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RESUMEN

La entomologia forense es una disciplina que utiliza insectos para obtener informacién til en la determinacién del intervalo
postmortem (IPM). Las moscas de la familia Calliphoridae son muy utilizadas en entomologia forense, sin embargo, su identificacién
a nivel de especie puede dificultarse cuando el individuo se encuentra incompleto o en estadio inmaduro. En el presente trabajo, se
evalué el potencial de la regién ITS2 del genoma nuclear para la identificacién de especies de Calliphoridae en Colombia utilizando
tres aproximaciones: comparando distancias genéticas utilizando la metodologia de cédigos de barra, haciendo una reconstruccién
filogenética, y con enzimas de restriccién (PCR-RFLPs). Se secuenciaron un total de 520 pb en 44 individuos pertenecientes a 16
especies. Se calcularon los valores de distancia intraespecifica e interespecificas utilizando el modelo K2P. Los valores de distancia
intraespecifica oscilaron entre 0y 0,252 %, mientras que las distancias interespecificas fluctuaron entre 3,6 y 18,9 %, evidencidndose
que esta técnica puede ser utilizada como cédigo de barras genético en la identificacién de especies de la familia Calliphoridae. Tanto
en los andlisis de Neighbour-Joining como en los andlisis bayesianos el 90 % de los géneros presentan una monofilia sustentada en
probabilidad posterior de 0,89 a 1. En todos los casos la especie Blepharicnema splendens agrupa con el género Lucilia. Con base en las
secuencias obtenidas se utiliz6 la aplicacién NEBCutter para identificar cuatro enzimas de restriccién las cuales se probaron en el
laboratorio y se comprobé su utilidad para la identificacién rapida de especies de Calliphoridae en Colombia.

Palabras clave: cédigos de barra genéticos, enzimas de restriccién, intervalo post-mortem, genoma nuclear.

ABSTRACT

Forensic entomology is a discipline that uses insects to obtain useful information for the determination of the postmortem interval
(PMI). Flies of the family Calliphoridae are extensively used for this purpose, however, the identification of these flies can be difficult
when the individual is not an adult or when it is incomplete. In the present work, we tested the utility of the ITS2 region of the nuclear
genome for the identification of Calliphoridae species in Colombia using three approaches: comparing genetic distances using the
barcoding methodology, with a phylogenetic reconstruction, and with PCR-RFLPs. We sequenced 520 bp in 44 individuals belonging
to 16 species of califorids. Intraspecific and interspecific distance values were calculated using the K2P model. The intraspecific
distance values ranged between 0 and 0.252 %, while the interspecific distance values ranged between 3.6 and 18.9 %, indicating that
this gene can be used as a genetic barcode for the identification of species of the Calliphoridae family. Both the Neighbour-Joining
and Bayesian analyses recovered 90 % of the genera as monophyletic, with pp values between 0.89 and 1. Blepharicnema splendens
was always recovered within the Lucilia genera. Based on the obtained sequences we used the NEBCutter application to identify four
restriction enzymes that cut in a differential way and generated useful patterns for the identification of the species. The enzymes were
successfully tested and confirmed the utility of this technique as a fast way to identify species of Calliphoridae in Colombia.
Keywords: nuclear genome, phylogeny, post-mortem interval, restriction enzymes.
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INTRODUCCION

Los Diptera de las familias Calliphoridae, Sarcophagidae
y Muscidae se asocian a los olores de la descomposicién
cadavérica, y debido a su capacidad de vuelo, a menudo
se encuentran entre los primeros organismos en llegar a un
caddver, constituyéndose en el principal grupo de insectos
hallados en escenas de crimen (Byrd y Castner, 2001). Su
ciclo de vida y el ensamblaje de sus comunidades aportan
datos valiosos para el esclarecimiento de los casos forenses,
debido a que son utilizados como indicadores o herramientas
al momento de determinar el intervalo postmortem (IPM)
(Wolff et al., 2001; Amat, 2009). Las moscas Calliphoridae
pueden llegar en minutos a un caddver e inmediatamente
iniciar el proceso de ovoposicién en orificios naturales, como
la nariz, las orejas, la boca, los ojos, el ano, los genitales, y
sitios de trauma (Kulshrestha y Chandra, 1987; Turner, 1987).

