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Resumen

Para la entomologia forense, establecer |a identidad taxondmica de |os insectos
relacionados con procesos de descomposicion cadavérica, en particular en aque-
[los grupos de dipteros que se encuentran asociados a los estados de |a sucesion
cadavérica, es el primer paso importante en una investigacion con el fin de es-
timar el IPM. Por las dificultades para la identificacion de especies es necesa-
rio buscar herramientas que permitan la correcta determinacion. Este articulo
pretende introducir la iniciativa de codigos de barras de ADN para la identifi-
cacién de la mayoria de vida animal y su aplicacion en trabajos que utilizan las
secuencias de ADN, especificamente del gen COI para identificar especies de
importancia forense.
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Abstract

In forensical entomology, establishing the taxonomic identity of insects associa-
ted to processes of corpse decomposition, in particular Diptera groups that are
associated to succession stages in corpses, is an important first step in an investi-
gation aiming to estimate PMI. Given the challenges in identifying species, there
is a need to find tools allowing an accurate determination. This paper aims to
introduce the initiative of DNA barcoding for the identification of most animal
life, and its application in studies using DNA sequences, specifically COI gene to
identify forensically-relevant species.

Keywords: COlI, forensic entomology, molecular markers.

Entomologia forense

Desde la antigliedad, |os insectos han sido utilizados como prueba en investi-
gaciones criminales, sin embargo, solo en los Ultimos 30 afios las evidencias
entomol 6gi cas se han usado frecuentemente en el ambito legal’.

Los insectos son €l grupo de organismos vivos més diverso; en especial mos-
cas, escarabajos, abgjas, hormigas, avispasy mariposas’. El orden de las mos-
cas o dipteros se considera megadiverso, cuenta con cercade 152.000 especies
descritas en el mundo®. En la region neotropical se han reportado aproxima-
damente 24.000 especies'. Este grupo no solo es diverso en cuanto al nimero
de especies, sino también con relacion a su biologia, morfologia y habitos.
En este sentido, €l grupo incluye polinizadores, depredadores, parasitoides,
fitéfagos, hematofagos y descomponedores (saprofagos y necréfagos); estos
ultimos cumplen un rol primordial en el reciclaje de nutrientes dentro de los
ecosistemas’. Por esta razon, algunos grupos de dipteros cobran gran impor-
tanciaen el contexto de la entomologia forense, como las moscas de las fami-
lias Calliphoridae, Sarcophagidae, Muscidae y Fannidag®°.

La entomologia forense es una disciplina cientifica aplicada que estudia el
papel de los insectos y/o artropodos en la escena del crimen de una muerte
accidental o natural. Concretamente, los estudios entomol 6gicos forenses se
relacionan con laestimacion del tiempo de muerte en casos de homicidio, sui-
cidio, accidentes, delitos sexuales, casos de negligencia en cuidado de nifios o
ancianosy, en casos particulares, con la deteccién de toxicosy con el traslado
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de cuerpos'!. Esta aplicacion permite la interpretacion de la informacion que
suministran los insectos como testigos indirectos de un deceso®!'"'2. No obs-
tante, existen muchas otras aplicaciones, como laemisién deinformes pericia-
les sobre fauna de productos almacenados e informes biomeédicos'?.

Para |os insectos |los cadaveres representan un recurso energético, debido a
gue a partir de lamuerte de un organismo seiniciaun proceso de cambios que
se conoce como descomposicién cadavérica, en e que los insectos cumplen
un importante papel como descomponedores'*. Los insectos encontrados en
los cuerpos en descomposicion son selectivamente atraidos en momentos de-
terminados de este proceso y, en general, se relacionan con una etapa definida.
Parece posible que la actividad de una especie condiciona €l sustrato para
las siguientes especies, de manera gque se originan comunidades complejas
y dinamicas de especies necréfagas junto con sus depredadores, parasitos y
parasitoides'®.

Esta aplicacion tiene como objetivo principal establecer el tiempo de muerte
o intervalo post mértem (IPM), el cual es el tiempo transcurrido entre la hora
de deceso y €l hallazgo del cadaver. La estimacién del IPM a partir de datos
entomol 6gi cos se realiza mediante estudios de sucesion y de comparacion del
ciclo de desarrollo de los insectos inmaduros con tablas de crecimiento de las
especies encontradas a una temperatura y humedad relativa especificas'®!”.

La precisiéon en la determinacion del IPM depende fundamentalmente de la
correcta identificacion taxondémica de las especies de insectos encontrados en
el lugar de los hechos'®. También es posible verificar si existio traslado del
cadéver (traslado post mértem - TPM -) y proporcionar informacion del lugar
de muerte, debido a la distribucion espacial y las restricciones geograficas de
algunas especies®! 1,

Para establecer el IPM y el TPM es necesario identificar correctamente las
especi es rel acionadas con un caso®. Tradicionalmente este reconocimiento se
realiza a partir de claves taxondmicas con base en diferencias morfol 6gicas
entreindividuos. Lavisualizacion de estos caracteresrequiere un conoci miento
detallado de lamorfologiay la taxonomia de los grupos™.

