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Familia Tabanidae Introduccién
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Especies de tabanos en Ecuador Introduceicn

SN . Aparicion recurrente de
s ‘ . nuevas especies
. A Zonas biogeograficas
P compartidas con:
OV Colombia - Pert — Venezuela - Brasil

N4 . 1

N7

Figura 2: Localidades de estudio del Unico repertorio
nacional de tabanos en Ecuador (Buestan et al., 2012)

l | Pangoninae: Tribu Pangonini (1 género, 15 especies) y Shonini (4 géneros, 31 especies).
\ Chrysopsinae: Tribu Chrysopsini (1 género, 7 especies).

Tabaninae: Tribu Diaclorini (25 géneros, 111 especies) y Tabanini (3 generos, 40 especies).
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PCR Barcoding Introd

[ PCR }

@ Desnaturalizacién @ Alineamiento @ Elongacién [ ApO rte mun d ia I J
f poli:eqrasa
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Alta temperatura causa la \ .

separacion del ADN bicatenario
Centro de Genomica de Biodiversidad: 7915
. Extraido de GenBank, NCBI: 1359
Cytochrome C Oxidase I: 1535 bp Instituto Nacional de Biodiversidad, Costa Rica: 856
COI-5P3P: 1493 bp F-En:rf,lral D_ﬂtario Museum: 182 N
Universidad McGill, Museo Entomolégico Lyman: 161
Museo Argentino de Ciencias Naturales, Bernardino Rivadavia: 103
COI-3P: 809 bp Unn.lfermdad de Manitoba, MUSE,[? de Entomologia Wallis Roughley: 94
Instituto Noruego de Investigacion de |la Naturaleza: 89
COI-FF: 550 b Universidad de Guelph: 78

COIl-mini: 130 bp ® Museo Finlandés de Historia Natural, Museo Zoologico: 66
[ ® Otros: 546

Figura 3. Pasos de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

~ GencCOl |

COI-5P: 658 bp 'DNA Barcode'
T |

Figura 4. Fragmentos tipicos del gen COI. Figura 5. Aportes de secuencias del gen COI de tabanos
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PCR Barcoding Tabanidae

1 1 |
1 10K+

Figura 6. Aportes de secuencias del gen COI de tdbanos, recuperado de BOLD Systems

(BOLD Systems: Taxonomy Browser—Tabanidae, 2023)

Introduccion
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Figura 7. Aportes de secuencias
del gen COI de tabanos
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Figura 8: Deteccion de DNA de
hemoparasitos en tabanos

Estrategias
para control
especie-

Requerimiento de 25% Pérdida lechera especificas

especializacion para su
taxonomia tradicional 0.1 kg/dia
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Objetivos e Hipotesis
Objetivo General

Optimizar las herramientas moleculares para la identificacion de insectos de la familia Tabanidae del marcador molecular

COl.

Objetivos especificos

Estandarizar un protocolo de extraccion de ADN mediante variaciones en los pasos criticos del proceso para la posibilitar la
iIdentificacion de los insectos muestreados.

Establecer el protocolo de PCR Barcoding con la aplicacion del marcador molecular COI para aplicarlo en ADN de insectos

de la familia Tabanidae.

Inferir la filogenia de la familia Tabanidae mediante las secuencias del gen COI disponibles en bases de datos para

& ESPE
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relacionarlo a la taxonomia morfoldgica descrita sobre especies presentes en el pais.




Objetivos e Hipotesis

El marcador molecular COI permite la identificacion a nivel de especie para los insectos

de la familia Tabanidae.

Ho: El marcador molecular COI no permite la identificacidon a nivel de especie para los

Insectos de la familia Tabanidae.

