagaaaacaaaacataaaaaagaaacaaaaaagaaataaaattaaaaatataaagcatatatatgaat
ctaaaaataatacaataaatcc

>MurflB 113 TC
CAAAAATTAAAAAACAAAAATCACATAGGAAGAAGCAAAAGTGCAGGAGTA
AGAAGTAAAGCAATAAAAATAATAGAATAAAATTAATTAAGTTAATCATATA
ATAATATCATAAAATTAATATTTTATATCCAAAGCGACTTGATAATAAAAGTA
AGAAAAGTAGTAAACTAAAAAGTTCAAATAAAATTGATATAAAAATTATATG
TGTTACGAATAAAAATAATATAATAATAATGTATTGAATAATAATTATCATA
AATAAAAATCTTGTGTCAAATGTAAGAAAACAAAACATAAAAAAGAAACAA
AAAAGAAATAAAATTAAAAATATAAAGCATATATATGAATCTAAAAATAATA
CAATAAATCC

>MurflB_100 TC
CAAAAATTAAAAAACAAAAATCACATAGGAAGAAGCAAAAGTGCAGGAGTA
AGAAGTAAAGCAATAAAAATAATAGAATAAAATTAATTAAGTTAATCATATA
ATAATATCATAAAATTAATATTTTATATCCAAAGCGACTTGATAATAAAAGTA
AGAAAAGTAGTAAACTAAAAAGTTCAAATAAAATTGATATAAAAATTATATG
TGTTACAAATAAAAATAATATAATAATAATGTATTGAATAATAATTATCATA
AATAAAAATCTTGTGTCAAATGTAAGAAAACAAAACATAAAAAAGAAACAA
AAAAGAAATAAAATTAAAAATATAAAGCATATATATGAATCTAAAAATAATA
CAATAAATCC

>MurflB 99 TC
caaaaattaaaaaacaaaaatcacataggaagaagcaaaagtgcaggagtaagaagtaaagcaataaaaataatagaataaaa
ttaattaagttaatcatataataatatcataaaattaatattttatatccaaagcgacttgataataaaagtaagaaaagtagtaaactaa
aaagttcaaataaaattgatataaaaattatatgtgttacaaataaaaataatataataataatgtattgaataataattatcataaataa
aaatcttgtgtcaaatgtaagaaaacaaaacataaaaaagaaacaaaaaagaaataaaattaaaaatataaagcatatatatgaat
ctaaaaatagtacaataaatcc

>MurflB 95 TC
CAAAAATTAAAAAACAAAAATCACATAGGAAGAAGCAAAAGTGCAGGAGTA
AGAAGTAAAGCAATAAAAATAATAGAATAAAATTAATTAAGTTAATCATATA
ATAATATCATAAAATTAATATTTTATATCCAAAGCGACTTGATAATAAAAGTA
AGAAAAGTAGTAAACTAAAAAGTTCAAATAAAATTGATATAAAAATTATATG
TGTTACAAATAAAAATAATATAATAATAATGTATTGAATAATAATTATCATA
AATAAAAATCTTGTGTCAAATGTAAGAAAACAAAACATAAAAAAGAAACAA
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AAAAGAAATAAAATTAAAAATATAAAGCATATATATGAATCTAAAAATAATA
CAATAAATCC

>MurflB 83 TC
CAAAAATTAAAAAACAAAAATCACATAGGAAGAAGCAAAAGTGCAGGAGTA
AGAAGTAAAGCAATAAAAATAATAGAATAAAATTAATTAAGTTAATCATATA
ATAATATCATAAAATTAATATTTTATATCCAAAGCGACTTGATAATAAAAGTA
AGAAAAGTAGTAAACTAAAAAGTTCAAATAAAATTGATATAAAAATTATATG
TGTTACAAATAAAAATAATATAATAATAATGTATTGAATAATAATTATCATA
AATAAAAATCTTGTGTCAAATGTAAGAAAACAAAACATAAAAAAGAAACAA
AAAAGAAATAAAATTAAAAATATAAAGCATATATATGAATCTAAAAATAATA
CAATAAATCC

>MurflB_70 TC
CAAAAATTAAAAAACAAAAATCACATAGGAAGAAGCAAAAGTGCAGGAGTA
AGAAGTAAAGCAATAAAAATAATAGAATAAAATTAATTAAGTTAATCATATA
ATAATATCATAAAATTAATATTTTATATCCAAAGCGACTTGATAATAAAAGTA
AGAAAAGTAGTAAACTAAAAAGTTCAAATAAAATTGATATAAAAATTATATG
TGTTACAAATAAAAATAATATAATAATAATGTATTGAATAATAATTATCATA
AATAAAAATCTTGTGTCAAATGTAAGAAAACAAAACATAAAAAAGAAACAA
AAAAGAAATAAAATTAAAAATATAAAGCATATATATGAATCTAAAAATAGTA
CAATAAATCC

>MurflB 67 TC
CAAAAATTAAAAAACAAAAATCACATAGGAAGAAGCAAAAGTGCAGGAGTA
AGAAGTAAAGCAATAAAAATAATAGAATAAAATTAATTAAGTTAATCATATA
ATAATATCATAAAATTAATATTTTATATCCAAAGCGACTTGATAATAAAAGTA
AGAAAAGTAGTAAACTAAAAAGTTCAAATAAAATTGATATAAAAATTATATG
TGTTACAAATAAAAATAATATAATAATAATGTATTGAATAATAATTATCATA
AATAAAAATCTTGTGTCAAATGTAAGAAAACAAAACATAAAAAAGAAACAA
AAAAGAAATAAAATTAAAAATATAAAGCATATATATGAATCTAAAAATAATA
CAATAAATCC

>MurflB 61 TC
caaaaattaaaaaacaaaaatcacataggaagaagcaaaagtgcaggagtaagaagtaaagcaataaaaataatagaataaaa
ttaattaagttaatcatataataatatcataaaattaatattttatatccaaagcgacttgataataaaagtaagaaaagtagtaaactaa
aaagttcaaataaaattgatataaaaattatatgtgttacaaataaaaataatataataataatgtattgaataataattatcataaataa
aaatcttgtgtcaaatgtaagaaaacaaaacataaaaaagaaacaaaaaagaaataaaattaaaaatataaagcatatatatgaat
ctaaaaataatacaataaatcc

>MurflB 53 TC



caaaaattaaaaaacaaaaatcacataggaagaagcaaaagtgcaggagtaagaagtaaagcaataaaaataatagaataaaa
ttaattaagttaatcatataataatatcataaaattaatattttatatccaaagcgacttgataataaaagtaagaaaagtagtaaactaa
aaagttcaaataaaattgatataaaaattatatgtgttacaaataaaaataatataataataatgtattgaataataattatcataaataa

aaatcttgtgtcaaatgtaagaaaacaaaacataaaaaagaaacaaaaaagaaataaaattaaaaatataaagcatatatatgaat

ctaaaaataatacaataaatcc

>MurflB_46 TC
CAAAAATTAAAAAACAAAAATCACATAGGAAGAAGCAAAAGTGCAGGAGTA
AGAAGTAAAGCAATAAAAATAATAGAATAAAATTAATTAAGTTAATCATATA
ATAATATCATAAAATTAATATTTTATATCCAAAGCGACTTGATAATAAAAGTA
AGAAAAGTAGTAAACTAAAAAGTTCAAATAAAATTGATATAAAAATTATATG
TGTTACGAATAAAAATAATATAATAATAATGTATTGAATAATAATTATCATA
AATAAAAATCTTGTGTCAAATGTAAGAAAACAAAACATAAAAAAGAAACAA
AAAAGAAATAAAATTAAAAATATAAAGCATATATATGAATCTAAAAATAATA
CAATAAATCC

>MurflB 38 TC
CAAAAATTAAAAAACAAAAATCACATAGGAAGAAGCAAAAGTGCAGGAGTA
AGAAGTAAAGCAATAAAAATAATAGAATAAAATTAATTAAGTTAATCATATA
ATAATATCATAAAATTAATATTTTATATCCAAAGCGACTTGATAATAAAAGTA
AGAAAAGTAGTAAACTAAAAAGTTCAAATAAAATTGATATAAAAATTATATG
TGTTACAAATAAAAATAATATAATAATAATGTATTGAATAATAATTATCATA
AATAAAAATCTTGTGTCAAATGTAAGAAAACAAAACATAAAAAAGAAACAA
AAAAGAAATAAAATTAAAAATATAAAGCATATATATGAATCTAAAAATAGTA
CAATAAATCC

>MurflB_11_TC
caaaaattaaaaaacaaaaatcacataggaagaagcaaaagtgcaggagtaagaagtaaagcaataaaaataatagaataaaa
ttaattaagttaatcatataataatatcataaaattaatattttatatccaaagcgacttgataataaaagtaagaaaagtagtaaactaa
aaagttcaaataaaattgatataaaaattatatgtgttacaaataaaaataatataataataatgtattgaataataattatcataaataa
aaatcttgtgtcaaatgtaagaaaacaaaacataaaaaagaaacaaaaaagaaataaaattaaaaatataaagcatatatatgaat
ctaaaaataatacaataaatcc

>0S 154 TC
TAAAATCGTTGTAAAGCAGATTTGTTTATATATTTAATTAATATAAGGAGTGC
ATAGTAATATTAGTACGCAAGGATCAATTATTTGTTATTTTATATATACTACT
TCAAGGTTTAATATTAAACTTAAGTCTATTGTTATTATTCATATTAATTTTTTT
AAAAGTTTTTAAGTTTTATGCTAGTTTATTTTAAAATAATTTTATTTGTCATAT
TTTAGGAATAGATAATAATA

>9S_151_TC
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taaaatcgttgtaaagcagatttgtttatatatttaattaatataaggagtgcatagtaatattagtacgcaaggatcaattatttgttattt
tatatatactacttcaaggtttaatattaaacttaagtctattgttattattcatattaatttttttaaaagtttttaagttttatgctagtttatttt
aaaataattttatttgtcatattttaggaatagataataata

>9S 128 TC
taaaatcgttgtaaagcagatttgtttatatatttaattaatataaggagtgcatagtaatattagtacgcaaggatcaattatttgttattt
tatatatactacttcaaggtttaatattaaacttaagtctattgttattattcatattaatttttttaaaagtttttaagttttatgctagtttatttt
aaaataattttatttgtcatattttaggaatagataataata

>9S 127 TC
taaaatcgttgtaaagcagatttgtttatatatttaattaatataaggagtgcatagtaatattagtacgcaaggatcaattatttgttattt
tatatatactacttcaaggtttaatattaaacttaagtctattgttattattcatattaatttttttaaaagtttttaagttttatgctagtttatttt
aaaataattttatttgtcatattttaggaatagataataata

>0S 113 TC
TAAAATCGTTGTAAAGCAGATTTGTTTATATATTTAATTAATATAAGGAGTGC
ATAGTAATATTAGTACGCAAGGATCAATTATTTGTTATTTTATATATACTACT
TCAAGGTTTAATATTAAACTTAAGTCTATTGTTATTATTCATATTAATTTTTTT
AAAAGTTTTTAAGTTTTATGCTAGTTTATTTTAAAATAATTTTATTTGTCATAT
TTTAGGAATAGATAATAATA

>9S 100 _TC
TAAAATCGTTGTAAAGCAGATTTGTTTATATATTTAATTAATATAAGGAGTGC
ATAGTAATATTAGTACGCAAGGATCAATTATTTGTTATTTTATATATACTACT
TCAAGGTTTAATATTAAACTTAAGTCTATTGTTATTATTCATATTAATTTTTTT
AAAAGTTTTTAAGTTTTATGCTAGTTTATTTTAAAATAATTTTATTTGTCATAT
TTTAGGAATAGATAATAATA

>9S 99 TC
taaaatcgttgtaaagcagatttgtttatatatttaattaatataaggagtgcatagtaatattagtacgcaaggatcaattatttgttattt
tatatatactacttcaaggtttaatattaaacttaagtctattgttattattcatattaatttttttaaaagtttttaagttttatgctagtttatttt
aaaataattttatttgtcatattttaggaatagataataata

>9S 95 TC
TAAAATCGTTGTAAAGCAGATTTGTTTATATATTTAATTAATATAAGGAGTGC
ATAGTAATATTAGTACGCAAGGATCAATTATTTGTTATTATATATATACTACT
TCAAGGTTTAATATTAAACTTAAGTCTATTGTTATTATTCATATTAATTTTTTT
AAAAGTTTTTAAGTTTTATGCTAGTTTATTTTAAAATAATTTTATTTGTCATAT
TTTAGGAATAGATAATAATA

>9S 83 TC



TAAAATCGTTGTAAAGCAGATTTGTTTATATATTTAATTAATATAAGGAGTGC
ATAGTAATATTAGTACGCAAGGATCAATTATTTGTTATTTTATATATACTACT

TCAAGGTTTAATATTAAACTTAAGTCTATTGTTATTATTCATATTAATTTTTTT
AAAAGTTTTTAAGTTTTATGCTAGTTTATTTTAAAATAATTTTATTTGTCATAT
TTTAGGAATAGATAATAATA

>9S 70 TC
TAAAATCGTTGTAAAGCAGATTTGTTTATATATTTAATTAATATAAGGAGTGC
ATAGTAATATTAGTACGCAAGGATCAATTATTTGTTATTTTATATATACTACT
TCAAGGTTTAATATTAAACTTAAGTCTATTGTTATTATTCATATTAATTTTTTT
AAAAGTTTTTAAGTTTTATGCTAGTTTATTTTAAAATAATTTTATTTGTCATAT
TTTAGGAATAGATAATAATA

>9S 67 TC
TAAAATCGTTGTAAAGCAGATTTGTTTATATATTTAATTAATATAAGGAGTGC
ATAGTAATATTAGTACGCAAGGATCAATTATTTGTTATTATATATATACTACT
TCAAGGTTTAATATTAAACTTAAGTCTATTGTTATTATTCATATTAATTTTTTT
AAAAGTTTTTAAGTTTTATGCTAGTTTATTTTAAAATAATTTTATTTGTCATAT
TTTAGGAATAGATAATAATA

>9S 61 _TC
taaaatcgttgtaaagcagatttgtttatatatttaattaatataaggagtgcatagtaatattagtacgcaaggatcaattatttgttattt
tatatatactacttcaaggtttaatattaaacttaagtctattgttattattcatattaatttttttaaaagtttttaagttttatgctagtttatttt
aaaataattttatttgtcatattttaggaatagataataata

>9S 53 TC
taaaatcgttgtaaagcagatttgtttatatatttaattaatataaggagtgcatagtaatattagtacgcaaggatcaattatttgttattt
tatatatactacttcaaggtttaatattaaacttaagtctattgttattattcatattaatttttttaaaagtttttaagttttatgctagtttatttt
aaaataattttatttgtcatattttaggaatagataataata

>9S 46 TC
TAAAATCGTTGTAAAGCAGATTTGTTTATATATTTAATTAATATAAGGAGTGC
ATAGTAATATTAGTACGCAAGGATCAATTATTTGTTATTTTATATATACTACT
TCAAGGTTTAATATTAAACTTAAGTCTATTGTTATTATTCATATTAATTTTTTT
AAAAGTTTTTAAGTTTTATGCTAGTTTATTTTAAAATAATTTTATTTGTCATAT
TTTAGGAATAGATAATAATA