Aungue a nivel mundia se ha avanzado en la elaboracion de claves taxoné-
micas basadas en caracteres morfol 6gicos para las familias Calliphoridag* >
y Sarcophagidae*®?’, alin no se encuentran claves disponibles paralatotalidad
de especies®#,

Codigo de barras genético para la identificacion de dipteros de importancia forense

. "ﬁ' -~



Estos insectos historicamente han sido identificados por medio de caracteres
morfol 6gicos de adultos’>*-*!, sin embargo, en lamayoria de las investigacio-
nes forenses se encuentran con alta frecuencia estados inmaduros como hue-
VoS, larvasy pupas o restos de estas moscas, y en algunos casos pueden estar
necrosados, |o que impide observar los caracteres diagnésticos, y no permite
el establecimiento de crias para la obtencién de adultos a partir de los cuales
se corrobora laidentidad taxondmica® '*3%3% La identificacion de los estados
inmaduros de estas moscas se dificulta debido a la similitud morfologica entre
larvas de diferentes especies, |0 que genera controversia acerca de su iden-
tidad taxondmica como resultado de la presencia de especies cripticas, las
cuales estan aisladas reproductivamente pero cuya morfologia es idéntica®.

Estas dificultades para la identificacion han generado la necesidad de buscar
herramientas que permitan, de manera rapida y eficiente, identificar especies,
diferenciar taxones que conforman compl ejos de especies”, asi como estable-
cer una clasificacion mas acorde con los procesos evolutivos que han expe-
rimentado los insectos. Una aternativa para la determinacién en estos casos
es el uso de herramientas moleculares, las cuales brindan un nuevo nivel de
resolucion para el estudio de la ecologia, la sistemdtica y la identificacion de
eSpeCI eslS, 32, 38-48.

Cédigo de barras genético

Debido al interés en la identificacién de especimenes involucrados en aspec-
tos legales, la identificacion molecular ha cobrado una atencion particular. La
informacion contenidaen el ADN se caracteriza por su inmutabilidad durante
todas las fases de desarrollo de losinsectos (huevo, larva, pupay adulto)*’ y su
alta estabilidad, lo cual facilita la identificacion taxondmica en cualquiera de
las fases™ y bajo cualquier método de preservacion de las muestras®.

Es una herramienta de identificacion usada con éxito en paises como Alema-
nia, China, Portugal, Australia, Brasil y Reino Unido*, que fue desarrollada
en el ano 2003 por el bidlogo Paul D.N. Heberten el Instituto de Biodiversidad
de Ontario de la Universidad de Guelph (Canada). A partir de este trabajo se
dio un crecimiento exponencial en el uso de las secuencias de este mitocon-
drial, el cual se ha postulado como ADN “barcode’ para la mayoria de vida
animal*> >33y que consiste en utilizar una region de aproximadamente 648
pb del gen que codifica para primera subunidad de la proteina Citocromo Oxi-
dasal (COI) del genoma mitocondrial® para identificacion de organismos™, y
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se ha convertido en la metodologia més utilizada en la actualidad en laidenti-
ficacion de especies dificiles de determinar *°.

Esta propuesta esta soportada por un consorcio internacional de museos de
historia natural, herbarios y otras organizaciones a nivel mundial, y se ha
usado para identificar especies de peces, aves, insectos y primates * 42435358,

Los proponentes del “cddigo de barras genético” visionan la construccién de
una base de datos universal que incluya todas las secuencias de COIl de ani-
males, que ademas serviria como base para un sistema global de bioidentifica-
cion*. Lasventgjasy desventajas de este método han sido muy discutidas™°.
Sin embargo, se sustenta que la estandarizacion de este sistema de identifica-
cion de especies contribuira a fortalecimiento de investigaciones globales en
la identificacion de especies de importancia médica, ambiental, econdmica,
forense, veterinaria, etc.®'.

Aplicacion a las ciencias forenses

En € contexto de la entomologia forense, este marcador se ha convertido en
una herramienta clave para la identificacion taxonomica > 3% 3940, 4244, 49,62:65,

A nivel mundia se han llevado a cabo investigaciones que buscan la vali-
dacion del cédigo de barras en especies de importancia forense® 6% %, En la
familia Calliphoridae estatécnica se haempleado con éxito®” 7, y puede ser de
especial utilidad en la identificacion de taxones para los cuales la morfologia o

el estado de desarrollo en €l que se encuentran son probleméticos™.

Para lograr una identificacion “robusta” de la muestra es necesario que existan
secuencias de las especies bajo estudio, con el fin de realizar una comparacion
en linea mediante las bases de datos™. Debido a las diferencias geograficas,
es importante contar con secuencias gque abarquen el rango de distribucion de
las especies.