& ESPE
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Muestreo Materiales y Méetodos

Pastaza
Pichincha
Manabi

Orellana

Napo
Sto. Domingo de los Tsachilas
Imbabura

Cotopaxi

Tungurahua

Muestreo total: 60 moscas

Uso de trampas para tabanos y
trampas NZI

',’ﬁ 4

Figura 8. Trampa para tabanos
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Determinacion morfologica Materiales y Métodos

c:auapu
pcd icclo

Figura 11. Tabanomorfos. A) Rhagionidae. B) Tabanidae. Tomado de: (Mullens, 2019)

¢ Ojos compuestos prominentes.
¢+ Antenas cortas compuestas compuestas de tres segmentos

¢ Ala caracteristica de Tabanomorpha, con celda distal y cinco celdas marginales

¢ Cuerpo aplanado
Figura 10. Caracteristicas morfologicas para distincion de

especies pertenecientes a la familia Tabanidae. Tomado de:

(Burger, 2008) '?@) E S p E
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Extraccion de ADN total

~7

Buffer de Lisis Proteasa K

10 mmutos
Agente de
: separacion
15 minutos z 15 minutos
5 minutos E 13400¢ 134009
16000 g
@) _
o = m 20 minutos
] | (
T I \ (@) :
- s o ) \ |
Secado S0 uL de Agua

Figura 12. Protocolo manual de extraccion de ADN

(Gutiérrez-Lopez et al., 2015)

Materiales y Metodos

Evaluacion de integridad
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AnéIiSiS EStad iStiCO Materiales y Métodc

Variable Composicion Analisis supuesto de normalidad:
Shapiro-Wilks Alpha: 0.05

Q-Q Plot

50 mM Tris-HCI, 20mM EDTA,
Buffer 1
100 mM NacCl, 1% SDS

Analisis supuesto de homogeneidad e independencia:

Buffer de 50 mM Tris-HCI, 50mM EDTA, Diagrama de dispersion PRED vs RDUO
Buffer 2
Lisis 100 mM NacCl, 1% SDS

50 mM Tris-HCI, 20mM EDTA, ANOVA para analisis de significancia de los

Buffer 3 .
400 mM NaCl, 1% SDS tratamientos
Cloroformo/ Alc. Proporciéon Cloroformo/Alc.
lsoamilico lsoamilico 24:1 , Test de Tukey con Alpha: 0.0.5 para seleccion del mejor
Reactivo de tratamiento

separacion

de fases NaCl 5M llevado a 1.1M en el

Diagramas Bigotes para representacion
grafica

@ ESPE

volumen final

Tabla 1: Parametros variados en el protocolo de extraccion de ADN.
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Protocolo de PCR Materiales y Métog
| Cebador [ ________ Secuencia _____
1

TY-J-1460 TAC AAT TTA TCG CCT AAA CTT CAG CC Desnaturalizacion inicial 95°C 5 minutos

C1-N-2329 ACT GTA AAT ATA TGA TGA GCT CA ococ 30 s
Tabla 2: Cebadores recuperados de: (Lessard et al., 2013). segundos

Hibridacion X °C - o0 35
segundos
90

TAQ PRESICION (ABM)

Concentracion Volumen o
‘ ' 72°C 35
L H20 TR 7/ - - Extension final 72°C 5 minutos 1
X 5.00 1.00 5.00 Mantenimiento. 4°C - -
10.0 Tabla 4: Condiciones de reaccion. ) )
TY-J-1460 UM 0 0.25 0.63 5, e |
s s -|-|---" 5 .5
¥ JJJJ_M_U-L?_\_l T 11 T11
vigsos [ I - - 4 A 2s
dNTP mM 4%'0 0.80 0.50 oot ek
U/I"lL 5'00 0'50 0'10 ¥ 3 TS /b||||||||||||||
O ADNS T : 2.00 T e ESEEEE
- Total 25.00 | " 5355

o _
Tabla 3: Mastermix establecida para PCR. Q%) E S p E

m_essard, 2013)
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Analisis Bioinformatico Materiales y Métog

