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Nota cientifica

Analisis de secuencias de ADN mitocondrial (Cytb y ND1)
en Lucilia eximia (Diptera: Calliphoridae)

Analysis of mitochondrial DNA sequences (Cytb and ND1) in Lucilia eximia (Diptera: Calliphoridae)

PAULA ANDREA GIRALDO H.!, SANDRA INES URIBE S.2 y ANDRES LOPEZ R.3

Resumen: Lucilia eximia (Diptera: Calliphoridae) es una especie de importancia forense debido a su asociacion con
cuerpos en descomposicion en Antioquia y otras regiones de Colombia. La implementacion de metodologias que per-
mitan la identificacion rapida y acertada de esta especie es de gran importancia en entomologia forense. En la actualidad
las secuencias de ADN mitocondrial son consideradas una herramienta complementaria a la taxonomia clasica y son
utilizadas en la tipificacion de especies morfologicamente similares o indistinguibles como en el caso de las moscas de
importancia forense. En el presente trabajo se estudio la variabilidad de la region mitocondrial (Cyt b-RNAt-Ser-ND1)
en un fragmento de 480 pb amplificada por PCR y cuyo ADN fue obtenido de larvas de tercer estadio de L. eximia pro-
venientes de Medellin y dos zonas aledanas. Las diferencias en las secuencias en términos de nucledtidos y distancias
genéticas permitieron separar los individuos de la especie de interés de otras especies cercanas. Asi mismo, al realizar
un analisis de NJ (K2P), se observo una agrupacion de los haplotipos relacionada con la procedencia geografica de los
individuos.

Palabras clave: Entomologia Forense. Citocromo b. Marcadores moleculares.

Abstract: Lucilia eximia (Diptera: Calliphoridae) is a species of forensic importance for its associa-
tion with decomposing bodies in Antioquia and other regions of Colombia. The implementation of meth-
ods to allow the rapid and accurate identification of this species is a matter important in forensic entomology.
Currently, the mitochondrial DNA sequences are considered to complement classical taxonomy and are used in the
characterization of morphologically similar or indistinguishable species as in the case of forensic importance flies.
We evaluated the variability of a mitochondrial region (Cytb -RNAt-Ser-ND1) of 480 bp that was amplified by PCR,
from L. eximia larvae on third stage from Medellin and two other localities. The sequence differences evaluated as
nucleotidic differences and genetic distances permitted the separation of individuals from the species of interest when
compared with morphologically similar and related species. Furthermore, using a N.J analysis (K2p) the haplotype
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groupings were related to the geographical origin of individuals from L. eximia.
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Introduccion

La familia Calliphoridae se considera de importancia en ento-
mologia forense debido al comportamiento necrofago de sus
especies, las cuales se desarrollan a diferentes tasas de creci-
miento sobre cuerpos en descomposicion (Anderson 2000).
Esto permite utilizar algunas de sus especies como indicado-
ras del tiempo de muerte y como herramienta para calcular el
intervalo post-mortem en casos legales (Marchenko 2001).
En Colombia se han registrado 12 géneros y 29 especies
de califoridos, de las cuales por lo menos 13 son de impor-
tancia forense (Amat et al. 2008; Amat 2009; Florez y Wolff
2009). De particular interés se considera el género Lucilia
representado en el pais por cinco especies de amplia distribu-
cion geografica, cuatro de ellas asociadas a cadaveres desde
los estados tempranos de descomposicion (Pérez ef al. 2005;
Salazar 2008; Vélez y Wolff 2008; Segura ef al. 2009).
Aunque se ha avanzado grandemente en la taxonomia del
género y en precisar aspectos como su presencia y distribu-
cion en el pais, la identificacion taxondmica de sus especies

con base en caracteres morfologicos es dificil. Esta situacion
es cierta en el caso de los estadios inmaduros debido a la
similitud de las caracteristicas anatomicas. La identificacion
de éstos con base en herramientas como las moleculares es
relevante, dado que son éstos, los estados que predominan en
escenas de muerte (Wallman y Donellan 2001; Wells et al.
2007).

