Revista de la Facultad de Ciencias Universidad Nacional de Colombia, Sede Medellin
V 10 N°2 julio-diciembre de 2021 e ISSN-e 2357-5749 e Articulo Investigacion e Paginas 51 a 66
DOI: https://doi.org/10.15446/rev.fac.cienc.v10n2.94053

CODIGOS DE BARRA DE ADN PARA IDENTIFICACION DE ESPECIES
DEL GENERO Lonchaea FALLEN, 1820 (DIPTERA: LONCHAEIDAE)
DE ANTIOQUIA®

DNA BARCODING FOR IDENTIFICATION OF SPECIES OF THE
GENUS Lonchaea FALLEN, 1820 (DIPTERA: LONCHAEIDAE) OF
ANTIOQUIA

FRANCISCO JAVIER BALSEIRO TEHERAN ® *, SANDRA INES URIBE SOTO ©

Recibido 2-03-2021, aceptado 20-04-2021, version final 30-06-2021.
Articulo Investigacion

RESUMEN: Lonchaea es el género con mayor nimero de especies y distribucion dentro de la familia Lonchaeidae.
Los individu os de esta familia son confundidos con los de la familia Tephritidae y ambos se encuentran afectando
frutos. Los pocos estudios taxondémicos sobre el género hacen que la identificacion de las especies sea dificil, espe-
cialmente con base en las hembras, colectadas mds frecuentemente, ya que todas las claves existentes estdn basadas
en la morfologia de los machos. Se asignaron las secuencias cédigo de barras de ADN para especimenes del género
previamente identificados por morfologia y verificados por especialistas, logrando mediante la agrupacion en M-OTUj
(Unidades Taxon6émicas Operativas Moleculares) la asociacién de genotipos machos-hembras, proporcionando infor-
macién molecular valiosa como apoyo para identificar individuos de ambos sexos, e incluso inmaduros colectados en
campo o especimenes presentes en colecciones entomoldgicas.

PALABRAS CLAVE: Cédigos de barras de ADN; Lonchaea; taxonomia.

ABSTRACT: Lonchaea is the genus with the largest number of species and distribution within the Lonchaeidae fa-
mily. Normally the individuals of this family are confused with those of the Tephritidae family when they are affecting
fruits. The few taxonomic studies that exist on the genus make species identification really difficult, especially based
on females since all the existing keys are based on males. The relationship between morphological and molecular va-
riability was analyzed for specimens of the genus Lonchaea, considering an initial identification of the species based
on the morphology of the males. DNA barcode sequences were assigned to specimens of the genus previously identi-
fied by morphology and verified by specialists, achieving by grouping in M-OTUs (Molecular Operating Taxonomic
Units) the association of male-female genotypes, providing valuable molecular information as support to identify in-
dividuals of both sexes, and even immatures collected in the field or specimens present in entomological collections.
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1. INTRODUCCION

Lonchaea Fallen (Lonchaeinae: Lonchaeini), es el género mas grande de los nueve que se reportan actual-
mente para la familia Lonchaeidae a nivel mundial. Este género se encuentra en todas las regiones zoogeo-
gréficas, excepto la Antartida, con 218 especies descritas (MacGowan & Rotheray, 2019). De acuerdo con
sus hédbitos alimenticios y por sus efectos sobre la produccién de frutas, el Instituto Colombiano Agrope-
cuario ICA mediante la resolucion 001 del 2011, establecié que algunas especies de la familia Lonchaeidae
se consideran en la categoria de moscas de la fruta (ICA, 2011). Asi mismo, en los planes de trabajo de
exportacion de frutas se incluyen especies de esta familia como de importancia cuarentenaria. En particular,
el género Lonchaea ha sido reportado como plaga en cultivos comerciales de pasifloras (Chacén, 1984) y

Pitahaya (Medina & Takumasa, 2012); sin embargo, no existen estudios epidemiolégicos amplios para este

grupo.

Se conoce muy poco sobre la taxonomia del género Lonchaea, el cual parece estar bien representado en
América tropical. Aunque solamente 29 especies se han registrado para la regién Neotropical, existen segu-
ramente muchas especies por describir, cuya gran similitud morfolégica, hace sumamente dificil su deter-
minacién (Korytkowski & Ojeda, 1971).