Esta familia estd representada con alrededor de 1000
especies en el mundo, de las cuales aproximadamente
120 se encuentran en el Neotrépico, distribuidas en las
cinco subfamilias: Calliphorinae, Lucilinae, Chrysomyinae,
Melanomyinae y Mesembrinellinae, cuatro de ellas presentes
en Colombia (Pape et al, 2004; Mavarez-Cardozo et al.,
2005) con cerca de 40 especies (Kosmann et al., 2013), 15
con registros de interés forense (Yusseff, 2006; Amat, 2009;
Flérez y Wolff, 2009).

Sin embargo, los califéridos se han estudiado poco en el
pais, muchos registros se restringen a las localidades tipo
o a ejemplares recolectados y estudiados por especialistas
extranjeros y depositados en sus colecciones (Amat, 2009).
Pese a que la entomologia forense ya es una herramienta
legal en Colombia (Cédigo de Procesamiento Penal, 2004),
se presenta una gran dificultad en la identificacién de las
especies en sus estadios inmaduros, ya que aunque existen
algunas claves, se requiere su cria hasta que son adultos
para la confirmacién de las especies, lo que implica mucho
tiempo y ademds, se requiere que las larvas se colecten
vivas y se mantengan en condiciones adecuadas para su
desarrollo (Ames et al., 2006).

Es por esto, que la utilizacién de las herramientas
moleculares en casos forenses, ha tomado un gran impulso
e importancia, ya que son un método efectivo para la
identificacién de especies a partir del uso de regiones
nucleares como lo es la regién ITS2 y regiones mitocondriales
como el gen COI, asi como también el gen citcromo B (Cytb)
(Nelson etal., 2007; Nelson et al., 2008; Giraldo etal., 2011,
GilArriorta etal., 2013).

La evidencia creciente sugiere que la regién ITS2 rDNA es
un buen marcador filogenético a nivel de especie y/o género,
siendo una regién relativamente corta, con alto contenido
de informacién (Coleman, 2003). Ademds, esta regidn
ya ha sido utilizada para la discriminacién entre especies,
siendo considerada una regién potencial para ser usada
como cédigo de barra genético por sus caracteristicas que
incluyen, la disponibilidad de regiones conservadas para
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disefar primers especificos, su facilidad de amplificacién
y porque presenta variabilidad suficiente incluso para
distinguir especies relacionadas o cercanas (Nelson et al.,
2008; Song et al., 2008; Meiklejohn et al., 2011).

Con base en lo anterior, este trabajo tuvo como objetivo
evaluar el uso del biomarcador ITS2 para la identificacién
de Calliphoridae de importancia forense en Colombia
utilizando la metodologia de andlisis propuesta para
cédigos de barra, a través de una aproximacién filogenética
y aplicando enzimas de restriccién (PCR-RFLP).

MATERIALES Y METODOS

Muestras

Las muestras utilizadas en este trabajo son descritas por
Solano et al, (2013) y fueron colectadas en diferentes
altitudes en Colombia para abarcar idealmente la mayor
diversidad de especies (Fig. 1).

Extraccion de ADN

La extraccién se realizé a partir de fragmentos de tejido
muscular removido de la zona toracica de cada mosca
(Stevens y Wall, 2001; Ball et al., 2005). Se utilizé el kit
QIAGEN (DNeasy Blood & Tissue Kit, 250), siguiendo el
protocolo del fabricante (DNesay Bloody & TissueHandbook
de Qiagen). La verificacién de la extraccién de ADN y su
calidad se comprobaron por medio de un gel de agarosa de
2 % con una tincién de GelRed (Biotium).