>9S 38 TC

TAAAATCGTTGTAAAGCAGATTTGTTTATATATTTAATTAATATAAGGAGTGC
ATAGTAATATTAGTACGCAAGGATCAATTATTTGTTATTTTATATATACTACT
TCAAGGTTTAATATTAAACTTAAGTCTATTGTTATTATTCATATTAATTTTTTT
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AAAAGTTTTTAAGTTTTATGCTAGTTTATTTTAAAATAATTTTATTTGTCATAT
TTTAGGAATAGATAATAATA

>9S 11 _TC
taaaatcgttgtaaagcagatttgtttatatatttaattaatataaggagtgcatagtaatattagtacgcaaggatcaattatttgttattt
tatatatactacttcaaggtttaatattaaacttaagtctattgttattattcatattaatttttttaaaagtttttaagttttatgctagtttatttt
aaaataattttatttgtcatattttaggaatagataataata

>12S 154 TC
GTCTAAGAAATATATTTAAGATTATTCTTGTATATATATTTATAAATTAATAA
TTCTAAAAATAAAATAAAGTTCCTCGAAAATAAAATTTTAGTAGCATAGTAA
TTTGTTAACTAATTATTAAAGTGTTCCACAGAAATTTTTTAAATTAAAACAAA
AAAAATAATTTATGAATTAAAATAAAAATTTTAATAAAAATTAAATAATTAA
AATAGGACAAGTCCTACTCTCCTTTACAAAGAGAACGTTTCAATAATACGTA

>12S 151 TC
gtctaagaaatatatttaagattattcttgtatatatatttataaattaataattctaaaaataaaataaagttcctcgaaaataaaattttag
tagcatagtaatttgttaactaattattaaagtgttccacagaaattttttaaattaaaacaaaaaaaataatttatgaattaaaataaaaa
ttttaataaaaattaaataattaaaataggacaagtcctactctcctttacaaagagaacgtttcaataatacgta

>12S 128 TC
gtctaagaaatatatttaagattattcttgtatatatatttataaattaataattctaaaaataaaataaagttcctcgaaaataaaattttag
tagcatagtaatttgttaactaattattaaagtgttccacagaaattttttaaattaaaacaaaaaaaataatttatgaattaaaataaaaa
ttttaataaaaattaaataattaaaataggacaagtcctactctcctttacaaagagaacgtttcaataatacgta

>12S 127 TC
gtctaagaaatatatttaagattattcttgtatatatatttataaattaataattctaaaaataaaataaagttcctcgaaaataaaattttag
tagcatagtaatttgttaactaattattaaagtgttccacagaaattttttaaattaaaacaaaaaaaataatttatgaattaaaataaaaa
ttttaataaaaattaaataattaaaataggacaagtcctactctcctttacaaagagaacgtttcaataatacgta

>12S 113 TC
GTCTAAGAAATATATTTAAGATTATTCTTGTATATATATTTATAAATTAATAA
TTCTAAAAATAAAATAAAGTTCCTCGAAAATAAAATTTTAGTAGCATAGTAA
TTTGTTAACTAATTATTAAAGTGTTCCACAGAAATTTTTTAAATTAAAACAAA
AAAAATAATTTATGAATTAAAATAAAAATTTTAATAAAAATTAAATAATTAA
AATAGGACAAGTCCTACTCTCCTTTACAAAGAGAACGTTTCAATAATACGTA

>12S 100 TC
GTCTAAGAAATATATTTAAGATTATTCTTGTATATATATTTATAAATTAATAA
TTCTAAAAATAAAATAAAGTTCCTCGAAAATAAAATTTTAGTAGCATAGTAA
TTTGTTAACTAATTATTAAAGTGTTCCACAGAAATTTTTTAAATTAAAACAAA



AAAAATAATTTATGAATTAAAATAAAAATTTTAATAAAAATTAAATAATTAA
AATAGGACAAGTCCTACTCTCCTTTACAAAGAGAACGTTTCAATAATACGTA

>12S 99 TC
gtctaagaaatatatttaagattattcttgtatatatatttataaattaataattctaaaaataaaataaagttcctcgaaaataaaattttag
tagcatagtaatttgttaactaattattaaagtgttccacagaaattttttaaattaaaacaaaaaaaataatttatgaattaaaataaaaa
ttttaataaaaattaaataattaaaataggacaagtcctactctcctttacaaagagaacgtttcaataatacgta

>12S 95 TC

GTCTAAGAAATATATTTAAGATTATTCTTGTATATATATTTATAAATTAATAA
TTCTAAAAATAAAATAAAGTTCCTCGAAAATAAAATTTTAGTAGCATAGTAA
TTTGTTAACTAATTATTAAAGTGTTCCACAGAAATTTTTTAAATTAAAACAAA
AAAAATAATTTATGAATTAAAATAAAAATTTTAATAAAAATTAAATAATTAA
AATAGGGCAAGTCCTACTCTCCTTTACAAAGAGAACGTTTCAATAATACGTA

>12S 83 TC

GTCTAAGAAATATATTTAAGATTATTCTTGTATATATATTTATAAATTAATAA
TTCTAAAAATAAAATAAAGTTCCTCGAAAATAAAATTTTAGTAGCATAGTAA
TTTGTTAACTAATTATTAAAGTGTTCCACAGAAATTTTTTAAATTAAAACAAA
AAAAATAATTTATGAATTAAAATAAAAATTTTAATAAAAATTAAATAATTAA
AATAGGACAAGTCCTACTCTCCTTTACAAAGAGAACGTTTCAATAATACGTA

>12S 70 TC

GTCTAAGAAATATATTTAAGATTATTCTTGTATATATATTTATAAATTAATAA
TTCTAAAAATAAAATAAAGTTCCTCGAAAATAAAATTTTAGTAGCATAGTAA
TTTGTTAACTAATTATTAAAGTGTTCCACAGAAATTTTTTAAATTAAAACAAA
AAAAATAATTTATGAATTAAAATAAAAATTTTAATAAAAATTAAATAATTAA
AATAGGACAAGTCCTACTCTCCTTTACAAAGAGAACGTTTCAATAATACGTA

>12S 67 TC

GTCTAAGAAATATATTTAAGATTATTCTTGTATATATATTTATAAATTAATAA
TTCTAAAAATAAAATAAAGTTCCTCGAAAATAAAATTTTAGTAGCATAGTAA
TTTGTTAACTAATTATTAAAGTGTTCCACAGAAATTTTTTAAATTAAAACAAA
AAAAATAATTTATGAATTAAAATAAAAATTTTAATAAAAATTAAATAATTAA
AATAGGGCAAGTCCTACTCTCCTTTACAAAGAGAACGTTTCAATAATACGTA

>12S 61 TC
gtctaagaaatatatttaagattattcttgtatatatatttataaattaataattctaaaaataaaataaagttcctcgaaaataaaattttag
tagcatagtaatttgttaactaattattaaagtgttccacagaaattttttaaattaaaacaaaaaaaataatttatgaattaaaataaaaa
ttttaataaaaattaaataattaaaataggacaagtcctactctcctttacaaagagaacgtttcaataatacgta
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>12S 53 TC
gtctaagaaatatatttaagattattcttgtatatatatttataaattaataattctaaaaataaaataaagttcctcgaaaataaaattttag
tagcatagtaatttgttaactaattattaaagtgttccacagaaattttttaaattaaaacaaaaaaaataatttatgaattaaaataaaaa
ttttaataaaaattaaataattaaaataggacaagtcctactctcctttacaaagagaacgtttcaataatacgta

>12S 46 TC

GTCTAAGAAATATATTTAAGATTATTCTTGTATATATATTTATAAATTAATAA
TTCTAAAAATAAAATAAAGTTCCTCGAAAATAAAATTTTAGTAGCATAGTAA
TTTGTTAACTAATTATTAAAGTGTTCCACAGAAATTTTTTAAATTAAAACAAA
AAAAATAATTTATGAATTAAAATAAAAATTTTAATAAAAATTAAATAATTAA
AATAGGACAAGTCCTACTCTCCTTTACAAAGAGAACGTTTCAATAATACGTA

>12S 38 TC
GTCTAAGAAATATATTTAAGATTATTCTTGTATATATATTTATAAATTAATAA
TTCTAAAAATAAAATAAAGTTCCTCGAAAATAAAATTTTAGTAGCATAGTAA
TTTGTTAACTAATTATTAAAGTGTTCCACAGAAATTTTTTAAATTAAAACAAA
AAAAATAATTTATGAATTAAAATAAAAATTTTAATAAAAATTAAATAATTAA
AATAGGACAAGTCCTACTCTCCTTTACAAAGAGAACGTTTCAATAATACGTA

>12S 11 TC
gtctaagaaatatatttaagattattcttgtatatatatttataaattaataattctaaaaataaaataaagttcctcgaaaataaaattttag
tagcatagtaatttgttaactaattattaaagtgttccacagaaattttttaaattaaaacaaaaaaaataatttatgaattaaaataaaaa
ttttaataaaaattaaataattaaaataggacaagtcctactctcctttacaaagagaacgtttcaataatacgta

>ND5b_154 TC
TGATTACCAGATGCAATGGAAGGACCAATACCTGTATCTGCATTAATACATG
CTGCAACGTTAGTTGTATGTGGAATAATATTAGGTAGTTTCATATTTTGGTGT
TTCGAATTTTGATTTAGCTATTTTTATAGTATAATTTGCTGAACAACCGCAAT
AATAGTATTAATGAGTCTGTGTGTCTTTTATAATTTTGACGCAAAACGTTATA
TAGCATTTAGTACAATCTGTCAAATAAGTTTTTCGTTTTTTTGTTGTATTTGTT
TAGATCTTTATGTAGGTTGCTTATTTTTTTGTTATCACATGTTTTATAAGGCAT
CTTTGTTTATAGTAATAGGTATATGAATACATATATTCTTTGGTCTAC

>ND5b_151 TC
tgattaccagatgcaatggaaggaccaatacctgtatctgcattaatacatgetgcaacgttagttgtatgtggaataatattaggta
gtttcatattttggtgtttcgaattttgatttagctatttttatagtataatttgctgaacaaccgcaataatagtattaatgagtetgtgtgte
ttttataattttgacgcaaaacgttatatagcatttagtacaatctgtcaaataagtttttcgtttttttgttgtatttgtttagatctttatgtag
gttgcttatttttttgttatcacatgttttataaggcatctttgtttatagtaataggtatatgaatacatatattctttggtctac

>ND5b_128_TC



tgattaccagatgcaatggaaggaccaatacctgtatctgcattaatacatgctgcaacattagttgtatgtggaataatattaggta
gtttcatattttggtgtttcgaattttgatttagctatttttatagtataatttgctgaacaaccgcaataatagtattaatgagtetgtgtgte
ttttataattttgacgcaaaacgttatatagcatttagtacaatctgtcaaataagtttttcgtttttttgttgtatttgtttagatctttatgtag
gttgcttatttttttgttatcacatgttttataaggcatctttgtttatagtaataggtatatgaatacatatattctttggtctac

>ND5b 127 TC
tgattaccagatgcaatggaaggaccaatacctgtatctgcattaatacatgetgcaacgttagttgtatgtggaataatattaggta
gtttcatattttggtgtttcgaattttgatttagctatttttatagtataatttgctgaacaaccgcaataatagtattaatgagtetgtgtgte
ttttataattttgacgcaaaacgttatatagcatttagtacaatctgtcaaataagtttttcgtttttttgttgtatttgtttagatctttatgtag
gttgcttatttttttgttatcacatgttttataaggcatctttgtttatagtaataggtatatgaatacatatattctttggtctac

>ND5b_113_TC
TGATTACCAGATGCAATGGAAGGACCAATACCTGTATCTGCATTAATACATG
CTGCAACGTTAGTTGTATGTGGAATAATATTAGGTAGTTTCATATTTTGGTGT
TTCGAATTTTGATTTAGCTATTTTTATAGTATAATTTGCTGAACAACCGCAAT
AATAGTATTAATGAGTCTGTGTGTCTTTTATAATTTTGACGCAAAACGTTATA
TAGCATTTAGTACAATCTGTCAAATAAGTTTTTCGTTTTTTTGTTGTATTTGTT
TAGATCTTTATGTAGGTTGCTTATTTTTTTGTTATCACATGTTTTATAAGGCAT
CTTTGTTTATAGTAATAGGTATATGAATACATATATTCTTTGGTCTAC

>ND5b 100 TC
TGATTACCAGATGCAATGGAAGGACCAATACCTGTATCTGCATTAATACATG
CTGCAACGTTAGTTGTATGTGGAATAATATTAGGTAGTTTCATATTTTGGTGT
TTCGAATTTTGATTTAGCTATTTTTATAGTATAATTTGCTGAACAACCGCAAT
AATAGTATTAATGAGTCTGTGTGTCTTTTATAATTTTGACGCAAAACGTTATA
TAGCATTTAGTACAATCTGTCAAATAAGTTTTTCGTTTTTTTGTTGTATTTGTT
TAGATCTTTATGTAGGTTGCTTATTTTTTTGTTATCACATGTTTTATAAGGCAT
CTTTGTTTATAGTAATAGGTATATGAATACATATATTCTTTGGTCTAC

>ND5b 99 TC
tgattaccagatgcaatggaaggaccaatacctgtatctgcattaatacatgetgcaacgttagttgtatgtggaataatattaggta
gtttcatattttggtgtttcgaattttgatttagctatttttatagtataatttgctgaacaaccgcaataatagtattaatgagtetgtgtgte
ttttataattttgacgcaaaacgttatatagcatttagtacaatctgtcaaataagtttttcgtttttttgttgtatttgtttagatctttatgtag
gttgcttatttttttgttatcacatgttttataaggcatctttgtttatagtaataggtatatgaatacatatattctttggtctac

>ND5b 95 TC

TGATTACCAGATGCAATGGAAGGACCAATACCTGTATCTGCATTAATACATG
CTGCAACGTTAGTTGTATGTGGAATAATATTAGGTAGTTTCATATTTTGGTGT
TTCGAATTTTGATTTAGCTATTTTTATAGTATAATTTGCTGAACAACCGCAAT
AATAGTATTAATGAGTCTGTGTGTCTTTTATAATTTTGACGCAAAACGTTATA
TAGCATTTAGTACAATTTGTCAAATAAGTTTTTCGTTTTTTTGTTGTATTTGTT
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TAGATCTTTATGTAGGTTGCTTATTTTTTTGTTATCACATGTTTTATAAGGCAT
CTTTGTTTATAGTAATAGGTATATGAATACATATATTCTTTGGTCTAC

>ND5b 83 TC
TGATTACCAGATGCAATGGAAGGACCAATACCTGTATCTGCATTAATACATG
CTGCAACGTTAGTTGTATGTGGAATAATATTAGGTAGTTTCATATTTTGGTGT
TTCGAATTTTGATTTAGCTATTTTTATAGTATAATTTGCTGAACAACCGCAAT
AATAGTATTAATGAGTCTGTGTGTCTTTTATAATTTTGACGCAAAACGTTATA
TAGCATTTAGTACAATCTGTCAAATAAGTTTTTCGTTTTTTTGTTGTATTTGTT
TAGATCTTTATGTAGGTTGCTTATTTTTTTGTTATCACATGTTTTATAAGGCAT
CTTTGTTTATAGTAATAGGTATATGAATACATATATTCTTTGGTCTAC