La identificacién taxonémica de los especimenes causantes de dafio y pertenecientes al género Lonchaea,
se basa principalmente en los caracteres morfolégicos de los machos, condicién de uso general para mu-
chos insectos especialmente en el orden Diptera. Dado el alto porcentaje de hembras recuperado con las
metodologias tradicionales de muestreo y su dificil identificacién, se hace necesario considerar metodolo-
gias complementarias a la morfologfa tradicional para asegurar una adecuada identificacién. Para este caso
se ha considerado de importancia la metodologia del cédigo de barras; que no es mds que un sistema de
identificacion y descubrimiento de especies usando una seccion corta de ADN de una region estandarizada
del genoma (Hébert et al, 2003).

De acuerdo con Lanteri (2007)uno de los aspectos positivos de la iniciativa “codigos de barras de ADN”
es que posibilita la asociacién de los distintos estados de desarrollo ontogénico o de sexo de la misma es-
pecie. En concordancia con lo anterior, la presente investigacién asigné las secuencias cddigo de barras
a individuos del género colectados en campo, incluyendo algunos determinados hasta especie o morfo-
especie mediante estudio detallado de su morfologia y trabajo con un especialista. De esta forma se asign6
la identidad a las hembras de acuerdo con su ubicacién en los M-OTUs definidos por las secuencias. Este se
considera un avance importante hacia el uso de la taxonomia integrativa y en particular la incorporacién de

caracteres moleculares para el trabajo con el género Lonchaea.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Muestras estudiadas

Del material colectado por el sisttema de monitoreo de moscas de la fruta del Instituto Colombiano
Agropecuario ICA en el departamento de Antioquia entre marzo de 2018 y enero de 2019, se seleccionaron
100 muestras. De estas, 44 fueron obtenidas a través de muestreo de frutos de pasifloras y 56 de
trampas McPhail cebadas con proteina hidrolizada de maiz, enriquecida con bérax. Del material colectado
en las trampas se seleccionaron los especimenes del género Lonchaea los cuales fueron previamente
identificados con base en caracteres morfoldgicos utilizando las diagnosis y claves taxondmicas propuestas
por Korytkowski & Ojeda (1971); Luna (1987) y que fueron corroborados por el experto en el grupo lain
MacGowan y posteriormente depositados en la coleccién del Museo Entomolégico Francisco Luis Gallego
de la Universidad Nacional de Colombia sede Medellin MEFLG (NC MEFLG 50849 a MEFLF 50950);
finalmente, se tomd una submuestra de especimenes de cada sitio con el fin de realizar la extraccién de
ADN, la amplificacién de la regién de interés y los demds procesos hasta la obtencién de las secuencias
a partir de cada uno de los especimenes del género; las cuales fueron subidas al Genbank con cédigos de
accesion MZ189743 a MZ189778.

2.2. Extraccion de ADN

Para la extraccion se utilizé el kit DNeasy 250 Blood & Tissue (Qiagen, Alemania) y se sigui6 el protocolo
sugerido por el fabricante. De cada individuo se tom¢ el térax y dos patas, las demds estructuras se
guardaron para los montajes de genitalias y como referencia para la identificacién con base en caracteres
morfolégicos. El éxito de las extracciones se verific6 mediante cuantificacién de ADN, inicialmente en un
espectrofotometro UV-VIS de barrido espectral y posteriormente en una electroforesis en un gel de agarosa

al 0.1 % con GelRed a 80 voltios durante 45 minutos.

2.3. Amplificacion y secuenciacion de coxI

La amplificacién, usando la técnica de Reacciéon en Cadena de la Polimerasa, PCR se realiz6 en un vo-
Iumen de reaccién final de 30 ul y los primers universales; LCO-1490 (5’ - GGTCAACAAATCATAA-
AGATATTGG-3’) y HCO-2198 (5’-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3’) (Folmer et al, 1994),
incluyendo 3 uLL de buffer 5x, 1.92 ulL de 10 mM dNTPs, 2.6 uL. de 25 mM MgClI2, 0,5 uL. Tag DNA Po-
limerasa de (5 U/ml) (Promega, USA), 0.96 uL. de 10uM de cada oligonucleétido; 15.26 ul. H,O ultrapura
y 4.8 u. de ADN. El programa de ciclo térmico de PCR consistié en desnaturalizacion inicial de 5 min
(94 °(C), seguida por 35 ciclos de 94 °C durante 1 min (desnaturalizacién), 45 °C durante 1.50 min (ali-
neamiento), 72 °C durante 1.50 min (extension), y una extension final a 72 °C durante 5 min y finalmente

manteniendo a —25 °C hasta su analisis.
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Luego de verificar la amplificacion del fragmento de ADN objetivo se procedid a una purificacion simple de
los productos de PCR a través de un proveedor externo (Macrogen, Corea) y finalmente a la secuenciacion
por el método de Sanger a través de un proveedor externo con un secuenciador automatico ABI 3730xl1

(Applied Biosystems™).