Amplificacion y secuenciacion

Para la amplificacién del gen [TS2 del genoma
nuclear se utilizaron los primers usados por Ratcliffe
et al, (2003) y Nelson et al, (2008) cuya secuencia
es 52R  (5-GTTAACTTTCTTTTCCTCCCCT-3) y L1
(5 -RRCGGTGGATCACTCGGCTC-3). Para las reacciones de
PCR se utilizaron 2 pl de ADN extraido en reacciones de 25 pL,
usando concentraciones finales de cada reactivo de la siguiente
manera: 0,1 U/mLdeTaq Polimerasa (0,5 pLde Taq Polimerasa
5U/mL; abm), 3,5 mM de MgCl2 (3,5 pL de MgCL2 a 25mM,;
abm), 1X de Buffer PCR (No MgCl2; 2,5 pL de Buffer PCR a
10X; abm), 0,25mM de DNTP‘s (0,65pL de dNTP’s a 10mM,;
Bioline), 0,4mM de cada primer (1L de cada primera 10mM)
y se completé con agua destilada previamente autoclavada,
hasta alcanzar 25 pL de reaccién de PCR.

Los ciclos de PCR se llevaron a cabo de acuerdo a lo
sugerido por Nelson et al., (2008) modificado, con una
temperatura inicial de desnaturalizacién de 94 °C durante
dos minutos, seguido de 30 ciclos con los siguientes
pardmetros: 30 segundos a 94 °C, 35 segundos a 56,1 °Cy
un minuto a 72 °C, seguido por un paso de extensién final
a 72 °C por cinco minutos.

Los productos de PCR se verificaron mediante
electroforesis en geles de agarosa al 2 % tefidos con
GelRed (Biotium). Seguido de la amplificacién se realizé la
purificacién de las muestras usando el kit de dcidos nucleicos
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Figura 1. Diferentes puntos altitudinales de cada departamento donde fueron colectadas las muestras.

y proteinas MACHEREY-NAGEL (NucleoSpin® Extract 1),
aplicando el protocolo del proveedor. El producto purificado
fue secuenciado en la empresa MACROGEN (Korea).

Analisis de las secuencias

Las secuencias obtenidas, fueron verificadas mediante
la herramienta BLAST de NCBI y posteriormente fueron
editadas manualmente utilizando los programas BioEdit
(v. 7.0.9.0) (Hall, 1999) y MEGA 6.0 (Tamura et al., 2013).

Se hicieron alineamientos utilizando el algoritmo ClustalW
(Thompson et al., 1994), bajo los parametros de 30 en la
apertura de gaps al inicio, y 15 de extensién de los mismos.
Para evaluar la utilizad de la regién ITS2 en la identificacién
molecular de las muestras se hicieron tres andlisis: un andlisis
de distancias genéticas como lo sugiere la metodologia de
cédigo de barras (Hebert et al., 2003), una aproximacién
filogenética utilizando métodos bayesianos y una digestién
con enzimas de restriccién (RFLPs).
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Analisis de distancia

Los andlisis de distancia genética entre las secuencias se
realizaron a través del programa MEGA 6.0 (Tamura et al.,
2013) a partir del modelo de distancia Kimura 2 pardmetros
(K2P) (Kimura, 1980), con un bootstrap de 1000 réplicas.
Con base en esto, se realizd un andlisis de distancia
Neighbour-Joining (NJ), el cual representa grificamente las
relaciones y patrones de distancia genética entre las especies;
se realizé el andlisis polimérfico a través del programa DnaSP
5.0 (Librado y Rozas, 2009), donde se calculé la diversidad
haplotipica nucleotidica y los sitios segregantes.

Reconstruccioén filogenética

Se hicieron andlisis bayesianos con MrBayes 3.2.3
(Huelsenbeck y Ronquist, 2001), a partir del modelo
de sustitucién de nucledtidos de tiempo generacional
con distribucién Gamma (GTR+G; InL=6303.610; K=9;
AIC=12625.2217) que fue previamente provisionado
por MrModeltest 2.3 (Nylander, 2004). Se designé a
Sarcophagidae sp. como grupo externo en todos los andlisis.