Las especies del género Lucilia pueden separarse con
base en diferencias sutiles en los adultos, como la coloracion
de ciertas estructuras, el ancho relativo de la frente y la for-
ma de los genitales en los machos (Withworth 2010). Estas
caracteristicas se consideran validas en términos taxonomi-
cos pero son dificiles de expresar de un modo objetivo sin la
ayuda de un especialista e implicaria la necesidad de criar los
estados inmaduros hasta adultos bajo condiciones de labora-
torio para su identificacion, o disponer de claves taxondmicas
y especialistas y un minucioso trabajo con las larvas aumen-
tando la dificultad de su uso potencial en forense.

Entre las metodologias mas utilizadas actualmente para
complementar estudios de taxonomia clasica, se encuentran
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aquellas de tipificacion molecular a partir de secuencias de
ADN. En el caso de los insectos y en particular de aquellos de
importancia forense, se considera ventajoso el hecho de que
las moléculas posibilitan la identificacion de especimenes en
cualquiera de sus estados, e incluso de partes de ellos (Benec-
ke 1998). Esto es relevante en entomologia forense, no solo
para corroborar la identidad de las especies, sino también por
la informacion que puede obtenerse aun en aquellos casos en
los cuales los insectos se encuentran muertos, o afectados por
los procesos de depredacion propios de la sucesion y en los
que el ADN es la tinica fuente disponible para su identifica-
cion (Sperling et al. 1994).

En este sentido, el ADN mitocondrial ha sido ampliamen-
te sugerido y utilizado como marcador molecular; su condi-
cion haploide, herencia matrilineal, altas tasas de evolucion
y la presencia de regiones conservadas y variables, facilitan
la tipificaciéon molecular de individuos y su uso para la dife-
renciacion de los mismos a diferentes escalas taxondmicas,
ventajas que han sido aprovechadas en estudios con diversos
grupos de insectos, incluyendo aquellos de importancia mé-
dica y forense (Sperling ef al. 1994; Behura 2006).

Actualmente se han estudiado alrededor de 12 genes mi-
tocondriales para caracterizar insectos de importancia foren-
se (Lessinger y Azeredo-Ezpin 2000), siendo mas utilizados
los genes que codifican para Citocromo Oxidasa uno y dos
(COl'y COII) y validados como marcadores consistentes para
la diferenciacion a nivel de género y entre grupos monofilé-
ticos de la familia Calliphoridac (Nelson et al. 2007; Wells
y Williams 2007; Wells et al. 2007). Sin embargo, en este
ultimo se han encontrado bajos niveles de divergencia entre
especies hermanas particularmente en los géneros Calliphora
y Lucilia (Wallman y Donellan 2001; Wallman et al. 2005;
Wells et al. 2007). Estudios que involucren especies de im-
portancia forense con estos géneros y con este marcador no
han sido publicados en Latinoamérica.

El gen Citocromo b (Cytb) esta involucrado en el trans-
porte de electrones en la cadena respiratoria de la mitocon-
dria. La variabilidad exhibida por el gen a diferentes niveles
taxondmicos y su uso exitoso como marcador molecular en
conjunto con fragmentos de genes mitocondriales vecinos,
lo ha convertido en uno de los mas usados para analisis filo-
genéticos (Irwin et al. 1991). Asi mismo, éste ha mostrado
su utilidad en el estudio de complejos de especie, especies
morfolégicamente similares e incluso al interior de especies
(Meyer 1994). Aunque el Cytb ha sido principalmente usa-
do para estudiar mamiferos, también se conocen estudios de

Tabla 1. Datos de referencia de los individuos secuenciados

filogenia y sistematica de insectos, y en especial del orden
Diptera (Simmons y Weller 2001; Torgerson ef al. 2003).

