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Abstract: Geometric wing morphometrics for Chrysomya albiceps and C. megacephala identification
(Diptera: Calliphoridae) from Venezuela. Calliphoridae is one of the families with the greatest number of
species with forensic importance, which immature stages feed and develop on decaying material. In Venezuela,
there are few studies on this taxon reporting the dominance of Chrysomya over other carrion flies. The goal of
this study was to analyze the variations on wing morphometrics, to support the identification of two forensic
flies. For this we photographed a total of 168 wings from C. albiceps (n=111) and C. megacephala (n=57).
Landmark coordinate (x, ) configurations were registered and aligned by Generalized Procrustes Analysis.
Principal Component Analysis and shape significance test based on Procrustes distance were implemented.
Statistical analysis of variance found significant differences in wing isometric size (Kruskal-Wallis). The PCA
showed the separation between species, and shape test showed significant differences (¥ Goodall’s). The main
differences between both species were localized on subcosta rupture, join of R,,; with wing border, join of
dm-cu, and join of Cu with bm-cu, suggesting that wing morphometrics is a suitable tool in the discrimination

of blowfly species. Rev. Biol. Trop. 60 (3): 1249-1258. Epub 2012 September 01.

Key words: landmarks, procrustes, forensic entomology, Chrysomyinae.

Los insectos necrofagos, entre ellos Dip-
tera y Coleoptera, se alimentan de tejido en
putrefaccion y forman sucesiones ecologicas
asociadas con cuerpos en descomposicion.
Estos grupos constituyen la categoria mas
importante para el establecimiento del Infer-
valo Post Mortem (IPM), tiempo transcurrido
desde el momento del deceso hasta el instante
que se encuentra el cadaver (Cova 1974, Smith
1986, Queiroz et al. 1997, Magaiia 2001, Liria
20006). Los insectos son atraidos al cadaver por
los gases desprendidos durante el proceso de
degradacion de glacidos, lipidos, entre otros,
generando amoniaco (NH,) écido sulftrico
(SH,), nitrogeno (N,) y anhidrido carbonico
(CO,) (Byrd & Castner 2001). Con ello, los
diferentes estados de descomposicion de un

cadaver atraen selectivamente a grupos de
insectos. Generalmente, las moscas son las pri-
meras en colonizar manteniendo una sucesion,
que varia solo en la composicién de especies
(Byrd & Castner 2001, Calderon-Arguedas et
al. 2005). Basados en este principio, la ento-
mologia forense es la disciplina que estudia a
insectos y otros artropodos asociados a cada-
veres, como herramienta de la medicina legal
para datar y estimar las causas y lugar de una
muerte (Smith 1986, Maldonado 2002). De esta
manera, el reconocimiento de las especies vin-
culadas a la escena del crimen, proveen pruebas
criminalisticas como: ubicacion geografica del
suceso ¢ IPM; las cuales pueden establecer
la autoria, método utilizado, lugar y fecha de
muerte (Smith 1986).
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La estimacion del /PM a partir de datos
entomoldgicos, se realiza mediante: 1) estudios
de sucesion (patrones de colonizacion y extin-
cion de especies, no temporales, direccionales
y continuos presentes en el cadaver), 2) com-
parando el desarrollo con tablas de crecimiento
de la especie encontrada a una temperatura y
humedad relativa especificas (Smith 1986, Von
Zuben & Godoy 2001, Maldonado 2002). Es
decir, el asiento para la determinacion del /PM,
es la identificacion de especies, de los insectos
encontrados en la escena del crimen.

Calliphoridae, es una de las familias con
el mayor numero de especies de importancia
forense (Queiroz et al. 1997). En Venezuela,
se ha reportado la dominancia del género
Chrysomya sobre los otros dipteros. Particular-
mente especies como C. albiceps (Wiedemann
1819) y C. megacephala (Fabricius 1794), las
cuales colonizan durante los primeros dias
de descomposicion (Mavarez-Cardozo et al.
2005, Liria 2006, Magaia et al. 2006). En esta
familia, existen escenarios donde se presenta
dificultad para la identificacion, restringiendo
la determinacion de la especie a solo uno o
muy pocos caracteres morfologicos, que en
ocasiones pueden ser ambiguos (Queiroz ef al.
1997). Por otro lado, la identificacion puede ser
crucial en el analisis, porque especies estrecha-
mente relacionadas crecen en proporciones de
tiempo diferentes: a una temperatura de 19°C,
el crecimiento de una especie puede tener un
promedio de 47 dias, mientras que otra especie
del mismo género, a la misma temperatura
puede tener un promedio de 84 dias (Wells &
Williams 2005). Por consiguiente, la irresolu-
cion taxonomica puede llevar a una incertidum-
bre en la estimacion del /PM.