Digestion de las enzimas de restriccion en ITS2

Usando el programa BioEdit (Hall, 1999), los datos de
las secuencias de ITS2 fueron evaluados y analizados para
encontrar la presencia de sitios de restriccién tnicos que
fueron usados para el andlisis de PCR-RFLP. Las enzimas
de restriccién aplicadas son las sugeridas por Nelson

(2008) y Roberts et al., (2003), evaluadas por la aplicacién
NEBCutter.

Los productos de PCR de la regién ITS2 fueron
digeridos por separado con la enzima de restriccién Dral
(TTT|AAA), Asel (ATATA_AT), Fatl (“CATG_), LpnPI
(CCDGNNNNNNNNNNANNNN_) (New England Biolabs).
Se usaron 15 pL de producto de PCR, el cual fue digerido por
1 - 1,5 h a una temperatura de 37° a 55 °C dependiendo
de la enzima de restriccidn, con un total de 3plL de cada
enzima. Los productos de la digestién fueron verificados
mediante electroforesis en geles de agarosa al 2 % tefiidos
con GelRed (Biotium).

RESULTADOS

Caracteristicas de las secuencias

Las secuencias editadas presentaron un total de 520
nucledtidos, se obtuvieron 44 secuencias de las 16 especies
de califéridos estudiados. Todas las secuencias se encuentran
disponibles en la base del GenBank (con cddigos de
acceso KP723289-KP723332 (Tabla 1).Se encontré que la
composicién nucleotidica promedio fue de T= 36,3 %, C=
12,6 %, A=36,0 %y G=15,2 %. La frecuencia de las transiciones
(31,29 %) fueron menores a las transversiones (68,72 %).

A través del programa Dna SP 5.0 (Librado y Rozas,
2009) se encontré que las 44 secuencias presentan un total
de 208 sitios segregantes, haplotipos (h=25), diversidad
haplotipica (h)=0,956 y nucleotidica (Pi)=0,23773.

Tabla 1. Relacién de cada secuencia con su respectivo cédigo del GenBank.

Especie y Localidad Cédigo GenBank Especie y Localidad Cédigo GenBank
Blepharicnema splendens FSTA KP723289 Hemilucilia semidiaphana SPDRO KP723311
Chloroprocta idiodea ARSL 1 KP723290 Hemilucilia semidiaphana SVCTE KP723312
Chloroprocta idiodea ARSL 2 KP723291 Huascaromusca sp JRDN 1 KP723313
Chloroprocta idiodea SVCTE KP723292 Huascaromusca sp JRDN 2 KP723314
Cochliomyia macellaria BGRE KP723293 Huascaromusca sp JRDN 3 KP723315
Cochliomyia macellaria SPDRO KP723294 Huascaromusca sp JRDN 4 KP723316
Compsomyiops verena PAL KP723295 Lucilia purpurascens SVCTE KP723317
Compsomyiops verena SJM KP723296 Lucilia purpurascens BSS KP723318
Calliphora nigribasis PAL KP723297 Lucilia purpurascens SNVCTE KP723319
Calliphora nigribasis SIM 1 KP723298 Lucilia cuprina SANT 1 KP723320
Calliphora nigribasis SIM 2 KP723299 Lucilia cuprina SANT 2 KP723321
Calliphora nigribasis SIM 3 KP723300 Lucilia eximia BAG KP723322
Calliphora nigribasis SIM 4 KP723301 Lucilia eximia ARSL KP723323
Calliphora nigribasis SIM 5 KP723302 Lucilia eximia SMTA KP723324
Calliphora nigribasis S/M 6 KP723303 Lucilia sericata RCHA 1 KP723325
Chrysomya albiceps BGRE KP723304 Lucilia sericata RCHA 2 KP723326
Chrysomya albiceps SMTA KP723305 Mesembrinella patriciae JRDN 1 KP723327
Chrysomya albiceps BGRE KP723306 Mesembrinella patriciae JRDN 2 KP723328
Chrysomya albiceps SPDRO KP723307 Mesembrinella patriciae JRDN 3 KP723329
Chrysomya megacephala SMTA 1 KP723308 Mesembrinella patriciae JARDN 4 KP723330
Chrysomya megacephala SMTA 2 KP723309 Paralucilia fulvinota SPDRO 1 KP723331
Cochcliomyia hominivorax SMTA KP723310 Paralucilia fulvinota SPDRO 2 KP723332
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Distancias Genéticas
Los valores de distancia interespecificas de ITS2 variaron de
3,6 % (L. sericata y L. cuprina), a 18,9 % entre (L. cuprina y
L. eximia). Los valores de distancias entre géneros variaron
entre 10,5 % entre (L. purpuranscens y B. splendens) y 39,7 %
entre (L. eximia y M. patriciaea) (Tabla. 2).