BOLDSY
§> GenBan

ACTTGCATT

AACTTGCAT

Molecular Evolutionary
Genetics Analysis

NCBI
. ° . . ° 1
Seleccion de 60 secuencias Analisis Neighbor Joining 4|1 A 1
1000 bootstraps 1 B
2
1 C
. V4 3
59 especies de tabf:\nos Modelo Tamura-Nei con 1 I ) D
1 Musca domestica escala de divergencia 0.02% . E
F
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mumbo, 2021; Shashank et al., 2022; Lessard et al., 2013)



Muestreo Resultados y discusion

Provincia de
Muestra - .
recoleccion \ \ \ \
J1 Manabi - )’”)"h & W :’
60 moscas muestreadas Yy
J2 Manabi
10 tabanos J3 Manabi
J1 ]2 13 14 O1 M1
J4 Manabi
01 Orellana
M1 Pichincha
Sf Santo Domingo
$1 Pichincha Sf S1 S2 Pl Rhagionidae
S2 Pichincha ;
Rhag Cotopaxi 1
Figura 13. Estructura ala de Tabanidae Tabla 5: Muestras recolectadas Figura 14. Muestras de Tabanidae recolectadas y un ejemplar de Rhagionidae
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Clasificacion de muestras Resultados y discusién
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14
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Tabla 6: Sexo de las muestras Figura 15. Tabanos hembra identificadas del grupo muestreado

recolectadas )

(Capinera, 2008; Buestan et al., 2012)




Extraccion

Resultados y discusion

3I

M1000pb P1

Figura 16. Protocolo de Gutiérrez-L6pez et al., (2015) para extraccion de ADN de Figura 17. Gradiente de cantidad inicial del buffer de lisis S
Musca domestica (350 uL, 600uL y 850 uL) y RNAsa (3 uL 'y 6 uL)

850 uL del buffer de lisis para molienda de

Fijacion de 6 uL de RNAsa posterior a la primera incubacion
la muestra

& ESPE
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Extraccion

Buffer de lisis 1 Buffer de lisis 2 Buffer de lisis 3

Resultados y discusion

Agente

- | Buffer de de Repeticid Pureza Pureza
B1Ti1R1 B1T1R2 B1TiR3 BiT1R4 B2T1R1 B2T1R2 B2T1R3 B2T1R4 B3T1R1 B3T1R2 B3T1R3 B3T1R4

AR S e

Lisis |separaci| n (A260/A280) | (A260/A230) |Comcentracion ng/ul Pliemsele

on

R1 1.739 0.9126 288.6
R2 1.763 1.078 337.6
T1 +
R3 2.01 1.081 148.1 235.3%80
R4 1.971 1.098 166.9
R1 1.958 1.486 182.9
R2 1.896 1.434 299.5
T2 +
R3 2.02 1.478 227.8 228.643.9
R4 2.023 1,581 204.2
R1 1.834 0.8994 323.1
R2 1.821 0.9019 298.4
Buffer de lisis 1 Buffer de lisis 2 Buffer de lisis 3 T1 R3 1.853 0.9714 277.8 315.4131.4
R4 1.88 0.9206 362.2
M B1T2R1 B1T2R2 B1T2R3 BI1T2R4 B2T2R1 B2T2R2 B2T2R3 B2T2R3 B3T2R1 B3T2R2 B3T2R3 B3T2R4 R1 1.975 1.362 635.9
R2 1.969 1.369 570.1
T2 +
epa— A A TR T TR R3 1.96 1.367 606.8 604.8+23.3
R4 2.012 1.383 606.6
R1 2.028 1.487 584.7
R2 2.076 1.636 819.4
T1 +
R3 1.992 1.447 673.9 731.2+107.1
R4 2.091 1.684 846.7
R1 1.935 1.217 300
R2 1.968 1.236 653.7
T2 +
R3 1.915 1.19 305.6 393.775+150.2
R4 1.905 1.14 315.8
Figura 18. Variacion en el protocolo de extraccion de ADN Tabla 7: Cuantificacion de ADN obtenido de cada tratamiento