>ND5b 70 TC
TGATTACCAGATGCAATGGAAGGACCAATACCTGTATCTGCATTAATACATG
CTGCAACGTTAGTTGTATGTGGAATAATATTAGGTAGTTTCATATTTTGGTGT
TTCGAATTTTGATTTAGCTATTTTTATAGTATAATTTGCTGAACAACCGCAAT
AATAGTATTAATGAGTCTGTGTGTCTTTTATAATTTTGACGCAAAACGTTATA
TAGCATTTAGTACAATCTGTCAAATAAGTTTTTCGTTTTTTTGTTGTATTTGTT
TAGATCTTTATGTAGGTTGCTTATTTTTTTGTTATCACATGTTTTATAAGGCAT
CTTTGTTTATAGTAATAGGTATATGAATACATATATTCTTTGGTCTAC

>ND5b 67 TC
TGATTACCAGATGCAATGGAAGGACCAATACCTGTATCTGCATTAATACATG
CTGCAACGTTAGTTGTATGTGGAATAATATTAGGTAGTTTCATATTTTGGTGT
TTCGAATTTTGATTTAGCTATTTTTATAGTATAATTTGCTGAACAACCGCAAT
AATAGTATTAATGAGTCTGTGTGTCTTTTATAATTTTGACGCAAAACGTTATA
TAGCATTTAGTACAATTTGTCAAATAAGTTTTTCGTTTTTTTGTTGTATTTGTT
TAGATCTTTATGTAGGTTGCTTATTTTTTTGTTATCACATGTTTTATAAGGCAT
CTTTGTTTATAGTAATAGGTATATGAATACATATATTCTTTGGTCTAC

>ND5b_61 TC
tgattaccagatgcaatggaaggaccaatacctgtatctgcattaatacatgetgcaacgttagttgtatgtggaataatattaggta
gtttcatattttggtgtttcgaattttgatttagctatttttatagtataatttgctgaacaaccgcaataatagtattaatgagtetgtgtgte
ttttataattttgacgcaaaacgttatatagcatttagtacaatctgtcaaataagtttttcgtttttttgttgtatttgtttagatctttatgtag
gttgcttatttttttgttatcacatgttttataaggcatctttgtttatagtaataggtatatgaatacatatattctttggtctac

>ND5b 53 TC
tgattaccagatgcaatggaaggaccaatacctgtatctgcattaatacatgetgcaacgttagttgtatgtggaataatattaggta
gtttcatattttggtgtttcgaattttgatttagctatttttatagtataatttgctgaacaaccgcaataatagtattaatgagtetgtgtgte
ttttataattttgacgcaaaacgttatatagcatttagtacaatctgtcaaataagtttttcgtttttttgttgtatttgtttagatctttatgtag
gttgcttatttttttgttatcacatgttttataaggcatctttgtttatagtaataggtatatgaatacatatattctttggtctac



>ND5b_46 TC
TGATTACCAGATGCAATGGAAGGACCAATACCTGTATCTGCATTAATACATG
CTGCAACGTTAGTTGTATGTGGAATAATATTAGGTAGTTTCATATTTTGGTGT
TTCGAATTTTGATTTAGCTATTTTTATAGTATAATTTGCTGAACAACCGCAAT
AATAGTATTAATGAGTCTGTGTGTCTTTTATAATTTTGACGCAAAACGTTATA
TAGCATTTAGTACAATCTGTCAAATAAGTTTTTCGTTTTTTTGTTGTATTTGTT
TAGATCTTTATGTAGGTTGCTTATTTTTTTGTTATCACATGTTTTATAAGGCAT
CTTTGTTTATAGTAATAGGTATATGAATACATATATTCTTTGGTCTAC

>ND5b 38 TC
TGATTACCAGATGCAATGGAAGGACCAATACCTGTATCTGCATTAATACATG
CTGCAACGTTAGTTGTATGTGGAATAATATTAGGTAGTTTCATATTTTGGTGT
TTCGAATTTTGATTTAGCTATTTTTATAGTATAATTTGCTGAACAACCGCAAT
AATAGTATTAATGAGTCTGTGTGTCTTTTATAATTTTGACGCAAAACGTTATA
TAGCATTTAGTACAATCTGTCAAATAAGTTTTTCGTTTTTTTGTTGTATTTGTT
TAGATCTTTATGTAGGTTGCTTATTTTTTTGTTATCACATGTTTTATAAGGCAT
CTTTGTTTATAGTAATAGGTATATGAATACATATATTCTTTGGTCTAC

>ND5b 11 TC
tgattaccagatgcaatggaaggaccaatacctgtatctgcattaatacatgetgcaacgttagttgtatgtggaataatattaggta
gtttcatattttggtgtttcgaattttgatttagctatttttatagtataatttgctgaacaaccgcaataatagtattaatgagtetgtgtgte
ttttataattttgacgcaaaacgttatatagcatttagtacaatctgtcaaataagtttttcgtttttttgttgtatttgtttagatctttatgtag
gttgcttatttttttgttatcacatgttttataaggcatctttgtttatagtaataggtatatgaatacatatattctttggtctac

>ND5a_154 TC
GTACATACTGTTGCTGATAGATCTTGTATTTTGTTTTATACTATTTTACGCATT
TTATTATATGTATTTTGATATATTTTTAGGACGATTTCTTAATATTTTTTGAAT
GTTCATTTTATGTATGAACTTTTTTATATTATCATATGATTTTATAACAGCATA
TTGTGGTTGAGAATTATTAGGGTTATATTCTTTTTTATTAATATCTTATTTTTG
ATACCGTTTCATCTCCATAAAATTCGGTTTTAAAGCATTTTTTATAGGTAAAA
TAGGAGATATATTGCTCATATTTGCATTTTCAATATTATTTTCAATGAATGGTT
ATTACATAGCAACGTTTCATATTATAAATTTTATGTGTGTTGATTACTATTACA
TAGTATTTATAACTTTAATATTATTATGTTGTGCTTTTACGAAAA

>ND5a 151 TC
gtacatactgttgctgatagatcttgtattttgttttatactattttacgcattttattatatgtattttgatatatttttaggacgatttcttaata
ttttttgaatgttcattttatgtatgaacttttttatattatcatatgattttataacagcatattgtggttgagaattattagggttatattcttttt
tattaatatcttatttttgataccgtttcatctccataaaattcggttttaaagcattttttataggtaaaataggagatatattgctcatattt
gcattttcaatattattttcaatgaatggttattacatagcaacgtttcatattataaattttatgtgtgttgattactattacatagtatttata
actttaatattattatgttgtgcttttacgaaaa
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>ND5a 128 TC
gtacatactgttgctgatagatcttgtattttgttttatactattttacgcattttattatatgtattttgatatatttttagggcgatttcttaata
ttttttgaatgtteattttatgtatgaacttttttatattatcatatgattttataacagcatattgtggttgagaattattagggttatattcttttt
tattaatatcttatttttgataccgtttcatctccataaaattcggttttaaagcattttttataggtaaaataggagatatattgctcatattt
gcattttcaatattattttcaatgaatggttattacatagcaacgtttcatattataaattttatgtgtgttgattactattacatagtatttata
actttaatattattatgttgtgcttttacgaaaa

>ND5a 127 TC
gtacatactgttgctgatagatcttgtattttgttttatactattttacgcattttattatatgtattttgatatatttttaggacgatttcttaata
ttttttgaatgtteattttatgtatgaacttttttatattatcatatgattttataacagcatattgtggttgagaattattagggttatattcttttt
tattaatatcttatttttgataccgtttcatctccataaaattcggttttaaagcattttttataggtaaaataggagatatattgctcatattt
gcattttcaatattattttcaatgaatggttattacatagcaacgtttcatattataaattttatgtgtgttgattactattacatagtatttata
actttaatattattatgttgtgcttttacgaaaa

>ND5a_113_TC
GTACATACTGTTGCTGATAGATCTTGTATTTTGTTTTATACTATTTTACGCATT
TTATTATATGTATTTTGATATATTTTTAGGGCGATTTCTTAATATTTTTTGAAT
GTTCATTTTATGTATGAACTTTTTTATATTATCATATGATTTTATAACAGCATA
TTGTGGTTGAGAATTATTAGGGTTATATTCTTTTTTATTAATATCTTATTTTTG
ATACCGTTTCATCTCCATAAAATTCGGTTTTAAAGCATTTTTTATAGGTAAAA
TAGGAGATATATTGCTCATATTTGCATTTTCAATATTATTTTCAATGAATGGTT
ATTACATAGCAACGTTTCATATTATAAATTTTATGTGTGTTGATTACTATTACA
TAGTATTTATAACTTTAATATTATTATGTTGTGCTTTTACGAAAA
>ND5a_100_TC
GTACATACTGTTGCTGATAGATCTTGTATTTTGTTTTATACTATTTTACGCATT
TTATTATATGTATTTTGATATATTTTTAGGACGATTTCTTAATATTTTTTGAAT
GTTCATTTTATGTATGAACTTTTTTATATTATCATATGATTTTATAACAGCATA
TTGTGGTTGAGAATTATTAGGGTTATATTCTTTTTTATTAATATCTTATTTTTG
ATACCGTTTCATCTCCATAAAATTCGGTTTTAAAGCATTTTTTATAGGTAAAA
TAGGAGATATATTGCTCATATTTGCATTTTCAATATTATTTTCAATGAATGGTT
ATTACATAGCAACGTTTCATATTATAAATTTTATGTGTGTTGATTACTATTACA
TAGTATTTATAACTTTAATATTATTATGTTGTGCTTTTACGAAAA

>ND5a 99 TC
gtacatactgttgctgatagatcttgtattttgttttatactattttacgcattttattatatgtattttgatatatttttaggacgatttcttaata
ttttttgaatgtteattttatgtatgaacttttttatattatcatatgattttataacagcatattgtggttgagaattattagggttatattcttttt
tattaatatcttatttttgataccgtttcatctccataaaattcggttttaaagcattttttataggtaaaataggagatatattgctcatattt
gcattttcaatattattttcaatgaatggttattacatagcaacgtttcatattataaattttatgtgtgttgattactattacatagtatttata
actttaatattattatgttgtgcttttacgaaaa
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>ND5a 95 TC
GTACATACTGTTGCTGATAGATCTTGTATTTTGTTTTATACTATTTTACGCATT
TTATTATATGTATTTTGATATATTTTTAGGGCGATTTCTTAATATTTTTTGAAT
GTTCATTTTATGTATGAACTTTTTTATATTATCATATGATTTTATAACAGCATA
TTGTGGTTGAGAATTATTAGGGTTATATTCTTTTTTATTAATATCTTATTTTTG
ATACCGTTTCATCTCCATAAAATTCGGTTTTAAAGCATTTTTTATAGGTAAAA
TAGGAGATATATTGCTCATATTTGCATTTTCAATATTATTTTCAATGAATGGTT
ATTACATAGCAACGTTTCATATTATAAATTTTATGTGTGTTGATTACTATTACA
TAGTATTTATAACTTTAATATTATTATGTTGTGCTTTTACGAAAA

>ND5a 83 TC
GTACATACTGTTGCTGATAGATCTTGTATTTTGTTTTATACTATTTTACGCATT
TTATTATATGTATTTTGATATATTTTTAGGACGATTTCTTAATATTTTTTGAAT
GTTCATTTTATGTATGAACTTTTTTATATTATCATATGATTTTATAACAGCATA
TTGTGGTTGAGAATTATTAGGGTTATATTCTTTTTTATTAATATCTTATTTTTG
ATACCGTTTCATCTCCATAAAATTCGGTTTTAAAGCATTTTTTATAGGTAAAA
TAGGAGATATATTGCTCATATTTGCATTTTCAATATTATTTTCAATGAATGGTT
ATTACATAGCAACGTTTCATATTATAAATTTTATGTGTGTTGATTACTATTACA
TAGTATTTATAACTTTAATATTATTATGTTGTGCTTTTACGAAAA

>ND5a 70 TC
GTACATACTGTTGCTGATAGATCTTGTATTTTGTTTTATACTATTTTACGCATT
TTATTATATGTATTTTGATATATTTTTAGGACGATTTCTTAATATTTTTTGAAT
GTTCATTTTATGTATGAACTTTTTTATATTATCATATGATTTTATAACAGCATA
TTGTGGTTGAGAATTATTAGGGTTATATTCTTTTTTATTAATATCTTATTTTTG
ATACCGTTTCATCTCCATAAAATTCGGTTTTAAAGCATTTTTTATAGGTAAAA
TAGGAGATATATTGCTCATATTTGCATTTTCAATATTATTTTCAATGAATGGTT
ATTACATAGCAACGTTTCATATTATAAATTTTATGTGTGTTGATTACTATTACA
TAGTATTTATAACTTTAATATTATTATGTTGTGCTTTTACGAAAA
>ND5a 67 TC
GTACATACTGTTGCTGATAGATCTTGTATTTTGTTTTATACTATTTTACGCATT
TTATTATATGTATTTTGATATATTTTTAGGGCGATTTCTTAATATTTTTTGAAT
GTTCATTTTATGTATGAACTTTTTTATATTATCATATGATTTTATAACAGCATA
TTGTGGTTGAGAATTATTAGGGTTATATTCTTTTTTATTAATATCTTATTTTTG
ATACCGTTTCATCTCCATAAAATTCGGTTTTAAAGCATTTTTTATAGGTAAAA
TAGGAGATATATTGCTCATATTTGCATTTTCAATATTATTTTCAATGAATGGTT
ATTACATAGCAACGTTTCATATTATAAATTTTATGTGTGTTGATTACTATTACA
TAGTATTTATAACTTTAATATTATTATGTTGTGCTTTTACGAAAA

>ND5a_61_TC
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gtacatactgttgctgatagatcttgtattttgttttatactattttacgcattttattatatgtattttgatatatttttaggacgatttcttaata
ttttttgaatgtteattttatgtatgaacttttttatattatcatatgattttataacagcatattgtggttgagaattattagggttatattcttttt
tattaatatcttatttttgataccgtttcatctccataaaattcggttttaaagcattttttataggtaaaataggagatatattgctcatattt

gcattttcaatattattttcaatgaatggttattacatagcaacgtttcatattataaattttatgtgtgttgattactattacatagtatttata
actttaatattattatgttgtgcttttacgaaaa

>ND5a 53 TC
gtacatactgttgctgatagatcttgtattttgttttatactattttacgcattttattatatgtattttgatatatttttaggacgatttcttaata
ttttttgaatgtteattttatgtatgaacttttttatattatcatatgattttataacagcatattgtggttgagaattattagggttatattcttttt
tattaatatcttatttttgataccgtttcatctccataaaattcggttttaaagcattttttataggtaaaataggagatatattgctcatattt
gcattttcaatattattttcaatgaatggttattacatagcaacgtttcatattataaattttatgtgtgttgattactattacatagtatttata
actttaatattattatgttgtgcttttacgaaaa