La distancia intraespecifica se calculé partiendo de
que las secuencias analizadas tienen mas de un individuo
por especie secuenciado (n22), dando como resultado un

promedio de 4,6 % (Tabla. 3), presentando variaciones entre
0 % (SE: 0; C. nigribasis, L. cuprina, L. purpurascens, L. sericata,
M. patriciae y P. fulvinota donde la distancia intraespecifica es
igual a 0) y un maximo de 11,1 % (C. macellaria).

Analisis de distancia Neighbour — Joining (NJ)

Se lograron evidenciar cuatro grupos correspondientes a
las subfamilias Lucilinae, Chrysomyinae, Mesembrinellinae
y Calliphorinae (Fig. 4). El primer grupo correspondié a la

Tabla 2. Tabla de distancias interespecificas (en negrilla) de Califéridos de importancia forense a partir de las diferencias entre las secuencias de
nucledtidos de ITS2. Los valores minimos y maximos estdn subrayados. Resaltados valores min y max de distancias entre géneros.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
1 Blepharicnema splendens -
2 Calliphora nigribasis 0,167 -
3 Chloroprocta idiodea 0,277 0,311 -
4 Chrysomya megacephala 0,227 0,257 0,223 -
5  Chrysomya albiceps 0,223 0,268 0,228 0,072 -
6  Cochcliomyia hominivorax 0,225 0,224 0,243 0,200 0,195 -
7 Cochliomyia macellaria 0,277 0,283 0,204 0,250 0,241 0,187 -
8 Compsomyiops verena 0,303 0,323 0,290 0,241 0,252 0,263 0,240 -
10 Huascaromusca sp 0,277 0,294 0,348 0,227 0,237 0,292 0,377 0,327 -
11 Lucilia cuprina 0,106 0,180 0,312 0,195 0,212 0,233 0,319 0,339 0,259 -
12 Lucilia eximia 0,181 0,188 0,340 0,250 0,292 0,268 0,329 0,309 0,327 0,189 -
13 Lucilia purpurascens 0,162 0,187 0,299 0,228 0,250 0,242 0,313 0,302 0,300 0,175 0,044 -
14 Lucilia sericata 0,105 0,182 0,308 0,199 0,216 0,229 0,315 0,335 0,265 0,036 0,186 0,173 -
15  Mesembrinella patriciae 0,339 0,332 0,384 0,279 0,277 0,353 0,471 0,389 0,290 0,322 0,397 0,344 0,331 -
16 Paralucilia fulvinota 0,189 0,186 0,225 0,183 0,192 0,145 0,235 0,210 0,238 0,206 0,201 0,186 0,205 0,293 -

Tabla 3. Tabla de distancias intraespecifica. El andlisis se realizé
usando el modelo de distancia Kimura 2 parametros (K2P). Partiendo
de que las secuencias analizadas tienen mds de un individuo por
especie secuenciado (n>2).

Especie (n) Distancia
Calliphora nigribasis (7) Macquart, 1851 0,000
Lucilia cuprina (2) (Wiedemann, 1830) 0,000
Lucilia purpurascens (3) (Walker, 1836) 0,000
Lucilia sericata (2) (Meigen, 1826) 0,000
Mesembrinella patriciae (4) Wolff, 2013 0,000
Paralucilia fulvinota (2) (Bigot, 1877) 0,000
Chrysomya albiceps (3) (Wiedemann, 1819) 0,005
Chrysomya megacephala (2) (Fabricius, 1794) 0,018
Lucilia eximia (2) (Wiedemann, 1819) 0,026
Compsomyios verena (2) (Walker, 1849) 0,066
Chloroprocta idiodea (3) (Robineau-Desvoidy, 1830) 0,069
Huascaromusca sp (4) 0,089
Cochliomyia macellaria (2) (Fabricius, 1775) 0,111
Promedio 0,029