2.4. Analisis de secuencias

La calidad de las secuencias obtenidas fue verificada a través de programas bioinformaéticos. Inicialmente a
través del programa Geneious Prime 2020.2 se verific la calidad del electroferograma y seguidamente se
hall6 la secuencia consenso.

Durante el andlisis para detectar la presencia de ADN mitocondrial nuclear NUMTS en las secuencias,
segtin lo sugerido por Song et al (2008), se examind la presencia de ambigiiedades, lectura espectral am-
bigua y el ruido, entendido como dificil lectura de los picos. Posteriormente, se examiné la composicién
nucleotidica para detectar sesgos y se verifico la ausencia de acumulacién de mutaciones, codones de pa-
rada e insercién o delecién. Posteriormente con el fin de verificar que las secuencias pertenecian al grupo
estudiado se realizé un BLAST (Altschul, 2005) tomando como referencia el genoma de Ceratitis capitata
Wiedemann, 1824 (NCBI: NC_000857.1), se aline6 cada una de las secuencias para confirmar la identidad
del gen.

Las secuencias consenso obtenidas para cada individuo se alinearon usando el algoritmo MUSCLE
(Edgare, 2004). El alineamiento final fue caracterizado en términos de variabilidad nucleotidica y frecuen-
cia de transiciones y transversiones. El nimero de haplotipos se estimé en el programa DnaSP version
6.0 (Rozas et al, 2017).El andlisis de divergencia entre las secuencias que correspondian a los individuos
de 9 localidades, medido por distancias genéticas, se realizé a través del programa MEGA X (Kumar et
al, 2018) las cuales fueron calculadas utilizando el modelo de distancia de Kimura 2 pardmetros - K2P
(Kimura, 1980), con base en el cual se calcularon las distancias inter e intraespecificas con bootstrap de
10000 réplicas. De acuerdo con los valores obtenidos se realiz6 el anélisis Neighbour-Joining (NJ), el cual

provee una representacion grafica de los patrones de divergencia entre especies.
2.5. Evaluacion de la correspondencia morfologia-molecular y asignacion de identidad a las
hembras con base en las secuencias

Para asignar la identidad de las hembras con base en su inclusién en M-OTUs de machos previamente
identificados por morfologia y corroborados por expertos se utilizaron dos criterios de amplio uso en

estudios de esta indole:

1. Los rangos de divergencia expresados como distancias genéticas: “la divergencia de la secuencia de

c6digo de barras de ADN entre la mayoria de las especies congéneres es generalmente superior al 2 %”’
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(Hébert et al, 2003), mientras que la variacién intraespecifica suele ser inferior al 1% (Avise, 2000).
Sin embargo, estudios realizados para el orden Diptera arrojan datos variables y se hace necesario
realizar andlisis puntuales; por ejemplo: Meier et al (2006) encontrd que la variacién intraespecifica
e interespecifica se superpone ampliamente en las secuencias coxI de Diptera (0% a 15.5%) con el
99 % de todas las distancias congenéricas que caen en este intervalo.

En grupos cercanos a Lonchaecidae como la familia Tephritidae, las divergencias genéticas
intraespecificas basadas en el modelo K2P de las secuencias coxl entre 42 taxones de moscas de
la fruta variaron de 0 a 10.3% y las divergencias genéticas interespecificas minimas oscilaron entre
0% y 16.3 % con un promedio de 5.3 % (Kunprom & Pramual, 2019).

2. Las unidades taxondmicas moleculares operacionales (M-OTUs) fueron identificadas de acuerdo
con las distancias genéticas intra e inter-especie calculadas y segin las agrupaciones dentro de un
dendrograma inferido por el algoritmo de “Neighbor-Joining” (NJ) (Saitou & Nei, 1987) (modelo
K2P, “bootstrap” = 10.000 réplicas) (Felsenstein, 1985).

Adicionalmente, se llevd a cabo un andlisis a través de un procedimiento automditico usando
el software ABGD (Automatic Barcode Gap Discovery), a través del sitio web del fabricante
(https://bioinfo.mnhn.fr/abi/public/abgd/abgdweb.html) (dia de ingreso 30 de julio, 2020), este software
permite ordenar las secuencias en especies hipotéticas en funcién de la brecha de cédigo de barras, que
se puede observar siempre que la divergencia entre organismos pertenecientes a la misma especie es menor
que la divergencia entre organismos de diferentes especies (Puillandre et al, 2012).