>ND5a 46 TC
GTACATACTGTTGCTGATAGATCTTGTATTTTGTTTTATACTATTTTACGCATT
TTATTATATGTATTTTGATATATTTTTAGGGCGATTTCTTAATATTTTTTGAAT
GTTCATTTTATGTATGAACTTTTTTATATTATCATATGATTTTATAACAGCATA
TTGTGGTTGAGAATTATTAGGGTTATATTCTTTTTTATTAATATCTTATTTTTG
ATACCGTTTCATCTCCATAAAATTCGGTTTTAAAGCATTTTTTATAGGTAAAA
TAGGAGATATATTGCTCATATTTGCATTTTCAATATTATTTTCAATGAATGGTT
ATTACATAGCAACGTTTCATATTATAAATTTTATGTGTGTTGATTACTATTACA
TAGTATTTATAACTTTAATATTATTATGTTGTGCTTTTACGAAAA

>ND5a 38 TC
GTACATACTGTTGCTGATAGATCTTGTATTTTGTTTTATACTATTTTACGCATT
TTATTATATGTATTTTGATATATTTTTAGGACGATTTCTTAATATTTTTTGAAT
GTTCATTTTATGTATGAACTTTTTTATATTATCATATGATTTTATAACAGCATA
TTGTGGTTGAGAATTATTAGGGTTATATTCTTTTTTATTAATATCTTATTTTTG
ATACCGTTTCATCTCCATAAAATTCGGTTTTAAAGCATTTTTTATAGGTAAAA
TAGGAGATATATTGCTCATATTTGCATTTTCAATATTATTTTCAATGAATGGTT
ATTACATAGCAACGTTTCATATTATAAATTTTATGTGTGTTGATTACTATTACA
TAGTATTTATAACTTTAATATTATTATGTTGTGCTTTTACGAAAA

>ND5a 11 _TC
gtacatactgttgctgatagatcttgtattttgttttatactattttacgcattttattatatgtattttgatatatttttaggacgatttcttaata
ttttttgaatgtteattttatgtatgaacttttttatattatcatatgattttataacagcatattgtggttgagaattattagggttatattcttttt
tattaatatcttatttttgataccgtttcatctccataaaattcggttttaaagcattttttataggtaaaataggagatatattgctcatattt
gcattttcaatattattttcaatgaatggttattacatagcaacgtttcatattataaattttatgtgtgttgattactattacatagtatttata
actttaatattattatgttgtgcttttacgaaaa

>Sp18_154 TC



TTTGTTTTTAAGAGTTAAATATTTAAATAATAATATATTTATTACATATAACAT
GTATTTTAATAAAAAGCGGAGAAAAGAGGAAGGGTCTTCTAATGTCAGGTTG
TTTATATAGGATATATGGAGTGGGGTTCAGTTTAGGTCTATTTATTATGTTAC
AGATAATATGTGGTGTTTGCTTAGCATGAATGTTTTTTAGTTGTTTTATTTGTG
CAAATTGATATTTTATTTTATTTTTGTGAGACTTTGATTTAGGTTTTGTGATTA
GAAGTATTCATATCTGTTTTACTTCTTTGCTATATTTTCTATTATATGTGCATA
TATTTAAATGTATAATATTGGTAATTTTATTTGACACACATTTATTAGTATGAT
TTATAGGATTTATATTATTTATGTTTATAATAATTATTGCATTTATTGGGTACG
TGTTACCATGTACAATGATGTCTTATTGAGGATTAACAGTTTTTAGTAATATT
TTAGCTACTGTTCCTGTATTCGGCCAGTGATTATGTTATTGAATATGGGGTAG
TGAATTTATAAATGATTTTACGCTTTTAAAACTTCATGTATTACATGTCTTGCT
CCCTTTTGTTTTAATTATGGTATTA

>Sp18_151_TC
TTTGTTTTTAAGAGTTAAATATTTAAATAATAATATATTTATTACATATAACAT
GTATTTTAATAAAAAGCGGAGAAAAGAGGAAGGGTCTTCTAATGTCAGGTTG
TTTATATAGGATATATGGAGTGGGGTTCAGTTTAGGTCTATTTATTATGTTAC
AGATAATATGTGGTGTTTGCTTAGCATGAATGTTTTTTAGTTGTTTTATTTGTG
CAAATTGATATTTTATTTTATTTTTGTGAGACTTTGATTTAGGTTTTGTGATTA
GAAGTATTCATATCTGTTTTACTTCTTTGCTATATTTTCTATTATATGTGCATA
TATTTAAATGTATAATATTGGTAATTTTATTTGACACACATTTATTAGTATGAT
TTATAGGATTTATATTATTTATGTTTATAATAATTATTGCATTTATTGGGTACG
TGTTACCATGTACAATGATGTCTTATTGAGGATTAACAGTTTTTAGTAATATT
TTAGCTACTGTTCCTGTATTCGGCCAGTGATTATGTTATTGAATATGGGGTAG
TGAATTTATAAATGATTTTACGCTTTTAAAACTTCATGTATTACATGTCTTGCT
CCCTTTTGTTTTAATTATGGTATTA

>Sp18_128 TC
TTTGTTTTTAAGAGTTAAATATTTAAATAATAATATATTTATTACATATAACAT
GTATTTTAATAAAAAGCGGAGAAAAGAGGAAGGGTCTTCTAATGTCAGGTTG
TTTATATAGGATATATGGAGTGGGGTTCAGTTTAGGTCTATTTATTATGTTAC
AGATAATATGTGGTGTTTGCTTAGCATGAATGTTTTTTAGTTGTTTTATTTGTG
CAAATTGATATTTTATTTTATTTTTGTGAGACTTTGATTTAGGTTTTGTGATTA
GAAGTATTCATATCTGTTTTACTTCTTTGCTATATTTTCTATTATATGTGCATA
TATTTAAATGTATAATATTGGTAATTTTATTTGACACACATTTATTAGTATGAT
TTATAGGATTTATATTATTTATGTTTATAATAATTATTGCATTTATTGGGTACG
TGTTACCATGTACAATGATGTCTTATTGAGGATTAACAGTTTTTAGTAATATT
TTAGCTACTGTTCCTGTATTCGGCCAGTGATTATGTTATTGAATATGGGGTAG
TGAATTTATAAATGATTTTACGCTTTTAAAACTTCATGTATTACATGTCTTGCT
CCCTTTTGTTTTAATTATGGTATTA

>Sp18_127_TC
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TTTGTTTTTAAGAGTTAAATATTTAAATAATAATATATTTATTACATATAACAT
GTATTTTAATAAAAAGCGGAGAAAAGAGGAAGGGTCTTCTAATGTCAGGTTG
TTTATATAGGATATATGGAGTGGGGTTCAGTTTAGGTCTATTTATTATGTTAC
AGATAATATGTGGTGTTTGCTTAGCATGAATGTTTTTTAGTTGTTTTATTTGTG
CAAATTGATATTTTATTTTATTTTTGTGAGACTTTGATTTAGGTTTTGTGATTA
GAAGTATTCATATCTGTTTTACTTCTTTGCTATATTTTCTATTATATGTGCATA
TATTTAAATGTATAATATTGGTAATTTTATTTGACACACATTTATTAGTATGAT
TTATAGGATTTATATTATTTATGTTTATAATAATTATTGCATTTATTGGGTACG
TGTTACCATGTACAATGATGTCTTATTGAGGATTAACAGTTTTTAGTAATATT
TTAGCTACTGTTCCTGTATTCGGCCAGTGATTATGTTATTGAATATGGGGTAG
TGAATTTATAAATGATTTTACGCTTTTAAAACTTCATGTATTACATGTCTTGCT
CCCTTTTGTTTTAATTATGGTATTA

>Spl18_113_TC
TTTGTTTTTAAGAGTTAAATATTTAAATAATAATATATTTATTACATATAACAT
GTATTTTAATAAAAAGCGGAGAAAAGAGGAAGGGTCTTCTAATGTCAGGTTG
TTTATATAGGATATATGGAGTGGGGTTCAGTTTAGGTCTATTTATTATGTTAC
AGATAATATGTGGTGTTTGCTTAGCATGAATGTTTTTTAGTTGTTTTATTTGTG
CAAATTGATATTTTATTTTATTTTTGTGAGACTTTGATTTAGGTTTTGTGATTA
GAAGTATTCATATCTGTTTTACTTCTTTGCTATATTTTCTATTATATGTGCATA
TATTTAAATGTATAATATTGGTAATTTTATTTGACACACATTTATTAGTATGAT
TTATAGGATTTATATTATTTATGTTTATAATAATTATTGCATTTATTGGGTACG
TGTTACCATGTACAATGATGTCTTATTGAGGATTAACAGTTTTTAGTAATATT
TTAGCTACTGTTCCTGTATTCGGCCAGTGATTATGTTATTGAATATGGGGTAG
TGAATTTATAAATGATTTTACGCTTTTAAAACTTCATGTATTACATGTCTTGCT
CCCTTTTGTTTTAATTATGGTATTA

>Sp18 100 TC
TTTGTTTTTAAGAGTTAAATATTTAAATAATAATATATTTATTACATATAACAT
GTATTTTAATAAAAAGCGGAGAAAAGAGGAAGGGTCTTCTAATGTCAGGTTG
TTTATATAGGATATATGGAGTGGGGTTCAGTTTAGGTCTATTTATTATGTTAC
AGATAATATGTGGTGTTTGCTTAGCATGAATGTTTTTTAGTTGTTTTATTTGTG
CAAATTGATATTTTATTTTATTTTTGTGAGACTTTGATTTAGGTTTTGTGATTA
GAAGTATTCATATCTGTTTTACTTCTTTGCTATATTTTCTATTATATGTGCATA
TATTTAAATGTATAATATTGGTAATTTTATTTGACACACATTTATTAGTATGAT
TTATAGGATTTATATTATTTATGTTTATAATAATTATTGCATTTATTGGGTACG
TGTTACCATGTACAATGATGTCTTATTGAGGATTAACAGTTTTTAGTAATATT
TTAGCTACTGTTCCTGTATTCGGCCAGTGATTATGTTATTGAATATGGGGTAG
TGAATTTATAAATGATTTTACGCTTTTAAAACTTCATGTATTACATGTCTTGCT
CCCTTTTGTTTTAATTATGGTATTA



>Sp18 99 TC Rvs
TTTGTTTTTAAGAGTTAAATATTTAAATAAATAATATATTTATTACATATAAC
ATGTATTTTAATAAAAAGCGGAGAAAAGAGGAAGGGTCTTCTAATGTCAGGT
TGTTTATATAGGATATATGGAGTGGGGTTCAGTTTAGGTCTATTTATTATGTT
ACAGATAATATGTGGTGTTTGCTtAGCATGAATGTTTTTTAGTTGTTTTATTTG
TGCAAATTGATATTTTATTTTATTTTTGTGAGACTTTGATTTAGGTTTTGTGAT
TAGAAGTATTCATATCTGTTTTACTTCTTTGCTATATTTTCTATTATATGTGCA
TATATTTAAATGTATAATATTGGTAATTTTATTTGACACACATTTATTAGTATG
ATTTATAGGATTTATATTATTTATGTTTATAATAATTATTGCATTTATCGGGTA
CGTGTTACCATGTACAATGATGTCTTACTGAGGATTAACAGTTTTTAGTAATA
TCTTAGCTACTGtTCCTGTatTCGGCCAGTGATTATGTTAGAAtATGGGGTAGC
AATTtATAAATGATTTTACGCTTTTAAAACTTCATGTATTACATGTCTTGCTCC
CTTTTGTTTTAATTATGGTaTTA

>Spl18 95 TC
TTTGTTTTTAAGAGTTAAATATTTAAATAATAATATATTTATTACATATAACAT
GTATTTTAATAAAAAGCGGAGAAAAGAGGAAGGGTCTTCTAATGTCAGGTTG
TTTATATAGGATATATGGAGTGGGGTTCAGTTTAGGTCTATTTATTATGTTAC
AGATAATATGTGGTGTTTGCTTAGCATGAATGTTTTTTAGTTGTTTTATTTGTG
CAAATTGATATTTTATTTTATTTTTGTGAGACTTTGATTTAGGTTTTGTGATTA
GAAGTATTCATATCTGTTTTACTTCTTTGCTATATTTTCTATTATATGTGCATA
TATTTAAATGTATAATATTGGTAATTTTATTTGACACACATTTATTAGTATGAT
TTATAGGATTTATATTATTTATGTTTATAATAATTATTGCATTTATTGGGTACG
TGTTACCATGTACAATGATGTCTTATTGAGGATTAACAGTTTTTAGTAATATT
TTAGCTACTGTTCCTGTATTCGGCCAGTGATTATGTTATTGAATATGGGGTAG
TGAATTTATAAATGATTTTACGCTTTTAAAACTTCATGTATTACATGTCTTGCT
CCCTTTTGTTTTAATTATGGTATTA

>Spl18 83 TC
TTTGTTTTTAAGAGTTAAATATTTAAATAATAATATATTTATTACATATAACAT
GTATTTTAATAAAAAGCGGAGAAAAGAGGAAGGGTCTTCTAATGTCAGGTTG
TTTATATAGGATATATGGAGTGGGGTTCAGTTTAGGTCTATTTATTATGTTAC
AGATAATATGTGGTGTTTGCTTAGCATGAATGTTTTTTAGTTGTTTTATTTGTG
CAAATTGATATTTTATTTTATTTTTGTGAGACTTTGATTTAGGTTTTGTGATTA
GAAGTATTCATATCTGTTTTACTTCTTTGCTATATTTTCTATTATATGTGCATA
TATTTAAATGTATAATATTGGTAATTTTATTTGACACACATTTATTAGTATGAT
TTATAGGATTTATATTATTTATGTTTATAATAATTATTGCATTTATTGGGTACG
TGTTACCATGTACAATGATGTCTTATTGAGGATTAACAGTTTTTAGTAATATT
TTAGCTACTGTTCCTGTATTCGGCCAGTGATTATGTTATTGAATATGGGGTAG
TGAATTTATAAATGATTTTACGCTTTTAAAACTTCATGTATTACATGTCTTGCT
CCCTTTTGTTTTAATTATGGTATTA
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>Spl18 70 TC
TTTGTTTTTAAGAGTTAAATATTTAAATAAATAATATATTTATTACATATAAC
ATGTATTTTAATAAAAAGCGGAGAAAAGAGGAAGGGTCTTCTAATGTCAGGT
TGTTTATATAGGATATATGGAGTGGGGTTCAGTTTAGGTCTATTTATTATGTT
ACAGATAATATGTGGTGTTTGCTTAGCATGAATGTTTTTTAGTTGTTTTATTTG
TGCAAATTGATATTTTATTTTATTTTTGTGAGACTTTGATTTAGGTTTTGTGAT
TAGAAGTATTCATATCTGTTTTACTTCTTTGCTATATTTTCTATTATATGTGCA
TATATTTAAATGTATAATATTGGTAATTTTATTTGACACACATTTATTAGTATG
ATTTATAGGATTTATATTATTTATGTTTATAATAATTATTGCATTTATTGGGTA
CGTGTTACCATGTACAATGATGTCTTATTGAGGATTAACAGTTTTTAGTAATA
TTTTAGCTACTGTTCCTGTATTCGGCCAGTGATTATGTTATTGAATATGGGGT
AGTGAATTTATAAATGATTTTACGCTTTTAAAACTTCATGTATTACATGTCTTG
CTCCCTTTTGTTTTAATTATGGTATTA