El objetivo del presente trabajo fue estudiar la variabili-
dad molecular de un segmento de ADN mitocondrial ampli-
ficado mediante PCR, que corresponde a un segmento de la
region 3’ del gen Citocromo b (Cytb), el RNA de transferen-
cia para Serina (ARNt-Ser), el espaciador intergénico (IG2)
y un segmento de la region 3’ del gen NADH deshidrogenasa
1 (ND1) en Lucilia eximia (Wiedemann, 1819).

Esta especie de distribucion Neotropical, se ha regis-
trado en Colombia en los departamentos de Antioquia, Bo-
livar, Caquetd, Cundinamarca, Choc6 y Santander (Vélez
y Wolff 2008), en asocio con estados tempranos de des-
composicion cadavérica. Estas caracteristicas la convier-
ten en una especie con gran potencial para ser utilizada en
investigaciones legales y en la determinacion de intervalos
postmortem.

Materiales y Métodos

Obtencion de especimenes. Para la obtencion de las larvas
se realizaron cuatro muestreos con intervalos de dos meses
entre Enero y Agosto de 2006, en tres municipios del depar-
tamento de Antioquia (Tabla 1). La frecuencia de muestreo se
disend con el fin de obtener individuos de diferentes cohortes
en las poblaciones seleccionadas.

Se utiliz6 una trampa Van-Someren—Rydon cebada
con higado fresco de cerdo para colectar adultos y huevos
de acuerdo a la metodologia modificada de Stevens y Wall
(1997). Posteriormente se establecieron crias de laboratorio
con el fin de obtener adultos para la determinacion taxonomi-
ca de la especie y larvas para la tipificacion molecular. La de-
terminacion taxonémica de la especie fue realizada de acuer-
do con el trabajo de Florez y Wolff (2009) y verificada por
el especialista Eduardo Amat del Instituto de Investigacion
de Recursos Biologicos - Alexander Von Humboldt (Villa
de Leyva, Colombia), siguiendo la propuesta de Whitworth
(2010) para individuos adultos.

Como punto de comparacion y para evaluar el uso poten-
cial de la secuencias en separar los individuos de otras espe-
cies morfolégicamente similares y cercanas, se utilizo una se-
cuencia de referencia depositada en genbank correspondiente
a Lucilia sericata (Meigen, 1826) y un individuo de Lucilia
cuprina (Wiedemann, 1830) recolectado en la ciudad de Me-
dellin, previamente identificado con base en la metodologia
de Amat et al. (2008) y verificado por el especialista Eduardo

Numeros de acceso (genbank) de
la secuencia de cada individuo

Municipios de Antioquia de donde
provienen los individuos

Coordenadas geograificas de la

Zon i
zona de colecta ona de vida

FJ686030, FJ686031,
FJ686032, FJ686033,
FJ686034, F1686035,
FJ686036, FJ686037

Santa Rosa de Osos

FJ686020, FJ686021,

FJ686022, FJ686023, Medellin
FJ68602

FJ686025, FJ686026,
FJ686027, FJ686028, Itagiii

FJ686029

Bosque muy humedo montano

06°35"10”N 75°15°02”,W (bmh-MB)

Bosque hiimedo premontano

(06°15°91”°N 75°34°51”°W), (bh-PM)

Bosque himedo premontano

(06°14°09” 75°34°45”W (bh-PM)
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Amat, del Instituto Alexander von Humboldt (Villa de Le-
yva).

Analisis molecular

Preparacién de especimenes. Las secuencias fueron obte-
nidas a partir de la extraccion y amplificacion de ADN de
larvas en tercer estadio obtenidas a partir de hembras paridas
en el laboratorio. Como paso previo al procedimiento de ex-
traccion de ADN, cada individuo fue tratado con agua calien-
te por 10 segundos y posteriormente disectado con el fin de
conservar las estructuras consideradas de importancia en la
determinacion taxondmica como son el esqueleto cefalofa-
ringeo y el segmento terminal donde se encuentran las placas
espiraculares. Estas estructuras, fueron aclaradas en KOH al
10% segin la metodologia de Stehr (1987) y posteriormente
fijadas en placa con balsamo de Canada. El resto fue preser-
vado en isopropanol al 100% para la extraccion de ADN.