El programa ofrece tres modelos de distancia o separacién, K2P (Kimura dos pardmetros), JC69 (Jukes &
Cantor, 1969) y un modelo de sustitucion simple. En el presente estudio se realizaron los anélisis usando la

version online, y el modelo escogido para las agrupaciones fue K2P.

Especies de Lonchaea Fallen 1820

® Lonchaea aculeata (Bezzi, 1910)

@ Lonchaea chalybea Wiedemann (1830)
Lonchaea cristula (McAlpine, 1964)
Lonchaea curiosa (McAlpine, 1964)
Lonchaea echinappina (McAlpine, 1964)
Lonchaea longicornis Williston, 1896
Lonchaea striatifrons Malloch, 1920

Colectas

A Municipio

L. cristula

L. aculeata

L. curiosa

L. echinappina
L. chalybea

L. longicornis
L. striatifrons

Figura 1: Sitios de muestreo de especimenes de Lonchaea en Antioquia utilizados en este estudio. Los detalles de los sitios de
muestreo se dan en la Tabla 1. Fuente: Elaboracién propia.

V 10 N°2 julio-diciembre de 2021 e ISSN-e 2357-5749 ¢ DOIL: https://doi.org/10.15446/rev.fac.cienc.v10n2.94053 e Articulo Investigacién 55



FRANCISCO JAVIER BALSEIRO-TEHERAN, SANDRA INES URIBE-SOTO

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 1: Cédigos de las secuencias coxI de especies de Lonchaea colectados en Antioquia, Colombia relacionando especie,
localidad, sexo e identificacién de la secuencia.

Especie Sexo Locallidad Secuencia ID por morfologia Cédigo de accesion
L. cristula M Antioquia, Jeric, Vallecitos, La Aurora Lcr88-1 SI MZ189751
L. cristula H Antioquia, La Ceja, Llanadas, Manantial Ler82-2 NO MZ189759
L. cristula M Antioquia, La Ceja, Llanadas, Manantial Ler82-1 SI MZ189760
L. cristula M Antioquia, Jeric, La Mama, Benedictinos Ler81-1 SI MZ189761
L. cristula H Antioquia, Jericé, La Mama, Benedictinos Ler81-2 NO MZ189763
L. cristula M Antioquia, Jericé, La Mama, Benedictinos Lcr66-1 SI MZ189764
L. cristula H Antioquia, Abejorral, La Esperanza, Agroaves s.a. s Lerd4-2 NO MZ189762
L. cristula M Antioquia, La Ceja, Llanadas, Manantial Lcr29-1 SI MZ189771
L. cristula H Antioquia, Guarne, NI, El Tesoro Lcr28-2 NO MZ189770
L. cristula M Antioquia, Guarne, NI, El Tesoro Lcr28-1 SI MZ189769
L. cristula H Antioquia, El Carmen de Viboral, Betania, Los Papayos Lcr25-2 NO MZ189767
L. cristula M Antioquia, El Carmen de Viboral, Betania, Los Papayos Ler25-1 SI MZ189768
L. cristula M Antioquia, Guarne, Las Hojas, NR Lerl9-1 SI MZ189766
L. cristula H Antioquia, Guarne, Las Hojas, NR Lcrl9-2 NO MZ189765
L. cristula H Antioquia, Abejorral, NI, San Felipe Lerll-2 NO MZ189772
L. cristula M Antioquia, El Pefiol, Horizonte, San Bartolo Lers-1 SI MZ189773
L. longicornis H Antioquia, El Carmen de Viboral, Betania, Los Papayos Llo26-2B NO MZ189748
L. longicornis M Antioquia, El Carmen de Viboral, Betania, Los Papayos Llo26-1C SI MZ189750
L. longicornis M Antioquia, El Carmen de Viboral, Betania, Los Papayos Llo26-1A SI MZ189755
L. longicornis M Antioquia, El Carmen de Viboral, Betania, Los Papayos Llo26-1B SI MZ189757
L. longicornis H Antioquia, El Carmen de Viboral, Betania, Los Papayos Llo26-2A NO MZ189749
L. longicornis H Antioquia, El Carmen de Viboral, Betania, Los Papayos Llo26-2C NO MZ189747
L. aculeata H Antioquia, Jeric, La Mama, Benedictinos Lac20-2B NO MZ189777
L. aculeata M Antioquia, San Vicente, NI, La Tomatera Lac23-1 SI -
L. aculeata H Antioquia, El Carmen de Viboral, Betania, Los Papayos Lac26-2 NO MZ189776
L. aculeata M Antioquia, Jericé, La Mama, Benedictinos Lac70-1 SI -
L. aculeata M Antioquia, El Carmen de Viboral, Betania, Los Papayos Lac26-1 SI MZ189775
L. aculeata H Antioquia, Jericé, La Mama, Benedictinos Lac20-2A NO MZ189778
L. curiosa H Antioquia, Jericé, La Mama, Benedictinos Lcu70-2 NO MZ189754
L. curiosa M Antioquia, El Pefiol, Horizonte, San Bartolo Lcu5-1 SI MZ189758
L. curiosa M Antioquia, Jericé, La Mama, Benedictinos Lcu20-1 SI MZ189752
L. curiosa M Antioquia, Jeric, La Mama, Benedictinos Lcu70-1 SI MZ189753
L. striatifrons M Antioquia, Jericé, Vallecitos, La Aurora Lst90-1A SI MZ189744
L. striatifrons M Antioquia, Jeric6, Vallecitos, La Aurora Lst90-1B SI MZ189743
L. chalybea M Antioquia, Guarne, NI, El Tesoro Lch28-1 SI MZ189774
L. echinappina M Antioquia, Jeric, La Mama, Benedictinos Lecl7-1 SI MZ189756
Lonchaea sp. 3 M Antioquia, Jericé, La Mama, Benedictinos Lspl7-1 NO MZ189756
Lonchaea sp. 5 M Antioquia, El Carmen de Viboral, Betania, Los Papayos Lsp25-1 NO -
Lonchaea sp. 4 M Antioquia, Abejorral, NI, San Felipe LspCL12-1 NO -
Lonchaea sp. 3 M Antioquia, Abejorral, NI, San Felipe LspGB12-1 NO MZ189745