Adicionalmente, ain cuando la entomolo-
gia forense es una ciencia utilizada en Estados
Unidos, Espafia y en paises de América Lati-
na como Brasil, Argentina y recientemente
Colombia, en Venezuela el estudio de la ento-
mologia forense no ha recibido una atencion
sistematica por los profesionales del area ento-
mologica o por expertos forenses. Como conse-
cuencia, el cientifico criminalista se enfrenta a
la escena de un crimen con poca formacion en

morfologia de insectos y taxonomia de grupos,
por lo que, su aporte en la labor de establecer
la data de la muerte por datos entomologicos
se dificulta. Por lo anterior, se intenta explorar
y optimizar una nueva herramienta que permi-
ta de una manera rapida, facil y eficiente, la
identificacion de especies, y que proporcione
pruebas criminologicas a la investigacion en el
tiempo requerido.

Actualmente, los métodos de identifica-
cion no sélo deben ser rapidos sino también
de bajo costo. En este sentido, la morfometria
geométrica, es una herramienta matematica con
fundamentos biologicos (Bookstein 1991), que
permite descomponer la variacion resultante
de la fisiologia de los individuos de aquellas
mas estables propias de la poblacion, producto
del componente genético. Permite identificar
individuos a partir de la conformacion de
estructuras especificas, en especies estrecha-
mente relacionadas (Dujardin 2000), basado
en métodos de descripcion y analisis estadisti-
cos de la variacion de la forma en estructuras
particulares en y entre individuos (Rohlf &
Marcus 1993). Esta técnica se ha utilizado
en diversas clases de organismos vegetales y
animales (vertebrados e invertebrados), y parti-
cularmente en insectos de importancia médica,
como triatdbminos (Triatominae), flebotomos
(Phlebotominae) y mosquitos (Culicidae). Ha
sido empleada en estudios de estructura pobla-
cional (De La Riva et al. 2001, Belen et al.
2004, Schachter-Broide et al. 2004, Dvorak
et al. 2006, Soto-Vivas et al. 2007), iden-
tificacion de especies (Matias et al. 2001,
Villegas et al. 2002, Calle et al. 2008), para
detectar diferencias entre parentales de campo
y descendientes de laboratorio (Jaramillo &
Wolff 2002), asi como en estudios filogenéticos
(Soto-Vivas et al. 2011).

Este trabajo pretende comprobar la apli-
cabilidad de la morfometria geométrica en el
analisis del tamafio y configuracién del ala
en dos especies de Chrysomya, con el fin de
proporcionar al campo de la criminalistica una
nueva herramienta que permita discriminar e
identificar moscas de importancia forense.
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MATERIALES Y METODOS

Adquisicion de datos: Se realizaron
muestreos sobre cadaveres de ratas Sprague-
Dawley y cebo de bofe bovino (Corazon,
higado, pancreas), en el Campus Barbula de
la Universidad de Carabobo, estado Carabobo,
Venezuela (10°18°15” N - 68°02°41” W). Las
moscas fueron obtenidas durante el primer
dia de descomposicion de las ratas y cebos.
Los califoridos se identificaron siguiendo las
claves taxonomicas de: Ribeiro & Carvalho
1998, Carvalho & Ribeiro 2000, Whitworth
2006 y Amat 2009. Un total de 168 alas: 111
de C. albiceps y 57 de C. megacephala, se
disectaron y montaron en laminas, luego se
fotografiaron, digitalizaron, y se ubicaron ocho
puntos anatomicos de referencia en la nervadu-
ra de las venas del ala (PAR1-PARS), los cuales
corresponden con el tipo I sensu Bookstein

(1991), siguiendo la nomenclatura de McAlpi-
ne (1987), ruptura de la subcosta (PAR1), union
de R1 con el borde del ala (PAR2), union de
R,,; con el borde del ala (PAR3), uniéon de R,
con el borde del ala (PAR4), union de M con
el borde del ala (PARS), unién dm-cu (PARG),
uniéon de Cu con dm-cu (PAR7) y unién de
M con bm-cu (PARS). La configuracién de
los ocho pares de coordenadas x y de cada ala
(Fig. 1) se capturé mediante la ayuda del pro-
grama tpsDig (Rohlf 2006).