& ESPE
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Analisis de datos Resultados y discusion

g 280,25+
S 269,937 n=24 r=0.963 (RDUO Concentracin) ®
=
P E 162,431 S 168481
Variable n D.E. W* o p o o
(Unilateral D) 2 o . o
S 4493 E 56721 o o .
RDUO Concentracion 24 87.35 0.95 0.5053 % § . . °
& 6257 D 503 G ° e
Tabla 8: Prueba de Shapiro-Wilks para comprobar normalidad 13 ° '
% -170.07- T , , , -166,79- . : : : ° :
O ATOO7  -6257 4483 15243 25993 203,47 34168 479,89 61810 756,30
Cuantiles de una Norm E||I:-3 O7OE-014 7630 ?:I PRED Concentracion
o . Figura 19. Q-Q Plot basado en concentraciones Figura 20: Diagrama de dispersion de datos
Cumplimiento de los supuestos de normalidad,
homogeneidad e independencia
& P SC gl F p-valor
Modelo 853446.8 5 17.51 <0.0001
Interaccion significativa entre el buffer de lisis y el Buffer de lisis 453088 2 23.49 <0.0001
agente de separacion de fases sobre la
concentracion resultante de ADN Agente de separacion de fases 1989.26 1 0.2 0.6569
Interaccion 393369.6 2 20.17 <0.0001
Efecto significativo del buffer de lisis de manera
& o Error 175505.4 18
individual
Total 1028952 23

Tabla 9: ANOVA de los tratamientos

& ESPE
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Analisis de datos Resulta

Lo
o
T i 381,63
I Buffer de Lisis
=
< I
- = 689,51 _ _ .
% . = T L Figura 21. Diagrama de Caja y
=B 5 . Bigotes de la concentracion de
o - = i ., . .
S g g 494 L] ADN en funcion del buffer de lisis
o

"(7) wn b
e 5 : empleado
.5 o 305,281 L
S o -
- (7p)

(®]
E —
= 113,17 . . . .
c g B1 B2 B3

Buffer de Lisis
0O - Agente de separacion
o Buffer de Lisis
o de fases 881831
Il w :
S 2
<o
—

X~ (O =
ER . Z

D =]

®) ) | . . .
S c g Wl Figura 22. Diagrama de Caja y

\o = - -
? 3 a Bigotes de la concentracion de
= = . . - .
.. g PEA 3 % ADN en funcion de la interaccion
9 S g é de tratamientos

©
m —
3 E 113I1T | | | | | | |
S B1P1 B1F2 B2M B2F2 B3M BaF2
= o

Tratamiento
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Tratamiento aplicado a tabanos Resultados y discusién

o 1,843 1,244 1261
n 1,7 0,9968 1039
2 1321 1312
— n 1,397 203,3
1,848 L5 2002
1,914 1,339 201,3
1,414 1,054 2709
o 1,125 2971
“ 1,841 1,223 1637
“ 1,719 1,34 3008
1,93 1,24 2524
Tabla 12: Cuantificacion de ADN obtenido en la aplicacion del protocolo sobre tabanos. Figura 23. Electroforesis de 200ng/uL de las muestras de ADN extraidas

Edad de las muestras

Mayor cantidad de _ MIVESIES S Faes Mayor grao!(? de
DNA degradacion

& ESPE
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Optimizacion del protocolo de PCR Resultados y discusi

e 50°C 51°C 52°CTCN. M- 1:55G9 0 05 3EN
----

Mutlias 20225

Figura 25. Gradiente de Sulfato de Magnesio Figura 26. Gradiente de concentracion de ADN

& ESPE
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Eficiencia de los protocolos propuestos Resultados y discusion

T

Variables Extraccion de ADN

Relacion 24/24 4/5
Musca
Figura 27. Protocolo aplicado sobre DNA de Musca domesti domestica
igura 27. Protocolo aplicado sobre e Musca domestica Rendimiento 100% 30%
Mioopb J1 12 01 »
— Relacion 10/10 7/9
Tabanidae
Rendimiento 100% 77.77%

Tabla 13: Calculos de eficiencia de los protocolos propuestos.