Se purificaron y secuenciaron en ambos sentidos de la cadena de ADN, un total de 40 secuencias del mismo
nimero de muestras para un total de 80 reacciones. Se obtuvieron 40 secuencias consenso del fragmento 5’
del gen coxlI, con un tamafio aproximado de 674 pb, cuyos nimeros de accesion se encuentran en la Tabla
1. Del total, 22 secuencias corresponden a especimenes morfolégicamente identificados de 7 especies del
género Lonchaea y 14 secuencias de hembras sin identificacion a nivel de especie ademds de 4 secuencias
provenientes de morfotipos de machos sin asignacién por morfologia. En cuanto a los sitios de ubicacion
de las trampas utilizados en este estudio, los detalles en la Tabla 1. Ademas, se indica los datos de cada
una de las secuencias obtenidas. Todos los especimenes analizados provenian de colectas trampas McPhail

ubicadas en cultivos de gulupa (Passiflora edulis f. edulis Sims 1818).
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Tabla 2: Haplotipos de las secuencias coxl

Haplotipo # de secuencias Composicién individuos

HAP_1 3 L. cristula 81-1 L. cristula_81-2 L. cristula_66-1
HAP_2 2 L._striatifrons_90-1B L._striatifrons_90-1A
HAP_3 1 Lonchaea_sp._GB12-1

HAP_4 1 Lonchaea_sp._CL12-1

HAP_5 1 Lonchaea_sp._17-1

HAP_6 1 Lonchaea_sp._25-1

HAP_7 1 L._longicornis_26-2C

HAP_8 2 L._longicornis_26-2B L._longicornis_26-2A
HAP_9 2 L._longicornis_26-1C L._longicornis_26-1B
HAP_10 1 L._longicornis_26-1¢

HAP-11 1 L._echinappina_17-1

HAP_12 1 L._curiosa_70-2

HAP_13 1 L._curiosa_70-1

HAP_14 4 L. aculeata20-2B L. aculeata20-2A L. aculeata26-2 L. aculeata26-1
HAP_15 1 L._curiosa_20-1

HAP_16 1 L._curiosa_5-1

HAP_17 1 L. cristula_88-1

HAP_18 6 L. cristula_82-2 L. cristula_44-2 L. cristula_25-1 L. cristula_19-2 L. cristula_19-1 L. cristula_5-1
HAP_19 1 L. cristula_82-1

HAP_20 1 L. cristula_29-1

HAP_21 1 L. cristula_28-2

HAP_22 1 L. cristula_28-1

HAP_23 1 L. cristula_25-2

HAP_24 1 L. cristula_11-2

HAP_25 1 L. L._chalybea_28-1

HAP_26 1 L._aculeata_23-1

HAP_27 1 L._aculeata_70-1

La verificacién de la identidad de las secuencias realizada por comparacion con el alineamiento de referen-
cia de Ceratitis capitata Wiedemann, 1824 (NCBI: NC_000857.1) indicé que las secuencias corresponden
a las posiciones 1558 a 2234 del genoma mitocondrial de referencia, confirmando la amplificacién de la

region de interés que presentd un tamafio de 674 nucleétidos en promedio.