Extraccion de ADN. La extraccion de ADN se realiz6 a par-
tir de fragmentos de 4 mm de larvas, siguiendo la metodo-
logia de buffer de macerado (Collins y Porter 1990) que ha
sido utilizado con modificaciones menores en otros insectos
del orden Diptera (Uribe et al.1998; Uribe 1999). La extrac-
cioén del ADN vy su calidad fueron confirmadas por medio de
electroforesis en gel de agarosa y la concentracion se estimo
utilizando un nanodrop 1000 de Thermo Scientific ®.

Amplificacion del ADN. La amplificacion se efectué me-
diante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utili-
zando un termociclador (PTC 100 MJ Researcher). Los oli-
gonucledtidos utilizados para amplificar los fragmentos de
los genes fueron CB3FC (CA(T/C)ATTCAACC(A/T)GA-
ATGATA) y NINFR (GGTA(C/T)(A/T)TTGCCTCGA(T/A)
TTCG(T/A)TATGA) .

La reaccion de PCR se llevd a cabo empleado entre 0,5
y 1,0 mL de ADN al cual se le adicionaron 4mL de MgCI2
(25mM), 0,8 mL (ImM) de cada deoxinucleotido (Adeni-
na, Timina, Citosina y Timina), 0,4 mL de cada primer (50
mM), y SmL de Buffer 10X (Fermentas), ajustados con agua
bidestilada para un volumen final de 50 mL. Después de la
fase de desnaturalizacion del ADN a 94°C durante tres mi-
nutos, los parametros de amplificacion para los siguientes 35
ciclos de la reaccion de PCR fueron: desnaturalizacion por
30 segundos a 93°C, alineamiento por un minuto a 48°C y
extension por un minuto a 70°C. Los productos amplificados
fueron verificados mediante electroforesis en gel de agarosa
al 1% con bromuro de etidio y empleando un marcador de
peso molecular de 100 pb. La visualizacion de los geles se
realizé en cdmara de U.V y estos fueron analizados mediante
el programa BioDocAnalyze de BIOMETRA ®.

Obtencion y analisis de secuencias. La secuenciacion de
ADN se realizo en el Center for Disease Control CDC de
Atlanta (Estados Unidos). La edicion y el alineamiento de
las secuencias se realiz6 utilizando el programa BIOEDIT
Sequence Alignment Editor (Hall 1999). Para la totalidad de
las secuencias provenientes de los individuos se estimo, la
diversidad haplotipica (%), la diversidad nucleotidica (pi) y el
valor neto de sustituciones nucleotidicas (K), por medio del
programa DnaSP version 4 (Rozas et al. 2004).

El analisis de la variabilidad de L.eximia provenientes de
los tres sitios de muestreo (municipios), fue realizado con

base en los polimorfismos de ADN. Las secuencias fueron
comparadas teniendo en cuenta la composicion en términos
de nucleotidos, el porcentaje de transiciones y de transversio-
nes, y el nimero de sitios polimoérficos o sus longitudes. Se
exploro la region secuenciada en busqueda de las regiones
mas conservadas y variables. Como una medida de la varia-
bilidad entre los individuos y las localidades se calcularon
las distancias genéticas (Jukes y Cantor 1969). Finalmente se
us6 el programa MEGA (version 5) para observar de forma
grafica las similitudes (agrupaciones) de los haplotipos con
base en las distancias genéticas intra e interespecificas, usan-
do un criterio de Maxima Verosimilitud (M.L).