Analisis de morfometria geométrica: A
partir de la matriz de 168 configuraciones de
coordenadas geométricas de los ocho puntos
(PAR1-PARS), se realizo el Analisis Genera-
lizado de Procrustes, con el programa Coord-
Gen (Sheets 2005a) para una superimposicion
Procrustes y luego extraer una matriz con las
variables de conformacion (Partial warps=Pw)

Fig. 1. Ala de Chrysomya megacephala mostrando la disposicion de los puntos anatomicos de referencia (PAR1-PARS). La
union con lineas de los puntos genera las configuraciones geométricas analizadas.

Fig. 1. Wing of Chrysomya megacephala showing the landmarks (1-8) disposition. The polygon enclosed by the points
conform the configurations analyzed.
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y tamaiio centroide (CS). Esta matriz de Pw se
us6 para un Analisis de Componentes Princi-
pales (ACP) con el programa PCAGen (Sheets
2005b), mediante el cual se exploraron los
principales ejes de variacion morfoldgica en el
espacio tangente, para observar las tendencias
de variacion entre y dentro de las muestras.
Luego se evalu6 la significancia entre las dife-
rencias de configuraciones con el programa
TwoGroup (Sheets 2005¢) mediante la prueba
de Goodall. El estadistico F* esta basado en el
cociente de las distancias de Procrustes al cua-
drado entre las medias de cada grupo, y la suma
de las distancias de Procrustes al cuadrado
entre cada espécimen y la media de su grupo.
Sin embargo, esta prueba asume distribucion de
la variacion alrededor de la media, por lo cual,
se utilizo el método de Bootstrap para realizar
900 permutaciones a los datos y posterior cal-
culo del estadistico (Bookstein 1997, Zelditch
et al. 2004). Las diferencias en los valores
de CS entre las especies fueron analizadas en

PAST (Hammer & Harper 2011) mediante la
prueba de Kruskal-Wallis (p<0.05) con correc-
cién de Bonferroni.

RESULTADOS

Los analisis de morfometria geométrica se
presentan a continuacion.

Tamafio isométrico: Se encontraron
diferencias significativas (Kruskal-Wallis:
¥?=6.748, p<0.05) en el tamafio isométrico del
ala, en donde C. albiceps presenta mayor talla
(3.137mm=0.490) respecto a C. megacephala
(2.971mm=0.409).

Diferencias de conformacién alar: Se
presentan los resultados del ACP y la compa-
racion pareada entre las configuraciones de
las especies. El diagrama de los dos prime-
ros componentes principales (Fig. 2) muestra
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Fig. 2. Diagrama de los dos primeros componentes (con la contribucién porcentual de la varianza explicada) principales

para los 168 especimenes de Chrysomya.

Fig. 2. Principal Component Analysis diagram of two principal components (within percentage explained variance

contribution) from 168 Chrysomya specimens.
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la separacion entre C. albiceps y C. mega-
cephala; estas diferencias fueron significativas
(F=50.17, gl,=12, gl,=1992, p<0.001) y dis-
tancia parcial de Procrustes 0.0311. La funcion
de interpolacion de placas delgadas (thin plate
spline=TPS), permiti6 inferir las diferencias
en conformacion como deformaciones de los
ocho puntos en una rejilla, calculada entre las
configuraciones promedios de ambas espe-
cies en el ACP (Fig. 3). Las diferencias mas
importantes se presentan en los PAR1, PAR3,
PARG6 y PAR7. En C. albiceps en el PAR1 ocu-
rre desplazamiento hacia arriba en el sentido
diagonal a la derecha, el PAR3 se mueve en
sentido diagonal hacia el PAR2, mientras que
el PARG se acerca en sentido diagonal hacia
el PAR7, y a su vez se desplaza verticalmente.
Por otra parte en C. megacephala, el PAR1 se
desplaza hacia abajo en sentido diagonal a la
izquierda, el PAR3 se acerca diagonalmente a
la derecha hacia el PAR4, el PARG se desplaza
hacia arriba en sentido diagonal al PAR3, y el
PAR?7 presenta desplazamiento vertical.

02F

0.1

DISCUSION

Tamaiio isométrico: Los resultados de las
variaciones de tamafio del ala entre C. albiceps
y C. megacephala, estimada a través del tama-
flo isométrico, revelan diferencias significati-
vas entre ambos taxones. Brown (1979), realiz6
uno de los primeros estudios morfométricos del
ala en especies de Muscidae, Sarcophagidae
y Calliphoridae. Aun cuando su investigacion
utilizé caracteres como distancia entre las
venas 1-m, m-cu, M, R, .y Sc, entre otras, la
separacion de los taxones se realizd mediante
el tamaiio del ala.