>Spl18 67 TC
TTTGTTTTTAAGAGTTAAATATTTAAATAATAATATATTTATTACATATAACAT
GTATTTTAATAAAAAGCGGAGAAAAGAGGAAGGGTCTTCTAATGTCAGGTTG
TTTATATAGGATATATGGAGTGGGGTTCAGTTTAGGTCTATTTATTATGTTAC
AGATAATATGTGGTGTTTGCTTAGCATGAATGTTTTTTAGTTGTTTTATTTGTG
CAAATTGATATTTTATTTTATTTTTGTGAGACTTTGATTTAGGTTTTGTGATTA
GAAGTATTCATATCTGTTTTACTTCTTTGCTATATTTTCTATTATATGTGCATA
TATTTAAATGTATAATATTGGTAATTTTATTTGACACACATTTATTAGTATGAT
TTATAGGATTTATATTATTTATGTTTATAATAATTATTGCATTTATTGGGTACG
TGTTACCATGTACAATGATGTCTTATTGAGGATTAACAGTTTTTAGTAATATT
TTAGCTACTGTTCCTGTATTCGGCCAGTGATTATGTTATTGAATATGGGGTAG
TGAATTTATAAATGATTTTACGCTTTTAAAACTTCATGTATTACATGTCTTGCT
CCCTTTTGTTTTAATTATGGTATTA

>Spl18 61 TC
tttgtttttaagagttaaatatttaaataataatatatttattacatataacatgtattttaataaaaagcggagaaaagaggaagggtctt
ctaatgtcaggttgtttatataggatatatggagtggggttcagtttaggtctatttattatgttacagataatatgtggtgtttgcttage
atgaatgttttttagttgttttatttgtgcaaattgatattttattttatttttgtgagactttgatttaggttttgtgattagaagtattcatatctg
ttttacttctttgctatattttctattatatgtgcatatatttaaatgtataatattggtaattttatttgacacacatttattagtatgatttatag
gatttatattatttatgtttataataattattgcatttattgggtacgtgttaccatgtacaatgatgtcttattgaggattaacagtttttagt
aatattttagctactgttcctgtattcggccagtgattatgttattgaatatgggotagtgaatttataaatgattttacgcttttaaaactt
catgtattacatgtcttgcteccttttgttttaattatggtatta

>Spl18 53 TC
tttgtttttaagagttaaatatttaaataataatatatttattacatataacatgtattttaataaaaagcggagaaaagaggaagggtctt
ctaatgtcaggttgtttatataggatatatggagtggggttcagtttaggtctatttattatgttacagataatatgtggtgtttgcttage



atgaatgttttttagttgttttatttgtgcaaattgatattttattttatttttgtgagactttgatttaggttttgtgattagaagtattcatatctg
ttttacttctttgctatattttctattatatgtgcatatatttaaatgtataatattggtaattttatttgacacacatttattagtatgatttatag
gatttatattatttatgtttataataattattgcatttattgggtacgtgttaccatgtacaatgatgtcttattgaggattaacagtttttagt
aatattttagctactgttcctgtattcggecagtgattatgttattgaatatggggtagtgaatttataaatgattttacgettttaaaactt
catgtattacatgtcttgctcecttttgttttaattatggtatta

>Spl18 46 TC
TTTGTTTTTAAGAGTTAAATATTTAAATAATAATATATTTATTACATATAACAT
GTATTTTAATAAAAAGCGGAGAAAAGAGGAAGGGTCTTCTAATGTCAGGTTG
TTTATATAGGATATATGGAGTGGGGTTCAGTTTAGGTCTATTTATTATGTTAC
AGATAATATGTGGTGTTTGCTTAGCATGAATGTTTTTTAGTTGTTTTATTTGTG
CAAATTGATATTTTATTTTATTTTTGTGAGACTTTGATTTAGGTTTTGTGATTA
GAAGTATTCATATCTGTTTTACTTCTTTGCTATATTTTCTATTATATGTGCATA
TATTTAAATGTATAATATTGGTAATTTTATTTGACACACATTTATTAGTATGAT
TTATAGGATTTATATTATTTATGTTTATAATAATTATTGCATTTATTGGGTACG
TGTTACCATGTACAATGATGTCTTATTGAGGATTAACAGTTTTTAGTAATATT
TTAGCTACTGTTCCTGTATTCGGCCAGTGATTATGTTATTGAATATGGGGTAG
TGAATTTATAAATGATTTTACGCTTTTAAAACTTCATGTATTACATGTCTTGCT
CCCTTTTGTTTTAATTATGGTATTA

>Spl18 38 TC
TTTGTTTTTAAGAGTTAAATATTTAAATAAATAATATATTTATTACATATAAC
ATGTATTTTAATAAAAAGCGGAGAAAAGAGGAAGGGTCTTCTAATGTCAGGT
TGTTTATATAGGATATATGGAGTGGGGTTCAGTTTAGGTCTATTTATTATGTT
ACAGATAATATGTGGTGTTTGCTTAGCATGAATGTTTTTTAGTTGTTTTATTTG
TGCAAATTGATATTTTATTTTATTTTTGTGAGACTTTGATTTAGGTTTTGTGAT
TAGAAGTATTCATATCTGTTTTACTTCTTTGCTATATTTTCTATTATATGTGCA
TATATTTAAATGTATAATATTGGTAATTTTATTTGACACACATTTATTAGTATG
ATTTATAGGATTTATATTATTTATGTTTATAATAATTATTGCATTTATTGGGTA
CGTGTTACCATGTACAATGATGTCTTATTGAGGATTAACAGTTTTTAGTAATA
TTTTAGCTACTGTTCCTGTATTCGGCCAGTGATTATGTTATTGAATATGGGGT
AGTGAATTTATAAATGATTTTACGCTTTTAAAACTTCATGTATTACATGTCTTG
CTCCCTTTTGTTTTAATTATGGTATTA

>Spl18 11 _TC
tttgtttttaagagttaaatatttaaataataatatatttattacatataacatgtattttaataaaaagcggagaaaagaggaagggtctt
ctaatgtcaggttgtttatataggatatatggagtggggttcagtttaggtctatttattatgttacagataatatgtggtgtttgcttage
atgaatgttttttagttgttttatttgtgcaaattgatattttattttatttttgtgagactttgatttaggttttgtgattagaagtattcatatctg
ttttacttctttgctatattttctattatatgtgcatatatttaaatgtataatattggtaattttatttgacacacatttattagtatgatttatag
gatttatattatttatgtttataataattattgcatttattgggtacgtgttcccatgtacaatgatgtcttattgaggattaacagtttttagt

131



132

aatattttagctactgttcccgtattcggecagtgattatgttatcgaatatggggtagtgaatttataaatgattttacgcttttaaaactt
catgtattacatgtcttgcteccttttgttttaattatggtatta

>ND4 154 TC
TACTAAAGATATAGATAATAATGTTATTCCTAGCATAATAATAGTGTCTACAA
AACCCAAAAATCATAATGATAAACTATTAAATGACATAAACAAAAATTTGAA
TACTCCAAAAAAACCTATTTTTAATACTACACTTGCTAATACTACACTCATTT
CGGTGTTTACTTCCACATGCATTTCCGGTAATCACACATGAAATGGTCATATT
GGGTATTTTATAGAAAACATTACGAATAAAAAGATTCATATAAAAATAGCTA
AATGCATACTGTCGAAAAAACAAATATCTAAAAAAATTTGTAAATTTAATAT
ATTGAAATGTGATATTACTATCATACATATTACTATACATGCTATTGAACTTA
TTGAGCTAAAAATTACTAAGTAAAATATTGCAAATATAAATC

>ND4 151 TC
TACTAAAGATATAGATAATAATGTTATTCCTAGCATAATAATAGTGTCTACAA
AACCCAAAAATCATAATGATAAACTATTAAATGACATAAACAAAAATTTGAA
TACTCCAAAAAAACCTATTTTTAATACTACACTTGCTAATACTACACTCATTT
CGGTGTTTACTTCCACATGCATTTCCGGTAATCACACATGAAATGGTCATATT
GGGTATTTTATAGAAAACATTACGAATAAAAAGATTCATATAAAAATAGCTA
AATGCATACTGTCGAAAAAACAAATATCTAAAAAAATTTGTAAATTTAATAT
ATTGAAATGTGATATTACTATCATACATATTACTATACATGCTATTGAACTTA
TTGAGCTAAAAATTACTAAGTAAAATATTGCAAATATAAATC

>ND4 128 TC
TACTAAAGATATAGATAATAATGTTATTCCTAGCATAATAATAGTGTCTACAA
AACCCAAAAATCATAATGATAAACTATTAAATGACATAAACAAAAATTTGAA
TACTCCAAAAAAACCTATTTTTAATACTACACTTGCTAATACTACACTCATTT
CGGTGTTTACTTCCACATGCATTTCCGGTAATCACACATGAAATGGTCATATT
GGGTATTTTATAGAAAACATTACGAATAAAAAGATTCATATAAAAATAGCTA
AATGCATACTGTCGAAAAAACAAATATCTAAAAAAATTTGTAAATTTAATAT
ATTGAAATGTGATATTACTATCATACATATTACTATACATGCTATTGAACTTA
TTGAGCTAAAAATTACTAAGTAAAATATTGCAAATATAAATC

>ND4 127 TC

TACTAAAGATATAGATAATAATGTTATTCCTAGCATAATAATAGTGTCTACAA
AACCCAAAAATCATAATGATAAACTATTAAATGACATAAACAAAAATTTGAA
TACTCCAAAAAAACCTATTTTTAATACTACACTTGCTAATACTACACTCATTT
CGGTGTTTACTTCCACATGCATTTCCGGTAATCACACATGAAATGGTCATATT
GGGTATTTTATAGAAAACATTACGAATAAAAAGATTCATATAAAAATAGCTA
AATGCATACTGTCGAAAAAACAAATATCTAAAAAAATTTGTAAATTTAATAT



ATTGAAATGTGATATTACTATCATACATATTACTATACATGCTATTGAACTTA
TTGAGCTAAAAATTACTAAGTAAAATATTGCAAATATAAATC

>ND4 113 TC
TACTAAAGATATAGATAATAATGTTATTCCTAGCATAATAATAGTGTCTACAA
AACCCAAAAATCATAATGATAAACTATTAAATGACATAAACAAAAATTTGAA
TACTCCAAAAAAACCTATTTTTAATACTACACTTGCTAATACTACACTCATTT
CGGTGTTTACTTCCACATGCATTTCCGGTAATCACACATGAAATGGTCATATT
GGGTATTTTATAGAAAACATTACGAATAAAAAGATTCATATAAAAATAGCTA
AATGCATACTGTCGAAAAAACAAATATCTAAAAAAATTTGTAAATTTAATAT
ATTGAAATGTGATATTACTATCATACATATTACTATACATGCTATTGAACTTA
TTGAGCTAAAAATTACTAAGTAAAATATTGCAAATATAAATC

>ND4 100 _TC
TACTAAAGATATAGATAATAATGTTATTCCTAGCATAATAATAGTGTCTACAA
AACCCAAAAATCATAATGATAAACTATTAAATGACATAAACAAAAATTTGAA
TACTCCAAAAAAACCTATTTTTAATACTACACTTGCTAATACTACACTCATTT
CGGTGTTTACTTCCACATGCATTTCCGGTAATCACACATGAAATGGTCATATT
GGGTATTTTATAGAAAACATTACGAATAAAAAGATTCATATAAAAATAGCTA
AATGCATACTGTCGAAAAAACAAATATCTAAAAAAATTTGTAAATTTAATAT
ATTGAAATGTGATATTACTATCATACATATTACTATACATGCTATTGAACTTA
TTGAGCTAAAAATTACTAAGTAAAATATTGCAAATATAAATC

>ND4 99 TC
TACTAAAGATATAGATAATAATGTTATTCCTAGCATAATAATAGTGTCTACAA
AACCCAAAAATCATAATGATAGACTATTAAATGACATAAACAAAAATTTGAA
TACTCCAAAAAAACCTATTTTTAATACTACACTTGCTAATACTACACTCATTT
CGGTGTTTACTTCCACATGCATTTCCGGTAATCACACATGAAATGGTCATATT
GGGTATTTTATAGAAAACATTACGAATAAAAAGATTCATATAAAAATAGCTA
AATACATACTGTCGAAAAAACAAATATCTAAAAAAATTTGTAAATTTAATAT
ATTGAAATGTGATATTACTATCATACATATTACTATACATGCTATTGAACTTA
TTGAGCTAAAAATTACTAAGTAAAATATTGCAAATATAAATC

>ND4 95 TC
TACTAAAGATATAGATAATAATGTTATTCCTAGCATAATAATAGTGTCTACAA
AACCCAAAAATCATAATGATAAACTATTAAATGACATAAACAAAAATTTGAA
TACTCCAAAAAAACCTATTTTTAATACTACACTTGCTAATACTACACTCATTT
CGGTGTTTACTTCCACATGCATTTCCGGTAATCACACATGAAATGGTCATATT
GGGTATTTTATAGAAAACATTACGAATAAAAAGATTCATATAAAAATAGCTA
AATGCATACTGTCGAAAAAACAAATATCTAAAAAAATTTGTAAATTTAATAT
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ATTGAAATGTGATATTACTATCATACATATTACTATACATGCTATTGAACTTA
TTGAGCTAAAAATTACTAAGTAAAATATTGCAAATATAAATC

>ND4 83 TC
TACTAAAGATATAGATAATAATGTTATTCCTAGCATAATAATAGTGTCTACAA
AACCCAAAAATCATAATGATAAACTATTAAATGACATAAACAAAAATTTGAA
TACTCCAAAAAAACCTATTTTTAATACTACACTTGCTAATACTACACTCATTT
CGGTGTTTACTTCCACATGCATTTCCGGTAATCACACATGAAATGGTCATATT
GGGTATTTTATAGAAAACATTACGAATAAAAAGATTCATATAAAAATAGCTA
AATGCATACTGTCGAAAAAACAAATATCTAAAAAAATTTGTAAATTTAATAT
ATTGAAATGTGATATTACTATCATACATATTACTATACATGCTATTGAACTTA
TTGAGCTAAAAATTACTAAGTAAAATATTGCAAATATAAATC

>ND4 70 TC
TACTAAAGATATAGATAATAATGTTATTCCTAGCATAATAATAGTGTCTACAA
AACCCAAAAATCATAATGATAAACTATTAAATGACATAAACAAAAATTTGAA
TACTCCAAAAAAACCTATTTTTAATACTACACTTGCTAATACTACACTCATTT
CGGTGTTTACTTCCACATGCATTTCCGGTAATCACACATGAAATGGTCATATT
GGGTATTTTATAGAAAACATTACGAATAAAAAGATTCATATAAAAATAGCTA
AATGCATACTGTCGAAAAAACAAATATCTAAAAAAATTTGTAAATTTAATAT
ATTGAAATGTGATATTACTATCATACATATTACTATACATGCTATTGAACTTA
TTGAGCTAAAAATTACTAAGTAAAATATTGCAAATATAAATC

>ND4 67 TC
TACTAAAGATATAGATAATAATGTTATTCCTAGCATAATAATAGTGTCTACAA
AACCCAAAAATCATAATGATAGACTATTAAATGACATAAACAAAAATTTGAA
TACTCCAAAAAAACCTATTTTTAATACTACACTTGCTAATACTACACTCATTT
CGGTGTTTACTTCCACATGCATTTCCGGTAATCACACATGAAATGGTCATATT
GGGTATTTTATAGAAAACATTACGAATAAAAAGATTCATATAAAAATAGCTA
AATACATACTGTCGAAAAAACAAATATCTAAAAAAATTTGTAAATTTAATAT
ATTGAAATGTGATATTACTATCATACATATTACTATACATGCTATTGAACTTA
TTGAGCTAAAAATTACTAAGTAAAATATTGCAAATATAAATC