Los resultados y analisis relacionados con la variabilidad
de las secuencias se realizaron considerando éste como un
estudio exploratorio sobre el uso potencial de la region se-
cuenciada para agrupar individuos de la especie de interés
(provenientes de diferentes localidades geograficas) y sepa-
rarlos de otras especies morfologicamente similares con base
en las distancias genéticas y no como un estudio de genéti-
ca de poblaciones. No obstante, la validacion del gen como
marcador taxonémico, correspondera a un estudio con mayor
nimero de individuos, localidades y especies similares como
punto de comparacion y que se deriva de los resultados del
presente estudio.

Resultados

Extraccion y amplificacion. El bufer de macerado permitio
obtener ADN de las larvas en cantidad y calidad suficiente
para una amplificacion mediante PCR de la region de interés,
usando entre 0,5 y ImL de ADN de extraccion en una reac-
cion de PCR de 50mL. Ademas, se logré extraer exitosamen-
te ADN con calidad para PCR de fracciones de 2, 3, y 4 mm
de larvas L1, L2, y L3 respectivamente con una concentra-
cion promedio de 86ng/ul. de ADN por muestra. Como dato
adicional y pensando en las muestras frecuentemente encon-
tradas en los cadaveres, también se usaron para la extraccion
de ADN otras fuentes o partes del insecto disponibles en la
cria al momento de los ensayos moleculares. Al respecto se
encontraron extracciones exitosas a partir de tres huevos,
pupas completas, dos patas y pequefios fragmentos de torax
extraidos de los adultos. No se recuper6 ADN de puparios
vacios, (datos no mostrados).

Analisis de secuencias. El segmento amplificado incluy6
324 pares de bases correspondientes a la region 3’ del gen
Cytb, ademas de un segmento de 66 pares de bases de ARNt-
ser, 23bp de la region IG2 y un segmento del extremo 3" del
gen ND1 de 66 bp. La identidad de las secuencias se verificd
por comparacion con la secuencia de referencia de L. sericata

Tabla 2. Composicion nucleotidica expresada en porcentaje.

T C A G
L. sericata (Gen bank) 38,9 10,9 39,1 11,1
L. cuprina 38,8 12,5 36,7 12,1
L. eximia(M)* 38,4 12,5 37,4 11,7
L. eximia (I)* 38,2 12,5 37,4 11,9
L. eximia (SR)* 38,6 12,3 37,8 11,3
Promedio 38,6 12,2 37,7 11,6

“M= Medellin, I= Itagiii. SR= Santa Rosa.
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Tabla 3. Numero de transiciones y transversiones en un segmento de
480 pb de ADN mitocondrial.

Nl’lmerq qe sustituciones L. eximia L. eximja L. sericqta
nucleotidicas L. cuprina L. cuprina
Total sustituciones 7 55 21
Transversiones 4 30 17
Transiciones 3 25 4

en relacion con la cual el segmento amplificado correspon-
de a las posiciones 12338 - 12815 del genoma mitocondrial
el cual esta depositado en GenBank con niimero de acceso
AJ422212. En total se obtuvieron 18 secuencias para igual
nimero de individuos.

Al observar la distribucion de la variabilidad entre las po-
siciones del alineamiento, se evidencid que los sitios con ma-
yor cantidad de polimorfismos se encuentran en los extremos
del alineamiento. Estas posiciones corresponden a las regio-
nes terminales 3’ de los genes Cytb y ND1 respectivamente,
por lo cual se realizaron analisis detallados en términos de
haplotipos con énfasis especial en la porcion de ND1, que fue
tomada para caracterizar por tipos los sitios de muestreo. Los
sitios conservados, se encontraron distribuidos, en las posi-
ciones centrales del alineamiento.

Los porcentajes de la composicion nucleotidica (Tabla 2)
mostraron una mayor cantidad de Adenina y Timina (76,1%)
con respecto a la cantidad de Citosina y Guanina (23,8%) pa-
tron de composicion de bases que corresponde a lo observado
en la mayoria de los genomas mitocondriales de insectos, es-
pecialmente en las regiones codificantes (Hoy 2003).