Las secuencias consenso fueron comparadas con secuencias del Genbank de la especie Lonchaea ragna-
ri (HQ582074.1) y Lonchaea corea (KR660353.1) a través de la herramienta BLAST (Altschul, 2005)del
Genbank, usando el algoritmo MegaBLAST en principio, para evaluar la brecha e identidad entre las se-

cuencias. Se obtuvieron identidades por encima del 87 % y brechas menores a 2/651.

Posteriormente se realizé un alineamiento multiple utilizando el método de unién de vecinos simple a través
del programa MEGA X. Para las 40 secuencias se obtuvieron 27 haplotipos (ver Tabla 2), donde todas las
hembras sin identificar se agruparon en M-OTUs que incluian con machos previamente identificados por

morfologia y molecular.

Los haplotipos asignados a especimenes previamente identificados por métodos morfolégicos y corrobo-
rados por el experto fueron comparados con los haplotipos de hembras y machos sin determinar, para hallar
la correspondencia entre los mismos. Para los 22 especimenes identificados correspondientes a 7 especies,

se encontraron 17 haplotipos. En las 14 secuencias obtenidas a partir de las 14 hembras se encontraron 9
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Figura 2: Distribucién de frecuencias de divergencia genética intracspecifica ¢ interespecifica de especimenes del género

Lonchaea de Antioquia. Fuente: Elaboracién propia.

haplotipos que correspondian a cuatro de las especies identificadas por morfologfia.

La divergencia medida como distancia genética para los individuos previamente identificados por morfo-
logia como de una misma especie estuvo entre 0 y 2% con dos excepciones, L.aculeata 70-1 que varié
entre 0y 5.4% y L.aculeata 23-1 con una variacion entre 0 y 6.5 %. Para las secuencias de L. cristula la
divergencia oscil6 entre 0 — 0.5 % siendo la especie con menor tasa de divergencia entre sus individuos con
9 individuos analizados con identificacién previa por morfologia. L. curiosa presentd una divergencia entre
0.3% y 0.5 % para tres individuos analizados, L. longicornis presenté distancias que fluctuaron entre 0 % y
0.8 %, L. striatifrons presenté una divergencia de 0 % entre sus dos individuos. Para L. aculeata la variacién
estuvo entre 2.2% y 6.5 % siendo esta especie la de mayor divergencia y la que presenta valores que se

solapan con la menor distancia entre especies.

Las divergencias medidas como distancias genéticas entre especies para las secuencias obtenidas de 22
individuos con igual nimero de secuencias y separados por morfologia en 7 especies, estuvieron entre 6.1 %
( L. cristula - L. striatifrons) y 16.9% ( L. cristula - L. longicornis). Asi, usando las 22 secuencias que
representan 7 especies, se comprobd la presencia de un “gap de cédigo de barras” ( ver Figura 2), con
una separacion intraespecifica entre 0.0 - 5.1 %, y una variabilidad interespecifica entre 6.1 %-16.9 %. Las
distancias obtenidas son congruentes comparandolas con las de grupos cercanos como Tephritidae; donde

variaron entre de 0 a 10.3 % intraespecie y entre 0% y 16.3 % entre especies (Kunprom & Pramual, 2019).
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Figura 3: Dendrograma de NJ con el modelo K2P y bootstrapp de 10000 réplicas para las 40 secuencias obtenidas. Machos: 1,
Hembras: 2. Fuente: Elaboracién propia.
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Tabla 3: Distribucién de los M-OTUs obtenidos a través de ABGD (Results of the Automatic Barcode Gap Discovery)

M-OTUS # de individuos Composicion

MZ189751, MZ189759, MZ189760, MZ189761,
MZ189763, MZ189764, MZ189762, MZ189771,
MZ189770, MZ189769, MZ189767, MZ189768,
MZ189766, MZ189765, MZ189772, MZ189773

2 2 MZ189744 y MZ189743

3 3 MZ189756, MZ189756 y MZ189745

4 1 Lonchaea_sp._CL12-1

5 1 Lonchaea_sp.-25-1

6 6 MZ189748, MZ189750, MZ189755,
MZ189757, MZ189749, MZ189747

7 4 MZ189754, MZ189758, MZ189752 y MZ189753

8 4 MZ189777, MZ189776, MZ189775 y MZ189778

9 1 MZ189774

10 2 L._aculeata_23-1 L._aculeata_70-1

3.1. Asignacion de identidad de las hembras y morfotipos sin asignacion por morfologia
3.1.1. Analisis NJ de las secuencias para el género Lonchaea con material propio