-
Figura 28. Protocolo aplicado sobre DNA de tdbanos selectos

& ESPE
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Analisis filogenetico

Resultados y discusion

ESPECIE BIN ESPECIE BIN
Atylotus fulvus FIDIP892-12 Tabanus albocirculus ASIND4023-12
Atylotus horvathi GBMNF29841-22 Tabanus autumnalis CROTA005-20
Atylotus insuetus LYMAB918-15 Tabanus bromius GBMNE30325-21
Atylotus rusticus CROTA037-20 Tabanus defilippii ASIND4054-12
Atylotus sublunaticornis FIDIP2957-12 Tabanus dorsifer ASIND4062-12
Atylotus thoracius LYMAB917-15 Tabanus dorsilinea GBMNB24904-20
Bolbodimyia galindoi ASIND3728-12 Tabanus erebus ASIND4067-12
Bolbodimyia philipi ASIND3730-12 Tabanus lacajaensis ASIND4074-12
Chlorotabanus inanis TTDFW1097-11 Tabanus longus GBMNF29915-22
Chrysops auroguttatus ASIND3614-12 Tabanus nigrovittatus BBDIT209-11
Chrysops costaricensis ASIND4240-12 Tabanus occidentalis ASIND4091-12
Chrysops mexicanus ASIND3630-12 Tabanus pruinosus ASIND4126-12
Chrysops parallelogrammus CROTA003-20 Tabanus pungens ASIND4155-12
Chrysops shermani BBDEC417-09 Tabanus rupium CROTA017-20
Chrysops sordidus SSGBC112-14 Tabanus sackeni GBMNF29989-22
Dichelacera crocata ASIND3766-12 Tabanus stygius GBMNF30002-22
Dichelacera fasciata ASIND3771-12 Tabanus sublongus GBMNF30009-22

Dichelacera hartmanni
Dichelacera melanosoma

ASIND3772-12
ASIND3783-12

Tabanus tergestinus
Tabanus xenorhynchus

CROTA019-20
ASIND4198-12

Dichelacera princessa ASIND3787-12 Musca domestica BBDIT1076-11
Dichelacera regina ASIND3789-12 Hybomitra kaurii FIDIP213-11
Dichelacera scapularis ASIND3805-12 Hybomitra liorhina CNWBG2878-13
Dichelacera subcallosa ASIND3809-12 Hybomitra sexfasciata FIDIP3702-13

Dichelacera submarginata
Haematopota americana
Haematopota italica
Haematopota italica
Haematopota scutellata
Hybomitra arpadi
Hybomitra borealis

ASIND3819-12
ACT059-07
CROTAO035-20
GMGMBO035-14
CROTAQ036-20

ZMBN696-17
ZMBN337-16

Leucotabanus canithorax
Leucotabanus cornelianus
Leucotabanus flavinotum
Philipotabanus elviae
Philipotabanus inauratus
Philipotabanus medius
Philipotabanus pallidetinctus

ASIND3991-12
ASIND3996-12
ASIND4003-12
ASIND3890-12
ASIND3899-12

ASIND4242-12
ASIND3940-12

Tabla 14: Especies seleccionadas y su BIN de BOLD Systems.