Respecto a las sustituciones nucleotidicas, se encontr6 un
mayor numero de transiciones que de transversiones (Tabla
3). L. sericata y L. cuprina se consideran especies morfolo-
gicamente similares y diferenciables de L.eximia, lo cual se
correlaciona con la variacion en el nimero de sustituciones
expresada en porcentajes. Se encontrd un porcentaje de 11%
de variacion entre L. eximia y L. cuprina, 4,2% entre L. cu-
prina 'y L. sericata 'y 1,4% entre individuos de L. eximia.

Variabilidad de Cytb. El analisis incluy6 324 nucledtidos de
los cuales, 322 sitios fueron conservados y dos polimdrficos
con mutaciones en las posiciones 23 y 34 de la secuencia que
corresponden a las terceras posiciones del codon, este cambio
muestra las poblaciones de Medellin e Itagiii con un mismo
haplotipo y la poblacion de Santa Rosa como un segundo ha-
plotipo. Los valores de diversidad haplotipica y diversidad
nucleotidica para las secuencias de L.eximia (Tabla 4), co-
rresponden con los observados a nivel intraespecifico para
datos haploides (Stephan y Langley 1992).

Tabla 4. Diversidad nucleotidica para las secuencias amplificadas.

Valores intraespecificos Cytb ND1
Numero de haplotipos 2 3
Diversidad haplotipica (h) 0,523 £0,048 0,686 + 0,054
Diversidad nucleotidica (Pi) 0,00323 0,03912
Promedio de diferencias 1,04575 2,58170
nucleotidicas (K)

Valores interespecificos Cytb ND1
Numero de haplotipos 4 5
Diversidad haplotipica (h) 0,652 + 0,069 0,767 + 0,053
Diversidad nucleotidica (P1) 0,04938 0,06154
Promedio de diferencias 16,0 4

nucleotidicas (K)

Variabilidad de ND1. El segmento que codifica para ND1 de
66 pb, corresponde a la region 414 - 480 de la matriz. En esta
fraccion, se encontraron 61 sitios conservados y cinco poli-
morficos que originaron cambios en las primeras y terceras
posiciones del codon. Los sitios variables fueron parsimonio-
samente informativos con dos estados en las posiciones dos,
tres, 55, 57 (416, 417, 469 y 471 de la matriz general) y un
sitio igualmente informativo con tres estados en la posicion
cuatro (418 de la matriz general) en la primera posicion del
codon. Este fragmento represento la porcion mas variable de
la region de ADN estudiado y con base en el cual se observo
una clara separacion de los especimenes por localidad.

Al comparar las distancias genéticas Jukes y Cantor
(1969) al interior de la especie con base en las regiones (Cytb,
ND1), se encontraron valores entre 0,01 y 0,011, (Tabla 5).
Estos resultados son similares a los encontrados a nivel in-
traespecifico en otras especies del género como L sericata
(0,0-2,1) y L. caesar (0,0 -0,9) en los cuales se utilizd una
region de 268 pb del gen COI entre individuos provenientes
de diferentes provincias de China (Liu ef al. 2010). Los valo-
res fueron mayores entre los individuos de Medellin y Santa
Rosa y Medellin e Itagiii, que entre los de Itagiii y Medellin,
correspondiendo con las mayores distancias geograficas.

De igual forma, los valores de # (Nei 1987) encontra-
dos entre los individuos de las diferentes localidades (0,53
y 0,684) estan ligeramente por encima de los valores pro-
medio ya que para marcadores de evolucion rapida como el
ADN mitocondrial, los valores de diversidad haplotipica in-
tra especies generalmente son menores de 0,5. Asi mismo,
el nimero promedio de diferencias nucleotidicas entre los
haplotipos (K) (Tajima 1983) indic6 una diversidad genética
media-baja.