El anélisis de NJ (Figura 3) confirmé la identidad de las 14 secuencias obtenidas de especimenes hembra
al ubicarlas en los M-OTUs correspondientes con base en sus haplotipos. También aparecen separadas cada
una de las especies asignadas por morfologia con M-OTUs con soporte bootstrap del 100 %. Las unidades
donde se incluyen especimenes para cada especie, recogen los especimenes provenientes de las diferentes
localidades de las cuales estos provenian, cuyas distancias geogrdficas maximas fueron 200 km. Dado
que el andlisis separa las secuencias de L. aculeata en dos M-OTUs, después de verificar las variaciones
encontradas en morfologia y los caracteres con que fue descrita inicialmente la especie, se infiere que, en
efecto, las secuencias 70-1 y 23-1 pueden pertenecer a otra especie o que puede existir un complejo de
especies, lo cual merece ser estudiado con mayor detalle.

3.1.2. Especies hipotéticas basadas en el Barcoding-gap

El andlisis a través del programa ABGD separ6 las 40 secuencias propias en 10 grupos o M-OTUs (Ver
Tabla 3, Figura 2), entendiendo éstas como agregaciones de secuencias unidas por algin indice de similitud
(normalmente un corte de distancia predefinido) denotando que corresponden a una entidad biolégica.

El ndmero de grupos o M-OTUs, que equivale a las especies hipotéticas para este caso, no varié en
la particién inicial realizada bajo los tres modelos (simple, JC y K2P), sugiriendo la existencia de 10
agrupaciones. Variando el porcentaje de divergencia hasta 5, el nimero M-OTUs no varia, solamente una
de las secuencias se mueve a otro grupo. Los resultados sugieren la existencia de 10 M-OTUs para todas las
particiones con el modelo simple y de 10 con los modelos de JC Y K2P excepto cuando el porcentaje de
divergencia es igual a 1 lo cual es poco probable entre especies de Diptera, donde p aumenta a 18. (Tabla 4).
Bajo el modelo de sustituciéon K2P se identificaron 8 potenciales “gaps” del cédigo de barras. El total de
secuencias se agrup6 separando las especies que morfolégicamente corresponden a una misma. Las 14 se-

cuencias de hembras sin una determinacién a nivel de especie por morfologia quedaron separadas en 4 de
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Tabla 4: Resultados del andlisis ABGD (Results of the Automatic Barcode Gap Discovery)

Modelo de X Particién Divergencia intraespecifica

Sustitucién 0.001000 0.001668 0.002783 0.004642 0.007743 0.012915 0.021544 0.035938

simple 1.0 Inicial 10 10 10 10 10 10 10 10
Recursiva 10 10 10 10 10 10 10 10

JC 1.0 Inicial 18 10 10 10 10 10 10 10
Recursiva 18 10 10 10 10 10 10 10

K2p 1.0 Inicial 10 10 10 10 10 10 10 10
Recursiva 18 10 10 10 10 10 10 10

Especie Genitalia del macho Haplotipos

Lonehaea ceuizata {Bezii, 1910)

MZ189777 MZ189776

MZ189775 MZ189778
Lonchaca chalybea Wiedemann (1550)

MZissrie

MZ1s9751 MZis9739

Lonckaca cristula (McAlpine, 1564)

MZ 159767
MZ159786
MZ1s9772 MZ1s9775
Lonchaea curiosa [MeAlpine, 1964)
MZ1s975% MZ158758
MZis9752 MZize755
Lonchaea echinappina (McAlpine,
196+) MZ189756 MZ189756
MZ1se74s
Lonchaea  longicornis  Williston,
1596 MZ159745 MZ159750,
MZ155755 MZ158757
MZ1se7is MZ1s9747
Lonchaea striatifrons Malloch (1920}
MZ 15744 MZissras