>ND4 61 TC
TACTAAAGATATAGATAATAATGTTATTCCTAGCATAATAATAGTGTCTACAA
AACCCAAAAATCATAATGATAAACTATTAAATGACATAAACAAAAATTTGAA
TACTCCAAAAAAACCTATTTTTAATACTACACTTGCTAATACTACACTCATTT
CGGTGTTTACTTCCACATGCATTTCCGGTAATCACACATGAAATGGTCATATT
GGGTATTTTATAGAAAACATTACGAATAAAAAGATTCATATAAAAATAGCTA
AATGCATACTGTCGAAAAAACAAATATCTAAAAAAATTTGTAAATTTAATAT
ATTGAAATGTGATATTACTATCATACATATTACTATACATGCTATTGAACTTA
TTGAGCTAAAAATTACTAAGTAAAATATTGCAAATATAAATC



>ND4 53 TC
TACTAAAGATATAGATAATAATGTTATTCCTAGCATAATAATAGTGTCTACAA
AACCCAAAAATCATAATGATAAACTATTAAATGACATAAACAAAAATTTGAA
TACTCCAAAAAAACCTATTTTTAATACTACACTTGCTAATACTACACTCATTT
CGGTGTTTACTTCCACATGCATTTCCGGTAATCACACATGAAATGGTCATATT
GGGTATTTTATAGAAAACATTACGAATAAAAAGATTCATATAAAAATAGCTA
AATGCATACTGTCGAAAAAACAAATATCTAAAAAAATTTGTAAATTTAATAT
ATTGAAATGTGATATTACTATCATACATATTACTATACATGCTATTGAACTTA
TTGAGCTAAAAATTACTAAGTAAAATATTGCAAATATAAATC

>ND4 46 TC
TACTAAAGATATAGATAATAATGTTATTCCTAGCATAATAATAGTGTCTACAA
AACCCAAAAATCATAATGATAAACTATTAAATGACATAAACAAAAATTTGAA
TACTCCAAAAAAACCTATTTTTAATACTACACTTGCTAATACTACACTCATTT
CGGTGTTTACTTCCACATGCATTTCCGGTAATCACACATGAAATGGTCATATT
GGGTATTTTATAGAAAACATTACGAATAAAAAGATTCATATAAAAATAGCTA
AATGCATACTGTCGAAAAAACAAATATCTAAAAAAATTTGTAAATTTAATAT
ATTGAAATGTGATATTACTATCATACATATTACTATACATGCTATTGAACTTA
TTGAGCTAAAAATTACTAAGTAAAATATTGCAAATATAAATC

>ND4 38 TC
TACTAAAGATATAGATAATAATGTTATTCCTAGCATAATAATAGTGTCTACAA
AACCCAAAAATCATAATGATAAACTATTAAATGACATAAACAAAAATTTGAA
TACTCCAAAAAAACCTATTTTTAATACTACACTTGCTAATACTACACTCATTT
CGGTGTTTACTTCCACATGCATTTCCGGTAATCACACATGAAATGGTCATATT
GGGTATTTTATAGAAAACATTACGAATAAAAAGATTCATATAAAAATAGCTA
AATGCATACTGTCGAAAAAACAAATATCTAAAAAAATTTGTAAATTTAATAT
ATTGAAATGTGATATTACTATCATACATATTACTATACATGCTATTGAACTTA
TTGAGCTAAAAATTACTAAGTAAAATATTGCAAATATAAATC

>ND4 11 TC
TACTAAAGATATAGATAATAATGTTATTCCTAGCATAATAATAGTGTCTACAA
AACCCAAAAATCATAATGATAAACTATTAAATGACATAAACAAAAATTTGAA
TACTCCAAAAAAACCTATTTTTAATACTACACTTGCTAATACTACACTCATTT
CGGTGTTTACTTCCACATGCATTTCCGGTAATCACACATGAAATGGTCATATT
GGGTATTTTATAGAAAACATTACGAATAAAAAGATTCATATAAAAATAGCTA
AATGCATACTGTCGAAAAAACAAATATCTAAAAAAATTTGTAAATTTAATAT
ATTGAAATGTGATATTACTATCATACATATTACTATACATGCTATTGAACTTA
TTGAGCTAAAAATTACTAAGTAAAATATTGCAAATATAAATC

135



136

2. CYT b de T. dimidiata

>154 Cytb TD
ATAAAATTTGTCTAATTGGGTAAAAGGTGAGTCCTTGGAATTTACTTTTATTG
GTAATTGGGAGAATTAGGATAATGGCAATTGATGATACTATTGCAATAACTC
CTCCTAATTTGTTAGGAATAGATCGTAGGATTGCATATGCAAATAGGAAGTA
TCATTCTGGTTGAATATGTACTGGTGTAACTAGTGGGTTTGCAGGGATAAAGT
TTTCTGGATCTATTAAAATTGGGGCTTCTCATAGACTTAGGAGGATGAAAAAT
ATAAGAGTTAGGGATACTCCTATTAGGTCTTTAATAGAAAAATATGGGTGGA
ATGGGATTTTGTCAAAGTTTCTGTTTAATCCTAATGGATTTCTGGATCCTGTTT
GATGTAAAAATAGGAGGTGGATTATTACCATAGCTGCAATAATGAAGGGCAG
GAGGAAGTGAAGAGCAAAAAATCGGGTTAAGGTGGCGTTATCTACAGAAAA
TCCCCCTCATAATCATTTAACTAAATCGTTTCCTAGGTAAGGGATAGCAGATA
TTAGATTGGTAATAACAGTAGCTCCTCATAAGGATATTTGTCCTCAGGGAAG
AACATATCCTAGGAATGCAGCTCCTATAGTAATAAATAAAATAA

>151_Cytb_TD
ATAAAATTTGTCTAATTGGGTAAAAGGTGAGTCCTTGAAATTTACTTTTATTG
GTAATTGGGAGAATTAGGATAATGGCAATTGATGATACTATTGCAATAACTC
CTCCTAATTTGTTAGGAATAGATCGTAGAATTGCATATGCAAATAGGAAGTA
TCATTCTGGTTGAATATGTACTGGTGTAACTAGTGGGTTTGCAGGGATGAAGT
TTTCTGGATCTATTAAAATTGGGGCTTCTCACAGACTTAGGAGGATGAAAAAT
ATAAGAGTTAGGGATACTCCTATTAGGTCTTTAATAGAGAAATATGGATGGA
ATGGGATTTTGTCAAAGTTTCTGTTTAACCCTAATGGATTTCTGGATCCTGTTT
GATGTAAAAATAGGAGGTGGATTATTACCATAGCTGCAATAATGAAGGGCAG
GAGGAAGTGAAGAGCAAAAAATCGGGTTAAGGTGGCGTTATCTACGGAAAA
TCCCCCTCATAATCATTTAACTAAATCGTTTCCTAGGTAAGGGATAGCAGATA
TTAGATTGGTAATAACAGTAGCTCCTCATAAGGATATTTGTCCTCAGGGAAG
AACATATCCTAGGAATGCAGCTCCTATAGTAATAAATAAAATAA

>128 Cytb TD
ATAAAATTTGTCTAATTGGTTAAAAGGTGAGTCCTTGAAATTTACTTTTATTG
GTAATTGGGAGAATTAGAATAATGGCAATTGATGATACTATTGCAATAACTC
CTCCTAATTTGTTAGGAATAGATCGTAGGATTGCATATGCAAATAGGAAGTA
TCATTCTGGTTGAATATGTACTGGTGTAACTAGTGGGTTTGCAGGGATGAAGT
TTTCTGGATCTATTAAAATTGGGGCTTCTCACAGACTTAGGAGGATGAAAAAT
ATAAGAGTTAGGGATACTCCTATTAGGTCTTTAATAGAGAAATATGGATGGA
ATGGGATTTTGTCAAAGTTTCTGTTTAACCCTAATGGATTTCTGGATCCTGTTT
GATGTAAAAATAGGAGGTGGATTATTACCATAGCTGCAATAATGAAGGGCAG
GAGGAAGTGAAGAGCAAAAAATCGGGTTAAGGTGGCGTTATCTACAGAAAA
TCCCCCTCATAATCATTTAACTAAATCGTTTCCTAGGTAAGGGATAGCAGATA
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TTAGATTGGTAATAACAGTAGCTCCTCATAAGGATATTTGTCCTCAGGGAAG
AACATATCCTAGGAATGCAGCTCCTATAGTAATAAATAAAATAA

>127 Cytb TD
ATAAAATTTGTCTAATTGGGTAAAAGGTGAGTCCTTGGAATTTACTTTTATTG
GTAATTGGGAGAATTAGAATAATGGCAATTGATGATACTATTGCAATAACTC
CTCCTAATTTGTTAGGAATAGATCGTAGGATTGCATATGCAAATAGGAAGTA
TCATTCTGGTTGAATATGTACTGGTGTAACTAGTGGGTTTGCAGGGATGAAGT
TTTCTGGATCTATTAAAATTGGGGCTTCTCACAGACTTAGGAGGATGAAAAAT
ATAAGAGTTAGGGATACTCCTATTAGGTCTTTAATAGAGAAATATGGATGGA
ATGGGATTTTGTCAAAGTTTCTGTTTAACCCTAATGGATTTCTGGATCCTGTTT
GATGTAAAAATAGGAGGTGGATTATTACCATAGCTGCAATAATGAAGGGCAG
GAGGAAGTGAAGAGCAAAAAATCGGGTTAAGGTGGCGTTATCTACAGAAAA
TCCCCCTCATAATCATTTAACTAAATCGTTTCCTAGGTAAGGGATAGCAGATA
TTAGATTGGTAATAACAGTAGCTCCTCATAAGGATATTTGTCCTCAGGGAAG
AACATATCCTAGGAATGCAGCTCCTATAGTAATAAATAAAATAA

>113_Cytb_TD
ATAAAATTTGTCTGATTGGGTAAAAGGTGAGTCCTTGAAATTTACTTTTATTA
GTAATTGGGAGAATTAGGATAATGGCAATTGATGAGACCATTGCGATAACTC
CTCCTAATTTATTAGGAATAGATCGTAGAATTGCATATGCAAATAGGAAATA
TCATTCTGGTTGAATATGTACTGGTGTAACTAGTGGGTTTGCAGGGATAAAGT
TTTCTGGGTCTATTAAAATTGGAGCTTCTCATAGACTGAGGAGGGTGAAGAA
TATTAGGGTTAGGGATACTCCTATTAGGTCCTTAATAGAGAAATATGGATGG
AATGGGATTTTATCAAAGTTTCTGTTTAACCCTAATGGATTTCTGGATCCTGTT
TGATGTAAAAATAGGAGGTGGATTATTACCATAGCTGCAATAATAAAGGGCA
GGAGAAAGTGAAGGGCAAAAAATCGGGTTAAGGTGGCATTATCTACAGAGA
ATCCTCCTCATAATCATTTAACTAAATCGTTTCCTAAGTAAGGGATAGCGGAT
ATTAGATTGGTAATAACAGTAGCTCCTCATAAGGATATTTGTCCTCAGGGAA
GAACATATCCTAGGAATGCAGCCCCCATAGTAATAAATAAGATAA

>100 Cytb TD
ATAAAATTTGTCTGATTGGGTAAAAGGTGAGTCCTTGAAATTTACTTTTATTA
GTAATTGGGAGAATTAGGATAATGGCAATTGATGAGACCATTGCGATAACTC
CTCCTAATTTATTAGGAATAGATCGTAGAATTGCATATGCAAATAGGAAATA
TCATTCTGGTTGAATATGTACTGGTGTAACCAGTGGGTTTGCAGGGATAAAGT
TTTCTGGGTCTATTAAAATTGGAGCTTCTCATAGACTGAGGAGGATGAAGAA
TATTAGGGTTAGGGATACTCCTATTAGGTCCTTAATAGAGAAATATGGATGG
AATGGGATTTTGTCAAAGTTTCTGTTTAACCCTAATGGATTTCTGGATCCTGTT
TGATGTAAAAATAGGAGGTGGATTATTACCATGGCTGCAATAATAAAGGGCA
GGAGAAAGTGAAGGGCAAAAAATCGGGTTAAGGTGGCATTATCTACAGAAA
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ATCCCCCTCATAATCATTTAACTAAATCGTTTCCTAAGTAAGGGATAGCGGAT
ATTAGATTGGTAATAACAGTAGCTCCTCATAAGGATATTTGTCCTCAGGGAA
GAACATATCCTAGGAATGCAGCTCCCATAGTAATAAATAAGATAA

>99 Cytb TD
ATAAAATTTGTCTGATTGGGTAAAAGGTGAGTCCTTGAAATTTACTTTTATTA
GTAATTGGGAGAATTAGGATAATGGCAATTGATGAGACCATTGCGATAACTC
CTCCTAATTTATTAGGAATAGATCGTAGAATTGCATATGCAAATAGGAAATA
TCATTCTGGTTGAATATGTACTGGTGTAACCAGTGGGTTTGCAGGGATAAAGT
TTTCTGGGTCTATTAAAATTGGAGCTTCTCATAGACTGAGGAGGATGAAGAA
TATTAGGGTTAGGGATACTCCTATTAGGTCCTTAATAGAGAAATATGGATGG
AATGGGATTTTGTCAAAGTTTCTGTTTAACCCTAATGGATTTCTGGATCCTGTT
TGATGTAAAAATAGGAGGTGGATTATTACCATGGCTGCAATAATAAAGGGCA
GGAGAAAGTGAAGGGCAAAAAATCGGGTTAAGGTGGCATTATCTACAGAAA
ATCCCCCTCATAATCATTTAACTAAATCGTTTCCTAAGTAAGGGATAGCGGAT
ATTAGATTGGTAATAACAGTAGCTCCTCATAAGGATATTTGTCCTCAGGGAA
GAACATATCCTAGGAATGCAGCTCCCATAGTAATAAATAAGATAA

>83 Cytb TD
ATAAAATTTGTCTGATTGGGTAAAAGGTGAGTCCTTGGAATTTACTTTTATTA
GTAATTGGGAGAATTAGGATAATGGCAATTGATGAGACCATTGCGATAACTC
CTCCTAATTTATTAGGAATAGATCGTAGAATTGCATATGCAAATAGGAAATA
TCATTCTGGTTGAATATGTACTGGTGTAACCAGTGGGTTTGCAGGGATAAAGT
TTTCTGGGTCTATTAAAATTGGAGCTTCTCATAGACTGAGGAGGATAAAGAA
TATTAGGGTTAGGGATACTCCTATTAGGTCCTTAATAGAGAAATATGGATGG
AATGGGATTTTGTCAAAGTTTCTGTTTAACCCTAATGGATTTCTGGATCCTGTT
TGATGTAAAAATAGGAGGTGGATTATTACCATGGCTGCAATAATAAAGGGCA
GGAGAAAGTGAAGGGCAAAAAATCGGGTTAAGGTGGCATTATCTACAGAAA
ATCCCCCTCATAATCATTTAACTAAATCGTTTCCTAAGTAAGGGATAGCGGAT
ATTAGATTGGTAATAACAGTAGCTCCTCATAAGGATATTTGTCCTCAGGGAA
GAACATATCCTAGGAATGCAGCTCCCATAGTAATAAATAAGATAA

