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Outputs del Proyecto — Manuales de procedimientos par
el monitoreo y control del GBG
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ORGANISMO INTERNACIONAL DE ENERGIA ATOMICA (OIEA)

PROYECTO FORTALECIMIENTO DE LAS CAPACIDADES PARA LA EVALUACION DE LA
Protocolo de colecta del gusano barrenador del ganado FACTIBILIDAD DE UN PROGRAMA DE CONTROL PROGRESIVO DEL GBG

Cochliomyia hominivorax, Coquerel, para el estudio de la OIEARLASI75
estructuracién geografica de sus poblaciones en América del Sury
la inferencia de su dispersion a través de la estimacién del flujo
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Metodo GBS: Genotipaje por secuenciacion

HiSeq 2500
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Application of GBS results
- | SNPsidentification | %
- Gene/QTL mapping
Molecular diversity
GWAS
- Construction of high-density
genome maps
Haplotype maps
Phylogenetics
Identification of candidate
genes
- Genetic linkage analysis
Molecular marker discovery
Genome sequencing
Genomic selection

Populagdo 1
Populagao 2
Populagao 3
Populagao N
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Recoleccidn
Procesamiento de
las muestras
Extraccion del DNA
Cuantificacion del
DNA
Secuenciacion del
DNA

Analisis de los
resultados y
reportes



Obtencidon de las muestras

Recoleccion de larvas de C.

hominivorax
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Obtencidon de las muestras
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En cada sitio de reproduccién, recolecte larvas de 20 a 30 miasis (extraiga hasta
10 larvas "grandes" (en la etapa L3) de cada miasis (herida) con pinza
veterinaria.

Coloque las larvas de cada miasis en un recipiente que contenga etanol absoluto
(95-100%) e identifiquelo, agite el recipiente para separar los tejidos del
huésped.

La larva de cada miasis debe colocarse en un solo recipiente identificado (1
herida = 1 recipiente)

En un papel, escribir con |apiz comun el cédigo de la muestra, localidad
(municipio, estado/departamento, pais, fecha, hospedero y nombre del
colector. Ademas, en una hoja que acompaine a los recipientes incluir toda la
informacidon detallada y observaciones consideradas pertinentes. Se
recomienda que el cddigo de la muestra se haga con el pais, la localidad de
muestreo y el nUmero de la muestra. Por ejemplo, muestra 1 de Bafiado de
Media, Uruguay, sera UyBdeMO1.
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Obtencidon de las muestras

Observaciones: CUIDADOS enla
recoleccion de las muestras de larvas de
GBG

Evitar contaminacion
con carne y sangre
de la herida (miasis)

Evitar Larvas
presionadas




Obtencidon de las muestras

OBSERVACOES: Contaminacion en la recolecciéon de muestras de larvas del GBG

Dermatobia hominis (mosca do
e berne) em miasis de bovinos



Obtencidon de las muestras

Consejos para la conservacion de larvas recolectadas

- Las larvas deben ocupar un maximo de 1/3 del tubo como se muestra en la
figura. Esta relacidn es importante para garantizar la fijacion del tejido, evitando
la degradacion.

- El'tubo debe completarse con etanol puro (P.A) y mezclarse invirtiendo varias
veces para permitir que todas las larvas entren en contacto con el etanol de

manera uniforme.

- Deseche la explosion y / o las larvas perforadas. Esto evita la contaminacién de
las otras larvas en el tubo.

- Etigueta con lapiz dentro y fuera del tubo

Enviar formulario de recolecciéon por separado

(sin pegarse al tubo de empaque) E;anol
uro -

(P.A.)

Larvas deben ocupar,
en el maximo, 1/3 del
tubo
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Extracdo de DNA (Doyle & Doyle, 1987, adaptado

1. Utilizar por volta de 25-8B0 mg de material. Az amostras serdo trituradas em microtubos
Eppendorf de 2,0 ml usando um pistilo (acoplado em mini-homogenizador a bateria), em 200pl
de tampdo de extracdo®.