Figura 4: Especies para las cuales se asignaron los haplotipos e informacién como herramienta para la identificacién Fuente:
Elaboracién propia.
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los 10 M-OTUs correspondientes a las especies L. cristula (6), L. curiosa (2), L. longicornis(3) y L. acu-
leata (3). Las siete especies encontradas por morfologia incluyeron todos los machos analizados excepto L.
aculeata, que como se analizé en las distancias intraespecificas contenia dos individuos con una divergencia
por encima del 5 % y que posiblemente pertenecen a una especie criptica o morfoldgicamente similar. Para
las siete especies se provee una herramienta integrativa que permite asociar la identidad de organismos del
género Lonchaea sin importar el sexo (ver Figura 4). Usando 40 secuencias de las especies encontradas y 26
secuencias de 11 especies de la region paleartica y nedrtica extraidas del Bold System, las secuencias utiliza-
das con origen en las bases de datos fueron sometidas a un proceso de depuracién con el fin de identificar si
cumplian con todos los criterios que garantizaran que su determinacién taxonémica fue correcta por lo cual
se trabajé con secuencias de 11 de las 24 reportadas en BOLD. Se obtuvo el dendograma correspondiente
(Ver Figura 5); el cual exhibe una bifurcacion inicial donde una rama contiene a la mayoria de especies
tropicales y la otra rama incluye especies de la regidn paleartica y nedrtica como también algunas especies
tropicales. En el M-OTU de las especies articas se alinearon L. curiosa, L. echinappinay L. chalybea, estan-
do esta dltima mds cercana a las especies del grupo de especies tropicales. Lo anterior también corrobora lo
encontrado por morfologia donde se observa una gran similitud entre las especies L. cristula, L. striatifrons,
L. longicornisy L. aculeata, que ademads son las especies de mayor ocurrencia en Colombia. Las especies
encontradas no cuentan con secuencias en las bases de datos, por lo que el presente estudio se muestra como
un aporte importante a la taxonomia del grupo Cuando se incluyeron las secuencias de BOLD al anélisis por
NIJ se observaron datos interesantes, por ejemplo, existe una clara separacién entre las especies tropicales
y las de origen nedrtico y paledrtico (distancias intraespecificas vs distancias entre especies de 0.0 - 2.0 %
y 6.1 - 16.9% para las secuencias propias, 0 - 0.8% y 6.4 - 15% respectivamente, para las secuencias de
BOLD cuando se analizan de forma independiente), evidenciando que el origen geografico ha modificado
las caracteristicas de las especies del género, lo anterior también se soporta en los datos de distancias para

todos los individuos analizados en conjunto.

En las bases de datos por ejemplo BOLD se cuenta con un gran ndimero de registros, sin embargo, el nimero
de especies del género Lonchaea solo asciende a 24 de las 218 reportadas a nivel mundial; los valores de
distancias encontrados en el presente estudio coinciden con los estimados para las demds secuencias dispo-
nibles en las bases de datos. El 88 % de las secuencias encontradas en las bases de datos tienen como origen
Centro de Genémica de la Biodiversidad de Canad4 (ver Figura 6) por lo que el presente estudio aportaria un
mayor nimero de secuencias que los demds depositarios de muestras reportados, ademas de ser las primeras
secuencias reportadas para toda la region tropical incluyendo Latinoamérica y el trépico africano. En cuanto
a secuencias reportadas por paises el estudio coloca a Colombia dentro del mapa como el segundo pais con
mayor nimero de secuencias de este grupo después de Canada y por encima de Estados Unidos, donde por

tecnologia y capacidad econémica se deberia tener un mayor nimero de registros.
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Figura 5: Dendrograma NJ con el modelo K2P y Bootstrap de 10000 réplicas para todas las secuencias obtenidas mas 26

secuencias del género Lonchaea de las bases de datos. Fuente: Elaboracién propia.
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Figura 6: Depositorios de secuencias de muestras del genero Lonchaea en el mundo. Fuente: Elaboracién propia.

4. CONCLUSIONES

A través del uso de la metodologia del cédigo de barras se logré conferir la secuencia correspondiente a
36 individuos distribuidos en 7 especies del género Lonchaea. Todas las secuencias obtenidas pertenecen
a especies que no contaban con datos en las bases de datos. Esto contribuye a ampliar la libreria genética
de esta secuencia para este grupo de insectos y evaluar la consistencia de esta region como marcador como
herramienta para la identificacién de especies. Ademds, se asignaron las secuencias de 14 hembras sin iden-
tidad a nivel especifico a M-OTUs con especies identificadas por morfologia y corroboradas por expertos,
ademads se logré determinar la presencia de tres morfotipos pertenecientes al género Lonchaea a los cuales
no se logré asignar a ninguna especie por morfologia ni por molecular. Un mayor estudio de este grupo
en las diferentes regiones mejorard la capacidad de crear un sistema de identificacién basado en cédigos
de barras en Lonchaea y, en consecuencia, facilitard futuros estudios relacionados con la biologia de estos

insectos que en la actualidad es desconocida en muchos aspectos.
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