agrupacién delas especies del el género Lucilia, pertenecientes
a la subfamilia Lucillinae, el primer grupo sustentado con
niveles de bootstrap del 99 % comprende a las especies L.
eximia y L. purpurascens, y el segundo grupo compuesto por
las especies L. cuprina y L. sericata sustentado con niveles de
bootstrap del 99 %, sin embargo este ultimo se encuentra
asociado a la especie B. splendens (perteneciente a la
subfamilia Calliphorinae) respaldado en un 93 % de niveles
de bootstrap.

Un segundo grupo estuvo compuesto por la subfamilia
Chrysomyinae sustentada en niveles de bootstrap de la
siguiente manera: Chloroprocta (73 %), Hemilucilia (99 %),
Paralucilia (87 %), Compsomyiops (99 %), Cochliomyia (98 %) y
Chrysomya (98 %).

El tercer grupo compuesto por los géneros Huascaromusca
(94 %) y Mesembrinella (99 %) los cuales pertenecen a la
subfamilia Mesembrinellinae (Kosmann et al., 2013; Solano
etal. 2013).

El cuarto grupo conformado por el género Calliphora
respaldado por niveles de bootstrap del 99 %y pertenecientes
a la subfamilia Calliphorinae (Kosmann et al., 2013).
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Analisis Bayesiano
Se realizé un andlisis bayesiano (Fig. 5), a partir del modelo
GTR+G, el cual fue provisionado por MrModeltest 2.3.
El andlisis arrojo una parafilia en la subfamilia Lucilinae,
sustentada en 0,99 de probabilidad posterior (p.p.),
nuevamente se observa la asociacién de B. splendens a la
subfamilia Lucilinae.

Para la subfamilia Chrysomyinae de cardcter polifilético
en este estudio, se observa la completa monofilia sustentada
en la p.p. de los géneros Chrysomya (0,96), Chloroprocta

(1), Compsomyiops (0,98) Paralucilia (0,98) y Hemilucilia (1)
(Nelsonetal., 2007; Nelson etal., 2008; Marinho etal., 2012;
Solano et al., 2013), mientras que el género Cochcliomyia es
de cardcter parafilético con una p.p. de 0,81.

Por ultimo tenemos a la subfamilia Mesembrinellinae de
cardcter monofilético (Marinho et al,, 2012) con una p.p.
del 0,77; y al género Calliphora de caracter monofilético
respaldado con una p.p. igual a 1 perteneciente a la
subfamilia Calliphorinae.

Figura 2. Gel de agarosa al 2 % donde se observan los PCR-RFLP obtenidos a partir de la digestién de ITS2 con Dral. En orden de izquierda a
derecha con dos cortes, C. albiceps (1), C. hominivorax (2), C. macellaria (3) y H. semidiaphana (4); y con tres cortes C. ideoidea (5), L. purpurascens (6), L.
cuprina (7), L. sericata (8) y P. fulvinota (9). M= marcador molecular Hypperlader Il (Bioline).

Figura 3. Protocolo de PCR-RFLP para la identificacién de especies de Calliphoridae de importancia forense en Colombia, usando las enzimas
de restriccién Dral, Fatl, Asel y LpnPI. Tomado y modificado de Nelson et al. (2008).
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Analisis de restriccion y digestion con la enzima Dral
Para las especies C. idiodea, L. purpurascens, L. cuprina, L. sericata
y P. fulvinota, se obtuvieron tres sitios de restriccién usando
la enzima Dral, mientras que en C. albiceps, C. hominivorax,
C. macellaria y H. semidiaphana se encontraron dos sitios de
restriccion (Fig. 2).