>70 Cytb TD
ATAAAATTTGTCTGATTGGGTAAAAGGTGAGTCCTTGAAATTTACTTTTATTA
GTAATTGGGAGAATTAGGATAATGGCAATTGATGAGACCATTGCGATAACTC
CTCCTAATTTATTAGGAATAGATCGTAGAATTGCATATGCAAATAGGAAGTA
TCATTCTGGTTGAATATGTACTGGTGTAACCAGTGGGTTTGCAGGGATAAAGT
TTTCTGGGTCTATTAAAATTGGAGCTTCTCATAGACTGAGGAGGATAAAGAA
TATTAGGGTTAGGGATACTCCTATTAGGTCTTTAATAGAAAAATATGGATGG
AATGGGATTTTGTCAAAGTTTCTGTTTAACCCTAATGGATTTCTGGATCCTGTT
TGATGTAAAAATAGGAGGTGGATTATTACCATGGCTGCAATAATAAAGGGCA



GGAGAAAGTGAAGGGCAAAAAATCGGGTTAAGGTGGCATTATCTACAGAAA
ATCCTCCTCATAATCATTTAACTAAATCGTTCCCTAAGTAAGGGATAGCGGAT
ATTAGATTTGTAATAACAGTAGCTCCTCATAAGGATATTTGTCCTCAGGGAAG
AACATATCCTAGGAATGCAGCTCCCATAGTAATAAATAAGATAA

>67 Cytb_TD
ATAAAATTTGTCTGATTGGGTAAAAGGTGAGTCCTTGAAATTTACTTTTATTA
GTAATTGGGAGAATTAGGATAATGGCAATTGATGAGACCATTGCGATAACTC
CTCCTAATTTATTAGGAATAGATCGTAGAATTGCATATGCAAATAGGAAATA
TCATTCTGGTTGAATGTGTACTGGTGTAACCAGTGGGTTTGCAGGGATAAAGT
TTTCTGGGTCTATTAAAATTGGAGCTTCTCATAGACTGAGGAGGATGAAGAA
TATTAGGGTTAGAGATACTCCTATTAGGTCCTTAATAGAGAAATATGGATGG
AATGGGATTTTGTCAAAGTTTCTGTTTAACCCTAATGGATTTCTGGATCCTGTT
TGATGTAAAAATAGGAGGTGGATTATTACCATGGCTGCAATAATAAAGGGCA
GGAGAAAGTGAAGGGCAAAAAATCGGGTTAAGGTGGCATTATCTACAGAAA
ATCCCCCTCATAATCATTTAACTAAATCGTTTCCTAAGTAAGGGATAGCGGAT
ATCAGATTGGTAATAACAGTAGCTCCTCATAAGGATATTTGTCCTCAGGGAA
GAACATATCCTAGGAATGCAGCTCCTATAGTAATAAATAAGATAA

>61_Cytb_TD
ATAAAATTTGTCTGATTGGGTAAAAGGTGAGTCCTTGAAATTTACTTTTATTA
GTAATTGGGAGAATTAGGATAATGGCAATTGATGAGACCATTGCGATAACTC
CTCCTAATTTATTAGGAATAGATCGTAGAATTGCATATGCAAATAGGAAATA
TCATTCTGGTTGAATATGTACTGGTGTAACCAGTGGGTTTGCAGGGATAAAGT
TTTCTGGGTCTATTAAAATTGGAGCTTCTCATAGACTGAGGAGGATGAAGAA
TATTAGGGTTAGGGATACTCCTATTAGGTCTTTAATAGAGAAATATGGATGG
AATGGGATTTTGTCAAAGTTTCTGTTTAACCCTAATGGATTTCTGGATCCTGTT
TGATGTAAAAATAGGAGGTGGATTATTACCATAGCTGCAATAATAAAGGGCA
GGAGAAAGTGAAGGGCAAAAAATCGGGTTAAGGTGGCATTATCTACAGAGA
ATCCCCCTCATAATCATTTAACTAAATCGTTTCCTAAGTAAGGGATAGCGGAT
ATTAGATTGGTAATAACAGTGGCTCCTCATAAGGATATTTGTCCTCAGGGAA
GAACATATCCTAGGAATGCAGCTCCCATAGTAATAAATAAGATAA

>53 Cytb TD
ATAAAATTTGTCTAATTGGGTAAAAGGAAAGTCCTTGAAATTTGTTTTTATTA
GTAATTGGGAGAATTAGGATAATGGCAATTGATGAAACTATTGCAATAACTC
CTCCTAATTTATTGGGAATAGATCGTAGGATCGCATATGCAAATAGGAAGTA
TCATTCTGGTTGAATATGTACTGGTGTAACTAGTGGATTTGCAGGGATAAAGT
TTTCTGGGTCTATTAAAATTGGGGCTTCTCATAGACTTAGGAGGGTAAAGAAT
ATTAGAGTTAGGGATACTCCTATTAGGTCTTTAATAGAGAAATATGGATGGA
ATGGGATTTTGTCAAAGTTTCTGTTTAATCCTAATGGATTTCTGGATCCTGTTT
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GATGTAAAAATAGGAGGTGGATTATTACCATAGCTGCAATAATAAAGGGCAG
AAGAAAGTGAAGGGCGAAGAATCGGGTTAAGGTGGCGTTATCTACAGAAAA
TCCCCCTCATAATCATTTAACTAAATCGTTTCCTAGGTAAGGAATAGCGGATA
TTAAATTGGTAATTACAGTAGCTCCTCATAAAGATATTTGTCCTCAGGGAAGA
ACATATCCTAGGAATGCAGCTCCTATAGTAATAAATAAAATAA

>46 Cytb TD
ATAAAATTTGTCTAATTGGGTAAAAGGAAAGTCCTTGAAATTTGTTTTTATTA
GTAATTGGGAGAATTAGGATAATGGCAATTGATGAAACTATTGCAATAACTC
CTCCTAATTTATTGGGAATAGATCGTAGGATCGCATATGCAAATAGGAAGTA
TCATTCTGGTTGAATATGTACTGGTGTAACTAGTGGATTTGCAGGGATAAAGT
TTTCTGGGTCTATTAAAATTGGGGCTTCTCATAGACTTAGGAGGGTAAAGAAT
ATTAGAGTTAGGGATACTCCTATTAGGTCTTTAATAGAGAAATATGGATGGA
ATGGGATTTTGTCAAAGTTTCTGTTTAATCCTAATGGATTTCTGGATCCTGTTT
GATGTAAAAATAGGAGGTGGATTATTACCATAGCTGCAATAATAAAGGGCAG
AAGAAAGTGAAGGGCGAAGAATCGGGTTAAGGTGGCGTTATCTACAGAAAA
TCCCCCTCATAATCATTTAACTAAATCGTTTCCTAGGTAAGGAATAGCGGATA
TTAAATTGGTAATTACAGTAGCTCCTCATAAAGATATTTGTCCTCAGGGAAGA
ACATATCCTAGGAATGCAGCTCCTATAGTAATAAATAAAATAA

>38 Cytb TD
ATAAAATTTGTCTGATTGGGTAAAAGGTGAGTCCTTGGAATTTACTTTTATTA
GTAATTGGGAGAATTAGGATAATGGCAATTGATGAGACCATTGCGATAACTC
CTCCTAATTTATTAGGAATAGATCGTAGAATTGCATATGCAAATAGGAAATA
TCATTCTGGTTGAATATGTACTGGTGTAACTAGTGGGTTTGCAGGGATAAAGT
TTTCTGGGTCTATTAAAATTGGAGCTTCTCATAGACTGAGGAGGATGAAGAA
TATTAAGGTTAGGGATACTCCTATTAGGTCCTTAATAGAGAAATATGGATGG
AATGGGATTTTATCAAAGTTTCTGTTTAATCCTAATGGATTTCTGGATCCTGTT
TGATGTAAAAATAGGAGGTGGATTATTACCATGGCTGCAATAATAAAGGGTA
GGAGAAAGTGAAGGGCAAAAAATCGGGTTAAGGTGGCATTATCTACAGAAA
ATCCTCCTCATAATCATTTAACTAAATCGTTTCCTAAGTAAGGGATAGCGGAT
ATTAGATTGGTAATAACAGTAGCTCCTCATAAGGATATTTGTCCTCAGGGAA
GAACATATCCTAGGAATGCAGCCCCCATAGTAATAAATAAGATAA

>11 Cytb TD
ATAAAATTTGTCTAATTGGGTAAAAGGTGAGTCCTTGAAATTTACTTTTATTG
GTAATTGGGAGAATTAGGATAATGGCAATTGATGATACTATTGCAATAACTC
CTCCTAATTTGTTAGGAATAGATCGTAGGATTGCATATGCAAATAGGAAGTA
TCATTCTGGTTGAATATGTACTGGTGTAACTAGTGGGTTTGCAGGGATGAAGT
TTTCTGGATCTATTAAAATTGGGGCTTCTCACAGACTTAGGAGGATGAAAAAT
ATAAGAGTTAGGGATACTCCTATTAGATCTTTAATAGAGAAATATGGATGGA



ATGGGATTTTGTCAAAGTTTCTGTTTAACCCTAATGGGTTTCTGGATCCTGTTT
GATGTAAAAATAGGAGGTGGATTATTACTATAGCTGCAATAATGAAGGGCAG
GAGGAAGTGAAGAGCAAAAAATCGGGTTAAGGTGGCGTTATCTACGGAAAA
TCCCCCTCATAATCATTTAACTAAATCGTTTCCTAGGTAAGGGATAGCAGATA
TTAGATTGGTAATAACAGTAGCTCCTCATAAGGATATTTGTCCTCAGGGAAG
AACATATCCTAGGAATGCAGCTCCTATAGTAATAAATAAAATAA

3. ND4de T dimidiata

>ND4 154 TD
AGGATGATAAGAATATTATTGTATTTGTTTTTTTTGATCCCTTTTTCTTTGTTT
AATTTGTGGTGATTTATAGTTTTATATTTGATGGCTGGTGTCTTTTATTATTTA
AATACTTTTTGGTTTTTTAATTATTATTCTATGGTTAGATATTCTTTCGGGGGT
GATGTTTTGTCTATATGTATAATTTTCTTGAGTTTTTGAATTGTAGCTTTAATA
ATTGTGGCTAGTTATAGTGTTTATAAATTTAGTAATTATAGAGGTGAGTTTAT
TGCTGTGAATGTTTTTTTATTAGTTTTTTTAGTTCTTTCTTTTTCTACTTCTAAT
TTGTTTTTATTTTATTTATTTTTTGAATCTTCTTTAATTCCTACTTTATTTTTAAT
TTTTGGTTGGGGTTATCAGCCCGAACGATTGAGAGCTGGGTTTTATTTGCTTT
TCTATACTTTGTTTGCTTCTTTACCTCTTTTGTTAGGTATTTTTTATATTGCACG
TACTTCTAGAGGGGTGTTTTATTTTTTGATTACGGTTGATTGTAATTTTTATTT
GTTTATTTCTATGATTTGGCTTTTTTAGT

>ND4 151 TD
AGGATGATAAGAATATTATTGTATTTGTTTTTTTTGATCCCTTTTTCTTTGTTT
AATTTGTGGTGATTTATAGTTTTATATTTGATGGTTGGTGTCTTTTATTATTTA
AATACTTTTTGGTTTTTTAATTATTATTCTATGGTTAGATATTCTTTCGGGGGC
GATGTTTTGTCTATATGTATAATTTTCTTGAGTTTTTGAATTGTAGCTTTAATA
ATTGTGGCTAGTTATAGTGTTTATAAATTTAGTAATTATAGAGGTGAGTTTAT
TGCTGTGAATGTTTTTTTATTAGTTTTTTTAGTTCTTTCTTTTTCTACTTCTAAT
TTGTTTTTATTTTATTTATTTTTTGAATCTTCTTTAATTCCTACTTTATTTTTAAT
TTTTGGTTGGGGCTATCAGCCCGAACGATTGAGAGCTGGGTTTTATTTGCTTT
TCTATACTTTATTTGCTTCTTTACCTCTTTTGTTAGGTATTTTTTATATTGCATG
TACTTCTAGGGGGGTGTTTTATTTTTTGATTACGGTTGATTGTAATTTTTATTT
GTTTATTTCTATGATTTTGGCTTTTTTAGT

>ND4 128 TD

AGGATGATAAGAATATTATTGTATTTGTTTTTTTTGATCCCTTTTTCTTTGTTT
AATTTGTGGTGATTTATAGTTTTATATTTGATGGCTGGTGTCTTTTATTATTTA
AATACTTTTTGGTTTTTTAATTATTATTCTATGGTTAGATATTCTTTCGGGGGC
GATGTTTTGTCTATATGTATAATTTTCTTGAGTTTTTGAATTGTAGCTTTAATA
ATTGTGGCTAGTTATAGTGTTTATAAATTTAGTAATTATAGAGGTGAGTTTAT
TGCTGTGAATGTTTTTTTATTAGTTTTTTTAGTTCTTTCTTTTTCTACTTCTAAT
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TTGTTTTTATTTTATTTATTTTTTGAATCTTCTTTAATTCCTACTTTATTTTTAAT
TTTTGGTTGGGGTTATCAGCCCGAACGATTGAGAGCTGGGTTTTATTTGCTTT
TCTATACTTTATTTGCTTCTTTACCTCTTTTGTTAGGTATTTTTTATATTGCATG
TACTTCTAGAGGGGTGTTTTATTTTTTGATTACGGTTGATTGTAATTTTTATTT
GTTTATTTCTATGATTTTGGCTTTTTTAGT

>ND4 127 TD
AGGATGATAAGAATATTATTGTATTTGTTTTTTTTGATCCCTTTTTCTTTGTTT
AATTTGTGGTGATTTATAGTTTTATATTTGATGGCTGGTGTCTTTTATTATTTA
AATACTTTTTGGTTTTTTAATTATTATTCTATGGTTAGATATTCTTTCGGGGGC
GATGTTTTGTCTATATGTATAATTTTCTTGAGTTTTTGAATTGTAGCTTTAATA
ATTGTGGCTAGTTATAGTGTTTATAAATTTAGTAATTATAGAGGTGAGTTTAT
TGCTGTGAATGTTTTTTTATTAGTTTTTTTAGTTCTTTCTTTTTCTACTTCTAAT
TTGTTTTTATTTTATTTATTTTTTGAATCTTCTTTAATTCCTACTTTATTTTTAAT
TTTTGGTTGGGGTTATCAGCCCGAACGATTGAGAGCTGGGTTTTATTTGCTTT
TCTATACTTTATTTGCTTCTTTACCTCTTTTGTTAGGTATTTTTTATATTGCATG
TACTTCTAGAGGGGTGTTTTATTTTTTGATTACGGTTGATTGTAATTTTTATTT
GTTTATTTCTATGATTTTGGCTTTTTTAGT