& ESPE
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Analisis filogenetico

LYMABS18-15|Atylotus insuetus|COI-5P

p CROTAQ37-20|Atylotus rusticus|COI-5P|MZ563330
* GBMNF29841-22|Atylotus horvathi|COI-5P|OM991884
LYMAB917-15)Atylotus thoracius|COI-5P

3

o 2 FIDIP2957-12|Atylotus sublunaticornis|COI-6P|MZ626197
FIDIP892-12|Atylotus fulvus|COI-6P|OK065279
— GBMMNE30325-21[Tabanus bromius|COI-5P|MK941826

1w ——— CROTAD1 7-20|Tabanus rupium|COI-5P|MZ563340

CROTA019-20|Tabanus tergestinus|COI-5P|MZ563365

ASIND4062-12|Tabanus dorsifer| COI-5P

CROTAD05-20[Tabanus autumnalis|COI-5P|MZ563367

ASIND4067-12|Tabanus erebus|COI-5P

GBMNF30002-22|Tabanus stygius|COI-5P[MW152119

CNWBG2878-13|Hybomitra liorhina| COI-5P|KP045361

ZMBNB96-17|Hybomitra arpadi|COI-5P
= =! ZMBN337-16|Hybomitra borealis|COI-5P
w| 1 FIDIP3702-13|Hybomitra sexfasciata| CO5P|MZ629524
72— FIDIP213-11|Hybomitra kauri| COIF5P|MZ609351

GBMMNB24904-20|Tabanus dorsilinea| COI-5P|MT107671

ASIND4198-12|Tabanus xenorhynchus|COI-5P

ASIND4155-12|Tabanus pungens|COI-5P

ASIND4091-12|Tabanus occidentalis|COI-5P

ASIND4074-12|Tabanus lacajaensis|COI-5P

ASIND4003-12|Leucotabanus flavinotum|COI-5P

ASIND3991-12|Leucotabanus canithorax|COI-5P

ASIND3996-12|Leucotabanus cornelianus|COI-5P

ASIND3730-12|Bolbodimyia philipi| COI-5P

ASIND3728-12|Bolbodimyia galindoi|COI-5P

= T |urw109?-11|0h|ommP\
( ASIND3819-12|Dichelacera submarginata|COI-5P
4|j‘— ASIND3771-12|Dichelacera fasciatal COI-5P
= ASIND3766-12|Dichelacera crocata|COI-5P

ASIND3809-12|Dichelacera subcallosa|COI-5P
ASIND3805-12|Dichelacera scapularis|COI-5P
ASIND3783-12|Dichelacera melanosoma|COI-5P
ASIND3787-12|Dichelacera princessalCOl-5P
ASIND3789-12|Dichelacera regina|COI-5P
ASIND3772-12|Dichelacera hartmanni|COI-5P j
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o = o
JHD""‘M 14 T

ASIND4054-12[Tabanus defilippii|lCOI-5P

| GMGMB035-14|Haematopota italica| COI-5P

o CROTAD35-20|Haematopota italica|COI-5P|MZ563362
CROTAD36-20|Haematopota scutellata| CO-5P|MZ563332

ACT059-07|Haematopota americanal|COI-5P|KM285558

ASIND3899-12|Philipotabanus inauratus|COI-5P

ASIND4242-12|Philipotabanus medius|COI-5P
ASIND3940-12|Philipotabanus pallidetinctus|COI-5P
ASIND3890-12|Philipotabanus elviae|COI-5P

r

BBDIT209-11|Tabanus nigrovittatus|COI-5P
GBMNF29915-22|Tabanus longus|COI-5P|MWW152001

| GBMMNF30009-22[Tabanus sublongus|COI-5P[MVW 152095
s - GBMNF29989-22|Tabanus sackeni|COI-5P[MW152075

ASIND4023-12|Tabanus albocirculus|COI-5P

SSGBC112-14|Chrysops sordidus|COI-5P|MF831825

Figura 29. Arbol Neighbor-Joining de 59 especies de tdbanos y Musca doméstica

CROTAO03-20|Chrysops parallelogrammus|COI-5P|MZ563345

BBDEC417-09|Chrysops shermanilCOI-5P|HM435753

ASIND3630-12|Chrysops mexicanus|COI-5P
— ASIND4240-12|Chrysops costaricensis|COI-5P