Digestion con las enzimas Fatl, Asel y LpnPI

Al utilizar la enzima Fatl se obtuvieron tres sitios de corte
en las especies C. nigribasis, L. eximia y Huascaromusca sp.
Utilizando la enzima Asel se identificaron tres sitios de
corte para las especies B. splendens, L. sericata, M. patriciae
y L. cuprina; por dltimo tenemos a la enzima LpnPl, la
cual presenta sitios de corte en las siguientes especies,
dos cortes para C. megacephala, C. hominivorax, C. nigribasis
y C. verena, y tres cortes para L. sericata, L. purpurascens, y
L. cuprina. Hay que destacar que cada una de las enzimas
anteriores no comparte el mismo sitio de restriccién que
la enzima Dral. A partir de estos resultados se propuso
un protocolo rdpido de identificacién de especies de
califéridos de importancia forense en Colombia utilizando
la técnica PCR-RFLPs (Fig. 3).

DISCUSION

La metodologia de cédigos de barra genéticos originalmente
propuesta por Hebert et al., (2003), emplea un fragmento
del gen Citocromo Oxidasa | (COl) de aproximadamente
650 pb para discriminar entre especies. Este método ha
sido aplicado exitosamente en varios estudios taxonémicos
en diferentes grupos del orden Diptera (e.g. Renaud et
al., 2012; Conflitti et al. 2013; Chukwunonso et al., 2013)
y también ha sido utililzado para identificar especies de
califéridos en diferentes paises (e.g. Nelson et al, 2007;
Jordaens et al.,, 2013) y en Colombia tanto con COIl como
con CytB (Giraldo et al., 2011; Solano etal., 2013).

Sin embargo algunos estudios sugieren que a pesar
de que la regién COIl es sin duda de gran utilidad para
la identificacién de especies de importancia forense, no
todas las especies se pueden identificar adecuadamente
con este marcador (Wells y Williams, 2007; Harvey et al.,
2008; Boehme et al., 2012). Por esta razén, otros genes (0
fragmentos de genes), como la regién ITS2, también han
sido postulados como buenos marcadores (Nelson et al.,
2008; Song etal., 2008).

En la aplicacién de la herramienta de cédigos de barra es
necesario la implementacién de los andlisis de divergencia
genética entre las especies, es decir, distancias intra e
interespecificas, en donde el valor inferior de la distancia
interespecificas se mantiene alejado del valor superior de la
distancia intraespecifica, para evitar un solapamiento entre
estos parametros (Meyer y Paulay, 2005). Para la regién
ITS2 se ha reportado que la variacién interespecificas es
considerablemente mayor que la intraespecifica (Navajas et
al., 1998; Roe y Sperling, 2007; Nelson et al., 2008).

Figura 4. Anilisis basado en la reconstruccién de distancias (NJ), a
partir del modelo de distancia Kimura 2 Pardmetros (K2P); subfamilia
Lucilinae (Rojo), Chrysomyinae (Verde), Mesembrinellinae (Azul) y
Calliphorinae (Amarillo).
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Figura 5. Reconstruccién filogenética a partir del Andlisis Bayesiano, con el modelo GTR+G; subfamilia Lucilinae (Rojo), Chrysomyinae (Verde),
Mesembrinellinae (Azul) y Calliphorinae (Amarillo).
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En este trabajo, el valor promedio de las distancias
intraespecifica reportadas fue de 2,9 %, y el valor promedio
de las distancias interespecificas fue de 12,5 %. Estos valores
corresponden a los valores reportados para califéridos
por Harvey et al., (2008), para Chrysomya por Nelson et al.,
(2007), al igual que para Protocalliphora por Whitworth et
al., (2007) y para Compsomyiops y Chloroprocta por Solano
et al., (2013). Desafortunadamente, sélo se calcularon las
distancias interespecificas para los géneros Chrysomya, y
Lucilia, pues son los Unicos géneros para los que tenemos
mds de una especie. Cuando se calculan las distancias
entre géneros los valores, como es de esperarse, son altos
(entre 10 %y 39,7 %). Para los andlisis de distancia genética
utilizando NJ-K2P se excluyeron las muestras de Hemilucilia
semidiaphana pues en las comparaciones incluyendo este
especie se obtenfan unas distancias genéticas muy grandes,
que estaban muy lejos del promedio obtenido al excluirla.