2. Acrescentar 600ul do tamp&o de extracdo® para chegar aos 800 ul.

3. Acrescentar 12-15ul de Proteinase K (20 mg/mL).

4. Misturar as amostras em vortex (~1 minuto), & colocd-los em banho-maria a 63°C por 60
minutos (misturar, porinversdo, o coda 10 minutos).

5. Adicionar igual volume (800ul) de gloroformio:alcool isoamilico (24:1) e misturar, em yortex,
até formar uma emulsdo.

6. Centrifugar a solugdo por 10 minutos a 13000 rpm (centrifuga a 4°C).

7. Coletar a fase aguosa superior e transferir para um novo tubo, com cuidado para n3o pipetar a
interfase. Se o volume da fase superior ndo for superior & fase intermediaria com fragmentos
de tecido, adicionar mais tampgo, misturar vigorosamente e re-cenfrifugar.

Neste passo, tratar com BNAse A (10 mg/ml) — 4-124d por 15 minutos a 37°C {agitande a
coda 5 minutos)

8. Adicionar 200pul por tubo do tamp3o de extracdo sem proteinase K e B-mercaptoetanol, e
B0oopl (igual volume) de clorofdrmio:dlcool isoamilico (24:1), misturando até formar uma
emulsin.

9. Centrifugar a solugdo por 10 minutos a 13000 rpm (centrifuga a 4°C).

10. Coletar a fase aguosa superior e transferir para um novo tubo, com cuidado para ndo pipetar a
interfase.

11. Repetir esses trés passos anteriores (8, 9 e 10) mais uma vez.

12. Coletar a fase aquosa superior e transferir para um novo tubo. Adicionar 1 volume igual (800pl)
de isopropanal gelado e misturar vertendo o tubo algumas vezes. Deixar a -20°C por pelo
menos 1 hora — Faco por 3 horas. (melherovernight)

13. Centrifugar por 10 minutos a 13000 rpm (centrifuga a 4°C).

14. Lavar o pellet com 1ml de Etanol 70% para remover sais por duas vezes, e secar ao ar ou sob
vacuo num dessecador.

15. Ressuspender o DNA em 30-40p de tampdo 1xTE. Manter a amostra a -20°C.

16. Deixar para ler no Manodrop ou para correr um gel de verificacSo para o dia seguinte da
extragdo.

———

1- Tamp&o de Extracd ra 100 mi;
Ouant. Conc. final
- CTAB 2z 2%
- NaglsMm 28 ml 1,4M
- TIrisHClpHB01M 10 ml 100 mM.
- EDTApHE005M 4 ml 20 mM.
- Paolivinilpirrelidons (PYP-40) lg 1%

AxTE: - 10mM Tris,Cl (pH 7,4)
-0,1mM EDTA (pH 8,0)

Quantidades p/ 100ml:
Tris.Cl 1M - 1l
EDTA O,5M - 20a!

f0asn. - 100ml

CTAB: Cetyltrimethylammonium
bromide
(Brometo de cetiltrimetilamonio)

Adaptado para la C.
hominivorax en el
Laboratdrio del LabGEA/
CBMEG/ UNICAMP
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Geles de extraccion de DNA — Muestras de Uruguay
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Muestras de larvas de GBG ya recolectadas

Poblaciones Uruguay: 511 muestras

Poblaciones Argentina: 229 muestras

Poblaciones Rio Grande do Sul (Brasil): 35 muestras
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Muestras de larvas de GBG ya procesadas
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No. de No. de
poblaciones Muestras
(heridas)
Brasil (RS) 6 35
Uruguay™ 21 511
Argentina 7 229
Total 34 775

No. de

muestras de
DNA Extraido

35

356

20

411

(*) término previsto de cierre del procesamiento por la Unicamp (Brasil) de las 155 muestras

restantes de Uruguay: proxima semana.
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Muestras de larvas de GBG ya procesadas

Ventajas de concluir la etapa de
extraccion del DNA:

Mejores condiciones de conservacion,
con menos posibilidades de pérdidas




Muestras de larvas de GBG ya procesadas

Ventajas de concluir la etapa de
cuantificacion del DNA:

Mejores condiciones de economicidad, al
conocer si el conjunto de muestras
tienen la cantidad minima de DNA para
el éxito de la secuenciacion
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Adquisicion de materiales para continuidad de la
extraccion

Adquisiciones publicas — procedimientos
licitatorios

Unidades involucradas: LFDA-SP y LFDA-
MG (MAPA)

Modalidad de licitacion: técnica y precio
(mas larga en el tiempo)

Recursos identificados

Procesos licitatorios iniciados o cerca del
inicio

Meta de conclusidon: Diciembre
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MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO
COORDENAGAQ-GERAL DE SANIDADE ANIMAL - CGSA
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento - Bairro Zona Civico-Administrativa - DF, CEP.:
70.043-500

0ao

Tel: (61) 3218-2148 - http-//www.agricultura gov.br es de &
*m caso de
N* 21/CGSA/DSAIP_2/SDA/MAPA ) controle
PROCESSON°® 21000.076569/2019-34
taxas de
0 econdmico
INTERESSADO(A): CGSA/IDSA 1 afeta
Assunto: para de insumos a deDNA deC. hominivoraxem o e aan
colaboracso com a Unicamp, e em apoio a0 Projeto AIEA 5075. estmados
A mosca da bicheira, conhecida pelos pises de lingua hispanica como "gusano barrenador del bicheira na
ganado” e pelos de lingua inglesa como "New World Screw worm”, é uma doenga istada pela gropecudrio
Organizagao Mundial de Salde Animal (OIE) e classificada como doenga transfronteirica pela ) pelos
propria OIE e pela FAO.
No Brasil, a milase produzida pelas larvas da mosca da bicheira é classificada pela Instrugao técnica de
Normativa n° 50, de 24 de setembro de 2013, como doenga de notificagdo obrigatéria mensal ao »a
senvigo veterinrnio oficial 1relagao
O Brasil participa, juntamente com outros 15 paises das Américas (Argentina, Belize, BolMa,
Costa Rica, Dominicana, Equador, El Sahvador, Guatemala, Honduras, México, 2021,
Nicaragua, Panama, Paraguail e Uruguai). do Projeto RLA 5/075 da Agéncia Internacional de te o periodo
Energia Atdmica intitulado “Fortalecimento das C. paraaP G40 € 0 de fortalecer
Controle Progressivo da Mosca da Bicheira”, iniciado em 1° de janeiro de 2018 e com término o objetivo
previsto para 31 de dezembro de 2020. Antes dele, 0 assunto foi abordado pelo Projeto RLA os
5/067, ) peroou de2014a 2017 que tinha por obpwo 0 apoio  geragao de rica do Su.
para de um prog prog da mosca NOQressivo
e Dicheir na Améeica do Sul Carbe. S ndermeni
paises da
A mosca da bicheira (C )é pela O Mundial de
Salde Animal (OFE), como umdoerum-maqwamanmse seres humanos. Essa
doenca afeta signific eo dos paises da América Latina e s
doCanbe,cobcafmemnscorﬂoapemsa cdoea mas também ecendo os
afetando a sa(de piblica e gf perda de
Todos esses aspectos sao abordados na Agenda 2030 das Nagdes Unidas e incluidos nos 17 junto
Objetivos de Deservolimento Sustentavel. A mosca da bicheira foi eradicada do sul dos Estados 9“5;:'
Umidos ao Panamd, usando a écnica de insetos estéreis (TEE). Essa #cnica é baseada na M eSO
redugdo da prevaléncia da mosca a partir da de machos por
gama, dai o ervolimento da AEEA com o tema. A erradicagdo da mosca desde o sul dos Estados
Unidos até a Provincia de Darien no Panamé foi alcancada através da implementacéo de " A
aTE, na década de 60 e finalizados em :geaga,
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