En e campo forense se destaca €l trabajo de Saigusa y colaboradores®, en
el cual se utilizdé un fragmento de 304 pb de COI para la identificacion de
ocho especies de importancia forense, seis pertenecientes a la familia Ca
lliphoridae: Calliphora lata Coquillett, 1898; Calliphora vicina Robineau -
Desvoidy,1830; Lucilia cuprina Wiedemann, 1830; Lucilia illustris Meigen,
1823; Lucilia sericata Meigen, 1826; Chrysomya pinguis Walker, 1858, y dos
especies de la familia Sarcophagidae (Sarcophaga crassipalpis Macquart,
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1839, Parasarcophagas milis, Meade, 1876); en este estudio se demostré la
utilidad del gen COI para la identificacion de estados inmaduros. Las secuen-
cias de COI de cada especie presentaron un Unico haplotipo distinguible de
las otras, y se concluyd ademas que la identificacion con esta herramienta es
simple, ahorratiempo y elimina la necesidad de esperar |a obtencién o eclo-
sion de g emplares adultos.

Pohjoisméki y colaboradores™ recolectaron los huevos, larvas y pupas
durante autopsias redizadas en el Departamento de Medicina Forense en
Finlandia y en escenas de crimenes. Estos especimenes se criaron hasta la
etapa adulta para ser identificados morfoldgicamente, y se estudiaron nueve
casos de cuerpos encontrados a interior de viviendas. De las cinco especies
encontradas las mas comunes fueron Lucilia sericata, Calliphora vicina y
Protophormia terraenovae Robineau-Desvoidy 1830, y por primera vez se
reporté Sarcophagaca erulescens Zetterstedt, 1838 como colonizadora de
cadaveres humanos. Se amplific6 una region de COI de 648 pb que servira de
referencia para futuras identificaciones.

A nivel mundial se han realizado estudios similares que buscan validar el COI
como marcador adecuado para la identificacion de especies de importancia
forense (ver Tabla 1).

Tabla 1. Referencia de estudios a nivel mundial de identificacion de moscas
de importanciaforense que utilizan el gen COI.

PAIS AUTOR ANO TITULO
OliveiraAR, Forensic entomology: Molecular
Portugal FarinhaA, Rebelo 2011 identification of blowfly species
MT y DiasD. (Diptera: Calliphoridae) in Portugal

Species identification of the

SaigusaK, forensically important flies in
Japén TakamiyaM, y 2005 Iwate prefecture, Japan, based on
Aoki Y. mitochondrial cytochrome oxidase

gene subunit | (COI) sequences
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Australia Wallman JF
Tan SH, Rizman-
Malasia Idid M., Mohd-
Aris E, Kurahashi
H y Mohamed Z.
Wei-Yun C, Ting-
Taiwan Hsuan Hy, Shiuh-
Feng S.
Brasil Kossman C.
Alemania Boehme P, Amendt
J, Zehner R.
Reino Ames C., Turner
Unido B,Daniel B.
Alessandrini F,
ltalia Mazzanti M,
Onofri V, Turchi
C, Tagliabracci A.
Colombia Solano JJ, Wolff
M, Castro LR.
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2001

2010

2004

2009

2012

2006

2008

2013

The utility of mitochondrial DNA
sequences for identification of
forensically important blowflies
(Diptera: Calliphoridae) in
southeastern Australia

DNA-based characterization and
classification of forensically important
flesh flies (Diptera: Sarcophagidae) in

Malaysia

Molecular Identification of
Forensically Important Blow Fly
Species (Diptera: Calliphoridae) in
Taiwan

Cadigo de barras (DNAbarcode) de
dipteros de interés forense

The use of COI barcodes for molecular
identification of forensically important
fly species in Germany

The use of mitochondrial cytochrome
oxidase | gene (CQl) to differentiate
two UK blowfly species Calliphora
vicinaand Calliphora vomitoria

MtDNA analysisfor genetic
identification of forensically important
insects

Identificacion molecular de
califoridos (Diptera: Calliphoridae) de
importancia forense en Colombia




El tnico estudio reportado en Colombia sobre identificacion de moscas de
importancia forense que utiliza esta metodologia (barcode), corresponde al
desarrollado por Solano y colaboradores™, el cua hace un gran aporte a las
bases de datos mundiaes de especimenes procedentes de nuestro pais. En
¢l se concluye que la region codigo de barras COI es facil de amplificar y
presenta productos de secuenciacion de facil edicion, 1o que facilita larapida
identificacion de especies. En este trabajo el numero de secuencias de varias
especies fue bgjo (una sola secuencia de algunas especies), se recomienda
[levar acabo estudios que utilicen un mayor nimero de secuencias por especie,
y que representen o mejor posible los rangos de distribucién altitudinal y
latitudinal en el area de distribucion de la especie, para poder establecer
rangos de distancias mas ajustados a la variabilidad intraespecifica que esta
pueda presentar.

Este panorama evidencia la importancia de trabagjar con este méodo a
fin de aportar informacion util y necesaria a las bases de datos mundiales.
El semillero Insecta del Tecnolégico de Antioquia adelanta estudios de
variabilidad genética en moscas de importancia forense, y proyecta realizar
investigaciones en el area con el fin de contribuir con datos que enriquezcan
las bases de datos de nuestro pais para la identificacion.
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