Para el género Chrysomya en particular el promedio de
las distancias interespecificas fue de 0,076 y el promedio
de las distancias intraespecifica de 0,0115; sin que se
haya presentado solapamiento entre las distancias intra e
interespecificas, validando asi, el uso de este gen como cédigo
de barra para el género Chrysomya. Lo mismo sucede en el
género Lucilia, en donde se observé un promedio de distancias
interespecificas de 0,175 y de distancias intraespecifica de
0,00065, sin superposicién entre los valores de distancias
inter e intraespecifica, mostrando cierta afinidad a lo
expresado por Giraldo et al., (2011) con CytB aplicada a tres
especies de este mismo género donde se encontraron con
distancias interespecificas de maximo 0,116.

Con respecto a la reconstruccién filogenética, el 90 %
de todos los géneros presentan una monofilia marcada
sustentada en p.p. de 0,89 a 1, destacandose el género
Chrysomya el cual ya ha sido reportado como monofilético
anteriormente (Wallman et al., 2005; Wells y William, 2005;
Nelson et al., 2007; Nelson et al., 2008; Singh y Wells, 2011;
Marihno et al., 2012; Solano et al., 2013). El otro 10 % son
de cardcter parafilético y corresponde a los géneros Lucilia
y Cochliomyia respaldadas por una p.p. de 0,81 a 0,99.
La especie Blepharicnema splendens se encuentra asociada
a especies del género Lucilia respaldada por niveles de
bootstrap de 93 % (Fig. 3) y con valores de p.p. de 0,97
(Fig. 4), esto corresponde a lo encontrado por Solano et al.,
(2013), y asociado a los valores de distancia obtenidos en
el andlisis de cédigos de barra genéticos sugiere que esta
especie realmente pertenezca al género Lucilia. Es necesario
que se realicen mas analisis con otros marcadores respecto a
esta especie, debido a que no hay trabajos de identificacién
en los que se tenga presente esta especie o género.

Este trabajo validé la aplicabilidad del uso de PCR-RFLP
para la identificacién de especies de la familia Calliphoridae
en Colombia utilizando en gen ITS2. En relacién con esta
prueba, se modificé el protocolo en el tiempo de incubacién
de las enzimas de restriccién (en su dltima fase) debido a

que los fragmentos sin digerir de ITS2 no fueron muy visibles
en algunas digestiones. Schroeder et al, (2003) registra
aplicabilidad de las enzima de restriccién con fragmentos
de hasta 1326pb, mientras que Sperling et al., (1994)
reportan efectividad de las enzimas en fragmentos digeridos
de tan solo 349pb, ambos para COIl. En el caso de ITS2,
Nelson et al., (2008) reporta el uso de la técnica en regiones
amplificadas de 1300 y 960pb. En este trabajo se registré
efectividad de la técnica en fragmentos de 800pb.

La utilidad y aplicacién de la regién [TS2 para la
identificacién de especies de califéridos, ya ha sido reportada
por otros autores para otras regiones (Coleman, 2003;
Armstrong y Ball, 2005; Nelson et al.,, 2008; Marihno et al.,
2012), sin embargo este es el primer estudio en Colombia e
incluye especies no incluidas en los andlisis anteriores.

CONCLUSIONES

En este estudio se valida la utilidad de la regién ITS2 como
cédigo de barras para la identificacién de géneros de la
familia Calliphoridae en Colombia y para la identificacién
de especies del género Chrysomya y del género Lucilia.
Adicionalmente se valida la utilidad de la técnica PCR-RFLP
para la identificacién rapida de especies.

A pesar de que la regién ITS2 es un biomarcador genético
informativo para establecer y demostrar las relaciones
filogenéticas de un género o subfamilia, se recomienda
la inclusién de otros genes o regiones para reforzar las
probabilidades y esclarecer dudas sobre las relaciones
evolutivas que pueden presentarse en las subfamilias
Lucilinae y Calliphorinae, en especial con respecto a la
especie Blepharicnema splendens.
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