Tabla 5. Distancias genéticas intra e interespecificas obtenidas usando un criterio de maxima verosimilitud

1 2 3 4 5
1 L. sericata (genbank)
2 L. cuprina 0,046
3 L. eximia (M)* 0,098 0,114
4 L. eximia (I)* 0,100 0,116 0,006
5 L. eximia (SR)* 0,100 0,116 0,015 0,

*M =Medellin, I= Itagui. SR= Santa Rosa.
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L. eximia (ltaglf)

L. eximia (Sta. Rosa)

L__ L. eximia (Medellin)

L. sericata
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—
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Figura 1. Fenograma de distancias de las muestras de Lucilia eximia procedentes de distintos lugares de Antioquia.

La topologia obtenida a partir de distancias genéticas
de Jukes y Cantor muestra las relaciones entre haplotipos
correspondientes a los sitios de muestreo (Fig. 1). En ¢l se
observa un tnico haplotipo por municipio, asi como la co-
rrespondencia entre las distancias genéticas y las distancias
geograficas. El fragmento completo secuenciado permitio
discriminar individuos de los tres municipios separados a una
distancia minima de 8 kilometros.

Discusion

Para las Ciencias Forenses, la aplicabilidad de cualquier mé-
todo de andlisis, depende de varios factores. Entre los mas
importantes se encuentran la rapidez, eficiencia y costos de
la técnica. En cuanto a la obtencion y uso de ADN, actual-
mente se encuentran disponibles y bien documentadas téc-
nicas como RAPDS, RFLPS, y secuenciacion de ADN mito-
condrial utilizados para analisis de genética de poblaciones,
taxonomia molecular y analisis filogenéticos en especies de
importancia forense. En la actualidad la obtencion directa de
secuencias aparece como el método mas utilizado y de gran
potencial en la sistematica de insectos, mostrando en compa-
racion con otras técnicas excelentes resultados en cuanto a la
variabilidad genética de las especies, siendo una informacion
100% conectable con otros resultados similares y permitien-
do a posteriori la implementacion de técnicas masivas de ca-
racterizacién que usen las regiones mas variables o conser-
vadas de acuerdo al interés (Infante-Malachias et al. 1999;
Litjens et al. 2001; Stevens y Wall 2001).

En este trabajo realizamos una estandarizacion de la ex-
traccion y amplificacion de una region del ADN mitocon-
drial, Cytb y ND1, (480 pb) y verificamos su uso potencial en
la asignacion de especimenes o sus partes a una especie de in-
terés forense con identificacion taxondmica previamente rea-
lizada con base en morfologia. Esta region ademas permitio
separar los individuos con base en su procedencia. Adicional-
mente, exploramos como el polimorfismo en las secuencias
de esta region permite separar de forma correcta individuos
de otras dos especies cercanas y morfoldégicamente similares:
L. sericata y L. cuprina. Las diferencias en términos de na-
mero y tipo de haplotipos y distancias genéticas sugieren un
uso potencial de este marcador pero que debera verificarse en
un estudio posterior que incluya muestreos en el rango geo-
grafico de distribucion de la especie y en relacion con otras

especies de forma que se evalué la consistencia del marcador
a este nivel taxonémico y de preferencia en el género.

A diferencia de la mayoria de los casos reportados para
ciencias forenses, en el presente estudio no se usaron kits co-
merciales de extraccion de ADN que suelen ser costosos en
comparacion con la solucion de lisis con la cual se realiz6 la
extraccion. La calidad y cantidad de ADN evaluada con el
nanodrop y mediante gel de agarosa, asi como la amplifica-
cion exitosa de PCR es de resaltar, en especial, si se considera
que a partir de pequenas partes o tejidos de los insectos, con
menores costos y en tiempos similares se obtienen resultados
adecuados y comparables con los que representa el uso de
productos comerciales.
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