Por otro lado, Lomoénaco & Germanos
(2001) determinaron en Musca domestica (Lin-
naeus) el tamafio del ala y su relacion con el
tiempo de desarrollo larval y las densidades
larvarias. Encontrando que tales variaciones
son causadas por asimetrias fluctuantes (que
denotan pequefias desviaciones de la sime-
tria perfecta de cualquier cardcter de orga-
nismos con simetria bilateral), y que dichas

fw

0 0.1 0.2 0.3 0.4

Fig. 3. Rejilla de deformacion mostrando diferencias entre conformaciones promedios de Chrysomya albiceps y C.

megacephala.

Fig. 3. Grid deformation showing differences between the mean configuration of Chrysomya albiceps and C. megacephala.
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fluctuaciones fueron inducidas por la com-
petencia por el alimento. Asimismo, indican
que los niveles de variaciones en la asimetria
fluctuante pueden ser indicativos de stress o
de la plasticidad fenotipica de la especie, que
estarian promoviendo la sobrevivencia de un
numero mayor de individuos.

Estos resultados fueron confirmados por
Reigada & Godoy (2005), que relacionaron
el tamafio de alas y tibias en C. megacephala
con su fecundidad estacional. Los autores
determinan correlaciones negativas y significa-
tivas entre la temperatura mensual y los tama-
fnos de ambas estructuras. De esta forma, el
menor tamafio se presenta en los meses cali-
dos, cuando hay mayor abundancia de indivi-
duos (aumenta la competencia), por otro lado,
durante los meses frios se evidencian el mayor
tamafio de las estructuras y a su vez la menor
abundancia de individuos. Pero cabe destacar,
que esto puede no cumplirse para todas las
especies, puesto que, Gido & Godoy (2006) en
estudios similares para Lucilia eximia (Wiede-
mann), encuentran que no existe correlacion
entre la temperatura y los tamanos de ala y
tibia, y concluyen, que esto puede ser debido a
la estabilidad en la abundancia de dicha especie
durante el afio.

En nuestra investigacion, las diferencias
del tamafio alar, donde C. albiceps presen-
ta mayor talla respecto a C. megacephala,
posiblemente se asocien a factores como la
densidad larval, tipo de sustrato donde se
criaron, variables ambientales como tempera-
tura y humedad y competencia intraespecifica.
Ademas, estudios sobre dindmica poblacio-
nal, dispersion y depredacion en Calliphori-
dae, sefialan la gran capacidad competitiva
de C. albiceps, con respecto a especies como
C. putoria (Wiedemann), C. megacephala y
Cochliomya macellaria (Fabricius); asi como,
la depredacion de C. albiceps sobre C. mace-
llaria durante la fase de dispersion larvaria
(Godoy et. al. 2001, Von Zuben & Godoy
2001, Bartholo de Andrade er al. 2002, Faria
et al. 2004, Gomes et al. 2006). Debido a esto,
las diferencias de talla encontradas entre C.
albiceps y C. megacephala podrian asociarse

con aspectos relacionados a colonizacion de
sustrato y competencia entre ambas especies.

Diferencias de conformacién alar y uso
de la morfometria geométrica para la iden-
tificacion de especies: La funcion de placas
delgadas TPS permitié evidenciar las dife-
rencias de conformacion, en la configuracion
de ambas especies. Tradicionalmente, en la
clasificacion taxondomica de las especies de
Calliphoridae y otras familias de calipterados,
los caracteres utilizados son la quetotaxia del
torax, presencia de setas en la superficie poste-
rodorsal de la seccion basal de la vena radial y
la inflexion de la vena medial (Shewell 1987,
Ribeiro & Carvalho 1998, Carvalho & Ribeiro
2000, Whitworth 2006, Amat 2009). La visua-
lizacion de estos caracteres requiere de cono-
cimiento detallado de morfologia de insectos
y taxonomia del grupo. Por otro lado, algunas
de estas setas podrian desprenderse durante la
manipulacion o recolecta de los especimenes,
y en algunos casos la interpretacion de estos
caracteres puede ser ambigua. Debido a esto, la
configuracion de la venacion alar podria consi-
derarse como una herramienta adicional en la
taxonomia de estos taxones. Concretamente los
puntos anatomicos de referencia son: ruptura
de la subcosta (PARI), unién de R, con el
borde del ala (PAR3), unién dm-cu (PAR6), y
union de Cu con dm-cu (PAR7).