- ASIND3614-1 2|Chrysops auroguttatus|COI-5P

BBDIT1076-11|Musca domestica|COI-5P

¥

Resultados y discusion

| ASIND3819-12|Dichelacera submarginatal|COI-5P

"

o0 L— ASIND3771-12|Dichelacera fasciata|COI-5P

ASIND3766-12|Dichelacera crocata]COI-5P

w

w

ASIND3809-12|Dichelacera subcallosa|COI-5P
ASIND3805-12|Dichelacera scapularis|COI-5P

ASIND3783-12|Dichelacera melanosoma|COI-5P

ASIND3787-12|Dichelacera princessa|COI-5P

4

ASIND3789-12|Dichelacera regina|COI-5P

w
-

ASIND3772-12|Dichelacera hartmanni|COI-5P

SAMOS07 3-09|Hybomitra hearlei| COI-5P|KR 739809
SAMOS074-09|Hybomitra hearlel| COI-SP|KR 757210
NBPSI248-11|Diptera| COI-5P
NBPSI247-11|Diptera| COI-5P
u" JWDCI408-10|Hybomitra hearlei|COI-5P|KR659885
5{7 INRMA4332-21|Hybomitra| COI-5P

2

b
—

INRMA4330-21|Hybomitra|COI-5P
JWDCIE64-10|Hybomitra hearlei|COI-5P[JFETT7582
JWDCLO51-11|Hybomitra itasca|COI-5FP|KRE6594 79
JWDCL245-11|Hybomitra itasca|COI-5P|KRE664234
NBPSI201-11|Diptera| COI-5F

# | UAMIC985-13|Hybomitra itasca|COI-5P|KUST75225
4|7 JWDCK022-11|Hybomitra itasca|COI-5P|KR661984
& JWDCK185-11|Hybomitra itasca|COI-5F|KRE66316

(Jumbo, 2021; Shashank et al., 2022; Lessard et al., 2013; BOLD Systems: Taxonomy Browser—

Tabanidae, 2023)

GBDP15802-15|Haematopota sp. RSA 2000|COI-5P|KM24 3541
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Conclusiones

« Se estandarizd un protocolo de extraccion manual de ADN, encontrando que el buffer de lisis compuesto por 50 mM de
Tris-HCI, 20mM de EDTA, 400 mM de NaCl y SDS 1% funciona en sinergia con el cloroformo/alcohol isoamilico 24:1
(F:20.17; p<0.0001), obteniendo concentraciones optimas de ADN (731.2+107.1 ng/uL) dentro del rango de pureza
(A260/A280) aceptable.

T

« El ADN extraido de las muestras de tabano selectas permitio la amplificacion de fragmentos del gen COI circundantes
a los 824 pb descritos tedricamente, realizado mediante un protocolo de PCR optimizado en funcion de los parametros

criticos de sensibilidad (contenido de magnesio y temperatura de hibridacion de los cebadores).

« El presente estudio propone un sistema de PCR Barcoding utilizando el marcador molecular COI para la identificacion
de especies de tAbanos mediante un analisis por el método de Neighbor-Joining, donde se puede identificar especies

de tabanos y agruparlas en funcion de la similitud de sus secuencias.
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Recomendaciones

« Se sugiere siempre realizar una inspeccion estereomicroscopica de las muestras a trabajar ya que
muchas pueden ser confundidas con tadbanos a simple vista, ademas, se recomienda utilizar muestras

frescas de tabanos (dentro de un afno desde su recoleccion).

= « Trabajar con el insecto completo proporcionara una mayor cantidad de ADN, sin embargo, se puede

utilizar partes de este como patas o cabeza en caso de requerir del cuerpo para analisis morfologicos.

¥~ + Es recomendable siempre trabajar con versiones compatibles de los programas bioinformaticos, para
‘ asi evitar confusion o incluso pérdida de informacion utilizada; considerando la informacion
recopilada, el analisis realizado en este trabajo se podria repetir con las secuencias de especies

descritas en Ecuador.
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