>ND4 113 TD
AGGATGATAAGAATATTATTATATTTGTTTTTTTTGATCCCCTTTTCTTTGTTT
AATTTGTGGTGATTTATGGTTTTATATTTGATGGTTGGTGTCTTTTATTATTTA
AATACTTTTTGGTTTTTTAATTATTATTCTATGGTTAGATATTCTTTCGGGGGT
GATGTTTTGTCTATATGTATAATTTTTTTGAGTTTTTGGATTGTAGCTTTAATG
GTTGTGGCTAGTTATAGTGTTTATAAATTTAGTAATTATAGAGGTGAGTTTAT
TGCTGTGAATGTTTTTTTGTTAGTTTTTTTAGTTCTTTCTTTTTCTACCTCTAAT
TTATTTTTGTTTTATTTATTTTTTGAGTCTTCTTTAATTCCTACTTTATTTTTAAT
TTTTGGTTGGGGTTATCAGCCTGAGCGATTGAGAGCTGGGTTTTATTTGCTTTT
TTATACTTTGTTTGCTTCTTTGCCTCTTTTGTTAGGTATTTTTTATATTGCACGT
ACTTCTAGAGGAGTGTTTTATTTTTTGATTACGGTTGATTGTAATTTTTATTTG
TTTATTTCTATGATTTGGCTTTTTTAGT

>ND4 100 TD
AGGATGATAAGAATATTATTGTATTTGTTTTTTTTGATCCCCTTTTCTTTGTTT
AATTTGTGGTGATTTATGGTTTTATATTTGATGGCTGGTGTCTTTTATTATTTA
AATACTTTTTGGTTTTTTAATTATTATTCTATGGTTAGATATTCTTTCGGGGGT
GATGTTTTGTCTATATGTATAATTTTTTTGAGTTTTTGGATTGTAGCTTTAATG
GTTGTGGCTAGTTATAGTGTTTATAAATTTAGTAATTATAGAGGTGAGTTTAT
TGCTGTGAATGTCTTTTTGTTAGTTTTTTTAGTTCTTTCTTTTTCTACCTCTAAT
TTATTTTTATTTTACTTATTTTTTGAGTCTTCTTTAATTCCTACTTTATTTTTAAT
TTTTGGTTGGGGTTATCAGCCTGAGCGATTGAGAGCTGGGTTTTATTTGCTTTT



TTATACTTTGTTTGCTTCTTTACCTCTTTTGTTAGGTATTTTTTATATTGCACGT
ACTTCTAGAGGAGTGTTTTATTTTTTGATTACGGTTGATTGTAACTTTTATTTG
TTTATTTCTATGATTTTGGCTTTTTTAGT

>ND4 99 TD
AGGATGATAAGAATATTATTGTATTTGTTTTTTTTGATCCCCTTTTCTTTGTTT
AATTTGTGGTGATTTATGGTTTTATATTTGATGGCTGGTGTCTTTTATTATTTA
AATACTTTTTGGTTTTTTAATTATTATTCTATGGTTAGATATTCTTTCGGGGGT
GATGTTTTGTCTATATGTATAATTTTTTTGAGTTTTTGGATTGTAGCTTTAATG
GTTGTGGCTAGTTATAGTGTTTATAAATTTAGTAATTATAGAGGTGAGTTTAT
TGCTGTGAATGTCTTTTTGTTAGTTTTTTTAGTTCTTTCTTTTTCTACCTCTAAT
TTATTTTTATTTTACTTATTTTTTGAGTCTTCTTTAATTCCTACTTTATTTTTAAT
TTTTGGTTGGGGTTATCAGCCTGAGCGATTGAGAGCTGGGTTTTATTTGCTTTT
TTATACTTTGTTTGCTTCTTTACCTCTTTTGTTAGGTATTTTTTATATTGCACGT
ACTTCTAGAGGAGTGTTTTATTTTTTGATTACGGTTGATTGTAATTTTTATTTG
TTTATTTCTATGATTTGGCTTTTTTAGT

>ND4 95 TD
AGGATGATAAGAATATTATTATATTTGTTTTTTTTGATCCCCTTTTCTTTGTTT
AATTTGTGGTGATTTATGGTTTTATATTTGATGGTTGGTGTCTTTTATTATTTA
AATACTTTTTGGTTTTTTAATTATTATTCTATGGTTAGATATTCTTTCGGGGGT
GATGTTTTGTCTATATGTATAATTTTTTTGAGTTTTTGGATTGTAGCTTTAATG
GTTGTGGCTAGTTATAGTGTTTATAAATTTAGTAATTATAGAGGTGAGTTTAT
TGCTGTGAATGTTTTTTTGTTAGTTTTTTTAGTTCTTTCTTTTTCTACCTCTAAT
TTATTTTTGTTTTATTTATTTTTTGAGTCTTCTTTAATTCCTACTTTATTTTTAAT
TTTTGGTTGGGGTTATCAGCCTGAGCGATTGAGAGCTGGGTTTTATTTGCTTTT
TTATACTTTGTTTGCTTCTTTACCTCTTTTGTTAGGTATTTTTTATATTGCACGT
ACTTCTAGAGGAGTGTTTTATTTTTTGATTACGGTTGATTGTAATTTTTATTTG
TTTATTTCTATGATTTTGGCTTTTTTAGT

>ND4 83 TD
AGGATGATAAGAATATTATTGTATTTGTTTTTTTTGATCCCTTTTTCTTTGTTT
AATTTGTGGTGATTTATAGTTTTATATTTGATGGCTGGTGTCTTTTATTATTTA
AATACTTTTTGGTTTTTTAATTATTATTCTATGGTTAGATATTCTTTCGGGGGC
GATGTTTTGTCTATATGTATAATTTTCTTGAGTTTTTGAATTGTAGCTTTAATA
ATTGTGGCTAGTTATAGTGTTTATAAATTTAGTAATTATAGAGGTGAGTTTAT
TGCTGTGAATGTTTTTTTATTAGTTTTTTTAGTTCTTTCTTTTTCTACTTCTAAT
TTGTTTTTATTTTATTTATTTTTTGAATCTTCTTTAATTCCTACTTTATTTTTAAT
TTTTGGTTGGGGTTATCAACCCGAACGATTGAGAGCTGGGTTTTATTTGCTTT
TCTATACTTTATTTGCTTCTTTACCTCTTTTGTTAGGTATTTTTTATATTGCACG
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TACTTCTAGAGGGGTGTTTTATTTTTTGATTACGGTTGATTGTAATTTTTATTT
GTTTATTTCTATGATTTTGGCTTTTTTAGT

>ND4 70 TD
AGGATGATAAGAATATTATTATATTTGTTTTTTTTGATCCCCTTTTCTTTGTTT
AATTTGTGGTGATTTATGGTTTTATATTTGATGGCTGGTGTCTTTTATTATTTA
AATACTTTTTGGTTTTTTAATTATTATTCTATGGTTAGATATTCTTTCGGGGGT
GATGCTTTGTCTATATGTATAATTTTTTTGAGTTTTTGGATTGTAGCTTTAATG
GTTGTGGCTAGTTATAGTGTTTATAAATTTAGTAATTATAGAGGTGAGTTTAT
TGCTGTGAATGTCTTTTTGTTAGTTTTTTTAGTTCTTTCTTTTTCTACTTCTAAT
TTGTTTTTATTTTATTTATTTTTTGAGTCTTCTTTAATTCCTACTTTATTTTTAAT
TTTTGGTTGGGGTTATCAGCCTGAGCGATTGAGAGCTGGGTTTTATTTGCTTTT
TTATACTTTGTTTGCTTCTTTACCTCTTTTGTTAGGTATTTTTTATATTGCACGT
ACTTCTAGAGGAGTGTTTTATTTTTTGATTACGGTTGATTGTAATTTTTATTTG
TTTATTTCTATGATTTGGCTTTTTTAGT

>ND4 67 TD
AGGATGATAAGAATATTATTATATTTGTTTTTTTTGATCCCCTTTTCTTTGTTT
AATTTGTGGTGATTTATGGTTTTATATTTGATGGCTGGTGTCTTTTATTATTTA
AATACTTTTTGGTTTTTTAATTATTATTCTATGGTTAGATATTCTTTCGGGGGC
GATGTTTTGTCTATATGTATAATTTTTTTGAGTTTTTGGATTGTAGCTTTAATG
GTTGTGGCTAGTTATAGTGTTTATAAATTTAGTAATTATAGAGGTGAGTTTAT
TGCTGTGAATGTCTTTTTGTTAGTTTTTTTAGTTCTTTCTTTTTCTACCTCTAAT
TTATTTTTATTTTACTTATTTTTTGAGTCTTCTTTAATTCCTACTTTATTTTTAAT
TTTTGGTTGGGGCTATCAGCCTGAGCGATTGAGAGCTGGGTTTTATTTGCTTT
TTTATACTTTGTTTGCTTCTTTACCTCTTTTGTTAGGTATTTTTTATATTGCACG
TACTTCTAGAGGAGTGTTTTATTTTTTGATTACGGTTGATTGTAATTTTTATTT
GTTTATTTCTATGATTTTGGCTTTTTTAGT

>ND4 61 TD
AGGATGATAAGAATATTATTATATTTGTTTTTTTTGATCCCCTTTTCTTTGTTT
AATTTGTGGTGATTTATGGTTTTATATTTGATGGCTGGTGTCTTTTATTATTTA
AATACTTTTTGGTTTTTTAATTATTATTCTATGGTTAGATATTCTTTCGGGGGC
GATGTTTTGTCTATATGTATAATTTTTTTGAGTTTTTGGATTGTAGCTTTAATG
GTTGTGGCTAGTTATAGTGTTTATAAATTTAGTAATTATAGAGGTGAGTTTAT
TGCTGTGAATGTCTTTTTGTTAGTTTTTTTAGTTCTTTCTTTTTCTACCTCTAAT
TTATTTTTATTTTACTTATTTTTTGAGTCTTCTTTAATTCCTACTTTATTTTTAAT
TTTTGGTTGGGGTTATCAGCCTGAGCGATTGAGAGCTGGGCTTTATTTGCTTT
TTTATACTTTGTTTGCTTCTTTACCTCTTTTGTTAGGTATTTTTTATATTGCACG
TACTTCTAGAGGAGTGTTTTATTTTTTGATTACGGTTGATTGTAATTTTTATTT
GTTTATTTCTATGATTTTGGCTTTTTTAGT



>ND4 53 TD
AGGATGATAAGAATATTATTGTATTTGTTTTTTTTGATCCCTTTTTCTTTGTTT
AATTTGTGGTGATTTATGGTTTTATATTTGATAGTTGGTGTCTTTTATTATTTA
AATACTTTTTGGTTTTTTAATTATTATTCTATAGTTAGATATTCTTTCGGGGGT
GATGTTTTGTCTATATGTATAATTTTCTTGAGTTTTTGGATTGTAGCTTTAATG
ATTGTGGCTAGTTATAGTGTTTATAAATTTAGTAATTATAGAGGTGAATTTAT
TGCTGTGAATGTCTTTTTGTTAGTTTTTTTAGTTCTTTCTTTTTCTACTTCTAAT
TTGTTTTTATTTTATTTATTTTTTGAATCTTCTTTAATTCCTACTTTATTTTTAAT
TTTTGGTTGGGGCTATCAACCTGAACGATTGAGAGCTGGGTTTTATTTGCTTT
TCTATACTTTATTTGCTTCTTTGCCTCTTTTGTTAGGTATTTTTTATATTGCATG
TACTTCTAGAGGAGTGTTTTATTTTTTGATTATGGTTGATTGTAATTTTTATTT
GTTTATTTCTATGATTTTGGCCTTTTTAGT

>ND4 46 TD
AGGATGATAAGAATATTATTGTATTTGTTTTTTTTGATCCCTTTTTCTTTGTTT
AATTTGTGGTGATTTATGGTTTTATATTTGATAGTTGGTGTCTTTTATTATTTA
AATACTTTTTGGTTTTTTAATTATTATTCTATAGTTAGATATTCTTTCGGGGGT
GATGTTTTGTCTATATGTATAATTTTCTTGAGTTTTTGGATTGTAGCTTTAATG
ATTGTGGCTAGTTATAGTGTTTATAAATTTAGTAATTATAGAGGTGAATTTAT
TGCTGTGAATGTCTTTTTGTTAGTTTTTTTAGTTCTTTCTTTTTCTACTTCTAAT
TTGTTTTTATTTTATTTATTTTTTGAATCTTCTTTAATTCCTACTTTATTTTTAAT
TTTTGGTTGGGGCTATCAACCTGAACGATTGAGAGCTGGGTTTTATTTGCTTT
TCTATACTTTATTTGCTTCTTTGCCTCTTTTGTTAGGTATTTTTTATATTGCATG
TACTTCTAGAGGAGTGTTTTATTTTTTGATTATGGTTGATTGTAATTTTTATTT
GTTTATTTCTATGATTTTGGCCTTTTTAGT

>ND4 38 TD
AGGATGATAAGAATATTATTATATTTGTTTTTTTTGATCCCTTTTTCTTTGTTT
AATTTGTGGTGATTTATGGTTTTATATTTGATGGCTGGTGTCTTTTATTATTTA
AATACTTTTTGGTTTTTTAATTATTATTCTATGGTTAGATATTCTTTCGGGGGC
GATGTTTTGTCTATATGTATAATTTTTTTGAGTTTTTGGATTGTAGCTTTAATG
GTTGTGGCTAGTTATAGTGTTTATAAATTTAGTAATTATAGAGGTGAGTTTAT
TGCTGTGAATGTCTTTTTGTTAGTTTTTTTAGTTCTTTCTTTTTCTACCTCTAAT
TTGTTTTTATTTTATTTATTTTTTGAGTCTTCTTTAATTCCTACTTTATTTTTAAT
TTTTGGTTGGGGCTATCAGCCTGAGCGATTGAGAGCTGGGTTTTATTTGCTTT
TTTATACTTTGTTTGCTTCTTTACCTCTTTTGTTAGGTATTTTTTATATTGCACG
TACTTCTAGAGGAGTGTTTTATTTTTTGATTACGGTTGATTGTAATTTTTATTT
GTTTATTTCTATGATTTTGGCTTTTTTAGT
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>ND4 11 TD
AGGATGATAAGAATATTATTGTATTTGTTTTTTTTGATCCCTTTTTCTTTGTTT
AATTTGTGGTGATTTATAGTTTTATATTTGATGGCTGGTGTCTTTTATTATTTA
AATACTTTTTGGTTTTTTAATTATTATTCTATGGTTAGATATTCTTTCGGGGGT
GATGTTTTGTCTATATGTATAATTTTCTTGAGTTTTTGAATTGTAGCTTTAATA
ATTGTGGCTAGTTATAGTGTTTATAAATTTAGTAATTATAGAGGTGAGTTTAT
TGCTGTGAATGTTTTTTTATTAGTTTTTTTAGTTCTTTCTTTTTCTACTTCTAAT
TTGTTTTTATTTTATTTATTTTTTGAATCTTCTTTAATTCCTACTTTATTTTTAAT
TTTTGGTTGGGGTTATCAACCCGAACGATTGAGAGCTGGGTTTTATTTGCTTT
TCTATACTTTATTTGCTTCTTTACCTCTTTTGTTAGGTATTTTTTATATTGCACG
TACTTCTAGAGGGGTGTTTTATTTTTTGATTACGGTTGATTGTAATTTTTATTT
GTTTATTTCTATGATTTTGGCTTTTTTAGT