Los estudios de variacion en la morfologia
del ala de dipteros han demostrado que facto-
res como: clima, temperatura, fotoperiodo a lo
largo de un gradiente latitudinal y competencia
larval durante el desarrollo, influyen en el tama-
flo y conformacion del ala (Aytekin ef al. 2007,
Bubliy et al. 2007, Jirakanjanakit et al. 2007,
Loh et al. 2008). En otros casos, las diferencias
en la conformacién podrian ser consecuencia
de interacciones mas complejas, que conte-
nienen asi informacioén que permitiria postular
hipotesis filogenéticas (Soto-Vivas et al. 2011).

Por ello, los resultados de distintos estu-
dios sugieren que la morfometria geométrica
es particularmente apropiada para el analisis
fenotipico de variacion de la forma (Klin-
genberg & Zaklan 2000). Esta herramienta
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permite descomponer la variacion resultante
de la fisiologia de los individuos (variacion de
tamafio) de aquellas mas estables propias de la
poblacion, producto del componente genético
(variacion de la forma) (Dujardin 2000). La
morfometria geométrica ha demostrado su uti-
lidad para resolver problemas taxonémicos en
insectos de importancia médica (Matias et al.
2001, Villegas et al. 2002, Calle et al. 2008),
mediante la discriminacion a partir de la confi-
guracion alar, de los integrantes de una especie
en particular de otros que no lo son.

Calle et al. (2008) lograron distinguir las
hembras de 11 especies del subgénero Nyssor-
hynchus de Anopheles presentes en Colombia
mediante el uso de la informacién contenida
en la conformacion del ala. Estos resultados
permiten proponer la utilizacion de los puntos
anatomicos seleccionados como apoyo en la
taxonomia de este grupo Recientemente, Lyra
et al. (2010) sugieren que la morfometria alar
representa un método sencillo y fiable para la
identificacion de C. hominivorax (Coquerel) y
C. macellaria.

Los resultados descritos en este trabajo,
demuestran que la morfometria geométrica del
ala es una herramienta idonea en la discrimi-
nacion de especies de Calliphoridae, siendo
un método de facil aplicacion y con validacion
estadistica. En este sentido, resulta interesante
que utilizando ocho puntos anatémicos en el
ala, a diferencia de los 16 empleados por Lyra
(2010), se logren diferenciar las especies de
Chrysomya. Sin embargo, aun es necesario
realizar analisis adicionales que incluyan otras
especies de los géneros Lucilia, Paralucilia,
Cochliomya, entre otras, con el fin de evaluar
la relevancia de los puntos anatémicos selec-
cionados. Por otro lado, esta investigacion
abre camino en estudios de especies similares
como C. albiceps y C. rufifacies (Macquart),
en las cuales, la diferenciacion se realiza por la
presencia de una seta proepimeral y 2-4 setas
proespisternales en C. rufifacies y sin seta
proepimeral y 4-6 setas proespisternales en C.
albiceps (Amat 2009).
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RESUMEN

Calliphoridae es una de las familias con el mayor
numero de especies de importancia forense, donde sus
fases inmaduras se alimentan y desarrollan sobre material
en descomposicion. En Venezuela, son pocos los estudios
en este taxon, sin embargo se ha reportado la dominancia
del género Chrysomya sobre los otros dipteros. El objetivo
fue analizar la variacion morfométrica en la arquitectura
alar, como herramienta de apoyo a la identificacion de
dipteros de importancia forense. Se fotografiaron 168 alas
de C. albiceps (n=111)y C. megacephala (n=57) y se regis-
traron configuraciones de coordenadas (X, y), se alinearon
mediante Analisis Generalizado de Procrustes. Se efectua-
ron Analisis de Componentes Principales y comparaciones
pareadas entre distancia parcial de Procrustes. El analisis
estadistico de varianza encontré diferencias en el tamafio
isométrico del ala (Kruskal-Wallis). El ACP mostro la sepa-
racion de ambas especies, y la prueba de configuraciones
determin¢ diferencias significativas (¥ Goodall). Las prin-
cipales diferencias entre ambas especies se encontraron en:
ruptura de la subcosta, unién de R, ; con el borde del ala,
unién dm-cu, y unién de Cu con dm-cu, lo que confirma
que la morfometria alar es una herramienta idonea en la
discriminacion de especies de Calliphoridae.

Palabras clave: puntos anatomicos de referencia, procrus-
tes, entomologia forense, Chrysomyinae.
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